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OZET

CILEK UCGULU (Trifolium fragiferum L.) BITKISININ BAZI MORFOLOJIK
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI, SOMATIK KROMOZOM
SAYILARININ TESPIiTi VE IN ViTRO KULTUR OLANAKLARININ
ARASTIRILMASI

Bu arastirma, Hatay bolgesi dogal meralarinda yaygin olarak bulunan gilek
{icgiili’niin somatik kromozom sayilari, morfolojik ve In Vitro kiiltiir 6zelliklerinin
saptanmasi amaciyla yapilmstir.

Arastirma sonuclari, incelenen ekotiplerin 2n=2x=16 kromozomlu oldugunu
gostermistir.

Morfolojik arastirma sonuglari, morfolojik 6zelikler agisindan 6énemli varyasyon
oldugunu ortaya koymustur.

Arastirma sonuglari, siirglin olusum orani ve rejenerasyon oraninin 2,4-D
konsantrasyonlarina bagli olarak degistigini ortaya koymustur.

In vitro kiiltiirde siirgiin ucu ve nod olarak kullamlan eksplantatlarin siirgiin
Olusum orani 2,4-D konsantrasyonlarina bagh olarak % 43 ile % 52.5, rejenerasyon
orani (rejenerant/petri) 1.1 ile 4.0 arasinda degistigini gostermistir. Siirgiin olusum orani
ve rejenerasyon orani eksplantat ve 2,4-D konsantrasyonlarindan 6nemli derecede
etkilenmistir.

En yiiksek siirgiin olusum orant ve rejenerasyon orani siirgiin ucu
cksplantatindan ve MS besi ortaminda, 2 mg L' 24-D konsantrasyonunda
gerceklesmistir.

2016, 47 sayfa

Anahtar Kelimler: Cilek tggiilii (Trifolium fragiferum L.), Kromozom, Morfolojik
ozelikler, /n Vitro kiiltiirii, Siirgiin ucu-nod



ABSTRACT

INVESTIGATIONS ON DETERMINATION OF SOME MORPHOLOGICAL
FEATURES, SOMATIC CHROMOSOME NUMBERS AND IN VITRO
REGENERATION CAPABILITIES OF STRAWBERRY CLOVER (Trifolium
fragiferum L.) DOMINATED IN NATURAL RANGELANDS OF CUKUROVA
REGIONS

This study was conducted to determine the number of somatic chromosomes,
morphological features and In Vitro culture capabilities of strawberry clover
dominated in naturel rangelands of Hatay region.

The results showed that ecotypes had 2n=2x=16 chromosomes.

The results of the morphological studies showed that there were significant
variations in terms of morphological features.

The results of the study showed that shoot induction rate and regenerate number
per dish were significantly influenced by 2,4-D concentrations.

Depending on the 2,4-D concentrations, shoot induction rate, and regenerate
number per petri varied from 43% and %52.5, 1.1-4.0 regenerate, respectively.

The shoot induction rate regenerate rate were significantly influenced by the
explants and concentrations of 2,4-D.

The highest frequency of shoot induction rate and regenerate rate were recorded
from shoot explants on MS medium containing 2 mg L™ 2,4-D concentrations.

2016, 47 pages

Key Words: Strawberry clover (Trifolium fragiferum L.), Chromosome, Morphological
features, In Vitro, Shoot-node
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1. GIRIS

Yeryiiziinde var olan ve bilinen tiim dogal kaynaklar, insanlar ve uluslarin
yasama ve var oluslari ile yakindan ilgili ¢ok degerli hazineleri olustururlar (Tiikel,
1992).

Cagdas diizeyde yeterli ve dengeli beslenmemizin temeli olmasi gereken
hayvansal gida maddeleri {lretimimize iligkin sorunlar esas olarak iilke
hayvanciligmin karst karsiya kaldigi sorunlardan kaynaklanmaktadir. Ulkemiz
hayvanciliginin en 6nemli sorunlarindan birisini yem {liretimi sorunu olusturmaktadir.
Dogal ¢ayir meralarimiz ve yembitkileri yetistiriciligi hayvan yemi iiretim kaynaklar
icinde ¢ok dnemli yer tutmasina ragmen, 6zellikle cayir meralarimiz yillardan beri
siiregelen bilingsiz bir kullanim sonucu bozulmus ve verimsiz alanlar haline
gelmislerdir. Bugiin Tiirkiye mera alani 14,6 milyon ha (TUIK, 2014), Tiirkiye’de
toplam ekilen tarim arazisi igerisinde yem bitkileri ekim alan1 %9,5 payla 1,6 milyon
ha civarindadir (Kusvuran ve ark., 2011). Dogal ¢ayir-meralarimizin  bugiinkii
genel durumunu yansitan bu goriiniim, bitki biiylime ve gelismesi agisindan ekolojik
kosullarin en uygun oldugu bdlgelerimizden birisi olan Cukurova Bolge’sinde yer
alan meralar i¢in de farklilik gostermemektedir. Ancak iilke genelinde oldugu gibi
bolgedeki meralarda da yillardan beri siliren zamansiz ve asir1 otlatma bugiin bu
bitkilerin mera {izerinde yalnizca hayvanlarin ulagamadigi yerlerde kalmasina ve
sonu¢ olarak ta bu alanlarin tamamen cali ile kapli ve hatta calilarinda tahrip
edilmesi ile taslik, kayalik verimsiz alanlar haline gelmesine neden olmustur.
Ulkemiz ¢ayir-meralarinmn i¢inde bulundugu bu durum, sadece hayvanciligimizi
degil ayn1 zamanda toprak ve su kaynaklarimizin da olumsuz yonde etkileyerek bu
tilkemizin en 6nemli sorunlarindan birisi olan erozyon sorununu da beraberinde
getirmektedir. Ulkemizdeki bu sorununun ¢oziimlenebilmesi igin, en oOnemli
yenilenebilir dogal kaynaklarimiz olan ¢ayir-meralarimizin uygun 1slah yontemleri
ile 1slah edilerek yeniden bol ve kaliteli yem iiretir duruma getirilmeleri
gerekmektedir.

Bugiine kadar {ilkemiz meralar1 iizerinde siirdiiriilen mera 1slahi
arastirmalarinda dinlendirme veya giibreleme ile kisa siirede sonug¢ verecek

yontemlerin basarilt olmadigi (Altin, 1975; Alinoglu, 1984; Alinoglu ve Miilayim,



1984; Tiikel ve Hatipoglu, 1987), buna karsilik topografik ve toprak ozellikleri
toprak islemeye elverisli olan meralarda dogal mera ortiisiiniin siiriilerek yerine
bolgenin ekolojik kosullarina uyum gdstermis bitkilerden olusan yembitkileri
karigimlarinin ekilmesi yonteminin basarili oldugu ortaya ¢ikmistir (Tosun ve ark.,
1975).

Ancak bu tip meralarin 1slah c¢alismalarinda yapilacak 1slah isleminin
basarisin1  vejetasyonunun zenginlestirilmesinde kullanilan yembitkileri 6nemli
Olciide etkilemektedir. Her seyden Once bu tiirlerin 1slah isleminin siirdiiriildigi
bolgenin ekolojik kosullarina c¢ok iyi adapte olmus, mevcut mera kosullarinda bol ve
kaliteli yem iiretecek tiirler olmas1 gerekmektedir. Diger taraftan, iilkemizde yeniden
tohumlama yontemi ile mera islahi iglemine girisebilmek icin dncelikle halen tarim
alanlarinin yalnizca %9'nu kaplayan tarla yembitkileri yetistiriciliginin genisletilmesi
gerekir. Aksi halde yapilacak mera islaht calismalarinin {ilkemiz meralariin
sorunlarina ¢6ziim getirmesi imkansizdir.

Yukarida belirtilen yeniden tohumlama yontemi ile mera 1slah1 ve tarla yem
bitkileri yetistirme alanlarinin genisletilebilmesi i¢in muhtelif ekolojik bolgelerimiz
i¢cin adapte oldugu saptanmis bol ve kaliteli yem lireten yembitkisi tiir ve ¢esitlerinin
yeterli miktarlarda tohumlarmin iiretilmesi gerekmektedir. Ulkemizde yillardir
stirdiiriilen yembitkisi aragtirmalarmma ragmen, ekolojik kosullar agisindan biiytik
farkliliklar gosteren bolgelerimizin her biri igin adapte oldugu saptanmis yembitkisi
tiirleri ve bunlarin tohumlarim1 bulmak olduk¢a giictiir. Bu nedenle, oOncelikle
mubhtelif ekolojik bolgelerimizde mera islahi ve tarla yembitkileri yetistiriliciginde
kullanilabilecek yembitkisi tiir ve ¢esitlerinin ortaya konmasi ve bunlarin yeterli
miktarda tohumlarinin iiretilmesi gerekmektedir.

Ulkemizin degisik bdlgeleri icin uygun yembitkisi tiir ve ¢esitlerinin ortaya
konulmasinda, dogal vejatasyonda bulunan yabani tiirler, mevcut gesitler ve dis
kaynakli materyalden yararlanmak miimkiindiir. Bir¢ok yembitkisinin anavatani olan
tilkemiz, yembitkisi 1slahinda kullanilabilecek yabani yembitkisi populasyonlari
acisindan  bliylilk bir potansiyele sahiptir.  Yiksek verimli  yembitkisi
populasyonlarindan yaralanma, bu bitkilerin s6z konusu bdolgenin ekolojik
kosullaria ¢ok iyi adapte olmasi nedeni ile ¢ok iyi bir avantaj saglar.

Bolgemizde yembitkisi 1slahinda kullanilabilecek bitkilerden birisini de, ¢ilek



lcgiilii olusturmaktadir. Uzun siire su altinda kalan alanlarda su c¢ekilince
gelismesine devam eden bir bitkidir. (El¢i ve Ac¢ikgdz, 1993). Cilek iiggiilii tuzlu ve
alkali topraklar i¢in ¢ok elverisli olup, bozuk drenajli, sulanan bolgelerde ve su
baskini olan yerlerde yiiksek adaptasyon yetenegi bakimindan son derece dnemli bir
bitkidir (Gengkan, 1983). Ayrica, ¢ilek ii¢giilii basta ¢cayir meralar olmak {izere ot ve
silaj karigimlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Petrova ve Kozuharov, 1982).
Dogal vejatasyonlarda bulunan yabani yembikisi populasyonlarinin gayir-mera tesisi
veya tarla yembitkisi olarak kullanilabilmesi i¢in iizerinde 1slah islemleri yapilarak
uygun olan bireylerin secilmesi gerekir. Ancak bu bitkilerin karmasik sitolojileri, bu
bitkiler hakkinda bilgilerin yetersizligi ve karmasik yetistirme yontemleri
nedenleriyle bu bitkiler {lizerinde 1slah islemlerinin siirdiiriilmesi oldukca gii¢ ve
zaman alicidir. Ozellikle yabani tiirlerin 1slah programlarinda kullanilmasinda
bunlarin sitolojik 6zelliklerinin bilinmesi biiylik bir 6neme sahiptir (Mc William,
1964). Kromozom sayisi, genom derecesi, mayotik 6zellikler ve iireme biyolojisi
1slah programlarint dogrudan etkileyen faktorlerdir (Hatipoglu ve ark., 1992). Dogal
vejatasyonda bulunan yabani yembitkisi populasyonlarinin mera islahi ve tarla
yembitkisi yetistiriciginde kullanilabilmesi ve 1slah islemlerinin siirdiiriilebilmesi
icin sitolojik 6zelliklerinin saptanmasi gerekir.

Son yillarda bu bitkilerde in vitro kiiltiir tekniklerinin uygulanmasi ile 1slah
stirecinin kisaltilabilmesi i¢in uluslararasi alanda biiylik cabalar harcanmaktadir.
Ancak, bir tiirtin farkli genotipleri in vitro kiiltiirde farkli sonuglar vermekte, bir
genotip i¢in uygun oldugu saptanan kiiltiir kosullar1 diger bir genotipte ayni derecede
basarili olamamaktadir (Dale, 1980; Brettel ve ark. 1980; Dale ve Dalton, 1983,
Hatipoglu, 1991).

Bu arastirmada, Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Selam Ciftligi
icerisindeki dogal alanlardan toplanan cilek ticgiilii tohumlar1 materyal olarak
kullanilmistir. Tohumlardan ¢imlenen bitkilerin bazi morfolojik 6zelliklerin
saptanmasi, somatik kromozom sayilarinin tespiti ve in vitro kiiltiirde eksplantat

olarak kullanilma olanaklarinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Myer (1945), bezelye ve diger bazi bitkilerin kok uglarini % 10 HC1 de 10-30
dakika, 60 °C' da hidroliz etmistir.

O' Mara (1948), da alfa-monobromonaftalin ve alfa-monobromobenzeni ilk
islem icin kullanmis ve bu kimyasal maddelerin paradiklorobenzen ve asetonaftenden
daha kolay bir sekilde kullanildiklarini ortaya koymustur. Arastirict bu maddelerin
kromozomlarin kisalmast ve diizlesmesi suretiyle onlarin emniyetle sayimina ve
bliytiikliiklerinin mukayesesine imkan vermek bakimindan en az diger maddeler kadar
etkili oldugunu tesbit etmistir. Yine, alfa-monobromonaftalin’in paradiklorobenzen ve
asetonaften’den daha kolay bir sekilde kullanildigini ve ig ipliklerinin olusumunu
durdurdugunu, kromozomlarin kisalmasina ve diizelmesine etki ettigini bildiriyor.

Sass (1951), asetokarmin ile kromozomlarin boyama teknigini, asetokarmin
hazirlanmasi usuliinii bildirmekte ve kromozom sayimi ile metafaz kromozomlarinin
morfolojilerini tesbit etmede kok uglarindan preparat hazirlanmasi konusunda bilgiler
vermistir.

Lesins ve Lesins (1972), kromozom morfolojilerini, temelde mitotik dokular
lizerinde incelemislerdir.

Chen ve ark. (1982), domuz ayrig1 (Dactylis glomerata L.) bitkisinin geng
salkimlar1 ile stirdiirdiikleri arastirmalarda, gen¢ salkimlardan dogrudan siirgiin
olusumunun ortaya ¢iktigini, ortamdaki 2,4-D konsantrasyonlar1 arttik¢a siirgiin
olusumu yaninda ¢igek sap1 salkim ekseninden kallus olusumunun ortaya ¢iktigini,
genellikle diisiik 2,4-D konsantrasyonlarinda kallustan ¢ok, dogrudan siirgiin
olusumunun goézlendigini, kallustan bitki rejenerasyonunun gergeklesmedigini
bildirmektedirler.

Conger ve ark. (1983), domuz ayrigi (Dactylis glomerata L.) bitkisinin geng
yaprak segmentlerini SH (Schenk ve Hildebrand) ortaminda kiiltiire alarak yaprak
segmentlerinden herhangi bir kallus olusumu olmaksizin dogrudan embriyoid olusumu
ve bu embriyoidlerden bitki rejenerasyonunu gergeklestirmislerdir.

Genckan (1983), cilek tggili (Trifolium fragiferum L.), tcgil benzerleri
oymag: (Trifolieae)’ndan olup, Ucgiil (Trifolium L.), cinsinin Trifoliastrum altcinsinden

bir tiird teskil ettigini, ¢cok yillik nadiren iki yillik bir bitki oldugunu, ana kok, kuvvetli



ve dayanikli olup, taca yakin koklere sahip ve egik durumlu oldugunu, sap, 20-40 cm
kadar uzunlukta, yatik ve siiriiniicii olup, ¢ok dallanmakta ve ¢im teskil ettigini
belirtmektedir. Ayrica, sap stolonlar olusturarak, kokler saldigini ve siirgiinler verdigini,
Cilek tiggiilii bitkisinin 1liman bolgelerin bir bitkisi oldugunu, buna karsilik sicak ve
hatta oldukga kurak bolgelere de uyabildigini, ancak serin, nemli ve yayla iklimi olan
yorelerde yogun bir gelisme gosterdigini, kisa dayaniminin oldukga yiiksek oldugunu
bildirmektedir. Nemli tuzlu ve alkali topraklar i¢in ¢ok elverisli oldugunu, bozuk
drenajli, sulanan bolgelerde ve bu gibi topraklarda sik sik ortaya ¢iktigi yerler igin ¢ilek
iggiilii’niin ¢ok 6nemli bir bitki oldugunu, su baskinlarina iki aya kadar dayanabildigini
belirtmektedir.

Thomas ve Scott (1985), arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisinin geng
bagaklarmin in vitro kiiltiirinde; besi ortamindaki 2,4-D konsantrasyonun 10 uM kadar
artirlldiginda  kallus olusturma oranin  da artis gosterdigini, daha yiiksek
konsantrasyonlarda kallus olusturma oraninin azaldigini saptamislardir.

Pederson (1986), 4 farkl tggiil tiiriinde steril hipokotil segmentlerini degisik
besi ortami kombinasyonlarinda kiiltiire alindigini, tiirlerin kallus olusum oranlarinin
degisik ortam kombinasyonlarinda olduk¢a farkli oldugunu, sadece iki tiire ait
segmentler somatik embriyolar olustururken, olgun bitkilerin Trifolium incarnatum
tiriinde elde edilebildigini ve rejeneratlarin normal kromozom sayili olduklarim
bildirmistir.

Wernice ve ark. (1986), 2,4-D gibi auxinlerin yiikksek dozlarda
uygulandiklarinda mevcut meristem hiicrelerinin  boliinmesini  engelledigini
bildirmektedirler.

Less (1988), in vitro kosullarda ¢imlendirdigi korunga (Onobrychis viciifolia)
fidelerinden kotiledon eksplantlarini izole ederek, 2,4-D igceren mBS5 ortaminda kiiltiir
ettigini ve olusan kalluslar1 21. giin sonunda farkli konsantrasyonlarda BAP bitki
biiyiime diizenleyicisi ile muamele ettigini, artan konsantrasyonlarla birlikte kalluslarda
tanin igeriginde de bir artis oldugunu tespit etmistir.

Jia ve ark. (1989), korunga protoplastlarmin olusturdugu kalluslardan BA,
NAA veya IAA iceren MS ortaminda ¢ok sayida siirgiin olustugunu bildirmektedirler.

Pupilli ve ark.(1989), kontrollii kosullarda ve kompost toprakta yetistirdikleri 3-

5 aylik korunga fidelerinin son bogumlarindan alinan petiol ve yapraklardan farkli besi



ortami ve bitki biiyiime diizenleyicisi konsantrasyonlarinda kallus indiiksiyonu
gerceklestirdiklerini, her iki haftada bir kalluslar1 alt kiiltiire aldiklarimi ve 3 aylik
kalluslarda  protoplast izolasyonu  gerceklestirdiklerini, en  yiiksek  bitki
rejenerasyonunun 2-iP veya 6-BAP bitki biiyiime diizenleyicisi ilave edilmis MS
ortaminda saglandigmi, 1 mg/L 2-IP ve 200 mg/L myo-inositol ve 0.5 mg/L thiamin
kombinasyonunun bitki rejenerasyonu agisindan en iyi sonucu olusturdugunu
saptamislardir.

Barakat (1990), iskenderiye tggiili (Trifolium alexandrinum L)’niin farkli
cesitlerine ait tohumlarimi yiizey sterilizasyonu sonrasinda MS besi ortamina ektigini, 7
giinliik fidelerden kotiledon ve hipokotil segmentlerini ve 4 giinliik siirgiinlerden kok
uclari izole ederek farkli bitki biiylime diizenleyicisi kombinasyonlarina sahip MS
besi ortaminda kiiltir ettigini, 2 mg/L NAA ve 0.5 mg/L BAP bitki biiyiime
diizenleyicisi kombinasyonunda farkli eksplantlarda gevrek kirillgan yapili kalluslarin
indiiksiyonunun gerceklestigini ve daha sonra bunlar iizerinde yesil nodiilasyonlarin
olustugunu, bunlarin iki kez alt kiiltiir edilmeleri sonrasinda sadece hipokotil
segmentlerinden elde edilen kalluslarda siirglin olusumlarinin basladigini saptamistir.

Hatipoglu (1991), bugdaygil yembitkileri 1slahinda  biyoteknolojik
yontemlerden yaralanilabilmesi icin dncelikle incelenen bugdagil tiirii icin entansif bir
explantat-kallus -rejenerasyon sisteminin ortaya konulmasi gerektigini bildirmektedir.

Ozcan ve ark. (1992), bezelye (Pisum sativum L)’de olgunlasmamis
kotiledonlarin farkli bolgelerini eksplant olarak kullandiklarini ve 0,5 mg/L BAP ve 4
mg/L NAA iceren MS besi ortaminda kiiltiir ettiklerini, kallus olusumu sonrasinda
stirglin olusumunun basladigini, kotiledonlarin embriyonik u¢ kisimlari ile, bu kismi ve
hemen altindaki kotiledon bolgesini igeren eksplantlarin en fazla siirgiin olusturdugunu,
embriyonik ucun alinmamasi durumunda siirgiin olusumunun gerceklesmedigini,
ortama ilave edilen giimiis nitrat (AgNO3)’1n siirglin sayisinda degil, fakat siirgiin
kalitesinde etkili oldugunu, rejenere olan siirgiinlerin 1 mg/L IBA igeren 2 MS
ortaminda %80-90 oraninda kdoklendiklerini saptamiglardir.

Ozcan ve ark. (1993), bezelye (Pisum sativum)’de olgunlasmamis kotiledon
eksplantlarindan bitki rejenerasyonu ve somatik embriyogenesis gerceklestirmenin hizli
bir yontemini tarif ettikleri ¢aligmalarinda, kotiledon boyutlar1 ve ortama yerlestirilme

sekillerinin direk rejenerasyonda olduk¢a oOnemli oldugunu, en yiiksek bitki



rejenerasyonunun 7-8 mm boyutundaki yesil kotiledonlarin kesim bélgelerinden besi
ortamina yerlestirilmeleri durumunda saglandigin1 ve elde edilen siirgiinlerin %80-90
oraninda koklendigini, somatik embriyolarin modifiye edilmis MS ortaminda, 27-215
puM a-naftalasetik asit ve 23-181 uM oranlarinda 2,4-D ilavesi ile gergeklestigini, ancak
en yiksek ve normal morfolojili somatik embriyo frekansinin o-naftalasetik asit
kullanilmasi ile gergeklestigini saptamiglardir.

Ozcan (1995), sera kosularinda ve saksi icerisinde yetistirdigi iki bezelye
(Pisum sativum L.) ¢esidine ait bitkilerden, d6llenmenin 15. giliniinde hasat ettigi
baklalar yiizey sterilizasyonu sonrasinda agip, olgunlasmamis tohumlardan embriyolar1
izole ettigini, 2/3 oraninda kestigi kotiledon pargalarini farkli konsantrasyonlardaki MS
besi ortaminda kiiltiir ettigini, 4 mg/L BAP ve 0.02 mg/L NAA kombinasyonu ile
hazirlanmis olan ortamda her iki genotipte de yiiksek oranda siirgiin olustugunu ve
olusan siirgiinleri 1 mg/L IBA igeren MS ortaminda koéklendirerek fertil bitkiler elde
ettigini bildirmistir.

Ozcan ve ark. (1996). korunga (Onobrychis viciifolia)’da déllenmeden yaklasik
15 giin sonra hasat edilen tohumlardan olgunlagsmamis kotiledon ve embriyo parcalarini
MS besi ortaminda kiiltiire aldiklarin1 ve farkli konsantrasyonlardaki BAP ve NAA nin
direk siirgiin olusumuna yol agtigini, en yiiksek siirgiin olusumunun 0.5 mg/L BAP ve 2
mg/L NAA igeren ortamda Oncelikle bir kallus asamasi sonrasinda olustugunu,
olgunlasmamis embriyo parcalarinin, kotiledon eksplantlarina oranla daha yiiksek
slirgiin olusturma kapasitesine sahip oldugunu, rejenere olan siirgiinlerin 1 mg/L IBA
(%54) veya 1 mg/L NAA(%60) igeren 2 MS ortamina aktarilarak koklendirildiklerini,
IBA igeren ortamda koklenme direk olusurken, NAA iceren ortamda kdklenmenin bir
kallus faz1 sonrasinda gerceklestigini saptamislardir.

Karadag (1994), Sirdirdiigii arastirmada, Cukurova Bolgesi dogal
vejetasyonlarinda yaygin olarak bulunan ¢ tekyillik yonca tiiriiniin (Medicago
scutellata, Medicago orbicularis ve Medicago polymorpha) Medicago scutellata’ da
somatik kromozom sayisinin 2n=30, Medicago orbicularis’ de 2n=16 ve Medicago
polymorpha tiiriinde ise 2n=14 oldugunu gdstermistir. Incelenen bu tiirler igerisinde
Medicago scutellata' nin 1. ve Medicago polymorpha' nin 2. kromozomlarinda Sat-
kromozomlara ve ikincil yapilara (secondary constriction) rastlandigini, morfolojik

arastirma sonuglari, incelenen tiirlerin 6zellikle tarimsal olarak 6nem tasiyan morfolojik



Ozelikler acisindan biiyiik varyasyon gosterdigini ortaya koydugunu, incelenen tiirlerden
M. scutellata tiiriniin tohumlarinin yiiksek oranda ¢imlenme gosterdigi, diger iki tiirde
ise yiiksek oranda sert tohumluluga rastlandigini saptamistir.

Ozgen ve ark. (1997), in vitro kosullarda ¢imlendirdikleri farkli yonca
cesitlerinden siirgiin uglarmi izole ederek, farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA
bliyiime diizenleyicileri ilave edilmis MS ortaminda kiitiir ettiklerini, en yiiksek siirgiin
olusumunun 2 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA kombinasyonunda saglanirken, en yiiksek
koklenme oranin 2 mg/L IBA iceren MS ortaminda elde edildigini, rejeneratlara ait kok
uclarinda yapilan kromozom sayimlarinda orijinal bitkilerden sapmalar gézlenmedigini
bildirmislerdir.

Pilarska ve ark. (1997), yaptiklar1 ¢alismada, zigotik embriyo sathasinda
(Cotyledonary-stage zygotic embryo) olgunlasmamis Kotiledonlarin diizenleyici
olmayan ve embriyo genetiginde Trifolium nigrescens (somatik embriyogenesis
receptor-kinaz benzeri) den somatik embriyogenez reseptor benzeri kinaz geninin
ortologunun sentezleme modeli belirlenmis ve incelenmislerdir. 1-naftalenasetik asit
varliginda ve N6- [2-izopentenil] -adenin, Cotyledonary-stage zygotic embryolari
dogrudan embriyoid ve uzun kiiltiiriinde iretilen kallus (embriyogrenik olan ya da
yenilenme olamayan) {irettigini bildirmislerdir. Yari-kantitatif ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) gozlendigi gibi, somatik embriyogenesis
receptor-kinaz benzeri embriyojenik ve rejeneratif olmayan kiiltiirlerde ifade etmisler,
ancak bu ifadenin embriyonik olanlarinda daha énemli oldugunu bildirmislerdir. In situ
hibridizasyon RNA deneyinde, somatik embriyogenesis receptor-kinaz benzeri,
sentezlenmesi eksplantlarinda hiicre boliinmesinin indiiksiyonundan 6nce oldugunu, ve
daha sonra bu firetilen aktif olarak bdliinen embriyoid olan hiicreler, embriyo benzeri
yapilarin kallus veya trakeid elemanlari 6zel olarak muhafaza edildigini ortaya
koymuslardir. Bununla birlikte hiicrelerde, embriyogenetik hiicrelerin ¢ok fazla oldugu
hibridizasyon sinyalinin yogunlugunda degisik morfogenik olaylara yol acgtigim
gozlemlemiglerdir. Ayrica, farklilasma / transdiferansiyonun ve hiicrenin (lerin)
totipotent durumuna iligkin ¢esitli gelisim programlarinin indiiksiyonunda somatik
embriyogenesis receptor-kinaz benzeri katildigini 6ne stiirmiislerdir.

Rybczynski (1997), tarafindan Trifolium fragiferum L. (2n=16) igin gesitli besi

ortamlar1 kullanilarak doku ve protoplast kiiltiirlerinde bitki rejenerasyon sistemleri



gelistirilmistir. Embriyo kiiltliriine baslamak i¢in en iyi ortam olan Kao (1977) ya da
Kao ve Michayluk (1975) baz alinmustir. Somatik embryogenesis bitki dallarinin yesil
yaprak mezofilinden alinan kiiltiirlerden oldugu ayrica somatik embriyo protoplastlari
ve hiicre siispansiyon protoplastlarinin olgunlasmamis zigotik embriyolarin yapraklari
ve gesitli explantlar1 gézlemlenmistir. Somatik embriyogenes siireci Murashige ve
Skoog (1962) 0.5mg/L benziladenin ve 0.05 mg/L naftalenasetik asitleri verilerek,
ortamlar1 iizerinde iki yildan fazla kullanilmistir. Bu uzun dénemli kiiltiirler fertil ve
tohum {iretebilen bitkileri rejenere etme kapasitesindedir. Bu sonuglar protoplast kiiltiirii
ile Trifolium’un diger tiirlerinin doku ve organ kiiltiirleriyle karsilastirilmistir.

Chandra ve ark. (1997), baz tiirlerin in vitro kiiltiirlerinde, ¢imlenme ve
gelismeyi, in vitro morfoloji ve doniisiimii diizenleyen etilen ve diger gazlarin, in vitro
tepkimeyi azaltabildigini, ortama etilen inhibitorlerinin ilave edilmesi ile bazi tiirlerde
rejenerasyonun saglanabildigini bildirmislerdir. Arastiricilar, in vitroda ¢imlendirdikleri
nohut tohumlarindan olusan siirgiin uglar1, kotiledon ve hipokotil segmentlerini ti¢ farkli
ortamda kiiltiir ettiklerini, hipokotil segmentlerinde yiiksek oranda etilen gazi olusumu
ortaya ¢ikarken, siirgiin u¢larindaki olusumun ihmal edilebilir oranda gergeklestigini,
kotiledon eksplantlarinda ise etilen gazinin embrioidlerin siirgiine donilistimiini
engelledigini, hipokotil segmentlerinde arttirilan gaz oranmin gelisme ve morfolojik
dontisiimii azalttigini saptarken, oksin i¢eren ortamlarda etilen, sitokinin igerenlerde ise
metan konsantrasyonunda bir artis gézlemislerdir.

Can ve ark. (2000), Yaptiklar: arastirmada 6 farkli adi yalancidar1 (Paspalum
dilatatum Poir.) ekotipinden alman gen¢ salkim segmentlerinin  farkli
konsantrasyonlarda (2, 4, 6, 8, ve 10 mg/L) 2,4-D igeren MS ortaminda kallus
indiiksiyonu ve bitki rejenerasyon potansiyellerini incelemisler. Kallus indiiksiyon
orani, kallus agirlig1 ve bitki rejenerasyonunun ekotiplere ve 2,4-D konsantrasyonlaria
bagl olarak degistigini ortaya koymustur. Ekotiplere bagli olarak kallus indiiksiyon
oran1 % 17.5 ile % 65.0, petri kutusu basina kallus agirlig1 75.25 ile 365.1 mg ve salkim
segmenti basina gerceklesen rejenerat sayist 0.263 ile 1.612 arasinda degismistir. En
yiiksek kallus indiiksiyon orani, kallus agirlhigi ve bitki rejenerasyonu 6 mg/L 2,4-D
konsantrasyonundan elde ettiklerini bildirmislerdir.

Can ve Hatipoglu (2000), besi ortami, oksin ¢esidi ve konsantrasyonunun 15

Sar1 Sakalotu (Bothriocloa ischaemum (L.) Keng) ekopitinin geng salkimlarindan kallus



olusumu ve bitki rejenerasyonuna etkisini saptamak amaciyla yaptiklar1 arastirmada; /n
vitro kiltirde eksplant olarak kullanilan gen¢ salkimlarin kallus olusturma orani
ekotiplere bagli olarak % 9.7 ile % 51.6 arasinda, petri kutusu basina kallus agirlig1 96.6
ile 414.6 mg arasinda ve salkim segmenti basina rejenere olan bitkicik sayist 0.0 ile 2.2
arasinda degismistir. Kallus olusturma, kallus agirligi ve bitki rejenerasyon orani
acisindan LS temel besi otaminin SH temel besi ortamindan daha iistiin oldugu, 2,4-D
iceren ortamda Kkiiltiir edilen salkimlardan dicamba ig¢eren ortamda kiiltiir edilenlere
oranla daha yiiksek kallus olusturma orani ve kallus agirligi gergeklesirken, dicamba
iceren ortamda daha yiiksek bitki rejenerasyon orani gergeklestigi saptanmistir. En
yiiksek kallus olusturma orani ve kallus agirligi 4 mg/L 2-4-D konsantrasyonunda
gerceklesirken, en yiliksek Dbitki rejenerasyon orant 8§ mg/L’lik dicamba
konsantrasyonundan saglandigini bildirmislerdir.

Mulin ve Spataru (2000), steril kosullarda ¢imlendirilen 5 giinliik Lupinus
albus ve L. mutabilis fidelerinin farkli bolgelerinden, epidermis ve alt epidermal
parankim hiicrelerini igerecek sekilde ince hiicre tabakalari izole ettiklerini, yapilan
histolojik inceleme neticesi inokulasyon doneminde meristematik hiicreler iceren
tabakalarda direk organogenesis gozlendigini, meristematik hiicreler igermeyen
eksplantlarda ise Oncelikle nodiiler yapilar olustugunu ve daha sonra bunlardan organ
tesekkiillerinin basladigin1 saptamislardir.

Sancak ve ark.(2000), macar figinde (Vicia pannonica Crantz) ddllenmeden
yaklagik 15 giin sonra izole ettikleri olgunlasmamis kotiledon ve embriyo taslaklarini,
farkl1 konsantrasyonlarda BA ve NAA igeren MS besi ortaminda kiiltiir ettiklerini,
olgunlagsmamis kotiledon eksplantlarindan 20 uM BA ve 2.5 uM NAA igeren ortamda
yiiksek oranda direk rejenerasyon gergeklesirken, olgunlasmamis embriyo taslaklari i¢in
5 uM BA ve 5 uM NAA konsantrasyonlarinin bu agidan en iyi kombinasyon oldugunu,
tim kombinasyonlarda embriyo taslaklarinin daha yiiksek rejenerasyon oram
gosterdigini, kdklenmenin ise 5 uM IBA ilave edilen 2 MS ortaminda %50 oraninda
gerceklestigini, koklenen siirglinlerin %45°nin fenotipik olarak normal goriinimli

bitkiler meydana getirdigini bildirmislerdir.

Celiktas (2001), korunga (Onobrychis sativa L.) bitkisinde genotip, eksplantat,
oksin ¢esit ve konsantrasyonu ile sitokinin g¢esit ve konsantrasyonunun in Vitro

rejenerasyon tlizerine etkilerinin saptanmasi amaciyla yaptigi calismada, kallus
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indiiksiyonu ve bitki rejenerasyonunun genotip, eksplantat, oksin g¢esidi ve
konsantrasyonu ve sitokinin ¢esit ve konsantrasyonundan énemli derecede etkilendigini
bildirmistir.

Uranbey ve ark. (2005), Trifolium resupinatum L. farkli eksplantat ve besi
ortami kullanarak yaptiklar1 mikro ¢ogaltma ¢alismasinda; nod, hipokotil ve kotiledon
nod eksplantlarini Murashige ve Skoog (MS) ortamina ilave edilen alt1 benziladenin
(BA) ve indol-3-biitirik asit (IBA) veya BA, Kinetin (KIN) ve IBA. kombinasyonlari
test edilmistir. En iyi siirgiin olusumunun 7.1 uM BA ve 1 uM IBA veya 14.1 uM BA
ve 1 uM IBA igeren kotiledon nod eksplantlarindan edildigini bildirmislerdir.

Sahin-Demirbag ve ark. (2008), Tiirkiye’de endemik olan ve Anadolu halki
tarafindan geleneksel olarak yem ve saman amaciyla yaygin kullanilan Trifolium
pannonlcum JACQ. subsp. elongatum (Willd) ile yaptiklar1 ¢alismada in vitro
kosullarda oncelikle etkili bir mikro ¢ogaltim yontemini gelistirilmesini desteklemeyi
bununla birlikte hipokotil, kotiledon bogumu ve kotiledon temelli eksplantlar
kullanarak 1slaha destek olmayir amaglamiglardir. 1 mg/L BAP-0,4 mg/L a-
naftalenasetik asit (NAA) igeren MS ortaminda hipokotil eksplantlarindan siirgiin
rejenerasyonun (% 100) en yiiksek frekansi ve her eksplantatdaki 3.50 cm uzunluga
sahip siirgiinlerin sayis1 (20.33) kaydedilmistir. Indol-3-butirik asit (IBA) nin farkli
konsantrasyonlarini iceren MS ortamu {izerinde kiiltiirlenen filizler tarafindan basariyla
koklendirildigini bildirmislerdir. 0.5 veya 0.75 mg/L IBA igeren MS ortaminda
¢imlenmenin maksimum frekans1 kaydedilmistir. Bu bitkilerin saksilara transfer edildigi
ve (¢igeklendikleri ve tohum tuttuklar1) seraya adaptasyonlari saglandigi bildirilmistir.

Sahin-Demirbag ve Kendir (2009), kinetin ve a-naftalin asetik asitin (NAA)’in
farkli konsantrasyonlarinin (kinetin ve 0.140.1, 0.2, 0.4 NAA mg/L), uzun yaprakli
tiggiil (Trifolium pannonicum ssp. elongatum) bitkisinin hipokotil ve kotiledon yaprak
sap1 eksplantlarindan gelisen siirgiin yiizdesi, siirgiin sayist ve siirgiin uzunlugu iizerine
olan etkilerini saptamak icin yaptiklari ¢alismada, siirgiin olusturan eksplant yiizdesinin
en yiiksek oranda (% 91.7) hipokotil eksplantindan ve Murashige and Skoog (MS)
icinde 1 mg/L Kinetin + 0.4 mg/L NAA igeren ortamdan; en diisiik siirgiin yiizdesinin
(% 25.0) hipokotil ve kotiledon yaprak sapi1 eksplantlarinin her ikisinde de 1 mg/L
Kinetin +0.1 NAA igeren rejenerasyon ortaminda gelistigini, eksplant basina en fazla

stirgiin sayist 11.2+1.3 adet ile 1 mg/L Kinetin+0.4 mg/L NAA igeren ortamdan, en

11



diisiik siirgiin sayist 2.5+0.6 adet ile 1 mg/L kinetin +0.1 NAA uygulamasindan elde
edildigini bildirmislerdir.

Kusvuran ve ark. (2011), Tiirkiye ¢ayir-mera alanlari toplam 14,6 milyon
ha’dir. Bat1 Karadeniz Bolgesi’nde ise bu miktar 782 bin ha olup, lilkemiz ¢ayir-mera
alanlarinin %5.35’ini1 olusturdugunu bildirmistir. Tirkiye’de toplam ekilen tarim arazisi
icerisinde yem bitkileri ekim alan1 %9,5 payla 1,6 milyon ha olup, Bati Karadeniz
Bolgesi i¢in ise yem bitkileri ekim alani i¢inde bu oran %12,1°1ik payla yaklagik 200
bin hektardir. Bununla birlikte {ilkemizde yaklasitk 11 milyon, Bati Karadeniz
Bolgesi’'nde ise 1,1 milyon (%9,8) BBHB’ye esdeger hayvan sayisi vardir. Bu
hayvanlarin beslenmesi i¢in gerekli kuru kaba yem miktar1 yillik 50 milyon ton, Bati
Karadeniz Bolgesi iginse yillik 5 milyon tondur. Oysa cayir-mera alanlari ve yem
bitkileri yetistiriciliklerinden elde edilen yem miktar1 ihtiyacin yarisindan daha az
oldugunu, bu nedenle, uygun amenajman teknikleri ve 1slah ¢aligsmalari ile mevcut mera
alanlarinda tiretim ve devamliligin saglanmasi gerektigini bildirmislerdir. Ayrica yem
bitkileri ekim alanlar1 artirilmali, 6zellikle nadasa birakilan alanlarda ekim ndbeti
uygulamasina gidilerek yem bitkileri tarrmmna &ncelik verilmelidir. Ulke genelinde ve
Bati1 Karadeniz Bolgesi’nde her yoreye uygun yem bitkileri tiir ve ¢esitleri iizerine
caligmalar yapilmali, elde edilen sonugclar iireticiler ile paylasildig1 belirtilmistir. Yem
bitkilerinde uygulanan desteklemeler artirilarak devam edilmesini ve tohumluk sorunu
mutlaka ¢oziilmesi gerektigini bildirmislerdir.

Konieczny. ve ark. (2012), Trifolium nigrescens bitkisinin zigotik
embriyolarindan mikroskopi ve flow sitometri yontemiyle somatik embriyolar
(morfoloji , anatomi , genom biiyiikliigii) ile rejenerasyon arasindaki iliskiyi belirlemek
amaciyla yaptiklart ¢aligmada; embriyoidler, Murashige ve Skoog (MS) besi ortamina
ilave edilen 4 mg/l 2,4 -diklorofenoksiasetik it (2,4 -D) ve 2 mg/l N° ( 2—izopentenil)
adenin (2IP) kiiltiirlerde direk hipokotil ve kallus yoluyla elde ettiklerini ve zigotik
embriyo benzeri kiiltlirlerden bitkilerin elde edildigini bildirmislerdir

Tas ve Aykas (2013), yaptiklar1 arastirmada, materyal olarak 70 adet ¢ilek
tcgiilii tohum Ornegi ile 3 adet kontrol cesidi (Palestine, Salina ve Princep. Park)
kullanilmistir. Populasyonlarda tag yaprak rengi, bitki biiylime sekli, yaprake¢ik sekli,
yaprak¢ik ucu sekli, bliylime orani, yaprak rengi, stolon sayisi, stolon kalinligi, ortii

derecesi, ¢igekcik sayisi, ¢igcekeik capi, yaz verimi, ilk ekim yili ¢igeklenme egilimi, ilk
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cigeklenme ve tohum olgunlastirma tarihi gozlemleri yapilmistir. Cilek ti¢giilic dogal
populasyonlarinda 6l¢iim ile belirlenen bitki boyu, u¢ yaprakeik genisligi, ug yaprakeik
uzunlugu, u¢ yaprakcik uzunluk/genislik orani, ¢icek sap1 uzunlugu, cicek sapi kalinligi,
bitki basma tohum verimi ve bin dane agirlig1r 6zellikleri ana bilesenler analizi ile
degerlendirilmistir. Incelenen 6zelliklere ait toplam varyansin %82,20’lik boliimii ii¢
temel bilesende yogunlastigi, ilk temel bilesen i¢in en 6nemli degiskenler sirasiyla bitki
boyu, u¢ yaprakeik genislik ve uzunlugu, cicek sapr uzunlugu, bitki basina tohum
verimi pozitif, yaprak¢ik uzunluk/genislik oranina negatif yonde etkili olmustur. ikinci
temel bilesende bin tane agirlig1 ve ¢igek sap1 kalinligi degerleri en fazla etkili olmustur.
Uciincii ana bilesen bitki boyu, u¢ yaprakc¢ik uzunlugu, yaprak¢ik uzunluk/genislik

orant ile pozitif, ¢igek sap kalinligi ile negatif iliskili bulundugunu saptamiglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
Aragtirmada materyal olarak; Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Selam Ciftligi (36°12'53" K, 36°25'46" D) igerisindeki dogal alanlardan toplanan ¢ilek

tiggiilii (Trifolium fragiferum L.) tohumlar1 kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Sitolojik Arastirmalarda Kullanilan Yontemler

3.2.1.1. Sitolojik Arastirmalarda Kullanilan Bitki Materyalinin Yetistirilmesi
Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Selam Ciftligi icerisindeki dogal

alanlardan toplanan ¢ilek ti¢giilii tohumlari, sitolojik arastirmalar igin; icine 2 kisim

tarla topragi + 1 kisim kum + 1 kisim ¢iftlik giibresi karisim orani ile hazirlanmis

toprakla doldurulmus 7x7x8 cm boyutlarindaki saksilara ekilmistir. Yeterince biiyiiyen

bitkiler, haftada bir kez %8 N+ %8 P2Og igeren sivi giibre solusiiyonunun %]1' lik

¢ozeltisi ile giibrelenmis ve yeterince sulanarak sera kosullarinda yetistirilmistir (Sekil
3.1).

Sekil 3.1 Cilek tiggiilii bitkisinin yetistirilsi
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3.2.1.2. Sitolojik Arastirmalar I¢in Kok Ucu Orneklerinin Alinmasi, Preparatlarin
Hazirlanmasi ve Kromozom Sayimlarinin Yapilmasi

Saksilara (7x7x8 cm) sasirtilmis olan bitkilerin, saks1 tabanina kadar uzayan kok
uglar1 sabah 09.*° da bir makas yardimi ile 1-1,5 cm uzunlugunda kesilerek i¢inde bir
miktar su bulunan petri kab1 i¢inde temizlenmistir. Ilk islem olarak; kromozomlarin
mitoz boliinmenin metafaz devresinde ekvatoral tablada toplanmasini engelleyip hiicre
icinde dagilmasini, ig iplik¢iklerinin yapisini bozarak ig olusumunu engellemek icin
yapilmustir (Topaktas ve Renciizogullari, 1995). ilk islemde, k&k uglarina doymus alfa-
monobromonaftalin ¢ozeltisi uygulanmistir. Alfa-monobromonaftalin’in ig ipliklerinin
olusumunu durdurdugu, kromozomlarin kisalmasina ve diizelmesine etki ettigi
bildirilmektedir (El¢i 1982). Bu ¢dzelti; 100 ml musluk suyuna 3-4 damla alfa-
monobromonaftalin damlatilarak hazirlanmistir. 4-5 cm boyunda ve 1.5 cm ¢apindaki
cam tiiplere bu ¢ozeltiden 2,0-2,5 cm yiiksekliginde doldurulmustur. Tiiplerin ig¢ine 1x5
cm boyutlarindaki kagitlara kursun kalem ile bitki numaralari, kok ucunun alindigi
tarih, saat ve bagka gerek duyulan bilgiler yazilarak konulmustur.

Kesilen kok uglari, i¢inde ¢ozelti bulunan tiiplere konulmus, agizlar mantar tipa
ile kapatilmigtir. Materyal, 4 saat oda kosullarinda, karanlik bir dolap iginde
bekletilmistir. Ik islemden sonra tiipiin mantar tipasi c¢ikarilmis ve igindeki alfa-
monobromonaftalin ¢ézeltisi siiziilmiistiir. Stizme islemi tamamlandiktan sonra, tiipler 2
defa ¢cesme suyu, 2 defa da destile su ile yikanmistir. Tiiplere bu kez glasial asetik asit
konulmus ve oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Tespit islemi ile; hiicrelerin
hayat Seyrinin birdenbire sona erdirilmesi ve miimkiin oldugunca hayattaki durumunu
bozmadan gozlenmesi amaglanmigtir. Tespit isleminden hemen sonra glasial asetik asit
tip icerisinden bosaltilmigtir. Tiip igerisindeki koklerden hemen kullanilmayacak
olanlar % 70' lik etil alkol igerisinde buzdolabinda +4°C' de depolanmistir. Boylece,
kokleri uzun siire muhafaza etmek miimkiin olmustur. Daha sonra tespit islemi yapilmis
koklere hidroliz islemi uygulanmistir. Hidroliz, dokularin hiicrelerini birbirinden ayirip,
onlarin daha iyi gozlenmesini saglamak amaciyla yapilmistir. Bu ayirma isleminden
sonra artik dokular, aralarinda birlestirici bir kuvvet bulunmayan yalniz bir hiicre y1gin1
durumunu getirilmistir. Boylece, her bir hiicre kendi i¢lerindeki kisimlari ile birlikte

mikroskop altinda st {ste gelmeden tek bir tabaka halinde gozlemlenmesi
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amaclanmistir. Hidroliz ile ayrica sitoplazmanin renksiz hale gelmesi ve yalnizca
cekirdekteki kromatinin boyanmasi saglanmaktadir.

Kok uglart hidroliz yapilmadan 6nce, 3 defa 5' er dakika siire ile damitik su ile
yikanarak glasial asetik asitten temizlenmistir. Ayrica, daha sonra incelenmek amaciyla
% 70’ lik alkol i¢inde stoklanmis olan kok uclari da hidroliz yapilmadan 6nce 3 defa 5'
er dakika siire ile damitik su ile yikanmistir. Temizlenen kok uglar1 su banyosunda 1 N
HCL igerisinde 60 °C' de 13 dakika siire ile hidroliz edilmistir. Hidroliz siiresi, daha
once yapilan 6n ¢aligmalarla kok uglarinin en iyi boyandig: siire olarak alinmistir. Daha
sonra kromozomlarin boyama islemine gecilmistir. Arastirmada kullanilan Feulgen
boyas1 Hatipoglu (1991)’na gore hazirlanmustir.

Hidroliz edilen kok uglari, 1 N HCL' den c¢ikarilarak 3 defa 5’er dakika
araliklarla damitik su ile yikandiktan sonra igerisinde Feulgen bulunan tiiplerde oda
sicakliginda 2.5 saat bekletilmistir. Feulgen' den ¢ikartilan kok uglart 10-15 dakika
cesme suyunda bekletilmistir. Kok uglarinin 1-2 mm' lik koyu mor renk alan ug
kisimlarindan preparatlar yapilmstir.

Boyanmis olan kok uglarindan biri, bir pens ile lam {izerine konulmustur. Bir
jilet ile, kokiin 2-3 mm' lik u¢ kismu kesilerek, hiicrelerin preparatta diizgiin dagilmasin
saglamak amaciyla miimkiin oldugunca cok kiiciik parcalara boliinmiistiir. Kokiin
parcalanmas1 sirasinda pargalanan kisimlarin  kurumasimi O6nlemek amaciyla ve
preparatlart daha iyi goriniir bir duruma getirmek igin, lam tizerindeki kok
parcgaciklarina bir damla %1’lik asetokarmin eriyigi ilave edilmistir.

Bu sekilde lam {izerine konulan kdk ucu parcaciklari iizerine bir lamel gelecek
sekilde kapatilmistir. Bir elin bagparmag: ile lamel iizerinden oynatmadan tutarak diger
ele alinan kursun kalemin arkasi ile lamele hafif hafif vurulmustur. Daha sonra
kromozomlar1 bir diizlem icerisinde bulundurmak i¢in de preparat, ¢ok diizgiin bir
masanin tzerinde iki kuru kurutma kagidi arasina konularak, basparmagin ucu ile
lamele bastirilmistir. Lamele fazla bastirmadan dolay1 preparat icinde meydana gelen
hava kabarciklari, lamelin kenarma % 1’lik asetokarmin ilavesi ile alinmistir.
Mikroskopta incelenen ve hiicrelerde amaca uygun kromozomlarin bulundugu gézlenen
preparatlar devamli hale getirilmistir. Devamli preparatlar1 yapmak icin, alkol buhari
degis tokusu yontemi kullanilmistir. Bu yontemle lam ile lamel birbirinden ayrilmadan,

bunlarin arasinda alkol buhar1 kanada balzami degis tokusu saglanmigtir. Lamin uygun
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bir kenarina preparatla ilgili gerekli bilgiler yazili etiket yapistirildiktan sonra, preparat,
bir sale i¢cine konulmustur. Kabin ve kapaginin i¢ tarafi kurutma kagidi ile kaplanmistir.
Cam kaba, 4-5 mm yiikseklige kadar alkol konularak, kabimn i¢indeki kurutma kagidi
alkol ile nemlendirilmistir. Ayrica, cam kabin etrafina parafilm sarilarak, alkol
buharlariin kapaktan ugmasi 6nlenmistir.

Boylece, hazirlanan kaplara, preparatlar konularak buzdolabinda +4 °C' de bir
gece bekletilmistir. Ertesi giin, preparatlar bu cam kaptan ¢ikarilarak lam ve lamel bir
jilet yardimiyla ayrilarak arasina iki damla kanada balsami damlatilarak tekrar aym
sekilde kapatilip, hafif¢e bastirilarak lam ve lamel arsindaki hava kabarciklar1 alinmustir.
Daha sonra, i¢inde kurutma kagidi bulunan petri kaplar1 alkol ile nemlendirilmis,
iclerine preparatlar yerlestirilmistir. Petri kaplar1 diiz bir masa iizerinde oda sicakliginda
bir hafta siire ile kurutularak preparatlarin daimi hale getirilmesi saglanmistir.
Kromozomlari metafaz safhasinda bulunan en iyi bir sekilde dagilma gosteren, fazla
bliziilmemis, morfolojileri iyi goriilebilen ve bir diizlem {izerinde bulunan en iyi kok
ucu somatik hiicreleri belirlenmistir. Bu hiicrelerin fotograflar: dijital olarak ¢ekilmistir.

Kromozom sayimlari bitkinin 25 hiicresinde yapilmistir.

3.2.2. In Vitro Kiiltiir Arastirmalarinda Kullanilan Y6ntemler
3.2.2.1. In Vitro Kiiltir Arastirmalarinda Kullamlan Donor Bitkilerin
Yetistirilmesi

Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Selam Ciftligi igerisindeki dogal
alanlardan toplanan ¢ilek {i¢giilii tohumlari, ilk olarak suyla yikanmis, ardindan %96’lik
alkol ile 2 dakika ve son olarak % 40’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dakika steril
edilmistir. Steril edilen bu tohumlar in vitro kosullarda yetistirilmek tizere, 30 ml besi
ortami i¢eren Magenta (GA-7)’ de ve MS (Murashige and Skoog, 1962) besi ortaminda
¢imlendirilmistir (Sekil 3.2).

3.2.2.2. In Vitro Kiiltiir Arastirmalarinda Ele Alinan Varyantlar ve Deneme Plam
Arastirmada besi ortami olarak MS (Murashige and Skoog, 1962) ile 2,4-D

oksinin 4 farkli konsantrasyonu (2 mg L™, 4 mg L™, 6 mg L™ ve 8 mg L) ve eksplantat

olarak ta siirgiin ucu ve nodlar kullanilmistir. Arastirma tesadiif parsellerinde boliinmiis

parseller deneme desenine gore diizenlenmis ana parselleri eksplantatlar alt parsellleri
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oksin konsantrasyonlart olusturmustur. Her uygulama kombinasyonu 4 kez

tekrarlanmustir.

Sekil 3.2. Cilek iicgiilii bitkisinin /n Vitro kiiltiirde yetistirilmesi

3.2.2.3. Kullamlan Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi

Arastirmada temel besi ortami olarak MS (Murashige and Skoog, 1962) besi
ortami kullanilmistir. Bu ortamin bilesimi Cizelge 3.1.'de gosterilmistir.

Arastirmada kullanilan temel besi ortammin birim hacimde bulunmasi gerekli
bircok maddenin miktarlarinin diisiik olmasindan dolayi, bu maddelerin teker teker
tartilarak hazirlanmasi biiyiik zaman kaybina neden olacagindan besi ortamini olusturan

ogelerin stok soliisyonlar1 hazirlanmigtir (Hatipoglu, 1995).

3.2.2.3.1. Makro ve Mikro Elementlerin Stok Soliiyonlarinin Hazirlanmasi

Besi ortaminda bulunmasi gerekli olan KI, CoCl,. 6H,0, CuSO, 5H,0,
Na;Mo0O,. 2H,0 gibi mikro elementler ve jelat (FeSO,4. 7H,0 ve Na,EDTA) disindaki
makro ve mikro elementlerin her bir besi ortaminda litrede bulunmasi gerekli olan
miktarlarinin 10 kat1 hassas terazide tartildiktan sonra, igerisinde 200 cc bidestile su
bulunan ve bir magnetik karistirici iizerine yerlestirilmis olan 2 litrelik bir erlenmayer
kabina sirasiyla ilave edilmiglerdir. Karisimi olusturan elementler iyice ¢oziindiikten

sonra, karigtmin hacmi 1 litreye tamamlanmis ve herbiri 150 ml olan, 10 ayr1 plastik
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kaplara 100'er ml paylastirilmistir. Kaplarin tizerine yapistirilan etiketlere besi
ortaminin adi, icerdigi makro-mikro elementler ve ortamin yapilis tarihi yazilarak,
buzdolabinin derin dondurucusunda muhafaza edilmistir. KI, CoCl,.H,0O, CuSQO,4. 5H,0

ve Na;MoO,. 2H,0 bilesenlerinin ise ayr1 ayri stok soliisyonlar1 hazirlanmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi ortami bilesimi

Bilesik MS Besi Ortam
Makro elementler Konsantrasyon (mg L™)
MgSO,. 7H,0 370
KH,PO, 170
KNO; 1900
NH;NO; 1650
CaCl,. 2H,0 440
Mikro elementler

HgBOg 6,8
MnSO,. H,0 16,9
ZnS0O4. 7TH,0 8,6
NazMOO4. 2H20 0,25
CuSOs. 5H,0 0,025
CoCl,. 6H,0 0,025
Kl 0,83
FeSO,. 7H,0 27,8
Na,EDTA 37,3
Organik Bilesikler

Thiamin. HCI 0,1
Pyridoxin. HCL 0,5
Nikotinik asit 0,5
Myo- inositol 100
Sakkaroz (Q) 30
Agar (g) 8

pH 5,8

3.2.2.3.2. Jelat (FeSO,4. 7H,0 ve Na,EDTA) Hazirlanmasi

7,45 gr Na,EDTA bir megnetik karistirict iizerine yerlestirilmis 1 litrelik erlen
kabinda 200 cc bidestile su iginde eritilmis ve eriyik 90 °C ' ye kadar 1sitilmistir.
Sicaklik belirtilen diizeye eristiginde ¢ozeltiye 5,57 gr FeSO, ilave edilmis ve iyice

karistirilmistir. Daha sonra karisimin sicakligi oda sicakligina eriginceye kadar
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sogutulmus ve karigim hacmi 1 litreye tamamlanmistir. Hazirlanan jelat koyu renkli

pyrex sise icinde muhafaza edilmistir.

3.2.2.3.3. Vitamin ve Oksin Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Besi ortamlarinda bulunan Thiamin HCL, Pyridoxin. HCL, Nikotinik asit gibi
vitaminlerin 100 mg'1 hassas terazide tartilarak 20-30 ml bidestile suda ¢oziildiikten
sonra hacim 100 ml'ye tamamlanmig ve pyrex cam sise iginde buzdolabinda muhafaza
edilmistir. Besi ortami igin gerekli olan 2,4-D oksininin stok soliisyonu, vitaminlerin

stok ¢ozeltisi gibi hazirlanmustir.

3.2.2.3.4. Stok Soliisyonlardan Yararlanarak Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan besi ortaminin hazirlanmasi i¢in asagidaki yontem
1zlenmistir.

Karisim [

Her bir besi ortami i¢in daha dnceden hazirlanmis olan 100 ml'lik makro ve
mikro element stok sollisyonlart magnetik karistirict lizerinde bulunan 1 litrelik pyrex
erlenmayer kaplarina bosaltilarak, iyice karistirilmis ve karigima stok soliisyonunda
bulunmayan mikro elementlerin gerekli miktarlar1 stok soliisyonlarindan ilave
edilmistir. Karigimlarin hacmi bidestile su ile 800 ml'ye tamamlanmistir. 800 ml'ye
tamamlanan karigimin pH'st IN KOH ve HCL ¢ozeltilerinin yardimiyla besi ortamlari
icin gerekli olan pH o6l¢iisiine getirilmistir. Her bir karigim dort esit pargaya ayrilmis ve
her parga 250 ml'lik pyrex siseye doldurulmustur. MS besi ortami i¢in her bir siseye 2 g
agar ilave edilmis ve siselerin agizlari kapatildiktan sonra aliiminyum kagitla sarilmigtir.
Siseler i¢indeki karisim I Otoklavda 121 °C de ve 2 bar basing altinda 15 dakika siire ile
sterilize edilmistir.

Karisim 11

Igerisinde 50 ml bidestile su bulunan ve bir magnetik Karistiric1 iizerine
yerlestirilmis olan 250 ml'lik iki pyrex erlenmayer kabi icine MS besi ortaminda
bulunmasi gerekli olan 30 g sakkaroz ilave edilip iyice karistirildiktan sonra 100 mg
Myo-inositol ve 0,1 mg L™ Thiamin. HCL ve SH besi ortam: icin 1000 mg Myo-
Inositol, 0,1 mg L™ Thiamin HCL, 0,5 mg L™ Pyridoxin ve 0,5 mg L™ Nikotinik asit ve

1 mg L™ BAP (Benzil Amino Purin) ilave edilmistir. Karisimlarin hacimleri bidestile su
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ile 160 ml'ye tamamlandiktan sonra, her bir karisim 4 esit parcaya ayrilmistir. Her
parcaya gerekli 2,4-D (2 mg L™, 4 mg L™, 6 mg L™ ve 8 mg L™) konsantrasyonlari ilave
edildikten sonra, karisimlarin hacimleri bidestile su ile 50 ml'ye tamamlanmistir.
Karigim II varyantlarinin pH' lar1 ayr1 ayr1 her bir besi ortami icin gerekli pH 6lgiilerine
ayarlanmistir. Daha sonra Karisim II varyantlar1 steril kabin i¢inde ucuna steril filtre
takilmis emme-basma pompasi vasitasiyla steril pyrex cam sise icerisine filtre
edilmistir.

Otoklavdan ¢ikarilan karigim I steril kabin iginde bulunan bir magnetik
karistiric1 lizerine yerlestirilmistir. Karisimin sicakligi 60-70 °C ye diistiigiinde karisim
IT karisim I in tizerine ilave edilerek iyice karistirilmistir. Hazir hale gelen besi ortami
varyantlari steril kabin i¢inde her bir steril petri kabina (60x15 mm) 7 ml olacak sekilde
steril pipet yardimiyla doldurulmustur. Kiiltiir kaplar icindeki besi ortaminin sicakligi
oda sicakligina diistiiglinde, kiiltiir kaplar1 plastik kaplar i¢ine konulmus ve

kullanilincaya kadar 10 °C de muhafaza edilmistir.

3.2.2.4. Ekplantatlarin Sterilizasyonu ve Kiiltiire Alinmalari

Magenta (GA-7) boyutlarindaki kiiltiir kaplarinda 30 giin siire ile ¢imlendirilen
5-10 cm boyundaki bitkilerden izole edilen 2-5 mm uzunlugundaki nod ve geng siirgiin
ucu skalpel yardimiyla segmentlere ayrilmistir. Her kiiltir kabina (60x15 mm) 4

segment yerlestirilmistir.

3.2.2.5. Siirgiin Indiiksiyonu
Besi ortamina yerlestirilen kiiltiirler iklim dolabinda 22 + 2 °C, %70 nem ve 16-8
saat fotoperiyot siiresinin saglandig1 iklim odasina aktarilmislardir. Eksplantat basina

olusan stirgilinler sayilarak siirgiin indiiksiyon orani olarak kaydedilmistir.

3.2.2.6. Bitki Rejenerasyonu

Siirgiin  indiiksiyon oranlar1 saptanan eksplantatlar biliylime diizenleyicisi
icermeyen rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Rejenerasyon ortamina aktarilan
ekplantatlar 22 + 2 °C, %70 nem ve 16-8 saat fotoperiyot siiresinin saglandigi iklim

odasina muhafaza edilmistir. Rejenerasyon ortaminda yeterince bilyliyen bitkiciklerin
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her uygulama i¢in sayimi yapilmis ve ortama konan petri kutusu basina rejenerasyon

orani hesaplanmustir.

3.2.2.7. Rejeneratlarin Gelistirilmesi

Rejenerasyondan sonra bu bitkiciklerin her biri ayr1 ayri igerisinde 30 ml
gelisme ortami bulunan kiigiik cam tiiplere aktarilmigtir. Gelisme ortami; MS besi
ortamlarinin igerdigi makro ve mikro element konsantrasyonlarinin yarisini igeren bir
ortam olup, ayrica 20 g L™ sakkaroz ve 8 g L™ agar icermektedir. Rejenere olan
bitkicikler gelisme ortaminda bir ay siire ile 25 °C' de 1sikli ortamda muhafaza
edilmistir. Daha sonra bu tiiplerden ¢ikartilan bitkiler saksilara sasirtilmistir. Saksilara
sasirtilan bitkiler bir hafta siire ile plastik ortii altinda muhafaza edilmis ve ortama

adaptasyonlar1 saglanmistir.

Sekil 3.3. Cilek tiggiilii (Trifolium fragiferum L.) bitkisinde yaprak dl¢iimleri

3.2.3. Morfolojik Arastirmalarda Kullanilan Yo6ntemler
3.2.3.1. Yaprak

Morfolojik arastirmalart i¢in 13x13x13 cm boyutlarindaki saksilara ekilen 20
bitkinin ¢enek yapraginda, ilk tekli yapraginda, lig¢lii yapragin bir yan yaprak¢iginda ve

orta yaprak¢iginda verniyer bolmeli kompasla uzunluk/genislik dlgtimleri yapilmastir.
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Cigeklenme devresinde 20 bitkide, her birinin iist yarisindan 20 olgun {i¢lii yapragin

orta yaprak¢iginda, ta¢ yapraginda uzunluk/genislik 6l¢meleri yapilmistir (Sekil 3.3.).

3.2.3.1. Cicek
Cigeklenme doneminde 20 bitkinin ti¢lii yapragin orta yaprake¢iginda verniyer

bolmeli kumpasla uzunluk/genislik dl¢iimleri yapilmistir. 20 kdmegte; komeg ¢api, bir

komegteki cicek sayisi, meyvedeki tohum sayisi, bitki boyu, kok uzunlugu saptanmigtir

(Sekil 3.4.).

- ©

Sekil 3.4. Cilek t¢giili (Trifolium fragiferum L.) itkisinde cicek dl¢timleri

3.2.4. Arastirmada Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

Aragtirmada in vitro yontemlerden elde edilen veriler tesadif parsellerinde
boliinmiis parseller deneme desenine gore diizenlenmis ana parselleri eksplantatlar alt
parsellleri oksin konsantrasyonlar1 olusturmustur. Her uygulama kombinasyonu 4 kez
tekrarlanmigtir. MSTAT-C istatistik programindan yararlanilarak varyans analizi
uygulanmistir. Varyans analizi uygulanmadan Once, Siirgiin indiiksiyon orani
degerlerine Arcsin  x transformasyonu, rejenerasyon orani degerlerine x +0,5
transformasyonu uygulanmistir. Varyans analizi sonucu Onemli ¢ikan ekotip

ortalamalar1 LSD testine gore gruplandirilmistir.

23



Morfolojik yontemlerden elde edilen verilerden; ortalama degerler, stantart
sapma, ortalamanin standart hatas1 ve varyasyon katsayis1 Diizgiines ve ark. (1987)’na

gore degerlendirilmistir.

&o

i=1
n

Ortalama deger: X =

ﬁ (Xi_ >_<)2
i=1

Standart sapma: S =
n- 1

Ortalamanin standart hatasr: SE, =

S
In

w

Varyasyon katsayisi: V = =" 100

X
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Sitolojik Arastirma Bulgular
Arastirmada incelenen ¢ilek tg¢giilii ekotipinde yapilan somatik kromozom

sayimlari; ekotipin 2n=2x=16 kromozomlu oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4. 1).
Al

Sekil 4.1. 2n=2x=16 kromozomlu ¢ilek ti¢giilii ekotipinde mitoz kromozomlar1

Bu sonuglar; incelenen cilek ti¢giilii populasyonunun 2n=2x=16 kromozomlu
sitotipten olustugunu gostermistir.

Cilek iicgiilii i¢in saptanan bu kromozom sayilar1 Sheidai ve ark. (1998), Frame
(2005), Alimardini ve ark. (2014) tarafindan da bildirilmistir. Ayrica, Radomska (2000),
2n=4x=32 kromozomlu populasyonunda oldugunu bildirmektedir.

Bolgemizdeki ¢ilek ii¢giili populasyonunun diploid formda oldugunu ve
2n=2x=16 kromozom sayisina sahip oldugunu gostermektedir. Ancak, yapilacak daha
kapsamli caligmalarla farkli ploidi seviyesine ait bitkilerin de bulunabilecegini

sOyleyebiliriz.

4.2. Morfolojik Arastirma Bulgulari
4.2.1. Ciceklenme Oncesi Arastirma Bulgular
4.2.1.1. Yaprak

Cilek tiggiilii (Trifolium fragiferum L.) bitkisinde yapilan ¢enek yapragi uzunluk
ve genislik dlgmeleri Cizelge 4.1' de verilmistir. En uzun ¢enek yaprak uzunlugu 6,27
mm, en kisa ¢enek yaprak uzunlugu 3,79 mm bulunmustur. Cenek yaprak genislik

Olgtimlerinde ise en genis ¢enek yaprak uzunlugu 5,56 mm, en kisa ¢enek yaprak

25



genisligi 2,51 mm bulunmustur. Olgiimii yapilan ¢enek yaprak uzunluklarinin
ortalamast 4,81 mm, (genisliklerinin ortalamas1 ise 3,18 olarak saptanmistir.
Uzunluk/geniglik orant minimum 1,08 maksimum 1,73 olurken, ortalama

uzunluk/genislik orani 1,53 olarak belirlenmistir (Sekil 4.2).

Cizelge 4.1. Cigeklenme Oncesi incelenen yaprak 6zellikleri
Min-Mak. X% SE,

incelenen 6zellikler n (mm) () X S V
Uzunluk 20 3,79-6,27 4,81+0,19 0,77 15,98
Cenek yaprak Genislik 20 2,51-5,56 3,18+0,17 0,66 20,85
u/iG 20 1,08-1,73 1,53+0,05 0,18 11,80
Uzunluk 20 4,27-7,29 5,38+0,18 0,71 13,28
Ilk tekli yaprak Genislik 20 4,09-7,26 5,20+0,19 0,74 14,30
u/G 20 1,00-1,15 1,04+0,01 0,04 3,91
ik iiclii yapragn Uzunluk 20 3,35-5,99 4,60+0,18 0,71 15,23
bir yan yaprakeig: Genislik 20 3,07-5,92 4,27+0,19 0,75 17,59
u/G 20 0,88-1,29 1,01+0,02 0,09 8,62
ik iiclii yapragn Uzunluk 20 3,37-6,44 4,44+0,19 0,74 17,59
orta yaprakeig Genislik 20 3,27-5,84 4,16+0,19 0,73 16,6
u/G 20 1,00-1,33 1,07+0,02 0,08 7,67
4 N
Cenek yapraklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

N;-Nyo
=©®= Uzunluk (mm) =—@= Genislik (mm)

Sekil 4.2. Cenek yapraklar uzunluk ve genislik dagilimi

Ilk tekli yapragin uzunluk, genislik ve ortalamalar1 incelendiginde (Cizelge 4.1),
en uzun tekli yaprak uzunlugu 7,29 mm, en kisa tekli yaprak uzunlugu 4,27 mm olarak
olgiilmiistiir, Ol¢limii yapilan tekli yaprak uzunluklarin ortalamas1 5,38 mm olarak

saptanmustir. Genislik dl¢timlerinde ise en genis tekli yaprak uzunlugu 7,26 mm, en kisa
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tekli yaprak genisligi 4,09 mm bulunmustur. Genisliklerinin ortalamasi ise 5,20 mm
olarak saptanmistir. Uzunluk/genislik orant minimum 1,00 maksimum 1,15 olurken,

ortalama uzunluk/genislik orani 1,04 olarak saptanmistir (Sekil 4.3).

4 . )
Ik tekli yaprak
8
7
6
5
S
£ 4
3
2
1
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
n;-n
\_ =®= Uzunluk (mm)l 20—o—Genislik(mm) )
Sekil 4.3. Tekli yapraklar uzunluk ve genislik dagilimi
4 . N
IIK iiclii yapragin yan yaprakeigi
7
6
5
4
S
E 3
2
1
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Ny-Nyo
9 =®= Uzunluk (mm) e=@== Genislik (mm) )

Sekil 4.4. 11k {i¢lii yapragm bir yan yaprak¢iginda uzunluk ve genislik dagilimi

Ilk {iclii yapragin bir yan yaprak¢iginda yapilan dlgiimler Cizelge 4.1°de verilmistir.
En uzun yan yaprake¢ik 5,99 mm, en kisa 3,35 mm ve uzunluk ortalamasi 4,60 mm
olarak saptanmistir. Yan yaprak¢igin genislik Slgtimlerinde ise maksimum 5,92 mm,

minimum 3,07 mm ve ortalama 4,27 mm olarak ol¢iilmiistiir. Uzunluk/genislik oranlari
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minimum 0,88, maksimum 1,29 ve ortalama uzunluk/genislik oran1 1,01 olarak
belirlenmistir (Sekil 4.4).

TIk iiclii yapragin orta yaprakcig

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Ny-Nyo
=®= Uzunluk (mm)  =——@= Genislik (mm)

J

Sekil 4.5. i1k ii¢lii yapragin orta yaprak¢iginda uzunluk ve genislik dagilimi

Ayni ilK ti¢lii yapragin bir orta yaprak¢iginda yapilan dl¢timler de Cizelge 4.1°de
gosterilmistir. En kisa orta yaprakcik 3,37 mm, en uzun 6,44 mm ve uzunluk ortalamasi
4,44 mm olarak olgiilmiistiir. Orta yaprak¢igin genislik dlglimlerinde ise minimum 3,27
mm, maksimum 5,84 mm ve ortalama 4,16 mm olarak olgiilmiistiir. Uzunluk/genislik
oranlart minimum 1,00, maksimum 1,33 ve ortalama uzunluk/genislik oran1 1,07 mm
olarak belirlenmistir (Sekil 4.5).

4.2.2. Ciceklenme Sonras1 Arastirma Bulgulari
4.2.2.1. Yaprak

Cilek tiggiili (Trifolium fragiferum L.) bitkisinde ¢i¢ceklenme sonrasi yapilan iist orta
yaprak¢ik uzunluk ve genislik Olgmeleri Cizelge 4.2' de verilmistir. En uzun orta
yaprakeik uzunlugu 30,24 mm, en kisa orta yaprak¢ik uzunlugu 15,82 mm bulunmustur.
Orta yaprak¢ik geniglik 6lglimlerinde ise en genis orta yaprake¢ik uzunlugu 15,58 mm,
en kisa orta yaprakcik genisligi 8,14 mm bulunmustur. Olgiimii yapilan orta yaprakgik
uzunluklarinin ortalamasit 21,97 mm, genisliklerinin ortalamas1 ise 13,60 olarak
saptanmustir. Uzunluk/genislik orant minimum 1,36, maksimum 1,98 olurken, ortalama

uzunluk/genislik orani 1,64 olarak bulunmustur (Sekil 4.6).

28



Cizelge 4.2. Cigeklenme sonrasi incelenen yaprak 6zellikleri

X+ SE,

incelenen 6zellikler n  Min-Mak. (mm) S \V/
(mm)
.. Uzunluk 20 15,82-30,24 21,97+0,86 3,35 15,25
Ust orta
yaprake¢ik Genislik 20 8,14-15,58 13,60+0,70 2,71 19,96
(mm) e 20 1,36-1,98 1,6440,05 0,20 12,39
Uzunluk 20 4,58-7,53 6,26+0,27 0,07 12,18
Tacg -
yaprak Genislik 20 0,90-1,66 1,12+0,05 1,18 16,10
U/G 20 3,64-7,91 5,66+0,30 1,16 20,52
4 . I
Ust orta yaprakeik

mm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

N1-Nyo .
=®= Uzunluk (mm)  e=@== Genislik (mm)

-
Sekil 4.6. Ust orta yaprak¢iginda uzunluk ve genislik dagilimi
4 N
Tag¢ yaprak

IS

1S

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Ny-Nyo
=®= Uzunluk (Mm)  e=@== Genislik (mm)

- J

Sekil 4.7. Tag yaprak¢iginda uzunluk ve genislik dagilimi
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Tag yapragin uzunluk, genislik ve ortalamalar1 incelendiginde (Cizelge 4.2), en
uzun ta¢ yaprak uzunlugu 7,53 mm, en kisa tagyaprak uzunlugu 4,58 mm olarak
olgiilmiistiir. Olglimii yapilan tag yaprak uzunluklarin ortalamasi 6,26 mm olarak
saptanmistir. Genislik dl¢timlerinde ise en genis ta¢ yaprak uzunlugu 1,66 mm, en kisa
tekli yaprak genisligi 0,90 mm bulunmustur. Genisliklerinin ortalamasi ise 1,12 mm
olarak saptanmustir. Uzunluk/genislik oran1 minimum 3,64, maksimum 7,91 olurken,

ortalama uzunluk/genislik orani 5,66 olarak belirlenmistir (Sekil 4.7).

4.2.2.2. Komeg

Cilek ti¢guli (Trifolium fragiferum L.) bitkisinde ¢i¢eklenme sonrasi komeg ¢ap1
ve komecteki cicek sayist ile ilgili dlgiimler Cizelge 4.3°de verilmistir. En uzun kdmeg
cap1 15,90 mm, en kisa komeg ¢ap1 8,58 mm olarak bulunmustur. Ortalama kdmeg gap1
13,28 mm olarak saptanmistir (Sekil 4.8).

Cizelge 4.3 Ciceklenme sonrasi incelenen 6zellikler

incelenen ozelik n Min-Mak. X+ SEX S \V/
Komeg ¢ap1 (mm) 20 8,58-15,90 13,28+0.53 2,05 15,49
Komegteki cigek 20 16-41 32,00£1.81 7,02 21,95
sayisi (adet)
Meyvedeki tohum 20 19-60 35,65:2.86- 11,08 31,106
sayisi (meyve/adet)
Bitki boyu (cm) 20 38-88 64,85+3.85 3,96 23,62
Kok uzunlugu (cm) 20 19-60 35,65+2.86 11,08 31,10
4 N
Kome¢ Cap1

18

16 s, &,

14 i'“."-, RN TS ."L"!. » D i

12 .'. .‘. .°. .t. ...- XY o* ce "-.. 2
e 10 v ]
€ 8 o

6

4

2

0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

\_ N;-Nyo )
Sekil 4.8. Komeg ¢ap1 uzunluk dl¢iimii dagilimi
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Komecteki cigek sayist Olglimlerinde maksimum komeg¢ basina 41 adet,
minimum 16 adet olarak ¢icek sayis1 bulunmustur. Ortalama kémegteki ¢igek sayis1 32

adet olarak saptanmistir (Sekil 4.9).

4 N
Komecteki cicek sayisi

45

40 ...é-.i..-i... .-'i. .'.é

35

30 .."§ j.- '.§.. ,.i'. o

25

0 ;

adet

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
\_ Ny-Nyo )
Sekil 4.9. Kémegteki ¢igek sayist dagilimi

4.2.2.3. Meyvedeki Tohum Sayisi

Cilek tiggiilii (Trifolium fragiferum L.) bitkisinde ¢igeklenme sonrast meyvedeki
tohum sayisi ile ilgili dlglimler Cizelge 4.3’de verilmistir. Meyve basina en fazla tohum
say1st 60 adet olurken, En diisiik tohum sayis1 19 adet olarak bulunmustur. Meyvedeki

ortalama tohum sayis1 35,65 adet olarak saptanmistir (Sekil 4.10).

4 )
Meyvedeki tohum sayisi

70

0 * ]

50 :. .... . .:- -...5...5

40 N o
ISP N R VO S SN

20 L) "%

10

0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

\_ Ny-Nyo )

Sekil 4.10. Meyvedeki tohum sayis1 dagilimi
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4.2.2.4. Bitki Boyu ve Kok Uzunlugu

Cilek tiggulii (Trifolium fragiferum L.) bitkisinde ¢igeklenme sonrasi bitki boyu
ve kok uzunlugu ilgili dlgtimler Cizelge 4.3’de verilmistir. En uzun bitki boyu 88 cm ve
kisa bitki boyu 38 cm olarak &l¢iilmiistiir. Ol¢iimii yapilan bitkilerin ortalama bitki boyu
65,85 cm olarak saptanmustir (Sekil 4.11).

Bitki kdk uzunlugu ile ilgili 6l¢iimlerimizde en uzun kok uzunlugu 60 cm, en
kisa kok uzunlugu 19 cm olarak saptanmistir. Ortalama kok uzunlugu 35,65 cm

bulunmustur (Sekil 4.12).

4 o I
Bitki boyu (cm)
100
90 5 i-
80 : ... 5.005.. .’. .'i 5..§.. .i
70 ': .. } ..o . i. ..o .. .. i.. :. o'.
60 §.. : -.. .’. L XY i . .§ . . o.?. 0..
E 50 ¥ y p
oY L L3
30
20
10
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
_ N1-Nyo )
Sekil 4.11. Bitki boyu dagilimi
4 I
Kok uzunlugu (cm)
40
35
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25 E s ..
LE) 20 i. ® .-: .'.. 5. .'. ..E ..'.§
0 ed  ¥URedg R o8
5
0
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Sekil 4.12. Kok uzunlugu dagilim
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4.3. In Vitro Kiiltiir Arastirma Bulgular

Kiiltiir baglangicindan bir hafta sonra kiiltiirlerde yapilan gozlemlerde; siirgiin
ucu ve nod segmentlerinin kesilme yerlerinde ve tim eksplantatta bir sisme oldugu
gbzlenmistir

15. giinde yapilan gozlemlerde; siirgiin ucu ve nod segmentlerinin kesilme
yerlerinde dogrudan siirgiin rejenerasyonunun olustugu gézlenmistir.

Kiiltiir baglangicindan ii¢ hafta sonra olusan siirglin ucu (Sekil 4.13.) ve nod
ekplantatlarinin kesim yerlerinde olusan siirgiinlerde belirgin bir biiylimenin oldugu

goriilmiistiir (Sekil 4.14.).

Sekil 4.13. Kiiltiir baslangicindan ii¢ hafta sonra siirgiin ucu eksplantatinda olusan
surgiin

Sekil 4.14. Kiiltiir baglangicindan {i¢ hafta sonra nod eksplantatinda olusan siirgiin
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Kiiltiirler, kiiltir baglangicindan 5 hafta sonra indiiksiyon ortamindan

rejenerasyon ortamina aktarilacak hale gelmistir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15. Kiiltiir baglangicindan bes hafta sonra siirgiin ucu-nod ekplantatlarinda
olusan siirgiinler

Gelisme ortamina aktarilan bitkicikler sekiz haftalik kiltiir sonunda saksiya

sagirtilabilecek biiytikliige erismistir (Sekil 4.16.).

Sekil 4.16. Kiiltiir baglangicindan sekiz hafta sonra gelisme ortamina aktarilan
bitkicikler
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4.3.1. Siirgiin Indiiksiyon Oram

iki farkli eksplantat (siirgiin ucu ve nod) ile dort farkli 2,4-D (2 mg L™, 4 mg L™,
6 mg L™ ve 8 mg L™) oksin konsantrasyonunu iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinan
cilek ticgiilli bitkisinin siirglin olusturma oranlarina uygulanan varyans analiz sonuglari

Cizelge 4.4’ de verilmistir.

Cizelge 4.4. Farkh ¢ilek tggiilii eksplantatlarinin, farkli 2,4-D konsantrasyonlarinin
siirglin olusum oranina etkisi ile ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD Kareler Ortalamasi F Degeri

Eksplantat (A) 1 0.03 0.24

Hata-1 4 0.11

2,4-D konsantrasyonlar (B) 3 0.34 6.42**

EkplantatxKonsantrasyon 2 0.35 6.57**
(AxB)

Hata-2 24 0.05

Genel 39

**p< 0.01 hata sinirlari i¢inde istatistiksel olarak dnemli
DK: % 45.86, SD: Serbestlik derecesi

Cizelge 4.4°’de izlendigi gibi ¢ilek tliggiilii eksplantatlarin siirgiin olusturma
orani; oksin  konsantrasyonlar1 ve eksplantat x  oksin  konsantrasyonu

interaksiyonlarindan énemli derecede etkilenmistir.

4.3.1.1. 2,4-D Konsantrasyonlarin Siirgiin Olusumuna Etkisi

Arastirma bulgulari, kullanilan oksin konsantrasyonlarinin siirgiin olusum oranina
etkilerinin dnemli derecede farkli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.4).

4 mg L™lik oksin konsantrasyonu ortalama % 75 siirgiin olusum orani ile en
yilksek siirglin  olusum oran1 saglamistir. Ancak, 2 mg LY “lik oksin
konsantrasyonundan istatiksel olarak farksiz olmustur (Cizelge 4.5).

Oksin konsantrasyonu 4 mg L™ den itibaren arttikca, ortalama siirgiin olusum
oraninda da bir azalma egiliminin ortaya ¢iktigi saptanmistir. Arastirmamizda oksin
konsantrasyonlarinin siirgiin olusum oranlarini istatistiksel olarak Onemli derecede
etkilemesi ile ilgili bulgularimiz, Rybczynski (1997)’ nin aym bitki ile Karadotchevaa
ve ark. (1995) Uranbey ve ark. (2005) ve Konieczny (2010)’nin farkli tiirdeki

bulgularin1 desteklemektedir.
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Cizelge 4.5. Oksin konsantrasyonlarinin ortalama siirgiin olusum oranina etkisi

Konsantrasyonlar Siirgiin olusum oram (%)
2mgL* 52,5
¥(49,38) AB**
4mg L™ 75,0
(64,33) A
6mgL™ 35,0
(34,58) B
8mg L™ 43,0
(37,5) B
Ortalama 51,3
(46,44)

*Ayni siitun icinde benzer harfle gosterilen ortalamalar LSD testine gore p<0,01 hata sinirlar iginde
istatistiksel olarak farkli degildir.
* Ac1 degerleri

4.3.1.2. Konsantrasyon x Eksplantatin Siirgiin Olusumuna Etkisi
Konsantrasyonlarin siirgiin  olusum oran1t iizerindeki etkisi kullanilan
eksplantatlara bagli olarak etkilerinin 6nemli derecede farkli oldugunu gostermistir

(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlarin Farkli eksplantatlarda ortalama siirgiin olusum
oranina (%) etkisi

Konsantrasyonlar Eksplantatlar
Siirgiin Nod
2mg L™ 66,0 14,0
(71,66) A "(27,15) C*
4mgL* 46,0 38,0
(62,88) AB (65,77) AB
6mg L™ 16,0 16,0
(33,12) BC (36,00) BC
8mg L™ 8,0 14,0
(24,12) C (48,00) ABC
Ortalama 34,0 20,5
(47,94) (44,23)

*Ayni siitun i¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar LSD testine gore p<0,01 hata smirlar iginde
istatistiksel olarak farkli degildir.
* Ac1 degerleri

Nitekim, 2 mg L™ oksin konsantrasyonunda kiiltire alinan siirgiin ucu
eksplantatlar1 ortalama % 66 siirgiin olusum orami ile en yiiksek olurken, 4 mg L™lik

oksin konsantrasyonunda kiiltlire alinan siirglin ucu ve nod eksplantatlarinin ortalama
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siirgiin olusum oranlar1 ile istatistiki acidan fakli bulunmamistir. Sirgiin ucu
eksplantatlarinda konsantrasyonun 2 mg L™’den itibaren yiikseltilmesi ile ortalama
sirglin olusum oranlilarinda da bir dislisiin  oldugu gbzlemlenmistir. Nod
eksplantatlarinda konsantrasyonun 4 mg L™’den itibaren azalmasi ve yiikselmesi ile
ortalama siirglin olusum oranlilarinda da bir diislisiin oldugunu ortaya c¢ikarmistir
(Cizelge 4.6).

Aragtirmada oksin konsantrasyonu eksplantat interaksiyonunun siirgiin olusum
oranini istatistiksel olarak 6nemli derecede etkilemesi ile ilgili bulgularimiz, Uranbey ve

ark. (2005) ve Colgegen ve Toker (2008)’ in bulgularini desteklemektedir.

4.3.2. Rejenerasyon Oram

Iki farkl1 eksplantat (siirgiin ucu ve nod) ve dért farkli 2,4-D (2 mg Lt 4 mg Lt
6 mg L™ ve 8 mg L™) konsantrasyonunu i¢eren MS besi ortaminda kiiltiire alinan ¢ilek
ticgtlii bitkisinin rejenerasyon oranina uygulanan varyans analiz sonuglar1 ¢izelge 4.7’

de verilmistir.

Cizelge 4.7. Farkli cilek tiggilii eksplantatlarinin, farkli 2,4-D konsantrasyonlarinin
rejenerasyon oranina etkisi ile ilgili varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynag Serbestlik Kareler F Degeri
Derecesi Ortalamasi

Eksplantat (A) 1 18,23 12,90*

Hata-1 4 1,41

2,4-D konsantrasyonlar (B) 3 25,69 7,36**

EkplantatxKonsantrasyon (AxB) 2 17,29 4,95**

Hata-2 24 3,49

Genel 39

* p< 0.05 hata sinirlari iginde istatistiksel olarak 6nemli

**p< 0.01 hata smurlari iginde istatistiksel olarak 6nemli
DK: % 68.57

Cizelge 4.7°de izlendigi gibi ¢ilek iicgiilii eksplantatlarin rejenerasyon orani,
eksplantat, oksin konsantrasyonlar1 ve eksplantat x oksin konsantrasyonu

interaksiyonlarindan 6nemli derecede etkilenmistir.

4.3.2.1. Eksplantatin Etkisi

Aragtirma bulgular1 kullanilan ¢ilek tiggiilii bitkisinin rejenerasyon oranina
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eksplantatlarin etkilerinin 6nemli derecede farkli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.7).
Siirgiin  ucu eksplantatinin ortalama rejenerasyon orani bakimindan, nod

eksplantatindan istatistiki olarak daha iistiin oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.8). Nitekim,

petri kutusu ortalama rejenerat sayisi siirgiin ucu ekplantatinda 3,4 (Rejenerat/petri)

olurken, nod ekplantatinda 2,0 olarak (Rejenerat/petri) bulunmustur (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Farkli eksplantatlarin ortalama rejenerasyon oranina etkisi

Eksplantat Rejenerasyon Oram (Rejenerat/petri)
- 34
Siirgiin +(1,80) A*
2,0
Nod (1,53) B

*Ayni siitun icinde benzer harfle gosterilen ortalamalar t- testine gore p<0,05 hata simirlari iginde
istatistiksel olarak farkli degildir.
* Ac1 degerleri

Aragtirmada farkli eksplantatlarin rejenerasyon oranini istatistiksel olarak 6nemli
derecede etkilemesi ile ilgili bulgularimiz, Ozcan ve ark.(1992), Chandra ve ark. (1997),
Sancak ve ark.(2000), Celiktas (2001), Sahin-Demirbag ve ark. (2008) ‘nin farkli
tiirlerde yaptiklar1 ¢alisma bulgularini desteklemektedir.

4.3.2.2. 2,4-D konsantrasyonlarin Rejenerasyon Oranina Etkisi
Arastirma bulgular kullanilan cilek ti¢giilii bitkisinin rejenerasyon oranina 2,4-
D konsantrasyonlarinin etkilerinin 6nemli derecede farkli oldugunu gostermistir

(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.9. Oksin konsantrasyonlarinin ortalama rejenerasyon oranina etkisi

Konsantrasyonlar Rejenerasyon Oram (Rejenerat/petri)
2mg L™ 4,0
*(1,91) AB**
4mg L™ 4.2
(2,14) A
6mg L™ 1,6
(1,42) BC
8mg L™ 1,1
(1,19)C
Ortalama 2,7
(1,66)

*Ayni siitun i¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar LSD testine gore p<0,01 hata simirlari iginde
istatistiksel olarak farkli degildir.
* Ag1 degerleri
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4 mg L™lik oksin konsantrasyonu ortalama 4,2 adet (Rejenerat/petri) rejenerat
sayist ile en yiiksek olurken, 2 mg L™ ‘lik oksin konsantrasyonundan istatiksel olarak
farkli olmayan ortalama rejenerasyon oraninina sahip olmustur. (Cizelge 4.9).

4 mg L™’lik oksin konsantrasyonundan itibaren konsantrasyon orani yiikseltikge
petri basina rejenerat sayisinda bir azalma olmustur. Nitekim, 6 mg L “lik oksin
konsantrasyonunda petri basina ortalama 1,6 adet rejenerat elde edilirken 8 mg L™ oksin
konsantrasyonunda 1,1 rejenerat elde edilmistir.

Arastirmada farkli 2,4- D konsantrasyonlarinin rejenerasyon oranini istatistiksel
olarak onemli derecede etkilemesi ile ilgili bulgularimiz, Thomas ve Scott (1985),
Ozcan ve ark.(1992), Ozcan (1995), Chandra ve ark. (1997), Ozgen ve ark. (1997), ,
Sancak ve ark.(2000), Celiktas (2001), Sahin-Demirbag ve ark. (2008)’nin bulgularini

desteklemektedir.

4.3.2.2. Konsantrasyon x Eksplantatin Rejenerasyon Oranina Etkisi
Oksin konsantrasyonlarinin rejenerasyon orani iizerindeki etkisi kullanilan

eksplantatlara bagli olarak 6nemli derecede farklilik gostermistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.10. Farkli konsantrasyonlarin farkli eksplantatlarda ortalama rejenerasyon
oranina (Rejenerat/petri) etkisi

Konsantrasyonlar Eksplantatlar
Siirgiin Nod
2mg L™ 6,6 1,4
(2,50) A *(1,34)BCD*
4mgL* 4,6 3,8
(2,24) AB (2,04) ABC
6mg L™ 1.6 1,6
(1,40) BCD (1,44) BCD
8mg L™ 0,8 1,4
(1,06) D (1,32) CD
Ortalama 3,4 2,05
(1,74) (1,54)

*Ayni siitun i¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar LSD testine gore p<0,01 hata simirlar iginde
istatistiksel olarak farkli degildir.
* Ac1 degerleri

Nitekim, 2 mg L™ oksin konsantrasyonunda kiiltiire alinan siirgiin ucu
eksplantatlar1 ortalama 6,6 adet (Rejenerat/petri) rejenerat sayisi ile en yiiksek olurken,

4 mg LY lik oksin konsantrasyonunda kiiltire alman siirgiin ucu ve nod
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eksplantatlarinin ortalama rejenerat oranlari ile istatistiki agidan fakli bulunmamustir.
Siirgiin ucu eksplantatlarinda konsantrasyonun 2 mg L™ den itibaren yiikseltilmesi ile
ortalama rejenerasyon oraninda bir azalma oldugu saptanmistir (Cizelge 4.10).

Arastirmada farkli 2,4- D konsantrasyonlart X eksplantat interaksiyonu,
rejenerasyon oranmni istatistiksel olarak Onemli derecede etkilemesi ile ilgili
bulgularimiz, Ozcan ve ark.(1992), Ozcan (1995), Chandra ve ark. (1997), Ozgen ve
ark. (1997), Sancak ve ark.(2000), Celiktas (2001), Uranbey ve ark. (2005) ve
Colgecen ve Toker (2008) ve Sahin-Demirbag ve Kendir (2009)’ in bulgularim
desteklemektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada, Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Selam Ciftligi
icerisindeki dogal alanlardan toplanan ¢ilek {i¢gilili tohumlart materyal olarak
kullanilmistir. Tohumlardan ¢imlenen bitkilerin bazi morfolojik 6zelliklerin saptanmasi,
somatik kromozom sayilarinin tespiti ve in vitro kiiltiirde eksplantat olarak kullanilmasi
olanaklarinin ortaya konmasi amaclanmustir.

Arastirmadan elde edilen bulgular; ¢ilek iicgiili ekotipinde yapilan somatik
kromozom sayimlari; ekotipin 2n=2x=16 kromozomlu oldugunu ortaya koymustur.
Bolgedeki ¢ilek {icgiilii populasyonunun diploid formda oldugunu ve 2n=2x=16
kromozom sayisina sahip oldugunu gostermektedir. Ancak, yapilacak daha kapsamli
calismalarla farkli ploidi seviyesine ait bitkilerin de bulunabilecegini sdyleyebiliriz.

Morfolojik arastirmalart i¢in 13x13x13 cm boyutlarindaki saksilara ekilen 20
bitkinin ¢enek yapraginda, ilk tekli yapraginda, liclii yapragin bir yan yaprak¢iginda ve
orta yaprak¢iginda verniyer bolmeli kompasla uzunluk/genislik 6l¢iimleri yapilmistir.
Ciceklenme devresinde de 20 bitkide bunlarin da her birinin iist yarisindan 20 olgun
ticlli yapragin orta yaprak¢iginda, ta¢ yapraginda uzunluk/genislik 6l¢meleri yapilmaistir.
Ciceklenme doneminde 20 bitkinin {i¢lii yapragin orta yaprak¢iginda verniyer bolmeli
kompasla uzunluk/geniglik ol¢timleri yapilmistir. 20 komecte; kdmeg ¢api, komecte
cap1, bir komecteki ¢icek sayisi, meyvedeki tohum sayisi, bitki boyu, kok uzunlugu
agirhigi saptanmustir.

Morfolojik arastirma sonuglari, morfolojik 6zelikler agisindan 6nemli varyasyon
oldugunu ortaya koymustur.

iki farkli eksplantat (siirgiin ucu ve nod) ile dort farkli 2,4-D 2 mg L™, 4 mg L™,
6 mg L ve 8 mg L'l) oksin konsantrasyonunu i¢ceren MS besi ortaminda kiiltiire alinan
cilek ticgiilii bitkisinin siirgiin olusturma 6zellikleriniin saptanmas1 amaglanmistir.

Arastirma sonuglari, silirgiin olusum oranit ve rejenerasyon oraninin 2,4-D
konsantrasyonlarina bagli olarak degistigini ortaya koymustur.

In vitro kiiltiirde siirgiin ucu ve nod olarak kullanilan eksplantatlarn siirgiin
olusum orami 2,4-D konsantrasyonlarina bagli olarak % 43 ile % 52,5 arasinda,
rejenerasyon orani (rejenerant/petri) ise 1,1 ile 4,0 arasinda degisim gostermistir. En

yiiksek siirglin olusum orani ve rejenerasyon orani siirgiin ucu eksplantatindan ve MS
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besi ortaminda, 2 mg L™ 2,4-D konsantrasyonunda gerceklesmistir. En yiiksek siirgiin
olusum ve rejenerasyon orani siirglin ucu eksplantatlarindan saglamistir.

Aragtirma sonuglarina dayanarak, ¢ilek tiggiilii bitkisinde siirgiin ucu in vitro
kiiltiirinde dogrudan siirgiin olusumu yoluyla rejenerasyon i¢in 2 mg L™ 2,4-D ilave

edilmis MS ortaminin kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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