T.C.
EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstittisi

KASIMPATI MUTASYON ISLAHINDA IN VITRO
CALISMALAR

Doktora Tezi

Umran SENEL

Bahge Bitkileri Anabilim Dal1

Izmir

2023






T.C.
EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstittsi

KASIMPATI MUTASYON ISLAHINDA IN VITRO
CALISMALAR

Umran SENEL

Danismanlar:
Prof. Dr. M. Ercan OZZAMBAK
Dr. K. Yaprak KANTOGLU

Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Bahge Bitkileri Doktora Programi

[zmir

2023






EGE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
ETiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Y®&netmeliginin ilgili hiikiimleri uyarinca
Doktora Tezi olarak sundugum “Kasimpati Mutasyon Islahinda In Vitro
Calismalar” baglikli bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, sundugum tiim sonug,
dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu tez ¢alismasi kapsaminda elde ettigimi, bu
tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara atif yaptigimi ve bunlari
kaynaklar listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez ¢aligmasi ve yazimi
sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini, bu tezin
herhangi bir boliimiinii bu iiniversite veya diger bir iiniversitede baska bir tez
calismasi i¢inde sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan yazimina kadar biitlin
safhalarda bilimsel etik kurallarina uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya

¢tkmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul edecegimi beyan ederim.

21/09/2023

Umran SENEL






Vil
OZET

KASIMPATI MUTASYON ISLAHINDA IN VITRO CALISMALAR

SENEL, Umran

Doktora Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. M. Ercan 0ZZAMBAK
fkinci Danisman1: Dr. K. Yaprak KANTOGLU
Eyliil 2023, 202 sayfa

Calismada mutasyon 1slah1 ile farkli 6zelliklerdeki kasimpati bitkilerinin
eldesine yonelik, in vitro rejenerasyon protokollerinin ve mutasyon tekniklerinin

gelistirilmesi amaglanmustir.

Arastirmada beyaz renkli Miral White (MW) ve pembe renkli Pusan
kasimpat1 (Chrysanthemum morifolium L.) gesitlerinin farkli eksplantlarinda (dilsi
cigek, yaprak, bogum ve bogum arasi), farkli oksin ve sitokinin hormonlarinin
kombinasyonlart ile in vitro rejenerasyon protokolleri gelistirilmistir. En iyi
rejenerasyon ortaminin 2.0 mg/l 6-Benzilaminopiirin (BAP) +0.5 mg/l 1-Naftelin
Asedik Asit (NAA) ile desteklenmis Murashige ve Skoog (MS) ortami oldugu
saptanmistir. MW kasimpati ¢esidinin yaprak eksplantinda %90, dilsi ¢igcek
eksplantinda %55, bogum eksplantinda %100 ve bogum aras1 eksplantinda %100
stirgiin olusumu elde edilirken, Pusan kasimpati ¢esidinin yaprak eksplantinda %60,
bogum eksplantinda %100 ve bogum aras1 eksplantinda %65 siirglin olusumu elde
edilmistir. MW ve Pusan kasimpati ¢esidinin ti¢ farkli eksplantina (yaprak, bogum
ve bogum arasi) yapilan in vitro gama 1smm (Co®0-Kobalt-60) uygulamasi
sonrasinda bogum eksplanti i¢in etkili mutasyon dozu (EMDso) MW g¢esidinde 24
Gray (Gy), Pusan ¢esidinde 22 Gy olarak belirlenmistir. EMDsg ile 1sinlanan
eksplantlar rejenerasyon ortaminda MiVi-Mi1V4 donemi boyunca alt kiiltiire

alinmustir.
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Aklimatizasyonu saglanan bitkiler cigeklendirilerek gozlemleri yapilmistir.
MW kasimpatit mutantlarinda %0.7 oraninda mutasyon frekansi ile sar1 dilsi ¢igek
rengi tespit edilirken, Pusan kasimpati mutantlarinda %1 agik pembe, %1 koyu
pembe, %0.3 beyaz, %0.2 bej, %0.06 somon ve %0.3 oraninda ¢izgili dilsi ¢igek
degisimleri saptanmistir. MW kasimpati ¢esidine ait 2 mutant birey ve Pusan
kasimpat1 c¢esidine ait 5 mutant birey gelistirilebilecegi diistiiniilerek ileriki

calismalar i¢in se¢ilmistir.

Anahtar sozciikler: Kasimpati, in Vvitro rejenerasyon, mutasyon,

Chrysanthemum.



ABSTRACT

IN VITRO STUDIES ON CHRYSANTHEMUM MUTATION
BREEDING

SENEL, Umran

PhD in Horticulture Sciences
Supervisor: Prof. Dr. M. Ercan OZZAMBAK
Co-Supervisor: Dr. K. Yaprak KANTOGLU

September 2023, 202 pages

In this study, the aim was to develop in vitro regeneration protocols and
mutation techniques for obtaining chrysanthemum plants with different traits

through mutation breeding.

Different explants (inflorescence, leaf, node, and internode) of white Miral
White (MW) and pink Pusan chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium L.)
varieties were used to develop in vitro regeneration protocols using various
combinations of auxin and cytokinin hormones. The best regeneration medium was
determined to be Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 2.0 mg/I
6-benzyl amino piirine (BAP) and 0.5 mg/l 1-Naphthaleneacetic acid (NAA).
Regeneration efficiencies varied among the different explants and cultivars, with
MW exhibiting shoot formation of 90% in leaf explants, 55% in inflorescence
explants, 100% in node explants, and 100% in internode explants. Similarly, Pusan
chrysanthemum showed shoot formation of 60% in leaf explants, 100% in node
explants, and 65% in internode explants. In vitro gamma irradiation (¢°Co-Cobalt
60) was applied to three different explants (leaf, node, and internode) of MW and
Pusan chrysanthemum varieties, and an effective mutation dose (EMDso) was
determined to be 24 Gray (Gy) for MW and 22 Gy for Pusan chrysanthemum in
node explants. The irradiated explants at EMDso were subcultured in the

regeneration medium during the M1V1-M1V stages.



The acclimatized plants were then flowered, and observations were made.
Mutant individuals with yellow inflorescence color were identified in MW
chrysanthemum mutants with a mutation frequency of 0.7%. In Pusan
chrysanthemum mutants, changes in inflorescence color were observed, including
1% light pink, 1% dark pink, 0.3% white, 0.2% beige, 0.06% salmon, and 0.3%
striped inflorescences. Two mutant individuals from MW chrysanthemum cultivar
and five mutant individuals from Pusan chrysanthemum cultivar were selected for

further studies.

Keywords: Chrysanthemum, in vitro regeneration, mutation, Chrysanthemum.
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Tiketici taleplerini karsilayabilecek, i¢ ve dis piyasada tercih edilebilecek
yerli ¢esitlerin gelistirilmesi siis bitkileri sektoriinlin 6nciil ihtiyaglarindandir. Siis
bitkilerinde yeni ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in biyoteknolojik yontemler ile mutasyon
1islahmin birlikte kullanimi hizli ve pratik bir yol sunmaktadir. Bu yolda, gerek
gorev aldigim projelerde olsun gerekse birlikte ¢alistigimiz degerli hocalarimin
tecriibelerinden faydalanarak bilgi birikimimi artrmaya c¢ahstim. Ulke
ekonomisine ve kalkinmasima fayda saglayacak olan ileriki gesit gelistirme
calismalar1 i¢in bu tez ¢alismasindaki in vitro mutasyon tekniklerinin detayl

incelenmesinin fayda saglayacagi kanaatindeyim.

Umarim, bu tez sadece benim bilimsel yolculugumu anlatmakla kalmaz, ayni

zamanda ilgilenen herkese ilham verir ve gelecekteki aragtirmalara yol agar.

[ZMIR
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1. GIRIS

Kasimpati, Asterales takimi, Asteraceae familyasinda yer alan
Chrysanthemum cinsine ait olup, kiiltiirii yapilan tiirii Chrysanthemum x morifolium
Ramat. (Dendranthema x grandiflora Tzvelv. = Chrysanthemum x grandiflorum
Ramat.)’dir (Anderson, 2006). "Dogunun Kraligesi" ve "Sonbahar Kralicesi" olarak
bilinir. Karl Linnacus 1753 yilinda, Yunanca ‘Chrysos’ (altin) ve ‘Anthemon’
(¢igek) kelimelerini birlestirerek, kasimpatinin cins ismini ‘Chrysanthemum’ olarak
belirlemistir. Chrysanthemum cinsi iginde 160 tiir bulunmaktadir (Singh, 2006).
Kasimpatilarin anavatani Dogu Asya (Cin, Kore ve Japonya), Avrupa, Afrika,
Cezayir ve Kanarya Adalar1 merkezli olmak tizere Akdeniz bdlgesidir (Anderson,
2006). Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren iki farkli kasimpati tiirii
(Chrysanthemum segetum L.=Glebionis segetum L. ve Glebionis coronarium
L.=Chrysanthemum coronarium L.) bulunmaktadir. Chrysanthemum segetum
tamamen sar1 yalinkat ¢igekli, mayis-haziran aylar1 i¢inde ¢igeklenen ve tilkemizin
kuzeybatisi, Bat1 ve Giiney Anadolu’da yayilis gosteren bir tiirdiir. Chrysanthemum
coronarium yalin ve beyaz cicekleri ile Trakya, Bati ve Giiney Anadolu’da yayilis
gostermektedir (Haspolat vd., 2021). Kasimpatida temel kromozom sayist x=9’dur
(Tanaka ve Watanabe, 1972; Watanabe, 1977). Akdeniz’de yayilis gosteren tiirlerin
tamamina yakini diploidtir (2n=2x=18). Dogu kokenli tiirlerde poliploidi olduk¢a
yaygindir ve diploidden, dekaploide kadar olan tiirler vardir (Singh, 2006).

Diinyada en fazla ithalati ve ihracati yapilan kesme ¢igek tiirleri arasinda olan
kasimpati, 2022 yili itibariyle 1.035.591.000 dolar (ithalat), 749.202.000 dolar
(ihracat) degerleri ile giilden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Royal Flora
Holland mezatlarinda islem goren kesme ¢igek tiirleri icerisinde 2020 y1l1 verilerine
gore kasimpati 915 milyon adet satis miktar1 ve 1.34 € birim fiyat: ile dordiincii
sirada yer almaktadir. Birim fiyatinin yiiksek olmasi dikkat ¢ekicidir (Trademap,
2022; Ozzambak ve Zeybekoglu, 2023). Kasimpati iilkemizde de en fazla iiretimi
yapilan kesme ¢igek tiirlerinden biri olup Izmir bolgesi ilk sirada yer almaktadir.
Bu nedenle kasimpatida ¢esit gelistirme ¢alismalarinin yapilmasinin iilke tarimi ve
sektor icin olduk¢a dnemli oldugu diisiiniilmektedir. Ulkemizde 1slah edilmis ticari
stis bitkisi ¢cesidimiz heniiz istenilen seviyede degildir. Bu durum iiretim materyali

acisindan iireticilerimizi disa bagimli hale getirmis ve oldukca yiiksek 1slah¢1 hakk1



Odeyerek iiretim materyali ithal etmelerine neden olmustur. Bu nedenle tiiketici
taleplerini karsilayabilecek, i¢ ve dis piyasada tercih edilebilecek yerli ¢esitlerin

gelistirilmesi sektoriin birincil 6nceligi olmalidir (Kazaz vd., 2015).

Mutagen uygulamalarindan sonra ekonomik olarak deger tasiyan kisimlari
(cicek Ozellikleri ve biiyime yapilar1) kolaylikla degistirilebildigi igin, siis
bitkilerinde mutasyon 1slahi ¢ok ideal bir yontemdir. Ayrica pek ¢ok siis bitkisi tiirii
heterozigottur ve genellikle vejetatif olarak ¢ogaltilmaktadir. Bu da mutantlarin M1
generasyonunda belirlenmesine, se¢ilmesine ve korunmasina olanak saglamaktadir
(Schum ve Preil, 1998). Kasimpati gibi poliploid tiirlerin mutasyonunda 1ginlamalar
ile kombine olarak in vitro tekniklerin kullanimi1 hizli bir basar1 saglamaktadir.
Vejetatif ¢ogalan bitkilerde kullanilan g¢esitli in vitro teknikler, mutasyon
caligmalar1 i¢in homojen ve hastaliklardan ari materyal teminine olanak
saglamaktadir. Ayrica cok sayidaki vejetatif eksplant ile ¢alismak i¢in kiiciik bir
laboratuvar alani yeterli olmaktadir. Gliniimiizde vejetatif ¢ogalan siis bitkilerinde
mutasyon 1slahi rutin bir tekniktir ve bu teknik cesit gelistirme ¢alismalarinda sikca
kullanilmaktadir (Schum, 2003). Niikleer Enerji Arastirma Enstitiisi ve Ege
Tarimsal Arastirma Enstitlisii Miidiirliigi isbirligi ile kasimpat1 bitkisinde yiiriitiilen
mutasyon 1slah1 ¢aligmalar1 sonucu Kaan, Ozan, Bademler Beyazi ve Ege Meltemi

adli ilk yerli kasimpati cesitleri gelistirilmistir (Bitki Cesitleri Biilteni, 2022).

Kasimpati bitkisinde kendine uyusmazlik goriilmesi, yiiksek ploidi
seviyesine sahip olmasi ve heterozigot bir yap1 gostermesi nedeniyle, melezleme ve
seleksiyon gibi klasik 1slah metotlarinda zorluklar yasanabilmektedir. Mutasyon
1slahy, siis bitkileri 1slahinda her zaman diger teknikleri tamamlayan bir unsur
olmustur. Islah programlari i¢in gerekli genetik materyal kaynaginin ve genetik
varyasyonun arttirilmasina yardimer oldugu i¢in dikkat ¢ekici bir 1slah metodudur.
Uygulamalara c¢abuk cevap veren bir tiir olmasindan dolayr ve klasik 1slah
metotlarinda yasanan bazi kisitlamalardan dolay1 kasimpati bitkisinde sik¢a
kullanilmaktadir (Basiran, 2000). Siis bitkilerinde mutasyon g¢alismalar1 ¢igek
karakterleri (renk, boyut, morfoloji, koku), yaprak karakterleri (sekil, boyut,
pigmentasyon), biliylime yapist (kompakt, tirmanici, dallanmis), fotoperiyodik

tepki, erken ciceklenme gibi fizyolojik 6zelliklerin degistirilmesi ile biyotik ve



abiyotik stres faktorlerine tolerans gibi kaliteyi korumaya yonelik o6zellikleri

icermektedir (Schum ve Preil, 1998).

Siis bitkilerinde yeni renk ve sekildeki mutant varyetelerin gelistirilmesinde
bliyiik rol oynayan mutasyon uygulamalarinda bazi darbogazlar yasanabilmektedir.
Kasimpati gibi genellikle vejetatif ¢ogalan bitkilerdeki temel darbogaz, fiziksel ya
da kimyasal mutagen uygulamalarindan sonraki meydana gelen mutasyonlarin
kimera olarak ortaya ¢ikisidir. Dal ya da ¢igekte meydana gelen mutant kismin
izolasyonu klasik ¢ogaltim teknikleri ile pek miimkiin olmamaktadir (Datta ve
Chakrabarty, 2009). Bu asamada da in vitro teknikler devreye girmektedir. In vitro
rejenerasyon ile birlikte mutasyon islahinin birlikte kullanimi saf formda yeni
mutantlar1 olusturmak ve yeni elde edilen farkli renk ve tipteki kasimpati
cesitlerinin ¢ok miktarda iiretimini kolaylastirmak icin yararli bir yaklagim
olmaktadir. Boylece, bu in vitro yaklasim siis bitkileri sektorii i¢in yeni ¢igek
renkleri ve tiplerinin biiylk miktarlarda tiretiminde yeni ufuklar agmaktadir
(Verma, 2012). Mutasyon 1slah1 ve in vitro rejenerasyonun birlikte kullanima,
mutant dokularin in vitro izolasyonu igin bogum, bogum aralar1 ve dilsi ¢i¢eklerden
rejenerasyon ile mutant bitkilerin eldesine yonelik olarak uygulanmaktadir (Datta

ve Chakrabarty, 2009).

Yukarida belirtilen nedenlerle bu tez ¢aligmasinda dncelikle bogum, bogum
arasi, yaprak ve dilsi ¢igek eksplantlarindan direkt organogenesiz eldesine yonelik
rejenerasyon protokollerinin gelistirilmesi arastirilmistir. Sonrasinda Pusan ve MW
kasimpati gesitlerinin eksplantlarinda yapilan in vitro gama 1ginlamalari ile farkli
eksplantlarin in vitro mutagen uygulamasina verdikleri tepkiler ve mutasyon
frekanslari ile ileriki ¢alismalarda gelistirilebilecegi diisiiniilen farkl: tipteki mutant

bireylerin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1 Kasimpat ile Ilgili Genel Bilgiler

Kasimpatinin tarihsel gelisiminin 3.000 yildan daha uzun bir siireye
dayandig1 bilinmektedir. M.O. 500 civarinda ortaya ¢ikmis oldugu diisiiniilmekle
birlikte, bugiinkii ¢esitlerinin ebeveynleri olarak Chrysanthemum indicum ve
Chrysanthemum sinense'nin iki formu oldugu kesin gibi goriinmektedir. Cinli
filozof Konfiigyiis "Li-Ki" veya "Dokuzuncu Ay" adli eserinde kasimpatiy1 "sar1
ihtisamiyla kasimpat1” olarak tanimlamistir. Diger kaynaklarda "altin ¢icek" olarak
bahsedilmistir. Ilk bitkiler yabani karakterli, genellikle sar1 renkli, kiiciik ve tekli
ciceklere sahipti. Cinli bir kasimpati uzmani olan T'ao-Yuan-Ming’in (MS 365-
427) kiiltiirel yontemlerin gelistirilmesinde biiyiik katki sagladigi bilinmektedir.
Cinli sairlerin kasimpatidan eserlerinde bahsettigi, ayrica kasimpati replikalarinin
on besinci ylizyll Cin seramiklerinde bulundugu vurgulanmaktadir. Kasimpati ilk
kez MS 386'da Japonya'ya ulasti. Japonlar, kasimpatinin gelecekteki potansiyelini
fark ettiler ve MS 9. yiizyilda Imparator Uda, gesitli kasimpat1 tiirlerinin siirekli
olarak gelistirildigi Imparatorluk Bahgeleri'ni kurdu. 1910 yilinda kasimpati
Japonya'nin ulusal ¢igegi ilan edildi. Kasimpatinin Japonlar tarafindan yetistiricilik
sirlar1 gizlense de diinyaya yayilimi engellenemedi. Bat1 diinyasi, kasimpatilarla ilk
kez 1688 yilinda Hollanda araciligiyla tanisti. Bu donemde Matricaria japonica
olarak yetistirildiler, ancak bilinmeyen nedenlerle bu ¢esitlerin kayboldugu
gortildii. Kasimpatilar daha sonra 1754 yilinda Biiyiik Britanya'ya ve 1798 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri'ne yayildi (Clark, 1962; Dowrick, 1953; Emsweller et
al., 1937; Anderson’dan, 2006). 1789 yilinda Marsilya'dan gelen bir Fransiz tiiccar
olan Pierre Louis Blancard’in, Cin'den getirdigi ii¢ ¢esitten sadece bir tanesi hayatta
kaldi ve Old Purple ad1 verildi. Sonunda bu ¢esit Kew Bahgelerine ulasti ve 1796
yilinda Botanical Magazine'de yer alarak Bat1 diinyasinda biiyiik ilgi uyandirdi.
Kasimpatinin biiyiik olasilikla Asya'da melezlenmis olabilecegi diislintilmekle
beraber, ilk kaydedilen melezlenmesi ve tistiin fidelerin se¢imi 1827 yilinda M.
Bernet tarafindan gergeklestirilmistir. Ancak siiphesiz ki bundan yiizyillar 6nce
baska melezlemeler de yapilmis oldugu diistiniilmektedir (Emsweller et al., 1937).
Robert Fortune, 1843-1846 yillarinda Ingiliz bahgivanlara iki 'kiiciik cicekli' tip

(pompon ¢igek tipleri) olan 'Pompon' ve 'Chusan Daisy' ¢esitlerini tanitti (Dowrick,



1953; Emsweller et al., 1937). Bu cesitler Ingiltere'de ¢ok ilgi gérmedi, ancak
Fransa'ya gonderildi ve orada yaygin olarak melezlemelerde kullanildi. Bu birkag
genotipin  giinlimiiziin  "kiigiik  ¢icekli  ¢esitlerinin"  atas1  olabilecegi
distiniilmektedir (Emsweller et al., 1937). Simon Delaux ve Auguste Nonin gibi
Fransiz kasimpati Treticileri 1800'lerin sonlarinda birgok gelistirilmis ¢esit
melezlemislerdir (Jones, 1958), bugiin hala popiiler olan melezler yaratmislardir.
ABD’ye tanitildiktan 28 yil sonra, Prince's Nursery 26 c¢esidi satisa sunmustur;
1835 yilinda ise Hovey's American Gardener's Magazine and Register'da 50'den

fazla gesit listelenmistir (Emsweller et al., 1937).

Kasimpatinin bir diger ad1 krizantemdir. Doguda bu ¢igek o kadar popiilerdir
ki, Cinliler Chu-hsien sehrine "Krizantem Sehri" admi vermistir (Randall and
Wren, 1983; Anderson’dan 2006). Kasimpat1 yetistiriciligi, Japonya'da sevilen bir
zaman gecirme sekli haline gelmistir. Japonya, kasimpati onuruna birkag kiiltiirel
sembol veya etkinlik diizenlemistir, bunlardan biri "Chrysanthemum Day" adli bir
mutluluk festivalidir. Estetik degerlerinin yan1 sira kasimpatilar ayn1 zamanda bir
gida kaynagidir, hos kokulu olabilir veya tibbi amaglarla kullanilabilir. Petalleri
salatalarda yenir veya ¢aylarda kullanilir, yeni siirgiinler (saplar/yapraklar) sebzeler
gibi buharda pisirilir veya kizartilir (Woolman, 1953). Amerikan ve Ingiliz Ulusal
Kasimpati  Dernekleri,  bahcivanlar  arasinda  kasimpatilarin  siirekli
popiilerlestirilmesi  ve  bircok amatér kasimpati iretim  programinin
olusturulmasinda uzun siireler gorev almiglardir (Scott, 1957; Jones, 1958; Clark,
1962). ABD’de bilinen ilk kasimpati iireticisi, Robert Kilvington, 1841 yilinda
Pennsylvania Horticultural Society'nin yillik toplantisinda yeni bir ¢esit olan
'William Penn' adli bir kasimpati sergilemistir. 1846 yilinda yapilan bir baska
toplantida dernek, bir kasimpati sergisine ev sahipligi yaparak kasimpatilari
"gelecegin ¢igegil" olarak tanitmistir (Emsweller, et al., 1937). Su anda, sonbahar
mevsimlerinde Ingiltere ve Kuzey Amerika'da 6zel kasimpati sergileri
diizenlenmeye devam edilmektedir. Sera kasimpatilariyla taninmis amatdr veya
0zel sektor uireticileri arasinda Charles Totty (Madison, New Jersey, ABD), Eugene
H. Mitchel (Dreer Co., Philadelphia, Pennsylvania, ABD) ve EImer Smith (Adrian,
Michigan, ABD) (Crook, 1942) bulunmaktadir. Elmer Smith, 30 yil siiren {iretim
calismalar1 sonucunda 1928 yilina kadar 445 cesit tanmitmistir (Viehmeyer and
Uhlinger, 1955). ABD’de kasimpati ¢ilginligi, 1888 yilinda Mr. ve Mrs. Alpheus



Hardy'ye 1.500 ABD Dolar1 karsiliginda biiyilik beyaz bir sera ¢esidi satilmasiyla
siklikla gosterilir (Crook, 1942); daha sonra bu ¢eside 'Mrs. Alpheus Hardy' ad1
verilmistir. Cogu sera kasimpatilar1 olmakla birlikte 3000°den fazla cesit
bulunmaktaydi. Bu popiiler ¢igegin tarihi bir¢ok yayinda kayit altina alinmistir
(Anderson, 2006). Bdylesine bir tarihsel gecmisle, kasimpati yetistiriciliginin bir
Ulusal kurulusun olugmasina yol agmasi beklenen bir sonugtur ve Diinya genelinde

tanian Ulusal Kasimpati Toplulugu (N.C.S) bu gorevi listlenmistir.

Siis bitkilerinin kiiltiire alinip yetistirilmesi 4000 y1l 6ncesine dayanmakla
birlikte diinyada ekonomik olarak deger goérmesi 1900’lerin baslarinda bazi
gelismis iilkelerin (ABD, Hollanda, Japonya, Almanya, Ingiltere, Italya ve Fransa)
kesme cicek liretimine baslamasiyla ger¢eklesmistir. Yillar itibariyle yeni tilkelerin
de kesme ¢icek, dis mekan, i¢ mekan siis bitkileri ve cicek soganlari iiretimine
katilimiyla giiniimiizde yaklasik 76 milyar dolar iiretim degerine ulagarak tarim
sektoriinde katma degeri en yiiksek sektorlerden biri olmustur. Tiirkiye’ de ise siis
bitkileri sektdriintin baslangict 80 yil dncesine dayanmaktadir. 1940’1 yillarda
Istanbul, Adalar, Yalova ve cevresinde baslamis, 1970’li yillarda Ege Bolgesi
(Izmir) ve 1980°1i yillarda Akdeniz Bélgesi (Antalya)’ne yayilmistir. 1985 yilinda
Antalya’da ilk ihracatin baglamasiyla ivme kazanmistir. Giintimiizde 38 ilde siis
bitkileri tiretimi yapilmaktadir. Tiirkiye’de dis ticareti yaklasik 124 milyon dolara,
i¢ tiikketimi yaklagik 215 milyon dolara ulasan siis bitkileri sektdrii her gegen yil

biliylimeye devam etmektedir (Kazaz, 2021).

Ulkemizde toplam siis bitkisi iiretimi 2022 y1li verilerine gére 2.059.512.671
adet olmakla birlikte kesme ¢iceklerin bu tiretimdeki katkis1 1.404.473.345 adet ile
%68.2°dir. Uretim miktarlarma gore 986.298.552 adet ile karanfil ilk sirada yer
alirken, 99.417.885 adet ile giil ikinci sirada yer almakta ve 84.133.160 adet ile
kasimpati en ¢ok iiretimi yapilan {iclincli tiir olarak yer almaktadir. Kasimpati
yetistiriciligi 2016 yilinda 637.2 da alanda yapilmakta iken son yillarda gosterdigi
artig ile 2020 yilinda 1119.2 da, 2021 yilinda 1133.4 da ve 2022 yilinda 1271.7 da
alana ulasmistir. Kesme cigek olarak; izmir, Antalya, Istanbul, Yalova ve Mersin
illerinde yetistirilmekle beraber iiretimin %80’ i Izmir ilinde gerceklestirilmektedir.
[zmir ilinde kasimpati yetistiriciligi 2022 yili verilerine gore 1019.9 da alanda

yapilmis ve yaklasik 73.260.000 adet iiretilmistir (TUIK, 2022). Yazlar1 a1k alanda



bicme tabir edilerek yapilan yetistiricilik, diger aylarda Ortii altinda
gerceklestirilmektedir. Izmir ilinde genellikle sprey cesitlerin yetistiriciligi

hakimdir (Ozzambak ve Zeybekoglu, 2023).

Diinya kesme ¢icek ticaretinde gililden sonra en fazla ticareti yapilan tir
kasimpatidir. Diinyada 2022 yilinda 1.035.591.000 dolar degerinde kasimpati
ithalat1 gergeklesmistir. ABD 306.666.000 dolar ile en ¢ok kasimpati ithal eden iilke
iken bunu Birlesik Krallik (152.615.000 dolar) ve Rusya (122.036.000 dolar) takip
etmistir. Tirkiye ise 2022 yilinda 700.000 dolar kasimpati ithal etmistir. Yine 2022
yili verilerine gore diinyada 749.202.000 dolar degerinde kasimpati ihracati
gerceklesmistir. Kasimpati1 ihracatt konusunda Hollanda (445.773.000 dolar) en
cok kasimpati ihrag eden iilke olmustur. Hollanda’y1 Malezya (78.400.000 dolar)
ve Kolombiya (72.083.000 dolar) takip etmistir. Tiirkiye’ de ise 24.000 dolar
degerinde kasimpati ihracati gergeklestirilmistir (Trademap, 2022).

Kasimpatinin orijini incelendiginde, kuzey yarimkiirede, 6zellikle Avrupa
(Cezayir ve Kanarya Adalari merkezli Akdeniz bdlgesi) ve Asya'da (Cin, Kore ve
Japonya) dogal olarak yaygin oldugu bildirilmistir (Dowrick, 1952; Hemsley, 1889;
Anderson’dan, 2006). Bu ¢esitlilik merkezlerinden, birgok tiir Avrasya'nin geneline
yayilmistir. Yeni Diinya tiirlerinin ¢ogu tanitilmis egzotik tiirlerdir, ancak
Tanacetum spp. ve Dendranthema arcticum, Dendranthema angustifolium,
Dendranthema camphoratum ve Dendranthema cespitosum dahil olmak iizere on
iki tiir yerli tlirlerdir. Akdeniz bolgesinde bulunan tiirler diploid (2n=2x=18) olup,
Leucanthemum maximum (2n=10x=90) disinda tiimiiyle ayni sayidadir. Oryantal
tiirler ise diploid'den dekaploid'e kadar daha genis bir ploidi araligina sahiptir ki bu
durum Dowrick’i (1952) poliploidinin enlem artisiyla pozitif bir iliski i¢inde
oldugunu diisiindlirmiistiir. Cogu diploid tiir, muhtemel kdken merkezi olan
Akdeniz bolgesinde bulunurken, Dendranthema arcticum (2n=8x=72) gibi
poliploid tiirler yalnizca Sibirya gibi uzak kuzey bolgelerinde bulunmaktadir.
Kiltiir kasimpatilari, somatik kromozom sayilar1 2n=47-63 arasinda degisen
allohekzaploid (2n=6x=54) tiirlere aittir (Dowrick, 1953). Dendranthema x
grandiflora ¢esitleri, Dendranthema erubescens, D. indicum, D. japonense, D.
makinoi, D. ornatum, D. sinense ve D. zawadskii var. latilobum dahil olmak iizere

on veya daha fazla ¢ogunlukla hekzaploid tiire dayanan karmasik melezlerdir



(Ackerson, 1967; Dowrick, 1953). Birgok tiir, genetik iyilestirme i¢in iireticilerin
ilgisini ¢ekmistir ve ¢ogu Dendranthema x grandiflora gen havuzuna dahil
edilmistir (Cumming, 1939). Longley (1949, 1950), D. zawadskii'den tiireyen
'Deanna Durbin' adl1 erken ¢i¢eklenen bir anag kullanarak kis dayaniklili§ini ve sap
dayanikliligin iyilestirmek i¢in birgok ebeveyn tiirii kullanmistir. Dendranthema
coreanum, D. arcticum 'Astrid’, D. nipponicum, D. rubellum (simdi D. zawadskii
olarak yeniden siniflandirilmistir) ve D. sibiricum da yaygin olarak kullanilmistir
(Cumming, 1939; Anderson’dan, 2006).

Kasimpat tiirlerinin ve dahil olduklar: cinslerin tasksonomisinde zamanla
degisimler yasanmig ve yeni tanimlamalar yapilmistir. Bu tiirlerin yer aldig
cinslerin tamami kasimpati cins birlesimi olarak da anilmistir. Yaklasik 200 kadar
tir Chrysanthemum L. cinsinin altinda olsa da, ¢ogunlugu kasimpati cins
birlesiminin altindaki 38 ayr1 cins iginde yer almistir (Haspolat vd., 2021;
Anderson, 1987). Anderson’ a gore (1987) baslangigta Chrysanthemum cinsinin
icinde yaklagik 200 tiir bulunuyordu, ancak ¢ogu daha sonra Chrysanthemum
kompleksi i¢indeki 38 yardimci cinslere ayrildi. Linnaeus, bu komplekse ait tiirleri
Argyranthemum Webb ex Schultz Bip., Chrysanthemum sensu stricto L.,
Dendranthema Des Moul., Leucanthemum Miller ve Tanacetum L. olmak tizere bes
ana cinse siniflandirdi. Giiniimiizde taksonomik siniflandirma, embriyo kesesi
gelisimi, bitki biiylime sekli, molekiiler isaret¢iler ve fitokimyasal 6zellikler temel

alinarak yapilmaktadir (Anderson, 2006).

Kasimpat bitkisinde taksonomik hiyerarsi;

Alem: Bitkiler

Alt Alem: Tracheobionta
Ust Sube: Spermatophyta
Sube: Magnoliophyta

Simif: Magnoliopsida

Alt Simif: Asteridae

Takim: Asterales

Familya: Asteraceae

Cins: Chrysanthemum L. dir.



Chrysanthemum cinsine ait 681 bilimsel bitki adi, tir diizeyinde
siiflandirilmistir. Bu tiirler arasinda kabul edilmis 43 tiir adi1 asagida sunulmustur

(The Plant List, 2023).

1- Chrysanthemum achillaea Linn.

2- Chrysanthemum alabasicum (H.C.Fu) H.Ohashi & Yonek.
3- Chrysanthemum alabasium (H.C. Fu) H. Ohashi & Yonekura
4- Chrysanthemum brachyanthum (C.Shih) H.Ohashi & Yonek.
5- Chrysanthemum carinatum Schousb

6- Chrysanthemum chalchingolicum Grubov

7- Chrysanthemum coreanum (H.Lév. & Vaniot) Naka

8- Chrysanthemum coronarium L.

9- Chrysanthemum decaisneanum N.E.Br.

10-Chrysanthemum delavayanum H.Ohashi & Yonek.
11-Chrysanthemum dichrum (C.Shih) H.Ohashi & Yonek.
12-Chrysanthemum fastigiatum (C.Winkl.) H.Ohashi & Yonek.
13-Chrysanthemum x grandiflorum Ramat.

14-Chrysanthemum hypoleucum (C.Shih) H.Ohashi & Yonek.
15-Chrysanthemum indicum L.

16- Chrysanthemum junnanicum (Poljakov) H.Ohashi & Yonek.
17-Chrysanthemum kelleri Krylov & Plotn.

18- Chrysanthemum kinokuniense (Shimot. & Kitam.) H.Ohashi & Yonek
19-Chrysanthemum konoanum Makino

20-Chrysanthemum lineare Matsum.

21-Chrysanthemum marginatum (Mig.) N.E.Br.
22-Chrysanthemum mawei Hook.f.

23-Chrysanthemum maximum L.

24-Chrysanthemum miyatojimense Kitam.

25- Chrysanthemum morifolium Ramat.

26- Chrysanthemum multifidum Desf.

27-Chrysanthemum nitidum (C.Shih) H.Ohashi & Yonek.
28-Chrysanthemum parvifolium Chang

29- Chrysanthemum przewalskii (Poljakov) H.Ohashi & Yonek.
30-Chrysanthemum purpureiflorum H.Ohashi & Yonek.


http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-132176
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-113561
http://www.theplantlist.org/tpl/record/tro-50268276
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-136375
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-28448
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-32166
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-18228
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-134784
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-113696
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-6000
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-144228
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-139655
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-76607
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-91127
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-37009
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-1068
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-76490
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-28926
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-128869
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-87454
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-11917
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-113973
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-107275
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-104972
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-29717
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31-Chrysanthemum ramosum (C.C.Chang) H.Ohashi & Yonek.
32-Chrysanthemum rhombifolium H.Ohashi & Yonek.
33-Chrysanthemum roborowskii (Muldashev) H.Ohashi & Yonek.
34-Chrysanthemum x rubellum Sealy

35-Chrysanthemum segetum L.

36- Chrysanthemum shihchuanum H.Ohashi & Yonek.
37-Chrysanthemum shimotomaii Makino

38-Chrysanthemum x superbum Bergmans ex J.W.Ingram
39-Chrysanthemum trilobatum (Poljakov ex Poljakov) H.Ohashi & Yonek.
40-Chrysanthemum tripinnatisectum H.Ohashi & Yonek.
41-Chrysanthemum vestitum (Hemsl.) Stapf

42-Chrysanthemum yoshinyanthemum Makino

43- Chrysanthemum zawodskii Herbich

Vejetatif olarak cogaltilan kasimpati, Asteraceae familyasina ait biitiin
bireylerde goriilen yiiksek oranda kendine uyusmazlik gosterir. Mevcut gesitler
karsilastirildiginda morfolojik olarak petal sayilar1 ve ¢icek renkleri cok cesitlilik
gosterir (Palai ve Rout, 2011). Dogadaki ¢ok yillik kasimpatilar yabanci déllenen
tirler gibi generatif olarak (tohumla) ya da vejetatif yollarla (tepe celiklerinin
koklendirilmesi, ayirma, doku kiiltiirii) ¢ogalabilirler. Ticari liretimde ise siirgiin
uglarmin kesilmesiyle (in vitro & ex vivo), kok siirgiinleriyle veya ayirma ile
cogalabilirler (Anderson, 2004; Singh, 2006).

Kasimpati bitkisinin yiizeysel kokleri 15-20 cm derinlige inebilmektedir. Ust
tarafta yogunlagan kokler bitkiyi asir1 suya ve susuzluga karsi hassas kilar.
Kasimpatinin  govdesi (gigek sap1) koselidir ve 100-120 cm boya kadar
ulagabilmektedir. Bir bitkide bulunan gbvde sayist u¢ alma islemine gore farklilik
gostermektedir. U¢ alma islemi yapilmaz ise bitki tek govdeli gelisirken, u¢ alma
islemi yapildiginda birden fazla gévde olusturabilmektedir. Kasimpatida yaprak
sekli ve rengi tiirlere gore farklilik gostermektedir. Yaprak kenarlari girintili
cikintili ve lobludur. Ana ve yan damarlar yaprak rengine gore daha agik yesildir.
Govde iizerindeki her bogumdan bir yaprak ¢ikmaktadir, yaprak koltuklarinda da
bir géz bulunmaktadir (Ozzambak ve Zeybekoglu, 2023).


http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-102283
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-110014
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-118759
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-118385
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-106503
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-118838
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-26666
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-99732
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-32778
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-92741
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-144806
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-50041
http://www.theplantlist.org/tpl/record/gcc-103075
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Kasimpati bitkisinin bulundugu Asteraceae familyasinin en dikkat ¢eken
ozelligi c¢icek durumu ve ¢igek yapisidir. Cigcek durumu, ¢igek tablasi
(reseptakulum) ftizerinde dizilmis ¢ok sayida ¢icek ve bu ¢igekleri ¢evreleyen
braktelerin olusturdugu kapitulum (bascik) seklindedir. Kasimpatida kapitilum ¢ok
sayida birbirinden ayr1 ¢icekgikten (floret) olusmaktadir. Kapitilumu olusturan bu
cigekler, korolla tiiplerinin ucu 5 kisa disten olusan tiipsii (disk) tipinde ya da
korolla tiiplerinin uzantisi belirgin bir serit veya dilcik halinde olan dilsi (ray)
tipindedir (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2). Tiipsii cicekler genellikle kapitilumun orta
kisminda yer alir ve erseliktirler. Dilsi ¢igekler pistillidir ve tiipsii ¢igekgiklerin dis
gevresinde dizilmislerdir (Cockshull 1985; Anderson, 2006; Haspolat vd., 2021).

Sekil 2.1. Kasimpatinin ¢igekceik (floret) yapilar
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Tipsii Ciek

Sekil 2.2. Kasimpatinin ¢igek yapisi

Kasimpatilar bitki gelisim formuna, ¢igeklenme tipine ve kiiltiirel
uygulamalara gore li¢ grup altinda toplanmaktadir. Bir ¢i¢ek sapinda iri ve tek bir
cicek bulundurun tipler “standart”, bir dal iizerinde birden fazla ¢igcek bulunduran
tipler “sprey” ve sprey tiplerden farkli olarak bir dal iizerinde birden fazla kiigiik
cicek bulunduran tipler ise “santini” olarak ifade edilmektedir (Kazaz, 2019).
Standart cesitlerde ana tomurcuk gelisimi hakimdir ancak yan tomurcuklar da
gelisip ¢igek olusturma Ozelligine sahiptir. Bu durum ana c¢icegin kalitesini
diisiirmektedir. Bu nedenle yan tomurcuklarin alinmasi gerekmektedir. Cigek cap1
12-15 cm’dir. Bitki boyu 1 metrenin tizerindedir. Sprey cesitler ise ¢icek sapi
ucunda standart c¢esitlere gore daha kii¢iik ve c¢ok sayida ¢igek bulunduran
cesitlerdir. Ana tomurcuk hakimiyeti bu ¢esitlerde ana tomurcugun alinmasi ile
ortadan kaldirilmalidir. Ana tomurcuk alinmaz ise bu tomurcuk daha iri olur ve
once ¢icek acar. Sprey cesitler iilkemizde genellikle bigme olarak
adlandirilmaktadir. Santini ¢esitlerde ise bitki boyu daha kisa, cicekler sprey
tiplerin ¢igeklerinden daha kiigiik ve daha fazla sayida ¢icege sahip ¢esitlerdir. Son
yillarda cicek tipi nedeniyle daha ¢ok tercih edilir hale gelmistir (Ertan, 1982;
Ozzambak ve Zeybekoglu, 2023).
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Her bir ¢igekcigin konumu, sekli ve sayisi ¢icek bigimini belirler. Cigek sekli
ve formu kasimpatilarin tanimlanmasinda rehberlik yapmaktadir. Amerika Ulusal
Kasimpati Toplulugu (The National Chrysanthemum Society) tarafindan
tanimlanan g¢esitli c¢igek bi¢imlerine sahip 13 farkli kasimpati smifi asagida
sunulmustur (New York Botanical Garden, 2023; The National Chrysanthemum
Society Inc. USA, 2023).

Smif 1 - Diizensiz icekivrik (Irregular Incurve)

Kasimpat1 diinyasimnin dev ¢igekleridir. Cigekler gevsekce
icekivriktir. Yukart dogru kivrilir ve bitkinin merkezine
katlanir. Cigegin alt kistmlarindaki gigekgikler diizensiz bir
goriiniim olusturur. Bu kategorideki bir¢ok cicek ¢ap olarak
15-20 c¢m arasindadir

Simif 2 — Refleks (Reflex)

Bu kategoride cicekgikler asagi dogru kivrilir. Cigekler
tamamen agildiginda iist kisimlari biraz diizlesmis bir
goriiniime sahiptir. Bu cicekler Diizensiz i¢ekivrik kadar
biiyilik degillerdir, ancak hala ¢ap olarak 15-20 cm arasinda
olabilirler.

Bu gruptaki ¢icekgikler bir top gibi diizenli yuvarlak bir
cicek olusturur. Cicek boyutu ¢cap 15-20 cm kadar ulasabilir.




14

Smif 4 — Dekoratif (Decorative)

Bu kategori kasimpatilarin ¢ok yaygin oldugu bir siniftir.
Cicekler, ilk ii¢ smifa gore daha diiz bir sekle sahiptir.
Cigekcikler genellikle kisadir. Ust cicekgikler genellikle
icekivriktir (yukari kivrilir) ve alt cigekcikler genellikle
refleks (asag1 dogru biikiilme) egilimindedir.

Smif 5 - Yar i¢cekivrik (Intermediate Incurve)

Bu popiiler sinif, Diizensiz I¢ekivriktan daha kiiciik olup,
daha kisa ve kismen i¢gekivrik olan ¢igekgikleri, daha agik
bir goriiniime sahiptir. Diizensiz Igekivrik ve Diizenli
Icekivrik arasinda bir melez gibi gdriinmektedir.

Bu kasimpatilarin kiigiik kiiremsi olan ¢igekleri gencken
daha diiz iken, yaslandikca yuvarlaklasir. Dilsi ¢igekler
diizenli bir sekilde ya icekivrik ya da refleks olabilir.
Cigek boyutu 2.5 ile 10 cm arasinda degisebilir.

Asteraceae familyasinin bir¢ok tiyesinde gordiigiiniiz tipik
papatya sekilli cigekler bu grupta yer alir. Cigegin
merkezinde yer alan tiipsii ¢igeklerin etrafi, genellikle 1 ila
7 swa arasinda degisen dilsi ¢igekler tarafindan
cevrilmistir.
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Smif 8 — Anemon (Anemone)

Bu simiftaki ¢igekler, yar1 katmerli ¢icekli kasimpatilara
benzer, ancak ylikseltilmis bir merkeze sahiptirler.

Bu siniftaki ¢igeklerde uzun, tiip seklindeki dilsi ¢igekleri
spatulate olarak adlandirilan bir sekle sahiptir, yani bir
kasik gibi goriiniirler. Bu ¢i¢egin merkezinde yuvarlak ve
goriiniir bir disk bulunur. Yar1 katmerli ¢igeklere oldukga
benzer, ancak dilsi ¢i¢ekleri kasiklara benzemektedir.

Simif 10 - Sagakh, Kus tiiyii (Quill)

Bu smiftaki gigekler tamamen ¢ift katmerli olup agik bir
merkeze sahip degillerdir. Cicekgikler diiz ve tiip seklinde,
ugclar aciktir.

Bu smniftaki ciceklerin uzun, tiip seklinde dilsi ¢igekleri
vardir ve uglarinda kanca veya kivrimlar bulunur.
Cicekgikler ince veya kalin olabilir. Cicekgikler gevsek bir
kimelenme seklinde duser ve uclarinda dikenlere benzeyen

Bu grupta, firga formunda ince, tlip seklindeki ¢icekgikler
dik bir sekilde biiyiirken, enginar formunda c¢igekgikler
sapin etrafinda doniis yapar veya yatay bir sekilde yayilir.
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Smif 13 - Siradisi/Digerleri (Unusual)

Bu ¢igekler diger siniflara uymayan tiirlerdir. Cok egzotik
olabilirler ve kivrik ¢icekgiklere sahip olabilirler.
Cigekcikler diiz, kasik benzeri veya sagakli benzeri
olabilir. Bu smifin iiyeleri genellikle birkac farkli sinifin

Sekil 2.3. Amerika Ulusal Kasimpati toplulugu tarafindan ¢igek sekillerine gore tanimlanan 13 farkl
kasimpati sinifi (The National Chrysanthemum Society Inc. USA, 2023)

Serin iklim bitkisi olan kasimpati dogal kosullarda sonbaharda
ciceklenmektedir. Cicek tomurcugunun olusumu i¢in ideal gece sicakliginin 15-
16°C olmas1 gerekirken, glindiiz sicakligi ise 18-21°C civarinda olmalidir. Glindiiz
sicakligr bitki boyunu etkilerken, gece sicakligi ise tomurcuk sayisini etkiler
(Kazaz, 2019). Kasimpati su gereksinimi fazla olan bir bitkidir. Karartma
uygulamasinda tomurcuklarin olusmaya basladig1 devrede (ilk iki hafta boyunca)
yetistirme ortaminin nemi diisiiriiliir, boylece bitki tomurcuk tiretimi ve petal
olusumu i¢in zorlanmis olur. Hasattan bir siire 6nce ve hasat zamaninda ise ¢i¢cek
sapinin sertlesip odunlagsmasimin dnlenmesi ve su ¢ekme yeteneginin arttirilmasi

i¢in bitkinin gelisim ortami nemli tutulmalidir (Ertan, 1982).
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Kasmmpati “kisa giin” bitkisidir. Kritik giin uzunlugu 13.5 saattir. Ulkemizin
de i¢inde bulundugu Kuzey Yarim Kiire’de 5 Ekim-10 Mart tarihleri arasinda kisa
giin kosullar1 hakimdir. Glin uzunlugu 13.5 saat veya daha az olan aylarda ¢icek
tomurcugu olusturan kasimpati bitkisi, uzun gilinlerde ise vejetatif biiylime
gostermektedir. Bu ylizden hasat zamanini1 ayarlamak i¢in yapilan dikim planina
gore, bitkilerde i1giklandirma veya karartma uygulamasi yapilir. Kis aylarinda
dikilen kasimpati bitkilerinin kisa giin kosullarinda ¢igek tomurcugu olusturmasini
engellemek i¢in, giin uzunlugu, isiklandirma kullanilarak yapay olarak uzatilir
(bitki en az 16 saat 151k almalidir). Isiklandirma bitkinin dikimi ile baglar. Bu
donemde bitkiler yaklasik 30-35 cm boya ulagmis olurlar. Uzun giin kosullarinda
bu boya ulasma siiresi ¢eside, sicakliga, 151k siddetine bagli olarak 3- 6 hafta
arasnda degisim gosterebilmektedir (Kazaz, 2019; Ozzambak ve Zeybekoglu,
2023). Yaz aylan disinda kasimpati bitkilerine mutlaka yeterli 1s1k saglanmalidir.
Yeterli giines 15181 almayan bitkilerde azalan fotosentetik aktiviteye bagli olarak,
ciceklerin kalitesi azalir, ince zayif cicek sapi ile birlikte kiiciik ebathi solgun
cicekler meydana gelir (Kumar et al., 2007). Ilkbahar ve yaz aylarinda yetistirilen
kasimpati bitkileri ise uzun giin kosullarindan dolay1 vejetatif gelismeye devam
ederler ve tomurcuk olusturamazlar. Cigek tomurcugu olusumu igin giin uzunlugu,
karartma uygulanarak yapay olarak kisaltilir. Bitkiye giinde en az 13 saat karanlik
uygulanmalidir (Kazaz, 2019; Ozzambak ve Zeybekoglu, 2023). Ulkemizin de
icinde bulundugu Kuzey Yarim Kiire’de 10 Mart’tan itibaren gilinlerin uzamaya
baslamasiyla 5 Ekim’e kadar olan donemde ¢igeklenmeyi tesvik etmek amaciyla
karartma yapilmalidir. Kararmay1 saglamak amaciyla 151k gegirmez siyah renkli
plastik ortii veya bez kullanilir. Karartma uygulamasi bitki 30-35 cm boylandiginda
(dikimden yaklasik 4 hafta sonra) baslar, cicek tomurcuklar1 renk gdsterinceye
kadar devam eder. Karartma genellikle 17.00-08.00 veya 18.00-07.00 saatleri
arasinda yapildig1 gibi cesitlerin giin uzunlugu istegine gore de ayarlanabilir
(Kazaz, 2019). Kasimpati bitkisinin, kisa giin uygulamasinin baglamasindan ¢igcek
hasadina kadar gecen siire (hafta); tepki sliresi (reaksiyon siiresi) olarak
tanimlanmaktadir. Tepki siiresi cesitlere gore 7-13 hafta arasinda degisim
gostermektedir. Erkenci gesitlerde tepki siiresi 7-9 hafta, orta ¢esitlerde 10-11 hafta,
gecci cesitlerde ise 12-13 hafta olarak belirtilmektedir. Cesitlerin se¢ciminde tepki

stiresi yaninda sicakliga verdigi reaksiyonda dikkate alinmalidir. Baz1 ¢esitler uzun
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tepki sliresine sahip olmasina ragmen sonbahar ve kis aylarinda gelisememekte,

ciceklenmemektedir (Ozzambak ve Zeybekoglu, 2023).

Kasimpatilar gesitlere gore farkli 6zellikler gostermekte ve giin uzunluguna
farkli tepkiler vermektedir. Bu nedenle yetistirme donemine uygun cesitlerin
secilmesi dnemlidir. Pazarin talepleri dogrultusunda ¢igek formuna, bitki biiyiime
ve gelisim oOzelliklerine gore cesitler tercih edilmelidir. Her cesit her mevsim
yetistirilmeye uygun olmadigr i¢in iilkemizde genellikle yaz aylarinda
yetistirilmege uygun olanlar; Bacardi, Radost ve Dante, sonbahar- kis donemi
yetistiriciligine uygun olanlar; Salinas, ilonka, Baltica, Celebrate, Charming,
Kathier, Haydar ve Chaporon, subat- mayis dénemi yetistiriciligine uygun olanlar;
Salinas, Charming, Kathier ve Celebrate cesitleridir. Cesitlerin ¢igek rengine gore
tiiketici tarafindan tercih edilme siralamasinda beyaz ¢icekli ¢esitler diger tilkelerde
oldugu gibi tlilkemizde de en fazla tercih edilen renk iken, sari, kirmizi ve pembe
cesitler ise onu takip etmektedir (Ozzambak ve Zeybekoglu, 2023). Uluslararasi
Yeni Bitki Cesitlerini Koruma Birligi (UPOV)’ne gére 22.478 adet kasimpati ¢esidi
bulunmaktadir. Melezleme ya da mutasyon gibi farkli 1slah yontemleriyle
gelistirilen yeni ¢esitlerin eklenmesiyle kasimpati gesit sayist her yil artmaktadir

(Haspolat vd., 2021; Kazaz, 2020).

Kasimpatilarin kesme ¢igek, dig mekan siis bitkisi ya da i¢ mekan (saksil1) siis
bitkisi olarak yetistirilme durumuna gore, cesit eldesinde aranan kriterler farklilik
gostermektedir. Cicekli kalma siiresi uzun olan, kompakt goriiniimlii, homojen
ciceklenen, yiiksek ya da diisiik sicakliklara toleransi fazla olan cesitler dis
mekanda degerlendirilirken, bodur ve kompakt yapili, homojen ve dal sayis1 fazla
olan ¢esitler i¢ mekanda saksili bitki olarak degerlendirilmektedir. Kesme cigcek
kasimpatilarda ise ¢igek sap1t uzunlugu (70 cm), dal agirligr (70 g), bitki basina
diisen ¢icek sayis1 (8-13 adet), ¢igek ¢api, tepki siiresi ve ¢icek tipleri gibi 6zellikler,
ticari olarak onem arz eden ¢esitlerde aranan kriterlerdir ve buna goére secim

yapilmaktadir (Kazaz, 2021).
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2.2 Kasimpatida In Vitro Rejenerasyon Calismalari

Biyoteknolojik yontemlerin siis bitkileri 1slahinda kullanimi giiniimiiz
modern 1slah programlari i¢in gerekli bir yaklagimdir ve 1slah pogramlarina dahil
edilmesi yapilan ¢aligmalara olumlu katkilar saglamaktadir. Siis bitkileri gesit
gelistirme ¢alismalarinda in vitro teknikler dogrudan dogruya 1slah yontemi olarak
kullanilabilecegi gibi klasik 1slah yontemlerinde karsilasilan giigliikleri agsma ve

1slah siiresini kisaltma seklinde de kullanilabilir (Giilbag, 2015; Kazaz vd., 2015).

Glintimiizde devamli degisen tiiketici taleplerini karsilayabilmek igin,
kasimpati 1slahinda klasik yontemlerin yaninda yeni biyoteknolojik yontemlerin
kullanimi da 6nem tasimaktadir. Biyoteknolojik ¢alismalar, in vitro kiiltiir ve mikro
¢ogaltim, kriyoprezervasyon, molekiiler yontemler, gen aktarimi, sentetik tohum
teknolojisi, sekonder metabolit iiretimi ve aklimatizasyon gibi alanlar1 icermektedir
(Teixeira da Silva and Kulus, 2014). Bugiine kadar kasimpatinda biyoteknolojik
amagch yapilmis olan pek ¢ok kapsamli ¢aligma bulunmaktadir ve her yil yenileri
eklenmektedir (Rout and Das 1997; Teixeira da Silva, 2003; 2004; Shinoyama et
al., 2006, Haspolat et al., 2019; Din et al., 2020; Asoko et al., 2020; Prathyusha et
al. 2021; Datta, 2023). Doku kiiltiirii teknikleri, uygulamali biyoteknolojik

yontemlerin bir¢oguna temel olusturmakta ve siklikla kullanilmaktadir.

Siis bitkilerinde biyoteknolojinin roliiniin daha iyi anlagilmasiyla; klasik
1slah, mutasyon 1slah1 veya gen aktarimi yoluyla, yeni ¢icek sekli ve rengine sahip,
bitki bilyiime yapisinin degistigi, biyotik (zararlilar ve hastaliklar) ve abiyotik strese
dayanikli (sicaklik, tuzluluk, vb), daha uzun vazo émrii ve dolayisiyla uzun siireli
muhafaza yetenegi olan kesme ¢igekler elde edilebilmektedir (Datta, 2012; Teixeira

da Silva and Kulus’dan, 2014).

In vitro teknikler, bitki biyoteknolojisinin ana araglarindan biridir ve bitki
hiicrelerinin totipotensi dogasindan yararlanir. Bu kavram ilk olarak Haberlandt
tarafindan (1902) oOnerilmis ve daha sonra Steward et al. (1958) kesin olarak
kanitlanmistir. Doku kiiltiird, in vitro kosullarda gerceklesen hiicre, doku ve organ
kiltiirii olarak da bilinir (Debergh and Read, 1991). Bu islem, nem, sicaklik, 1s1k,

foto periyod ve besin ortaminin kontrol altinda tutuldugu aseptik bir ortamda
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gerceklestirilir. Saglikli bitkilerin mikrogogaltimi kisa siirede daha hizli ¢ogalma
saglar. Siis bitkilerinin in vitro ¢ogaltimina yonelik ¢ok sayida arastirma yapilmistir
(Ozzambak vd., 2017a; Ozzambak vd., 2017b; Ozzambak vd., 2018; Eken et al.,
2019). Yapilan ¢alismalarla gelistirilen bu tekniklerle hastaliklardan ari klonlarin
bliylik olcekte iiretilmesi ve gen havuzunun korunmasi saglanabilmektedir. Siis
bitkileri endiistrisi, 6zellikle tistiin nitelikli ¢esitlerin biiyiik miktarlarda iiretimi igin
in vitro ¢cogaltma yaklasimini yaygin bir sekilde uygulamaktadir (Rout et al., 2006;
Ozzambak vd., 2021a).

Kasimpati, popiiler ve talep goren bir bitki olmasindan dolay,
mikrogogaltimi ticari hedeflerinden biri haline gelmis ve bu durum doku kiiltiirtinde
toplu iiretimine olanak tanimistir. Kasimpatinin cogaltimi genellikle siirgiin
celikleri ve kok siirgiinleri ile vegetatif olarak yapilmaktadir. Bu geleneksel yontem
basit ve ekonomiktir. Ancak bu yontemin de diisiik ¢ogalma hizi, tohumlugun zayif
kalitede olabilmesi, uzun siiren ¢ogaltma siiresi, mevsimsel kisitlamalar, yetersiz
gen havuzu ve melezleme uyusmazIiginin 6nlenememesi gibi bazi sinirlamalari s6z
konusudur. Ayrica, anag bitkilerden elde edilen c¢elikler sik sik viriislerle enfekte
olabilir ve dejenerasyona ugrayabilir, bu da iiretim maliyetlerini artirabilir. Bu
simirlamalar, uygun bir anag bitkinin se¢imiyle, in vitro ¢ogaltim yontemlerinin
kullanimiyla agilabilmektedir. Kasimpati bitkisinde in vitro ¢ogaltim materyali
olarak tohumlar, ¢elikler, yumrular, kokler, anterler, polenler ve hatta yapraklar gibi
bitkilerin cesitli kisimlart kullanilabilir. Ancak yiiksek heterozigotluk gdstermesi
ve ticari amaglardan dolay1 vejetatif cogaltma materyalleri ticari ve 1slaha yonelik

cogaltimda tercih edilmektedir (Datta, 2019).

Doku kiiltiirii i¢in kullanilacak kaynak organ, segilen organin fizyolojik ve
ontogenetik yasi, eksplant tipi, eksplantin optimum alim zamani, eksplant
biiytikliigii, eksplantin alindig1 ana bitkinin genotipi ve genel durumu, eksplantin
kiiltiire alindig1 besin ortami bilesimi, kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri
(BBD) arasindaki etkilesim, kullanilan jellestirici maddeler, foto periyod ihtiyaci
gibi birgok faktdr, kasimpatida in vitro ¢ogaltim basarisini etkilemektedir (Eisa et
al.,2022). Su ana kadar 6nemli kasimpati ¢esitleri ve farkli eksplantlari i¢in pek ¢cok
protokol gelistirilmistir (Datta et al., 2002; Karim et al., 2002; Jaramillo et al., 2008;
Barakat et al., 2010a; Waseem et al., 2011a; Verma et al., 2012b; Chhetri et al.,
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2013; Yesmin et al., 2014; Naing et al., 2014; Kumar et al., 2017; Kazeroonian et
al., 2018; Chowdhury et al., 2021; Din et al., 2022). Ancak gelistirilen bu
protokollerin tiim ¢esitlerde ise yaramasi miimkiin olmamakla beraber bazi

protokoller rejenerasyon ¢aligmalari i¢in temel olusturabilmektedir.

Kasimpati bitkisinin ¢ogaltilmasi i¢in, farkli biiylime diizenleyicileri veya
fitohormonlar kullanilir. Bunlar arasinda sitokininler, giberilinler, oksinler ve
absisik asit gibi hormonlar vardir. Bliyiime diizenleyicileri, besin ortaminda absorbe
edilme ve metabolize edilme kapasitelerindeki genotipik degisiklikler nedeniyle
farkli tiirler iizerinde farkli etkilere sahip olabilir. Bu degisikliklere cevresel
kosullardaki farkliliklar, eksplant kaynaginin yasindaki farkliliklar veya genotipler
arasindaki genetik farkliliklardan kaynakli varyasyonlar katkida bulunabilir. Diigiik
konsantrasyonlar, siirgiin tomurcugu olusumunu uyarmazken, yiiksek
konsantrasyonlar ise inhibitor etki gosterebilir. Yiiksek konsantrasyonlarda
uygulanan BBD’lerin, siirglin tomurcuklari/eksplantlarinin sayisini azaltma nedent,
kiiltiire alinan eksplantlarda biriken hormonlarin toksit etkileri ile agiklanabilir.
Thidiazuron (TDZ) ve BAP gibi endojen sitokininlerin yiiksek konsantrasyonlarda
kullanim1 biiyiime siirecini etkileyerek olumsuz sonuglara neden olabilir (Nahid et

al., 2007; Jevremovic et al., 2011; Imtiaz et al., 2014; Eisa et al.’dan, 2022).

Park et al. (2007) onceki ¢aligmalara dayanarak, kasimpati genotiplerini
BBD’lerine verdikleri cevaplara gore ii¢ gruba ayrilabilecegini one siirmiistiir. Bazi
genotiplerde oksinin sitokininden yiiksek oldugu konsantrasyonlarda etkili
rejenerasyon saglanabilecegini belirtirken, bazi genotiplerde ise oksine gore daha
yiiksek  konsantrasyonda  sitokinin ilavesinin  etkili bir rejenerasyon
saglayabilecegini belirtmistir. Uciincii grubun ise benzer konsantrasyonlarda oksin
ve sitokinin bulundurulmasi ile etkili rejenerasyonun saglanacagini bildirmistir.
Kasimpat: bitkisinin farkli eksplantlar1 ortama eklenen BBD’lere farkli yanitlar
vermektedir. Yaprak eksplantlarinin gévde eksplantlarina gbére daha yiiksek
konsantrasyonlarda oksine ihtiya¢ duydugu belirtilmistir. Sitokininler, bitki doku
kiiltiirlinde siirglin rejenerasyonunda Onemli bir rol oynar ve BAP siirgiin
rejenerasyonunu indiiklemek i¢in en etkili sitokininlerden biridir. Kasimpati

bitkisinin farkli eksplantlarinda yapilan bircok arastirmada direkt bitki
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rejenerasyonu BAP ile giiclendirilmis bitki besin ortamlarinda elde edilmistir (Park

et al., 2007; Waseem et al., 2009; Barakat et al., 2010a; Mani and Senthil, 2010).

In vitro kosullarda kiiltiire alinan bir eksplanttan elde edilen siirgiin sayisinin
coklugu, in vitro ¢ogaltma tekniklerinin basarisi i¢in 6nemli bir niceliktir. Stirgiin
ucu ve bogum eksplantlarimin in vitro rejenerasyon kapasitesi yiiksektir. Ana
bitkide zaten mevcut olan tomurcuklarin kullanilmasi, genetik olarak istikrarl
siirgiinler olusturarak hizli klonal ¢ogalma igin etkili bir yontem saglar (Pant et al.,

2015).

Bu kapsamda baz1 siirglin ve bogum eksplantlartyla yiiriitiilen rejenerasyon

caligmalar1 agagida sunulmustur.

In vitro kosullarda direkt rejenerasyon, ¢ogaltma ve koklendirme
protokollerinin gelistirilmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada bogum pargalar1 ve
stirglin uglarindan 1.0 mg/1 BAP ile desteklenmis MS besin ortaminda %95 ve %91
oranlarinda siirgiin rejenerasyonu elde edilmis ve koklenme ise 0.2 mg/l indol
Biitirik Asit (IBA) ile desteklenmis Y2 MS ortaminda meydana gelmistir (Karim et
al., 2002).

Waseem et al. (2009), kasimpat1 (Chrysanthemum morifolium L.) bitkisinin
siirgiin ucu eksplantmin kullamldig1 calismada indol Asetik Asit (IAA), NAA, IBA
ve 2,4-Diklorofenoksiasetik Asit (2,4-D) gibi farkli oksin ile BAP gibi sitokinin
konsantrasyonlarini ve kombinasyonlar1 denenmistir. Caligsmada siirgiin olugturma
ylizdesi, eksplant basina ortalama siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu, siirgiin basina
yaprak sayisi, slirglin basina bogum sayisi gibi 6zellikler gozlenmistir. Diisiik TAA
konsantrasyonu (0.1 mg/l) tek basina kullanildiginda siirgiin olusumu (%86.6),
eksplant bagina siirgiin sayis1 (3.9 adet), siirgiin uzunlugu (4.3 cm), yaprak sayisi
(10.0 adet) ve bogum sayi1si (4.8 adet) gibi hemen hemen tiim parametrelerde en iyi
sonucu vererek diger tiim konsantrasyonlar1 geride biraktig: bildirilmistir. BAP’1n
ara konsantrasyonu (1.0 mg/l) tek basma kullanildiginda maksimum siirgiin
olusumu (%93.3), eksplant bagina siirgiinii sayis1 (4.1 adet), siirgiin uzunlugu (5.0
cm), yaprak sayisi (11.0 adet) ve bogum sayisi (5.5 adet) gibi parametrelerde diger

tim BAP konsantrasyonlarindan daha 1yi sonug¢ verdigini tespit etmislerdir. Orta
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diizeylerde BAP (1.0 ve 2.0 mg/l) ile birlikte daha diisiik [AA konsantrasyonlari
(0.1 ve 0.2 mg/l) ile desteklenen MS ortaminin, diger konsantrasyonlar ve
kombinasyonlara kiyasla daha iyi sonug¢ verdigi, koklenmenin ise 0.2 mg/l IBA ile

takviye edilmis /2 MS ortaminda saglandig1 saptanmustir.

Waseem et al. (2011a), kasimpatinin bogum eksplantlarindan etkili bir bitki
rejenerasyon protokolii gelistirilmesini amagladiklar1 ¢alismada, bogumlar %1.0
civa kloriirde 3 dakika sterilize edilerek ve IAA’nin ve BAP 1n farkli konsantrasyon
ve kombinasyonlariyla desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Siirgiin
olusum ytlizdesi, bitki bagina ortalama siirgiin sayist, siirgiin uzunlugu (cm), siirgiin
basina yaprak sayisi, siirgiin basina bogum sayisi gibi parametreler incelenmistir.
IAA’nin orta seviyelerdeki konsantrasyonu (0.3 mg/1) yalniz basina kullanildiginda
siirglin olusum orani (%80.0), eksplant basina siirgiin sayis1 (4 adet), siirgiin
uzunlugu (5.1 cm), siirgiin basina yaprak (11.3 adet) ve bogum sayis1 (5.6 adet) gibi
parametrelerde en iyi sonucu verdigini bildirmislerdir. Benzer sekilde orta
seviyedeki BAP (1.0 mg/l) konsantrasyonu da yalniz kullanildiginda %100 siirgiin
olusumu sagladigini, eksplant bagina siirgiin sayisinin 4.9 adet, siirgiin uzunlugunun
5,8 cm, siirgiin basina yaprak sayisinin 13.4 adet ve siirgiin bagina bogum sayisinin
6.3 adet oldugunu belirlemislerdir. Diisiik konsantrasyonlardaki IAA’nin (0.1 ve
0.2 mg/l), orta seviyedeki BAP (1.0 ve 2.0 mg/l) konsantrasyonlartyla yapilan
kombinasyonlarinda bogum eksplantinin rejenerasyonunda olumlu bir etkiye sahip
oldugu bildirilmistir. Koklenmenin ise sirasiyla 0.2 mg/l IBA, 0.2 mg/l NAA ve
IAA ile desteklenmis /2 MS ortamlarinda iyi sonuglar verdigi belirtilmistir.

Farkli BBD konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlar: ile desteklenmis MS
ortamindan siirgiin ucu eksplanti kullanilarak yeni siirgiinler elde edilen baska bir
calismada; siirgiin olusum yiizdesi, eksplant basina ortalama siirgiin sayis1 (adet),
stirgiin uzunlugu (cm), siirgiin basina yaprak sayisi (adet) ve siirgiin basina bogum
sayis1 (adet) gibi farkli parametreler incelenmistir. Tek basina kullanildiginda NAA'
m en diisiik konsantrasyonu (0.5 mg/l), diger tim NAA konsantrasyonlarindan,
stirglin olusumu (%80.0), eksplant basina siirgiin sayis1 (3.2 adet), siirgiin uzunlugu
(3.4 cm), yaprak sayis1 (9,5 adet) ve bogum sayisi (4.5 adet) gibi parametrelerde
daha iistlin sonug vermistir. Tek basina kullanildiginda BAP'1in orta konsantrasyonu

(1.0 mg/1), diger tiim BAP konsantrasyonlarindan daha iyi sonu¢ vermistir (%93.3
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siirglin olusumu, 4.1 adet eksplant bagina siirgiin sayisi, 5.0 cm siirgiin uzunlugu,
11 adet yaprak sayist ve 5 adet bogum sayisi1). Benzer sekilde, NAA ve BAP'In
farkli  konsantrasyonlarmin ~ kombinasyonu  kullanildiginda,  kasimpati
bitkiciklerinin orta konsantrasyonlu rejenerasyonu ile ilgili 6nemli sonuglar elde
edilmistir. Daha diisiik konsantrasyonlarda NAA (0.5 ve 1.0 mg/l) ve BAP (1.0 ve
1.5 mg/1) ile desteklenmis MS ortami, diger konsantrasyonlar ve kombinasyonlara
kiyasla daha iyi sonuglar vermistir. 0.2 mg/1 IBA ile desteklenmis /2 MS ortamindan

tatmin edici koklenme yanit1 alinmistir (Waseem et al., 2011b).

Siirglin uglarinin eksplant kaynagi olarak kullanildigi bir ¢alismada farkli
konsantrasyonlardaki oksin (IAA, IBA) ve sitokinin (kinetin) kombinasyonlar1 ile
desteklenmis MS ortamlarinin rejenerasyon durumlart arastirilmistir. Siirgiin
rejenerasyonu i¢in gesitli uygulamalar arasinda, 3.0 mg/l kinetin + 2.0 mg/l 1AA
iceren MS ortami1 %67.82 rejenerasyon orant ile en iyi sonucu vermistir. Koklenme
ise %82.12 ile 1.0 mg/l IBA ile takviye edilmis MS ortamindan saglanmigtir
(Nalini, 2012).

Yesmin et al. (2014) tarafindan Chrysanthemum morifolium igin etkin bir in
vitro bitki rejenerasyon protokolii gelistirilmistir. Bogum eksplantlari, gesitli
kombinasyonlar ve konsantrasyonlarda BBD (sitokininler veya oksinler) igeren MS
besin ortaminda kiiltiire alinmistir. 1.0 mg/l BAP ve 0.1 mg/l IAA ile desteklenmis
MS ortaminda maksimum siirgiin rejenerasyonu (%93.33), eksplant basina en iyi
siirgiin sayis1 (21.73 + 1.19) ve en yiiksek siirgiin uzunlugu degerlerine (6.43+0.31)
ulagilmistir. Koklenme igin, in vitro kosullarda yetistirilen iyi gelismis siirglinler,
farkli konsantrasyonlarda IBA, IAA ve NAA ile takviye edilmis 2 MS ortaminda
kiiltiire alinmistir. 0.2 mg/1 IBA ile giiglendirilmis yari-gii¢lii MS ortamina transfer
edilen eksplantlarda 4 hafta ig¢inde yiiksek oranda bir koklenme saglanmistir
(%98.0).

Alsoufi et al. (2021) tarafindan yiriitilen kasimpati bitkisinin
mikrogogaltiminda kullanllan BBD’ lerin optimal konsantrasyonlariin
belirlenmesinin amaglandigi ¢calismada, Chrysanthemum indicum L. siirgiinlerinin
tekli bogumlari eksplant kaynagi olarak kullanilmis ve biiyiime diizenleyicisi olarak

da kinetin konsantrasyonlari (0.0-4.0 mg/l) tek basina ve IBA ile birlikte (0.0-0.6
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mg/l) kullanilmistir. Sonuglar kinetinin IBA ile kombinasyonunun, kinetininin
yalniz kullanimindan daha etkili oldugunu gostermistir. 4.0 mg/l kinetin, MS
ortamina yalniz eklendiginde siirgiin sayis1 3.3 adet, siirgiin uzunlugu 3.81 cm ve
yaprak sayist 5.3 adet olarak bulunurken, 4.0 mg/I kinetin ile 0.6 mg/l IBA’nin MS
ortamina birlikte eklenmesiyle siirgiin sayis1 7.2 adet, siirgiin uzunlugu 5.27 cm ve
yaprak sayist 17.0 adete yiikselmistir. Cogaltma deneylerinden elde edilen
stirgiinlerin koklendirilmesi i¢in farkli IBA biiylime diizenleyici konsantrasyonlari
(0.0-2.0 mg/l) ile giliglendirilmis MS ve 2 MS ortami kullanilmistir. %2 MS
ortamina, 1.0 mg/l IBA'nin ortama eklenmesiyle koklenme ylizdesi (%90.0),
ortalama kok sayis1 (12.5 adet) ve ortalama kok uzunlugu (3.5 cm) agisindan en

yiiksek ortalama degerleri verdigi bildirilmistir.

Yaprak eksplantlariyla yiiriitiilen rejenerasyon calismalar1 asagida

sunulmustur.

Jarzina et al. (1982), kasimpat1 bitkisinin yaprak eksplantlarini farkli oksin ve
sitokinin hormonlarinca desteklenmis MS besin ortaminda kiiltiire almislar ve en
kullanigh ortamin 4.0 mg/l kinetin, 2.0 mg/l NAA ve 50.0 mg/l PFA (Perfloro
alkoksi) oldugunu bildirmislerdir.

Naing et al. (2014), Chrysanthemum cv. Vivid Scarlet yaprak
segmentlerinden etkili bir siirglin rejenerasyonu protokolii gelistirmek amaciyla
BBD’lerin, karanlik inkiibasyon siiresinin, jellestirme ajanlarinin ve giimiis nitratin
etkilerini incelemislerdir. En yiiksek siirgiin sayist (12.3 adet) 1s1k kosullarinda
herhangi bir baslangic karanlik siiresi olmaksizin kiiltiire alinan yaprak
eksplantlarinda, 1.0 mg/l BAP ve 2.0 mg/l NAA kombinasyonu ile MS ortaminda
saglanmistir. Siirgilin rejenerasyonuna etkisini incelemek i¢in test edilen jellestirme
ajanlar1 arasinda en etkili Gelrite’in oldugu tespit edilmistir. Giimis nitratin varligi
siirgiin rejenerasyonunu belirgin sekilde engellemistir. Gelrite ile jellestirilmis
hormon icermeyen MS ortaminda {istiin bir bitki biliylimesi ve koklenme
gozlemlendigi bildirilmistir. Flow sitometri analizi, in vitro kosullarda rejenere
edilen bitkiler ve ana bitki arasinda hic¢bir ploidy farkliligi olmadigini ortaya
koymustur. Olusturulan protokol, test edilen alti g¢esitten dordii igin siirgiin

rejenerasyonuna uygulanabilir olmustur. Doku kiiltiirii ¢calismalar1 kontrollii bir
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ortamda yapilmasma ragmen, eksplantin kiiltiire alindii mevsimin bitki

rejenerasyonu lizerine etkisinin bulundugu bildirilmistir.

Banglades'teki iki yerel ¢esit olan BARI Chrysanthemum-2 (BARI Chry-2)
ve yerel sar1 (Y) kullanilarak, Chrysanthemum morifolium Ramat i¢in verimli ve
hizl1 bir in vitro rejenerasyon protokolii gelistirilmistir. In vitro kosullardaki geng
yaprak eksplantlar1 kullanilarak rejenerasyon protokoliinii optimize etmek icin
calismada BAP ve IAA'nin dokuz farkli konsantrasyonu ve kombinasyonu ile
desteklenmis MS ortami kullanilmistir. Her iki ¢esit i¢in de yaprak eksplantlarindan
dogrudan organogenez 0.5 mg/l BAP ve 2.0 mg/l IAA (T6) ilavesiyle MS
ortaminda olustugu belirlenmistir. Yapragin adaksial yiizeyinde dogrudan siirgiin
tomurcuklar1 olusturarak en yiiksek rejenerasyon ylizdesini (BARI Chry-2 i¢in
%90.0 ve Y i¢in %94.73), en yiiksek siirgiin sayisi/eksplant (BARI Chry-2 i¢in 7.6
ve Y igin 8.6) ve kiiltiiriin altinci haftasinda maksimum siirgiin uzunlugu (BARI
Chry-2 igin 3.0 cm ve Y igin 2.9 cm) bu ortamda saglanmstir. ilk olarak
rejenerasyon siireciyle olugan eksplantlar, 4 hafta sonra hormonsuz MS ortamina
alt kiiltiire alinmistir. Siirglinlerin uzamasi sirasinda, rejenerasyon siirecinde elde
edilen siirgiinlerin %90-95'i, 7-8 hafta iginde hormonsuz MS ortaminda spontan
olarak koklendigi belirlenmistir. Koklii in vitro bitkicikler aklimatizasyondan sonra
tarlaya aktarilmis ve herhangi bir degisiklik olmaksizin %100 hayatta kalma orani

ile ¢igeklenmeleri gézlenmistir (Chowdhury et al., 2021).

Cicek eksplantlariyla ilgili yiiriitiilen rejenerasyon c¢alismalar1 asagida

sunulmustur.

Dogal ya da yapay olarak meydana gelen somatik ¢i¢ek rengi mutasyonlari
genellikle sektoriyel kimera olarak kendini gosterir. Beyaz ¢icek rengine sahip
“Kasturba Gandhi” kasmmpati c¢esidinde sar1 renk, sektoriyel kimeradan
organosgenesiz ile basariyla saglanmistir. Cigek eksplantlar yiizey sterilizasyonu
ardindan 0.2 mg/l NAA ve 1.0 mg/l BAP ile desteklenmis MS ortaminda kiiltiire
alinmiglardir. GA3s'in kallus dokusunun rejenerasyonu iizerindeki etkisinin de
incelendigi ¢aligmada eksplantlarin 9%82.0'sinde kallus meydana gelirken, 43

eksplantin 4'tinde direkt siirgiin elde edilmistir. Adventif siirgiin olusumu yalnizca
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GAz'in varhiginda meydana gelmistir. Tim direkt ve kallustan rejenere olan

bitkilerin ¢i¢ek renginin sar1 oldugu tespit edilmistir (Chakrabarty et al., 2000).

Tanaka et al. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada, Dendranthema
grandiflorum (Ramat.) Kitamura cv. Aboukyu'nun dilsi ¢i¢egi eksplantlarinin
tizerinde yiiksek konsantrasyonlarda IAA ve kinetin iceren MS besin ortaminda
somatik embriyogenesiz (SE) gozlemlenmistir. NAA’de de SE gdzlenmesine
ragmen IBA veya 2,4-D kadar etkili olmamistir. BAP ve TDZ gibi diger
sitokininlerin SE iizerinde etkisi olmamistir. Daha diisiik IAA konsantrasyonlari ile
kinetin kombinasyonunda ve ¢esitli BAP konsantrasyonlarinda embriyo
gbozlenmemistir, ancak yiiksek BAP konsantrasyonlart bir¢ok adventif siirgiin
olusturmustur. Herhangi BBD ile desteklenen besin ortamlarinda kiiltiire alinan
yaprak eksplantlarinda SE gbézlenmemistir. Histolojik olarak, primordialar, siirgiin
ve kok primordialar1 arasinda iyi gelismis bir vaskiiler demete sahip tipik bir
embriyo sekline sahip oldugu tespit edilmistir. Embriyolarin hem stoma hiicrelerine

hem de polariteye sahip bir kok sisteminin oldugu bildirilmistir.

Vilasini et al. (2000), Chrysanthemum morifolium’ un 5 gesidinde eksplant
kaynagi olarak dilsi ¢igekleri in vitro kosullarda kiiltiire almislardir ve somaklonal
varyasyon agisindan incelemislerdir. Rejenere siirglinlerin vejetatif aksaminda ve
ciceklenmesinde farkliliklar kendini gostermistir. Sar1 renkli ¢icekleri izole edip,
stabil mutant olarak rejenerasyonunu basariyla saglamislardir. Bu gibi mutantlarin
siirli alanda yer almalar1 ve bulunduklar1 bolge nedeniyle vejetatif olarak izole
edilmesi miimkiin olmayacag: icin, in vitro tekniklerin, bunun gibi dogal olarak
meydana gelen renk mutantlarmin  korunmasinda  kullanilabilecegini

belirtmisglerdir.

Park et al. (2007), cicek eksplant1 yasinin adventif siirgiin rejenerasyonuna
etkisinin arastirildig1 ¢alismada farkli kasimpati ¢esitlerinde (“Klondike”, “Pink
Pixie Time”, “Orlando”) farkli konsantrasyon ve kombinasyonlardaki BBD’lerin
(IAA, BAP, kinetin) rejenerasyon iizerine etkisi de incelenmistir. En yiiksek
rejenerasyonun tam ¢igeklenmeden 2-3 giin 6nce toplanan dilsi ¢igeklerin, 14 giin

karanlikta tutularak ve 57.0 uM IAA, 44.0 uM BAP ve 0.4 uM kinetin ile
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desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmasiyla elde edilmistir. Koklenerek dig

kosullara aligtirilan bitkilerin benzer morfolojik 6zellik gdsterdigi bildirilmistir.

Chrysanthemum morifolium’a ait 9 ¢esidin dilsi ¢igek eksplantlarinda bitki
rejenerasyon kapasitesini belirlemek i¢in yapilan calismada in vitro kiiltiir
denemelerinin sonucunda genotiplerin, ortam protokollerinin ve her ikisinin
birbiriyle olan etkilesimleri 6nemli bulunmustur. Kallustan gelisen eksplant
oranlart “Ping Pong” ¢esidinde %73.83, “Palisade White” c¢esidinde %25.67
araliginda degismekle birlikte ortalama %48.28 olmustur. En yiiksek embriyojenik
kallus, stirgiin olusumu ve siirglin uzunlugu ortalamasi “Delister White” ¢esidinde
protokol B (1.0 mg/l BAP+0.5 mg/l NAA)’ de elde edilmistir. Protokol A (0.5 mg/1
BAP+0.2 mg/l NAA) ve Protokol B bitki rejenerasyonu i¢in en iyi sonug¢ veren
ortamlar olmustur. “Delister White” ¢esidinin protokol A ve protokol B ile birlikte
kullanimimin in vitro mutagenesis calismalarinda basariyla yararlanilabilecegi

bildirilmistir (Barakat et al., 2010a).

Gegmisten giiniimiize kasimpatinin in vitro rejenerasyonunda etkili olan
faktorler ile ilgili pek ¢cok calisma yiiriitiilmiistiir. Bunlardan biri 2011 yilinda Kulpa
tarafindan yiiriitilmiis olup, ¢alismada kasimpatinin (Dendranthema x grandiflora
(Ramat.) Kitamura) ¢icek kisimlarinin organogenesizi {izerine baslangig
materyalinin, BBD’lerin ve 1s18in etkisi arastirilmistir. Erica kasimpati ¢esidinin
dilsi ¢igekleri, tiipsli cicekleri ve cicek tablasinin baslangi¢c materyali olarak
kullanildig1 calismada eksplantlar, oksin (1.0 mg/l IAA, IBA, NAA ve 2,4-D) veya
sitokinin BAP ( 0.1’den 2.0 mg/l’ ye kadar) ve oksin NAA ( 1.0 den 5.0 mg/I’ye
kadar) kombinasyonunu igeren MS ortaminda kiiltiire alinmigtir. Kiiltiirlerin yarisi
aydinlik yaris1 karanlik ortamda tutulmustur. Caligma sonucunda Erica kasimpati
cesidinin rejenerasyonu ¢igek kisimlarindan basariyla yapilmistir. Deneme
kosullarinda tiipsii ¢igekler en zayif rejenerasyon kabiliyetini gosterirken, ¢icek
tablasindan ise en yliksek rejenerasyon saglanmistir. Baslagic materyalinden
bagimsiz olarak en yliksek rejenerasyon BAP (2.0 mg/l) ve NAA (5.0 mg/l) igeren
MS ortaminda elde edilmigstir. Isik ise tiim denemelerde rejenerasyonu tesvik

etmistir (Kulpa, 2011).
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Thangmanee and Kanchanapoom (2011), farkli BBD ve konsantrasyonlarinin
kallus olusumu, adventif siirgiin olusumu ve kok olusumuna etkisini aragtirdiklar
calismada kasimpati1 bitkisinin dilsi ¢igeklerini BA ve 2,4-D'nin g¢esitli
kombinasyonlarini ve konsantrasyonlarini igeren MS ortaminda in vitro kosullarda
kiiltiire almiglardir. 13.3 uM BA ve 0.5 uM 2,4-D ile gli¢lendirilmis MS ortaminin
en yiiksek kallus olusumunu verdigini bildirmislerdir. Kalluslarin pek ¢ok adventif
stirglin olusturdugu calismada en yliksek siirglin olusumunun %45.0 ile 9.3 uM
Kinetin ve 4.9 uM IBA igeren MS ortaminda saglandigi ve siirgiinlerden %100.0
koklenme elde edildigi belirtilmistir. Bununla birlikte, 12.3uM IBA igeren MS
ortamindan, siirgiin basina en yiiksek kok sayisinin (40 adet) elde edildigi ifade

edilmistir.

Thai Chen Queen kasimpati ¢esidinin dilsi ¢igeklerinden yeni mutasyonlari
izole etmek i¢in verimli bir in Vvitro rejenerasyon protokolii gelistirilmistir. Verma
et al. (2012b) tarafindan yapilan ¢alismada dilsi ¢igekler, mancozeb-45 (0.1%) +
karbendazim (0.1%) + 8-HQC (200 mg/l) ile on islem gordiigiinde, en yiiksek
hayatta kalma yiizdesi (%89.44) elde edilmistir. Dilsi ¢igeklerin yiizey
sterilizasyonu igin civa kloriir (0.1% HgCl») ile dort dakika boyunca muamele
edilmesinin uygun bir yontem oldugu belirtilmistir. Rejenerasyon yiizdesi
(%93.33), eksplant basina siirgiin sayis1 (5.67 adet) ve siirgiin rejenerasyonu igin
gereken minimum giin sayis1 (30.67 giin) acisindan en iyi sonuglar 4.0 mg/l BAP

ve 0.1 mg/l NAA iceren MS besin ortamindan elde edilmistir.

Lee et al. (2013), ARTI-purple ve ARTI-queen kasimpati mutant ¢esitlerinin
in vitro rejenerasyon yeteneklerini arastirmislardir. Henliz agmamis ve erken
ciceklenme donemlerinde bulunan tiipsii ve dilsi ¢igekleri BA, NAA ve [AA ile
giiclendirilmis MS temel besin ortaminda kiiltiire almislardir. En yiiksek
rejenerasyon oranint NAA ve BA kombinasyonuyla gii¢lendirilmis ortamda tiipsii
cigeklerin heniiz agmadigr zamanda alinan eksplantlardan elde etmislerdir. En iy1
kombinasyon 1.0 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP ile ARTI-purple ¢esidinde %49.7
rejenerasyon ile saglanmistir. ARTI-queen ¢esidinde ise 2.0 mg/l NAA ve 1.0 mg/1
BAP kombinasyonunda %25.6 oraninda rejenerasyon saglanmistir. Caligsma
sonucunda ayn1 varyeteden elde edilen mutant bireylerin rejenerasyon oranlarinin

oldukga farkli oldugu belirlenmistir. ilk kez aym varyeteden gelen mutant kasimpati
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bitkilerinin rejenerasyon yeteneklerinin 6l¢iildiigii bu ¢alismanin mutasyon 1slahi
ile geligtirilen farkli kasimpati bitkilerinde rejenerasyon etkinliginin

belirlenmesinde faydali olacag: diistiniilmektedir.

Chhetri et al. (2013) tarafindan standart tip bir kasimpatida verimli bir bitki
rejenerasyon protokolil gelistirmek amaciyla yiiriitiilen ¢calismada eksplant olarak
cicek tomurcuklarindan (4 veya 8 cm ¢apinda) elde edilen dilsi cicekler
kullanilmistir. En yiiksek siirgiin rejenerasyonu %96.0 oraninda 0.5 mg/l [AA, 2.0
mg/l BA, %3 siikroz ve % 0.8 agar ile takviye edilmis MS besiyerinde elde
edilmistir. Karanlik kosullar altinda 14 giin 6n kiiltiirde bekletilen eksplantlardan
elde edilen siirgiin rejenerasyonu, siirekli 16 saatlik bir fotoperiyod (40 pmolm-2s-
1) altinda kiiltiirlenen eksplantlardan daha iyi sonuglar vermistir. Siirgiin
rejenerasyon oranlar1 cesitlere gore farklilik gostermekle birlikte, en diisiik
Shinmato ¢esidinde %19.0 oraninda, en yiiksek de Baeksun c¢esidinde %89.1

oraninda elde edilmistir.

Imtiaz et al. (2014), 'Fenzhuang' kasimpati ¢esidinde dilsi ¢igeklerin in vitro
cogaltimi icin BA'nin NAA ile kombinasyonunun etkilerini degerlendirmis,
kimeral1 dilsi ¢igceklerden yeniden liretilen bitkilerdeki ¢igek rengi varyasyonunu
incelenmislerdir. Siirgiin olusumu i¢in 2.0 mg/l BA + 1.0 mg/l NAA'!n %93.3
rejenerasyon orant ve eksplant basimna 10 adet siirglin sayisi ile en uygun
kombinasyon ve konsantrasyon oldugu saptanmistir. Koklenme orani ve dis
kosullara aktarma sonrasi canlilik oran1 2 MS ortaminda %100.0 olarak
kaydedilmistir. Elde edilen bitkilerin ¢igek renklerinde genis bir varyasyon
gbzlemlenmistir. Pembe dilsi ciceklerden rejenerasyon saglanan bitkilerin ¢igek
rengi beyazdan sariya kadar degisse de, en fazla pembe c¢icek renkli bitkiler elde
edilmistir. Ancak, bu bitkilerin ¢i¢eklerinde kimera tespit edilmemistir. Cigek rengi
kimeras! olan bitkilerden yeniden iiretilen bitkilerde ise daha fazla ¢igek rengi
varyasyonu gozlemlenmistir. Bazi bitkilerin ¢igek rengi kimerizmini koruyabildigi,
ancak sadece beyaz ve pembenin kimerik renklerinin %4 kimerik renk olusum oran1

ile elde edildigi bulunmustur.

Kazeroonian et al. (2014) tarafindan iki kasimpati ¢esidinin petal eksplantlari,

BBD’lerin farkli konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlar1 ile desteklenmis MS
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ortaminda kiiltiire alinmistir. Reagon Elite Salmon'a gére Resomee Splendid
¢esidinin siirgiin indiiksiyon yiizdesinde istiinliik gostererek, sirasiyla %62.22 ve
%49.63 olarak elde edildigini bildirmislerdir. En yiiksek siirgiin indiiksiyon
yiizdesi, 3.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA ve 4.5 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA ile
desteklenmis MS ortaminda elde edilmistir. Bununla birlikte, her iki ¢esitte en
yiiksek siirgilin sayis1 (sirasiyla 2.73 adet ve 3.0 adet) 4.5 mg/l BAP + 1.0 mg/I
NAA'da elde edilmistir. Resomee Splendid eksplantlar1 iizerinde dolayli olarak
adventif siirgiinler olusurken, diger cesitte 3.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA veya 4.5
mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA ile gili¢lendirilmis ortamlarda dogrudan siirgiin olusumu
gozlemlenmistir. TDZ ve NAA kombinasyonu, her iki gesitte dolayli siirgiin
olusumuna neden olmustur. TDZ igeren islemler, nicel 6zellikler a¢isindan BAP
icerenlere gore tamamen daha diisiik performans gostermistir. Rejenere olan

stirgiinler basariyla koklendirilmistir.

Chrysanthemum cv. Baeksun'un petal eksplantlarindan en uygun mevsimde
olusan silirglin rejenerasyonunu belirleyen bir rapor sunulmustur. Petal
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonunun eyliil-aralik aylari arasinda daha yiiksek
oldugu tespit edildigi ve aralik ayinda en yiiksek degerlere ulastig1 belirtilmistir.
Uygun mevsimin se¢ilmesi, bitki biiylime parametrelerini (6rnegin bitki ytiksekligi
ve taze agirlik) de etkiledigi ve bu sonuglar doku kiiltiirii calismalarinda mevsimin
onemli bir rol oynadigin1 giiglii bir sekilde ortaya koymustur (Naing and Kim,

2014).

Kasimpatinin in vitro rejenerasyonunda ¢i¢ek eksplantlarinin kullanimi, diger
bitki parcalar1 rekalsitrant haldeyken daha genis bir eksplant g¢esitliligi
saglamaktadir. Ancak in vitro giceklenme tetiklenmedikge yalnizca gigeklenme
donemiyle siirli kalmasi yontemin dezavantajidir. Teixeira da Silva, 2014 yilinda
yaptig1 calismada, Japon ¢esidi 'Shuhou-no-chikara' in dilsi ve tiipsii ¢igeklerinden
organogenesizi (kallus, siirglinler ve kokler) arastirmistir. Aydinlik ve karanlik
kosullar altinda, farklit BBD ile desteklenmis MS bazal besin ortaminda ¢i¢ek
tabanl rejenerasyon protokoliiniin optimize edilmesi amaglanmistir. Calismada ti¢
onemli sonug belirtilmistir; 1) Aydinlik ve karanlik kosullarda, renk ya da tiipsii ve
dilsi cicekler disinda, eksplantlarin rejenerasyona verdikleri tepkiler arasinda bir

fark tespit edilmemistir 2) Eksplantlar yalnizca 12 BBD ile tek bagina test
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edildiginde organosgenesize cevap vermistir, diger 18 BBD’de ise higbir gelisme
olmamig veya <% 5 eksplant yanit vermistir. 3) Kasimpati ¢igcek eksplantlarinda
adenin siilfat (Ads), 2iP, pikloram, hindistan cevizi suyu (CW) ve floreglukinol
(PG) igin ilk kez organogenesiz saglandigi bildirilmistir. Ads, BA ve kinetin ile
desteklenmis ortamlarda siirgiin olusumu goézlemlenirken; 2iP, pikloram, 2,4-D ve
TDZ’nin kallus olusumunu destekledigi, CW’nin siirgiinleri ve kalluslar
olusturdugu, PG, IAA, IBA ve NAA ise kokler tiizerinde her biri ayri

konsantrasyonlarda etkili oldugu tespit edilmistir.

Kasimpati 1slahinda in vitro eksplant kaynagi olarak cicek organlarimnin
kullanimi, organogenez (adventif siirgiinlerin/kdklerin yeniden olusumu) veya
somatik embriyogenesiz i¢in 6zel ve 6nemli bir kaynak saglamasi nedeniyle biiyiik
onem tasimaktadir. Teixeira da Silva et al. (2015), kasimpatida (Chrysanthemum
grandiflorum Ramat. Kitam.) ¢igek eksplantinin in vitro ¢ogaltilmasi iizerine
yapilan ¢aligmalar hakkinda bir derleme ¢aligmas: yiiriitmislerdir. Calismada ¢igek
eksplatinin in vitro kiiltiiri sirasinda stabil mutantlar elde etmek igin kimerik
olusumlarin ayrilmas1 gerektigi belirtilmis; ayrica ciceklerin dilsi veya tiipsii
kisimlarindan elde edilen rejenerasyonlarin somaklonal varyasyona neden oldugu
bildirilmistir. Ozellikle gama 1sinlar gibi fiziksel mutagenlerin uygulanmasindan
sonra bdyle bitki materyallerinin rejenerasyonu, yeni ¢icek renklerine, sekillerine
veya diger olumlu Ozelliklere sahip bitkilerin iiretilmesine yol acabilecegini
bildirmislerdir. Kasimpatida in vitro gigeklenme nadir bir olgu olmasina ragmen
uygulanabildigi taktirde, eksplantlarin ve dolayisiyla olast kontaminasyonlarin ex
vivo ortamindan taginmasina gerek olmadan in vitro dezenfekte edilmis materyal
olarak kullanilmasinin miimkiin olabilecegi belirtilmistir. Cicek dokusundan
rejenerasyon protokollerinin gelistirilmesi ¢aligmalari ile 1slah siirecinin ve in vitro

ciceklenme basarisinin ilerletilebilecegi bildirilmistir.

Kasimpatida kallus ve organogenesiz olusumunu yaprak pargalari, govde
eksplantlar1 (Wankhede et al., 2000), yaprak (Himstedt et al., 2000; Liu et al.,
2015), pedikiil (Petty et al., 2003), protoplast (Sauvadet et al., 1990), siirgiin
tomurcuklari, ist tomurcuklar ve aksiller tomurcuklar (Fu-Yun, 2010), saplar
(Jevremovic and Radojevic, 2004) ve aksiller tomurcuklariyla beraber saplar
(Wang et al., 2013) gibi farkli eksplant tipleri etkilemektedir (Waseem et al., 2009).
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Yapilan bir calismada kasimpati bitkisinde petal eksplantlarinin yaprak
eksplantlarina gore daha iyi bir varyasyon kaynagi olusturdugu bildirilmistir. 'Early
Charm' kasimpati ¢esidinde yaprak ve petal eksplantlarindan direkt bitki
rejenerasyonu veya ara kallus asamasindan somaklonal varyantlar elde etmek
amaciyla yapilan ¢alismada sar1 petal rengine sahip bir genotipin varyant1 kendi
rengini korurken, beyaz petal rengine sahip bir genotipin varyantinin renginin
eflatun oldugu tespit edilmistir. Beyaz ¢igek rengine sahip genotipteki 6 varyanttan
ikisi ticari degeri agisindan 6nemli bulunmustur. Kimerizm, gen mutasyonu ve
kromozom degisikligi somaklonal varyasyonlarin olast nedenleri arasinda

sayilabilecegi bildirilmistir (Khalid et al., 1989).

Kaul et al. (1990) tarafindan on bir kasimpati ¢esidinin yaprak ve gdévde
eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonunun calisildigi denemede her iki
eksplant tiirii i¢in belirlenen optimum besin ortami, 5 uM BAP ve 5 uM NAA ile
takviye edilmis MS ortami oldugu ve caligmada govde eksplantlarinin yaprak
eksplantlarindan daha yiiksek rejenerasyon kapasitesine sahip oldugu belirtilmistir.
Siirgiin rejenerasyon sikliginda gesitler arasinda biiyiik farkliliklar oldugu, 3 ¢esidin
farkli BBD kombinasyonlarina hicbir sekilde cevap vermedigi tespit edilmistir.
Govde eksplantlarindaki siirglinlerin, esas olarak, epidermisi hizla bdlen ve
parcalayan kortikal hiicrelerden kaynaklandigi ifade edilmistir. Koklendirilen
bitkilerin bagariyla dis kosullara alistirildigr ve anag bitkiyle ayn1 morfolojik

ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir.

Datta et al. (2002), kasimpati bitkinin farkli eksplantlarindan direkt
rejenerasyon protokolleri gelistirmiglerdir. Kasimpatinin yaprak eksplantlarinda
BA ve TAA varliginda siirgiin olusumu tespit edilirken, kapitulum ve ¢igek
tablasinda siirgiin olusumu ise yalnizca BA ve NAA varliginda tespit edilmistir.
Yaprak eksplantlarinda en yiiksek rejenerasyon orami %59.0, eksplant basina
ortalama 4.6 siirgiin sayis1 ile 1.0 mg/l BA ve 1.0 mg/l TAA ile desteklenmis MS
besin ortaminda tespit edilmistir. Kapitulum eksplantinda direk siirgiin olusumu en
yiiksek %91.7 ve 8.5 siirgiin sayisi ile 5.0 mg/l BA ve 0.5 mg/l NAA desteklenmis
MS besin ortamindan saglandigi bildirilmistir. Cigek tablasit eksplantlarinda en

yluksek rejenerasyon orani %77.8, eksplant basina en yiiksek siirgiin sayis1 6.7 adet
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ile 2.0 mg/l BA ve 0.5 mg/l NAA ile desteklenmis MS besin ortaminda

saptanmuigtir.

Zalewska et al. (2007) adventif siirgiin tekniginin in vitro ¢ogaltilan kasimpati
bitkisinde yeni varyasyon kaynagi olusturdugunu bildirmistir. Eksplant kaynagi
olarak siirgiin uglar1 ve yapraklarinin kullanildig1 'Richmond' kasimpati ¢esidi ve
10 mutantinda yiiriitiilen ¢aligmada eksplant tipinin kasimpati bitkisinde genotip ve
fenotipe olan etkisi incelenmistir. Siirgiin u¢larindan ve yapraklarda olusan adventif
stirgiinlerden gelisen bitkiler in vitro kosullarda koklendirilmis, aklimatizasyonlari
saglandiktan sonra tam c¢i¢eklenmeye kadar serada yetistirilmistir. Ciceklenen
bitkilerin ¢igek rengi ve ¢igek sekli incelendiginde siirgiin ucu eksplantlarindan elde
edilen tiim bitkilerin ayni ¢i¢ek rengi ve seklini gosterdigi bildirilmistir. Calismada
adventif siirgiinlerden elde edilen bitkilerin ¢igekleri incelendiginde ‘Richmond’,
‘Lady Amber’, ‘Lady White’ ve ‘Lady Yellow’ olmak {izere 4 kasimpati ¢esidinde
cicek renginin degismedigi, "Lady Apricot" (baslangicta: altin pancar) ve "Lady
Somon" (somon rengi) ¢esitlerinden adventif siirgiin teknigiyle ¢ogaltilan tiim
bitkilerin ¢igek renginin degistigi (sirasiyla: mor altin; pembe ve beyaz)
belirtilmistir. 'Lady Bronze' (baslangigta: kirmizimsi kahverengi), 'Lady Orange'
(turuncu kahverengi) ve 'Lady Rosy' (mor altin) ¢esitlerinin adventif siirgiinlerinden
cogaltilan bitkilerin hem ¢igek tipinde hem de ¢igek renklerinde degisiklikler
oldugu saptanmustir (sirastyla: sart; sart ve kirmizi; kirmizims: pembe). "Lady
Vitroflora" ¢esidinde siirgiin uglar1 ve yapraklarindan rejenere olan bitkilerin
ciceklenme doneminde dilsi ¢igeklerinin sayisinin degistigi tespit edilmis ve bu
degisikliklerin tiimiiniin ya bitkilerin kimeral yapilarindan ya da somaklonal
varyasyonunun bir etkisinden kaynaklanabilecegini ifade edilmistir. Ayrica
varyasyonun, yalnizca meristematik olmayan eksplantlar kullanildiginda ortaya
cikabilecegini ve adventif siirgiin tekniginin yeni bir varyasyon kaynagi olarak

kasimpati 1slahinda faydali olabilecegini belirtmislerdir.

Song et al. (2011) yaptiklar1 ¢alismada, 6 kasimpati ¢esidinin yaprak, petal,
petiyol ve govde eksplantlari 0.00—6.66 pM BA’nin yalniz olarak ya da 2.85-8.56
uM TAA ve 0.46 uM kinetin kombinasyonlari ile desteklenmis MS ortaminda
kiiltiire alinmistir. Farkli eksplantlarin denendigi arastirmada petal eksplantlarinin

en yliksek slirgiin olusum oranint ve eksplant basina en yiiksek siirglin sayisin
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verdigi bildirilmistir. Farkli kasimpati ¢esitleri, farkli BBD’lerin bulundugu
ortamda kiiltiire alindiginda rejenerasyon yiizdelerinde oOnemli farkliliklar
gozlendigi belirtilmistir. En yiliksek rejenerasyon oranlarmin sirasiyla Brighton,
Dark Roanoke ve Tahoe c¢esitlerinde oldugu bildirilmistir. En diisiik siirgiin
olusumlarinin ise Dark Orange Cupertino, Hudson Bay ve Ivory Eugene
cesitlerinde oldugu belirtilmistir. Calismada Brighton ¢esidinin rejenere olan
slirgiinlerinden siirglin basina 7.6 adet kok sayist ile %100 oraninda koklenme

oldugu saptanmuistir.

Mevsim zamani 'Satinbleu' kasimpati c¢esidinin yaprak eksplantlarinda
adventif siirgiin rejenerasyonunu etkilemektedir ve sonbaharda daha yogun bir
rejenerasyon  gozlemlenmektedir. Tiim mevsimlerde ise bogum arasi
eksplantlarinda yaprak eksplantlarina goére c¢ok daha fazla rejenerasyon
olusmaktadir. Yapilan bir caligmada ‘Satinbleu’ ¢esidinin yaprak ve bogum arasi
eksplantlar1 adventif siirgiin olusumu i¢in 11.4 uM [AA ve 2.7 uM BAP ile
giiclendirilmis MS besi yerinde dik ve yatay bir sekilde kiiltiire alinmistir. Ayrica
eksplantlar 15 Ocak, 15 Nisan, 15 Temmuz ve 15 Ekim tarihlerinde olmak {izere 4
farkli donemde kiiltiire alinarak kiiltiire alma zamanlar1 da test edilmistir. Eksplant
tipinden ve kiiltiire alma seklinden bagimsiz olarak yaz ve sonbaharda, kis ve

ilkbahara gore daha yogun bir rejenerasyon goézlenmistir (Zalewska et al., 2011).

Lim et al. (2012), 11 farkli kasimpat1 ¢esidinin yaprak, cicek sap1 ve gévde
eksplantlarini, 1 uM NAA ve 10 uM BA ile desteklenmis MS ortaminda farkl
jellestirici maddeler kullanarak (0.8% Agar, 0.4% Agaroz veya 0.25% Gelrite),
stirgiin olusumu kapasitelerinin incelenmesi i¢in kiiltiire almislardir. Farkli jelleyici
ajanlar  kullanildiginda, farkli c¢esitlerin  farkli  eksplantlarinda  olusan
rejenerasyonlar ve kallus olusumlarinda 6nemli farkliliklar gézlemlenmis, siirgiin
olusumunu en fazla tesvik eden jellestiricinin gelrite oldugu tespit edilmistir. Diger
eksplantlara kiyasla govde eksplantlarinin cesit ve jelleyici ajan fark etmeksizin
slirgiin organogenezinin ve ortalama siirgiin sayis1 agisindan en yiiksek degerlerin
elde edildigi eksplant oldugu, bununla birlikte, en yiiksek rejenerasyon (11.67
stirglin/eksplant) Borami ¢esidinin yaprak eksplantlarindan saglanirken, Yes Nuri

cesidinin  govde eksplantlarinin  bunu takip ettigi  bildirilmistir  (4.33
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stirgiin/eksplant). Siirgiinlerin kallus olusmadan dogrudan eksplant yiizeyinden

olustugu belirtilmistir.

Telem et al. (2016) tarafindan yerel kasimpati ¢esitlerinin yaprak, siirgiin ucu
ve dilsi c¢igekleri gibi farkli eksplantlarinin dogrudan in vitro rejenerasyon
kapasitelerinin  arastirildigt = c¢alismada,  eksplantlar  IAA  ve BAP
kombinasyonlarinca desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Kéklenme igin
IBA kullanilmustir. Yaprak eksplantlar1 i¢in en fazla ¢oklu siirgiin iiretimi, 1.0 mg/1
BAP ve 0.1 mg/l NAA kombinasyonunda, siirglin ucu eksplantlar1 i¢in 2.0 mg/1
BAP ve 0.2 mg/l NAA kombinasyonunda, dilsi ¢i¢egi eksplantlarinda ise 4.0 mg/I
BAP + 0.1 mg /l NAA kombinasyonunda ger¢eklesmistir. Koklenme igin, yaprak
ve siirglin ucu eksplantlarinda 1.0 mg/l IBA, dilsi ¢icek eksplantlarinda ise 0.5 mg/1
IBA ile desteklenmis MS ortami iyi sonu¢ vermistir. Siirgiin ucu eksplantlarinin,
kasimpatida dogrudan somatik embriyogenesiz yoluyla bitki rejenerasyonu i¢in en
uygun eksplant tipi oldugu belirtilen c¢alismada, dilsi ¢icek eksplantlarinda
dogrudan bitki rejenerasyonunun, ¢icek rengi mutasyonlarini belirlemek icin

faydali olabilecegi belirtilmistir.

Kazeroonian et al. (2018), BBD’lerin farkli kombinasyonlarmin ve
konsantrasyonlarinin  etkilerini ve farkli eksplant tiplerinin kullanimini
incelemislerdir. In vitro bitki rejenerasyonu i¢in verimli bir protokol gelistirilmesi
amaglanan ¢alismada, Chrysanthemum morifolium cv. 'Resomee Splendid' in vitro
kosullardaki bitkilerinden alinan yaprak ve yaprak sap1 eksplantlart BAP, NAA ve
TDZ konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlariyla giiclendirilmis MS ortaminda
kiiltiire alinmistir. Her iki eksplant i¢inse siirglin olusum yiizdesi, ortalama siirgiin
say1si, kallus olusumu ve organogenez tiirli gibi 6zellikler incelenmistir. Sadece
BAP igeren ortamlarda, yaprak eksplantlarindan kallus olusmadan dogrudan
siirglinlerin olustugu ve 4.5 mg/l BAP ile 1.0 mg/l NAA kombinasyonu, yaprak
eksplantlarindan dogrudan organogenez icin diger kombinasyonlardan ve
konsantrasyonlardan daha tistiin oldugu tespit edilmistir. Sap eksplantlari i¢in, TDZ
ile desteklenmeyen tiim ortamlarda dogrudan siirglin olugsmustur. Bu durumda,
siirgiin olugsma yiizdesi ve ortalama siirgiin sayis1 agisindan, en iyi sonuglarin 1.5

mg/l BAP ve 1.0 mg/l NAA ile desteklenen ortamdan elde edildigi bildirilmis olup,
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BAP veya TDZ' nin NAA ile etkilesiminin kallus indiiksiyonu i¢in gerekli oldugu
da belirtilmistir.

Direkt rejenerasyon, kiiltiire alinan eksplanttan somatik embriyogenesiz ya da
adventif siirgiinler yoluyla direkt yeni bir bitkinin eldesidir. Dogrudan
organogenezinin saglanmasi i¢in sitokinin konsantrasyonunun oksinden daha
yiiksek olmasi gerekmektedir. Cogu ¢alismada, yiiksek sitokinin ve diisiik oksin
konsantrasyonlari igceren MS ortaminda dogrudan siirgiin olusumu gozlemlenmistir.
Aksine, oksin konsantrasyonlar1 arttikca eksplantta siirgiin olusumu zayiflar ve
kallus olusumu artar (Waseem et al., 2008; Gao et al., 2001). Direkt rejenerasyon
stratejisi kasimpatinda, dilsi ya da tiipsii ¢igeklerden direkt bitki eldesi saglayarak
genetik kararliligi korudugu i¢in de tercih edilmektedir. Pek ¢ok ticari ¢esitte direk
organosesis protokolleri standardize hale getirilerek kullanilmaktadir (Datta, 2019).
Indirekt rejenerasyonda, kiiltiire alinan eksplantta oncelikle genetik olarak stabil
olmayan kallus dokusu meydana gelir. Kalluslarda kromozom kirilmalari
gerceklesebildigi gibi kasimpati tiirlerinin genetigini gelistirmeye yardimci olabilir

(Miler and Zalewska, 2014; Kengkarj et al., 2008; Eisa et al., 2022).

Kasimpatinin farkli eksplantlarinda ve farkli BBD’leri ve konsantrasyonlari

ile pek ¢ok somatik embriyogenesiz ¢aligsmasi yliriitiilmiistiir.

Farkli 151k ve sakkaroz konsantrasyonlar1 kasimpati bitkisinin yaprak
eksplantlarinda meydana gelen somatik embriyolar: etkileyebilmektedir. Yapilan
bir calismada “Iridon” kasimpati ¢esidinin yaprak eksplantlarinin 1.0 mg/1 2,4-D ve
0.2 mg/1 BA igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmasiyla meydana gelen somatik
embriyolar %9’dan %18’e kadar sakkaroz bulunan ortamda 28 giin karanlik
sonrasinda 10 giin aydinlik ve tekrar 14 giin karanhkta tutulduklarinda direkt
eksplanttan gelisim gostermislerdir. Buna karsilik devamli karanlikta tutulan
embriyolarda ise gelisim olmamis ve sadece 151k altinda inkiibe edilen eksplantlarda
da ani bir diisiis yasanmistir. Calismada rejenere olan bitkilerin cigcek rengi ve
yaprak morfolojisi gibi 0Ozellikleri fenotipik olarak ebeveynleriyle benzer

bulunmustur (May and Trigiano, 1991).
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Kasimpat1 (Dendranthema x grandiflorum (Ramat.) Kitamura) bitkisinin
yapraklarindan basit ve etkili bir somatik embriyogenesiz metodu gelistirilmistir.
Calismada en iyi sonucu 2.0 mg/l 2,4-D ve 1.0 mg/l kinetin iceren MS ortami
vermistir ve en yiiksek bitkiye doniisiim oran1 1 mm’den 2 mm’ye kadarki kok
uzunluguna sahip embriyolarda olmustur. Rejenere olan bitkilerin ¢igek ve yaprak
morfolojisi ile biiylime sekilleri degismezken, ciceklenme giin sayist kontrol
bitkilerine goére farklihlk gostermistir. Calismada uygulanan somatik
embriyogenesiz metodu 13 ¢esitten 8’inde uygulanabilir bulunmustur (Shinoyama
etal., 2004).

Kasimpati1 (Chrysanthemum morifolium Ramat. cv. Purnima) bitkisinin dilsi
cigeklerinden direkt somatik embriyogenesiz ve bitki rejenerasyonu elde edilmistir.
Bes kasimpati ¢esidinde yapilan ¢alismada 2,4-D ve BA ile desteklenmis MS
ortaminda kdiltiire alinan dilsi ¢igeklerde somatik embriyogenesiz tespit edilirken,
elektron mikroskobu taramalar1 sonucunda eksplantlardan direkt somatik
embriyolarin olustugu dogrulanmigtir. Somatik embriyolar eksplantlarin {ist
yiizeyinde es zamansiz olarak gelismistir. Cesitler arasindan “Birbal” ve “Sahani”
4.0 mg/l 2,4-D ve 2.0 mg/1 BA ile desteklenmis ortamda %40 gelisim gostererek en
iyl sonucu vermis ve ayrica ayni ortamda somatik embriyolarin ¢imlenmesi
gerceklesmistir. Somatik embriyolardan gelisen bitkilerin topraga transferi

saglanmis ve benzer tipte ¢igeklenme tespit edilmistir (Mandal and Datta, 2005).

Jaramillo et al. (2008), kasimpatida gen aktarimi yoluyla fungal hastaliklara
dayanikli cesitlerin gelistirilmesi icin yapilan g¢alismada bitki gen aktarimi
protokolii gelistirmek amaciyla yaprak diskleri, NAA (0-4.83 uM) ve BAP’in
(0-13.32 uM) tek basina ve kombinasyon halinde takviye edilmis MS ortaminda
kiiltiire alinmigtir. Ayrica yaprak diskleri, 2,4-D (0-4.52 puM) igeren MumB
ortaminda 7, 14 ve 21 giin boyunca bekletildikten sonra, 2,4-D'siz bir MumB
ortamina aktarilmistir. Sonuglarda, 4.83 uM NAA + 4.44 uM BAP ve 4.83 uM
NAA + 13.32 uM BAP iceren MS'in organogenezisi tetikledigi ve 2.26 uM 2,4-D

iceren MumB'nin ise somatik embriyogenesizi tetikledigi bildirilmistir.

Mani and Senthil (2010), yaptiklar1 g¢aligmada siispansiyon kiiltiiriiyle

kasimpat1 bitkisinde basit, ekonomik, hizla c¢ogalan ve yiiksek oranda
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tekrarlanabilir  bir somatik  embriyogenesiz  protokolii  gelistirdiklerini
bildirmislerdir. Denemeler sonucunda yaprak eksplantinda en iyi kallus olusumunu
%2100 ile 1.5 mg/l 2,4-D igeren MS ortamindan ve %381 ile de 2.0 mg/l 2,4-D ile
desteklenmis MS ortamindan elde etmislerdir. Petal eksplantinda en iyi kallus
olusumunu %100 ile 2.0 mg/1 2,4-D igeren MS ortami ve %80.0 ile de 1.5 mg/l 2,4-
D ile desteklenmis MS ortaminin verdigi bildirilmistir. Daha sonra kalluslar siirgiin
olusumu icin 1.0 mg/l BAP ile desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmis ve yesil
kalluslarda somatik embriyolar meydana geldigi bildirilmistir. Kalluslardaki
somatik embriyolar BAP’in farkli konsantrasyonlartyla desteklenmis MS
ortamlarinin hepsinde gozlenmistir. En yiiksek bitki sayis1 2.0 mg/l BAP ile
desteklenmis MS ortamindan elde edilmistir. Rejenere olan bitkiler 0.1 mg/l BAP
+ 2.0 mg/l kinetin ile desteklenmis MS ortaminda uzamislar ve BBD’siz MS basal
ortamda koklendigi belirtilmistir.

Kasimpat1 bitkisinde yapilan baska bir c¢alismada dogrudan somatik
embriyogenesiz yapraktan, bogum arasindan ve ilk kez yaprak sap1
eksplantlarindan tespit edilmistir. Dendranthema x grandiflora (Ramat.) Kitamura
cv. Palisade White’1n siirgiin uglar1, BA ve GAs veya BA, kinetin ve IAA ile takviye
edilmis, modifiye edilmis MS ortami iizerinde kiiltire alinmistir. IBA ve TAA
oksinleri koklenmeyi baslatmak i¢in kullanilmistir. 1.0 mg/l NAA veya 2,4-D, 0.1
mg/l BA, 200 mg/l kazein hidrosilat (CH) ve 290 mg/l prolin ile desteklenmis
modifiye MS ortami, indiiksiyon i¢in kullanilir. GA3 (0.5 mg/l) ile kombinasyon
halinde BA (0.1 mg/l) kullanildiginda, eksplant basina 3.2 yeni mikro siirgiiniin
cogalma hizi elde edilmistir. Siirgin basina kok sayisinin, IBA (0.5 mg/l)
kullani1ldiginda daha yiiksek oldugu, ancak IAA (2.0 mg/1) kullanildiginda ise daha
uzun koklerin olustugu bildirilmistir. BBD’lerin her iki kombinasyonu ile yiiksek
oranda embriyogenesiz saglanirken, en yiiksek embriyogenesiz yiizdesi yaprak
eksplantlarinda gergeklesmis, petiol (%56.3) ve bogum arast (%35.1) onu takip
etmistir. Eksplant basina somatik embriyo sayist da yaprak eksplantlarinda en
fazlayken; bununla birlikte, somatik embriyolarin bitkiciklere en iyi doniisiim orant

(%53.8) petiol eksplantlarinda gézlenmistir (Keresa et al., 2012).

Xu et al. (2012), kasimpati yapraklarindan ve saplarindan somatik

embriyogenesiz yoluyla bitki rejenerasyonu i¢in verimli bir sistem elde edilmistir.
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BBD’lerin gesitli kombinasyonlari kullanilarak kasimpatinin (cv. Yuukou) yaprak
ve govde eksplantlarindan somatik embriyogenesiz uyarilmigtir. Sirastyla somatik
embriyogenesizin yaklasik %93.0 ve %63.0'i, BA ve NAA ile takviye edilmis MS
ortaminda kiiltiirlenen yaprak ve govdede tespit edilmistir. Somatik
embriyogenesizin, yapraktan daha kolay bir sekilde indiiklendigi tespit edilmistir
ve 0.6 mg/l BA ve 1.8 mg/l NAA iceren MS ortami takviyesinde %100.0

rejenerasyon orani saglanmistir.

Yapilan bir ¢alismada Chrysanthemum cv. Euro’nun yaprak eksplantlari, 2.0
mg/l 2,4-D ve 2.0 mg/l kinetin ile desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmistir ve
5 haftalik kiiltiirden sonra eksplant basina en yiiksek ortalama embriyo sayisini (42
+ 5,97) vermistir. Arastricilar tarafindan somatik embriyolarin ¢cogalmasini tesvik
etmede 2 MS kuvvetindeki ortamin daha etkili oldugu gdzlemlenmistir. Ikincil
somatik embriyolarin ¢ogalmasina yonelik olarak bazal ortam, gesitli sukroz
konsantrasyonlar1 ve timentinin etkileri degerlendirilmistir. Ek olarak timentinin
sekonder embriyogenesizin indiiklenmesinde sukrozdan daha etkili oldugu tespit
edilmistir. Sekonder embriyolarin hormonsuz MS ortaminda kiiltiirlenmesiyle
normal gelisime sahip bitkicikler elde edilmis ve aklimatizasyonlar1 saglanmistir

(Naing et al., 2013).

Tamami mutasyona ugramis bir dilsi ¢icekten veya sadece kiiciik bir mutant
pargadan in vitro rejenerasyon ile bitki eldesi yeni bir orijinal ¢esidin iiretilmesine
yol acabilmektedir. Tymoszuk and Zalewska (2014a) Chrysanthemum x
grandiflorum (Ramat.) Kitam ‘Cool Time’'da somatik embriyogenesiz iizerine
biiytime diizenleyicilerinin (2,4-D; kinetin veya BAP) ve eksplant tipinin (biitiin
veya enine kesilmis dilsi ¢igeklerin) etkisini aragtirmiglardir. Somatik
embriyogenesizin uyarilmasi ve somatik embriyolarin rejenerasyonu i¢in 18.08 uM
2,4-D ile 4.44, 8.88; 22,20 uM BAP veya 4.65; 9.30; 23.25 uM kinetin igeren MS
ortami kullanilmistir. En iyi sonuglar, enine kesilmis dilsi ¢i¢eklerden 4.65 uM
kinetin ve 18.08 uM 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilmistir. Bu sonuglardan
kasimpat1 1slahinda kimerali dokunun ayristirilmasinin da kullanilabilecegi

bildirilmistir.
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Kasimpatilarda somatik embriyogenesiz in vitro bitki iiretimi, mutasyon
1slah1 ve gen aktarim g¢aligmalarinda adventif siirgiin yontemine alternatif bir
yontem olarak kullanilabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, 10 farkli kasimpati
'"Lady' grubu mutantin in vitro siirgiin kiiltiirlerinden elde edilen yaprak eksplantlari,
MS besin ortaminda kiiltiire alinmigtir. Farkli konsantrasyonlarda (1.0, 2.0 veya 5.0
mg/1) kinetin veya BAP ile birlikte veya tek basina kullanilan 4.0 mg/l 2,4-D igeren
ortamlarda dolayli SE indiiklenmistir. Tiim ortamlarda SE miktar1 ¢esitlilik
gostermekle birlikte, her 10 ¢esitte en yiliksek somatik embriyo sayis1 2,4-D ilave
edilen ortamdan saglanmistir. '"Lady Salmon' ¢esidinde her bir eksplantta 71
embriyo tiretildigi saptanmistir. Sitokininler ¢ogu radyomutantta SE'yi azaltmis
veya inhibe etmistir. Rejenerasyon orani, sitokinin konsantrasyonunun artmastyla
azalmastir. Kinetin, 'Lady Vitroflora' disindaki tiim ¢esitlerde SE'yi indiiklemek i¢in
BAP'den daha etkili olmustur. Ancak, sitokininlerin, somatik embriyolarin
¢imlenmesi ve bitkilerin olusumunda gerekli oldugu belirtilmistir. Embriyolardan
iretilen bitkiler, %100 basariyla bir sera ortaminda aklimatize edilmistir. Somatik
embriyonun farklilasmasi, 151k ve konfokal mikroskoplarla dogrulanmistir (Lema-

Ruminska and Niedojadlo, 2014).

Onceki calismalarda, eksplantlarim MS ortaminda biiyiime diizenleyicisi
olmadan ¢ogunlukla kallus olusturmadigi bildirilirken; kallus indiiksiyonunun,
sadece sitokinin ile kombinasyon halindeyken, MS ortami igerisinde bulunan oksin
bilesikleri (2,4-D, NAA, IBA ve IAA) kullanildiginda gozlemlenmistir. Bu
nedenle, ortama oksin bilesikleri eklemek kallus indiiksiyonu i¢in Onemlidir
(Teixeira da Silva, 2014; Teixeira da Silva et al., 2013; Song et al., 2011; Kengkarj
etal., 2008; Nahid et al., 2007; Naing et al., 2013; Mandal and Datta, 2005; Barakat,
2008). In vitro kiiltirde uygun miktarda oksin konsantrasyonu kullanmak,
organogenesizi yavaslatirken, kalluslarin biiyiimesini hizlandirabilir. Kallus
olusum hizi, 2,4-D konsantrasyonlarinin artmasiyla bir seviyeye kadar artmakta
(2.0-40 mg/l), daha yiiksek konsantrasyonlarda ise azalmakta ve
kahverengilesmektedir. Yaprak ve bogum eksplantlarindan embriyojenik kallus
olusumu i¢in 0.1-2.0 mg/l degisen araliklarda 2,4-D konsantrasyonlarina gerek
duyuldugu belirtilmistir (Smith, 2012; Thomas and Maseena, 2006; Nasri et al.,
2018).
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Hemlata and Mahdi (2016), Chrysanthemum morifolium’ a ait beyaz petal
eksplantlarin1 kallus gelistirici ortamlarda indirek rejenerasyon igin Kkiiltiire
almislardir. Kallus olusumu tim ortamlarda (MS1, MS2, MS3, MS4, MS5)
goriilmekle birlikte en yiiksek 0.5 mg/l NAA ve 10.0 mg/l kinetin bulunan MS2
ortaminda elde edilmistir. Farkli rejenerasyon ortamlari arasinda (R1, R2, R3)
kallustaki en iyi siirgiin sayist (4.79 adet) 10.0 mg/l kinetin ve 0.5 mg/l NAA

bulunduran R2 ortaminda elde edilmistir.

Din et al. (2022) tarafindan 'Candid' ve 'Flirt' kasimpat1 ¢esitleri igin in vitro
kallus olusumu ve rejenerasyon protokoliinii standardize etmek i¢in bir ¢alisma
ylritiilmiistiir. Petal ve yaprak segmentleri eksplant kaynagi olarak kullanilmistir.
Her iki ¢esitte de, petallerin kallus olusumu ve rejenerasyonu icin en etkili eksplant
kaynagt oldugu tespit edilmistir. Her iki cesitte de, minimal kallus baslangi¢
zamani, maksimum kallus olusumu ve eksplant basina kallus agirlig1 agisindan en
iyi sonuglar, 1.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l NAA iceren MS ortaminda elde edilmistir.
Her iki cesitten petal eksplantlar1 kullanildiginda, en kisa siirede (13.25 giin ve
16.00 giin), en yiiksek kallus olusumu (sirastyla %91.66 ve %83.33) ve en yliksek
ortalama kallus agirligi(sirastyla 2.43 g ve 2.31 g eksplant basina) 1.0 mg/l BAP +
1.5 mg/l NAA bulunan ortamlarda elde edilmistir. Her iki ¢esitte de, petal
eksplantlar ile birlikte 1.00 mg/1 kinetin + 0.50 mg/l TAA ile gii¢lendirilmis MS
ortamlari, kallus lireten siirgiinler ve eksplant basina siirgiin sayis1 agisindan en iyi
rejenerasyonu saglamistir. Her iki ¢esitte de maksimum kallus olusumu %89.58 ve
%87.49 ve maksimum siirgiin sayis1 sirastyla 3.25 ve 2.75 adet olarak, her iki
c¢esidin petal eksplantlarinda 1.0 mg/1 kinetin + 0.5 mg/l IAA bulunan ortamlarda
gozlenmistir. Bununla birlikte, her iki ¢esitte de yaprak eksplantlar i¢in minimum
kallus baglangig siiresi ve en yiiksek kallus olusumu 1.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l NAA
iceren MS ortami kullanilarak elde edilmis ancak eksplant basina en yiiksek kallus
agirligr 0.5 mg/l BAP ve 2.5 mg/l NAA igeren MS ortami kullanilarak saglanmistir.
Her iki ¢esitten eksplantlarda, minimum kallus baslangig siiresi 15.25 giin ve 16.75
giin, kallus olusum oranlari sirastyla %89.57 ve %81.24 ve maksimum ortalama

kallus agirliklar1 0.94 g ve 0.89 g olarak tespit edilmistir.

Bir bagka ¢alismada, Chrysanthemum cv. 'Breeze Ivory' i¢in ideal bir in vitro
yetistirme ortami bildirilmistir. BA (1.0 mg/l) + NAA (0.1 mg/l) + sukroz (30 g/L)
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+ agar (7.0 g/L) igerikli MS besin ortaminda 12.1 ¢ogalma katsayisi elde edilmistir
(Wang et al., 2013). Naing et al. (2014) kasimpati ¢esitlerinde basarili genetik
transformasyon i¢in, yiiksek seviyelerde oksin kullanimimin gerekli oldugunu;
besin ortaminda 1.0 mg/l BA ve 2.0 mg/l NAA varliginda, 'Vivid Scarlet'in yaprak
segmentlerinden eksplant basina 12.3 adet siirgiin elde edildigi bildirilmistir.

Nalini et al. (2016) tarafindan kasimpatinin tekli bogum eksplantlarinin
kiltire alimmasiyla yapilan c¢alismada 2.0 mg/l BA + 0.5 mg/l NAA ile
giiclendirilmis MS ortami, siirgiin olusumu (%86.6) ve ortalama siirgiin uzunlugu
(3.7 cm) agisindan en iyi sonuglart verdigi tespit edilmistir. Doku kiiltiirii
ortamlarinda kullanilan Kkinetin ve IBA, klorofil ve protein pargalanmasini
onlemede ve fotosentetik enzimleri tesvik etmede rol alarak siirgiin sayisini ve
uzunlugunu artirarak, hiicre boliinmesini ve farklilagsmasini tesvik ettigi
bildirilmistir. Alsoufi et al. (2021), 4.0 mg/l kinetin ve 0.6 mg/l IBA arasindaki
etkilesimin, kasimpati bitkilerinin bogum eksplantlarindan gelisen siirgiin sayisi ve
ortalama siirgiin uzunlugu degerleri {izerinde olumlu bir etkisi oldugunu

gostermistir.

Kiiltire alinan eksplanttaki oksin dengesi yeterli veya sitokinin
konsantrasyonu son derece diisiik veya yoksa, sadece oksin, eksplantta kallus
olusumuna neden olabilir. Oksin, adventif kok gelisimini, hiicre uzamasini ve hiicre
boliinmesini arttirabilir. Hiicre dongiisii ve hiicre boliinmesindeki etkileri nedeniyle
hem sitokinin hem de oksin, kasimpati tiirlerinde kallus ve somatik embriyo
olusumunda rol oynar. Ayrica yaprak ve bogum eksplantlarindan embriyojenik
kallus gelisimi i¢in 0.1 ila 2.0 mg/l arasinda 2,4-D konsantrasyonlar1 gereklidir
(Pierik,1997; Francis and Sorrell, 2001; Thomas and Maseena, 2006; Eisa et
al.’dan, 2022).

Chrysanthemum cv. 'Shuhou-no-Chikara'nin gi¢eklerinde Ads, pikloram, 2iP,
PG ve CW gibi BBD’ler ile ilk kez organogenesiz olustugu bildirilmistir. Kallus
dokulari, pikloram, 2iP, tidiazuron (TDZ) ve 2,4-D bulunan ortamlarda olusurken,
stirgiinlerin ise Ads, BA ve kinetin ilave edilen ortamlarda olustugu bildirilmistir.
CW ve PG bulunan ortamlarda siirgiinler ve kalluslar olusurken; 1AA ve IBA

bulunan ortamlar da kokleri olusturmustur (Murgayanti et al.,2010).
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In vitro koklendirme, klonlanmis in vitro kosullardaki bitkiciklerin koklenme
siirecini ifade etmektedir. Besin ortaminda oksin bulundugunda, koklerin ¢ogu
uyarilir. Genel olarak, oksinler hiicre boliinmesini, uzamasini ve kok olusumunu
tesvik eder. Koklenmenin yiiksek bir kismi, IAA, IBA, 2iP ve NAA tarafindan
saglanir. Oksinler dogal olarak apikal tomurcuklar tarafindan iiretildiginden, apikal
baskinlik varsa sitokinin ile ortamda bulunmasi daha az etkili olabilir (Cline,1991,
Eisa et al., 2022).

Yapilan bir ¢alismada IBA'nin (0.5 mg/l) silirgiin basina daha fazla kok
iirettigi, [AA'nin (2.0 mg/l) ise daha uzun kokler iirettigi belirlenmistir (Keresa et
al., 2012). IBA’nin kok indiiksiyonu ve uzamasi iizerinde en olumlu etkilere sahip
oksin oldugu, IAA ve NAA'y1 geride biraktigi yapilan bazi ¢alismalarda
bildirilmistir (Chae, 2016; Jahan et al., 2021).

Kasimpatinin koklenmesi i¢in %2 MS ortaminin optimal oldugu bildirilmistir
(Imtiaz et al., 2019). Ayrica, iyi farklilagmis mikro siirglinler igeren
Chrysanthemum morifolium eksplantlari (koltuk alti tomurcuklari), 0.5 mg/l NAA
ile takviye edilmis MS ortamina yerlestirilmis ve yiiksek koklenme oran1 (%88.66)
tespit edilmistir (Verma, 2012). Waseem et al.’a (2011a) gore, MS ortamina diisiik
konsantrasyonlarda IAA (0.1 ve 0.2 mg/l) ve orta konsantrasyonlarda (1.0 ve 2.0
mg/l) BAP eklenmesinin bogum eksplanti rejenerasyonunu olumlu yodnde

etkilemistir.

2.3 Kasimpatida Mutasyon Islah1 Calismalari

Mutasyon, hiicrenin DNA'sinda ani olarak ortaya ¢ikan kalitsal bir
degisikliktir. Mutasyon 1slah1 hibridizasyon ve seleksiyon 1slahindan farkli olarak,
elit bir cesitte degistirilmek istenen bir 6zelligi tarimsal ve kalite 6zelliklerini
kaybetmeden iyilestirme avantajina sahiptir. Bitki 1slahi, bitki tlirlerinin insan
tarafindan yonlendirilen evrimi olarak goriilebilir ve genetik ¢esitlilik temeline
dayanir. Bir bitki tiirliniin farkli ¢esitlerinde istenen varyasyon mevcut oldugunda,
melezleme yoluyla 1slah hedeflerine ulasilabilir. Ancak, melezleme i¢in kullanilan
istenen Ozelliklere sahip ebeveyn ¢esitlerden biri veya daha fazlasi uyumsuz ise, elit

tipteki ¢esidin yeniden elde edilmesi i¢in geri melezleme stratejisinin uygulanmasi
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gereklidir. Geleneksel melezlemenin karsilagtigi baska bir sorun, bazi ebeveyn
genotiplerinin  kombinasyon yetenegindeki zayifliktir. Bu tiir durumlarda,
mutasyon 1slahi, belirlenmis germplazm havuzlarinda istenen Ozelliklere sahip

cesitlerin varyasyonunda avantaj saglayabilir (Pathirana, 2011).

Mutasyonlar, herhangi bir organizmada var olan tiim genetik varyasyonlarin
temel kaynagidir (Kharkwal, 2012). Ortaya ¢ikan varyasyon, dogal secilim i¢in bir
kaynak niteligindedir. Spontan mutasyonlarin ¢ok nadir ve rastlantisal olmalari,
bitki 1slah programlarinda kullanilmalarin1 zorlastirmaktadir (Lonnig, 2005).
Mutasyon 1slahi, kimyasal ve fiziksel mutagen yoluyla genetik varyasyon yaratarak
ve bu varyasyonu kullanarak yeni ¢esitlerin gelistirilmesini ig¢erir (Shu et al., 2012).
Maliyet agisindan degerlendirildiginde mutasyon 1slahi teknigi, biyoteknolojik
yontemlere kiyasla daha ucuza mal olan bir yontemdir (Schum, 2003). Ayrica
kendine dollenen bitkilerde, tek genle yonetilen ve basit kalitim gosteren
karakterlerin gelistirilmesinde 6nemli bir avantaj sunmaktadir (Sagel vd., 2002).
Mutasyon egilimi yiiksek olan kasimpati gibi siis bitkileri tiirlerinde ve vejetatif
olarak ¢ogaltilan tiirlerde, mutasyon 1slah1 yontemleri sik¢a kullanilmaktadir. (Van

Harten, 1998; Kantoglu ve Kunter’den, 2021; Pathirana, 2011).

Bitki 1slahinda ilk adim, mevcut ¢esitler arasinda istenen genlere sahip uygun
genotipleri belirlemek veya dogada bulunmuyorsa bunlar1 olugturmaktir. Dogada,
varyasyon genellikle mutasyonlar sonucunda olusur ve mutasyon olmadan bitki
1slaht1 miimkiin olmaz. Bu baglamda, mutasyon temelli 1slahin temel amac,
verimlilik veya kaliteyi artirmak i¢in bir veya iki temel 6zelligi degistirerek iyi
uyum saglayan bitki gesitlerini gelistirmek ve iyilestirmektir (Kantoglu et al.,
2014). Fiziksel ve kimyasal mutagenez, mutasyonlarin tohumlar ve diger bitki
kisimlarinin uyarilmasinda kullanilir. Ardindan, ilk nesilde tarimsal 6zellikler i¢in
secim yapilir ve birgcok mutant hat elenebilir. Tarimsal 6zellikler, ikinci ve tiglincii
nesillerde agik¢a fenotipik kararlilikla dogrulanirken, diger degerlendirmeler
sonraki nesillerde yapilir. Son olarak, istenen 6zelliklere sahip mutant hatlar yeni
bir ¢esit veya melezleme i¢in ebeveyn hat olarak segilir. Uyarilmis mutasyonla elde
edilen yeni gesitler diinya ¢apinda kullanilmaktadir. Uygun hedefler ve se¢im
yontemleri kullanildig1 siirece mutasyon islahinin esnek ve uygulanabilir bir

yaklagim olarak potansiyeli yliksektir (Oladosu et al., 2016).
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Mutasyonlar meydana gelis sekline gore Dogal (Spontan) Mutasyonlar ve
Yapay Mutasyonlar olarak ikiye ayrilir. Dogal mutasyonlara, organizmaya icsel
(genetik yapi, fizyolojik durumlar, artan ya da diisen sicaklik gibi ¢evre sartlari)
veya dissal (beslenme, sicaklik, dogal radyasyonun etkisi, kimyasal maddeler,
yliksek oksijen basinci) olarak etki eden faktorler neden olmaktadir. Dogal
mutasyonlarin ne zaman ve nerede c¢ikacagi bilinmez, istatistiksel olarak
tesadiifidir. Iyi mutasyonlar ¢ok nadir goriilmekle birlikte, genelde zarar yoniinde
etki gosterir. Pek ¢ok gene etki eder ve onlardan etkilenir. Higbir etkiye sahip
olmayadabilir. Fonksiyon kaybina ya da kazancina neden olabilir. Yapay
mutasyonlar ise herhangi bir uygulama sonucunda, canli yapilarda ortaya ¢ikan
farkliliklar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yapay mutasyonlar, fiziksel ve kimyasal
mutagen uygulamalari ile saglanmaktadir. Mutagen uygulamasi sonrasinda bu
deger organizmalarda %1 oraninda arttirilmaktadir (dogada mutasyon olusma orani
1:10000 iken, yapay mutasyonlarda bu oran 1:1000 olmaktadir). Fiziksel mutagen
olarak X 151n1, gama 1s1n1, ultraviyole radyasyon, beta radyasyonu, hizli ve termal
notronlardan yararlanilmaktadir. Kasimpati bitkisinde fiziksel mutagen kaynaklar
ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yiiriitillmiistiir (Broertjes et al., 1976; Jerzy and Zalewska,
1996; Matsumura et al., 2010; Oladosu et al., 2016; Kharkwall, 2017; Yamaguchi,
2018; Kantoglu ve Kunter, 2021). Kimyasal mutagen uygulamasi i¢in temel
analoglar ve ilgili bilesenleri (hydroxylamine-NH2OH, acridine boyasi-acridine
turuncusu, ethidium bromide-EB, ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA),
antibiyotikler (streptomycin, mitomycin), alkillenmis maddeler (Etilmetan
stilfonat-EMS, Dimetil siilfat-DMS, trietilen melanim-TEM ve azidler (sodium
azide) kullanilmaktadir. Uygulama ortaminin sicakligi, uygulama konsantrasyonu,
stiresi, tohum ya da bitki parcasina 6n 1slatma yapildiktan sonra uygulamanin
yapilmasi, mutagenik soliisyonun pH’si, uygulama sonrasit yikama ve kurutma
islemleri uygulama basarisini etkileyen faktorlerdir. Bu kimyasal mutagenler
icinde, EMS’nin yiiksek mutasyon basaris1 sagladig bildirilmistir (Gaul et al.,
1977; Pathirana, 2011; Kantoglu ve Kunter, 2021). Kimyasal mutagenlerin
kullanilmasiyla kromozomal hasarin daha az olacagi ve oOncelikle nokta
mutasyonlariin olusacagi one siiriilmektedir. Ayrica, farkli kimyasallarla yapilan
islemlerin farkli mutasyon spektrumlarmma neden olabilecegi belirtilmektedir.
Bununla birlikte, bu tezi destekleyen siirli veri bulunmaktadir. Pratik bitki 1slahi

acisindan, kimyasal mutagenlerin 6zgiilliigiine dair ¢ogu beklentinin
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karsilanmadig1 sonucuna varilabilecegi belirtilmektedir (Van Harten, 1998). Ancak
kolayca ulagilabilen bir 1sinlama kaynagi varsa fiziksel mutagen uygulamalari
pratik olmakla birlikte, islemin uygulanmasi kolaydir, mutagenik maddelerin hedef
hiicrelere ulagsmastyla ilgili sorunlar yoktur, sonuglar tekrarlanabilir ve toksik atik
olusmaz. Ayrica ekonomik ve gevre dostu bir tekniktir (Schum, 2003). Fiziksel ve
kimyasal mutagenlerin kombine uygulamalarinin bulundugu islah ¢alismalar1 da
yuriitiilmektedir. Tekli ya da kombine uygulamalarin her ikisinin de avantajlari ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Poliploidi ¢alismalarinda kullanilmakta olan kolhisin
maddesi de, mutasyon islah1 calismalarinda kullanilmaktadir. Colchi Bahar
kasimpati ¢esidi, kolhisin uygulamasi sonucunda tescil ettirilmis bir ¢esittir (Datta,

1987; Kantoglu ve Kunter’den, 2021).

Melsen et al.’a (2021) gore siis bitkilerinde mutasyon islahinin basariyla
uygulanmasi, ¢esitli tiirler i¢in etkili mutagenik uyarim protokollerine biiyiik bir
ilgiye yol agmistir. Yapilan pek ¢ok caligsmada siis bitkilerinde kullanilan mutasyon
teknikleri, avantajlari ve dezavantajlar1 irdelenmekte ve ilgili protokollerin
iyilestirme olanaklar1 ele alinmaktadir. Alkilleyici ajanlarla kimyasal olarak, X
1sinlari, gama 1sinlart ve notron veya agir iyon demetleriyle gesitli dozlarda
isinlamaya kadar bir dizi hedefsiz mutagenik yontem bulunmaktadir. Bu
yontemlerin hepsi nispeten ucuzdur ve birgok farkli tiirde etkili oldugu
kanitlanmistir. Bununla birlikte, gen c¢alismalari, siis bitkilerinin 1slaht ve
rejenerasyonu icin gereken yiiksek maliyet ve bilgi eksikligi nedeniyle cogunlukla
uygulanabilir degildir. Mutagenler arasinda, gama 1sinlariyla 1sinlama hala en
popiiler olanidir. Goriiniiste daha diisiik bir mutagenik etkinlikte olsa da, kimyasal
mutagenlere kiyasla yiiksek tutarlilik saglar. Isinlanma dozu oranindaki
degisiklikler verimliligi artirabilir, ancak yaygin olarak kullanilan akut i1ginlama
protokollerinden daha az zararli mutasyonlara neden olan kronik 1sinlama daha
uzun bir siire boyunca gergeklesir. Agir iyon demeti 1sinlama, yiiksek parcacik
enerjisi ile iligkili oldugu i¢in daha yiiksek verimlilikte son derece tutarli mutasyon
uyarmmi saglayabilir. Kimyasal mutagen uygulamalar1 da istenilen karakterlerin
tyilestirilmesi i¢in de firsatlar sunmaktadir. Bir¢ok siis bitkisinde spesifik gen
fonksiyonlart hakkindaki gereken bilgi hala eksik olsa da, genetik tarama ile EMS
kombinasyonu, gelecekte gii¢lii bir mutasyon 1slah aracina yol agabilecek bir siire¢

olan TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes) ile birlikte
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mutantlar1 gelistirmeye yonelik bir potansiyele sahiptir. Mutasyon 1slah1 hala ¢ok

faydalidir ve mevcut yontemlerin iyilestirilmesi i¢in bir¢ok firsat bulunmaktadir.

Mutasyon 1slahinda ana c¢esidin genotipi de§ismeden sadece bir kag
0zelliginin degismesi ve somatik mutasyonlarin klonal ¢ogaltma yolu ile kisa
zaman izole edilebilmesi yontemin sahip oldugu avantajlardir. Meriklinal veya
sektoriyel yapidaki kimeralarin izolasyonundaki zorluklar, periklinal yapidaki yeni
formunun stabilitesini, mutasyonun sadece birka¢ meristematik tabaka tizerinde
meydana geldigi durumlarda korunmasinin zorlugu ve mutasyonun melezlemelerle

aktarilmast durumunun belirsizligi teknigin dezavantajlaridir.

Siis bitkilerinde mutasyonun etkisi ¢ok belirgin oldugundan, ¢icek renginin,
seklinin veya boyutunun degistirilmesi i¢in karmasik iiretim prosediirleri
gerekmemekte ve yenilik¢i her sey pazarlanabilir olmaktadir. Bu nedenle,
mutasyon tekniklerine dayali siis bitkilerinin liretiminde yiiksek basari orani
saglanmis ve bu teknoloji onemli bir ara¢ haline gelmistir (Maluszynski et al.,
1995). Kasimpati, karanfil, giil gibi pek cok siis bitkisinde mutasyon 1slahi ile yeni
cesitler gelistirilmistir (Broertjes et al., 1976). Bu mutantlarin bir¢ogu
koklendirilmis govde ¢eliklerinin ve uykuda olan tomurcuklarin radyasyona maruz
birakilmasiyla elde edilmistir. Mutantlardaki ¢icek rengi ve seklinde olusan
degisiklikler, biiylime yapisindaki degisiklikler (bodur ya da tirmanici) ve ticari
degeri olan diger herhangi bir yeni fenotip ile degisiklik hemen fark edilmistir.

Cicekli, yumrulu, yaprakli, kesme cigek, dis mekan siis bitkileri, siis bitkisi
olarak kullanilan meyve tiirlerinde olmak {izere pek ¢ok siis bitkisinde mutasyon
1slah1 ¢alismalart mecvuttur (Broertjes and Van Harten, 1988; Yamaguchi, 2018;
Tiitiinci el al., 2023). 2023 yili itibariyle mutasyon 1slahi ile UAEA (Uluslararasi
Atom Enerjisi Ajansi) mutant ¢esit veri tabanina 3402 adet mutant ¢esidin kaydi
bildirilmistir. Siis bitkileri ise bu oran i¢inde ¢ok biiyiik bir paya sahiptir. Siis
bitkilerinde 2023 yil1 itibariyle mutant gesitler, kasimpati (Chrysanthemum sp.) 289
adet, giil (Rosa sp.) 67 adet, yildiz ¢icegi (Dahlia sp.) 36 adet, inka siiseni
(Alstroemeria) 35 adet, afrika meneksesi (Saintpaulia sp.) 31 adet, ¢uha ¢igegi
(Streptocarpus) 31 adet, karanfil (Dianthus caryophyllus) 28 adet, begonia
(Begonia sp.) 25 adet, begonvil (Bougainvillea sp.) 17 adet, agelya (Rhododendron
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sp.) 15 adet, japon giilii (Hibiscus sp.) 14 adet, lale (Tulipa sp.) 9 adet, zambak
(Lilium sp.) 6 adet, deniz lavantasi (Limonium sp.) 6 adet, ¢im (Pennisetum sp.) 5
adet, Antoryum (Anthurium sp.) 5 adet, mum ¢icegi (Hoya carnosa) 4 adet,
gypsophila (Gypsophila sp.) 3 adet, sardunya (Pelargonium sp.) 2 adet, benjamin
(Ficus benjamina exotica) 2 adet, orkide (Cymbidium sp.) 2 adet, ingiliz ¢imi
(Lolium sp.)2 adet, hezaren (Delphinium sp.) 2 adet, Petunya (Petunia sp.) 2 adet,
gerbera (Gerbera jamesonii Bolus) 1 adet olarak kayda gegmistir (Kantoglu ve
Kunter, 2021; MVD, 2023).

Islahgilarin deneyimleri sonucunda elde edilen veriler 1s18inda en ¢ok cevap
veren Umit var genotipleri secerek caligmaya baslamak basariyr biiyiik 6l¢iide
etkileyecektir. Mesela kasimpatilarda pembe g¢igcek rengine sahip genotiplere
mutagen uygulamasi; bronz, kahverengi, sar1, beyaz, kirmizi ve turuncu gibi genis

bir renk spektrumu eldesi sansini artirmaktadir (Schum, 2003).

Din et al.’a (2021) gore bir bitki tiirii, soy tiirlerle iligskilendirilen renk
ozelliklerine sahip oldugunda, bu renk beyaz, sar1 veya pembe olarak tanimlanir;
beyaz renk, pigmentlerin yoklugunu temsil ederken, sar1 ve pembe renkler sirasiyla
karotenoidlerin ve antosiyaninlerin varligini temsil eder. Pigmentler veya pigment
kombinasyonlari, turuncu, koyu kirmizi, morumsu kirmizi ve kirmizi gibi genis bir
cicek rengi yelpazesi sunmak i¢in gelistirilmistir. Son zamanlarda, yesil ¢icekli
cesitler, dilsi ¢igeklerinde klorofil icermeleriyle taninmislardir. Ayrica, transgenik
miidahaleler mor/mavi ¢icekler liretmek icin kullanilmistir. Cicek rengi, 6zellikle
kasimpatida cesidin ¢ok deger verilen bir 6zelligidir. Ureticilerin nihai hedefi,
zaman ve kaynak etkin bir yaklasim kullanarak yeni kasimpati cesitleri
olusturmaktir. Cicek pigmentasyonunu diizenleyen molekiiler mekanizmalari
aragtirmak, ¢igek renginin rasyonel manipiilasyonu konusunda onemli bilgiler

saglayabilir.

Cicek ozelliklerinin veya biiyiime sekli gibi bircok ekonomik 6neme sahip
karakterlerin degisiminin mutagen uygulamalar1 sonrasinda kolayca izlenebilirligi
nedeniyle siis bitkilerinde mutasyon 1slah1 avantajli bir yontem haline gelmistir.
Ayrica, bir¢ok siis bitkisi heterozigot yapidadir ve vejetatif olarak ¢ogaltilir. Bu

durum da M generasyonu iginde mutasyonlarin tespitini, se¢imini ve korunmasini
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miimkiin kilmaktadir. Dogru mutasyon yonteminin se¢imi, dogru doz araliginin
uygulanmasi (mutasyon yaratacak ama rejenerasyona engel olmayacak kadar) ve in
vitro kiiltiir teknikleri ile kullanimi yOntemin basarili olmasii saglar.
Mutasyonlarin tesadiifen meydana gelmesine ragmen, bu teknigin kullanimi siis
bitkilerinde genetik c¢esitlilik yaratmak i¢in cazip bir yontem olmaya devam
etmektedir. Mutasyon 1slah1 giiniimiizde vejetatif cogalan siis bitkilerinde rutin bir
teknik haline gelmis ve ticari 1slah firmalar tarafindan sik¢a kullanilmaktadir
(Schum, 2003). Kasimpat1 gibi heterozigotik yapida olup da poliploidi gosteren
tirlerde, tstelik uyusmazlik mekanizmalar1 ve genglik kisirligi gibi sorunlar da
eklendiginde melezleme 1slahinda problemler yaganabilmektedir. Mutasyon 1slahi
bu gibi durumlarda, vejetatif c¢ogaltilan siis bitkilerinde gen havuzunun
genigletilmesinde ve var olan Ozelliklere ek bir iki yeni Ozellik gelistirilmek
istenilen durumlarda basariyla kullanilmaktadir. Siis bitkilerinde mutasyon 1slahi
caligmalar1 radyosensitive, materyal seleksiyonu, uygun doz se¢imi, mutasyonlarin
siiflandirilmasi, izolasyonu ve ticarilestirilmesi konularinda yogunlagmistir. Siis
bitkilerinde mutasyon 1slah1 ¢alismalar ¢igek karakterleri (renk, boyut, morfoloji,
koku), yaprak karakterleri (sekil, boyut, pigmentasyon), bliylime yapis1 (kompakt,
tirmanict, dallanmig), fotoperiyodik tepki, erken g¢igeklenme vazo Omrii gibi
fizyolojik o6zelliklerin degistirilmesi ile biyotik ve abiyotik stres faktorlerine
tolerans gibi kaliteyi korumaya yonelik 6zellikleri icermektedir (Broertjes and Van
Harten, 1988; Schum and Preil, 1998; Datta, 2009a; Datta, 2009b; Kantoglu ve
Kunter, 2021).

Diinyada 1930’ lu yillardan itibaren mutasyon 1slahi siis bitkilerinde
kullanilmaktadir. Bir lale ¢esidi olan “Faraday” ilk ticari mutant gesittir. 1936
yilinda cv. Fantasy’ nin 1sinlanmasi ile ¢igek rengi degistirilmis, 1949 yilinda
ticaretlestirilmistir (Broertjes and Van Harten, 1988). 1970'li yillarin sonlarindan
itibaren, birgok bitki tiiriinde in vitro rejenerasyon protokollerinin gelistirilmesiyle,
in vitro teknikler mutasyon arastirmalarinda giiglii araglar olarak kullanilmaya
baslanmistir. Bu iki teknigin birlestirilmesi, 1slah siireclerini 6nemli o6l¢iide

hizlandirmistir (Schum, 2003).

In vitro mutagenesis, Smith (1985) tarafindan kimyasal ya da enzimatik

uygulamalar sonucu DNA’nin hedef bolgelerinde meydana getirilen farklilik
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(mutasyon) olarak tanimlanmistir. In vitro mutagen uygulamalari ardindan
meydana gelen stabil periklinal kimeralarin (stabil mutantlar) aciga ¢ikmasi, alt
kiiltire alma calismalarinda ¢ok daha miimkiin olmaktadir. In vivo kosullarda
ylriitiilen ¢alismalarda ¢ok sayida kimerik, farkli renk ve yapidaki ¢igeklerin kaybi
s0z konusu olabilmektedir (Haspolat et al., 2019).

Islah ¢aligmalarinda hastalik ve zararlilardan ari, saglikli materyal segciminin
Onemi bilinmektedir. Isinlanan materyal hasar alarak hassaslasip gelisme
doneminde zayif diisebileceginden dolayr mutasyon 1slahi ¢alismalarinda bu konu
daha da 6nemli hale gelmektedir. Uygulama i¢in segilecek materyaller miimkiin
oldukca az sayida ebeveynden, benzer klonlardan secilmelidir. Isinlanacak ya da
1sinlanmis materyalin, nem ve sicaklik kontrollii olarak transferinin yapilmasi,
1s1inlama sonras1 miimkiin olan en kisa siirede anacla, toprakla ya da besin ortamiyla
bulusturulmasi, uygulamanin basarisini etkileyen faktorlerdir. Zorunlu beklemeyi
gerektiren hallerde 1sinlanmis materyallerin, 1-2 giin +4°C’de bekletilmesi
dokulardaki hidrojen peroksit olusum siirecini yavaslatacaktir. Isinlama kaynaginin
ornek tablasinin, donebilen modellerden se¢imi, materyallerin esit dozda
1sinlanmasi i¢in Onemlidir. Isinlama sirasinda agiga c¢ikan ve bitkiye zararli
olabilecek yiiksek 1sidan korunmak ig¢in klimatize kaynaklar tercih edilmelidir

(Kantoglu ve Kunter, 2021).

EMDso belirlenmesi igin 6ncelikle 1sinlanacak materyal ile ayni gesitte bir
calisma varsa, tavsiye edilen doz kullanilmalidir. Ancak materyalin su igerigi ile
birlikte bdlgesel ve yetistirme kosullarinin bu sonucu degistirebilecegi
unutulmamalhidir. Calisma yapilacak cesitte belirlenmis bir doz yoksa, EMDso-
LDso’nin 6n denemelerle belirlenmesi dnerilmektedir. Bunun icin ayni1 ¢esit, yoksa
yakin tiir ve ¢esitlerde yapilmis caligsmalardaki belirlenen dozlara yakin 7 farkli doz
secilerek her doz grubunda 50 vejetatif parca (goz, celik, yumru vs.) 1sinlanmalidir.
Isinlamadan sonraki 30-60. giin zaman araliginda (kontrol grubunda bir kag
yaprakli siirgiinler olustugunda) farkli dozlarla 1ginlanan bitki gruplarinin tiimiiniin
stirgiin uzunluklar Sl¢iilmelidir. Grup ortalama verilerine gore, lineer regresyon
grafigi ve egim egrisi olusturulmalidir. EMDsg’nu lineer regresyon analizi
yardimiyla bulmak i¢in, egim egrisine ait formiilde kontrol grubuna ait siirgiin

ortalamasinin yarist formiile yerlestirilerek, %50 kisalma saglayan doz (RDsp)
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hesaplanmalidir. Isinlamanin yapildigi generasyon ilk generasyondur ve MiVi
olarak adlandirilir. Buradaki M; mutagen uygulamasi sayisini gosterirken, Vi
vejetasyon sayisint kodlamaktadir. Uygulamadaki populasyon sayisini belirlemek,
basarty1 etkileyen c¢ok Onemli bir faktordiir. Uluslararasi kabul edilebilir,
istatistiksel olarak yararli mutant bireyler igeren yeni bir fenotip seleksiyonu
yapmak i¢in, M1V2 generasyonununda 2000 bireyi hedeflemek gereklidir (Donini,
1982; Shu et al., 2012). Isinlamanin ardindan gelismeye baslayan ilk generasyonda
(M1V1) goriilen anormallikler, radyasyondan kaynakli fizyolojik zararlanmalardir.
Bu etkiler genellikle klorofil kayiplari, yapraklarda anormallikler (yirtik, bozuk
simetri, kalin vb.), kisa bogum arasi ve boy kisalig1 olarak kendini gosterir cogu
genel olarak kalici degildir. Kimerik etkiler Mi1V1 ve M1V2 generasyonunda

gbzlenmeye baslamaktadir (Kantoglu ve Kunter, 2021).

In vitro mutasyon yontemi eksplantlarin ya da in vitro kiiltiirlerin (protoplast,
hiicre, doku ya da organ) kimyasal veya fiziksel bir mutagen ile muamelesinden
sonra meydana gelen mutantlarin tarama/se¢im ve karakterizasyonunu takip eden
bir siirectir. In vitro mutasyonun pek ¢ok avantaji vardir. Oncelikle ¢ok sayida
homojen ornek, mutagen uygulamalart i¢in kiiglik bir laboratuvar ortaminda
hazirlanabilir. Ayrica kiiltiire alinan hiicre, organ ve dokulardan gelisen materyale
yapilan uygulamalarin tekrari ve toplu in vitro seleksiyonu senkronize yiiriitiilebilir
ve sonug olarak daha giivenilir ve tekrarlanabilir verilerin eldesi saglanir (Shu et
al., 2011). In vitro mutasyon ¢alismalar1 siis bitkilerinde Kohleria (Geier,1989),
Achimenes (Broertjes, 1972a), Begonia (Brown and Harney, 1974; Mikkelsen ve
Sink, 1978; Roest et al., 1981; Broertjes, 1982), Chrysanthemum morifolium
(Broertjes et al., 1976), Gerbera jamesonii (Jerzy and Lubomski, 1991), Kalanchoe
(Broertjes and Leffring, 1972; Nakornthap, 1974; Shama Rao and Singh, 1976;
Shama Rao, 1977; Karper and Pierik, 1981; Van Dordrecht, 1984), Pelargonium
(Grunewaldt, 1983), Saintpaulia (Broertjes, 1972b), Streptocarpus (Broertjes,
1969) gibi pek ¢ok tiirde yliriitiilmiistiir (Datta, 2012; Kantoglu ve Kunter’den,
2021).

Uygulamalara ¢abuk cevap veren bir tiir olmasindan dolay1 ve klasik 1slah
metotlarinda yasanan bazi kisitlamalar nedeniyle kasimpati bitkisinde mutasyon

1slahi sik¢a kullanilmaktadir. Kasimpati bitkisinde kendine uyusmazIlik goriilmesi,
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yiiksek ploidi seviyesine sahip olmasi ve heterozigot bir yap1 gdstermesi nedeniyle,
melezleme ve seleksiyon gibi klasik 1slah metotlarinda  zorluklar
yasanabilmektedir. Mutasyon 1slahi, siis bitkileri 1slahinda her zaman diger
teknikleri tamamlayan bir unsur olmustur. Islah programlari i¢in gerekli genetik
materyal kaynagimin ve genetik varyasyonun arttirilmasina yardimci oldugu igin

dikkat ¢ekici bir 1slah metodudur (Basiran, 2000).

Kasimpati bitkisinin 1sinlanmasiyla ¢ok sayida umut verici stabil mutantlarin
yani sira kismi kimeralar da meydana gelmektedir. Genellikle vejetatif ¢ogalan
bitkilerdeki temel sikint1 fiziksel ya da kimyasal mutagen uygulamalarindan sonraki
meydana gelen mutasyonlarin kimera olarak ortaya ¢ikisidir. Kimerali mutant kisim
bitkide, petal iizerindeki ince bir ¢izgi seklinde, ¢icegin sadece bir kisminda, tek bir
¢icegin tamaminda, dalin sadece bir kisminda ya da dalin tamaminda bulunabilir.
Eger dalin bir kisminda ya da dalin biitiiniinde mutant kisim bulunuyorsa izolasyon
miimkiin olabilmektedir fakat ¢igegin sadece bir kisminda ¢izgi halinde ortaya
¢ikan mutant kisimlarin izolasyonu zordur (Mandal et al., 2000a; Datta and
Chakrabarty, 2009). Bu gibi ¢igekte ya da dalin bir kisminda meydana gelen ufak
bir mutant kismin izolasyonu geleneksel ¢ogaltim teknikleriyle miimkiin degildir.
Bu ylizden mutagen uygulamalarindan sonra meydana gelen pek ¢ok yeni ¢igek
rengi ve sekli, mutant kisimdan etkili bir rejenerasyon sistemi eksikliginden dolay1
yok olmaktadir (Chakrabarty et al., 1999). Bu asamada da in vitro teknikler devreye
girmektedir. In vitro rejenerasyon ile birlikte mutasyon islahinin birlikte kullanimi
saf formda yeni mutantlar1 olusturmak ve yeni elde edilen farkli renk ve tipteki
kasimpati c¢esitlerinin ¢ok miktarda iiretimini kolaylastirmak icin yararli bir
yaklagim olmaktadir. Béylece, bu in vitro yaklasim siis bitkileri sektorii i¢in yeni
cicek renkleri ve tiplerinin biiylik miktarlarda {iretimi i¢in yeni ufuklar agmaktadir
(Verma, 2012). Kasimpatinin in vitro kiiltiirii yillardir yapilmaktadir. Govde, ¢igek
tablasi, tiim cicek, cicek kisimlar1 ve epidermis, siirgiin ucu gibi farkli eksplantlar
bitki rejenerasyonunda kullanilmistir. Fakat mutant dokuyu izole etmek ve yeni
cesit gelistirmek amaciyla gama 151n1 uygulanmis kasimpatidan kimerik dokuyu
izole etmek icin doku kiiltiirii yonteminin kullanimi 2000’11 yillara kadar miimkiin

olmamistir (Mandal et al., 2000a).
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Kasimpat bitkisinin 1ginlanmastyla ¢ok sayida umut verici stabil mutantlarin
yant sira kismi kimeralar da meydana gelmektedir. Genellikle vejetatif cogalan
bitkilerdeki temel sikinti fiziksel ya da kimyasal mutagen uygulamalarindan sonraki
meydana gelen mutasyonlarin kimera olarak ortaya ¢ikisidir. Kimerali mutant kisim
bitkide, petal iizerindeki ince bir ¢izgi seklinde, ¢icegin sadece bir kisminda, tek bir
cicegin tamaminda, dalin sadece bir kisminda ya da dalin tamaminda bulunabilir.
Eger dalin bir kisminda ya da dalin biitiiniinde mutant kisim bulunuyorsa izolasyon
mimkiin olabilmektedir fakat cicegin sadece bir kisminda c¢izgi halinde ortaya
¢ikan mutant kisimlarin izolasyonu zordur (Mandal et al., 2000a). Bu gibi ¢icekte
ya da dalin bir kisminda meydana gelen ufak bir mutant kismin izolasyonu
geleneksel ¢ogaltim teknikleriyle miimkiin degildir. Bu ylizden mutagen
uygulamalarindan sonra meydana gelen pek ¢ok yeni cicek rengi ve sekli, mutant
kisimdan etkili bir rejenerasyon sistemi eksikliginden dolayr yok olmaktadir
(Chakrabarty et al., 1999). Yeni kasimpati ¢esitlerinin gelistirilmesinde ¢igek
eksplantlarinin kullanim1 yaprak ve govde eksplanti gibi diger eksplantlara gore
daha fazla firsat saglar. Pek cok spontane veya indiiklenerek olusturulmus
mutasyonlar sonucu olusan degisimler, ¢igekler lizerinde kiiciik noktalar veya
cizgiler seklinde ortaya ¢ikabilir. Mutant dokularin kii¢iik bir alanda ortaya
cikmasindan dolay1 bu tiir mutasyonlar kaybolur. Bununla birlikte bu mutant ¢igek
eksplantlarindan siirgiinlerin veya somatik embriyolarin rejenere edilmesi stabil

mutantlar elde etme firsati saglar (Datta ve Chakrabarty, 2009).

Mutasyon 1slah1 ve in vitro rejenerasyonun birlikte kullanimi, mutant
dokularmn in vitro izolasyonu igin bogum, bogum aralari ve dilsi ¢igeklerden
rejenerasyon ile mutant bitkilerin eldesine yonelik olarak uygulanmaktadir (Datta
and Chakrabarty, 2009). In vitro eksplantlar, mutasyon 1slahi ig¢in ¢ok uygun
materyallerdir. In vitro kiiltiirlerin kii¢iik bir alanda, hastalik ve zararlilardan ari bir
ortamda uygulanmasi sayesinde ¢ok sayida isinlanmis eksplant ile galisilabilir. In
vivo kosullardan daha etkili bir rejenerasyon elde edilir, mutant bitki elde etme
olasilig1 artar ve boylece 1slah programinin tiim agamalar1 6nemli dl¢lide hizlanir
(Zalewska et al., 2011). Birgok bitki tiirii i¢in in vitro tekniklerin gelistirilmesi,
mutasyon 1slahinda verimliligi artirmaya yardimci olmustur. Mutagenik etkilere
maruz birakilmis biiyilik populasyonlarla sinirli bir alanda ¢aligmak, vejetatif olarak

iiretilen tiirlerde daha hizli generasyon doniisiimii saglamak ve kiiltiir ortaminda
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birgok biyotik ve abiyotik stres faktoriinii elemek igin in vitro teknikler ¢ok etkilidir
(Pathirana, 2011).

Mutasyon 1slahi, genetik manipiilasyonlar araciligiyla yeni c¢esitlerin
gelistirilmesinde en 6nemli teknolojilerden biri olarak kabul edilmektedir. Fiziksel
ve kimyasal mutagenler kullanilarak yapilan mutasyon teknikleri, farkli siis
bitkilerinde oldukg¢a fazla sayida umut verici yeni gesitlerin basarili bir sekilde
iiretilmesini saglamistir. Bu teknik, siis bitkilerinde ek avantajlara sahip olmasi
nedeniyle basariyla uygulanmaktadir. Cigeklerin renk, sekil veya boyutu veya
yapraklardaki klorofil varyasyonu gibi herhangi bir fenotipik &zellikteki
degisiklikler kolaylikla tespit edilebilir. Birgok tiiriin heterozigot dogasi yiiksek
mutasyon frekansi saglar. Vegetatif olarak ¢ogaltilan bitkilerde mutasyon 1slahinin
en bliylik avantaji, genotipin geri kalan ve genellikle benzersiz olan kismini
degistirmeden bir veya birkag¢ karakterini degistirebilmesidir. Mutasyon 1slahi ile
ilgili radyo-duyarlilik, materyal se¢imi, gama 1sinlarina maruz kalma yontemleri,
uygun doz, mutasyonlarin tespiti, mutasyon frekansi ve spektrumu, mutantlarin
izolasyonu ve mutantlarin ticari olarak kullanimi gibi konularda pek ¢ok arastirma
yuritilmistir. Vegetatif olarak ¢ogaltilan bitkilerin mutasyon 1slahinda ana zorluk,
kimeralarin olugmasidir (Datta, 2012). Birden fazla genotipe sahip hiicrenin veya
dokunun bir arada canliliklarini devam ettirmesi durumu kimera olarak
tanimlanmaktadir. Kimeralar periklinal, meriklinal ve sektoriyel kimeralar olarak
karakterize edilirler (Kantoglu ve Kunter, 2021). Cogu kasimpat1 tiirii, genetik
olarak digerlerinden farkli bir hiicre katmanli (dis) periklinal kimeralara sahiptir ve
periklinal yap1 meristematik olmayan eksplantlarin ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikar
(Zalewska et al., 2007). Kimeralar, meristem i¢inde kendiliginden veya uyarilmis
mutasyonlarin meydana gelmesinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar (Tilney-Bassett
1986). Kimeralar genellikle adventif siirgiinlerde bulunurlar ve klonal ¢ogaltim
caligmalarinda sorun yaratabilirler. Ancak genetik c¢esitlilik calismalarinda
somaklonal varyasyonlardan faydalanilir (Ozzambak vd., 2021b) ve ¢igek renginin
degisimi gibi 1slah siireci igin olumlu katkilar elde edilebilir (Zalewska et al., 2007).
Kimerizmi ortadan kaldirmak i¢in mutant hiicrelerin nesilden nesile aktarimina izin
veren bir rejenerasyon yontemi ihtiyact dogmustur (Teixeira da Silva, 2004).
Shinoyama et al. (2002), siirgiinlerin dogrudan rejenerasyonuyla elde edilen mutant

bitkilerde kimerizm sikliginin daha yiiksek oldugunu, ancak kallus asamasiyla
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dolayl1 olarak rejenere olan siirgiinlerde kimerizm gozlenmedigini bildirmislerdir
(Teixeira da Silva et al.’dan, 2013). Kimerizm, kimeral bilesenler ayrilabildiginden,
periklinal kimeralardan ¢ogaltilan adventif siirglinler yoluyla kasimatida yeni ¢igek
renklerinin ortaya ¢ikmasi da dahil olmak iizere, bir 1slah programinda genetik
varyasyonun olusturulmasi i¢in 6nemli bir fenomen olabilir (Zalewska et al., 2007;
Teixeira da Silva et al.’dan, 2015). Kasimpat1 in vitro rejenerasyonunda ¢icek
dokusunun kullanimina iligskin bir¢ok ¢alisma vardir ve bunlarin biiyiik bir kismi,
radyasyona bagh ciceklerde olusan kimerik dokuyu (dilsi veya tiipsii ¢icegi)
yeniden olusturmak i¢in doku kiiltliriiniin kullanimina odaklanmistir (Datta and
Teixeira da Silva, 2006). Kasimpatilarda, .1, L2 ve L3 katmanlarindan meydana
gelen yapraklardan kimera olusurken, c¢icek renginin belirlendigi L1 ve L2
katmanlarindan ve ¢igek seklinin belirlendigi L2 katmanindan kimeralar
olusmaktadir (Stewart ve Dermen 1970; Bush et al., 1976). Adventif siirgiinler veya
somatik embriyolar in vitro kosullarda kiiltiire alindiginda, rejenerasyon L1 veya
L2 tabakasindaki tek bir hiicreden gergeklesir ve L1 veya L2 tabakasinin genotipini
gosterir, genetik olarak kararli bitkiler tretir (Chakrabarty et al., 1999, 2000;
Teixeira da Silva et al.’dan, 2015).

Mutasyon 1slahi, yeni ve 6zgiin bitki gen kaynaklarinin gelistirilmesi icin
giiclii bir ara¢ haline gelmistir. Gama 1sinlamasi, iyon 1sinlart ve kimyasal
mutagenler gibi yontemler, mutasyonlarin indiiklenmesi i¢in uygulanmaktadir.
Geleneksel mutagenezde hala biiyiik miktarda mutagenize edilmis populasyonlarin
elde edilebilirligi ve secim yoOntemleri bir engel olusturdugundan, kiiltiirli
eksplantlar, hiicreler ve doku kiiltiirleri {izerinde in vitro mutagenez, genetik
degiskenligin indiiksiyonu i¢in uygun bir yontem olarak goriilmektedir. Bu sekilde
istenilen 6zellikler igin hiicresel diizeyde se¢im yapilabilmekte ve bir¢ok bitkide bu

basari ile uygulanabilmektedir (Penna et al., 2012).

Giliniimilizde biyoteknolojinin ilerlemesi, modern 1slah yaklagimini biiyiik
Olglide degistirmesine ragmen, uyarilmis mutasyon teknikleri hala tamamlayici
araglar olarak kullanilmaktadir. Malezya Niikleer Teknolojileri Arastirma Enstitiisii
(MINT), siis bitkilerinde g¢esit gelistirme i¢in bu teknikleri kullanma deneyimleri

sayesinde bir¢ok siis bitkisi tiirlinde genetik cesitliligi artirmis, yeni mutant cesitler
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geligtirilmis ve alt1 siis bitkisi tiirii i¢in In vitro mutagenez prosediirleri ve

mikrocogaltma i¢in etkili doku kiiltiir{i sistemleri gelistirmistir (Basiran, 2000).

Kasimpati iizerine yapilan son arastirmalar bu tiiriin genotipten bagimsiz
fenotipik plastisitesini géstermistir. Bu da onu, gelisim ve doniisiim {izerine in vitro
caligmalar i¢in model bitki olarak uygun bir aday haline getirmektedir. TCL (Thin
Cell Layers) ve biyoteknolojik 1slah protokollerinden (somatik embriyogenesiz,
tiirler aras1 somatik hibridizasyon, mutasyon/klasik 1slah ve genetik
transformasyon) elde edilen in vitro rejenerasyon bulgulari; biiylime, gelisme ve
cicek indiikksiyonunun altinda yatan dinamik siiregleri anlamada Onemli
arastirmalar1 gostermektedir. Artik yeni ¢igek karakterleri eldesi i¢in iyon 1sinlari
ve genetik trasnformasyon ¢alismalarina egilim olmasina ragmen, klasik mutasyon
1slahi (fiziksel ve kimyasal mutagenler kullanilarak) 6nemli bir varyasyon kaynagi
olmaya devam etmektedir. Yapilan ¢aligmalar ayrica, kasimpatinin in vitro ve ex
vitro stres faktorlerine yiiksek dayanim kapasitesi nedeniyle, siis bitkileri 1slahi
calismalarinda kullanmak {izere ¢ok uygun adaylar olabilecegini gostermektedir.
Rejenerasyon, mutasyon ve trasnformasyon protokolleri iizerine daha c¢ok
calistlmanin yapilmasi kasimpati biyoteknolojisinde hizli ilerlemelere izin

verecektir (Shinoyama et al., 2006).

Kasimpatinda yapilan mutasyon 1slah1 ¢aligmalar1 asagida sunulmustur.

Mutasyona ugramis dokularin rejenerasyonu, bitki doku kiiltiirii teknikleriyle
basariyla saglanmaktadir. “Maghi” kasimpati ¢esidinin koklii ¢eliklerine uygulanan
farkli dozlardaki gama 1sin1 sonrasinda meydana gelen somatik mutasyonlar
bitkinin ¢i¢ek renginde ve yapraklardaki klorofil dagiliminda kendini géstermistir.
Mutant dokulardan bitki rejenerasyonu saglamak amaciyla bogum, bogum arasi,
stirgiin ucu ve dilsi ¢icek eksplantlar1 farkli konsantrasyonlarda ve
kombinasyonlardaki BBD’lerin bulundugu MS ortaminda kiiltiire alinmislardir ve
tim mutant dokulardan bitki rejenerasyonu basariyla saglanmistir. Calismada
yapraklardan ve iki yeni ¢icek renginden alinan mutant dokular sirasiyla %64 ve
%100 oranlarinda saf halde izole edilmistir. En iyi siirglin olusumu %80 oraninda
6.3+1.4 ile 9.29 uM kinetin + 1.07 uM NAA bulunan ortamda meydana gelmistir
(Mandal et al., 2000a).
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Mandal et al. (2000b) yaptiklari ¢alismada, Chrysanthemum morifolium
tiiriine ait beyaz ¢igekli Purnima ve kirmizi ¢igekli Colchi Bahar ¢esitlerinin kokli
celiklerine gama 1511 uygulanmistir. Her iki ¢esidin de ¢igek renginde sektoriyel
somatik mutasyonlar gézlemlenmistir (her iki gesitte de yesil renk). Mutasyona
ugramis dilsi ¢igekleri BAP/kinetin ve NAA’nin farkli kombinasyonlarini igeren
MS ortamina dikilmis ve 2 hafta igerisinde dogrudan siirgiin gelisimi
gozlemlenmistir. Siirgiin farklilasmasi SEM (Scanning Electronic Microscope)
calismalari ile onaylanmustir. En iyi rejenerasyon 0.2 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BAP
iceren ortamda g6zlemlenmis, siirgiinler koklendirilerek dis kosullara aktarilmistir.
D1s kosullarda ¢igeklendirilen bitkilerin eksplant ile ayni rengi (yesil) tasidigi
gozlemlenmistir. Boylece 1sinlama sonrasi meydana gelen yesil mutant kisim,

kimera izolasyonu ile basariyla sonraki generasyona aktarilmistir.

Lamseejan et al. (2000), mor renkli kasimpat1 bitkisinde in vitro gama 1sin1
uygulamasinin etkisini test etmek i¢in yaptiklar1 ¢alismada, dilsi ¢i¢ekleri 10.0 mg/I
BAP iceren MS ortaminda kiiltiire almislardir. Cogalan c¢oklu siirgiinler 0, 10, 30,
50, 70, 90, 110 Gy gama 1511 ile 1sinlanmiglardir. M1V1 den M1Vs’ e kadar alt
kiiltiire aldiklart bitkileri daha sonra koklendirip seraya aktarmiglardir. LDso 14 Gy
olarak tespit edilmistir. Sadece kontrol bitkileri ve 10 Gy ile muamele edilen bitkiler
hayatta kalip tam ¢igeklenme gostermislerdir. Seraya aktarmadan 60 giin sonra,
kontrol bitkileri ile 151n uygulananlar arasinda ortalama boy, ortalama yaprak sayist,
ortalama nod sayis1 ve % ciceklenmelerinde farkliliklar tespit edilmistir. Bitkiler
licer ay arayla 2 kez budanmistir ve ¢iceklenmeye birakilmistir. Hem kontrol
bitkilerinin hem de 1s1nlanan bitkilerin ¢igek karakterlerinde degisimler olmustur.
Sonug olarak 1sinlanan bitkiler kontrole gére daha fazla varyasyon gostermis ve

yeni sar1 renkli bir ¢igek saptanmistir.

Datta et al. (2001), Dendranthema grandiflorum cv. “Puja” koklii geliklerini
farkli dozdaki gama 1sinlar1 ile muamele etmislerdir. Tiim dozlarda ¢icek renk ve
sekillerinde sektoriyel mutasyonlar meydana gelmistir. “Puja” ¢esidinin orijinal
rengi kirmizi mor ve sekli ise diiz spoon tarzi oldugu bildirilmistir. Mutant
ciceklerden biri sar1 turuncu iken, sekil olarak bir degisiklik gézlenmemistir. Bir
diger mutant ¢icegin ise rengi sar1 turuncu iken, cicek sekli ise tubular olarak

degismistir. Orijinal ve mutant dilsi ¢igekleri, seker ve farkli kombinasyonlardaki
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NAA ve BAP iceren MS temel besin ortaminda kiiltiire almislardir. Kiiltiir
baslangicindan itibaren iki hafta icerisinde direk siirgiin organogenesizi
gozlenmistir. 1.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA ilave edilmis ortamda en iyi
rejenerasyon gergeklesmistir. Tiim eksplantlar siirgiin rejenerasyonundan sonra
koklendirilerek dis ortama aktarilmistir. Cigeklenen rejenere bitkilerin ana eksplant
ile ayn1 renk ve sekilde oldugu belirlenmistir. Isinlama sonrasi elde edilen mutant

renk ve sekil, in vitro araciligiyla basariyla sonraki generasyona aktarilmustir.

Misra et al. (2003), cigekleri soluk kirmizi renkte ve flat spoon sekilde olan
Chrysanthemum morifolium Ramat cv. Lalima bitkisinde yaptiklari galismada, dilsi
cicekleri 1.07 uM NAA ve 8.87 uM BA ile giiclendirilmis MS ortaminda kiiltiire
almiglardir ve ardindan 0.5 Gy ve 1 Gy dozlarinda gama 1s1n1 ile 1sinlamislardir.
Tiim kontrol ve gama 1sim ile 1sinlanan ¢iceklerden rejenere olan siirgilinler
koklendirilip dis ortama aktarilmistir. 0.5 Gy 1sinlamasinda 2 tane mutant tespit
edilmistir. Her iki mutantta sar1 renkli olmasina ragmen biri orijinal varyetedeki
gibi diiz spoon dilsi c¢icekli, digerinin ise tubular cicekli oldugu saptanmaistir.

Mutantlar vejetatif olarak ¢ogaltilmis ve dogru tipte cicekler vermistir.

Datta et al. (2005), Chrysanthemum morifolium Ramat. Cvs. Flirt, Puja,
Maghi ve Sunil ¢esitlerini, 500 ve 1000 rad gama 151n1 uygulamasindan sonra farkl
konsantrasyonlarda ve kombinasyonlardaki BBD ile desteklenmis MS temel besi
ortaminda kiiltiire almiglardir. Gama 1511 ile muamele edilen ¢igek kisimlarindaki
direk siirglin olusum oranlar1 diisiis gostermistir. Radyasyonun etkisi gama 1sin1
uygulanan c¢icek eksplantlarinin yani sira, bitki yiiksekligi, yaprak ve c¢icek
boyutlarinda da olmustur. Bes mutant ¢igek rengi ve sekli degisimi dilsi ¢igeklerde
tespit edilmistir. In vitro mutasyon ile direk rejenerasyonun birlikte kullanimi stabil

mutantlarin kisa bir siirede eldesini saglamistir.

Yesilimsi beyaz renkli biiyiik ¢icekli kasimpati ¢esidi ‘Madam E Roger’’da
daha fazla genetik genetik ¢esitlilik olusturmak igin in vitro ¢ogaltma ve mutasyon
caligmalar yiriitilmistiir. Bu amaglar ticari kullanim igin biiyiik 6lgekli kaliteli
dikim materyali gelistirmek {izere bir protokol standardize edilmistir. 0.5 mg/l NAA
+ 2.0 mg/l BA ile desteklenmis besin ortamindaki dilsi ¢igeklerinde siirgiin

tomurcugu farklilagmasi saglanmistir. Farklilasan siirgiinler, ayn1 ortamda gogalip,
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0.5 mg/l NAA ilaveli besin ortaminda koklenmistir ve aklimatizasyonu
tamamlanarak dis kosullara dikimi yapilmistir. Dilsi ¢igekler kiiltiire alinir alinmaz
1.0 Gy v- ile 1sinlandiginda, sar1 renk stabil mutant bir ¢igek rengi kaydedilmistir
(Misra and Datta, 2007).

Toplam 1sinlama dozu ve doz hizinin ¢igek renk mutasyonu iizerindeki etkisi
ve radyasyon hasari goOstergesi olarak niikleer DNA igerigi kasimpatinda
arastirtlmistir. In vitro kiltir kosullarindaki Chrysanthemum morifolium cv.
'"Taihei' ¢esidine 15, 30, 60 Gy dozlarinda gama 1sinlarina 0.5, 1, 2 ve 5 Gy/s
hizlarinda maruz birakilmigtir. Isinlanan bitkilerden alinan yaprak eksplantlarinin
in vitro kosullarda kiiltiirii yapilarak, rejenerasyon oranlari ile ¢igeklerdeki renk
mutasyonun siklig1 incelenmistir. Niikleer DNA icerigi, flow sitometrik analiz ile
Ol¢iilmiistiir. Rejenerasyon oraninin, toplam doz ve doz hizi arttik¢a azaldig1 tespit
edilmistir. Mutasyon siklig1 ile doz hizi arasinda 6nemli bir fark ¢ikmadigi, bu da
mutasyon sikligmnin doz hizina bagh olmadigini, daha ¢ok toplam doza bagh
oldugunu gosterdigi bildirilmistir. Her bir doz uygulamasi ile niikleer DNA
iceriginin ortalamasi karsilastirildiginda, DNA igeriginin hem doz hizi hem de
toplam dozdan etkilendigini ve niikkleer DNA igerigindeki azalmanin, toplam dozlar
yiiksek olsa bile, diisiik doz hizlarinda daha az oldugu belirlenmistir. 0.5 Gy/s hizi
ile 2 Gy/s hiz1 karsilastirildiginda, biiyiik bir niikleer DNA igerigi azalmas1 olmadan
ayn1 mutasyon sikliklarinin elde edildigi belirlenmistir. Sonug olarak, diisiik doz
hizlarinda yiiksek toplam dozlarla yapilan gama isinlari, kasimpatida daha az
radyasyon hasartyla mutasyonlar etkin bir sekilde indiiklemektedir (Yamaguchi et
al., 2008).

Datta and Chakrabarty (2009) yaptiklari ¢alismada kasimpati ¢esitlerinin 13
cm boyundaki kokli geliklerinde (Puja, Lilith, Maghi, Purnima and Colchi Bahar)
1.5, 2.0, ve 2.5 Krad gama 151n1 uygulamasi yapmislardir. Ciceklenen bitkilerde
kimerik yap1 gosteren dilsi ¢igekleri in vitro kosullarda BAP/kinetin ve NAA’ nin
farkli kombinasyonlarini igeren ortamda kiiltiire almiglardir. Yiizey sterilizasyonu
yapilan farkli gesitlere ait dilsi ¢igekleri kiiltiire almadan 6nce 0.5 ve 1.0 Krad gama
1sinina maruz birakmiglardir. Rejenere olan tiim siirgiinler koklendirilmis ve

gozlemleri yapilmak iizere dis ortama aktarilmistir. Yapilan gozlemler sonucunda
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cok sayida mutant bitki eldesi saglanmistir ve vejetatif olarak ¢ogaltildiklarinda

dogru tipte olduklari saptanmistir.

Nagatomi’nin farkli yillarda yirittigii ¢alismalarda in vitro kiltiir
kullanilarak yapilan kronik (gama alani) 1sinlamanin ve akut (gama odasi)
1sinlamanin kasimpati bitkisi lizerine etkileri arastirilmigtir. Isinlama ile birlestirilen
in vitro kiltiir teknig ile, kimera olusum sorununun istesinden gelindigi ve
geleneksel mutasyon yontemine goére 10 kat daha fazla mutasyon verimliligi
saglandig bildirilmistir. Kronik 1sinlama yonteminin, kasimpatida en genis renk
spektrumunu gosterdigi bununla birlikte, akut iginlama yontemlerinin nispeten
diistik bir mutasyon oranit ve ¢ok smirli bir ¢igek renk spektrumu gosterdigi
belirtilmistir. Cicek rengi mutasyonlarmin, yapraklardan ¢ok petaller ve
tomurcuklardan elde edildigi bildirilmistir. Bu acidan, ¢igek organlarinda tam
olarak ifade edilen gen lokuslariin mutagenez ve kiiltiir yoluyla mutasyona karsi
kararsiz olabileceginden kaynaklandigi, ancak istenen yonde mutasyona neden
olabilecegi diisiiniilmektedir. Kronik 1sinlama yonteminin daha yiiksek frekanslar
gostermesinin olasi bir nedeni de, doku ve organlar1 olusturan hiicrelerin ¢ogunun,
1sinlamaya karsi olduk¢a duyarl ve daha degisken oldugu hiicre bolinmelerinde
stirekli olarak 1simnlanmis olmasi olarak bildirilmistir. Bu kosullar altinda, biiyiiyen
organlarin  hiicrelerinde bircok mutasyona ugramis sektor Dbirikebilecegi
diistiniilmektedir. Mutasyona ugrayan hatlarin, 1g1nlama ile kromozom sayilarinda
dikkate deger bir azalma gdosterdigi tespit edilmistir ve bunun radyasyon hasarini
izlemek i¢in uygun bir gosterge oldugu belirtilmistir. 2001 yilinda yapilan
calismada cicek rengi degisen alt1 adet mutant ¢esidin, kronik 1sinlama ile elde
edildigi; 2009 yilinda yapilan ¢alismada ise kayitl mutant gesitlerin 10 tanesinden
9'unun kronik 1sinlama ile elde edildigi bildirilmistir. Kronik 1simnlamanin ¢igek
tiirlerinin yan1 sira diger tiirlerin mutasyon 1slahi icin de pratik olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir (Nagatomi, 2001; Nagatomi and Degi, 2009).

Barakat et al. (2010b), Chrysanthemum morifolium’un Delistar White
cesidinde iki doz (0.5 ve 1.0 Gy) gama 151n1 uygulayarak in vitro mutagenesis
olusturmay1 amaclamislardir. Kasimpati mutantlar1 ve ebeveynleri arasindaki
genetik polimorfizmi belirlemek i¢cin RAPD analizini kullanmiglardir. Kallus ve

stirgiin olusumu oranlar1 gama 151n1 dozlarindan etkilenirken ortamlar arasindaki
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farklilhik ile varyasyonlarla ortam interaksiyonu istatistiki olarak Onemsiz
bulunmustur. Kontrol ile kiyaslandiginda, gama 1s1n1 uygulanan 6rneklerde siirgiin
uzunlugunun azaldig1 tespit edilmistir. Kimera olmadan ¢igek sekli ve bir saptaki
cicek sayisinda 0.5 Gy uygulamasi en etkili doz olmasina ragmen ¢igek renginde
bir degisim gozlemlenmemistir. Fakat kimera olmadan c¢icek rengi/sekil
mutasyonlart ile sonuglanan boru seklinden kasik seklinde c¢icege doniisiimiin
kimera safhasindan kaginarak dogrudan in vitro mutagenesis ile gelistirilebilir
oldugu ortaya ¢ikmistir. Calismada kasimpatilarin 13 somatik klonundan genomik
DNA c¢ikartilmig ve 5 RAPD primeri kullanilmistir. 14 genotip arasindaki genetik
benzerlik 0.43’ten 0.95°e¢ kadar degismistir. Kasimpat1 g¢esitlerinin 13 somatik

klonu 5 kisma (cluster) ayrilmistir.

Zalewska et al. (2010) yaptiklar1 ¢alisma 1977 yilindan itibaren
Chrysanthemum x grandiflorum (Ramat.) Kitam. bitkisinde iyonize radyasyon ile
yapilan somatik mutagenesis ¢alismalarii igermektedir. Ik 6nemli sonuglar gigekli
kasimpatilardan in vivo ortamda 1sinlanmis yapraklarin ayrilmasiyla elde edilmistir.
Mutasyon islahi ¢alismasi daha sonraki denemelerde in vitro ortamda rejenerasyon
icin adventif siirgiin tekniginin kullanimiyla birlikte yiiriitiilmiistiir. Eksplant olarak
yapraklar, kalluslar, bogum aralar1 ve tekli siirgiinler kullanilmigtir. Kallus
disindaki tlim eksplantlar mutagenik uygulama sirasinda biiyliyen mikrosiirgiinlerin
isinlanmasiyla elde edilmistir. Yapilan uygulamlarda X 1s1mm1 ve gama 1smni
1sinlamalar1 15-25 Gy dozlar1 arasinda degismistir. Rejenerasyonlar 0.6 mg/l BAP
ve 2.0 mg/l TAA ile desteklenmis MS ortaminda saglanmistir. En etkili sonuglar
gama 1s11 ile birlikte in vitro rejenerasyon uygulamalart kullanildiginda elde
edilmistir. Mutantlarda meriklinal ve sektoriyel kimeralar tespit edilmis ve hepsinin
stabil oldugu gozlenmistir. Caligmalar sonucunda ¢ok kisa bir zaman diliminde
sadece tek bir anne ¢esitten pek cok sayida ise yarar mutantlarin ve dolayisiyla yeni

cesit adaylarinin gelistirilebilecegi saptanmistir.

Zalewska et al. (2011) yaptiklar1 ¢alismada Chrysanthemum x grandiflorum
(Ramat.) Kitam. bitkisinin “Albugo”, “Alchimist” ve “Satinbleu” ¢esitleri 15 Gy
dozunda gama 1s1ina maruz birakilmiglardir. “Albugo” ve “Satinbleu” gesitlerinin
MS ortaminda bulunan mikro siirgiinlerindeki tekli koltuk eksplantlari ve yapraklar

1sinlamadan sonra ¢ikarilmig ve 0.6 mg/l BAP ve 2.0 mg/l IAA ile desteklenmis
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MS ortaminda alt kiiltiire alinmiglardir. “Alchimist” gesidinde yaprak saplarinda
olusan kalluslar ile birlikte yaprak eksplantlar1 isinlanmistir. Bu eksplantlar 1 ay
oncesinde 0.6 mg/l BAP ve 2.0 mg/l TAA ilave edilmis MS ortamina
yerlestirilmistir. Rejenere olan adventif siirgiinler alt kiiltiire almadan taze ortama
nakledilmislerdir. Yeni olusan siirglinler 1sinlamadan 4 ay sonra koklendirme
ortammna transfer edilmislerdir. Gama 1sm1 eksplantlar {izerindeki siirgiin
rejenerasyonunu etkilemistir. M2 generasyonunda tanitilmaya deger c¢ok ilging
mutantlar saptanmistir. Bunlar; ‘Albugo Sunny’, ‘Alchimist Tubular’, ‘Alchimist
Golden Beet’, ‘Satinbleu Minty’, ‘Satinbleu Honey’dir.

Kaul et al. (2011), Dendranthema grandiflora Tzelev cv. “Snow Ball”
cesidinde yaptiklar1 ¢alismada, ¢ikarilan gévde pargalarini 0.5 mg/l BA; 0.1 mg/I
IAA ve 1.0 mg/l GAs ile desteklenmis MS ortaminda kiiltiire almiglardir. In vitro
kosullarda uzayan siirgiinler (2-3cm) 5, 10, 20, 30 Gy gama 15101 ile 1s1nlamis ve
ayni ortamda cogaltilmistir. 3-4 cm uzunluguna gelen siirgiinler, 0.3 mg/l IBA ve
%0.2 aktif komiir bulunan > MS ortaminda koklendirilip morfolojik gozlemler igin
dis ortama aktarilmiglardir. In vitro mutasyon, 10 Gy ile 1sinlanan bitkinin 1 dalinda
cicek renginde belirlenmistir. Orijinal ¢icek rengi beyaz ve ¢igek sekli flat ve
incurving olan “Snow Ball” ¢esidinin mutantinin ¢igek rengi ise sar1 iken, ¢igek
sekli ise degismemistir. Mutant daldaki ciceklerden rejenere olan bitkilerin
tiimiiniin rengi ve sekli ayn1 devam etmistir. Boylece stabil mutant kisa bir siirede

gelistirilmistir.

Verma et al.’a (2012a) gore mutasyon 1slahi, kasimpatida genetik varyasyon
olusturmada Kkilit bir rol oynamaktadir. Gama isinlamalariyla kimerik formdan
cicek rengi, sekli ve boyutu farkli olan yeni mutant ortaya ¢ikmaktadir. Bu tiir
mutasyona ugramis dokunun izole edilmesi, geleneksel tekniklerle miimkiin
degildir. Bu nedenle, tiim bu yeni mutantlar, geleneksel ¢ogaltma yontemleriyle
izole etmek icin uygun araglarin eksikligi nedeniyle her yil kaybedilmektedir. Bu
nedenle, bu kimerik mutantlardan etkili bir rejenerasyon sistemi gelistirme
caligmalar1 yapilmakta, bdylece yeni mutant izole edilebilir, saflagtirilabilir ve
yeniden bitki elde edilebilir. Dilsi ¢i¢eklerin mancozeb-45 (0.2%) + carbendazim
(0.2%) + 8-HQC (200 mg/1) ile 3 saat 6n isleme tabi tutulmasindan sonra HgCI2

(0.2 mg/l) ile yiizey sterilizasyonunun yapilmas: kiiltiirlerde maksimum hayatta
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kalma oranmi1 vermistir ve en yiiksek mikro siirgiin proliferasyonu (100.0%) elde
edilmistir. Kallus indiiksiyonu, BAP (4.0 mg/l) ve NAA (1.0 mg/1) ile desteklenmis
MS besiyerinde maksimum diizeyde elde edilmistir. Dilsi ¢igeklerden indiiklenen
kallustan mikro siirglinlerin maksimum rejenerasyonu (95.56%) BAP (4.0 mg/1) ve
NAA (0.1 mg/1) ile takviye edilmis MS besiyeri lizerinde kaydedilmistir. Koklenme
icin MS besiyeri, BAP (5.0 mg/l) + NAA (0.1 mg/l) + GAgz ile 2 MS besiyerinde
0.5 mg/l NAA takviyesi ideal sonuglart (99.0%) vermistir. Koklii fidelerin dig
kosullara aktarimi, aklimatizasyon siiresinden 3-4 hafta sonra basariyla
gerceklestirilmistir. 1zole edilen mutant, orijinal kirmizi mutant (stabil) olan dzgiin

tip ¢iceklerden iiretilmistir.

Kumar et al. (2012) tarafindan yapilan ¢alisma, kasimpat1 (Dendranthema
grandiflora Tzelev) cv. Snow Ball'un, bir yaprak leke patojeni olan Septoria
obesa’ya kars1 dayanikliligini artirmaya yonelik in vitro mutasyon se¢im teknigine
dayanmaktadir. Yaprak eksplantinda 10.0 mg/l kinetin ve 1.0 mg/l NAA ile
desteklenmis MS ortaminda kallus olusumu uyarilmistir. Optimal gama dozu ve
patojen kiiltiirli ylizdesi, kalluslarin hayatta kalmasina gore standardize edilmistir.
Gama 1simnlamasinin optimal dozu 20 Gy, patojen kiiltiirii ise %15 olarak tespit
edilmistir. Direngli hatlarin se¢imi %15 kiltiir filtrati konsantrasyonunda
yaptlmistir ve kalluslar direngli hiicre hatlarii elde etmek ic¢in iki ek secim
dongiisiine daha tabi tutulmuslardir (30 giinliik dongii). Rejenere olan bitkilerin
%100'i serada saksida patojene karsi direngli oldugu belirlenmistir. Bitkilerin,
mantar spor siispansiyonunun diizenli olarak inokiilasyonuyla dort yil boyunca
herhangi bir belirti gostermeden korundugu ve direngli bitkilerde fenotipik farklilik

gozlenmedigi bildirilmistir.

Kore'de kasimpati, giillerden sonra en popiiler kesme ¢igektir ve
kullanimlarina gore sprey ve standart tipler olmak tizere iki ana gruba ayrilabilir.
Standart tip kasimpatilar genellikle taziye amacl kullanilir ve bu tiirtin 6nemli
Ozellikleri arasinda dallanma olmamasi ve uzun ¢iceklenme donemi yer alir.
Yapilan ¢alismada, orijinal ¢esit ile gama 1s1nina maruz birakilan in vitro bitkiler
arasindaki polimorfizm, genetik ¢esitlilik ve genetik mesafeleri, cogaltilmis parca
uzunlugu polimorfizmi (AFLP) markoérleri kullanilarak belirlenmistir. 'Migok' adli

standart tip ¢igekten alinan in vitro eksplantlar, sirastyla 0, 30, 50, 70 ve 100 Gy
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dozlarinda gama 1sinma maruz birakilmis ve elde edilen genetik varyasyonlar,
konvansiyonel kesimlerden elde edilen bitkilerden daha ¢esitli olmustur. 12 primer
kombinasyonu kullanilarak polimorfizmlerin %83'ii (866 bant) tespit edilmistir ve
en yuksek polimorfizm, 30 Gy 1sinlama uygulamasinda elde edilen bitkilerde M-
CAT/E-ACC kombinasyonu kullanilarak belirlenmistir. Ayrica, genetik gesitlilik
ve polimorfik bilgi igerigi degeri, in vitro populasyonun 30 Gy i1sinlamasinda en
yiiksek, genetik mesafe ise 30 Gy 1simlanmis populasyon ile diger populasyonlar
arasinda en uzak oldugu saptanmistir. Bu nedenle, standart tip Migok'ta in vitro
genetik varyasyonlarin uyarimi igin en etkili doz 30 Gy olarak belirlenmistir (Kang
etal., 2013).

Soliman et al. (2014) tarafindan kasimpatida in vitro mutasyon
indiikksiyonunun radyasyonun etkisi arastirtlmigtir. Beyaz dilsi ¢igeklere sahip
kasimpati (Chrysanthemum morifolium Ramat cv. Youka) g¢esidinde mutasyon
uyartimi i¢in gama 1ginlart kullanilmistir. Dilsi ¢igeklerden uyarilan kalluslar 0, 10,
15 ve 20 Gy dozunda gama isinlariyla 1sinlanip rejenere olan bitkiler, seraya
dikildikten sonra yaklasik 70 giin g6zlenmistir. Mutantlarin kontrol bitkilerinden
yaprak sayisi, yaprak uzunlugu ve genisligi, ¢igek sayisi, cicek capi, sap ¢ap1 ve sap
uzunlugu gibi 6zellikler bakimindan farkliliklar gosterdigi saptanmistir. 15 Gy ile
1is1nlanan bitkilerde ii¢ farkli cicek rengi ve sekli mutant: tespit edilmistir. ilk tip
mutant (M.1) tubuler ta¢ yapraklara, ikinci (M.2) ve {iglincii (M.3) mutantlarin
ikisinin de sar1 gigeklere sahip oldugu belirlenmistir. Ancak bunlardan biri orijinal
ceside benzer sekilde kasik seklinde tag yapraklara, digerinin ise diiz sekilli tag
yapraklara sahip oldugu goriilmiistiir. Yart nicel RT-PCR, orijinal "Youka' ve
mutantlarinin (M2 ve M3) ta¢ yapraklarinda, violaxanthin deepoxidase (VDE) ve
lycopene e-cyclase (LCYE) disindaki gogu karotenoid biyosentezi ile ilgili genlerin
benzerlik gosterdigi saptanmustir. Sar1 mutantlar, vegetatif olarak gogaltilarak, bir
sonraki nesilde de ayn1 6zellikleri korumustur. Sonug olarak, 15 Gy dozunda gama
isinlamasimin  Youka kasimpati ¢esidinde in vitro olarak ¢igek renk ve sekil

mutasyonlariin uyarimi i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir.

Kasimpati mutasyonla 1slahinda, dilsi ¢i¢eklerden adventif siirgiinlerin in
Vitro rejenerasyonu, kimeralarin ayrilmasina ve sonug¢ olarak yeni bir orijinal

¢esidin Uiretilmesine yol acabilmektedir. Bu yontemin basarisi biiyiik dl¢iide olusan
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siirglinlerin sayisina baglidir. Ne kadar ¢ok siirgiin eldesi saglanirsa, yeni bir ¢esit
yaratma sanst o kadar artar. Yiritilen bir caligmada, ¢icek agma gelisim
asamasinin, eksplantin tliriiniin ve eksplantin kiiltiir ortamina dikim seklinin
adventif siirgiinlerin olusumu {izerine etkileri incelenmistir. Chrysanthemum x
grandiflorum (Ramat.) Kitam. "Cool Time"in dilsi ¢i¢ekleri. 2.0 mg/l BAP ve 0.5
mg/l NAA ile desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Cigek agma gelisim
asamasinin (kismen goriiniir bir diski olan ac¢ik olmayan veya tiipsii ¢igeklerin polen
iiretmedigi tamamen agik veya tiipsii ¢iceklerin yarisinin veya iki tam turun agik
oldugu tamamen agik) siirgiin rejenerasyon verimine onemli bir etkisi olmadigi
belirlenmistir. En fazla siirgiiniin, enine veya uzunlamasina kesilmis dilsi ¢igeklerde
yatay olarak besin ortamina yerlestirilmis, alt eksen tarafi ortam iizerinde olacak
sekilde kiiltiire alinan eksplantlarda gerceklesmistir (Tymoszuk and Zalewska,
2014a). Ayni arastiricilarin yaptigi bir baska ¢alismada yine Chrysanthemum x
grandiflorum (Ramat.) Kitam. 'Cool Time' gesidinde, dilsi ¢igeklerde in vitro
rejenere olan slirglinlerin sayist ve uzunluguna etkisi olan g¢esitli faktorler
irdelenmistir. Dilsi ¢igekler, sitokinin (0; 4.44; 8.88; 13.32; 22.20 uM-dm-3 BAP;
4.65;23.23;46.47; 69.70 uM- dm-3 kinetin) ve oksin (0; 0.54; 1.08; 1.61; 2.69 uM-
dm-3 NAA) ile giiglendirilmis MS ortaminda kiiltiire alinmistir. En ¢ok siirgiin
8.88; 13.32 uM- dm-3 BAP veya 69.70 uM- dm-3 Kinetin ve 2.69 uM- dm-3 NAA
veya 8.88 uM: dm-3 BAP ve 1.61 uM- dm-3 NAA ile desteklenmis MS besin
ortaminda gozlenmistir. 8.88 uM- dm-3 BAP ve 2.69 uM- dm-3 NAA igeren MS
ortamma 0.29; 1.44 veya 2.89 uM- dm-3 GAs ilavesi, siirglin rejenerasyon
verimliligini sinirlar ve uzamay1 tesvik etmez. Siirglin sayist ve uzunlugundaki
artis, 8.88 uM- dm-3 BAP ve 2.69 uM- dm-3 NAA iceren MS ortaminda
rejenerasyon gosteren dilsi ¢igeklerin, 2.89 puM- dm-3 GAsve 2.69 uM- dm-3 NAA
iceren ortama aktarilmasiyla saglanmistir. 8.88 uM- dm-3 BAP ve 2.69 uM- dm-3
NAA ilaveli kati veya sivi MS ortaminda kiiltiire alinan dilsi ¢iceklerde
rejenerasyon gosteren siirgiinlerin  sayisinda ve uzunlugunda farkliliklar
goriilmemistir. Rejenerasyon gosteren dilsi ¢iceklerin kati ortamdan sivi ortama
aktarilmasi, rejenerasyon siirglinlerinin sayisini arttirtp uzamasini uyarmasina
ragmen, bu siirglinlerin sekilsiz oldugu tespit edilmistir (Tymoszuk and Zalewska,

2014b).
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Sadhukhan et al. (2015) tarafindan yiiriitiilen calismada kasimpatinin ti¢ farkl
¢esidinin (BC-8-05, Winter Queen ve Bidhan Shova) koksiiz gelikleri farkl
diizeylerde gama 1smmlamasina (0, 10, 15, 20, 25 ve 30 Gy) tabi tutularak
koklendirme potansiyeli arastirilmistir. Bircok durumda kok sayist ve kok
uzunlugu, kontrol grubuna kiyasla 10 Gy' de 6nemli dlctide arttig1, ancak dozun
daha da artmasiyla uzunlugun azaldigi ve kotii morfolojik goériiniime neden oldugu
bildirilmistir. Radyasyon dozlarimin artmasi ayrica kok olusumu siiresinin
gecikmesine ve hayatta kalma yiizdesinin azalmasina neden oldugu belirtilmistir.
Koksiiz celikler agisindan LD degerlerinde ¢esitler arasi farklilik bulunmus ve
kokli celiklere kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Winter Queen'in
koksiiz gelikleri igin en yiliksek LD degeri (20.1 Gy) kaydedilirken, koklii ¢eliklerde
Bidhan Shova'da en diisiik oldugu bulunmustur (10.2 Gy).

Tarim Genetik Enstitiisii tarafindan secilip gelistirilen CN93, CNO1, CN98 ve
CN20 adli dort adet kasimpati ¢esidinde, mevcut pazarin gereksinimlerine uygun
olarak, orijinal ¢esitlerin morfolojisini degistirmek ve uzun siiredir
yetistirilmesinden kaynakli kisitlamalar1 agsmak icin mutasyon 1slahi ¢aligmalar
yuritilmistir. Cesitlerin kalluslarina 0, 5, 10, 20 ve 30 Gy dozlarinda gama 1g1n1
(Co%) uygulanmistir. ilk sonuglari degerlendirmek icin, daha kisa gdvde,
kisaltilmig biiyiime siireci, daha kii¢iik yaprak agisi, ¢icek renginin degisimi, daha
biiyiik ¢igekler ve daha genis ¢icek sap1 kalinligi gibi morfolojik 6zelliklere sahip 110
mutant hatt1 elde edilmistir. 110 mutant hat orijinal ¢esitlerle karsilastirilarak tarla
kosullarinda gozlemlenmis ve degerlendirilmistir. 13 umut vadeden hat

gelistirilmek {izere secilmistir (Thao, 2015).

Kim et al. (2016), gama ismlarimin mutasyon 1slahinda yeni g¢esitler
gelistirmek icin kullanigh oldugunu, toplam doz ve doz hizinin 6nemli oldugunu
belirtmislerdir. 'Noble Wine' ve 'Pinky' olmak tizere iki ¢esitte doz hizinin etkisi test
edilmistir. Isinlamadan dort hafta sonra, 30 Gy/1 saat doz hizinda hayatta kalma
orani ve bitki boyunun 6nemli dl¢iide azaldigi, her iki cesitte de 30 Gy/4 saat doz
hizinin en yiiksek mutasyon sikligini iirettigi ve genis bir mutasyon spektrumu
sagladig1 bildirilmistir. Ayrica sukrozun, antosiyanin biyosentezinin uyarici
etkisinden dolay1, antosiyaninle iligkili ¢igek rengi mutasyonlarinin uyarimi i¢in, 4

haftalik bitkilerin 1simnlamadan 6nce 100, 200 ve 300 mM sukroz ile 6n islem
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gordiigii belirtilmistir. 'Pinky' ¢esidi tiim uygulamalarda yiiksek bir hayatta kalma
orani gosterirken, "Noble Wine' ¢esidinin 200 ve 300 mM sukroz ile iglem gdren
orneklerde neredeyse tiim bitkilerinin 61diigii saptanmistir. 'Noble Wine' ¢esidinde
100 mM sukroz + 30 Gy/24 saat 1s1nlama ile birgok mutasyona ugramis dal tespit
edilmistir. Bu sekilde, uygun bir gama 1sin1 doz hizi ve sukroz on isleminin

kasimpati bitkisinde ¢i¢cek renk mutasyonunu uyarabilecegi bildirilmistir.

Mutasyona ugramis dokunun izolasyonu ve saflastirilmasi, geleneksel
yontemlerle her zaman miimkiin degildir ve bu durum degerli mutantlarin tamamen
kaybolmasiyla sonuclanabilmektedir. Kumar et al. (2017) tarafindan yapilan bir
caligmada Chrysanthemum morifolium cv. Lalit (beyaz) tiiriinde spontan olarak
ortaya ¢ikan sar1 ¢igekli bir kimeranin izole edilmesi, saflagtirilmasi ve yeni bir
mutantin olusturulmasi i¢in bir dilsi cigek rejenerasyon protokolii gelistirilmesi
amaglanmustir. Dilsi ¢iceklerinin MS besin maddeleri igeren BAP (4.0 mg/l) ve
NAA (1.0 mg/l) ile desteklenen bir ortamda kiiltiire alinmas1 sonucu, en kisa stirede
(6.6 giin), en 1yi kallus olusumu (%90.28) ve en yiiksek canlilik orani (%82.0) elde
edilmistir. Dilsi ¢igeklerden maksimum mikro siirgiin rejenerasyonu (%80.0), BAP
(4.0 mg/l), NAA (0.5 mg/l) ve GAz (0.1 mg/l) ile desteklenen MS ortaminda
gozlenmistir. BAP (4.0 mg/l) + NAA (0.5 mg/l) + GAs (0.1 mg/l) ile desteklenen
MS ortami, mikro siirgiinlerin ¢ogaltimi (%92.0) i¢in en uygun ortam oldugu
belirlenmistir. Mikro siirgiinlerin en yiiksek koklendirme orani (%86.0) yarim giiglii
MS ortaminda 0.5 mg/l NAA ve 50 g/l sakkaroz ilavesi ile saglanmistir.
Aklimatizasyon siirecinin ardindan bitkiler basariyla dis kosullara aktarilmis ve
Lalit ¢esidi ile karsilastirilmustir. In vitro kosullardan ¢ikan bitkilerin ¢igeklerinin,

beyaz ¢icekli orijinal Lalit ¢esidine kiyasla parlak sar1 renkte oldugu belirlenmistir.

Chrysanthemum  morifolium'un  direkt ve indirekt olarak siirgiin
rejenerasyonu veya somatik embriyogenez icin yaprak ve cicek dokularmin
kullanimi, mutasyon 1slah1 programlar1 ve genetik transformasyon caligmalari i¢in
biiyiik 6nem tagimaktadir. Sitokinin ve oksin hormonlar: siirgiin rejenerasyonunda
ve kallus olusumunda etkilidir. Kallustan siirgiin rejenerasyonu yetenegi, basarili
bir bitki kiiltiir sistemi kurmak i¢in ve in vitro mutasyon ¢alismalari i¢in dnemlidir

(Nasri et al., 2018).



69

Beyaz ¢icekli bir kasimpati ¢esidi olan “Bacardi”’de yapilan ¢aligmada gama
1sinlamast ile varyasyon yaratmak ve mutasyon islahi ile bitki 6zelliklerini
gelistirmek amaglanmistir. Etkin Mutasyon Dozunu belirlemek igin in vitro gelikler
gama (Co®°) kaynagi ile 0, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 Gy olmak iizere 7 farkli dozda
isinlanmistir. Her dozda, 30 geng bitki olmak {izere 150 tomurcuk isinlanmistir.
Isinlamadan sonra alt kiiltiire alinan bitkilerin rejenerasyonun 60. giliniinde siirgiin
ve kok uzunluklart 6l¢iilmiistiir. Lineer regresyon analizi sonucu EMDsg 20 Gy
olarak ile hesaplanmistir. Ana populasyonu olusturmak i¢in 3000 in vitro bitkicik
20 Gy ile 1smlanmistir ve in vitro alt kiiltiirlere M1Vs donemine kadar devam
edilmistir. Bitkilerin yaprak ve c¢igeklerinde farkli cigcek yapilari, ¢iceklenme
zamani, bitki boyunda farklilasma, kimerik yapraklar, demet basina ¢icek sayisi ve
1s1n ¢icegi farklilasmasi Isin ¢igeklerinin degisimleri; pembe renk, pembe seritler

ve uzunluk degisiklikleri gibi farkliliklar tespit edilmistir (Haspolat et al., 2019).

"Gul-e-Sahir” ¢esidinin terminal kokli geliklerinin kullanildigi ¢alismada
farkl1 dozlarda gama 1sinlarmin etkinligi arastirilmistir. Koklenen gelikler, Co®°
kaynagi kullanilarak farkli dozlarda gama 1sinlarina (0, 10, 20 veya 30 Gy) maruz
birakilip ve saksilara dikilmistir. Mutasyona ugramis bitkiler ve kontrol bitkileri
arasinda yaprak rengi, yaprak sekli, ¢icek boyutu, ¢igek sekli ve ¢icek renginde
belirgin farkliliklar tespit edilmistir. Orijinal ¢icek renginden farkli, yeni ¢icek
renklerine sahip dort varyant izole edilmistir. Gul-e-Sahir'in orijinal ¢icek rengi sar1
iken, mutasyona ugramis populasyonun ¢icek rengi RHS renk skalasina gore yesil
sar1 grubun en yakin tonlar1 oldugu gézlenmistir. Kontrol grubunda dilsi ¢igcekler
normal iken, mutasyona ugramis populasyonda dilsi ¢icekler spoon seklinde, dar,
genis, yasst ve boru seklinde degisim gostermistir. Bu mutantlar biiyiik miktarlarda
cogaltilip, stabilitelerini kontrol etmek icin degerlendirilmistir (Singh and Bala,
2019).

Susila et al.” a (2019) gore kasimpatida {istiin ¢esitlere ulasmanin yollarindan
biri, morfolojik cesitliligi artiran gama 1511 mutasyon uyarmmint kullanmaktir.
Aragtiricilarin yapmis olduklari ¢aligmanin amaci, gama 1sinlamasi sonucunda elde
edilen kasimpati bitkilerinde meydana gelen varyasyonu, morfolojik belirtegler
araciligiyla belirlemektir. 0 Gy (kontrol), 10 Gy, 15 Gy ve 20 Gy dozlar

kullanilarak yapilan arastirmanin sonuglari, gama 1511 dozunun artirmanin bitki
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biliylimesini engelledigini gostermistir. 10 Gy ve 20 Gy 1sinlamasi, diger dozlara
kiyasla ciceklerde en fazla renk degisimine neden olan dozlar oldugu, kontroliin
temel rengi mor iken, 10 Gy ve 20 Gy 1simlamasi koyu mor ve koyu kirmiz1 ¢igek
renklerini  verdigi bildirilmistir. Yapilan nicel gozlemlerde gama 1511
uygulamasinin yaprak uzunlugu, yaprak genisligi, ¢icek sap1r kalmhgi, govde
uzunlugu ve ¢igek capi iizerinde dnemli bir etkisi oldugu ortaya konulmustur.
Isinlanmanin ayrica yapraklarin sekil ve dokusunda degisikliklere neden oldugu, 20
Gy 1smlamasinin kontrol, 10 Gy ve 15 Gy'ye kiyasla en fazla gesitlilige sebep olan
doz oldugu belirtilmistir.

Yedi ¢esit kasimpati yapragi eksplanti, kallus eldesi i¢in 2.0 mg/l 2,4D ve 1.0
mg/l Kinetin ile desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alimmistir ve 1.0 mg/l BA ve
0.1 mg/l NAA ile desteklenmis MS ortaminda siirgiin baslangici i¢in rejenere
edilmistir. In vitro bitkicikler 0, 20, 40, 60, 80 ve 100 Gy olmak iizere 6 farkli gama
dozu ile 1smlanmistir. Mutagen uygulamasindan sonra hayatta kalan bitkiler
secilerek, siirgiin ve kok gelisimleri tamamlanana kadar in vitro Kkiiltiirde
tutulmustur. Aklimatizasyonu tamamlanan bitkilerin serada saksilara dikimleri
yapilmigtir. Seradaki D23 ve D27 numarali kasimpatilarda, 16 haftanin ardindan
ciceklenme olmamis ve yavas biiylimiislerdir. Serada yapilan gozlemlerde mutant
bitkiler saptanmistir. Ebeveyn hatlar1 pembe turuncu olan ve 20 Gy ile 1ginlanan
12-10 numarali kasimpati petallerinin degisim gostererek tamamen pembeye
dondiigii tespit edilmistir. 11-4 numaral bitkinin gigekleri pembe-turuncu ebeveyn
hat ile karsilastirildiginda sar1 tag yapraginda azalma ve 11-8 numarali bitkinin
cicekleri, pembe-turuncu ebeveyn hat ile karsilastirildiginda cicek ortasindaki sar1
petallerde artis oldugu gozlenmistir. MO7-4 numaral1 bitkide ise mutasyon sonucu

fazla sayida petal olustugu bildirilmistir (Puripunyavanich et al., 2019).

Din et al.’a (2020) gore ¢icek rengi, kasimpati (Dendranthema grandiflorum
kitam.) cesitlerinin ticari degerini etkileyen Onemli bir Ozelliktir. Kasimpati
1slahinda kazandirilmak istenen 6zelligin, 6rnegin yeni ¢icek renkleri gibi zaman
ve maliyet acisindan etkili bir sekilde gelistirilmesi, yetistiricilerin nihai hedefidir.
Cigek pigmentasyonunu diizenleyen molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi, ¢igek
renginin mantikli bir sekilde diizenlenmesi i¢in Onemli ipuglar1 saglayabilir.

Aragtirmacilarin "Candid" kasimpati ¢esidinde yaptiklar1 caligmada cesitli ¢igek
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renk mutasyonlariin olusturulmasi igin in vitro yetistirilen mikro siirgiinler, 100
Gy/dakika hizinda 10 Gy, 20 Gy, 30 Gy ve 40 Gy gama isinlamasina maruz
birakilmistir ve farkli parametreler agisindan degerlendirilmistir. Koklenme
parametreleri, 0 Gy'den 40 Gy'ye 1simnlama dozunun artmasiyla azaldigi, ancak 10
Gy dozunun kontrol grubuna kiyasla minimum disiis kaydettigi goriilmiistiir.
Hayatta kalma, yaprak boyutu ve sekizinci hafta araligindan sonra bitki basina
yaprak sayisi da gama i1smmlamasi dozunun artmasiyla azaldigi, ancak kontrol
grubuna kiyasla 10 Gy gama 1sinlamasi dozundan gelistirilen bitkilerde minimum
diisiis oldugu kaydedilmistir. En fazla ¢icek renk mutasyon sayisi 10 Gy altinda
(agik pembe, turuncu pembe, beyaz ve sari) tespit edilmistir. Cicek rengine dayali
olarak hesaplanan mutasyon sikligi, en az 10 Gy dozunda isinlanan bitkilerde

istenen diizeyde ¢iktig1 bildirilmistir.

Setia et al. (2020) tarafindan beyaz ¢igek renkli Thiching Queen ve turuncu
cicek renkli Purnima kasimpati g¢esitlerine radyasyon uygulanarak, radyasyona
maruz kalan populasyonlardan ¢icek rengi ve ciceklenme formunda yenilik tespit
edilen tipleri tammlamak ve izole etmek amaciyla bir calisma yiiriitiilmiistiir. Iki
standart tip kasimpati ¢esidi olan Thiching Queen ve Purnima, koklii ¢elik uglari,
y-1s1nlarma (0, 5, 10, 15 ve 20 Gy) farkli dozlarda maruz birakilmigtir. Radyasyona
maruz kalan mutant populasyon, diger radyasyona maruz kalmamis (kontrol)
bitkilere kiyasla ¢esitli bitkisel ve ¢igeklenme karakterlerinde olasi1 degisiklikler
acisindan  degerlendirilmistir. Thiching Queen Chrysanthemum ¢esidinde
radyasyona maruz kalan populasyonlardan ticari a¢idan arzu edilen yedi ve
Purnima'da ise iki ¢igek rengi varyant: izole edilmistir. izole edilen cicek renginde
varyasyon gosteren mutant populasyonlarda yaprak anormallikleri, yaprak sekli ve
boyutunda degisimler gozlenmistir. Bazi cicek anormallikleri de artan y-1s1m1
dozunun artmasiyla ilerlemis olarak tespit edilmistir. Sonug olarak koklenmis
celikler 10 Gy veya 15 Gy dozda maruz birakildiginda, bu gesitlerdeki yeni cigek

rengi varyantlarinin uyarilmasinda etkili oldugu bildirilmistir.

Wang et al. (2020), 'Donglinruixue' kasimpati ¢esidi ilizerinde gama
1sinlariin 6lim orani, morfolojik 6zellikler ve meyotik anormallikler tizerindeki
etkilerini aragtirmiglardir. Ayrica, DNA polimorfizmini belirlemek i¢in basit dizi

tekrarlar1 (ISSR) markdrleri kullanilmistir. Sonuglar, 6lim oraninin radyasyon
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dozuyla birlikte 6nemli Olglide arttigini gostermistir. Yari oliimciil (LDso) doz
yaklasik olarak 35 Gy olarak belirlenmistir. Radyasyona maruz kalmayan kontrol
grubuna gore bitki biiylimesi onemli 6l¢lide inhibe edilmistir. Isinlama sonrasinda,
1sinlanmis bitkilerde bir dizi morfolojik varyasyon ve sitolojik sapmalar meydana
gelmistir. Varyasyon frekansindaki tepe noktasi 35 Gy'de ortaya ¢ikmigtir. ISSR
analizi toplamda 72 sayilabilir bant liretmis ve bunlarin 640 (%88.89) polimorfik
olmustur. Bu ¢alisma, gama isinlamanin yeterli sayida uyarilmis mutasyonu
olusturdugunu ve ISSR analizinin mutasyonlarin tanimlanmasinda kullanigh bir

molekiiler isaretleyici analizi sundugunu gostermektedir.

Gama 1s1iyla birlikte farkli fiziksel 1sinlama kaynaklart da pek ¢ok ¢alismada

arastirllmistir. Bu calismalar agsagidaki sunulmustur.

Chrysanthemum morifolium RAM'in yaprak eksplantlari iizerinde yapilan
deneylerde, in vivo adventif tomurcuk olusumunu kontrol eden faktorleri incelemek
amaciyla, X-1sinlartyla 500 rad dozunda 1sinlanmis yapraklardan adventif siirgiinler
rejenere edilmistir. Calismanin en énemli ancak dezavantajli sonucu, ¢ogunlukla
adventif siirgiinlerin kimeral bir yapiya sahip olmasi ve agik¢a birden fazla
hiicreden gelismesi oldugudur. Adventif tomurcuk teknigi farkli eksplant tipleri
kullanilarak arastirilmistir. Pedisel segmentleri, adventif siirgiinlerin en fazla sayida
rejenere oldugu eksplant olmustur. Ayrica gen¢ c¢igek veya yapraklarla
karsilastirildiginda daha hizli gelistigi goriilmiistiir. Farkli eksplantlarla 1smnlama
sonucu tiretilen mutasyonlarin kimerik olmadig: bildirilmistir. Ayrica, histolojik
gozlemler, adventif siirgiin apekslerinin baslatilmasinda tek epidermal hiicrelerin
yer aldigmi gostermektedir. Mutant populasyon olusturmak iizere optimum doz

yaklagik 800 rad X-1s1n1 olarak belirlenmistir (Broertjes et al., 1976).

Bydgoszcz'daki Teknoloji ve Tarim Akademisi Siis  Bitkileri
Laboratuvari'nda, X-1sinlar1 ve gama 1sinlari kullanilarak yaprak eksplantlarinda in
vitro mutasyon 1slah1 ¢alismalar yiiriitiilmiis ve adventif siirgiinlerin gelistirilmesi
icin yontem gelistirilmistir. X-1ginlar1 ve gama 1sinlart, sirasiyla 0.92 Gy/dk ve 1.92
Gy/dk doz hizlartyla 5 ila 25 Gy dozlarinda uygulanmistir. Isinlanan kasimpati
yapraklari adventif siirglin tiretimi i¢in, 2.0 mg/l IAA ve 0.6 mg/l BA igeren MS

ortaminda kiiltiire alinmistir. Rejenere olan bitkilerin ¢igeklerinde renk, boyut ve
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sekil degisiklikleri gozlemlenmistir. Mutasyonlar ayrica yaprak morfolojisinde ve
bazen tiim bitkilerin seklinde degisikliklerle birlikte goriilmiistiir, istenmeyen
meriklinal veya sektoriyel kimeralar gézlenmemistir. Bu durum ayni zamanda
adventif stlirglinlerin genellikle yaprak sapmin tek bir hiicresinden gelistigini
gostermektedir. Boylece gelistirilen yeni bitki genetik olarak homojen dokulardan
olusmaktadir. Dendranthema grandiflora'nin 12 yeni ¢esidinin elde edilebilmesi,
bu teknigin etkinligini kanitlamistir. Bunlardan altis1 1993 yilinda Polonya Cesit
Kaydi'na girmistir. 'Lady Antee' (altin sarisi), 'Lady Bronze' (kahverengimsi
kahverengi), 'Lady Rosy' (krem pembesi) X-isinlart ile 15 Gy isinlanarak elde
edilmistir. 'Lady Pink' (pembe), 'Lady Salmon' ve 'Lady Yellow' ise 15 Gy gama
1sinlar1 uygulanarak elde edilmistir. iki ¢esit, 'Bronze Wonder' ve 'Red Wonder',
menekse pembesi 'Lilac Wonder' yaprak eksplantlarinin 15 Gy gama 1ginlar ile

islenmesi sonucunda elde edilmistir (Jerzy and Zalewska, 1996).

Matsumura et al. (2010), iyon 1s1n1 radyasyonunun, siis bitkileri 1slahinda yeni
cesitleri gelistirmek i¢in mutasyon 1slahinda kullanilan yontemlerden biri oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan ¢calismada iki kasimpati ¢esidinin (‘Shiroyamate’ ve ‘H13”)
dilsi gigekleri ve yaprak eksplantlar;, MS ortaminda kiiltiire alinmis ve 2C>* iyon
1sint ile 1, 2, 4 ve 8 Gy dozlarinda 1sinlanmustir. ‘Shiroyamate’ ¢esidinin ve ‘H13’
cesidinin dilsi ¢icek eksplantlarinda siirgiin olusum siklig1 sirasiyla 8Gy ve 4Gy
1istnlanmastyla azalmstir. Iyon 1sminm etkili dozu, ‘Shiroyamate’ i¢in 4 Gy'den az,
‘H13’ i¢in ise 2 Gy'den az oldugu tespit edilmistir. Etkili bir iyon demeti dozuna
maruz kaldiktan sonra rejenere olan bitkiler sera ve tarlada yetistirilmistir.
‘Shiroyamate’ ¢esidinden sar1 dilsi ¢igek mutasyonlari ve ‘H13’ ¢esidinden ¢esitli
dilsi ¢icek renk mutasyonlar1 (koyu kirmizi, acik kirmizi, pembe, pembe sprey) ve
bir ¢icek sekli mutasyonu (¢ift-dilsi ¢icekli) iyon demeti radyasyonuyla elde
edilmistir. Ayrica, kimerik bir mutasyondan beyaz bir mutant elde edilmistir. Iyon
demeti radyasyonu ve doku kiiltiirinlin birlesiminin yiiksek verimlilikle
mutasyonlar olusturmak i¢in etkili bir yontem oldugu c¢aligma ekibi tarafindan

bildirilmistir.

Salleh et al. (2012) tarafindan Chrysanthemum morifolium cv. 'Reagan Red'
in dilsi ¢icekleri ve bogum eksplantlarinda iyon 1sm1 ile mutasyon olusturma

etkinligi arastirilmistir. Iyon 1sinlari, mutasyon 1slahi igin yeni bir fiziksel mutagen
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haline gelmistir. Dilsi ¢igekler ve bogum eksplantlar1 0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 8.0,
10, 15, 20 ve 30 Gy dozlarinda iyon 1s1n1 ile 1sinlanmistir. Dilsi ¢igek eksplantlari
i¢in in vitro siirgiin rejenerasyonunun %350'si (RDso) 2.0 Gy iken; nodal eksplantlar
icin 4.0 Gy olarak tespit edildi. Bu nedenle, dilsi ¢i¢ekler i¢in goreceli biyolojik
etkinlik, bogum eksplantlardan 2.0 kat daha yiiksek bulunmustur. Rejenere olan
bitkiler, MARDI, Cameron Highlands'taki sera alanina dikilmis ve morfolojik
tarama icin degerlendirilmistir. Calisilan karakterler arasinda bitki morfolojisi ve
ciceklenme Ozellikleri yer almistir. Dilsi ¢igek eksplantlari, iyon 1sinina daha
duyarli oldugu ve bogum eksplantlarina kiyasla daha fazla mutasyon olusturdugu

gozlenmistir.

Yamaguchi’e (2018) gore zengin ¢igek renklerine ve sekillerine sahip siis
bitkileri, ticari ¢igek pazarinda biiylik deger tasir ve bu nedenle biiyiime
aligkanliklarin1 koruyarak farkli cigek tipleri iireten mutant ¢esitler talep edilir.
Ayrica, mutasyon 1slahi siis bitkileri i¢in uygun bir yontemdir ¢linkii bir¢ok tiir
kolayca vegetatif olarak ¢ogaltilabilir, bu da spontane ve uyarilmis mutasyonlarin
iiretimini kolaylastirir. iyon demetlerinin mutasyon 1slahinda kullanimi, Japonya'da
1990'lardan bu yana hizla yayilmis ve daha fazla iyon demeti radyasyonuna 6zgii
mutantlarin iiretilecegi beklentisi bulunmaktadir. Japonya'da su anda bitki
materyalleri i¢in iyon demeti radyasyonu saglayan dort ismnlama tesisi
bulunmaktadir. Siis bitkileri kullanilarak iyon demetiyle mutant cesitlerin
gelistirilmesi su ana kadar birgok tiirde denenmis ve bazi tiirler mutagenez siirecini
aragtirmak i¢in kullanilmigtir. Ayrica, onemli 6zellikleri ifade etmek i¢in genetik
mekanizmanin acikliga kavusturulmasinda ilerleme kaydedilmekte olup, bu da siis
bitkileri i¢in daha verimli mutasyon islah yOntemlerinin gelistirilmesine yol
acabilir. Kasimpatida iyon demeti radyasonu ile pek ¢ok calisma ylriitiilmistiir
(Asami et al. 2011; Furutani et al. 2008; Hisamura et al. 2016; Imakiire et al. 2006;
Matsumura et al. 2010; Okada et al. 2010; Okamura et al. 2015; Sakamoto et al.
2016; Shirao et al. 2007; Suzuki et al. 2005; Tamaki et al. 2017; Tamari et al. 2017,
Tanokashira et al. 2014; 2016; Wakita et al. 2008; Yamaguchi’den, 2018).

Miler and Kulus’a (2018) gore bitki hiicrelerinin DNA's1 lizerinde mikrodalga
etkisinin etkisi hala belirsizdir, ancak bu elektromanyetik radyasyonun mutasyon

1slahinda bir varyasyon kaynagi olarak kullanilmasi ¢ok avantajli olabilir.
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Arastirmacilar tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada, mikrodalga radyasyonunun in vitro
rejenerasyon ve aklimatizasyon verimliligi tizerindeki etkisini ve Alchimist' ¢esidi
tizerinde genetik ve fenotipik varyasyonun etkisini incelemek amaglanmistir. Farkli
siirelerde ve farkli ortamlarda kallus ile ya da kallus olmadan yaprak eksplantlarina
mikrodalga 1sinlart uygulanmistir. Mikrodalgalar, 2.45 GHz frekansinda, 800
W/cm? giiciinde bir ev tipi manyetron tarafindan saglanmistir. Uzun siireler
uygulandiginda, 1sinlamanin siirgiin olusumunu olumsuz etkiledigi bununla birlikte
koklendirme ve aklimatizasyon c¢alismalarinda bir etkisi olmadigi bildirilmistir.
Mikrodalga 1s1nlarina maruz birakilan eksplantlardan rejenere olan bitkilerde daha
uzun siirgiinler, daha biiyiik capli ¢icek demetleri dikkat ¢ekerken, fenotiplerinin de
degistigi saptanmistir. Ayrica, mikrodalga isinlarinin tomurcuk renklendirme
donemini uzatarak generatif evreyi etkiledigi bildirilmistir. Genetik varyasyonun
degerlendirilmesi, RAPD teknigi kullanilarak yapilmistir ve tiim rejenerasyon
stirglinleri i¢in 10 primer kullanilmig; toplamda 116 genotip analiz edilmistir.
Mikrodalga ile muamale edilen eksplantlardan rejenerasyonu gergeklesen bitkilerin
yaklasik %22's1, referans kontroliinden farkli bant profilleri gosterdigi belirtilirken,
degisen bant profillerine sahip bitkilerin ¢ogunun (%86), 1smlanmis kallustan
geldigi bildirilmistir. Bu bitkiler ayn1 zamanda daha yiiksek ortalama genetik
uzaklik katsayisina sahip oldugu kaydedilmistir. Sonu¢ olarak, mikrodalgalarin
Chrysanthemum 'Alchimist”’in mutasyon 1slahinda verimli ve kolay erisilebilir bir
ara¢ olarak degerlendirilebilecegi belirtilmistir. Jo and Kim'e (2019) gore,
varyasyon frekansi birka¢ parametreden etkilenir. En 6nemlileri 1ginlama tiiri ve
dozu, lineer enerji transferi ve 1s1nlanan doku tiiriidiir. Son zamanlarda, ovaryumlar,
mutant kasimpati gelistirmek i¢in pek ¢ok arastirmaci tarafindan ¢alisilmistir (Miler
and Muszczyk, 2015; Wang et al., 2014; Miler et al., 2021) ve radyasyon igin
kullanish eksplantlar oldugu bildirilmistir. Kasimpati mutasyon 1slahi i¢in eksplant
olarak kullanilacak ovaryumlarin, ¢igek icinde yer almalari ve yiiksek rejenerasyon
yetenegine sahip olmalar1 avantajlaridir (Teixeira da Silva et al., 2015). iki
kasimpati ¢esidi olan 'Profesor Jerzy' ve 'Karolina' ¢esitlerinin yumurtaliklarinin in
vitro rejenerasyon kapasitesi, yiiksek enerjili fotonlarla (toplam doz 5, 10 ve 15 Gy)
ve yiiksek enerjili elektronlarla (toplam doz 10 Gy) muamele edilerek
aragtirtlmistir. Rejenerasyon verimine genotipin etkisinin giiclii oldugu tespit
edilmistir. 'Karolina' ¢esidi sadece 7 saglikli siirgiin iiretirken, '"Profesor Jerzy'

toplamda 428 siirgiin liretmistir. Radyasyon dozunun artmasiyla rejenerasyon orani
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azalmis ve en az tepki gdsterenler, 15 Gy yiiksek enerjili fotonlarla ve 10 Gy yiiksek
enerjili elektronlarla radyasyona maruz kalan eksplantlar olmustur. Bu
eksplantlardan elde edilen 'Profesor Jerzy' rejenerantlar1 daha kisa sap olusturmus
ve daha gec cicek agmustir. En yiiksek sayida stabil renk ve sekil degisiklikleri, 10
Gy yiksek enerjili fotonlarla islenen eksplantlardan elde edilmistir. Cigek
kiimelerindeki varyasyonlar ¢ogunlukla sekil degisiklikleri ile kendini gostermistir.
Yeni renk fenotipleri koyu sari, agik sar1 ve pembe olarak saptanmis olup,
bunlardan sadece koyu sar1 fenotipi ikinci yil yetistirme siirecinde stabil kaldig:

belirtilmistir (Miler et al., 2021).

Miler et al. (2020) tarafindan yiiriitiilen ¢caligmanin amaci kasimpatida erken
donemde somaklonal varyantlarin tespiti ve/veya kimera bilesenlerinin
ayristirllmasinda DNA  igerigi Olclimiiniin  kullanisli olup olamayacagini
belirlemektir. 11 Chrysanthemum x morifolium (Ramat.) Hemsl. Lady grubu gesidi
(bir anne ¢esit ve X-151m1 veya y-isinlama ile elde edilen on mutant; stabil ve
periklinal kimeralar) in vitro kosullarda ¢ogaltilmistir. Tek bogum eksplantlari,
BBD bulunmayan veya BA ve IAA ile takviye edilmis MS ortaminda kiiltiire
alinmistir. Niikleer DNA igerigi, in vitro olarak tiretilen siirgiinlerde flow sitometri
ile Olcllmustiir. Aklimatizasyonu saglanan bitkiler ¢igeklendirilerek takibi
yaptlmistir. BBD’lerin MS ortamina eklenmesi, in vitro olarak ¢ogaltilan
stirglinlerin ortalama sayisin1 neredeyse ikiye katlarken, tiim bitkilerde (Lady
Apricot; periklinal kimera) veya bazi bitkilerde (Lady Amber; stabil mutant ve
Lady Salmon; periklinal kimera) ¢iceklenme renginde degisikliklere neden oldugu
saptanmistir. Tiim mutantlarin, ana ¢esit "Richmond"dan daha az DNA igerdigi
tespit edilmistir. Lady Apricot ve Lady Salmon i¢in BBD igeren ve igermeyen
ortamlarda yetistirilen bitkiler arasinda DNA igerigi agisindan 6nemli farkliliklar
oldugu, ancak BBD i¢cermeyen ortamda ¢ogaltilan kasimpatilarda orijinal ¢esitlere
gore fenotip degisikligi olmadigi, aksine BBD iceren ortamda, kimerlerin orijinal
renkten farkli cicekler iirettigi bildirilmistir. Lady Amber disinda tiim cesitlerde
(katt mutant Lady Amber) her iki ortamda yetistirilen bitkiler arasinda genom
boyutunda farklilik olmamasi, stabil bir ¢igek rengi gostermesi sonuglartyla uyumlu
oldugu belirtilmistir. Lady Amber'de farkli ciceklenme renklerine sahip bazi
bitkilerin varligi, Flow Sitometri Ol¢iimleriyle tespit edilemeyen kiiciik DNA
degisikliklerinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Sonu¢ olarak, geng
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bitkilerdeki DNA igeriginin analizi, 6zellikle kimerik ¢esitlerde, kasimpatida ¢igek
renginin kararlilifim1 ve mutasyon tespitini belirlemede isaretleyici olabilecegi

kaydedilmistir.

Kiranmayi et al.’a (2022) gore elektromanyetik 1sinlarin mutagenik kapasitesi
hala belirsizdir fakat mikrodalga isinlarmin bitki 1slahinda kullanilmasi faydali
olabilir. Kasimpat1 bitkisinin in vitro rejenerasyonu iizerinde mikrodalga 1sinlarinin
etkisinin arastirildigi ¢alismada, kasimpati ¢esitleri olan Marigold (Sar1), New Man
(Beyaz) ve Journey Dark’in (Mor) in vitro yapraklari, eksplant kaynagi olarak
kullanilmistir. Yapraklar farkli mikrodalga 1sinlanma siirelerine (0 saniye, 8 saniye,
16 saniye, 32 ve 48 saniye) maruz birakildiktan sonra 4.0 mg/l BAP + 1.0 mg/I
NAA ile desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Gozlemler, farkli
dongiilerde, 1sinlanma siiresinin sifirdan 48 saniyeye kadar artmasiyla birlikte,
eksplantlarin canlilik oranlarinin, kallus olusturma yiizdesinin ve eksplant bagina

stirglin sayis1 gibi parametrelerin azaldigini bildirmislerdir.

Kimyasal mutagenler ile ilgili ¢alismalar asagida sunulmustur.

Kasimpati 'Maghi' ¢esidinin koklendirilmis ¢elikleri, EMS ve DES'nin ii¢
farkli konsantrasyonuna (%0.02, %0.03 ve %0.04) ve bes farkli dozda gama
isinlarma (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5 kR) maruz birakilarak, degiskenligi
degerlendirmek icin ¢esitli parametrelerde (yasama orani, morfolojik ve
ciceklenme) kalitsal etkileri arastirilmistir. Kimyasal mutagenler ve daha yiiksek
dozda gama 111 uygulamasiyla birlikte yasama oraninda ve ¢esitli morfolojik
parametrelerde azalma kaydedilmistir. Tim mutagenik uygulamalar, ¢iceklenmeyi
6 ila 7 giin kadar geciktirmisse de ¢igeklenme siiresinin 6nemli dl¢iide azaldigi
belirlenmistir. Cigek basi capr (sirasiyla 3.44 ve 3.57 cm), yaprak (130.27 ve
132.60) ve tiipsii ¢igeklerinin sayisi (sirasiyla 27.93 ve 26.33), 0.5 ve 1.0 kR gama
1sinlartyla 6nemli 6l¢iide artmistir. Cigek agirligi, cicek sayisi ve bitki basina ¢icek
verimi, y-1sinlarmin en diisiik dozunda en yiiksek seviyede saglanmistir. Vegetatif
ve ciceksel karakterlerdeki anormallikler, EMS ve DES'ye kiyasla y-isinlarinda
daha yiiksek olmustur. 'Maghi' ¢esidi, %0.03 EMS ve 1.0 kR gama 1sinlariyla
yaprak dokusunda iki mutant bitki elde edilmis ancak bu mutantlarin ¢igeklenme

yeteneklerini kaybettikleri bildirilmistir (Kapadiya et al. 2014).
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Ghormade et al. (2020) tarafindan kasimpati bitkisinde yapilan ¢alismada
uygulamalar faktor A ve faktor B olmak iizere 2 faktor iizerinden yiiriitiilmiistiir.
Faktor A, 3 ¢esidi (V1-Raja Pandharpuri, V2-Brown ve V3-Shinaton) igerirken,
faktor B, farkli konsantrasyonlarda ve farkli kimyasallarla toplamda 10 farkl
uygulama i¢ermektedir (T1 - %0.01 kolhisin, T2 - %0.02 kolhisin, T3 - %0.03
kolhisin, T4 - EMS %0.01, T5 - %0.05 kolhisin, T6 - %0.1 kolhisin, T7 - %0.5
kolhisin, T8 - %1.0 kolhisin, T9 - %1.5 kolhisin, T10 - Kontrol) Kasimpati
celiklerine kolhisin ve EMS ile yapilan farkli uygulamalarin, bitkinin govde ve
cicek ozellikleri iizerinde anlamli bir etkiye sahip oldugu ve cesitlilik yarattig
saptanmistir. Kasimpati gesitlerinin hem kolhisin hem de EMS ile muamele edilen
fidelerinde bitki boyu, bitki basina dal sayisi, bitki yayilimi, ana ¢icek sap1 kalinligi
ve bitki bagina yaprak sayis1 agisindan dnemli bir azalma meydana geldigi, bununla
birlikte yaprak alani ve yaprak sapi uzunlugu, kolhisin ile muamele edilen
populasyonda artarken EMS ile muamele edilen grupta, kontrol bitkilerine gore
azald1 tespit edilmistir. Yiiksek dozda kolhisin ve EMS uygualamasi, cicek
tomurcugu baslangicini, ¢igeklenme zamaninin ve %50 ¢iceklenmeyi geciktirdigi

bildirilmistir.

Purente et al.’a (2020) gére mutasyon 1slahi bitki 1slahinda ekonomik ve etkili
bir teknik olarak kabul edilir ve EMS gibi kimyasal mutagenlerin kullanim1 bitki
1slahiyla ilgili zorluklara potansiyel olarak ¢oziim getirebilir. Yapilan ¢aligmanin
amaci farkli dozlarda EMS ile C. indicum var. aromaticum'da morfolojik
mutasyonlarin uyarimi ve elde edilen mutantlarin morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerini analiz etmek ve olumlu mutantlar1 yakalamaktir. Sonuglar, EMS
dozlarinin tohum ¢imlenmesi {izerinde 6nemli etkileri oldugunu ortaya koymustur.
Cimlenme oranm1 EMS dozlar1 arttikga onemli Ol¢lide azalmistir. Elde edilen
morfolojik mutantlar yaprak ve gévde mutasyonlarini igeren iki yasayabilir tip
olmustur. EMS uygulamalarinin sonucunda genel yaprak boyutu énemli 6lgiide
artmistir. Ayrica mutant bitkilerin boyu o6nemli 06lgiide daha uzun oldugu
saptanmigtir. Mutant bitkilerin hem yapraklarinda hem de gévdelerinde anatomik
ozelliklerde degisiklikler gdzlenmistir. Mutant bitkilerin biikiilen gdvdelerinin
delme direnci disik olup zayif penetrasyon direncine sahiptir. EMS
uygulamalarinin sonucunda mutant bitkilerin gévdesindeki toplam lignin ve seliiloz

icerigi onemli Olglide azalmigtir. Bu sonuglar, C. indicum var. aromaticum'da
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mutasyonlarin indiiklenmesinde EMS'nin etkinligini géstermektedir ve bu yontem

gelecekte bu bitkinin 1slahina yardimci olabilecegi bildirilmistir.

Dort kasimpati ¢esidinde (‘Homa’, ‘Fariba2’, ‘Arina’ ve ‘Delkash’)
mutasyon uyarimi amaciyla yaprak diskleri {izerine EMS’nin farkli dozlar1 (0,
0.125, 0.25 ve 0.5%) kullanilarak yeni varyantlar elde edilmeye calisilmistir.
Ayrica, mutasyona ugramis bitkilerle ana bitkiler arasindaki genetik polimorfizm,
ISSR ve IRAP molekiiler isaretleyiciler kullanilarak tespit edilmistir. In vitro
kosullarda EMS ile uyarilmis mutasyon sonucunda toplamda 2082 bitki elde
edilmis, yaprak ve ¢icek mutasyonlart iceren toplam 58 mutant fenotipik ve
molekiiler varyasyon agisindan analiz edilmistir. Eksplantlarin hayatta kalma orani
EMS konsantrasyonunun artmasiyla azalmistir. Dért kasimpati ¢esidinde genis bir
yaprak ve ¢igek degiskenligi elde edilmis ve bu durum EMS'nin genetik varyasyon
ve istenen mutantlarin olusturulmasinda etkinligini dogrulamistir. Farklilik
gosteren tiim varyantlarin gelikleme ile devamliligi korunmus ve bir sonraki nesilde
ayn1 Ozellikleri gostermistir. Mutantlar yaprak boyutu ve sekli, bitki yliksekligi,
ciceklenme zamani, ¢icek basi boyutu, cicek yapragi rengi ve ¢icek yapragi boyutu
gibi Ozelliklerde farklilik gostermistir. Kullanilan ISSR ve IRAP primerleri,
kasimpati mutantlarini ¢eside gore ve bir 6l¢iide kullanilan EMS konsantrasyonuna
gore smiflandirabilmis ve gercek varyantlarin ayirt edilmesi i¢in etkinligini

dogrulamustir (Nasri et al., 2022).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Cahsmamn Yiiriitiildiigii Yer ve Yil

Bitki doku kiltiiri c¢alismalari Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii
Midirligi'ne ait Biyoteknoloji Laboratuvart - Bitki Doku Kiiltiiri
Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. In vitro Gama (Co®°) 1sinlamalar1 Tiirkiye Enerji,
Niikleer ve Maden Arastirmalart Kurumu (TENMAK)-Niikleer Enerji Arastirma
Enstitiisii’nde (NUKEN) yapilmistir. Doku kiiltiirinden ¢ikan bitkilerin dis
kosullara aligtirllmas1 Ege Tarimsal Aragtirma Enstitiisii’ne ait iklim odasi ve
seralarda gergeklestirilmistir. Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii (ETAE), Bahge
Bitkileri Boliimii, Siis Bitkileri Subesi arazisinde bitkilerin  dikimleri
gergeklestirilmistir. Bitkilerin iiretici kosullarindaki gozlem ve secimleri, siis bitkisi
iireticisi Kemal Kuskovan’a ait serada (Menderes/Izmir) yapilmistir. Calisma 2018-

2023 yillar1 arasinda yiiriitiilmiistiir.
3.2 Tez Calismasinda Kullanilan Bitkisel Materyaller

Calismanin bitkisel materyalini Chrysanthemum morifolium L. tiiriine ait
pembe renkli “Pusan” ve beyaz renkli “MW” ¢esitleri olusturmaktadir. Pembe
renkli Pusan kasimpati ¢esidi orta kompakt bir yap1 gostermektedir ve ¢igek tipi
yar1 katmerlidir (half filled semi-double). Cigek biiyiikliigli 8 cm olup, tepki siiresi
8 haftadir. Beyaz renkli MW kasimpati ¢esidi de orta kompakt yapida olmakla
birlikte ¢igcek tipi top (form of ball), ¢icek biiyiikliigii 13 cm ve tepki siiresi 10

haftadir. Kasimpati ¢esitlerine ait goriintiiler Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan kasimpati cesitlerine ait ¢igekler, a) Pusan, b) MW (Brandkamp,
2021)

3.31In Vitro Rejenerasyon Denemeleri

In vitro rejenerasyon protokollerinin gelistirilmesi amaciyla kasimpati
cesitlerine ait yaprak, dilsi ¢icek, bogum ve bogum arasi eksplantlari, farkli oksin
(NAA, 2,4-D) ve sitokinin (BAP, kinetin) kombinasyonlari ile desteklenmis MS
(Murashige and Skoog, 1962) (MS bazal ortami1, 30 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar,
pH:5.7-5.8) ortaminda kiiltiire alinmiglardir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. MS bazal besi ortaminda bulunan makro-mikro elementler, vitaminler, aminoasitler,
diger maddeler ve konsantrasyonlar1 (Murashige and Skoog, 1962)

Makro Elementler mg/I
KNO; 1900
NH4NO3 1650
MgS04.7H.0 370
CaCl, 332.2
KH2PO4 170
Mikro Elementler mg/I
MnSQO4.H.0 16.9
ZnS04.7H,0 8.6
H3BO; 6.20
Kl 0.83
Na;M004.2H,0 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeNaEDTA 36.72
Vitaminler ve aminoasitler mg/I
Myo-inostol 100.0
Pyridoxine-HCI 50
Nicotinik Asit 50
Thiamin- HCL 10
Glycine 2.0
Diger g/l
Sakkaroz 30
Agar 3.5

pH 5.7
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Deneme plan1 ve farkli BBD’li ortamlarin igerikleri Cizelge 3.2°de

verilmigtir.

Cizelge 3.2. In vitro rejenerasyon deneme plan1 ve rejenerasyon ortami igerikleri

CESITLER
MW Pusan
- - o~ Bogum Toplam
Ortam BBD Yaprak D.IISI Bogum Bogum Yaprak D.”SI Bogum
No Cigek arasi Cigek arasli (adet)
1% 1% - 1% 1% 1% .
1 mg/l Kinetin + 4 petri* 4 petri . 4 petri* |4 petri* 4 petri* 4 petri* 4 petri*
1 0.5 mg/l NAA 5 5 4 petri* 5 5) 5 5) 160
' eksplant eksplant eksplant 5 eksplant |eksplant eksplant eksplant 5 eksplant
2 mg/l Kinetin + 4 petri* 4 petri N 4 petri* |4 petri* 4 petri* 4 petri* 4 petri*
2 0.5 mg/l NAA 5 5 4 petri* 5 5 5 5 160
' eksplant eksplant eksplant 5 eksplant |eksplant eksplant eksplant 5 eksplant
4 petri* 4 petri* 4 petri* |4 petri* 4 petri* 4 petri* 4 petri*
3 1 mr?]” /?ﬁi; 0.5 me 5 4petri*5 5 5 5 160
g eksplant eksplant eksplant 5 eksplant |eksplant eksplant eksplant 5 eksplant
4 petri*
4 2 mg/L BAP + 0.5 4 petri* 4 petri* 4 petri* |4 petri* 4 petri* 4 petri* 160
mg/l NAA 5 5  4petri*5 5 5 5 5
eksplant eksplant eksplant 5 eksplant |eksplant eksplant eksplant eksplant
) 4 petri* 4 petri* 4 petri* |4 petri* 4 petri* 4 petri* 4 petri*
5 1 mg:"/lzg A'z +1 e 5 4petri*5 5 5 5 160
9 eksplant eksplant eksplant 5 eksplant [eksplant eksplant eksplant 5 eksplant
) 4 petri* 4 petri* 4 petri* |4 petri* 4 petri* 4 petri* 4 petri*
6 2 mgﬁ"‘/lzé‘ A'?, e 5 4petri*5 5 5 5 160
9 eksplant eksplant eksplant 5 eksplant [eksplant eksplant eksplant 5 eksplant
4 petri*
7 1mg/L2,4-D+1 4petri* 4 petri* 4 petri* |4 petri* 4 petri* 4 petri* 160
mg/l Kin 5) 5 4 petri* 5 5 5 5 5
eksplant eksplant eksplant 5 eksplant |eksplant eksplant eksplant eksplant
) 4 petri* 4 petri* 4 petri* |4 petri* 4 petri* 4 petri* 4 petri*
g 2 mgﬁ’]" /ﬁii? +1 e 5 4petri*5 5 5 5 160
g eksplant eksplant eksplant 5 eksplant |eksplant eksplant eksplant 5 eksplant
4 petri* 4 petri* 4 petri* |4 petri* 4 petri* 4 petri* 4 petri*
9 1 mg/l 2,4-D 5 5  4petri*5 5 5 5 160
eksplant eksplant eksplant 5 eksplant |eksplant eksplant eksplant 5 eksplant
4 petri*
4 petri* 4 petri* 4 petri* |4 petri* 4 petri* 4 petri*
10 Kontrol 5 5 4 petri* 5 5 5 5 5 160
eksplant eksplant eksplant 5 eksplant |eksplant eksplant eksplant eksplant

Kiiltiire Alinan
Toplam Eksplant
Sayisi (adet)

1600
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3.3.1 Eksplant hazirhig ve sterilizasyonu

Yaprak, bogum ve bogum arast eksplantlar1 gen¢ ve saglikli bitkilerden
alinarak laboratuvara getirilmis ve sterilizasyonu saglanmistir. Sterilizasyon iglemi
akan su altinda 10 dakika bekletme, laminer hava akish kabin igerisinde steril saf
suile yikama, %70’lik etil alkol (C2HsO) ¢ozeltisinde 1 dakika bekletme ve %20°’lik
sodyum hipoklorit (NaClO) (Domestos®) ¢ozeltisinde 8 dakika bekletip birkag¢ kez

steril saf su ile yikama seklinde gergeklestirilmistir.

Dilsi ¢icek eksplantlari, ¢igeklenme donemindeki bitkilerden laboratuvara
getirilerek kiiltiire alinmistir. Sterilizasyon oOncesi akan su altinda 10 dakika
bekletilerek dis kirlerinden temizlenmistir. Laminer hava akishi kabine getirilen
dilsi ¢igekler steril saf su ile yikandiktan sonra yiizey sterilizasyonu i¢in %70’lik
etil alkol ¢ozeltisinde 30 saniye bekletilmistir ve steril saf su ile yikanmistir. Son
olarak ise %20’lik sodyum hipoklorit (NaClO) ¢ozeltisinde 8 dakika bekletilip

birkag kez steril saf su ile yikanarak durulanmigtir.

tlarin yiizey sterilizasyonu

% 20’lik sodyum hipoklorit Steril saf su ile birkag kez
(NaClO) ¢ozeltisinde 8 durulama
dakika bekletme

% 70’lik etil alkol (C;H6O)
¢ozeltisinde 1 dakika
bekletme

Sekil 3.2. Bogum eksplantlarinin sterilizasyonu
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Dilsi cicek eksplantlarimin Kkiiltiire alinmasi

Dilsi ¢igekler, ¢iceklenme donemindeki tam agmis ¢iceklerden secilerek
kiltiire alinmak {izere laboratuvara getirilmistir (Sekil 3.3). Sterilizasyon islemleri
ardindan kurutma kagidinda sulan siiziilen dilsi ¢igcek eksplantlar1 alt yiizli besin
ortamiyla temas edecek sekilde P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9 ve P10 (kontrol)
numaralt ortamlarca desteklenmis MS bazal besin ortaminin bulundugu (30 ¢/l
sakkaroz ve 7 g/l agar ve pH:5,7) petrilere aktarilarak biiylitme odasi kosullarinda
(6000 lux 1siklandirma, 16 saat giin uzunlugu, 23+2°C) kiiltiire alinmislardir. 10
farkli ortam denemesinde her petriye 5 adet eksplant yerlestirilmis ve ¢alisma her

petri bir tekerriir olacak sekilde 4 tekerriirlii olarak yiiriitilmiustir.

) gy
o ol

Sekil 3.3. Ciceklenme donemindeki kasimpati bitkileri a) tam a¢mig kasimpati cigekleri,
b) laboratuvara getirilen dilsi ¢igekler (Pusan) c) petride kiiltiire alinan dilsi ¢i¢ekler

Yaprak eksplantlarinin kiiltiire alinmasi

5 mm c¢apindaki yaprak eksplantlar: alt ylizii besin ortamiyla temas edecek
sekilde P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9 ve P10 (kontrol) numarali ortamlarca
desteklenmis MS bazal besin ortaminin bulundugu (30 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ve
pH:5,7) petrilere aktarilarak biiylitme odas1 kosullarinda (6000 lux 1siklandirma, 16
saat fgiin uzunlugu, 23+2°C) kiiltiire alimmiglardir (Sekil 3.4, Sekil 3.5). 10 farkl
ortam denemesinde her petriye 5 adet eksplant yerlestirilmis ve ¢alisma her petri

bir tekerriir olacak sekilde 4 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir.
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Sekil 3.4. Yaprak eksplantlarinin a) Kesimi, b) petriye aktarimi, ¢) petriye dikimi gergeklesen
eksplantlar

Sekil 3.5. Biiylitme odasinda petrilerde kiiltiire alinan yaprak eksplantlari

Bogum eksplantlarinin Kiiltiire alinmasi

Bogum eksplantlar1 (Sekil 3.6) her bir koltuk bogumu tek tek alinarak P1, P2,
P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9 ve P10 (kontrol) numarali ortamlarca desteklenmis MS
bazal besin ortaminin bulundugu (30 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ve pH:5,7) petrilere
aktarilarak biiylitme odasi kosullarinda (6000 lux isiklandirma, 16 saat giin
uzunlugu, 23+2°C) kiiltiire alinmiglardir. 10 farkli ortam denemesinde her petriye 5
adet eksplant yerlestirilmis ve calisma her petri bir tekerriir olacak sekilde 4

tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir.
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Bogum arasi eksplantlarimin Kkiiltiire alinmasi

Bogum arasi eksplantlar1 (Sekil 3.6) 5 mm uzunlugunda parcalara ayrilarak
P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9 ve P10 (kontrol) numarali ortamlarca
desteklenmis MS bazal besin ortaminin bulundugu (30 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ve
pH:5,7) petrilere yatay olarak aktarilarak biiyiitme odasi kosullarinda (6000 lux
1siklandirma, 16 saat giin uzunlugu, 23+2°C) kiiltiire alinmiglardir. 10 farkli ortam
denemesinde her petriye 5 adet eksplant yerlestirilmis ve ¢alisma her petri bir

tekerriir olacak sekilde 4 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir.

Sekil 3.6. Kasimpat1 bitkisinde bogum ve bogum arasi eksplantlarinin alindig1 bolgeler
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3.3.2 Rejenerasyon denemelerinde incelenen ozellikler

Stirgiin ve kok olusturma oranlari her bir eksplant i¢in ayr1 ayr yiizde (%)
olarak hesaplanmistir. Ayrica eksplant basma diisen silirglin sayist ve siirgiin
uzunlugu gibi degerlerin de analizi yapilmistir. Yapilan gozlemler ile ilgili

aciklamalar agagida verilmistir.

Siirgiin Olusturan Eksplant Oram (%): Siirgiin olusturan eksplant
sayisinin toplam eksplant sayisina bdliinmesinin ardindan 100 ile ¢arpilmasi ile
yiizde olarak hesaplanmistir. Kiiltiir baslangicindan itibaren 8. haftada gézlem ve

Ol¢iimler alinmustir.

Kok Olusturan Eksplant Oram (%): Kok olusturan eksplant sayisinin
toplam eksplant sayisina boliinmesinin ardindan 100 ile ¢arpilmasi ile yiizde olarak
hesaplanmigtir.  Kiiltiir baslangicindan itibaren 8. haftada gézlem ve Olgtimler

alimmustir.

Eksplant Basma Diisen Siirgiin Sayis1 (adet): Siirgiin olusturan
eksplantlardaki siirgiinlerin tek tek sayilmasiyla elde edilen veridir. Kiiltiir

baslangicindan itibaren 8. haftada gézlem ve dl¢iimler alinmstir.

Siirgiin Uzunlugu (cm): Eksplantlarda olusan tiim siirgiinlerin boylarinin
cetvel yardimiyla in vitro kosullarda Ol¢iilmesiyle elde edilen verilerdir. Kiiltiir

baslangicindan itibaren 8. haftada gézlem ve 6lgtimler alinmistir.
3.4 In Vitro Gama (Co%’) Isinlamalar1

Calismadaki tiim 1ginlamalar Tiirkiye Ener;ji, Niikleer ve Maden Arastirmalari
Kurumu, Niikleer Enerji Arastirma Enstitiisii’'nde bulunan Gama (Co®’) kaynaginda

yapilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Izotop, Ob-servo Sanguis B/01 model 360° doner tablali klimatize Gama (Co®°) kaynag1
3.4.1 EMDs 1s1nlamalari

In vitro 1sinlamalarda oncelikle her bir eksplant (yaprak, dilsi ¢igek, bogum
ve bogum arasi) i¢in ayr1 ayri EMDsp belirleme ¢alismast yapilmistir. Bunun igin
BBD bulunmayan MS bazal besi yerinin bulundugu magenta kaplarindaki bitkilere
0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 Gy dozlarinda gama 151n1 (COGO) uygulamasi
yapilmustir (Sekil 3.8) ve ilk olarak BBD bulunmayan MS besin ortamina
dikilmistir. 2 giin sonra bogum, bogum arasi ve yaprak eksplantlart BBD bulunan
petri kaplarina ayr1 ayri1 konularak deneme kurulmustur. Her bir doz uygulamasi 3
tekerriirlii ve 10’ar adet eksplant bulunduracak sekilde planlanmistir (Cizelge 3.3).
Petrilerde besi yeri olarak rejenerasyon caligmalarinda belirlenen en etkili ortam

kullanilmistir (2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA iceren MS bazal besi yeri).
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Sekil 3.8. Yaprak, bogum ve bogum arasi eksplantlar1 igin etkili doz belirleme 1gmlamalart
a) magenta i¢inde 1inlanan in vitro bitkicikler b) 1sinlama kaynagi
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Cizelge 3.3. EMDsp Isinlamalart deneme plani (yaprak, bogum, bogum arast)

CESITLER
MW Pusan
Mutasyon - Bogum . Bogum
Dozu(Gy) Yaprak  Bogum arasl Yaprak  Bogum arasi TOPLAM
0 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 | 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 180
(Kontrol)  eksplant  eksplant  eksplant | eksplant  eksplant  eksplant
10 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 | 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 180
eksplant  eksplant  eksplant | eksplant  eksplant  eksplant
20 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 | 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 180
eksplant  eksplant  eksplant | eksplant  eksplant eksplant
30 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 | 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 180
eksplant  eksplant  eksplant | eksplant  eksplant eksplant
40 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 | 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 180
eksplant  eksplant  eksplant | eksplant  eksplant eksplant
50 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 | 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 180
eksplant  eksplant  eksplant | eksplant  eksplant eksplant
60 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 | 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 180
eksplant  eksplant  eksplant | eksplant  eksplant eksplant
70 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 | 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 180
eksplant  eksplant  eksplant | eksplant  eksplant  eksplant
80 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 | 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 180
eksplant  eksplant  eksplant | eksplant  eksplant eksplant
90 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 | 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 180
eksplant  eksplant  eksplant | eksplant  eksplant eksplant
100 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 | 3 petri* 10 3 petri* 10 3 petri* 10 180
eksplant  eksplant  eksplant | eksplant  eksplant eksplant
Isinlanan
Toplam
Eksplant 1980
Sayisi

Dilsi ¢igek eksplantlari ise kapitulum ¢igek seklinde toplu olarak 0, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 40, 50 Gy dozlarinda gama 1511 (C0®) ile muamele edilmistir (Sekil
3.9, Sekil 3.10). Muameleden sonra dilsi ¢igekler kapitulum ¢igeklerinden tek tek
ayrilarak sterilizasyonlar1 saglanmis ve ilk olarak BBD bulunmayan MS besin
ortamina dikilmistir. Ardindan rejenerasyon calismalarinda belirlenen en etkili
besin ortaminin (4 numarali ortam) bulundugu petri kaplarina, her bir doz
uygulamasi i¢in 4 tekerriirlii ve her tekerriirde 10’ar adet eksplant bulunduracak

sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.11, Cizelge 3.4).
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Sekil 3.9. Isinlama i¢in hazirlanan dilsi ¢igek eksplantlar1 a) MW b) Pusan

Sekil 3.10. Dilsi ¢igek eksplantlarinin gama kaynagida 1sinlanmast (a, b, ¢)



Sekil 3.11. Isinlama sonrasi petrilerde kiiltiire alinan dilsi ¢icekler a) MW b) Pusan
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Cizelge 3.4. EMDsp [sinlamalart deneme plani (dilsi ¢igek)

CESITLER
MW Pusan
Mutasyon TOPLAM
Dozu(Gy) Dilsi Cicek Dilsi Cicek
0 (Kontrol) 4 petri*10 eksplant 4 petri*10 eksplant 80
5 4 petri*10 eksplant 4 petri*10 eksplant 80
10 4 petri*10 eksplant 4 petri*10 eksplant 80
15 4 petri*10 eksplant 4 petri*10 eksplant 80
20 4 petri*10 eksplant 4 petri*10 eksplant 80
25 4 petri*10 eksplant 4 petri*10 eksplant 80
30 4 petri*10 eksplant 4 petri*10 eksplant 80
40 4 petri*10 eksplant 4 petri*10 eksplant 80
50 4 petri*10 eksplant 4 petri*10 eksplant 80
Isinlanan
Toplam

Eksplant Sayisi

720
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EMDso hesaplamalar i¢in, rejenerasyon gosteren tiim 1sinlama gruplarinda,
1sinlamadan sonraki 60. giinde siirgiin uzunluklart 6l¢iilmiistiir. Kontrol grubuna
gore siirgiin uzunlugunda %50 kisalma saglayan doz (RDso), lineer regresyon
analizi ile hesaplanmistir. Isinlanan in vitro bitkiciklerde yapilan diger gézlem ve

Olciimler ile ilgili agiklamalar agsagida verilmistir.

Isinlama sonrasi canh eksplant oram (%): Isinlama sonrasi canli eksplant
sayisinin toplam eksplant sayisina bdliinmesinin ardindan 100 ile ¢arpilmas ile

hesaplanmistir. Isinlamadan sonra 8. haftada gézlemler alinmastir.

Gelisen eksplant orami (%): Canli eksplantlarda biiyiime ve gelisme
gosteren siirgiinlerin yiizde olarak hesaplanmasi ile elde edilmistir. Isinlamadan

sonra 11. haftada gozlemler alinmistir.

Eksplant basina diisen siirgiin sayisi: Isinlanan eksplantlarda meydana
gelen siirgiinlerin tek tek sayilmasiyla eksplant basina siirgiin sayisi adet olarak

belirlenmistir. Isinlamadan sonra 8. haftada gdzlemler alinmistir.

3.4.2 EMDg ile yapilan 1isinlamalar ve mutant bireylerin eldesi

EMDsp 1s1nlamalarindan sonra ana mutant populasyonu olusturmak {izere
rejenerasyon kapasitesine gore etkili doz degeri hesaplanan bogum eksplantlarinda
belirlenen doza gore 1000’°er adet yeni eksplant i1sinlamasi gerceklestirilmistir.
Isinlanmis materyaller rejenerasyon calismalar1 sonucunda belirlenen etkili
protokole gore (2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren MS bazal besi ortami)
hazirlanan kiiltiir ortamlarina dikilmistir (Sekil 3.12). Rejenerasyon saglanan
eksplantlarda M1V1-M1V4 donemi boyunca, her bir bitki tek tek kimliklendirilerek
alt kiiltiire alma caligmalar1 yapilmistir. (Sekil 3.12, Sekil 3.13). Calismadaki tim
in vitro eksplantlar 6000 lux 1siklandirma, 2342 °C’de ve 16 saat giin uzunluguna

sahip iklim odasinda tutulmustur.
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Sekil 3.12. Isinlamalardan sonra yapilan alt kiiltiire alma ¢alismalari
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Sekil 3.13. Isinlanmis in vitro eksplantlarda ardisik alt kiiltiire alma semas1 (M1V1, M1V2, M1V3)
Her dongiide 1g1nlanmis meristemlerden (mavi) olusan aksiller siirgiinlerin kesilmesi ve
yeni besi yerine aktarilmasi (Suprasanna et al, 2012’ den modifiye edilmistir).
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Alt kiiltiire alma calismasi tamamlanan eksplantlar BBD bulunmayan MS

besi yerinde (30g/l sakkaroz ve 7 g/l agar ve pH:5,7) koklendirilmistir.

3.5 Dis Kosullara Alistirma ve Araziye Dikim

Dis ortama aktarilmaya hazir hale gelen bitkicikler icerisinde 2:1 oraninda
steril torf ve perlit karisimi bulunan 104’liik viyollere aktarilmistir. Dig kosullara
adaptasyonunu kolaylastirmak amaciyla iizerleri seffaf bir plastik ortiiyle kapatilan
bitkiler 151k ve sicaklik kontrollii iklim odalarinda 1 hafta siireyle tutulmustur

(22+2°C). Bitkilerin tizerindeki 6rtli yavas yavas kaldirilarak nem miktar1 kademeli

olarak azaltilmig ve bitkiler dis kosullardaki neme alistirilmistir (Sekil 3.14).

Sekil 3.14. Bitkilerde aktarma caligmalari (etiketleme, yikama, dikim, iizerini naylon ile ortme,
seraya aktarim)

Aklimatizasyonu tamamlanan bitkiler 1 ay siire ile sera kosullarinda dikim
giiniine kadar bekletilmistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Aklimatizasyonu tamamlanan seradaki bitkiler

Bitkilerin topraga dikimi ETAE arazilerinde (9000 bitki) ve Izmir
Menderes’te bulunan iiretici serasinda (9300 bitki) olmak {izere iki farkli alanda
yapilmustir. Enstitii arazisindeki dikimler icin dncelikle toprak isleme, yastik yapimi
(1 m x 50 m), sulama borularinin yerlestirilmesi, mal¢ serilmesi gibi islemler

sirastyla tamamlanmustir. Viyollerdeki bitkiler numaralarinin yazdig etiketler ile

birlikte dikilmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii arazisinde bitkilerin dikimi

Mutant bitkilerin iiretici kosullarindaki performanslarini gézlemleyebilmek
adma Enstitii arazisindeki bitkilerden alinip (Sekil 3.17) koklendirilen celikler ve
aklimatizasyonu tamamlanan bitkiler, Kemal Kuskovan’ a ait seraya 27 Mart 2020
tarihinde (6’1 dikim) 12.5 cm x 12.5 cm araliklarla dikilmistir (Sekil 3.18a).
Bitkiler 30 cm boya ulastiginda karartma islemi baslatilmistir (Sekil 3.18b).
Karartma islemindeki gecikme ve sicakligin da etkisiyle yeterli miktarda ¢igek elde
edilememistir ve agustos sonunda bitkiler yeni sezonda yetistirilmek {tizere

budanmustir.
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Sekil 3.18. Uretici serasinda a) bitki dikimi ve b) karartma uygulamasi

Budama isleminin hemen ardindan kesintisiz aydinlatma seklinde 1 Eyliil
2020 tarihinde 22.00-02.00 saatleri arasinda 1siklandirma uygulamasi baslatilmis ve
1 ay kadar devam etmistir. Isiklandirmada 100 Watt’lik sar1 151k (warm white)

kullanilmis olup, toprak seviyesinden 150 cm yukarida, sira iizeri 3 m mesafe de 1
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lamba olacak sekilde her siraya yerlestirilmistir. 450 liimenlik lambalar kullanilmis

olup 70 lux’liik 151k intensitesi saglanmistir. (Sekil 3.19).

Sekil 3.19. Uretici serasinda ek aydimlatma islemi

Calismanin yuritildigi siire boyunca (eyliil-ocak) sera i¢i sicakligi geceleri
ortalama 7-9 °C, giindiizleri ise 18-20 °C olurken; nem ise %70-75 olarak
oOl¢tilmiistiir. Bitkilerde giibreleme uygulamasi dikim ile birlikte baglamis ve gonca
olusumuna kadar devam etmistir. Dikim ile birlikte sivi hiimik asit (1 litre/da)
uygulamasimin ilki yapilmistir. Ikinci ve iiglincii uygulamalar ise 15 giin arayla
olmak iizere toplamda 3 kez hiimik asit (3 litre/da) uygulamasi yapilmistir.
Dikimden 1 hafta sonra, 2 litre/da sivi amonyum nitrat (%33 N) ve siv1 fosfor (2
litre/da) uygulamasi yapilmistir. Siirgiinler 15-20 ¢cm oldugunda 16-8-24 NPK (3
kg/da) uygulamasinin ilki ve 40-50 cm oldugunda ise 16-8-24 NPK (3 kg/da)
uygulamasinin ikincisi yapilmistir. Goncalar olusmaya basladiginda ise 2

litre/dekar kalsiyum (%16) ve magnezyum (%5) ile son giibreleme yapilmustir.
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Cigeklenen bitkilerde anormallikler (boy kisali§i, yaprak ve ciceklerde
yapisal ve renk degisiklikleri vb.) sayilarak asagidaki formiil ile mutasyon

frekanslar1 belirlenmistir (Kantoglu ve Kunter, 2021; Nagatomi, 2001).

Mutant Bitki Sayis1 x 100

Mutasyon Frekansi (%/Gy) =
Gozlem Yapilan Bitki Sayis1t x EMD (Gy)

Ayrica gigeklenen bitkilerde yapilan gézlem ve 6l¢iimler ile ilgili agiklamalar

asagida verilmistir.

Bitki Boyu (cm): Toprak seviyesinden itibaren bitkinin en iist noktasina

kadar olan mesafesinin metre ile 6l¢iilmesiyle elde edilen degerdir.

Cicek Sap1 Uzunlugu (cm): Hasat edilen ¢igeklerde, kesim yerinden itibaren

bitkinin en {ist noktasina kadar olan mesafe dl¢iilerek elde edilen degerdir.

Cicek sap1 kalinhig (cm): Bitkide toprak hizasinin 10 cm yukarisindaki
govde capinin ve en iist noktasinin 10 cm altindaki gbévde capmin kumpas ile

Olclimiinden elde edilen degerlerin ortalamasiyla elde edilen veridir.

Siirgiin Sayis1 (adet/bitki): Bir bitkide bulunan siirgiinlerin adet olarak

sayisini ifade etmektedir.

Dal agirhg (g): Toprak hizasindan hasat edilen bitkilerin (dal+yaprak+¢igek)

0.01 grama duyarh dijital terazide tartilmasi ile elde edilen veridir.

Toplam cicek sayisi (adet): Hasat edilen bitkilerde agcan ve agmayan biitiin

cicek tomurcuklarinin toplam sayisini ifade etmektedir.

Yaprak sayis1 (adet/bitki): Bir bitkide bulunan yaprak ve yaprakgiklarin

toplam sayisini ifade etmektedir.
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Yaprak uzunlugu (cm): Bitkinin orta kisminda bulunan 5 adet yapragin

boyunun cetvel yardimiyla 6l¢iilmesi ile elde edilen verinin ortalamasidir (Sekil
3.21).

Yaprak genisligi (cm): Bitkinin orta kisminda bulunan 5 adet yapragin

eninin cetvel yardimryla 6l¢iilmesi ile elde edilen verinin ortalamasidir (Sekil 3.21).

Yaprak sap1 uzunlugu (cm): Bitkinin orta kisminda bulunan yapraklarinin

sapiin uzunlugunun cetvel ile dl¢giilmesi ile elde edilen veridir (Sekil 3.21).

Cicek rengi: Renk varyasyonlarini belirlemek i¢in “The Methuen Hand
Book of Colour” katalogu kullanilmistir (Kornerup and Wanscher, 1978).

Cicek capr (cm): Tam agmis terminal ¢igegin en genis mesafesinin cetvel

yardimiyla 6l¢iilmesi ile elde edilen veridir (Sekil 3.20).

Pedisel uzunlugu (cm): Terminal ¢igegin sapinin uzunlugunun cetvel

yardimiyla Ol¢iilmesi ile elde edilen veridir.

Tiipsii cicek ¢apr (cm): Tiipsii ¢igeklerin bulundugu tablanin ¢apinin cetvel

yardimiyla 6l¢iilmesi ile elde edilen veridir (Sekil 3.20).

Dilsi ¢icek uzunlugu (cm): Terminal gicekte en distaki 5 adet dilsi ¢igegin
boyunun cetvel yardimiyla olgiilmesi ile elde edilen verinin ortalamasidir (Sekil
3.20).

Dilsi cicek capi (cm): Terminal ¢igekte en distaki 5 adet dilsi ¢igegin eninin

cetvel yardimiyla 6l¢iilmesi ile elde edilen verinin ortalamasidir (Sekil 3.20).

Dilsi cicek sayis1 (adet): Terminal cigekteki dilsi ¢igeklerin sayisini ifade
etmektedir.

Ciceklenme siiresi (giin): Ciceklerin %50’sinin hasat edildigi (¢igeklendigi)

doneme kadar gegen siire giin olarak ifade edilmistir.
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Dilsi Cigek Uzunlugu Cigek Capr

T_iipsii Clicek Cap

Dilsi Cicek Cap1

Sekil 3.20. Cigek ile ilgili incelenen 6zelliklerin sematik olarak agiklamasi

Yaprak
Sap1
Uzunlugu

Sekil 3.21. Yaprak ile ilgili incelenen &zelliklerin sematik olarak agiklamasi
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3.6 Secilen Bitkilerin Muhafazasi ve Cogaltilmasi

Farklilik gosteren mutant bitkiler, ¢elik ile ¢ogaltilarak muhafaza edilmistir.

Ayrica in vitro kosullarda da saklanmasi igin kiiltiire alma ¢alismalari

yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.22).

Sekil 3.22. Mutant bitkilerin/dokularin in vitro kosullarda kiiltiire alinmasi

3.7 istatistiksel Analizler

Dilsi ¢igek, yaprak, bogum ve bogum arasi eksplantlarinin rejenerasyon
denemeleri her iki kasimpati ¢esidi i¢in ayri olarak, faktoriyel diizende tesadiif
parselleri deneme desenine gore 4 tekerriirlii olarak kurulmustur. Yiizde (%)
degerlere istatistik analiz 6ncesi a¢1 transformasyonu uygulanmigtir. JIMP (versiyon
13.0) paket programi verilerin analizinde kullanilmis ve ortalamalarin Snem
seviyeleri LSD (P<0.01) testi ile karsilastirilmistir. Lineer regresyon analizi
yardimiyla yapilan EMDsp hesaplamalarinda; Microsoft Excel programi, elde
edilen grup ortalamalarina gore lineer regresyon hesaplamasi, egim ¢izgisinin
¢izimi ve denklemin olusturulmasinda kullanilmistir. PCA analizleri ade4:pca ve
stats::dist (metot euclidean) ile olusturulan uzaklik matrisi yardimu ile stats::hclust
(metot complete) ile hiyerarsik kiimeleme analizleri R V.4.2.2 programinda

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Tez calismasinda, iki farkli kasimpati ¢esidinin (MW ve Pusan) dort farkl
eksplantinda (yaprak, dilsi ¢icek, bogum ve bogumarasi) rejenerasyon c¢aligmalari
ylriitiilmiis ve in vitro gama 1smlamalar1 ile farkli tipteki mutant bireylerde
yapilacak gbozlem ve Slgiimler ile ileriki ¢aligmalarda gelistirilebilecegi diisiiniilen
bireylerin belirlenmesi amaglanmistir. Tez calismasi kapsaminda elde edilen

bulgular asagida detayli olarak sunulmustur.

4.1 In Vitro Rejenerasyon Bulgulari

Kasimpat1 ¢esitlerinde optimum rejenerasyon protokoliiniin gelistirilmesi
amaciyla farkli BBD c¢esitleri ve konsantrasyonlarinin bulundugu ortamlar
denenmis; 10 farkli ortamin siirgiin ile kok olusumu iizerine etkileri incelenmistir.
Rejenerasyon denemeleri kapsaminda siirgiin olusumlarina ait istatistiki veriler

Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3’ te sunulmustur.

MW ¢esidinde siirgiin olusum bulgulart incelendiginde; en iyi siirgiin
olusumlari; 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren 4 numarali besin ortaminda
%90.00 ile yaprak eksplantinda, %100.00 ile bogum ve %100.00 bogum arasi
eksplantlarinda; 1.0 mg/1 kinetin+0.5 mg/l NAA igeren 1 numarali besin ortaminda
%100.00 ile bogum ve %100.00 bogum aras1 eksplantlarinda; 2.0 mg/1 kinetin+0.5
mg/l NAA iceren 2 numarali besin ortaminda %100.00 ile bogum eksplantinda; 1.0
mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren 3 numarali besin ortaminda %100.00 ile bogum
eksplantinda ve %95.00 ile bogum arasi1 eksplantinda; 1.0 mg/l kinetin+1.0 mg/I
2,4-D iceren 7 numarali besin ortaminda %90.00 ile yaprak eksplantinda ve 1.0
mg/l 2,4-D igeren 9 numarali besin ortaminda %100.00 ile bogum eksplantinda ve
BBD ig¢ermeyen 10 numarali (kontrol) besin ortaminda %100.00 ile bogum
eksplantinda saglanmistir (Sekil 4.1). Dilsi ¢icek eksplantinda siirglin olusum
oranlari diger eksplantlara kiyasla diisiik olmustur (Sekil 4.2).

Farkli BBD’lerin bulundugu 10 farkli besin ortaminin ortalamasina
bakildiginda ise 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren 4 numarali besin ortaminin
one ¢iktig1 goriilmektedir. Dort farkli eksplantin ortalamalarina bakildiginda ise
bogum eksplantinin rejenerasyon oranindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli

cikmistir ve en yiiksek olusum oranini vermistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. MW ¢esidinde in vitro rejenerasyon denemeleri sonucunda siirgiin olusturan eksplant
orani (%)

Ortam Eksplant BBD
Dilsi - Bogum Ortal
NO BBD (mg/l) Yaprak Cicek Bogum arast rtalamasi
1 Kinetin (1) + NAA 20.001i 0.00k | 100.00a | 100.00a 55.02C
0.5 (19.86) (0.00) (88.13) (88.13) (49.06)
2 Kinetin (2) + NAA 45.00fh | 0.00k | 100.00a | 65.00hd 5252 C
0.5 (43.47) (0.00) (88.13) (60.22) (47.98)
70.00 bc | 40.00 gh | 100.00 a 95.00 a 76.25B
8 |BAP()*+NAAQS) | ‘e507) | (30.00) | (88.13) | (88.13) (69.15)
90.00a | 55.00df | 100.00a | 100.00 a 86.25 A
4 |BAP @) +NAAS) | (g570) | (52.41) | (88.13) | (88.13) (77.34)
75.00b | 55.00df | 0.00k 0.00 k 3255E
5 |BAP(1)+24-D(1) 69.17) | (52.41) | (0.00) (0.00) (30.44)
i 50.00eg | 35.00h 5.00 jk 0.00 k 2254 G
6 |BAP(1)+24-D(2) 47.94) | 3821) | (0.05) (0.00) (21.82)
.- 90.00 a 0.00 k 15.00 ij 75.00 b 45.03D
7 |Kinetin (1) +24-D(1) | g570) | (0.00) | (14.92) | (69.17) (41.22)
S 60.00ce | 0.00k 5.00 jk 50.00 eg 28.79 EF
8 |Kinetin(1)+24-D(2) | ‘5588) | (0.00) | (0.05) | (47.90) (27.49)
9 |24-D(1) 20.00i 0.00k | 100.00 a 0.00 k 30.05 EF
' (19.86) (0.00) (88.13) (0.00) (27.05)
10 | Kontrol 0.00 k 0.00k | 100.00 a 0.00 k 25.07 FG
(0.00) (0.00) (88.13) (0.00) (22.10)
Eksplant Ortalamast 52.01B | 1856D | 62.52 A 48.54 C
spia A'amag (48.37) | (17.86) | (55.39) (43.84)
LSDortam:5.25***, LSDEkspIant: 3.33%**, LSDOrtameksplant: 10.54***
Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez igerisinde verilmistir.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayri harfler ile gosterilmistir.
Kontrol ortami BBD i¢cermeyen MS ortamidir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Sekil 4.1. MW ¢esidinin yaprak eksplantinda 5. haftadaki siirgiin gelisimleri (No1= 1.0 mg/l Kinetin
+ 0.5 mg/l NAA, No2=2.0 mg/I Kinetin + 0.5 mg/l NAA, No3=1.0 mg/l BAP + 0.5 mg/I
NAA, No4=2.0 mg/L BAP + 0.5 mg/l NAA, No5=1.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l BAP,
No06=2.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l BAP, No7=1.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l Kin, No8=2.0
mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l Kin, No9=1.0 mg/l 2,4-D, No10=Kontrol)



Sekil 4.2. MW ¢esidinde dilsi ¢igek eksplantinda 5. haftadaki siirgiin olugsumlar1 (Nol= 1.0 mg/Il
Kinetin + 0.5 mg/l NAA, No2=2.0 mg/I Kinetin + 0.5 mg/l NAA, No3=1.0 mg/l BAP +
0.5 mg/l NAA, No4=2.0 mg/L BAP + 0.5 mg/l NAA, No5=1.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/I
BAP, N0o6=2.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l BAP, No7=1.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l Kin,
No08=2.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l Kin, No9=1.0 mg/I 2,4-D, No10=Kontrol)

Pusan c¢esidinde siirgiin olusum bulgular1 incelendiginde; en iyi siirgiin
olusumu sirasiyla, 1.0 mg/l kinetin+0.5 mg/l NAA iceren 1 numarali besin
ortaminda %100.00 ile bogum eksplantinda; 2.0 mg/1 kinetin+0.5 mg/l NAA igeren
2 numaral1 besin ortaminda %100.00 ile bogum eksplantinda; 1.0 mg/l BAP + 0.5
mg/l NAA igeren 3 numarali besin ortaminda %100.00 ile bogum eksplantinda; 2.0
mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren 4 numarali besin ortaminda %100.00 ile bogum
eksplantinda, %100.00 ile bogum ve bogum arasi eksplantlarinda; ve %95.00 ile
bogum arasi eksplantinda; 1.0 mg/I kinetin+1.0 mg/l 2,4-D igeren 7 numarali besin
ortaminda %90.00 ile yaprak eksplantinda ve 1.0 mg/l 2,4-D igeren 9 numarali
besin ortaminda %100.00 ile bogum eksplantinda ve BBD igermeyen 10 numarali
(kontrol) besin ortaminda %100.00 ile bogum eksplantinda saglanmistir. Yaprak
(Sekil 4.3), dilsi ¢igek ve bogum arasi1 eksplantlarinda siirgiin olusum oranlari,
bogum eksplantina oranla diisiik olmustur. Farkli BBD’lerin bulundugu 10 farkl
besin ortaminin ortalamasina bakildiginda ise 1.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren
3 numarali besin ortami1 ve 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren 4 numarali besin
ortam1 One ¢ikarken, bogum eksplant1 en iyi siirgiin gelistiren eksplant olmustur

(Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Pusan gesidinde in vitro rejenerasyon denemeleri sonucunda siirgiin olusturan eksplant

orani (%)

Ortam Eksplant BBD
NO BBD (mg/l) Yaprak 8';:;( Bogum B;)lfgal:ln Ortalamasi
.| Kinetin + NAA 0.00f | 0.00f | 10000a | 20.00de | 30.00D
(1.0 + 0.5) (0.00) | (0.00) | (88.13) | (19.86) (27.05)
, | Kinetin + NAA 2000de | 0.00f | 10000a | 25.00d 36.25 C
(2.0 +0.5) (19.86) | (0.00) | (88.13) | (24.65) (33.18)
. |BAP+NAA 60.00c | 0.00f | 100.00a | 85.00b 61.25 A
(1.0 + 0.5) (56.88) | (0.00) | (88.13) | (76.60) (55.43)
L |BAP+NAA 60.00c | 0.00f | 100.00a | 65.00c 56.25 B
(2.0 +0.5) (56.88) | (0.00) | (88.13) | (60.97) (51.52)
. |BAP+24D 0.00f | 25.00d | 20.00de | 0.00f 11.25F
(1.0 + 1.0) (0.00) | (24.65) | (19.86) | (0.00) (11.18)
. |BAP+24D 0.00f | 000f | 500f 0.00 f 125G
(1.0 +2.0) (0.00) | (0.00) | (0.05) (0.00) (1.33)
| Kinetin + 2.4-D 2000de| 0.00f | 1500e | 000f 8.75F
(1.0 + 1.0) (19.86) | (0.00) | (1492) | (0.00) (8.74)
o | Kinetin + 24D 0.00f | 000f | 500f 0.00 f 125G
(1.0 +2.0) 0.00) | (0.00) | (0.05) (0.00) (1.33)
0.00f | 0.00f | 90.00b | 000f 2250 E
9 |24-D(10) (0.00) | (0.00) | (80.70) | (0.00) (20.25)
o | kortrol 0.00f | 000f | 10000a | 0.00f 25.00 E
0.00) | (0.00) | (88.13) | (0.00) (22.10)
1600C | 250D | 6350A | 19.50 B
Eksplant Ortalamast | 1541y | (255 | (56.62) | (18.27)

LSDortam:3.64***, LSDekspiant: 2.30***, LSDortam x Eksplant: 7.28***

Ag1 transformasyonu sonrast elde edilen degerler parantez igerisinde verilmistir.

Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayr1 harfler ile gosterilmistir.
Kontrol ortami BBD i¢ermeyen MS ortamidir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Sekil 4.3. Pusan ¢esidinde yaprak eksplantinda 5. haftadaki siirgiin olusumlar1 (Nol= 1.0 mg/I
Kinetin + 0.5 mg/l NAA, No2=2.0 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l NAA, No3=1.0 mg/l BAP +
0.5 mg/l NAA, No4=2.0 mg/L BAP + 0.5 mg/l NAA, No5=1.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/I
BAP, N06=2.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l BAP, No7=1.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l Kin,

No08=2.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l Kin, No9=1.0 mg/l 2,4-D, No10=Kontrol)
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Farkli BBD’leri igeren 10 farkli besin ortaminda siirgiin olusturan eksplant
oranlar1 ile gesit, ortam ve eksplant arasindaki interaksiyonlar incelendiginde
(Cizelge 4.3), c¢esit bazinda MW’ a ait veriler istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur ve %45.40 ile en yiiksek silirgiin olusumunu saglamistir. Cesit*Ortam
interaksiyonunda ise 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren 4 numarali besin

ortamindan %86.25 ile en yiiksek siirgiin olusum orani elde edilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. In vitro rejenerasyon denemeleri sonucunda siirgiin olugturan eksplant orani (%)

Ortam Cesit*Ortam*Eksplant Cesit*Ortam Cesit
NO BBD (mg/l) Cesit Yaprak CDlLI:L Bogum B:f:s':l
— 20000m | 0.00n | 100.00a | 10000a | 5502D
1 | Kinetin + NAA (10 +05) (19.86) | (0.00) | (88.13) | (88.13) (49.06)
— 45000 | 0.00n | 10000a | 6500ef | 5252D
2 | N NAA (20 +0.5) 4347) | (0.00) | (88.13) | (60.22) (47.98)
40.00
7000de | “0% | 10000a | 95.00ab | 76148
C " Rl + 0 ©507) | % | (@813) | (84.41) (69.15)
(39.00)
: [ 9000be | °>% | 10000a | 100008 | 86.25A
S (80.70) 9 (88.13) | (88.13) (77.34)
(52.41)
s |Bar+ 2000+ 10 ww | 7300d | 221 000n | ooon | a255FG | 45404
g0 + 1. 63.17) | o3y | ©00 | (©00) @3044) | (4137)
5000hi | 3500k | 507n | 000n 22541
6 | S8 2D L) 4794 | @420 | (5.04) | (0.00) (21.82)
o 90.00bc | 0.00n | 1502m | 7500d | 4503E
gprinetin + 28 (1.0 +10) 8070) | (0.00) | (14.92) | (69.17) (41.22)
— 60.00fg | 0.00n | 507n | 50.00hi | 28.79 GH
8 | Kinetin +24-D (1.0 +2.0) (56.88) | (0.00) | (5.04) | (47.94) (27.49)
20.001m | 0.00n | 100.00a | 10000a | 30.05G
9 |24-D(L0) (19.86) | (0.00) | (88.13) | (88.3) (27.05)
000n | 000n | 10000a | 000n | 2507 Hi
10 | Kontrol ©0.00) | (0.00) | (88.13) | (0.00) (22.10)
— 0.00n | 0.00n | 10000a | 20.00Im |  30.05G
1| Kinetin + NAA (1.0 +0.5) 0.00) | (000) | (88.13) | (19.86) (27.05)
— 20.001m | 0.00n | 100.00a | 25001 36.27 F
2 | Kinetin + NAA (2.0 +0.5) (19.86) | (0.00) | (88.13) | (24.65) (33.18)
60.00fg | 0.00n | 100.00a | 8500c | 6127C
3 | BAP+NAA(LO+05) (56.88) | (0.00) | (88.13) | (76.60) (55.43)
60.00fg | 0.00n | 100.00a | 65.00ef | 56.27D
4 | BAP+NAA(20+0.5) 56.88) | (0.00) | (88.13) | (60.22) (51.52)
0.00n | 25001 | 20.00Im | 0.00n 11.30 ]
5 |BAP+24-D(10+10) bUsAN |_0.00) | (2465) | (1986) | (0.00) (1118) | 25438
0.00n [ 000n | 507n | 000n 134K | (23.21)
6 |BAP+24-D(1.0+20) 000 | 000) | 504y | (0.00) (01.33)
— 20.001m | 0.00n | 1502m | 000N 7807
7 | Kinetin +2,4-D (1.0 + 1.0) (19.86) (0.00) (14.92) (0.00) (8.74)
— 0.00n | 000n | 507n | 000n 134K
8 | Kinetin +24-D (1.0 +2.0) 0.00) | (0.00) | (5.08) | (0.00) (01.33)
0.00n | 0.00n | 90.00bc | 0.00n 2257 |
9 |24-D(10) (0.00) | (0.00) | (80.70) | (0.00) (20.25)
0 | Komtror 0.00n | 000n | 10000a | 000n | 2507 Hi
©0.00) | (000) | 6813 | (0.00) (22.10)

I—SDOnam:3-20***v LSDEksplantzz-Oz***y I—SD Cesil:1-43***y LSDOnameksplam: 6.41***, LSDOnameesit: 4-53***, I—SDEksplamx
Cesit:2-86***y LSDOrmm x Eksplant x Cesi!:9-07***

Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez icerisinde verilmistir.

Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayr1 harfler ile gosterilmistir.

Kontrol ortami1 BBD igermeyen MS ortamudir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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Elde edilen bulgulara gore rejenerasyon c¢alismalarinda bogum eksplantinin,
yaprak, dilsi cicek, bogum arasi eksplantlarina gore daha iyi sonug¢ verdigi
istatistiksel olarak ortaya konulmustur. Yine farkli BBD’lerin bulundugu 10 farkli
besin ortami arasindan 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren 4 numarali besin
ortaminin en 1iyi rejenerasyonu sagladig istatistiksel olarak belirlenmistir. BBD
icermeyen 10 numarali (kontrol) besin ortaminda ise yalnizca bogum eksplantinda

rejenerasyon saglanmstir.

MW c¢esidinin bogum eksplantlarinda en erken siirgin olusumu BBD
icermeyen 10 numarali (kontrol) besin ortaminda 7. giinde gozlemlenirken, bunu
2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA iceren 4 numarali besin ortami takip etmistir (9.
giin). 1.0 mg/1 kinetin+0.5 mg/l NAA igeren 1 numarali besin ortami, 2.0 mg/l
kinetin+0.5 mg/l NAA igeren 2 numarali besin ortami, 1.0 mg/l BAP + 0.5 mg/1
NAA iceren 3 numarali besin ortaminda da ilk siirgiin olusumlar1 11 giin i¢inde
gbzlemlenmistir. Diger besin ortamlarinda ise 14. giinden itibaren rejenerasyonlar
meydana gelmeye baglamistir. MW ¢esidinin bogum arasi eksplantlarinda en erken
siirglin olusumu 3. haftadan itibaren gézlemlenirken, dilsi ¢igek eksplantlarinda ise

bu siire 4. haftay1 bulmustur.

MW gesidinde 1.0 mg/l kinetin+0.5 mg/l NAA igeren 1 numarali besin
ortaminda, 2.0 mg/I kinetin+0.5 mg/l NAA iceren 2 numarali besin ortaminda, 1.0
mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren 3 numarali besin ortaminda ve 2.0 mg/l BAP +
0.5 mg/l NAA igeren 4 numaral1 besin ortaminda yaprak eksplantlar1 2. haftadan
itibaren silirglin olusturmaya baslarken diger besin ortamlarinda ise 4. haftadan

itibaren rejenerasyonlar baglamistir (Sekil 4.4).



Sekil 4.4. On farkli ortamin MW ¢esidinde yaprak eksplantlari iizerine etkisi (8. hafta) (P1= 1.0 mg/I
Kinetin + 0.5 mg/l NAA, P2=2.0 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l NAA, P3=1.0 mg/l BAP + 0.5
mg/l NAA, P4=2.0 mg/L BAP + 0.5 mg/l NAA, P5=1.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l BAP,
P6=2.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l BAP, P7=1.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l Kin, P8=2.0 mg/L
2,4-D + 1.0 mg/l Kin, P9=1.0 mg/l 2,4-D)

Pusan ¢esidinin bogum eksplantlarinda en erken siirgiin olusumu BBD
icermeyen 10 numarali (kontrol) besin ortaminda 8. giinde gézlemlenirken, bunu
10. giinde 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA iceren 4 numarali besin ortami takip
etmistir. Diger besin ortamlarinda ise 11 ile 18. giinler arasinda rejenerasyonlar
olugmaya baslamistir. Pusan ¢esidinin bogum arasi eksplantlarinda en erken
stirgiin olusumu 2. haftadan itibaren gozlemlenirken, dilsi ¢igek eksplantlarinda

ise bu siire 6. haftay1 bulmustur.

Pusan ¢esidinin yaprak eksplantlarinda ise siirgiin olusumlar1 4. haftadan

itibaren meydana gelmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. On farkli ortamin Pusan gesidinde yaprak eksplantlar tizerine etkisi (8. hafta) (P1= 1.0
mg/l Kinetin + 0.5 mg/l NAA, P2=2.0 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l NAA, P3=1.0 mg/l BAP
+ 0.5 mg/l NAA, P4=2.0 mg/L BAP + 0.5 mg/l NAA, P5=1.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/I
BAP, P6=2.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l BAP, P7=1.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l Kin, P8=2.0
mg/L 2,4-D + 1.0 mg/l Kin, P9=1.0 mg/l 2,4-D)

MW c¢esidinde eksplant basina diisen siirgiin sayisi bulgulari incelendiginde;
2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren 4 numarali besin ortamindaki bogum arasi
eksplantinda en iyi siirgiin sayisi elde edilmistir (5.45 adet/eksplant). Eksplant
ortalamalari incelendiginde bogum arasi eksplantin1 bogum eksplanti takip etmistir.
Besin ortami ortalamalarinda ise 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren 4 numarali
besin ortami1 degerleri istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmustir ve 3.80 adet/eksplant ile

en iyi eksplant bagina diisen siirgiin sayisini vermistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. In vitro rejenerasyon denemeleri sonucunda MW c¢esidinde eksplant bagina diisen
stirgiin sayist (adet)

Ortam _Eksplant ] BED
NO BBD (mg/l) Yaprak CDI'Q'EL Bogum B;’rga‘;'l“ Ortalamasi
e ano9 | 57| 0o | 0T | 00| D
2 | Kinetin (2) + NAA (0.5) %16256? (()6980()) %i?ggr)] 1('15.28r;i %(')Z.SGC):
3 [BAP@+Naa©s) | 0ol | g | Geo) | Gas | (Les)
s [BAP@NAAOD) | (B0 | () | sy | (a9 | (ton)
ik A AN
6 [BAPM+24D@) | Jon' | 05y | 012 | ©000) | (038
/i +2e00) | f¢ | o | 0o | 2 | Lo
o )+ 2ep | OB | 000 | om0 | sk | oser
9 |24D ) 029 | 00 | (od) | ©00 | (03
ot g o] |
Eksplant Ortalamasi %03813: (20620? %0437? 1(1886?

I—SDOrtam:O-lz***, LSDEkspIant:O-OG***y I—SDOrtam X Eksplant:0-24***
Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez icerisinde verilmistir.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayri harfler ile gosterilmistir.

Kontrol ortami BBD i¢cermeyen MS ortamidir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Pusan ¢esidinde eksplant basina diisen siirgiin sayis1 degerleri incelendiginde;
bogum eksplantinda, 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren 4 numarali besin
ortaminda 4.55 adet ile en iy1 slirgilin sayis1 elde edilmistir. Eksplant ortalamalarinda
en yiiksek eksplant basmna silirgiin sayisini bogum eksplanti verirken (1.43
adet/eksplant), besin ortami ortalamalarinda ise 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA
igeren 4 numaral1 besin ortami degerleri istatistiksel olarak 6nemli ¢gikmistir ve 2.33

adet ile en 1y1 eksplant bagina diisen silirgiin sayisini1 vermistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. In vitro rejenerasyon denemeleri sonucunda Pusan ¢esidinde eksplant basina diisen
stirgiin sayis1 (adet)

Ortam Eksplant
Dilsi Bogum BBD
NO BBD (mg/l) Yaprak Cicek Bogum arasi Ortalamasi

0.00g | 0.00g |145df | 0.20g | 0.41CD
(0.00) | (0.00) | (1.16) | (0.19 (0.39)
0.20g | 0.00g |[1.80cd| 0.30¢g 0.57C
(0.19) | (0.00) | (1.34) | (0.29 (0.48)
155de | 0.00g | 405a | 2.30¢c 197B
(1.21) | (0.00) | (2.10) | (1.32 (1.18)
1.80cd | 0.00g | 455a | 3.00b 2.33A
(1.34) | (0.00) | (2.21) | (1.8D) (1.37)
0.00g | 0.25g | 0.20g | 0.00¢ 0.11E
(0.00) | (0.24) | (0.19) | (0.00 (0.16)
0.00g | 0.00g | 0.05g | 0.00¢ 0.01E
(0.00) | (0.00) | (0.12) | (0.00) (0.10)
0.20g | 0.00g | 0.15g | 0.00¢ 0.08 E
(0.19) | (0.00) | (0.17) | (0.00 (0.14)
0.00g | 0.00g | 0.05g | 0.00¢ 0.01E
(0.00) | (0.00) | (0.12) | (0.00) (0.10)
0.00g | 0.00g | 1.05ef | 0.00g | 0.26 CE

1 |Kinetin (1) + NAA (0.5)

2 | Kinetin (2) + NAA (0.5)

3 |BAP (1) + NAA (0.5)

4 |BAP (2) + NAA (0.5)

5 |BAP (1) +2,4-D (1)

6 |BAP (1) +24-D(2)

7 | Kinetin (1) + 2,4-D (1)

8 |Kinetin (1) +2,4-D (2)

9 |24-D(D) (0.00) | (0.00) | (0.91) | (0.00) | (0.30)
0.00g | 000g | 1.00f | 0.00g | 0.25DE
10 | Kontrol (0.00) | (0.00) | (0.88) | (0.00) | (0.29)
Eksptant Q@I e, 0.37C [ 002D | 143A | 058B

(0.35) | (0.11) | (0.92) | (0.42)
LSDortam:0.25***, LSDeksplant:0.15***, LSDortam x Eksplant:0.51***

Agc1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez icerisinde verilmistir.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayr1 harfler ile gosterilmistir.

Kontrol ortami BBD igermeyen MS ortamidir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

10 farkli ortamda eksplant basina diisen siirgiin sayisi ile ¢esit, ortam ve
eksplant arasindaki interaksiyonlar incelendiginde (Cizelge 4.6); ¢esit bazinda MW
(1.31 adet) istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmistir. Cesit*Ortam interaksiyonunda ise
2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA iceren 4 numarali ortamdan ve MW ¢esidinde en
yiiksek siirgiin sayisi elde edilmistir (3.80 adet/eksplant).
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Cizelge 4.6. In vitro rejenerasyon denemeleri sonucunda eksplant basina diigen siirgiin sayilart

(adet)
Ortam Cesit*Ortam*Eksplant Cesit*Ortam Cesit
NO BBD (mg/l) Gesit Yaprak (;Dllclesll( Bogum B:g:;:‘
1 | Kinetin + NAA (10 +0.5) o(gssg)q ?ci%)o; 1(142?{;‘ ?1031‘; 1.26 EF (0.89)
2 | Kinetin + NAA (2.0 +0.5) 1(16%')‘ ?ci%)o; %fggi)j %15%3])' 1.23E (0.96)
3 | BAP + NAA (1.0 +0.5) %ﬁgoi)' %15891)' ?fg’ge) 5(2225’"; 2.88 B (1.66)
4 | BAP +NAA (2.0 +0.5) (21556‘; z(fg;;‘ ?é?glt)’ ‘:’;_‘gg? 380 A (1.97)
5 |BAP +2,4-D (1.0 +10) - 1(192(%' %153(;)' ?6%)0; ?d?r?o; 091G (070) | 404
6 | BAP+24-D(1.0+20) 0('3%8)‘) 0('3%%‘1 ?6.1132; ?d?f?o; 041GH (0.38) | (©86)
7 | Kinetin +2,4-D (1.0 + 1.0) (215656‘; %%)0; (z'oz_gf)r 2(1125;‘ 1.26 F (0.87)
8 | Kinetin +2,4-D (L0 + 2.0) 0(8%8{’ ?d(.)(?o; ?69(?0; 1(613&:;) 0.56 G (0.49)
9 |24-D(0) 0(5’25{ ?6%)05 1(12%;)0 ?d%)o; 0.43 GH (0.37)
10 | Kontrol ?d(.)c())O; ?6%)05 1('8%3)0 ?d?(;)o; 0.32 HI (0.29)
1 | Kinetin + NAA (1.0 + 0.5) ?69(?03 ?d%)o; 1(;‘5125’)“ %2_23; 0.46 GH (0.39)
2 | Kinetin + NAA (2.0 +0.5) 0(02(1’;‘)' ?ooc?o; 1(182 gj czggg)r 0.60 G (0.48)
3 | BAP + NAA (L0 +0.5) %f;li)' ?6%)0; ?ffo‘; 2(1322? 2.00D (1.18)
4 | BAP +NAA (2.0+05) l(fg g ?d%)og ‘(‘;’5’1‘; ffgl‘; 2.36 C (1.37)
5 | BAP+2,4-D (1.0 + 1.0) 4N ?69(?0; 0(022 f)r cz'oz_(ig)' ?f&; 0.1613(016) | 4455
6 | BAP+24-D(1.0+20) ?69(?0; ?d%)o; ?69152; ?d?(?og 0103 010) | ©4
7 | Kinetin +2,4-D (1.0 + 1.0) 0(.0223; ?(5%)0; 0('&717“; ?d?(;)o; 0.14 13 (0.14)
8 | Kinetin + 2,4-D (1.0 + 2.0) ?d(.)(?o; ?d%)o; 300152; ?d?(?o; 0.10J0.10)
9 |2,4-D(L0) ?d?(?o; ?d?(?o; 1&8_592’;0 ?69(?0; 0.33 HI (0.30)
10 | Kontrol ?(59(?0; ?69(?0; 1(g%g;’ ?d?(?o; 0.32 HI (0.29)

LSDortam:0.14***, LSDeispiant:0.09***, LSDceqir:0.06***, LSDoramsexspiant:0.28***,
LSDOnamx(}e;it:O-20***yLSDEksp]anl}(Ce;n:O-12***y LSDOrlameksp]amee;n:O-40***
Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez igerisinde verilmistir.

Grup ortalamalari arasindaki farkliliklar ayr1 harfler ile gosterilmistir.

Kontrol ortam1 BBD igermeyen MS ortanmudir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

MW c¢esidinde siirglin uzunlugu degerleri incelendiginde en 1iyi siirgiin

uzunlugunun, 1.0 mg/l kinetin+0.5 mg/l NAA igeren 1 numarali besin ortaminda

ve 2.0 mg/l kinetin+0.5 mg/l NAA igeren 2 numarali besin ortaminda, bogum

eksplantlarinda sirasiyla 3.50 cm ve 3.37 cm oldugu tespit edilmistir. Eksplant

ortalamalarinda en yiiksek stlirgiin uzunlugu 1.48 cm ile bogum eksplantindan elde

edilirken, besin ortam1 ortalamalarinda ise 1.0 mg/I kinetin+0.5 mg/l NAA igeren 1




116

numarali besin ortaminda ve 2.0 mg/l kinetin+0.5 mg/l NAA iceren 2 numaral

besin ortaminda sirasiyla 1.26 cm ve 1.17 cm olarak saptanmig ve istatistiksel

olarak fark onemli ¢ikmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. In vitro rejenerasyon denemeleri sonucunda MW ¢esidinde siirgiin uzunlugu (cm)

Ortam Eksplant
NO BBD (mg/l) Yaprak 822{( Bogum B;’rg;f‘ BBD Ortalamas
1 | Kinetin (1) + NAA (0.5) (()(fg 4‘; ?69000; ?fgg;‘ (()(')S'gof)‘ 1.26 A (0.82)
2 | Kinetin (2) + NAA (0.5) o(g%g)e ?69000; ?fgz‘;‘ (26%11;( 1.17 A (0.78)
3 |BAP (1) + NAA (0.5) %7_ 279)“ (zongf; %ifsk)) %5_2%" 0.97 B (0.78)
4 |BAP (2) + NAA (0.5) %0625;9’ o(g,zz)k %f??g; %4_159)1' 0.83 C (0.69)
5 | BAP (1) +2.4-D (1) %g’ng;‘ ((’63_%)' ?d%)o; ?69(?0; 0.26 G (0.25)
6 |BAP(1)+24-D (2) (2052% ?0325)' ‘zozggk)' ?ooé)o; 0.27 FG (0.26)
7 | Kinetin (1) + 2,4-D (1) 352;}‘ ?69000; ?0335)' %4_23%] 0.37 EF (0.35)
8 | Kinetin (1) + 24-D (2) %’;E ?6(.3000; ?00(?0; 0('3_532)‘( 0.28 FG (0.35)
o [ I AT
10 | Kontrol ?d(.)ooo; ?d(.)ooo; %12523? ?ooé)o; 0.63 D (0.45)
Eksplant Ortalamasi (206&5’ (202%0[)) 1((;1 g£ (20329():

LSDortam:0.10***, LSDegkspiant:0.06***, LSDortamxeksplant:0.21***

Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez igerisinde verilmistir.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayr1 harfler ile gosterilmistir.

Kontrol ortami BBD igermeyen MS ortamidir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Pusan cesidinde siirgiin uzunlugu degerleri incelendiginde en iyi siirgiin

uzunlugunun, 1.0 mg/1 2,4-D igeren 9 numarali besin ortaminda 1.80 cm ile bogum

gerceklesmistir. Eksplant ortalamalarinda en yiiksek siirgiin uzunlugu 0.83 cm ile

bogum eksplantinda belirlenerek aradaki fark istatistiksel olarak dnemli ¢ikmaistir.

Besin ortami ortalamalarinda ise 1.0 mg/l BAP+0.5 mg/l NAA igeren 3 numarali

besin ortaminda bu deger 0.63 cm olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. In vitro rejenerasyon denemeleri sonucunda Pusan ¢esidinde siirgiin uzunlugu (cm)

oram Eksplant Ortlzil?nam

NO BBD (mg/l) Yaprak 8';:;( Bogum B;’fa';:n
1 | Kinetin (1) + NAA (0.5) (()b(.)c?ol; (()6980‘; %6?55‘): %‘52 g 0.40 C (0.35)
2 | Kinetin (2) + NAA (0.5) %gg)’ (()0080'; %ffsk)’ (20225;‘ 0.52 B (0.45)
3 | BAP (1) + NAA (0.5) 0('3773)9 (()6980‘; (()6?854(; ()(gggg 0.63 A (0.57)
4 |BAP (2) + NAA (0.5) %%Ze)f (()6980'; ?6?85 4‘)1 %‘_Zg 0.54 AB (0.50)
5 | BAP (1) + 2,4-D (1) ‘()6980‘; (zgfg I')j %éﬂ)h (()6980‘; 0.25 D (0.24)
6 |BAP (1) + 2,4-D (2) ?6980‘; ?6(.)80|; (20225;‘ (()(')(_’80‘; 0.12 E (0.12)
7 | Kinetin (1) + 2,4-D (1) (zéi%i (()6980‘; O(gig)h (()6980‘; 0.29 D (0.28)
8 |Kinetin (1) + 2,4-D (2) ?0080‘; (()0080'; (20225;‘ (()0080‘; 0.12 E (0.12)
S oo i e e oaaoa
10 | Kontrol (()6(.)80‘; (()6(.)80|; ?gég (()6(_)80‘; 0.24 D (0.23)

T— L L P LR

LSDortam:0.10***, LSDegkspiant:0.06***, LSDortamxeksplant:0.20***
Ac1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez icerisinde verilmistir.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayr1 harfler ile gosterilmistir.

Kontrol ortami BBD i¢cermeyen MS ortamidir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Farkli BBD’lerin bulundugu 10 farkli besin ortaminda siirgiin uzunlugu ile
cesit, ortam ve eksplant arasindaki interaksiyonlar incelendiginde (Cizelge 4.9),
cesit bazinda MW’ ye ait bulgular istatistiksel olarak énemli bulunmustur ve 0.65
cm ile en yiiksek siirglin uzunlugunu vermistir. Cesit*Ortam interaksiyonunda ise
1.0 mg/I kinetin+0.5 mg/l NAA igeren 1 numarali besin ortamindan ve 2.0 mg/1
kinetin+0.5 mg/l NAA igeren 2 numarali besin ortamindan sirasiyla 1.26 cm ve 1.17

cm ile en ytiksek siirgiin uzunlugu elde edilmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. In vitro rejenerasyon denemeleri sonucunda siirgiin uzunluklari (cm)

Ortam Cesit*Ortam*Eksplant
NO BBD (mg/l) cot Yaprak chlglz( Bogum | DoEum CositOrtam | Cesit
1 | Kinetin + NAA (1.0 + 0.5) ?6?54]; ?69(?0; :()’fge‘;‘ %‘r"goi;‘ 1.26 A (0.85)
2 | Kinetin + NAA (2.0 +0.5) %’g(%’ ?00(?0; ?13;2‘;‘ O(géf)q 117 A (0.78)
3 | BAP + NAA (L0 +0.5) (207 fwg)' O(g%;)“ %fjsk; (20527‘;) 0.97 B (0.78)
4 | BAP +NAA (2.0 +0.5) %fég')‘ 08.533‘1 %fggg %ﬂé;’ 0.83 C (0.69)
5 | BAP +2,4-D (1.0 + 1.0) o 0(355;’)“ o(ggg)r ?69(?0; %%)0; 0261(0.25) | oern
6 |BAP+24-D(L0+20) ?g%;’ o(gg;)r O(Ozgg)r ?6%)0; 0.27HI(0.26) | @D
7 | Kinetin +2,4-D (1.0 + 1.0) (2062(;')‘ ?6%)0; (2032;)' o(.gig) 0.37 GH (0.35)
8 | Kinetin +2,4-D (1.0 + 2.0) (()(f; 4')' ?d?(?o; ?d?(?o; 0(3_532”)“ 0.28 HI (0.27)
9 |2,4-D(L0) 0(65.%;) ?d?(g)o; 1(002f)f ?d%)o; 0.43 FG (0.39)
[ T e o,
1 | Kinetin + NAA (10 +0.5) ?ooc?o; ?ooc?o; %0155"; 0(0252’ f)r 0.40 G (0.35)
2 | Kinetin + NAA (2.0 + 0.5) (zégg';‘ ?d%)o; %ffs‘; o(ozgg)r 0.52 F (0.45)
BAP + NAA (1.0 + 0.5) czés;g;] ?d?(?o; %%’4‘; c(’fgﬁi)' 0.63D (0.57)
4 | BAP + NAA (2.0 +05) O(bégzh)j ?6?(?0; ?6?54; 0(354;‘)'0 0.54 DE (0.50)
5 | BAP +2,4-D (1.0+1.0) el ?(59(?0; 0(322‘)“ %ﬁ j;J ?6%)05 0251(024) | (36
6 | BAP+2,4-D (1.0 +2.0) ?6(.)(?0; ?69:0; O(ﬁg)' %%)0; 0123012 | ©3®
7 | Kinetin + 2,4-D (1.0 + 1.0) 0('(‘)‘_%‘)'0 ?d?(?o; 30528';‘ ?d%)o; 0.29 HI (0.28)
8 | Kinetin +2,4-D (L0 + 2.0) ?d?(?o; ?d?(?o; O(Olig)r ?d?c?o; 0.121(0.12)
9 [24-D(L0) ?(')%)0; ?d?(?og %i??% ?6?(?05 0.52 EF (0.41)
10 | Kontrol ?6%)0; ?d?(?o; %6_23“)1' ?d?(g)o; 0.241(0.23)

LSDOrtam:0.07***, LSDEksplant:0.04***, LSDCesit:0.03***, LSDOrtamxEksplant:0.,4*%*,

LSDOrtamxCesit:0.10*** LSD EksplantxCesit:0.06***  LSDOrtamxEksplantxCesit:0.20***
Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez icerisinde verilmistir.
Grup ortalamalari arasindaki farkliliklar ayr harfler ile gosterilmistir.

Kontrol ortami BBD igermeyen MS ortamudir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Yaprak ve dilsi ¢icek eksplantlarina ait rejenerasyon gorselleri Sekil 4.6 ve

Sekil 4.7°de sunulmustur.
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Sekil 4.7. Yaprak eksplantlarindan siirgiin yapilarinin gelisimi a) MW yaprak eksplantinin 1
numarali besin ortaminda gelisimi, b) Pusan yaprak eksplantinin 3 numarali besin
ortaminda gelisimi, c-d) Pusan yaprak eksplantlarinin 4 numarali besin ortaminda
gelisimi
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Farkli BBD’lerin bulundugu 10 farkli besin ortaminda kasimpati ¢esitlerine
ait farkli eksplantlarda kok olusumlart gézlenmistir (Sekil 4.8 ve sekil 4.9). MW
cesidinde kok olusum oranlar1 incelendiginde, kontrol grubunun bogum
eksplantlarinin =~ tamaminin ~ koklendigi  dikkat  ¢ekmektedir.  Eksplant
ortalamalarinda en yiiksek kok olusumu 9%34.55 ile yine bogum eksplantinda
gerceklesmistir. Besin ortami ortalamalarinda ise 1.0 mg/1 kinetin+2.0 mg/l 2,4-D
iceren 8 numarali besin ortaminda %63.75 orantyla en yiiksek deger elde edilmistir

(Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. In vitro rejenerasyon denemeleri sonucunda MW ¢esidinde kok olusturan eksplant
oranlar1 (%)

Ortam Eksplant BBD

NO BBD (mg/l) Yaprak Petal Bogum Bogum
arasi

Ortalamasi

25.05hk | 15.0511 | 15.0511 | 45.02 eh 25.03C

1 | Kinetin (1) +NAA©S) | “0465) | (14.76) | (14.76) | (4231) | (24.12)

22.52 1k 0.001 15.0711 | 45.00eh 20.67 C

2 |Kinetin 2) + NAAO.5) | "513) | (0.00) | (14.29) | (4347) | (20.00)

3 |BAP (1) + NAA (0.5) ?d?ooo; ?d?ooo; (%9000; ?69(;)0; C2.00.80[))
4 | BAP (2) + NAA (0.5) ?(59000; %9000; ?d.OOOO; ?(59(?0; (26980?
5 |BAP (1) +2,4-D (1) ?d?ooo; ?69000; ?d?oooi ?d?c())o; (260.80[))
6 |BAP (1) +2,4-D (2) 5(£(7)ok)l ?69000; ?(59000; ?(59(?0; 1(13_33[))

25.05hk | 35.02f1 | 80.00ac | 75.00bd | 53.76 AB

7 | Kinetin (1) +24-D(1) | "5333) | (31.99) | (72.50) | (69.17) | (49.25)

60.00 ce | 55.00 df | 85.00 ab | 55.00 df 63.75 A

8 |Kinetin(1)+24D(2) | (5575 | (51.35) | (76.60) | (51.35) | (58.76)

75.00 45.00eh | 50.00eg | 12.57 jl 45.65 B

9 |24-D(D) bd(68.41) | (43.47) | (46.78) | (12.10) | (42.69)
10 Iontrol 0001 | 0001 |10000a| 0001 | 25.07C
000) | (000) | (813 | (000 | (22.10)

Eksplant Ortalamas: | 2L30BC | 15.06C [ 3455A | 23.315

(19.97) | (14.21) | (31.35) | (21.89)

LSDOrtam: 12-58***, LSDEkspIant: 7. 95***1 I—SDOrtameksplant: 25.16***

Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez icerisinde verilmistir.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayri harfler ile gdsterilmistir.

Kontrol ortam1 BBD igermeyen MS ortamidir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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Pusan ¢esidinde kok olusum oranlari incelendiginde, yine kontrol grubunun
bogum eksplantlarinin  tamamimin  koklendigi  goriilmektedir.  Eksplant
ortalamalarinda en yiiksek kok olusumu bogum ve bogum arasi eksplantlarinda
sirastyla %48.54 ve %49.03 ile olmustur. Besin ortami ortalamalarinda ise 1.0 mg/I
2,4-D igeren 9 numarali besin ortaminda %51.28 ile en yiiksek oranda koklenme

saglanmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. In vitro rejenerasyon denemeleri sonucunda Pusan ¢esidinde kok olusturan eksplant
oranlari (%)

Ort
rtam Eksplant BBD

Bogum
arasi

NO BBD (mg/l) Yaprak | Petal Bogum Ortalamasi

0.001 0.001 | 75.00bd | 90.00ab | 41.30 BC

1 | Kinetin 1)+ NAAQS) | 0.00) | (0.00) | (68.79) | (80.70) | (37.42)

0.001 0.001 | 80.00ac | 90.00ab | 42.55AC

2 | Kinetin (2) * NAAQS) | 500) | (0.00) | (7107) | (80.70) | (37.99)

507kl | 0001 | 0001 | 000l 134 E
3 | BRgiLgl ©3 (5.04) | (0.00) | (0.00) | (0.00) (1.33)
507kl | 0001 | 0001 | 000l 134E
4 |BAPR)+NAAQS) | “g0n | (0.00) | (000) | (0.00) (1.33)

0.001 0.001 0.001 30.02 gj 758 E

5 |BAP (1) +2,4-D (1) (0.00) | (0.00) | (0.00) | (28.96) (7.31)

0.001 0.001 0.001 25.05 hk 6.33E

6 |BAP (1) +24-D(2) ©0.00 | (000) | 000) | (2402) | (6.08)

10.05jl 0.001 | 80.00ac | 95.00ab | 46.28 AB

7 |Kinetin()+24-D() | “99g) | (0.00) | (72.88) | (8441) | (41.84)

0.001 0.001 | 60.00ce | 75.00bd | 33.80CD

8 |Kinetin()+24D(2) | ©500) | 0.00) | (5650 | (69.17) | (31.46)

30.05gj | 0.001 | 90.00ab | 85.00ab 51.28 A

9 24-D(D) (27.05) | (0.00) | (80.70) | (76.98) | (46.20)

0.001 0.001 | 100.00 a 0.001 25.07D

10 | Kontrol (0.00) | (0.00) | (88.13) | (0.00) | (22.10)

508B | 0.00B | 4854A | 49.03A
Eksplant Ortalamas: @77 | (000) | (4388) | (4452

LSDOrtam : 9-49***, LSDEkspIant: 6-00***1 I—SDOrtameksplant: 18.98***

Agc1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez icerisinde verilmistir.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayr1 harfler ile gosterilmistir.

Kontrol ortami BBD i¢cermeyen MS ortamidir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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Farklt BBD’lerin bulundugu 10 farkli besin ortaminda bitkilerin kdklenme

oranlart ile gesit, ortam ve eksplant arasindaki interaksiyonlar incelendiginde

(Cizelge 4.9), ¢esit bazinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik ¢ikmamaistir.

Cesit*Ortam interaksiyonunda ise 1.0 mg/l kinetin+2.0 mg/l 2,4-D igeren 8

numarali besin ortamindan %63.75 ile en yiiksek koklenme elde edilmistir (Cizelge

4.12).

Cizelge 4.12. In vitro rejenerasyon denemeleri sonucunda kok olusturan eksplant oranlari (%)

Ortan Cesit Cesit*Ortam*Eksplant Cesit*Ortam Cesit
NO BBD (mg/l) Yaprak 82::( Bogum | DOEU™
1 | Kinetin + NAA (1.0 +0.5) 2(52'2%2)“ %1540;6‘)1 %1540;6‘)1 “(igéf)h 25.03 EF (24.12)
2 | Kinetin + NAA (2.0 + 0.5) zézsi;;‘ ?00330') }1540279‘)‘ 4(?130?1;; 20.67 F (20.00)
3 | BAP+NAA(L0+05) ?d%)o; ?d%)ol) ?0'%’0; %%30') 0.00 G (0.00)
4 | BAP+NAA(20+05) ?d?(?o; ?d?(?ol) ?d?go; ?d%)ol) 0.00 G (0.00)
5 | BAP+24-D(L0+10) \ ?o'?c?o; ?d.oc?ol) ?d?c?o; ?6%)0') 0.00 G (0.00) 23A55
6 | BAP+24-D(L0+20) 5(2(7]0")' ?d?c?ol) ?d%)o; ?6%)0; 134G (133) | (21.85)
7 | Kinetin +2,4-D (1.0 +1.0) Z(gé)%g)k gfggg‘ 88'20_(;8; 7(%'8_(1%‘1 53.76 AB (49.25)
8 | Kinetin +2,4-D (1.0 +2.0) e(gsoc;g)e 5(2'10_25"'; B(gé’%g)b 5(210(;50'; 63.75 A (58.76)
et e R B o
10 Kontrol ?d?(?o; ?d?c?ol) 1(%%3%)& ?69(?0; 25.07 EF (22.10)
1 | Kinetin + NAA (1.0 + 0.5) ?d?(?o; ?d?(?ol) 7&@%{’ g(gg(;g)b 41.30 CD (37.42)
2 | Kinetin + NAA (2.0 + 0.5) ?6980; ?d?(?ol) 8810%73)0 9((;8(;81)[) 42,55 CD (37.99)
3 | BAP+NAA(L0+05) %’g 4k)' ?69(?0; ?d?(?o; ?69(?0; 0.00 G (0.00)
4 | BAP+NAA(20+05) 5@_% 4")' ?d%)ol) ?d?(?o; ?(5%)0; 134G (133)
5 | BAP+24-D(L0+10) e ?(5%00; ?d?(?ol) ?d%’(); ?E%)Sg)‘ 7.58 G (7.31) 25A69
6 | BAP+24-D(L0+20) 0.001 0.001 | 0001 25050k | 5435 608 | (2331)
©000) | (000 | (0.00) | (24.02)
7 | Kinetin +2,4-D (1.0 + 1.0) 1(%%55' ?69(?0; ss((;.zqg%c 9(58235;) 46.28 BC (41.84)
8 | Kinetin +2,4-D (1.0 + 2.0) ?d?(?o; ?d?(?ol) G?S.ggge 7(%'33%‘1 33.80 DE (31.46)
9 2,4-D (L0) igfgé’)j ?dF)(?ol) 9(%'328;’ 8(57'60_23)[) 51.28 BC(46.20)
10 Kontrol ((’6980'3 (()6(.)805 1&%9&f (()6(.)80% 25.07 EF (22.10)

LSDOrlam:7-84***, LSDEkspIanl:4-95***, LSDCesit:O-Dw LSDOrtameksplam:ls-68***y
LSDOnamee;it:ll-OS***vLSDEksplan!xCe$i!:7-01***y I—SDOrmmeksplameesiL:22-17***

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez i¢erisinde verilmistir.
Grup ortalamalart arasindaki farkliliklar ayr1 harfler ile gosterilmistir.
Kontrol ortami BBD igermeyen MS ortamudir.
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Sekil 4.8. Bogum (solda) ve yaprak (sagda) eksplantlarinda rhizogenesis

Sekil 4.9. MW ¢esidi yaprak eksplantinda 1.0 mg/l 2,4-D igeren 9 numarali besin ortaminda
koklenme (8 hafta sonra)
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4.2 In Vitro Fiziksel Mutagen Uygulamasina Ait Bulgular

Kasimpat1 c¢esitlerinin dort farkli eksplantinda farkli gama 1s1mn1 dozlari
uygulanmistir. Dilsi ¢icek eksplantlarinda 1sinlamalarin ardindan meydana gelen
enfeksiyonlar nedeniyle rejenerasyon saglanamamistir. 10 farkli dozda gama isin1
uygulanan yaprak, bogum ve bogum arasi eksplantlarinda ise 1s1nlama sonrasi canli
eksplant oran1 (%), gelisen eksplant orani (%) ve eksplant basina diisen siirgiin
sayis1 gibi parametreler degerlendirilmistir. Gama 1sinlamalar1 kapsaminda canli
eksplant oranlarina ait gorseller Sekil 4.10, 4.11 ve 4.12°de ve istatistiki veriler

Cizelge 4.13, 4.14 ve 4.15° de sunulmustur.

Sekil 4.10. MW ¢esidinin bogum eksplantlarinda farkli gama 111 dozlarinin rejenerasyon iizerine
etkisi

Sekil 4.11. MW c¢esidinin bogum aras1 eksplantlarinda farkli gama 111 dozlarinin rejenerasyon
iizerine etkisi
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Sekil 4.12. MW ¢esidinin yaprak eksplantlarinda farkli gama 1sin1 dozlarinin rejenerasyon iizerine
etkisi

Cizelge 4.13’e bakildiginda MW kasimpati ¢esidinde gama 1sinlamalari
ardindan en yiiksek canlilik, 151n uygulanmayan kontrol grubunda bogum ve bogum
aras1 eksplantlarinda sirasiyla %100.00 ve %93.33 olarak ve 10 Gy ile 1sinlanan
bogum ve bogum arasi eksplantlarinda ise %100.00 olarak tespit edilmistir. Gama
1511 dozu ortalamalarinda yine kontrol ve 10 Gy’de en yiiksek canli eksplant
oranlari elde edilmistir (sirastyla %88.88 ve % 84.44). Eksplant ortalamalarinda ise
%41.21 ile bogum eksplanti 6ne ¢ikmistir. Yaprak eksplantlarinda 30 Gy ve
tizerinde, bogum eksplantlarinda 60 Gy ve 90 Gy dozlarinda, bogum arasi
eksplantlarinda ise 40 Gy ve iizerinde canli eksplant elde edilememistir. (Cizelge

4.13).
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Cizelge 4.13. Gama 1ginlamalar1 sonrast MW ¢esidinde canli eksplant orani (%)

Eksplant
Gama Isim Dozu -
o Bogum Gy Ortalama
(Gy) Yaprak | Bogum arasi
0 (Kontrol) 73.33Db 100.00 a 93.33a
(67.80) (88.13) (83.30) 88.88 A (79.74)
10 53.33 ¢ 100.00 a 100.00 a
(50.92) (88.13) (88.13) 84.44 A (75.73)
20 13.33 ef 76,66 b 33.33d
(13.27) (70.60) (32.71) 41.11 B (38.86)
30 0.00 k 73.33 bc 10.00 eg
(0.00) (67.93) (9.99) 27.77 C (26.00)
40 0.00 k 73.33 bc 0.00 k
(0.00) (67.93) (0.00) 24.44 C (22.71)
50 0.00 k 3.33 jk 0.00 k
(0.00) (3.39) (0.00) 1.11 DE (1.19)
60 0.00 k 0.00 k 0.00 k
(0.00) (0.00) (0.00) 0.00 E (0.00)
70 0.00 k 16.66 g1 0.00 k
(0.00) (16.51) (0.00) 5.55 D (5.57)
80 0.00 k 3.33 jk 0.00 k
(0.00) (3.39) (0.00) 1.11 DE (1.19)
90 0.00 k 0.00 k 0.00 k
(0.00) (0.00) (0.00) 0.00 E (0.00)
100 0.00 k 6.66 1k 0.00 k
(0.00) (6.68) (0.00) 2.22 DE (2.29)
12.72 C 4121 A 2151 B
Eksplant Ortalamasi (12.07) (37.53) (19.53)
LSDuygutama:5.18***, LSDeksplant:2.70***, LSDuygulamaxgksplant:8.97***
Agc1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez icerisinde verilmistir.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayri harfler ile gosterilmistir.
Kontrol ortami BBD i¢cermeyen MS ortamudir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Gama

eksplantlarinda canli eksplant oranlarina ait gorseller Sekil 4.13’de sunulmustur.

1sinlamalari

kapsaminda

Pusan kasimpati

¢esidinin  farkl
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Sekil 4.13. Pusan ¢esidinde a) bogum, b) bogum aras1 ve c) yaprak eksplantlarinda farkli gama 151n1
dozlarinda rejenerasyon durumlari

Pusan kasimpati ¢esidinde gama 1s1nlamalari ardindan en yiiksek canlilik, 151
uygulanmayan kontrol grubunun bogum eksplantinda %100.00 olarak elde
edilmistir. Gama 1511 dozu ortalamalarinda en yiiksek canli eksplant oran1 %63.33
ile kontrol grubunda gézlenmistir ve 10 Gy ve 20 Gy dozlar1 bunu takip etmistir.
Eksplant ortalamalarinda ise %29.39 ile bogum eksplanti en 1yi canli eksplant
oranin veren eksplant olmustur. Pusan kasimpati ¢esidinin yaprak eksplantinda 20
Gy ve lizerinde, bogum aras1 eksplantinda 30 Gy ve iizerinde, bogum eksplantinda

ise 40 Gy ve iizerinde canli eksplant gézlenmemistir (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14. Gama 1ginlamalar1 sonrasi Pusan ¢esidinde canli eksplant oran1 (%)

Eksplant
Gama Isim1 Dozu
- Bogum Gy Ortalama
(Gy) Yaprak | Bogum arasi
26.66 fg | 100.00a | 63.33cd
0 (Kontrol) (26.33) (88.13) (59.04) 63.33 A (57.83)
13.33 ef 50.00 e 63.33 cd
10 (1327) | (4733) | (5955) | %4222B(40.05)
0.00 k 96.66 a 20.00 gh
20 0.00) | (8572) | (19.65) | °88B(3519)
0.00 k 76.66 b 0.00 k
30 (0.00) | (70.34) | (0.00) 255C (23.51)
0.00 k 0.00 k 0.00 k
40 0.00) | (000) | (0.00) 0.00 D (0.00)
0.00 k 0.00 k 0.00k
50 (0.00) | (0.00) | (0.00) 0.00 D (0.00)
0.00 k 0.00 k 0.00 k
o (0.00) | (0.00) | (0.00) - 08
0.00 k 0.00 k 0.00 k
70 (0.00) | (0.00) | (0.00) 0.00850-00)
0.00 k 0.00 k 0.00 k
80 (0.00) | (0.00) | (0.00) BP0
0.00 k 0.00 k 0.00 k
%0 (0.00) | (0.00) | (0.00) o D (0
0.00 k 0.00 k 0.00 k
100 (0.00) (0.00) (0.00) 0.00 D (0.00)
Eksplant 3.63C 29.39 A 13.33B
Ortalamasi (3.68) (26.56) (12.64)
LSDuygulama: 7.50***, LSDeksplant:3.92***, LSDuygulamaxeksplant:13.00***
Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez igerisinde verilmistir.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayri harfler ile gosterilmistir.
Kontrol ortami BBD igermeyen MS ortamidir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Farkli gama 151n1 dozlari ile 1gilanan eksplantlarin canlilik oranlart (%) ile
cesit, uygulama ve eksplant arasindaki interaksiyonlar incelendiginde (Cizelge
4.15), cesit bazinda MW’ye ait degeler arasindaki farklilik istatistiksel olarak
onemli bulunmustur ve %25.15 ile en yiiksek canlilik orani saptanmistir.
Cesit*Uygulama interaksiyonunda ise 0 ve 10 Gy ismnlamalarinda en yiiksek

canlilik oranlar1 tespit edilmistir.



Cizelge 4.15. Gama 1ginlamalar1 sonrasi canli eksplant oranlart (%)
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Gama Cesit*Uygulama*Eksplant
Isim1 Dozu | Cesit Yaprak | Bogum Bogum | Cesit*Uygulama Cesit
(Gy) p ogu Arasi
0 (Kontrol) 273;0? 1(%%2%)61 ?5331?0? B8.88 A (19.74)
o | [EETEETES
” 1&333 7e)f z%ﬁgol; 5("3?23?1‘; 41.11 C (38.86)
> | [T e o
” 000k | 7333bc | 0.00k | o)1 p 9077
MW (0.00) (67.93) (0.00) 25.15 A (23.04)
” 0.00 k 3.33 jk 0.00 k 1.11E (1.19)
(0.00) (3.39) (0.00)
o (()b(.)(())ol; (()b(.)c())ol; ‘()6980'; 0.00 E (0.00)
- (()6(.)80|; 1&62 1&’)1 (()d(.)(())ol; 5.55 E (5.57)
» (()6(.)80‘; 3('52 é; [()6(.)(())0|; 1.11E (1.19)
" (()b(.)(())ol; (()b(.)c())ol; ‘()6980'; 0.00 E (0.00)
100 (()6(_)80'; 6(6628%‘ ?6?80'; 222 E (7.43)
5 Z(géig ;)g 1(%%-2%)& 6(%5%:)“ 63.33 B (57.83)
r 1&332 7E)f ?2%???3'; Gég’?ég;’ 42.22 C (40.05)
- (()6(.)80|; ?8656%‘ 28-3%%“ 38.88 C (35.15)
" (()6(.)80|; Z?(f&? (()d(.)(())ol; 2555 D (23.51)
0 (()6(.)80|§ (()6(.)80|§ (()6(.)80'; 0.00 E (0.00)
50 PUSAN (()6(_)80'; (()6(_)80'; ((’6980'; 0.00E (0.00) | 15.45 B (14.29)
" (()6(.)80|; (()6(.)80|; ?6980'; 0.00 E (0.00)
” (()6(.)80|§ (()6(.)80|§ (()6(.)80'; 0.00 E (0.00)
" (()6(.)80|; (()6(.)80|; ?6980'; 0.00 E (0.00)
o0 (()6(.)80|; (()6(.)80|; ?6980'; 0.00 E (0.00)
o (()6(.)80|§ (()6(.)80|§ (()6(.)80'; 0.00 E (0.00)

LSDuygulama:4.51***, LSDeksplant:2.35***, LSDesit:1.92***, LSDuygulamaxeksplant: 7.82***,

LSDUygu]amach$it:6.39 ***,LSD Eksplanthcsit:o.D,, LSDUygulamaxEksplanthc§h:11.06***
Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez igerisinde verilmigtir.

Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayr harfler ile gosterilmistir.

Kontrol ortami BBD i¢cermeyen MS ortamudir.
0.D.:Onemli degil
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001




Gama 1g1nlamalart ardindan canli kalan bazi eksplantlar biiyiimelerine devam
ederken, bazilar1 gelisme gdostermemislerdir. Cizelge 4.16, 4.17 ve 4.18’de gama
isinlamalart ardindan gelisen eksplant oranlar1 sunulmustur. MW c¢esidine
bakildiginda 10 Gy ile 1sinlanan ve canlilik gdsteren bogum ve bogum arasi
eksplantlari sirasiyla %100.00 ve %93.33 oranlarinda gelisim gostererek en yiiksek
gelisim gosteren eksplantlar olmustur. Gama 15111 dozu uygulamalarinda ise gelisim
gosteren eksplantlarin ortalamalar1 en yiiksek 10 Gy ile 1smnlananlarda tespit

edilmistir. Eksplant ortalamalarinda ise bogum eksplanti 1sinlamalarin ardindan en
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fazla gelisen eksplant tiirii olmustur (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Gama 1g1nlamalar1 sonrast MW c¢esidinde gelisen eksplant oran1 (%)

Gama Isim Dozu EksglEt Bod Gv ortalama
(Gy) Yaprak Bogum osum y
arasli
73.33¢C 83.33b 60.00 d
0 (Kontrol) (67.80) (75.68) (56.38) 72.22 B (66.62)
40.00 e 100.00 a 93.33a
10 (30.00) | (88.13) | (8330) | (777A(7014)
6,70 f 76.66 bc 6,70 f
20 (6.68) (70.60) (6.68) 30.02 C (27.99)
0.00 f 63.33d 6,70 f
30 (0.00) (59.55) (6.68) 23.37 D (22.11)
0.00 f 73.33 ¢ 0.00 f
40 (0.00) (67.93) (0.00) 2451 D (22.71)
0.00 f 0.00 f 0.00 f
S0 0.00) | (0.00) | (0.00) 0.00 € (0.00)
0.00 f 0.00f 0.00 f
60 000) | (000) | (0.00) 0.00 & (0.00)
0.00 f 0.00 f 0.00 f
70 0.00) | (0.00) | (0.00) 0.00 € (0.00)
0.00 f 0.00f 0.00 f
80 000) | (000) | (0.00) 0.00 & (0.00)
0.00 f 0.00 f 0.00 f
%0 0.00) | (0.00) | (0.00) 0.00 & (0.00)
0.00 f 0.00f 0.00 f
100 (0.00) (0.00) (0.00) 0.00 E (0.00)
Eksplant 10.98 C 36.11 A 15.22
Ortalamast (1039) | (32.95) | (13.97) 0.00 E (0.00)
LSDuygulama:5.17***, LSDekspiant:2.70***, LSDuyguiamaxeksplant:8.96***
Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez igerisinde verilmistir.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayri harfler ile gdsterilmistir.
Kontrol ortam1 BBD igermeyen MS ortamidir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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Pusan ¢esidine ait veriler incelendiginde, isinlama yapilmayan kontrol
grubundaki bogum eksplantlar1 %96.66 oraninda gelisme ile en yiiksek gelisen
eksplant oranin1 vermistir. Gama 111 dozu uygulamalarinda ise gelisim gdsteren
eksplantlarin ortalamalar1 en yiiksek 1sinlanmayan kontrol grubunda tespit
edilmistir. Eksplant ortalamalarina gore ise bogum eksplanti iginlamalarin ardindan

en fazla gelisen eksplant tiirii olmustur (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Gama 1ginlamalar1 sonrast Pusan ¢esidinde gelisen eksplant orant (%)

Gama Isim1 Dozu Eksplant 5
o Vaprak Bogum B;)rgal;? Gy ortalama
0 (Kontrol) 1?5958;3 f E()gf?z? :())géc.)gé)j 4536 A (LTE)
b ?d(.)c())o; 4(%-3% g)d ?féc_’go‘; 30.03 B (28.89)
2 ?69(?0; 5(3?;’330? %fggl‘; 33.37 B (30.63)
> ?d(.)c())o; ?ff&; ?69(?0; 15.62 C (14.91)
r ?6980; ?d(.)(;)o; ?d(.)(;)o; 0.00 D (0.00)
50 ?d(.)c())o; ?6(.)(?0; ?69(?0; 0.00 D (0.00)
50 ?69(())0; ?6(.)80; ?(-)980‘; 0.00 D (0.00)
0 ?69(?0; ?69(?0; ?69(?0; 0.00 D (0.00)
50 ?d?c?o; ?d(.)c())o; ?d(.)c())o; 0.00 D (0.00)
% ?69(?0; ?69(?0; ?69(?0; 0.00 D (0.00)
100 ?d?c?o; ?d(.)c())o; ?d(.)c())o; 0.00 D (0.00)
Eksplant Ortalamasi %008933 2(323(2)5? ?8822?

LSDuygulama: 7.00***, LSDekspiant:3.66***, LSDuygulamaxeksplant:12.14***

Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez igerisinde verilmistir.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayr1 harfler ile gosterilmistir.

Kontrol ortam1 BBD igermeyen MS ortamidir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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Farkli gama 1sin1 dozlari ile 1sinlanan eksplantlarin gelisme oranlari (%) ile

cesit, uygulama ve eksplant arasindaki interaksiyonlar incelendiginde (Cizelge

4.18), cesit bazinda MW istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur ve %20.77 ile en

yiiksek canlilik oranin1 vermistir. Cesit*Uygulama interaksiyonunda ise 0 ve 10 Gy

1sinlamalarinda en yiiksek gelisen eksplant oranlari sirastyla %72.22 ve %77.77

olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.18. Gama 1g1nlamalar1 sonrasi gelisen eksplant oranlar1 (%)

Gama Isim Dozu

Cesit*Uygulama*Eksplant

(Gy) Cesit vaprak Bogum B:g;;ln Cesit*Uygulama Cesit
0 (Kontrol) 73.33 ¢d (67.80) 8(3753%% ‘igggse)f 72.22 A (66.62)

10 40.00 gh (39.00) 1(%%2%)& 9(3833358;’ 77.77 A (70.14)

20 6,70 1j (6.68) fo&? ?6735 30.02 CD (27.99)

30 0.00j (0.00) %9335’;’)'3 ?67253‘; 2337 E (22.11)

40 0.00 (0.00) 7(3673?55)‘1 ?d%)og 24.51 DE (22.71)

50 M 0.00 (0.00) ?0'%’0% ?0'9(?0% 0.00 G (0.00) 20.77 A (19.10)
60 0.00 (0.00) ?6980% ?6980% 0.00 G (0.00)

70 0.00 (0.00) ?d?go% ?d?go% 0.00 G (0.00)

80 0.00j (0.00) ?d%)o% ?d%)o% 0.00 G (0.00)

9 0.00 (0.00) ?d%)o% ?d%)o% 0.00 G (0.00)

100 0.00 (0.00) ?6980% ?6980% 0.00 G (0.00)

0 10.031] (9.98) ?8656;52‘3‘ ?gé‘g)‘ 45.56 B (41.75)

10 0.00 (0.00) “(%'ggsg)h iﬂggg)g 30.03 CD (28.89)

20 0.00 (0.00) 8(37"52(?; (1166_75?13 33.37 C (30.63)

30 0.00 (0.00) ‘(‘ffg[f)’ ?OO(?OJ) 15.62 F (14.91)

40 0.00 (0.00) ?d?(?oj) ?d?(?oj) 0.00 G (0.00)

50 PUSAN | 0.00j (0.00) ?d?(?og ?d?(?og 0.00 G (0.00) 11.39 B (10.62)
60 0.00 j (0.00) ?d?(?o% ?d?(?o% 0.00 G (0.00)

70 0.00 (0.00) ?6980% ?6980% 0.00 G (0.00)

80 0.00 (0.00) ?d?(?og ?d?(?og 0.00 G (0.00)

90 0.00 (0.00) ?d?(?og ?d?(?og 0.00 G (0.00)

100 0.00j (0.00) ?d(.)ooo% ?d(.)ooo% 0.00 G (0.00)

0.D.:Onemli degil

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

I:SDUyguIama:4-31***1 I—SDEksplant:z-ZS***y LSDCe§i1:1-84***1 I—SDUyguIamaxEksplam:7-47***y LSDUygulamaxCe5i1:6-10 ***1LSDEksp]amee5it:
0.D., LSDuygulamaxEksplantxcesit: 10.57%**

Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez igerisinde verilmistir.

Grup ortalamalari arasindaki farkliliklar ayr harfler ile gosterilmistir.

Kontrol ortami BBD igermeyen MS ortamudir.
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MW ¢esidinde gama 1ginlamalar1 ardindan eksplant basima diisen siirglin
sayist, 1s1n uygulanmayan kontrol grubunun yaprak eksplantinda 10.53 adet olarak
tespit edilmistir. Gama 1511 dozu ortalamalarinda en yiiksek eksplant basina diisen
siirgiin sayis1 6.54 adet ile yine kontrol grubundan elde edilmistir. 10 Gy ve 20 Gy
dozlart bunu takip etmistir. Eksplant ortalamalarindaki fark ise istatistiksel olarak

onemsiz ¢cikmistir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Gama 1ginlamalari sonrast MW ¢esidinde eksplant bagina diisen siirgiin sayisi (adet)

Gama Isim Dozu Eksplant Bod Gy ortalama
(Gy) Yaprak | Bogum osum
arasi
10.53 a 2.86 ef 6.23 b
0 (Kontrol) (3.03) (1.75) (2.52) 6.54 A (2.44)
4.26 cd 3.36 de 490c
10 213) | (192 | (2.26) 4178 (2.10)
2.86 ef 2.90 ef 2.66 ef
20 14a) | (@75) | (169) 2.81C(1.62)
0.00 h 2.16 ef 1.70 fg
30 0000 | (150) | (112) 1.32D(0.90)
0.00 h 2.96 df 0.00 h
40 (0.00) | (179) | (0.00) 1.05D (0.66)
0.00 h 0.40 gh 0.00 h
50 (0.00) (0.36) (0.00) 0.20 E (18.66)
0.00 h 0.00 h 0.00 h
60 000) | (000) | (0.00) 0.00  (0.00)
0.00h 0.70 gh 0.00h
70 (0.00) (0.62) (0.00) 0.30 E (27.35)
0.00 h 0.40 gh 0.00 h
80 (0.00) (0.36) (0.00) 0.20 E (18.66)
0.00 h 0.00h 0.00h
%0 (0.00) | (0.00) | (0.00) 0.00 E (0.00)
0.00 h 0.70 gh 0.00 h
100 (0.00) (0.62) (0.00) 0.30 E (27.35)
1.67 A 151 A 147 A
Eksplant Ortalamasi (0.67) (0.99) (0.75)
LSDuygulama:0.75***, LSDEkspIant:o-D-, LSDuygulamaxeksplant:1.30***
Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez icerisinde verilmistir.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayr1 harfler ile gosterilmistir.
Kontrol ortam1 BBD igermeyen MS ortamidir.
0.D.:Onemli degil
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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Pusan ¢esidinde gama 1sinlamalar1 ardindan eksplant bagina diisen siirgiin
sayist, 151n uygulanmayan kontrol grubunun bogum eksplantinda 6.13 adet olarak
tespit edilmistir. Gama 15111 dozu ortalamalarinda en yiiksek eksplant basina diisen
siirgiin sayis1 4.31 adet ile yine kontrol grubundan elde edilmistir. Eksplant
ortalamalarinda ise siirgiin sayilart bogum ve bogum arasi eksplantlarinda sirasiyla
1.52 ve 1.14 adet olarak tespit edilmis ve farklar istatistiksel olarak 6nemli

bulunmustur (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20. Gama 1ginlamalari sonrast Pusan ¢esidinde eksplant bagina diisen siirgiin sayisi (adet)

Eksplant
Gama Isim1 Dozu
5 Gy ortalama
(Gy) Yaprak | Bogum Bogum y
arasi
2.70 de 6.13a 4.10 bc
0 (Kontrol) (1.70) (2.51) (1.89) 4.31 A (2.03)
183e 3.86 bd 4.93 ab
10 132) | (02) | (229 38" (1.58)
0.00 f 3.23 cd 2.80 de
20 (0.00) | (1.88) | (144 207
0.09 f 2.83 de 0.00 f
30 000) | (173) | (0.00) s P 05
0.00 f 0.00 f 0.09 f
40 (0.00) | (0.00) | (0.00) 0.0013R.00)
0.09 f 0.09 f 0.00f
50 (0.00) | (000) | (0.00) 0.00 £ (0.00)
0.00 f 0.00 f 0.09 f
60 (0.00) | (000) | (0.00) 0.00 & (0.00)
0.00f 0.09 f 0.00f
70 (0.00) | (000) | (0.00) 0.00  (0.00)
0.09 f 0.00 f 0.09 f
80 (0.00) | (000) | (0.00) 0.00 & (0.00)
0.00f 0.09 f 0.00f
%0 (0.00) | (000) | (0.00) 0.00  (0.00)
0.09 f 0.00 f 0.00 f
100 (0.00) (0.00) (0.00) 0.00 E (0.00)
049B 152 A 114 A
Eksplant Ortalamasi (0.35) (0.80) (0.58)
LSDuygulama:0.73***, LSDeksplant:0.38***, LSDuyguiamaxeksplant:1.26***
Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez icerisinde verilmistir.
Grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ayr1 harfler ile gdsterilmistir.
Kontrol ortami BBD i¢cermeyen MS ortamidir.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Farkli gama 1511 dozlar ile 1sinlanan eksplantlarin eksplant basina diisen

stirglin sayilar1 (adet) ile ¢esit, uygulama ve eksplant arasindaki interaksiyonlar
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incelendiginde cesit bazinda MW istatistiksel olarak dnemli bulunmustur ve 1.55
adet ile en yliksek slirgiin sayisini vermistir. Cesit*Uygulama interaksiyonunda ise

kontrol grubu 6.54 adet ile en yiiksek siirgiin sayisin1 vermistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. Gama 1ginlamalar1 sonrast eksplant bagina diigen siirgiin sayilari (adet)

Cesit*Uygulama*Eksplant
Gama Isim Cesit Ny Bogum Cesit*Uygulama Cesit
Dozu (Gy) Yaprak Bogum Arasi

10.53 a 2.86 f1 6.23b
0 (Kontrol) 3.03) | 175) | (252
4.26 de 3.36¢h 4.90cd
10 213) | (192) | (226 4.17 BC (2.10)
2.86 fi 2.90 fi 2.66 g1
(1.44) (1.75) (1.69)
0.00 k 2.16 1 1.70
(0.00) (1.50) (1.12)
0.00 k 2.96 fi 0.00 k

40 1.05 F (0.66)
MW (0.00) (1.79) (0.00)

6.54 A (2.44)

20 2.81D (1.62)

30 1.32 EF (0.90)

50 0.00 k 0.40 k 0.00 k 020H (018) 1.55 A (0.80)
(0.00) (0.36) (0.00) : -
0.00 k 0.00 k 0.00 k
(0.00) (0.00) (0.00)
000k | 070jk | 0.00k
(0.00) (0.62) (0.00)
0.00 k 0.40 k 0.00 k
% 0.00) | (0.36) | (0.00) 0.20H (0.18)

0.00 k 0.00 k 0.00 k

60 0.00 H (0.00)

70 0.30 GH (0.27)

. o | | G 0.00 H (0.00)
00 (()b(.)c())ol; (207 g 21')< ((’6?80'; 0.30 GH (0.27)
o S [ T e
" 151-8'321; 3(.;3'% g)g 4(3355)" 3.54 CD (1.88)
2 0.00k | 3.23eh | 280 2.04 E (1.14)

(0.00) (1.88) (1.44)

000k | 283fi | 000K
30 ©00) | (173) | (0.00) LO1FG (064)

000k | 000k | 000K
40 ©0.00) | (0.00) | (0.00) 0.00 H (0.00)

000k | 000k | 000k
50 PUSAN | 0 00) 0.00) (0.00) 0.00 H (0.00) 1.05 B (0.58)

000k | 000k | 000k
60 ©0.00) | (0.00) | (0.00 0.00 H (0.00)

000k | 000k | 000K
0 ©0.00) | (0.00) | (0.00) 0.00 H (0.00)

000k | 000k | 000k
80 ©0.00) | (0.00) | (0.00 0.00 H (0.00)

000k | 000k | 000k
%0 ©0.00) | (0.00) | (0.00 0.00 H (0.00)

0.00 k 0.00 k 0.00 K
10 (0.00) (0.00) (0.00) 0.00 H (0.00)

LSDuygulama:0.52***, LSDeksplant:0.27**, LSDcesit:0.22***, LSDuygulamaxEksplant:0.90***,
L SDuygulamaxcesit:0. 73**, L SDEksplantxCesit:0.38***, LSDuUygulamaxEksplantxCesit: 1.2 7***

Ag1 transformasyonu sonrasi elde edilen degerler parantez igerisinde verilmistir.

Grup ortalamalari arasindaki farkliliklar ayr harfler ile gosterilmistir.

Kontrol ortam1 BBD igermeyen MS ortamudir.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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4.2.1 EMDsg belirleme ¢alismasina ait bulgular

eksplantlarinin 1s1nlamadan sonraki 60. giinlerinde siirgiin uzunluklar1 ve siirgiin

In vitro 1sinlamalarda rejenerasyon gosteren yaprak, bogum ve bogum arasi

sayilar1 Ol¢lilmistiir. Elde edilen verilerden kontrol grubuna goére %50 kisalma

saglayan doz (RDso) lineer regresyon analizi ile hesaplanarak her iki gesit i¢in de

EMDso belirlenmistir. MW ¢esidinin bogum eksplantlarinda etkili doz, siirgiin

uzunlugu verileri ile belirlenmis olup 24 Gy ¢ikmistir (Sekil 4.14). Pusan ¢esidinin

ise bogum eksplantlarinda etkili dozu, siirgiin sayisi verileri ile belirlenmis olup 22

Gy olarak belirlenmistir (Sekil 4.15).

SURGUN UZUNLUGU (Cm)

SURGUN UZUNLUGUNUN ARTAN ISINLAMA DOZLARINA GORE DEGIiSimi

SURGUN UZUNLUGU (*) = A +B DOZ(**)
1,01 =1,4582+ (-0,0184). EMD
-0,4482 = (-0,0184) EMD

EMD = 24,35 Gray
) %75 GUVENILIR
_____ o * LDsy'nin bulunabilmesi i¢in kontrol grubu
1 y } Strgun Uzunlugununn %50'si (2,02/2)

**¥ Efkili Mutasyon Dozu (EMD)

y =-0,0184x+ 1,4582
R2=1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
DOZLAR (Gray)

Sekil 4.14. MW ¢esidinde siirgiin uzunlugunun artan 1sinlama dozlarina gore degisimi
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SURGUN SAYISININ ARTAN ISINLAMA DOZLARINA GORE DEGisiMi

SURGUN SAYISI (*) = A +B DOZ(**)
3,065=4,3423 + (-0,057). EMD

-1,2773 = (-0,057) EMD

EMD = 22,41 Gray

5 %73 GUVENILIR
*  LDsg'nin bulunabilmesi 1¢in kontrol grubu Strgtn Sayisimn %50's1 (6,13/2)
a ** Etkili Mutasyon Dozu (EMD)

y=-0,057x+ 4,3423
RZ=1

SURGUN SAYISI (Adet)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100
DOZLAR (Gray)

Sekil 4.15. Pusan ¢esidinde siirgiin sayisinin artan 1simnlama dozlarina gore degisimi

4.3EMDs ile Yapilan Isinlamalar ve Mutant Bireylerin Eldesine Ait

Bulgular

MW ve Pusan ¢esitlerinin bogum eksplantlar1 1000’er eksplant olacak sekilde
sirastyla 24 Gy ve 22 Gy dozlarinda gama kaynagi (Co®) ile ismlanmustir.
Isinlanmis materyaller rejenerasyon calismalarinda belirlenen etkili protokole (2.0
mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA ile gii¢lendirilmis) gore hazirlanan MS bazal besi
yerinin bulundugu kiiltiir kaplarina dikilmistir. Rejenerasyon saglanan
eksplantlarda M1V1-M1V4 dénemi boyunca alt kiiltiire alma ¢alismalar ylritiilmiis
olup toplamda 18.000 bitki kimliklendirilerek ¢cogaltilmistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17
ve Sekil 4.18). In vitro kosullarda koklenen mutant bitkilerin tamaminin

aklimatizasyonu saglanarak dis kosullarda ¢iceklenmek iizere dikimleri yapilmistir.
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Sekil 4.16. In vitro kosullardaki mutant kasimpati bitkileri (farkli boylardaki ve/veya albino mutant
in vitro bitkicikler)

Sekil 4.17. In vitro kosullardaki mutant bitkiler ve yapraklarda meydana gelen sekil ve renk
degisimleri
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Sekil 4.18. Alt kiiltiir calismalar1 yapilan ve iklim odasinda tutulan mutant bitkiler

Tepki siiresi 8 hafta olan Pusan kasimpati ¢esidinde ilk ¢igeklenme 7. haftada
baslamis olup, %50 ¢iceklenme 8 ile 9. haftalar arasinda gerceklesirken, tim
bitkilerin ¢iceklenmesi 11. haftada tamamlanmistir (Sekil 4.19). Tepki stiresi 10
hafta olan MW kasimpati ¢esidinde ise ilk ¢iceklenme 9. haftada baslamis olup,
%50 ¢igceklenme 11. haftada gergeklesmis ve 13. haftada tiim bitkilerin

ciceklenmesi tamamlanmigtir (Sekil 4.20).



Sekil 4.20. MW mutanti kasimpati bitkilerinin ¢igeklenmesi (liretici serasi)
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Mutant bitki populasyonu arasinda gozle goriiliir farklilik meydana gelen
bitkiler, seradan sokiilerek gozlemleri yapilmis ve saksilara aktarilmistir. Pusan ve
MW mutantlarinda yapilan tek bitki gozlemi verileri Cizelge 4.22 ve Cizelge
4.23°de sunulmustur. Cizelge 4.22° de izlendigi gibi mutant bitkiler arasinda genis
bir varyasyon oldugu dikkat ¢ekmektedir. 36 adet MW mutantinin bitki boylari
incelendiginde; minimum 65 c¢m, maksimum 124 cm arasinda boy uzunlugunun
degistigi belirlenmis ve CV degeri %14.7 bulunmustur. Dal agirliklar1 66 g ile 571
g arasinda degisirken, toplam cicek sayis1 2 adet ile 46 adet arasinda farklilik
gostermistir. Cigek cap1 degeri ise 9 ile 16 cm arasinda degisirken, dilsi ¢igek
sayisinin da 180 ile 700 adet arasinda degistigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.22. MW mutant1 kasimpat1 bitkilerine ait bazi veriler

Ozellikler Minimum | Maksimum | Ortalama S:rt)crjﬁa (%/OV)
Bitki boyu (cm) 65.0 124.0 86.9 12.8 14.7
Cicek sap1 kalinhigi (mm) 4.8 9.1 6.8 1.1 16.2
Siirgiin sayisi/ bitki (adet) 1.0 9.0 4.2 1.9 45.2
Dal agirhg (g) 66.0 571.0 228.5 121.7 | 53.3
Toplam cicek sayisi (adet) 2.0 46.0 18.1 10.4 57.5
Yaprak sayisi/bitki (adet) 20.0 204.0 77.2 39.1 50.6
Yaprak uzunlugu (cm) 6.5 14.0 9.7 1.6 16.5
Yaprak genisligi (cm) 4.0 10.0 6.2 13 21.0
Yaprak sap1 uzunlugu (cm) 15 3.5 2.3 0.5 2.7
Cicek cap1 (cm) 9.0 16.0 12.2 1.7 13.9
Pedisel uzunlugu (cm) 6.0 106.0 0.6 235 39.2
Tiipsii cicek capi (cm) 04 15 1.6 0.2 12.5
Dilsi ¢ci¢ek boyu (cm) 3.5 7.2 4.9 0.9 18.4
Dilsi cicek cap1 (cm) 1.0 2.0 1.6 0.2 12.5
Dilsi ¢icek sayis1 (adet) 180.0 700.0 351.1 1160 33.0
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191 adet Pusan mutantinin bitki boylar1 incelendiginde ise (Cizelge 4.23)

minimum 21 cm, maksimum 112 cm boy uzunlugu tespit edilmis ve CV degeri

%22.3 bulunmustur. Dal agirliklar1 8.0 g ile 550.0 g arasinda, toplam ¢igek sayis1 1

adet ile 85 adet arasinda, ¢icek ¢ap1 0.5 cm ile 9.5 cm arasinda, dilsi ¢igek sayis1 10

adet ile 300 adet arasinda degistigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.23. Pusan mutant1 kasimpati bitkilerine ait bazi veriler

Ozellikler Minimum | Maksimum | Ortalama Se?;?ﬁa (CO:/OV)
Bitki boyu (cm) 21.0 112.0 73.4 164 | 22.3
Cicek sap1 kalinhgi (mm) 2.2 9.3 5.7 1.2 21.1
Siirgiin sayisi/bitki (adet) 1.0 8.0 2.3 15 65.2
Dal agirhg (g) 8.0 550.0 102.0 80.2 | 78.6
Toplam cicek sayisi1 (adet) 1,0 85.0 17.1 13.0 | 76.0
Yaprak sayisi/bitki (adet) 4.0 244.0 57.8 38.6 | 66.8
Yaprak uzunlugu (cm) 15 11.0 7.3 15 20.5
Yaprak genisligi (cm) 2.3 8.0 4.8 1.1 22.9
Yaprak sap1 uzunlugu(cm) 1.0 22.0 2.1 1.6 76.2
Cicek capi(cm) 0.5 9.5 6.7 1.2 17.9
Pedisel uzunlugu (cm) 0.5 28.0 8.3 3.8 45.8
Tiipsii cicek capi(cm) 0.6 2.0 14 0.3 21.4
Dilsi ¢ci¢ek boyu (cm) 1.3 4.5 2.8 0.6 20.0
Dilsi cicek capi(cm) 04 15 0.9 0.2 21.4
Dilsi cicek sayis1 (adet) 10.0 300.0 91.2 36.1 39.6
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Bitki Boyunun Genotipler Dilsi Cigek Sayisinin
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Sekil 4.21. Pusan mutantlarinin bazi bitkisel 6zelliklere goére dagilimi, a)bitki boyunun genotipler
arast dagilimi b)dilsi ¢icek sayisinin genotipler arasi dagilimi, c)toplam ¢igek sayisinin
genotipler arasi dagilimi, d)gicek renginin genotipler arasi dagilimi (1-pembe, 2-agik
pembe, 3-koyu pembe, 4-beyaz, 5-bej, 6-somon, 7-¢izgili)
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Sekil 4.22. Farkli renk ve sekillerdeki Pusan mutanti ¢igekler
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Sekil 4.25. Pusan mutanti kasimpati ¢igeklerinde meydana gelen renk ve sekil degisiklikleri
(bar=2cm)
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Beyaz dilsi ¢igeklere sahip MW kasimpati ¢esidinin mutantlarinda M1V4
generasyonunda %0.7 mutasyon frekansi ile sar1 dilsi ¢igek rengi, %0.1 mutasyon
frekans1 ile agik sar1 dilsi ¢igek rengi tespit edilmistir (Sekil 4.26). MiVs
generasyonunda ise %0.6 oraninda mutasyon frekansi ile sar1 dilsi ¢igek rengi tespit
edilmis olup, bu generasyonda agik sar1 dilsi ¢icek olusumu gézlenmemistir. Ayrica
%1,5 oraninda dilsi ¢igek deformasyonu, %5.3 oraninda dilsi ¢igekte kimera tespit
edilmistir. Mutant bitkilerde %2.0 oraninda kisa boy (<40cm), %6.5 oraninda uzun
boy (>80cm) tespit edilmistir. Ayrica %0.4 mutasyon frekansi ile biiyiik ¢igeklerin
(>14 cm), %1.5 ile de kiigiik ¢igeklerin meydana geldigi (<7 cm) belirlenmistir.

MW KONTROL

MW MUTANTLARI

Sekil 4.26. MW mutant1 kasimpati ¢igeklerinde meydana gelen renk ve sekil degisiklikleri
(bar=2cm)

Pembe dilsi ¢iceklere sahip Pusan kasimpati ¢esidinin mutantlarinda M1V4
generasyonunda alti1 farkli dilsi ¢igek rengi tespit edilmistir. Mutasyon frekanslari
acisindan incelendiginde; %1 acik pembe (12-2B), %1 koyu pembe (14-6B), %0.3
beyaz (13-1A), %0.2 bej (2-2A), %0.06 somon (5-5A) ve %0.3 oraninda ¢izgili
dilsi ¢igek degisimleri tespit edilmistir. “Methuen Hand Book of Colour” a gore kod
numaralar1 belirlenmis ve fotograflanmistir (Sekil 4.28). Ayrica %0.9 ince uzun
dilsi ¢igek, %0.7 dilsi ¢iceklerin kenarlar1 disa biikiilmiis (moderately convex)
(UPQV, 2023) mutant bitki not edilmistir. %3.0 oraninda eksik dilsi ¢igek, ve dilsi
cicek uclarinda catallasma gibi deformasyonlar da kaydedilmistir (Sekil 4.30).
Ayrica %0.03 mutasyon frekansiyla spatulate ve quilled (Sekil 7.27) dilsi gigek

olusumlar1 da ayn1 ¢igekte bir arada ya da farkl ¢igeklerde ayr1 ayr1 olmak iizere
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tespit edilmistir (Sekil 4.27). Dilsi ¢igceklerde %0.6 oraninda kimera gozlenirken,
baz1 ¢igek caplarinin kontrole goére ¢ok kiiglik (<4 cm) oldugu dikkat ¢ekmistir
(%4.4). Ayrica %2.5 mutasyon frekansi ile 40 cm’den kisa bitkiler, %15 mutasyon

frekansi ile 80 cm’den uzun mutant bitkiler tespit edilmistir.

1 2 3
ligulate incurved spatulate

4 5
funnel shaped

Sekil 4.27. Pusan mutanti kasimpati ¢igeklerinde olusan farkl dilsi ¢icek sekilleri a) spatulate ve
quilled dilsi gigekler ayni ¢igek tizerinde b) UPOV’ a gore dilsi ¢igek sekilleri ¢) quilled
dilsi ¢igekler d) ligulate, spatulate ve quilled dilsi ¢igekler ayni ¢igek tizerinde

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Sekil 4.28. Pusan mutanti kasimpati ¢igeklerinde olusan farkli ¢igek renkleri
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Sekil 4.29. Pusan mutanti1 kasimpati ¢i¢eklerinde meydana gelen degisimler

MW ve Pusan ¢esidine ait secilen mutant bitkilerde koruma ve ¢ogaltma
calismalar1 yapilmistir. Cogaltma calismalar1 bitkilerden celiklerin alinip
koklendirilmesinin ardindan araziye dikimi seklinde ytiriitiilmistiir. Ayrica dnemli
mutant dokularin muhafazasi ve ¢ogaltimi igin in vitro kosullarda kiiltiire alma
calismalar1 da yliritiilmistiir. Ticari kasimpat1 yetistiriciliginde 6nem arz eden
cicek sap1 uzunlugu, dal agirligi, bitki basina diisen ¢igek sayisi, ¢icek capi, tepki
stiresi gibi Ozellikler incelenerek yapilan Olgiimler sonucunda Pusan kasimpati
¢esidine ait 5 mutant bireyin ve MW kasimpati ¢esidine ait ise 2 mutant bireyin,
ileriki ¢aligmalarda gelistirilebilecegi diisiiniilerek seg¢ilebilir potansiyelde oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.24).

Cizelge 4.24. Gelistirilebilecegi diisiiniilen Pusan ve MW mutantlarina ait veriler

(él:;:( P al, Bi..tki Ba§lna Cicek Cap1 s . .
GN . Agirhgr | Diisen Cicek Tepki siiresi Cicek Rengi
Uzunlugu (cm)

(cm) (9) Sayis1 (adet)
P19 72 75 11 7.2 8 hafta Bej
P23 70 74 14 7.0 8 hafta Somon
P 28 70 72 15 7.5 8 hafta Koyu Pembe
P 63 76 70 12 7.5 9 hafta Beyaz
P97 77 72 11 7.0 10 hafta Pembe
MW 4 70 85 8 13.0 9 hafta Beyaz
MW 31 75 80 8 12.0 10 hafta Sar1
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In vitro gama 1smlamalart sonucunda MW ve Pusan kasimpati gesitlerinde
yararlt mutasyonlar kadar yararli olmayan pek cok mutant bitki eldesi de
saglanmistir (Sekil 4.30 ve Sekil 4.31).

Sekil 4.30. Pusan mutant ¢igeklerde meydana gelen negatif mutasyonlar (bar=2cm)

Sekil 4.31. MW mutant1 ¢igeklerde meydana gelen negatif mutasyonlar (bar=2cm)

4.4 Temel Koordinat Analizleri

MW mutantlarinda yapilan temel koordinat analizi sonuglarina gore ilk dort
faktor grubu varyasyonun %99.29° unu temsil etmektedir. Birinci grupta etkili
karakterlerin sayis1 11, ikinci grupta 2, ti¢iincii grupta 4 ve dordiincii grupta ise 1
adettir. Birinci grup toplam varyasyonun %67.44’ini temsil etmektedir. Bu grubu
olusturan ozellikler ise; bitki boyu (cm), ¢icek sap1 kalinligi (mm), dal agirlig: (g),
yaprak uzunlugu (cm), yaprak genisligi (cm), yaprak sap1 uzunlugu (cm), ¢icek cap1
(cm), pedisel uzunlugu (cm), tiipsii ¢igek ¢ap1 (cm), dilsi ¢igek boyu (cm)’dur.

Ikinci grup toplam varyasyonun %27.25’ini temsil etmektedir. Bu grubu olusturan
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ozellikler ise; dilsi cigek sayis1 (adet) ve dilsi ¢igek rengidir. Ugiincii grup toplam
varyasyonun %2.93’sini temsil etmektedir. Bu grubu olusturan ozellikler ise;
siirgiin sayis1 (adet)/ bitki, toplam ¢igek sayisi (adet), yaprak sayist (adet) ve dilsi
cicek ¢apt (cm)’dir. Dordiincii grup ise toplam varyasyonun %1.67’sini temsil

etmektedir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. MW Cesidi mutantlarinin morfolojik 6zellikleri iizerinde yapilan Temel Bilesenler
Analizi Grafikleri

Pusan mutantlarinda yapilan temel koordinat analizi sonuglarina gore ilk dort
faktor grubu varyasyonun % 98.18’ini temsil etmektedir. Birinci grup toplam
varyasyonun %78.81’ini temsil etmektedir. Bu grubu olusturan 6zellikler ise; bitki
boyu (cm), cigek sap1 kalinligi (mm), dal agirhigt (gr), toplam ¢igek sayisi (adet),
yaprak uzunlugu (cm), yaprak genisligi (cm) ve dilsi cicek cap1 (cm)’dir. ikinci
grup toplam varyasyonun %13.18’ini temsil etmektedir. Bu grubu olusturan
ozellikler ise; ¢icek capi (cm), pedisel uzunlugu (cm), dilsi ¢igek boyu (cm) ve dilsi
cicek sayist (adet)’dir. Uciincii grup toplam varyasyonun %4.02’sini temsil
etmektedir. Bu grubu olusturan ozellikler ise; yaprak sayisi (adet) ve tiipsii ¢igek
cap1 (cm)’ dir. Dordiincii grup toplam varyasyonun %2.17’sini temsil etmekteyken
bu grubu ise siirgilin sayisi/bitki (adet) ve dilsi ¢igek rengi temsil etmektedir (Sekil
4.33).
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Sekil 4.33. Pusan Cesidi mutantlarinin morfolojik 6zellikleri {izerinde yapilan Temel Bilesenler
Analizi Grafikleri

4.5 Kiimeleme Analizleri

MW ve Pusan kasimpati ¢esitlerinin mutant bitkilerinde gozlemi yapilan bitki
boyu, ¢icek sap1 kalinligi, siirgiin sayisi, dal agirligi, toplam ¢igek sayisi, yaprak
sayisl, yaprak uzunlugu, yaprak genisligi, yaprak sap1 uzunlugu, ¢icek ¢api, pedisel
uzunlugu, tiipsi ¢icek capi, dilsi ¢igek boyu, dilsi ¢igek ¢ap, dilsi ¢igek sayist gibi
ozellikler agisindan genotipler arasindaki iligkinin morfolojik olarak belirlenmesi

amaciyla kiimeleme analizleri yapilmis ve ilgili grafikler agagida sunulmustur.

36 farkli MW mutantinin yer aldigi dendogramin dort ana gruba ayrildigi
gorlilmektedir (kirmizi, yesil, mavi ve mor). Dendogram incelendiginde, mor
grupta yalnizca 23, 24 ve 32 numaral1 genotipler yer alirken, mavi grupta 21, 12,
26, 20, 35, 29, 30, 4 ve 33 numaral1 genotipler yer almaktadir. Kirmiz1 ve yesil
gruplarda ise 12’ser genotip yer almistir. Bu genotiplerden 33 numarali olan genotip

ayr1 bir alt grup olusturmustur (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. MW c¢esidi mutantlarinin morfolojik 6zellikleri ilizerinde yapilan kiimeleme analizi
sonuglarini gosteren grafik (solda) ve fan dendogram (sagda)

MW ve Pusan kasimpati ¢esitlerinin mutant bitkilerinde gézlemi yapilan bitki
boyu (cm), gicek sap1 kalinligi (mm), siirgiin sayis1 (adet)/bitki, dal agirhigr (g),
cicek sayisi (toplam), yaprak sayisi (adet)/ bitki, yaprak uzunlugu (cm), yaprak
genisligi (cm), yaprak sap1 uzunlugu (cm), ¢igek ¢api (cm), pedisel uzunlugu (cm),
tiipsti ¢icek cap1 (cm), dilsi ¢icek boyu (cm), dilsi ¢igek cap1 (cm), dilsi ¢igek sayisi
(adet) gibi Ozellikler agisindan genotipler arasindaki iliskinin morfolojik olarak
belirlenmesi amaciyla kiimeleme analizleri yapilmig ve ilgili grafikler asagida

sunulmustur.

191 Pusan mutantinin yer aldig1 dendogram incelendiginde ise morfolojik
ozelliklere gore iki ana grup olustugu goriilmektedir (yesil ve mavi). iki ana grubun
da yine kendi aralarinda iki ayri alt gruba ayrildig1 goriilmektedir. Dendogram
incelendiginde mavi grupta 172, 77, 128, 132, 106, 24, 141, 86, 169, 156, 55, 44,
20, 105, 36, 95, 84, 104, 30 ve 27 numarali genotipler yer almaktadir. Bu
genotiplerden birbirine yakin olan 30 ve 27; digerlerinden ayr1 bir alt grupta yer
almaktadir. Dendogramdaki yesil grupta ise 171 genotip ile birlikte kontrol grubu
da yer almaktadir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Pusan ¢esidi mutantlarinin morfolojik 6zellikleri iizerinde yapilan kiimeleme analizi
sonuglarimi gosteren grafik (solda) ve fan dendogram (sagda)
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5. TARTISMA

Calismada MW ve Pusan kasimpati ¢esitlerinde fiziksel mutagen uygulamasi
ile mutant bitkilerin eldesi saglanmistir. Mutasyon 1slahi ¢alismalarindan 6nce MW
ve Pusan kasimpati g¢esitlerinin dort farkli eksplantinda rejenerasyon denemeleri
kurulmus ve optimum rejenerasyon protokolii gelistirilmistir. Optimize edilen
rejenerasyon protokolii mutasyon 1slah1 ¢alismalarinda kullanilmistir. Gelistirilen
mutant kasimpati bitkilerinin mikro ¢ogaltimlar1 yapilmistir. Cigeklendirilen

mutant bitkilerde, farkliliklart ortaya koymak igin bitki gdzlemleri yapilmistir.

5.1 In Vitro Rejenerasyon Denemeleri

Bitki doku kiiltiirii teknikleri istiin nitelikli genotiplerin 1slah1 ve hizh
cogaltiminda kullanilan etkili bir yontemdir (Nasri et al., 2018). In vitro
rejenerasyon basarisi iizerinde eksplant tipi ve BBD gibi pek ¢ok faktor etkilidir
(Park et al., 2007; Murgayanti et al.,2010; Song et al., 2011; Lim et al., 2012; Xu et
al., 2012; Telem et al., 2016; Kazeroonian et al., 2018; Din et al., 2022). Ayrica
farkli kasimpati ¢esitlerinin in vitro rejenerasyon tepkileri de farkli olabilmektedir
(Kaul et al., 1990; Shinoyama et al., 2004; Song et al., 2011; Lee et al., 2013;
Chhetri et al., 2013; Kazeroonian et al., 2014). Bu nedenle g¢alismanin ilk
stratejisinde, mutasyon 1slahi tekniklerinde de faydalanmak tizere, MW ve Pusan
kasimpat gesitlerinin dort farkli eksplantinda in vitro rejenerasyon protokol ortami

gelistirilmistir.

MW cesidinde en 1iyi siirgiin gelisimi 10 farkli ortam arasinda, tim
eksplantlarin ortalamasinda 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren 4 numarali besin
ortaminda (%86.25) ve dort farkli eksplant arasinda bogum eksplantinda (%62.52)
tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.1). Pusan ¢esidinde en iyi siirgiin gelisimi ise 10
farkli ortam arasinda tiim eksplantlarin ortalamasinda 1.0 mg/l BAP + 0.5 mg/I
NAA igeren 3 numarali besin ortaminda (%61.25) ve 2.0 mg/l BAP + 0.5 mg/| NAA
iceren 4 numarali besin ortaminda (%56.25) tespit edilirken, eksplantlar arasinda
bogum eksplantinda en yiiksek siirgiin olusumu (%63.50) gozlenmistir (Bkz.
Cizelge 4.2). Benzer sonuglar1 Nalini et al. (2016), bogum eksplantinda en iyi
stirgiin gelisimini 2.0 mg/l BA + 0.5 mg/l NAA ile gii¢lendirilmis MS ortaminda



154

(%86.6) elde ederlerken, Yesmin et al. (2017), bogum eksplantinda 1.0 mg/l BAP
ve 0.1 mg/l IAA ile desteklenmis MS ortaminda (%93.33) elde etmislerdir.

Dilsi cigeklerdeki en yiiksek siirglin olusumlar1 4 ve 5 numarali ortamda MW
cesidinde %55.00, Pusan ¢esidinde ise 5 numarali ortamda %25.00 olarak tespit
edilmistir (Bkz. Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2). Yapilan pek c¢ok calismada, tez
caligmasina da paralel olarak dilsi ¢igeklerdeki en yiiksek rejenerasyon oranlari, 1.0
mg/l veya 2.0 mg/l BAP ve 0.5 mg/l veya 1.0 mg/l NAA igeren MS ortamlarinda
tespit edilmistir (Datta et al., 2001; Datta et al., 2005; Kulpa, 2011; Imtiaz et al.,
2014; Tymoszuk and Zalewska, 2014a). Yapilan bir c¢aligmada, mutasyon
olusturmak i¢in 151 uygulanan dilsi ¢igekler 2.0 mg/l BA + 0.5 mg/l NAA ile
giiclendirilmis MS ortaminda rejenere olarak siirgiinler olusturmustur (Misra and
Datta, 2007). Calismamizda her iki ¢esitte de dilsi ¢igek eksplantlari, en diisiik
stirgiin rejenerasyonu saptanan eksplant olmustur. Park et al. (2007) petal, govde ve
yaprak eksplantlar1 arasindan petal eksplantlarinda, adventif siirgiin olusturma
basarisinin BBD, sukroz ve karanlik periyod uygulamasindan ¢ok biiyiik oranda
etkilendigini ortaya koymuslardir. Kulpa (2011), aksi bir goriis savunarak karanlik
periyodun rejenerasyon iizerinde onemli bir etkisi bulunmadigimi bildirmistir.
Calismamizda karanlik periyod uygulamasi yapilmamustir. Dilsi ¢igeklerdeki
siirgilin rejenerasyonu oraninin diisiik olmasinin nedeni bundan kaynaklanabilecegi
gibi tamamen genotip etkili de olabilecegi dislinlilmektedir.  Dilsi ¢igek
eksplantlarinda bitki rejenerasyon kapasitesini belirlemek i¢in yapilan baska bir
caligmada siirgiin olusumlari Chrysanthemum morifolium “Ping Pong” ¢esidinde
%73.83, “Palisade White” c¢esidinde %?25.67 aralifinda degismekle birlikte
ortalama %48.28 olmustur (Barakat et al., 2010a).

Tez galismasinda kontrol (BBD bulunmayan MS besi yeri) grubunda sadece
bogum eksplantinda siirgiin rejenerasyonu (%100.00) saglanirken yaprak, dilsi
cicek ve bogum arasi eksplantlarinda BBD bulunmayan MS ortaminda
rejenerasyon tespit edilmemistir (Bkz. Cizelge 4.3). Pant et al.” a gore (2015),
kasimpatida bogum eksplantlarinin in Vvitro rejenerasyon kapasitesi yiiksektir.
Aksiller tomurcuklari igeren bogumlarin kiiltiire alinmasiyla, ana bitkide zaten var
olan tomurcuklar kullanilmis olur. Bdylece genetik olarak kararli ve birebir ana

bitkinin aynis1 olan klonun iiretilmesiyle, etkili ve hizl1 bir klonal cogalma yontemi
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saglanir. Tez c¢alismasinda bogum eksplantlarinda BBD’siz MS ortaminda
rejenerasyon tespit edilmesinin de bu durumla ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Yine Lim et al.’a gore (2012) yaprak, ¢icek sap1 ve gévde eksplantlar1 arasinda
govde eksplantlarinin diger eksplantlara kiyasla, cesit ve jelleyici ajan fark
etmeksizin siirglin organogenezinin ve ortalama siirgiin sayisi agisindan en yiiksek
degerlerin elde edildigi eksplant oldugu bildirilmistir. Tiim paralel goriislere karsin
Waseem et al. (2011a), Chrysanthemum morifulium L.'nin bogum eksplantlarindan
kontrol grubunda %33.3 oraninda siirgiin olusumu tespit ederken, 1.0 mg/l BAP

iceren MS ortaminda %100.00 oraninda siirgiin olusumu saptanmastir.

Dilsi ¢igek eksplantlarinda rejenerasyon baglangici, MW c¢esidinde eksplant
dikiminden itibaren 4. haftada, Pusan ¢esidinde ise 6. haftada tespit edilmistir. Tez
calismasina paralel olarak Verma et al. (2012b) yaptiklar1 ¢calismada 4.0 mg/l BAP
ve 0.1 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda dilsi ¢icek rejenerasyonunun 4.

haftadan itibaren bagladigini bildirmislerdir.

Tez c¢alismasinda, eksplant basina diisen siirgin  sayisi  bulgular
incelendiginde her iki ¢esit i¢in de en fazla siirgiin sayisinin 2.0 mg/l BAP + 0.5
mg/l NAA iceren 4 numarali besin ortaminda tespit edildigi dikkat ¢ekerken, MW
cesidinde bogum arasi1 eksplantinda 5.45 adet ile, Pusan ¢esidinde ise bogum
eksplantinda 4.55 adet ile en iyi siirgiin sayist elde edilmistir. Siirglin uzunlugu
degerleri incelendiginde ise en yiiksek MW ¢esidinde 1.0 mg/I kinetin + 0.5 mg/I
NAA igeren 1 numarali ortam ve 2.0 mg/l kinetin + 0.5 mg/l NAA igeren 2 numaral
ortamin bogum eksplantinda sirasiyla 3.50 cm ve 3.37 cm olarak en yiiksek stirgiin
uzunlugunu olusturdugu goriilmektedir (Bkz. Cizelge 4.7). Pusan ¢esidinde ise en
uzun 1.0 mg/l 2,4-D igeren 9 numarali ortamda ve yine kinetin igeren 2 ve 1
numarali ortamlarda oldugu dikkat ¢cekmektedir (Bkz. Cizelge 4.8). Waseem et al.
(2011a), bogum eksplantlarinda 1.0 mg/l BAP igeren ortamda eksplant basina
stirgiin sayisini 4.9, siirgiin uzunlugunu 5,8 cm olarak bildirmistir. Yesmin et al.
(2014) bogum eksplantlarinda 1.0 mg/l BAP ve 0.1 mg/l IAA ile desteklenmis MS
ortaminda eksplant basina en iyi siirglin sayisin1 21.73 ve en yiiksek siirgiin
uzunlugunu 6.43 cm olarak tespit etmistir. Nalini et al. (2016) bogum
eksplantlarinda ortalama siirgiin uzunlugunu 3.7 cm olarak bildirirken, yapilan

baska bir ¢alisma 4.0 mg/l kinetin ve 0.6 mg/l IBA arasindaki etkilesimin, kasimpati
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bitkilerinin bogum eksplantlarindan gelisen siirglin sayis1 ve ortalama siirgiin
uzunlugu degerleri iizerinde 6nemli bir olumlu etkisi oldugunu gostermistir

(Alsoufi et al., 2021).

Yapilan bir c¢alismada, sadece BAP igeren ortamlarda, yaprak
eksplantlarindan kallus olusmadan dogrudan siirgiinlerin olustugu ve 4.5 mg/l BAP
ile 1.0 mg/l NAA kombinasyonu, yaprak eksplantlarindan dogrudan organogenez
icin basarili oldugu bildirilmistir (Kazeroonian et al., 2018). Tez ¢alismasinda da
Kazeroonian et al.’un 2018 yilinda yaptiklar1 calismaya paralel olarak sitokinin
konsantrasyonlarinin oksin konsantrasyonlarindan yiiksek oldugu 1,2,3 ve 4
numarali besin ortamlarinda direkt siirgiin rejenerasyonu tespit edilmistir. Waseem,
(2011b) tarafindan BAP’1n farkli konsantrasyonlariyla (1.0 ve 1.5 mg/l) birlikte
kullanilan NAA’nin daha diisiik konsantrasyonlart1 (0.5 ve 1.0 mg/l) ile
desteklenmis MS ortaminin, diger konsantrasyonlar ve kombinasyonlara kiyasla
daha iyi sonuglar verdigi bildirilmistir. Lim et al. (2012) tarafindan 1 uM NAA ve
10 uM BA ile desteklenmis MS ortaminda farkli cesitlerin yaprak ve govde

eksplantlarinda dogrudan eksplant yiizeyinden siirgiin olustugu belirtilmistir.

Calismamizda kok olusum oranlart incelendiginde hem MW hem de Pusan
cesidinin bogum eksplantlarinin BBD bulunmayan kontrol grubunda tamaminin
koklendigi goriilmektedir (Bkz. Cizelge 4.12). Diger eksplant tiirlerinde ise kontrol
grubunda koklenme olmamistir. MW ¢esidinde 2,4-D’nin kinetin ile olan
kombinasyonlarinda yiiksek koklenme saptanirken (7 ve 8 numarali ortamlar), bunu
2,4-D’nin tek basina bulundugu 9 numarali ortam takip etmistir. Pusan ¢esidinde
ise 2,4-D’nin tek bagina bulundugu 9 numarali ortamda, kontrol grubundan sonraki
en yiiksek koklenme tespit edilmis, bunu 2,4-D’nin kinetin ile kombinasyonlarini
iceren 7 ve 8 numarali ortamlar takip etmistir. Imtiaz et al. (2014) dilsi ¢icek
eksplantlarinda koklenme oranint BBD bulunmayan 2 MS ortaminda %100 olarak
bildirmistir. Bagka bir ¢calismada, rejenerasyon siirecinde elde edilen siirgiinlerin
%90-95'1 siirgiinlerin uzamasi sirasinda, 7-8 hafta icinde hormonsuz MS ortaminda
spontan olarak koklendigi bildirilmistir (Chowdhury et al., 2021). BBD
bulunmayan MS ortaminda koklenmelerin tespit edildigi calismalara karsin
Waseem et al. (2009) siirgiin ucu eksplantinda kéklenmenin 0.2 mg/l IBA ile
takviye edilmis 2 MS ortaminda saglandig: bildirilmistir. Ayrica Waseem et al.
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(2011a) bogum eksplantlarinda kdklenmenin sirastyla 0.2 mg/l IBA, 0.2 mg/l NAA
ve TAA ile desteklenmis /2 MS ortamlarinda iyi sonuglar verdigi de belirtilmistir.
Alsoufi et al. (2021), %2 MS ortamina eklenen 1.0 mg/l IBA ile, koklenme yiizdesi
(%90.0), ortalama kok sayisi (12.5 adet) ve ortalama kok uzunlugu (3.5 cm)
acisindan en yiiksek ortalama degerleri verdigi bildirilmistir. Buna karsilik, Fu-Yun
(2010) 0.1 mg/L NAA ile desteklenmis 2 MS ortaminda Chrysanthemum
nankingense i¢in ortalama kok sayisinin 15.8 adet, koklenme oraninin ise %100
oldugunu gozlemlenmistir. Benzer sekilde, Wang et al. (2013) Ivory ¢esidi i¢in
optimum koklendirme ortamini (Y2 MS + 7.0 g/l agar + 0.1 mg/l of NAA + 30 g/l
sukroz) bildirdikleri ¢calismada kok sayisi1 12.6 adet olarak tespit etmistir.

5.2 In Vitro Fiziksel Mutagen Uygulamas1 Denemeleri

Doku kiiltiirli, yeni kasimpati gesitlerinin olusturulmasinda vazgecilmez
araclardan biridir (Teixeira da Silva, 2014). En yaygin kasimpati 1slah1 yontemi
mutasyon 1slahidir. In vitro mutasyon, ¢icek renklerinde ve bitki sekillerinde
varyasyonlar yaratarak ve kimeralardan stabil mutant bitkilerin ¢ogaltilmasin
saglayarak, kasimpat1 biyoteknolojisinde olumlu bir etkiye sahip olmustur (Datta
and Teixeira da Silva, 2006; Matsumura et al. 2010; Kong et al., 2013). Dilsi ¢igek
eksplantlari, kasimpatida yeni ¢esitlerin olusturulmasinda adventif siirgiinlerin veya
somatik embriyogenesizin olusumu igin kullanisl bir kaynaktir (Teixeira da Silva,
2014; Teixeira da Silva et al., 2013; Teixeira da Silva et al., 2015). Yaprak
eksplantlari, rejenere olan bitkilerde, somaklonal varyasyon veya kimera
yapilarindan kaynakli varyasyonun bir kaynagi olabilir (Zalewska et al, 2007).
Bogum, bogum aralar1 ve dilsi ¢igek eksplantlari, rejenerasyon ile mutant bitkilerin
eldesinde en sik kullanilan eksplantlardir (Datta and Chakrabarty, 2009; Mandal et
al., 2000a; Zalewska et al., 2010). Bu nedenle bu tez ¢alismasinin ikinci
stratejisinde iki farkli kasimpati ¢esidinin yaprak, dilsi ¢igek, bogum ve bogum arasi
olmak {tizere dort farkli eksplantinda farkli gama 1511 dozlar1 uygulanmistir ve
rejenerasyon gosteren eksplantlarin mutagen uygulamasma verdigi tepkiler
incelenmistir. Ayrica EMDsg dozlar1 belirlenmis ve etkili doz ile yapilan isinlamalar

ardindan farklilik gésteren mutant bitkiler degerlendirilmistir.
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Bu kapsamda 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 Gy dozlarinda olmak
tizere 10 farkli dozda gama 1s1mm1 uygulanan yaprak, bogum ve bogum arasi
eksplantlarinda, 1s1nlama sonrasi canli eksplant orani (%), gelisen eksplant orani
(%) ve eksplant basina diisen siirgiin sayis1 gibi parametreler kaydedilmistir. MW
cesidinde gama i1sinlamalar1 ardindan en yliksek canlilik, 151n uygulanmayan
kontrol grubunda bogum ve bogum arasi eksplantlarinda sirasiyla %100.00 ve
%93.33 olarak ve 10 Gy ile 1sinlanan bogum ve bogum arasi eksplantlarinda ise
%100.00 olarak tespit edilmistir (Bkz Cizelge 4.13). Benzer sonuglar Sadhukhan et
al. (2015) tarafindan bitkinin kok sayis1 ve kok uzunlugu olgiimlerinde tespit
edilmistir. Kok sayisi ve uzunlugu kontrol grubuna kiyasla 10 Gy' de 6nemli dlgiide
arttigi, ancak dozun daha da artmasiyla uzunlugun azaldigir ve kotii morfolojik
gorlinlime neden oldugu bildirilmistir. Baska bir ¢alismada kdklenme parametreleri
yaprak boyutu ve yaprak sayisi da gama 1sinlamasinin dozunun artmasiyla azalmis

fakat 10 Gy’ de bu diisiis minimum seviyede olmustur (Din et al., 2020).

Oksinlerin ve hiicre boliinmesini etkileyen diger biiyiime maddelerinin, daha
yiiksek radyasyon dozlarina maruz kalmasi sonucu hiicre canliligi olumsuz etkilenir
(Mahura et al., 2010). Calismamizda da radyasyon dozunun artmasiyla
eksplantlarin canliliginin azaldig1 tespit edilmistir. Tez ¢alismasinda yaprak
eksplantlarinda 30 Gy ve lizerinde, bogum eksplantlarinda 60 Gy ve 90 Gy
dozlarinda, bogum arasi eksplantlarinda ise 40 Gy ve lizerinde canli eksplant elde
edilememistir (Bkz. Cizelge 4.13). Benzer sonuglar Dilta et al. (2003); Sadhukhan
etal.(2015); Patil et al.(2015,2017), Susila et al. (2019), Din et al. (2020), Anne and
Lim (2021); Miler et al. (2021) ve Kiranmayi et al. (2022) tarafindan yiiriitiilen
caligmalarda da gozlenmis ve arastirmacilar radyasyon dozunun artmasiyla hayatta
kalma ve rejenerasyon oranlarinin azaldigmi bildirmislerdir. Lamseejan et al.
(2000) tarafindan yiiriitiilen in vitro mutasyon calismasinda da bu galigmalara
paralel sonugclar elde edilmistir. 0, 10, 30, 50, 70, 90, 110 Gy olmak {izere 7 farkh
doz ile 1sinlamalarin ardindan, sadece kontrol ve 10 Gy ile 1sinlanan bitkilerin
hayatta kalarak ¢igeklenme gosterdigi bildirilmistir. Calismamizda Pusan kasimpati
cesidinde de gama isinlamalart ardindan en yiiksek canlilik, 151n uygulanmayan
kontrol grubunun bogum eksplantinda %100.00 olarak elde edilmistir. Tim
eksplantlar dahilinde doz ortalamalarinda en yiiksek canli eksplant oran1 %63.33 ile

kontrol grubunda gozlenmistir ve doz miktar1 arttikca yine bu oran disiis
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gostermistir. Pusan kasimpati ¢esidinin yaprak eksplantinda 20 Gy ve iizerinde,
bogum aras1 eksplantinda 30 Gy ve lizerinde, bogum eksplantinda ise 40 Gy ve

tizerinde canli eksplant gozlenmemistir (Bkz. Cizelge 4.14).

Eksplant ortalamalarinda ise MW ve Pusan ¢esitlerinin her ikisinde de bogum
eksplanti, en iyi canli eksplant oranini veren (sirastyla %41.21 ve %29.39) eksplant
olmustur. Kasimpat1 in vitro mutasyon 1slahi caligmalarinda bu eksplant kaynagi ile
caligmanin pratik ve hizli cevap veren bir yontem oldugu diisiiniilmektedir.
Yasanan enfeksiyon sorunu nedeniyle gama 111 uygulamasi sonrasi rejenerasyon
saglanamadigindan, dilsi ¢icek eksplantlarinin mutasyona verdikleri tepki
calismamizda degerlendirilememistir. Kasimpati in vitro mutasyon islahinda
eksplant olarak pek ¢ok ¢alismada dilsi ¢igekler kullanilmistir (Lamseejan et al.,
2000; Misra et al., 2003; Misra and Datta, 2007; Datta et al., 2009a; Verma et al.,
2012a; Soliman et al., 2014). Salleh et al. (2015) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada
dilsi ¢icek eksplantlarinin, iyon 1sinlarina bogum eksplantina gore daha duyarh
oldugu tespit edilmistir ve daha fazla mutasyon olusturdugu bildirilmistir. Yapilan
baska bir calismada, yeni kasimpati cesitlerinin gelistirilmesinde ¢igek
eksplantlarinin kullanimi yaprak ve govde eksplanti gibi diger eksplantlara gore
daha fazla firsat sagladigi bildirilmistir. Mutasyonlar sonucu olusan degisimler
cicekler lizerinde kii¢iik noktalar veya ¢izgiler seklinde ortaya ¢ikabilmektedir. Bu
mutant ¢icek dokularindan siirglinlerin veya somatik embriyolarin rejenere
edilmesiyle stabil mutantlarin devamina olanak sagladigi belirtilmistir (Datta and

Chakrabarty, 2009).

Tez calismasinda, canlilik oranlarina gesit bazinda bakildiginda (Bkz. Cizelge
4.15), cesitler arasinda farklilik oldugu dikkat cekmektedir. MW c¢esidinde %25.15
olan canlilik, Pusan ¢esidinde %15.45 oldugu goriilmektedir. Paralel sonuglar Miler
et al. (2021) tarafindan yiiriitilen ¢alismada da tespit edilmistir. Isinlamanin
ardindan in vitro kosullarda 'Karolina' ¢esidinden sadece 7 saglikli siirgiin elde
edilirken, 'Profesor Jerzy' cesidinde toplamda 428 siirgiin kaydedilmistir.
Arastirmacilar rejenerasyon verimine genotipin etkisinin 6nemli oldugunu

belirtmislerdir.
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Isinlanan materyal uygulama esnasinda hasar alarak hassaslasip gelisme
doneminde zayif diisebilmektedir (Kantoglu ve Kunter, 2021). Tez ¢aligmasinda da
gama 1sinlamalar1 ardindan canli kalan bazi eksplantlar biiylimelerine devam
ederken, bazilar1 ise gelisme gostermemislerdir. MW ¢esidi incelendiginde 10 Gy
ile 1sinlamada %84.44 olan canli eksplantlardan %77.77’si gelisme gosterirken, 20
Gy 1simnlamada %41.11°den %30.02’si, 30 Gy 1sinlamada %27.77°den %23.37’si ve
40 Gy 1sinlamada %?24.44’den %24.51’inin gelisme gosterdigi goriilmektedir.
Pusan ¢esidinde ise, 10 Gy ile 1smmlamada %42.22 olan canli eksplantlardan
%30.03’si gelisme gosterirken, 20 Gy 1sinlamada %38.88’den %33.37’si1, 30 Gy
1sinlamada %25.55’den %15.62° sinin gelisme gosterdigi tespit edilmistir. Genel
cesit ortalamarinda ise MW ¢esidinde %23.09’dan %20.77’ si gelisme gosterirken,
Pusan cesidinde ise %15.45’inden %11.39’u gelisme gostermistir (Bkz. Cizelge
4.15 ve Cizelge 4.18). Bu durumun 1sinlama sirasinda meydana gelen radyasyon

hasarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Tez calismasinda eksplant basina diisen siirgiin sayisit ortalama degerleri
incelendiginde (Bkz. Cizelge 4.21) siirgiin sayilarinin ¢eside ve doz oranina gore
degistigi, doz orami arttik¢a siirgiin sayisinin azaldigi dikkat ¢ekmektedir. MW
cesidinde kontrol grubunda 6.54 adet, 10 Gy ile 1sinlamada 4.17 adet, 20 Gy
1sinlamada 2.81 adet, 30 Gy 1sinlamada 1.32 adet ve 40 Gy 1sinlamada 1.05 adet
olarak tespit edilirken; Pusan cesidinde kontrol grubunda 4.31 adet, 10 Gy ile
1sinlamada 3.54 adet, 20 Gy 1sinlamada 2.04 adet, 30 Gy 1simnlamada 1.01 adet ve
40 Gy 1smlamada 0.00 adet olarak belirlenmistir. Cesit ortalamalarina gore ise MW
cesidinde 1.55 adet, Pusan cesidinde 1.05 adet olarak tespit edilmistir. Benzer
sonuclar Miler et al. (2021) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada da tespit edilmistir.
Yiiksek enerjili fotonlarla (toplam doz 5, 10 ve 15 Gy) ve yliksek enerjili
elektronlarla (toplam doz 10 Gy) isinlanan 'Profesor Jerzy' cesidinde eksplant

basina diisen ortalama siirgiin sayis1 1.80 adet olarak bildirilirken, 'Karolina'

cesidinde 0.18 adet olarak bildirilmistir.
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5.2.1 EMDso belirleme ¢alismalar:

Lamseejan et al. (2000) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada 0, 10, 30, 50, 70,
90, 110 Gy dozlan ile 1s1mnlanan kasimpatiya ait ¢oklu stirgiinlerde LDsg, 14 Gy
olarak tespit edilmistir. Haspolat et al. (2019) tarafindan “Bacardi” kasimpati
¢esidinde 0. 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 Gy ile 1s1nlanan bogum eksplantlarinda LDso’nin
20 Gy oldugu bildirilmistir. “Donglinruixue” kasimpati ¢esidinde gama 151
uygulamasinda LDsp dozu yaklasik olarak 35 Gy olarak belirlenmistir (Wang et al.,
2020). 'Migok' adl1 standart tip bir kasimpat1 bitkisinden alinan in vitro eksplantlar,
sirastyla 0, 30, 50, 70 ve 100 Gy dozlarinda gama 1sinina maruz birakildigi
calismada LDso’nin 30 Gy oldugu tespit edilmistir (Kang et al., 2013). Benzer
sekilde Setia et al. (2020), “Thiching Queen” and “Purnima” kasimpati gesitleri 0,
5,10, 15 and 20 Gy dozlarinda gama 1s1nina maruz kaldiktan sonra LDso dozu Thai
Chen Queen igin 20 Gy, Purnima ¢esidi i¢in 15 Gy oldugu saptanmistir. Bindiya
kasimpati ¢esidinde LDso dozu 30 Gy olarak (Singh and Bala, 2015) tespit
edilmigken, Arpitha et al. (2023) Lexy Red kasimpati ¢esidinde LDso dozunu 25 Gy
olarak bildirmislerdir. “Local Golden” kasimpati ¢esidinde 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5
and 3.0 Krad gama 1s1n1 dozlarindan LDsg dozunun 2.5 ve 3.0 Krad arasinda oldugu
saptanmistir (Patil et al., 2017). “Brandevil” kasimpati ¢esidinin koklii ¢eliklerinin
0, 10, 20, 30,40, 50 Gy gama 151n1 dozlarina maruz birakildig: bir bagka ¢alismada
LDso dozu 27 Gy olarak tespit edilmistir (Haspolat, 2022). Yukaridaki ¢aligmalarin
sonuclar1 incelendiginde kasimpatida gama 1sinlamalar1 ardindan yapilan etkili doz
caligmalarinin 14 Gy ile 35 Gy arasinda degistigi dikkat cekmektedir. Tez
caligmasinda da bu sonuglara paralel olarak MW ¢esidinde LDso 24 Gy olarak
belirlenirken, Pusan ¢esidinde ise 22 Gy olarak tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.14 ve
Sekil 4.15). “Reagan Red” kasimpati ¢esidinin dilsi c¢igekleri ve bogum
eksplantlarinin iyon 1smm1 (0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 8.0, 10, 15, 20 ve 30 Gy
dozlarinda) ile 1ginlandig1 bir ¢alismada, dilsi ¢igek eksplantlari i¢in LDso dozu 2.0
Gy iken; nodal eksplantlar1 i¢in 4.0 Gy oldugu tespit edilmistir (Salleh et al. 2015).

Buradan 1sinlama kaynagina bagli olarak EMDsp’ nin degistigi sonucuna varilabilir.
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5.2.2 Etkili doz ile yapilan 1sinlamalar ve mutant bireylerin eldesi

Mutagen uygulamastyla bitki boyunun degistigini belirten ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir (Lamseejan et al., 2000; Kim et al., 2016; Patil et al., 2015,2017;
Haspolat et al., 2019; Anitha et al., 2021; Anne and Lim, 2021; Nasri et al., 2022).
Yiiksek gama 1sinlama dozlarmin oksinleri etkisiz hale getirerek bitkilerin boyunu
kisalttig1 bildirilmistir (Banerji and Datta, 1992; Banerji and Datta, 2002; Kapoor
et al., 2014; Anne and Lim, 2021°den). Isinlanan mutant bitkilerde MW ¢esidinde
bitki boyu minimum 65 cm, maksimum 124 cm oldugu saptanmigtir. Pusan
cesidinde ise minimum bitki boyu 21 cm iken, maksimum 112 cm oldugu
belirlenmistir. Tez calismasinda MW ¢esidinin mutantlarinda %2.0 mutasyon
frekansiyla bitkilerde kisa boy (<40 cm) ve %6.5 mutasyon frekansiyla uzun boy
(>80 cm) tespit edilirken, Pusan c¢esidinin mutantlarinda ise %2.5 mutasyon
frekansiyla bitkilerde kisa boy (<40 cm) ve %15 mutasyon frekansiyla uzun boy
(>80 cm) tespit edilmistir. Tez calismasinda bitki boylarinin bazi mutant bitkilerde
1sinlamayla birlikte azalmis oldugu fakat daha fazla sayida mutantta artmis oldugu
dikkat ¢cekmektedir. Dilta et al.’a gore (2003) ise de 1sinlanan bitkilerin boylari
azalmaktadir. Literatiire bakildiginda yapilan c¢aligmalarda c¢ikan bu farkli
sonuglarm, etkili dozla i1sinlama yapilip yapilmadagi ile ve mutantlarin dort
generasyon atlatilip atlatilmadigi ile ilgili oldugu disiiniilmektedir. Tez
calismasinda dal agirliklarina bakildiginda MW ¢esidinde minimum 66 g,
maksiumum 571 g olarak Ol¢lilmiistiir. Pusan ¢esidinde ise dal agirliklart MW ve
Pusan ¢esitlerinde sirasiyla 8 g ve 550 g olarak kaydedilmistir. Cigek c¢aplari
incelendiginde MW mutantlarinda minimum 9 cm ve maksimum 16 cm olarak
belirlenmistir. Pusan mutantlarinda ise minimum 0.5 cm, maksimum 9.5 cm ¢icek
cap1 Ol¢lilmiistiir. MW mutantlarinda biiyiik ¢igek caplari (>14 cm) %0.4 mutasyon
frekans ile; kiigiik ¢igek caplart ise (<7 cm) %]1.5 mutasyon frekans: ile tespit
edilmistir. Pusan mutantlarinda ise kiiciik ¢icek capli (<4 cm) bitkiler %4.4
mutasyon frekansi ile belirlenmistir. Veriler incelendiginde, isinlanan bitkilerde
kontrol bitkilerine gore artis ve azalislar oldugu dikkat gekmektedir. Kumari et al.
(2013), tez caligmasina paralel olarak 1sinlama ile dal agirliginin ve ¢icek ¢apinin
azaldigim1 bildirmistir. Yine yapilan aragtirmalarda isinlama ile ¢icek g¢apinin
varyasyon gosterdigi bildirilirken (Soliman et al., 2014; Susila et al., 2019), kimi
calismada 1s1inlama ile ¢igek ¢apinin azaldigi (Dilta et al., 2003; Kumari et al., 2013;
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Setia et al., 2020), kimi ¢alismada ise 1sinlama ile ¢i¢ek capinin arttigi (Kapadiya
et al., 2014) tepsit edilmistir. Cigcek sayilarina bakildiginda ise MW ¢esidinde
minimum 2 adet, maksimum 46 adet; Pusan ¢esidinde ise ¢icek sayist minimum 1
adet ve maksimum 85 adet oldugu saptanmistir. Tez c¢alismasinda i1simnlama ile
birlikte ¢igek sayilarinin da varyasyon gosterdigi tespit edilmistir. Benzer sonuglar
farkli aragtirmacilar tarafindan (Dilta et al., 2003; Soliman et al., 2014; Haspolat et
al.,, 2019) da bildirilmistir. Tez ¢alismasinda c¢iceklenme yetenegini kaybeden
mutantlar tespit edilirken, ayni tespit Kapadiya et al. (2014) tarafindan da
bildirilmistir. Ayrica Anne and Lim’e (2021) gore, ‘Raina’, ‘Aileen’, ‘Heimish’,
‘Whiteplume’, ve ‘Leporem’ ¢esitlerinde yiiksek 151n maruziyetinden sonra, apikal
sirglin ~ olusumunun  durmasindan  dolayr  herhangi bir ¢iceklenme

gerceklesmemistir.

Dilsi ¢igek sayilart ise MW mutantlarinda 180 ile 700 adet arasinda, Pusan
mutantlarinda ise 10 ile 300 arasinda degistigi ve 1sinlama ile genis bir varyasyon
olustugu goriilmektedir. Haspolat et al. (2019) ve Setia et al. (2020) da
calismalarinda 1sinlama ile dilsi ¢igek sayilarinin degistigini bildirmislerdir. Tez
calismasinda Pusan mutantlarindaki dilsi ¢icek sayilarinda meydana gelen artmalar
(%1.5) ve azalmalara (%1.1) paralel bir sonug olarak Puripunyavanich et al. (2019)
tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada da bahsedilmistir. 11-4 numarali bitkinin sar1
cicekleri, pembe-turuncu ebeveyn hat ile karsilastirildiginda dilsi ¢igeklerinin
sayisinda azalma oldugu, M07-4 numarali bitkide ise mutasyon sonucu fazla sayida
dilsi ¢icek olustugu belirtilmistir. Miler et al.’gére (2021) cigeklerde olusan
varyasyonlar ¢ogunlukla sekil degisiklikleri ile kendini gdstermektedir. Pusan
mutantlarinda uzun ve ince dilsi ¢icekler (%0.9), kisa dilsi cicekler (%0.5),
yanlarindan alta dogru kivrilmis dilsi ¢igekler (%0.7) gibi degisimler tespit
edilmistir. MW mutantlarinin dilsi ¢iceklerinde %1.5 mutasyon frekansi ile
deformasyonlar saptanmigtir. Yine %5.3 mutasyon frekansi ile belirlenen
kimeralar, negatif mutasyon olarak kaydedilmistir. Pusan mutantlarinin dilsi
ciceklerinde ise eksik olusum, dik duruslu dilsi ¢igekler, spoon dilsi ¢icekler, boru
seklinde dilsi ¢igekler ve dilsi ¢igek uglarinda ¢atallagsma ve kimera olusumlari gibi
deformasyonlar (%3.0) belirlenmistir. Benzer anormal yapidaki yaprak ve ¢igek
olusumlar1 farkli arastirmacilar tarafindan da kaydedilmistir (Dilta et al., 2003;

Kumari et al. 2013). Ayrica 1sinlamalardan sonra sik goriilen dilsi ¢igeklerdeki
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spoon sekli olusumlart da tez calismasina paralel olarak diger arastirmacilar
tarafindan da bildirilmistir (Kumari et al., 2013; Singh and Bala, 2015; Haspolat et
al., 2019). Kasimpati bitkilerinde mutagen uygulamasi sonrasinda anormal yapida
yaprak ve ci¢cek olusumunun birinci generasyonda gozlendigi bildirilmistir (Datta
et al., 2005). Tez ¢aligmasinda ise deformasyonlarin dérdiincii generasyonda bile

olusabildigi tespit edilmistir.

Yiriitilen mutasyon 1slah1 ¢alismalarinda mutagen uygulamasiin
ciceklenme siiresini etkiledigi belirtilmistir (Haspolat et al., 2019; Nasri et al.,
2022). Tez ¢alismasinda tepki siiresi 8 hafta olan Pusan kasimpati ¢esidinde ilk
ciceklenme 7. haftada baglamig olup, tlim bitkilerin ¢igeklenmesi 11. haftada
tamamlanmistir. Tepki siiresi 10 hafta olan MW kasimpati ¢esidinde ise ilk
ciceklenme 9. haftada baslamis olup, 13. haftada tiim bitkiler ¢i¢ceklenmistir. Hem
gama 1ginlamalarinin hem de tretici serasi kosullarinin tepki siiresi tizerinde etkili
oldugu disiiniilmektedir. Kapadiya et al. (2014), tiim mutagenik uygulamalarin,
ciceklenmeyi 6 ila 7 giin kadar geciktirdigini tespit etmislerdir. Ghormade et al.
(2020), yiiksek dozda kolhisin ve EMS uygulamasi, ¢igek tomurcugu baslangicini,
ciceklenme zamaninin ve %50 ciceklenmeyi geciktirdigi bildirilmistir. Benzer
sekilde Miler et al. (2021), “Profesor Jerzy” kasimpati ¢esidinde 1sinlanan bitkilerin
daha gec c¢igek actigini belirtmistir. Cigeklenmedeki gecikme, ¢igek olusumuna
neden olan kimyasal maddelerin sentezine yardimci olan biyokimyasal
yapilarindaki bozukluklardan kaynaklanabilmektedir. (Datta et al., 2001; Anne and
Lim’den, 2021). Isinlamanin biyokimyasal yolaklar1 bozarak bu durumu tetikledigi
ve ¢iceklenme zamaninda gecikmelerin oldugu diisiiniilmektedir. Benzer sekilde
Setia et al., (2020) tarafindan 1ginlama sonrasi tomurcuk olusumu ve ¢gigeklenmede

gecikme oldugu bildirilmistir.

Cicek rengi degisiklikleri, gama 1sinlar1 tarafindan indiiklenen mutasyonlar
sonucunda ¢igek pigmentlerinin biyosentez yapilarinda ya niceliksel ya da niteliksel
degisikliklerden kaynaklaniyor olabilir (Datta, 1990). Anne and Lim’e (2021) gore,
M1V1 neslinde, 30 ve 70 Gy 1s1nlama seviyeleri daha fazla ¢icek renk mutasyonu
gelistirmistir. Maksimum mutasyon frekans1t 70 Gy'de elde edilirken, en diisiik
mutasyon frekansinin ise 10 Gy’de gozlendigi bildirilmistir. Bu ¢alismalardaki

goriislerden farkli olarak Din et al. (2020), 10 Gy, 20 Gy, 30 Gy ve 40 Gy ile farkli
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dozlardaki gama 1sinlamalarindan en fazla ¢igek renk mutasyon sayisinin 10 Gy
altindaki uygulamalarda tespit edildigini (agik pembe, turuncu pembe, beyaz ve
sar1) bildirmislerdir. Kasimpatida gama 1sim ile uyarilan ¢igek renk ve sekil
mutasyonlarinin bildirildigi pek cok calisma bulunmaktadir (Datta et al., 1985;
Broertjes and van Harten, 1988; Datta, 1988, 1990; Datta et al., 2001; Setia et al.,
2020). Susila et al. (2019) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada 10 Gy ve 20 Gy
1sinlamasi diger dozlara kiyasla ¢igeklerde renk degisikliklerine neden olan dozlar
olmustur. 10 Gy ve 20 Gy ile 1s1nlama yapilarak koyu mor ve koyu kirmizi ¢igek
renkleri elde edilirken, kontrol grubunda ¢igek rengi mor olarak kaydedilmistir.
Benzer sekilde Puripunyavanich et al. (2019) tarafindan ebeveyn hatlar1 pembe
turuncu olan ve 20 Gy ile 1smlanan kasimpati petallerinin degisim gostererek
tamamen pembeye dondiigii tespit edilmistir. Lamseejan et al. (2000) tarafindan
mor renkli kasimpat1 bitkisinde in vitro gama 1smi1 uygulamasi ardindan yeni sar1
renkli bir ¢igek saptanmistir. Benzer sekilde, tez calismasinda da gama 1sim
uygulanan bitkilerde kontrol grubuna gore dilsi ¢icek rengi degisklikleri
saptanmistir. Beyaz dilsi ciceklere sahip MW c¢esidinde, M1Vs c¢iceklenme
doneminde %0.7 mutasyon frekansi ile sar1 ¢igek rengi, %0.1 mutasyon frekans ile
acik sar1 dilsi ¢icek rengi saptanmistir. M1Vs generasyonunda ise %0.6 sar1 dilsi
cicek rengi tespit edilirken, agik sar1 dilsi cicek rengine rastlanmamistir. Bu
durumdan acik sari dilsi ¢igek renginin stabilitesini koruyamadigi sonucu
cikartilabilir. Benzer sonuglar Miler et al. (2021) tarafindan yiiriitiilen calismada da
tespit edilmistir. Isinlamalar sonrasi yeni renk fenotipleri koyu sari, agik sar1 ve
pembe olarak saptanmis olup, bunlardan sadece koyu sar1 fenotipi ikinci yil
yetistirme siirecinde stabil kaldigi belirtilmistir. Bagka bir calismada kimyasal
mutagen (EMS) uygulamasi ardindan mutant kasimpati bitkileri, yaprak boyutu ve
sekli, bitki boyu, ciceklenme zamani, ¢igek capi, dilsi ¢icek rengi ve dilsi ¢igek boyu
gibi Ozelliklerde farklilik gostermistir. Farklilik gosteren tiim varyantlarin
celikleme ile devamliligi korunmus ve bir sonraki nesilde ayni oOzellikleri

gostermistir (Nasri et al., 2022).

Tez ¢alismasinda beyaz cigcekli MW ¢esidinde mutagen uygulamasi ardindan
sadece sar1 cicek rengi tespit edilmistir. Benzer sekilde Kaul et al. (2011), beyaz
renkli “Snow Ball” ¢esidinde gama 1511 sonras1 mutant sar1 renkli gicek olusumu

bildirmislerdir. Kasimpatilarda pembe ¢icek rengine sahip genotiplere mutagen
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uygulamasi; agik pembe, koyu pembe, bronz, kahverengi, sari, beyaz, kirmizi,
turuncu ve ¢izgili gibi genis bir renk spektrumu eldesi sansini artirmaktadir
(Nagatomi, 2001). Ayrica Schum and Preil’e (1998) gore pembe ¢icek renkli
kasimpati1 genotipleri 1sinlandig1 zaman su anki alisilagelmis tiim kasimpati ¢igegi
renklerini vermektedir. Beyaz ¢igcek rengine sahip bir genotipe mutagen
uygulamasinda ise, yalnizca pembe ve sar1 ¢icek rengi elde edilmektedir (Schum,
2003). Haspolat et al. (2019) yaptiklar1 caligmada beyaz renkli “Bacardi” ¢esidinde
gama 1s1n1 uygulamasi ile pembe renkli ¢iceklere sahip mutantlar saptamislardir.
Tez calismasinda pembe dilsi ¢igcek renklerine sahip Pusan cesidinde mutagen
uygulamasi ardindan Schum’un (2003) belirttigi gibi daha genis bir renk spektrumu
eldesi saglanmistir. M1V4 generasyonunda %1.0 mutasyon frekansiyla agik pembe
cicek rengi olusumu saptanirken, %1.0 koyu pembe, %0.3 beyaz, %0.2 bej, %0.06
somon ¢icek rengi gézlenmistir. Singh and Bala (2015) tarafindan orijinal gesit
cicek rengi kirmizi olan “Bindiya” c¢esidinde gama i1smi1 uygulamasi sonrasi
kirmiziya yakin tonlarda ¢icek varyasyonu saptanmistir. Kontrol grubunun dilsi
cicekleri normal yapidayken, mutant bitkilerin dilsi ¢igeklerinin spoon sekilli ve
diizensiz oldugu belirtilmistir. Tez ¢alismasinda da benzer sekilde pembe renkli
Pusan c¢esidinin gama 1sin1 uygulamasi sonrast mutantlarinda spoon sekilli,
diizensiz ve boru seklinde dilsi ¢igekler tespit edilmistir. %0.03 mutasyon frekansi
ile M1V, generasyonunda saptanan spoon ve boru seklinde dilsi gicekler, M1Vs
generasyonunda tespit edilmemistir. Tez calismasinda 1sinlama sonrasit olusan
cicek rengi mutasyonlarinin frekans oranlar1 diismiis olsa bile stabilitelerini

koruyarak sonraki generasyonlarda devam ettigi gézlenmistir.

Ticari kasimpati yetistiriciliginde dnem arz eden bitki boyu, dal agirligi, bitki
basina diisen ¢igek sayisi, ¢igek capi, tepki siiresi gibi 6zellikler incelenerek yapilan
Olctimler sonucunda; Pusan kasimpati ¢esidine ait 5 mutant birey ve MW kasimpati
cesidine ait ise 2 mutant birey, gelistirilebilecegi diisiiniilerek ileriki caligmalar igin
secilmistir. Tez caligmasina paralel olarak Anne and Lim (2021) ¢aligmalarinda
'Aileen', 'Eldora’, 'Leporem’, 'Olga pembe', 'Raina’ ve 'Rania’ kasimpati mutantlari,
cesitli gama 1sinlamalarina maruz kaldiktan sonra i1yi ¢igek kalitesi ve daha iyi sekil,
boyut ve renkte ¢esitler olarak gozlemlenmistir. 61 mutasyon, orijinal cesitlerle
karsilagtirilarak gozlemlendikten ve degerlendirildikten sonra iyi renk mutasyonu

cicekler iirettikleri igin 'Attirance’, 'Olga pembe' ve 'Aileen' olmak iizere ii¢ ¢esidin
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ileriki ¢aligmalar i¢in se¢ildigi bildirilmistir (Anne and Lim, 2021). Zalewska et al.
(2011), farkli eksplant tipleri iizerinde in vitro mutagenesis ile yeni kasimpati
cesitleri  gelistirmiglerdir. Go6zlemledikleri bireyler arasinda ¢igek renk
degisikliklerini rapor etmislerdir. Bu ¢alismanin sonucunda aragtirmacilar, farkl
eksplant tipleri kullanarak in vitro indiikklenen mutasyonlarla sar1, beyaz-sari, koyu
mor, soluk mor, koyu pembe, soluk pembe, somon, pembe farkli renkli varyantlar

elde etmislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Diinyada siis bitkileri sektorii her gecen yil biiyimektedir ve kesme ¢igekler
arasinda en Onemli tiirlerden biri olan kasimpatida cesit gelistirmeye yonelik
caligmalarin yapilmasinin iilke tarimi ve sektor i¢in oldukg¢a onemli oldugu

diistiiniilmektedir.

Cicek ozellikleri ve biiylime yapilar1 gibi ekonomik olarak deger tasiyan
kisimlari, mutagen uygulamalarindan sonra kolaylikla degistirilebildigi igin, siis
bitkilerinde mutasyon 1slah1 ideal bir yontemdir. Ulkemizdeki kasimpati mutasyon
1islaht caligmalar ilk kez Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii Mudirligii, Siis
Bitkileri Subesi’nde 2016 yilinda “Ege Bolgesi Siis Bitkileri Cesit Gelistirme
Entegre Projesi”nin alt projesi olarak “Kasimpati’nda Mutasyon Islah1 Yéntemiyle
Cesit Gelistirme Projesi” ile baslatilmistir ve proje ¢iktist olarak ilk yerli kasimpati
cesitleri gelistirilmistir. 2018 yilinda “Ege Bolgesi Siis Bitkileri Cesit Gelistirme
Entegre Projesi” nin bir diger alt projesi olarak baslatilan “Mutasyon Islahinda In
Vitro Calismalar” adli bu doktora projesinde, in vitro mutasyon 1slahi detayli olarak
incelenmistir. Ayrica tez ¢caligmasinda in Vitro rejenerasyon teknikleri gelistirilmis,
in vitro teknikler ile gama 1sinlamalar1 bir arada yiiriitiilmiis, alt kiiltiire alma
caligmalart ile 1slah siiresi kisaltilmig, mutant dokularin izolasyonu saglanmis ve
ileriki ¢alismalarda gelistirilmek {izere farkl 6zelliklerdeki mutant bireylerin eldesi

saglanmistir.

Siis bitkileri gesit gelistirme ¢aligmalarinda in vitro teknikler dogrudan 1slah
yontemi olarak kullanilabilecegi gibi klasik 1slah yontemlerinde karsilagilan
giicliikleri asma ve 1slah siiresini kisaltma seklinde de kullanilabilir (Giilbag, 2015;
Kazaz vd., 2015). Tez calismasinda mutasyon c¢aligmalarmin in vitro kiltiir
teknikleriyle birlikte kullanimi 1slah siirecini 6nemli Olgiide hizlandirmistir.
Oncelikle in vitro rejenerasyon protokoliiniin gelistirilip, sonrasinda mutasyon
caligmalarina gelistirilen rejenerasyon ortamiyla baglamak calismada pratiklik
kazandirmig olup, 1sinlama sonrasinda rejenerasyon olmamasi durumunun
ortamdan kaynaklanmadigi konusunda emin olunmustur. Gama 111 uygulamasi
sonras1t M1V1-M1V4 arasi generasyon atlatma ¢aligmalarinin in vitro kosullar altinda

alt kiltire alma galismalartyla yiirtiilmesi, bir bitkinin ¢ kez alt kiiltiire
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alinmasiyla alt1 ay gibi kisa bir siire zarfinda istenilen generasyona ulasilmasini
saglamigtir. Bu proje caligmasinda elde edilen mutant bitkilerde meydana gelen
farkliliklarin ¢ogunlugu cicek karakterleri ile ilgili olmustur. Ozellikle dilsi ¢igek
renklerinde ve sekillerinde dikkate deger de§isimler gézlenmistir. Pembe renkli
Pusan ¢esidinin mutantlarinda agik pembe, koyu pembe, beyaz, bej, somon renkli,
cizgili, boru ve spoon seklinde dilsi ¢igekler tespit edilmistir. Beyaz renkli MW
kasimpati ¢esidinin mutantlarinda ise sar1 renk gozlemlenmistir. Tez ¢calismasinda
meydana gelen degisimlerden renk mutantlart genel olarak stabilitesini
koruyabiliyorken, sekil mutantlarinin (boru ve spoon cicek sekli) ise sonraki
generasyonlarda stabilitesini koruyamadigi sonucu ortaya ¢ikmigtir. Pusan ve MW
kasimpati gesitlerinin eksplantlarinda yapilan in vitro gama 1simlamalari ile farkli
eksplantlarin in vitro mutagen uygulamasma verdikleri tepkiler ve mutasyon
oranlar1 belirlenmistir. Her iki gesit i¢in de bogum eksplantinin in vitro mutasyon
1slaht calismalar i¢in, yapilan rejenerasyon denemelerinde gosterdikleri yiiksek
rejenerasyon kabiliyetleri ve 1sinlamalardan sonraki yiiksek canlilik, gelisme
oranlar1 gibi degerleri nedeniyle en verimli eksplant kaynagi oldugu sonucuna
varilabilir. Bundan sonra yiiriitiilecek olan in vitro mutasyon islahi ¢aligmalarinda
bogum eksplanti ve mutantlarin i¢inde sakli kalan somatik mutantlarin yakalanmasi
ile daha fazla mutasyon eldesi sans1 nedeniyle dilsi ¢igek eksplantinin kullanimi
onerilmektedir. Kasimpati mutasyon 1slah1 ¢aligmalarinda basariy1 etkileyecegi
i¢in, degisime en ¢ok cevap veren iimit var genotipleri secerek 1slah caligmalarina
baslamak Onerilmektedir. Simdiye kadar yiirlitilen calismalara ve bu tez
calismasindan elde edilen bulgulara gore, pembe renkli genotiplerin segilerek
calismalara devam edilmesinin, daha genis renk skalasi eldesi sansini arttiracagi

i¢in uygun oldugu soylenebilir.

Tez galismasinda elde edilen sonuglar in vitro mutasyon ¢alismalarimin yeni
varyasyonlar olusturmak i¢in ¢ok etkili oldugunu géstermektedir ve yeni kasimpati
cesitlerinin gelistirilmesinde bu yontemin kullanimi umut verici ve hizli olmasindan

dolay1 6nerilmektedir.

Gelecekte yapilacak mutasyon 1slahi ¢aligmalarinda, molekiiler tekniklerin
kullanimi 6nemli aragtir ve calismalara eklenmesi Onerilmektedir. Molekiiler

teknikler, genetik varyasyonlarin hizli ve etkin bir sekilde analiz edilmesini saglar.
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Ozellikle TILLING gibi molekiiler yontemler, nokta mutasyonlarini tespit etmek
icin yliksek verimlilikle ¢aligir ve istenilen 6zelliklere sahip bitki varyasyonlarinm
hizla bulmay1 saglar. Bunun disinda ileri generasyon dizileme (NGS) yontemi gibi
yenilik¢i yaklagimlar mutant genlerin aktarimi ve daha {stiin nitelikli bireylerin
eldesine yonelik umut vadetmektedir. Bu nedenle, mutasyon 1slahi ¢aligmalarinda
molekiiler tekniklerin kullaniminin yayginlastirilmasi, genetik ¢esitliligi artirmak
ve istenilen 6zelliklere sahip bitki varyasyonlarini hedeflemek i¢in 6nemli bir adim

olacagi distiniilmektedir.
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