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OZET

SUMBUL BITKISININ (HYACINTHUSORIENTALISL.) INVITRO
MIKROCOGALTIMI

YUKSEK LISANS TEZi

Ugur SESIiZ

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
TARLA BITKILERI ANABILIM DALI

2014

Hyacinthus bitkisi olduk¢a 6nemli bir siis bitkisi olup, beyaz, sari, pembe,
kirmiz1 ve mor, degisik renklere sahip yaklasik 2000 tiirii ticari olarak yetistirilmektedir.
Tirkiye’de dogal yayilis gosteren bitkinin agik alanda tarimi yapilmamaktadir. Bu
calisma ile Giineydogu Anadolu Bolgesinde Adiyaman ve Malatya il sinirlar1 arasinda
bulunan Hyacinthus orientalis bitkisi toplanarak Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Soganli Bitkiler Koleksiyon Bahgesinde kiiltiire alinmistir. Calismada bitkiye ait
olgunlagsmamis embriyolar ¢iceklenmeden yaklasik 8-11 gilin sonra alinmis ve farkl
konsantrasyonlarda TDZ, TDZ + NAA, KIN ve KIN + NAA iceren MS ortamlarinda
kiiltiire alinmiglardir. Buradan ¢imlenen embriyolardan alinan basal yapraklar farkli
konsantrasyonlarda benzylaminopurine (BAP) ve 0.1 mg/L naphtaleneacetic asit (NAA)
30 g/L seker igeren MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Sumbul basal (adaksial)
yapraklarindan kallus ve sogancik olusumu goézlenmistir. Elde edilen soganciklarda
yaprak uzunlugu ve ¢ap artisi saglamak icin 6nce modifiye MS ortamina, daha sonra 20
mg/L GA3z ve 50 g/L seker igeren MS ortamina alinmiglardir. Hyacinthus orientalis
bitkisi soganlarinda sogan ¢ap artis1 saglanmis ve koklendirme ortamina alinmiglardr.

Anahtar Kelimeler: Hyacinthus orientalis L., mikro ¢ogaltim, olgunlagsmamis embriyo, yaprak,
sogancik



ABSTRACT

IN VITRO MICROPROPAGATION OF HYACINTHUS ORIENTALISL.
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Hyacinthus plant is an important ornamental plant, that bear white, yellow, pink,
red and purple colored flowers and has about 2000 species around the world that are
grown commercially. Although, plant occurs naturally in Turkey yet its open field
cultivation is not performed. This study reports culture of Hyacinthus orientalis
collected from the provinces of Adiyaman and Malatya in Southeastern Anatolia Region
at Ornamental Garden Collection of Faculty of Agriculture, Dicle University,
Diyarbakir. Besides this immature embryos were collected 8-11 days after anthesis and
cultured on MS medium containing different concentrations of TDZ, TDZ + NAA,
KIN, KIN + NAA. The leaves were obtained from the germinating embryos and
cultured on MS medium containing different concentrations of Benzylaminopurine
(BAP) + 0.1 mg/L naphtaleneacetic acid (NAA) supplemented with 30 g/L sucrose.
Callus induction followed by bulb formation was noted on basal leaves of Hyacinthus.
The bulblets were cultured on modified MS medium containing 20 mg/L GA3 and MS
+ 50 g/L sucrose to increase bulb diameter. A significant increase in bulb diameter was
noted on Hyacinthus orientalis bulbs, they were taken to incubator for rooting.

Key words: Hyacinthus orientalis L., micro-propagation, un-matured embryo, leaf,
bulblet
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Ugur SESIZ

1. GIRIS

Tiirkiye gerek farkli iklimlere sahip olmasi ve gerekse ii¢ floristik bdlgenin
kesisme noktasinda bulunmasi sebebiyle bitki tiirlerinin ¢oklugu bakimindan diinyanin
zengin Ulkelerinden biridir.

Cicek sogani; besin maddelerini depolayan etli pullara sahip toprakalti depo
organidir. Soganl bitkilere en iyi 6rnek lale, sumbul, stisen, zambak ve nergis dir. Diger
geofit olarak bilinen bitkiler farkli depolama organlarina sahiptirler. Glaydl, Crocus
(kormus), Dahlia (yumru) ve Iris'ler (rizom) bu gruba 6rnek olarak verilebilir (Kizil
2005).

Geofitlerin bircogu 23° Kuzey ve 45°Giney enlemleri arasinda yer almaktadir.
Dunyadaki toplam geofit sayis1 yaklasik4300 civarindadir. Yayilis zenginligi
bakimindan Afrika kitasi, Akdeniz iklimine sahip Ulkeler, ABD kitas1 ve Avustralya
onemli potansiyele sahiptir. Turkiye fitocografyasi da geofitler yoninden oldukca
zengindir (Ozhatay ve ark. 1997, Dallman 1998).

Soganli bitkiler esas olarak kesme g¢igek, saksi bitkisi ve peyzaj diizenleme
amaciyla yetistirilmektedir. Bu bitkilerden bir¢ogu kolaylikla yetistirilmekte, ¢ok yillik
karakterler gostermekte ve tiiketiciler tarafindan begenilmektedir. Diinya ¢icek sogani
iretiminin analizi yapildiginda 6 cinsin (Gladiolus, Hyacinthus, Iris, Lilium, Narcissus
ve Tulipa) iiretimin % 90’11 karsiladigi goriilmektedir (Cizelge 1.1). Onemli soganl
bitki tUrlerinden Hyacinthus, Narcissus ve Iris tirleri parfimeri ve kozmetik
sanayisinde, Crosus torleri ise dogal boyadan ilag, gida ve bir¢ok alanda
kullanilmaktadirlar (De Hertogh ve Le Nard 1993, Glimiigsuyu 2002).

Turkiye'den siis bitkisi olarak yurtdisina gonderilen sogan ve yumrularin %
90’lik kismi dogadan sokiilmekte, geriye kalan % 10’luk kismu ise kiiltiirii yapilan
tiirlerden olugmaktadir. Asir1 toplamalar sonucunda da iilkemiz geofitleri yok olma
tehlikesi ile kars1 karsiya kalmaktadir (Ekim ve ark.1991, Ildir 1993).

Tiirkiye’de tiretimi yapilan soganl bitkiler ihracati biiylik cogunlukla Hollanda
basta olmak iizere Almanya, Ingiltere ve diger gelismis Avrupa iilkelerine
yapilmaktadir. Bu ticaretten yaklasik 2.5 milyon dolar déviz elde edilmektedir. Ulkemiz
cicek sogani ihracat1 yapan Ulkeler arasindailk sirada yer amaktadir. Ancak ekonomiye
saglanan bu katk: Uretim yerine daha ¢ok dogadan sokimlerle gerceklestirilmektedir.



1. GIRIS

Bu da dogamin ve biyolojik zenginligimizin gelecegi agisindan buyUk bir risk
olusturmaktadir (Karaguzel ve ark. 2007).

Cigek soganlar1 kesme ¢igek endiistrisinde dnemli bir paya sahiptir. Uretimin
piyasanin isteklerine gore belirli donemlerde yapilmasi dikim oncesi soganlarin belli
islemlerden (forcing) ge¢mesine baghdir. Forcing, bitkinin dogal yetisme kosullarinin
yapay olarak bitkilere saglanmasi olayidir. Forcing calismasinin ticari Olgekte
uygulandigir soganlh bitkilere 6rnek olarak Tulipa (lale), Lilium (zambak), Gladiolus
(glaydl), Fressia (arpa zambagi), Hyacinthus (simbdl), Narcissus (nergis), Iris (stisen)
ve Anemone (Manisa lalesi) verilebilir (Karagiizel ve Baktir 2001). Forcing
uygulamalarinin gelismesi ile birlikte iilkemizde soganli bitki iiretimi ve buna baglh
olarak kesme ¢igek tliretiminin yayginlasacagi ongoriilmektedir.

SUmbl bitkisi Hyacinhaceae familyasinin Hyacinthus cinsine ait olup baharda
cicek agan soganli bir siis bitkisidir. Bitki, Bati ve Orta Asya’da, Dogu Akdeniz,
Anadolu, Suriye, ran ve Irak’ta dogal yayilis gostermektedir (Addai 2011).

Antik Yunanda 6limlG gencleri takip eden, onlari izlemekten zevk alan
muhtemelen Kral Amyclas ve Diomede’nin oglu olan Apollo ¢ok giizel bir Spartali
prenses olan Hyacinthus’a asik olur. Zephros veya Boreas, riizgar tanrilarindan biri,
Apollo ve Hyacinthus disk oynarken onlar1 kiskanir, Apollo diski firlatirken kiskang
riizgar tanris1 diskin Hyacinthus’un basina degmesine neden olur. Hyacinthus oOliir,
ancak onun kaninin aktig1 yerden bir ¢icek ¢ikar ve onun adma atfen cigege
“Hyacinthus” adi verilir (http://ancienthistory.about.com/od/apollomyth
lig/Apollo/Apollo-by-Raphael .htm).

Stimbiil bitkisinin diploid formlar1 16 kromozomlu olup, triploid ve biiyiik
cogunlugu heteroploid olan tiirleri mevcuttur. Cicekler hermafrodit yapida ve giiclii
kendine 6zgii bir kokuya sahiptir. Cigekler genellikle arilar tarafindan tozlanir. Siimbiil
bitkisi soganli bir siis bitkisi olup estetik amaglarla kullanilir, bununla birlikte ugucu
yag1 parfiim endiistrisinde kullanilir. Bitkinin 6000 ciceginden 1 kg ugucu yag elde
edilmektedir. Bitkiden ayrica mavi boya iiretilmektedir (Addai 2011). Bitkinin sogan ve
yesil aksami zehirlidir. Zehirli etkisi “lycorine” alkaloitinden kaynaklanmaktadir

(http://www.pfaf.org/database/plants.php? Hyacinthus+orientalis).


http://ancienthistory.about.com/od/apollomyth%20/ig/�
http://ancienthistory.about.com/od/apollomyth%20/ig/�
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http://www.pfaf.org/database/plants.php?%20Hyacinthus+orientalis�
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Soganli bitkilerin iiretiminde Hollanda 6nemli bir yere sahiptir. Asagida diinya
ve model tiretici iilke olan Hollanda ¢icek soganlarmin genel durumu ve sumbdl

bitkisinin tarihsel gelisimi hakkinda kisa bir tarihg¢e verilmistir.

1.1. Diinya Cicek Sogam Uretimi

Toprak altinda sogan, yumru ve rizom gibi organlar1 bulunan ve bunlarda ¢esitli
maddeleri depo eden, ayn1 zamanda giizel ve gosterisli ¢igekleri olan otsu bitkiler olarak
tanimlanabilecek geofitler; gerek icerdikleri kimyasal bilesikler, gerekse gosterisli
cicekleri nedeniyle yiizyillardan beri dogada yetistikleri yerlerden sokiilerek i¢ ve dis
piyasaya sunulmaktadir. Ozellikle ihracat yoluyla yillar igerisinde artan talebi karsilama
icin yapilan sokiimler, bu degerli bitki tiirlerinin dogadaki stoklarini azaltmis ve
birgogunda neslinin tehlike altina girmesine neden olmustur. Dogal ¢i¢ek soganlarinin
sokimu, bu nedenle yasalarla kontrol altina alinmis, birgok tiirde ihracat yasaklanmis
veya smirlandirilmistir. DlUnya genelinde soganli bitki ticaretinin parasal karsiligi
yaklasik 1 milyar dolar’dir. Diinya soganli bitkilerinin 6nemli iireticilerinden olan
Hollanda’da hektar basina iiretim maliyeti 29.491 milyon iken ihracat geliri 34.048
milyon dolar’dir. Toplamda Hollanda’nin ihracattan elde ettigi gelir 756 milyon
dolar’dir. Tulipa tiirleri soganli bitki iiretiminin yapildig1 15 iilkede tiretilmekle birlikte
Hollanda’da 10.800 ha’lik alanda toplam Tulipa iiretiminin %881 yapilmaktadir.
Toplamda Uretilen 4.3 milyar adet Tulipa soganinin 2.3 milyar adedi kesme ¢igekgilikte
kullanilmaktadir. Tulipa sogan1 iiretimi Japonya, Fransa, Polonya, Almanya ve Y eni
Zelanda da gerceklesmektedir (Benschop ve ark. 2010).

Zambak tiretimi diinya genelinde yaklasik 10 iilkede yapilmakta olup, en 6nemli
ureticileri Hollanda (4280 ha), tretimin % 77’ sini, onu Fransa (401 ha), Sili (205 ha),
ABD (200 ha), Japonya (189 ha) ve Yeniz Zelanda (110 ha) izlemektedir (Benschop ve
ark. 2010).

Cizelge 1.1’ de gortildiigii gibi yaklasik 43 bin hektar olan toplam iiretim alaninin
% 50°’den fazlas1 Hollanda’ya aittir. Genel olarak Diinya soganli bitki iiretimi belirli
tirler ile sinirhidir. Bu tiirlerin en 6nemlileri Tulipa, Lilium, Narcissus, Iris, Hyacinthus
ve Gladiolus olup bunlar disinda Fresya, Begonya, Crocus, Hippeastrum ve Ranunculus

gibi tiirlerde cicek sogani piyasasi i¢inde dnemli bir yere sahiptir (Benschop ve ark.
2010).
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Cizelge 1.1. Diinya ¢igek sogani iiretiminin iilkelere gore dagilimi

Ulke Uretim alam (Ha) Soganlar

Hollanda 22.987 Lale, Lilium, Diger Bir¢ok Cesit
Birlesik Krallik 4.700 Nergis, Lale, Glaydl

ABD 3.600 Nergis, Lale, Glaydl, Lilium, Iris

Cin 2.000 Lilium, Nergis, Lae

Fransa 1.370 Lilium, Lale, Iris, Glaydl, Dahlia, Nergis
Japonya 1.80 Lilium, Lae, Glaydl

Polonya 800 Lale, Lilium, Nergis, Glaydl, Dahlia
Tayvan 600 Lilium, Glayél

Israil 450 Nergis, Ranunculus

Sili 375 Lilium, Lale

Yeni Zelanda 350 Lale, Lilium, Zanteceschia (Kala), Iris, Fresya
Avustralya 300 Lae, Lilium

Brezilya 200 Glay6l, Hippeastrum

Glney Afrika 200 Hippeastrum, Nerine, Lilium, Lale
Belcika 200 Begonya, Lilium

Almanya 190 Lale, Glaydl, Nergis, Crocus

Diger Ulkeler 3.508

TOPLAM 43.000

Kaynak: (Benschop ve ark. 2010)

Cizelge 2’de gorildiigii gibi Hollanda’da iiretim daha ziyade diinya ¢igek sogani
talebine bagli olarak degismektedir. Bazi tiirlere olan talep artis1 beraberinde iiretim
alaninin artmasini, aksi durum azalmasina neden olmaktadir. Hollanda diinyanin en
Onemli lale sogam iireticisi olup yaklasik 10 bin hektarlik bir alana sahiptir. Cigek
soganlariin tiiketiminde gelismis iilkeler 6nemli bir yere sahiptir. Hollanda’da iiretilen
soganlarin énemli bir kismi ABD, Japonya, Almanya, Ingiltere, italya ve Fransa gibi
Ulkelere ihrag edilmektedir. Thra¢ edilen iiriinler igerisinde forcing (6n islemlere tabi

tutulmus) materyal oran1 yaklasik %50’lik bir paya sahiptir (Cizelge 1.3).
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Cizelgel.2. Hollanda’da iiretimi yapilan soganli bitkiler ve iiretim alanlari (Benschop ve ark.2010)

Hektar

Tur 2003-2004 20042005 20072008
Lale 10.982 10.034 9.885
Zambak 3.212 3.275 3.699
Nergis 1.796 1721 1.687
Glaydl 1151 1.060 1.019
Stmbil 1121 1.140 854
Safran 668 566 463
Iris 481 464 463
Toplam 19.411 18.260 17.967

Cizelgel.3. Hollanda’da iiretimi yapilarak diger iilkelere ihrag edilen ¢igek soganlarinin parasal degeri
(Benschop ve ark. 2010)

(' milyon USD )

: Oran
Ulke 1996-1997 1999-2000 2005-2006 (peyzaj:forcing)
Amerika 115 147 179 2.1
Japonya 114 102 102 13
Almanya 95 90 104 2.1
Ingiltere 51 65 97 31
Italya 53 61 56 1.4
Fransa 55 56 65 2:1
Isvec 24 24 28 1:2
Kanada 15 20 29 11

1.2. Hollanda’ da Simbiil Uretiminin Tarihges

Hollanda, 19 ve 20. yiizyillar boyunca diinya sogan ticaretini domine etmistir.
Yirminci ylzyilin sonunda dunya ticaretinin % 92'sini  kontrol etmekte iken
gunimuizde, bu durum cesitli faktorlere bagli olarak degismistir. Bunlar; (1) sogan
dretiminin nifus ve konut alanlarinin artisina bagli olarak azalmasi, (2) yeni Uretim
alanlara ihtiya¢ duyulmasi, (3) liretim maliyetlerinin yiiksek olmasi, iscilik, iiretici ve
ihracatgilarin igbirligi, (4)diger iilkelerde yiiksek kaliteli Gretim yapilmasi (Benschop ve
ark. 2010).

Hyacinthus bitkisi ticari g¢esitlerinin sadece bir tiirli koken almasindan dolayi
diger 6nemli soganli bitkilerden farklilik gostermektedir. Bitki ilk kez 1562 yilinda
L’Obel tarafindan tanimlanmis, 1581 yilinda da‘Roman Hyacinth” olarak adlandirilan
(Hyacinthus orientalis var. albulus) baska bir tiir kayit edilmistir. Daha sonra bitkinin
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mavi, beyaz ve pembe cicekli yeni gesitleri tanimlanmis, 1612 yilinda da katmerli
ciceklere sahip yeni tipler gelistirilmis ve bu tipler 19. yy’in ortalarinda populer
olmustur (Benschop ve ark. 2010).

Bitkinin 1slah1 18. yy baslarinda varlikli amator 1slahgilar tarafindan
baslatilmigtir. Pembe ve kirmizi ¢igekli tipler 1709, saricigekli tipler 1760 yilinda
gelistirilmistir. Bununla birlikte, 1slahgilar ¢cok sayida gesit gelistirmislerdir. Uretimin

zirvede oldugu bu dénemde 2000’ in Gzerinde gesit gelistirilmistir.

19. yy’in ikinci yarisinda gesit sayisinda azalma olmakla birlikte, Hollanda da
1slah calismalart devam etmistir. Ornegin ‘L’Innocence’ (1863), ‘City of Harlem’

(1893) ve ‘Pink Peal’ (1922) ¢esitleri Hollanda’da ticari olarak {iretilmistir.

1920 yilindan sonra, Nicolaas Dames Hollanda’da soganlarin forcing yontemi
ile Aralik ayinda ¢ikis yapabilecegini gosterince, 1slah amaglar1 ve stimbiil kullanimi
onemli 6l¢iide degismistir. Bu nedenle forcing yontemi iizerinde odaklanildi. ISlah igin
sadece bir tiir kullanilabilmesine karsin, birgok tlirde hala yeni tipler 1slah edilmektedir.
Bu durum, sitolojik ¢alismalar Hyacinthus a 6zgii baz1 ayricaliklar ortaya koymakta ve
bu tiplerin birgogu heteroploiddir. “Roman Siimbiil Tipleri” kullanarak iiretilen birkag

cicek saplt soganlar elde edilmistir.

Stiimbiil 1slah1 glinlimiizde, sitolojik calismalar ve sar1 hastaligina dayaniklilik
(Xanhthomonas hyacinthi) disinda, biliyiik 0Olgiide 0Ozel sirketler tarafindan
yapilmaktadir. Hyacinthus islahinda c¢icek rengi, ozellikle sari, onemli bir 1slah
amacidir. Sar1 renkli gesitler diisiik canlilik ve hastaliklara kars1 hassas olmakla birlikte

yiiksek sogan liretimden dolay1 tercih edilmektedir (Benschop ve ark. 2010).
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1.3. Soganh Bitkilerin Uretim Yontemleri
Geofitler, generatif ve veetatif yontemle iiretilmektedirler. Genis capta tiretim
icin daha cok vejetatif Uretim teknikleri kullanilmaktadir.

1.3.1. Generatif Uretim

Tohum ile {tretim teknigidir. Tohumla iiretimde tohumlarin olgunlasma
zamanlari, ¢imlenme stireleri, ¢gimlenme oranlari, ¢cimlenme i¢in gereken sicakliklar iyi
bilinmelidir. Allium, Begonia, Chionodoxa, Cyclamen, Eranthis, Freesia, Fritillaria,
Liatris, Muscari, Sparaxis, Tigrida ve Ranunculus'lar tohumla {iretimi yaygin olan
cinslerdir. Cimlenme ic¢in gereken optimum sicakliklar cinslere gore degismektedir
(Seyidoglu 2009).

Tohumla tiretimde ¢ok sayida bitki elde edilebilmektedir, fakat elde edilen
bitkilerin agilma gOstermesi, bazi tiirlerin yeterince tohum olusturamamasi ve tohum
ekiminden ¢igek olusturacak biiyiikliikte bir sogan elde etmek icin gegen slrenin uzun
olmasi (5-7 y1l) gibi olumsuzluklar meydana gelmektedir.

Tohum ekiminden ¢igek agma biiyiikliigiinde sogan elde edilmesi i¢in gegen siire
turlere gore degismektedir. Yapilan baz1 arastirmalara gore optimum kosullarda bu siire,
Allium’lar igin 2, Eranthis'ler igin 4, Fritillaria’lar icin 4-5, Galanthus'lar icin 4-5,
Liilum'lar igin 2-4, Ornithogalum'lar i¢in 3 ve Leucojum’lar igin 2-4 yil oldugu tespit
bildirilmektedir (Seyidoglu 2009).

1.3.2. Vgetatif Uretim

Geofitler ¢cogunlukla vejetatif olarak iiretilmektedirler. Generatif iiretimde, bazi
turlerin tohum olusturma kapasitelerinin az olmasi, tohum ekiminden ¢igek olusturacak
blyuklGkte bir sogan elde etmek igin gegen stirenin uzun olmasi gibi nedenlerden dolay1
vejetatif dretim yontemleri daha ¢ok tercih edilmektedir. Veetatif Uretim yontemlerini
yedi grup altinda toplanmaktadir.

Bunlar;

> Yavru soganlar ile iiretim

> Yumru, rizom ve soganimsi yumrularin béliinmesiyle iiretim,
> Koltukalt1 yavru soganlar ile iiretim

> Sogan pullart ile iiretim

> Parcacik ve ikiz pul ile liretim
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> Sogan tabanin kesilmesi ile iiretim ve

> Doku kiltirt ile Uretim teknikleridir.

Vejetatif iiretim yontemleri i¢inde doku kiiltiirti yontemleri ile kisa siirede fazla
sayida materyal tretimi gergeklestirilebilmektedir. Bitki doku kultUr( kisaca; kontrol
edilebilen 151k ve sicaklik kosullart altinda kiiltiir kaplar1 igerisinde, yapay besin
ortaminda biitlin bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus
hiicreleri), doku (gesitli bitki kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.)
gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel GrUnlerin Uretilmesi olarak
tanimlanabilmektedir (Babaoglu ve ark. 2002, Seyidoglu 2009). Bununla birlikte, her
bir tdr icin standart protokollerin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir.

Siimbiil bitkisi Giineydogu Anadolu Bolgesinde dogal yayilis gostermektedir.
Yayilis gosterdigi yerlerde yapilan sorvey calismalarinda dogadan bilingsizce (!)
toplandig1 ve yayilis alaninin gittikge daraldigi goézlenmistir. Dogal yayilis alaninda
bitkinin ¢ogalmasi i¢in uzun bir siireye ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle doku kultdrd

gibi alternatif tiretim yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez c¢alismasi ile siimbiil olgunlasmamis embriyolarindan rejenerasyon yolu

ile sogan/sogancik iiretimi planlanmistir. Bu amagla;

> Olgunlasmamis embriyolarin rejenerasyon yeteneginin belirlenmesi,

> In vitro’da gelistirilen yaprak eksplantlarindan rejenerasyon,

> In vitro’da gelistirilen yapraklardan rejenerasyon ile sogancik elde edilmesi,
> Elde edilen soganciklarin biiylitiilmesi,

> Soganlarin  koklendirilmesi ve dis ortama aktarilmasi hedeflenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Soganli bitkiler giiniimiizde olduk¢a popiiler bir tarimsal iiretim alanidir. Bu
bitkilerin tohumdan ¢icekli bir bitki sogani1 olusturmasi i¢in yaklasik 5-6 yillik bir
siireye gereksinim duyulmaktadir. Cok yonlii kullanim alanina sahip bu bitkiler ile ilgili
olarak in vitro ¢ogaltim teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Stimbiil bitkisi de
giinlimiizde uluslar arasi ticarette 6nemli bir yere sahiptir. Siimbiil ile ilgili yapilmis in
vitro ve agronomik caligmalar ile ilgili glincel ve tez konusu ile ilgili olanlar kronolojik

olarak asagida verilmistir.

Pierik ve Woets (1971), Siimbiil sogan pul yapraklarinin rejenerasyon yetenegi
standart biliylime kosullarinda belirlenmistir. Sogancik rejenerasyonu besin ortamina
eksplantlarin bas asag yerlestirilmesi ile tegvik edilmis ve eksplant uzunlugunda artis
gOrdlmastiir. Sogancik rejenerasyonu makro-element ve glikoz oranindan 6nemli 6lgiide
etkilenmistir. En uygun sicaklik 13-17 °C olarak belirlenmis, karanlikla kiyaslandiginda
stirekli 151kl1 ortamin rejenerasyonu olumsuz etkiledigi belirlenmistir. IAA sogancik
rejenerasyonunu tesvik ederken kinetin az da olsa diismesine neden olmaktadir. GA3'in

rejenerasyonu diisiirdiigiinii bildirmektedirler.

Hussey (1975) In vitro ¢ogaltim ile geleneksel iiretim yontemini tartistigi
calismada; stimbiil bitkisinin steril bir¢ok kismindan alinan dokulardan in vitro
rejenerasyon yapilabildigini bildirmektedir. Sogan pul yapraklar1 ve basal dokular igin
besin ortamina herhangi bir BBD ilavesi olmadan, ancak yaprak, govde ve yumurtalik
gibi dokularin diisiik konsantrasyonlarda oksin (Indole-3-acetic acid-IAA) ve
naphtaleneacetic acid (NAA) gibi BBD’lerine olumlu cevap verdigini belirlemistir.
Arastirici, yuksek NAA  konsantrasyonunda rejenere olan bitkilerin - kallus
olusturdugunu, in vitro elde edilen bitkiciklerin ikiye ayrilabildigi ve her birinin alt
kiiltiirlerde yeni bir bitki olusturdugunu ve bu islemin 8-12 haftalik araliklarla

tekrarlanabildigini bildirmistir.

Pierik and Post (1975), Hyacinthus bitkisinde sogancik tiretimi i¢in basit bir in
vitro yontem gelistirmislerdir. Hyacinthus bitkisinin sogan pul yapraklarin1 kullanarak
yaptiklar rejenerasyonda; 12 hafta icinde 17-18 cm sogan ¢evre genisligine sahip bir
adet sogandan taban (basal) kismi1 igeren 3-4 ¢cm uzunlugunda ve 0.5 cm genisliginde

pul yapraklarindan 240-300 adet sogancik elde ettiklerini bildirmektedirler.
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Bach (1990), Siimbiil bitkisinin “Delft Blue” ve “Carnegie” gesitleri ile yaptigi
denemelerde kiiltiir ortami, eksplant tipi, biiyiime diizenleyicileri, sicaklik, fotoperyot ve
besin elementlerinin biliylime ve gelisme iizerine etkisini incelemistir. En yliksek
cogalma orani sirasi ile yaprak tabanindan alinan eksplantlardan, adventif siirgiinler ve
soganciklar elde edilmistir. Arastiricilar GAgz’in siirgiin ve yaprak olusumunu
engelledigini, ancak gen¢ yapraklarin uzamasimmi olumlu bir sekilde uyardigini
belirtmektedirler. GA3 ve degisik konsantrasyonlarda oksin ve sitokininlerin sogan
olusumu {izerine etkisinin olmadigini, paclobutrazol’un sogan olusumunu tesvik ettigini
bildirmektedir. Sogan olusumu 4°C’ de 8 hafta gelistikten sonra 23°C’lik ortama transfer
edilmiglerdir. Sogan biiyiikliigli ve olgunlasma diisiik sicaklik ve %6 seker oram ile
pozitif bir sekilde uyumlu oldugu gozlenmis, giin uzunlugunun sogan gelisimi iizerine
etkis olmazken 16/8 fotoperiyotun eksplant morfogenesisini  hizlandirdig:
belirtilmektedir. Besin elementlerinin ortamdan alinmast NH4 ve NO3 alimina baglh
olarak biliylimede oransal olarak artmakta, pH degisimi N alimmna bagl olarak
degismekte, eksplantin mineral icerigi farkli sicakliklarda degismektedir. P, K, Ca ve
Mg degerleri stimbiil fidelerindeki oranlara yakin, ancak Mn ve Zn miktarlar1 in vitro

ortamda artmaktadir.

Gude (1992), Hyacinthus tiirliniin g¢ogaltilmasindaki ana problemin geng
soganlarin dikimden sonra dormant durumda kalmasindan kaynaklandigini, arastirici
dikimden sonra 151k kalitesi ve diisiik sicakligin dormant olmayan soganlarin sayisinda
bir artis olup olmadigini arastirdig1 ¢alismada; 151k uygulamasinin yeni olusan sogan
sayisini etkilemedigini ancak yeni soganciklarin olusmasini etkiledigini belirlemistir.
Ayrica, 151k uygulamasinin dormant olan gen¢ soganlarin yaprak sayilarini olumsuz
etkiledigini, yaprak sayisi lizerine 151k uygulamasinin dogal {liretim ortaminda pozitif
etkisinin gozlendigini belirlemistir. Bununla birlikte, sogan biiyiikliigiinde % 30-45’lik
artisin 151k uygulanmasindan kaynaklandigini bildirmistir.

De Hertogh ve Le Nard (1993), Hyacinthusda cogaltmada sogan c¢evre
genisliginin 15 cm’den bliyiik olmasi gerektigini, ticari olarak siimbiil bitkisinin merkez
cikarma ve ¢apraz kesim yontemleriyle ¢ogaltildigini, ayrica bitkinin yaprak celigi ve
sogan pullar1 ile de c¢ogaltilabildigini bildirmektedir. Arastiricilar, bitkide 1slah
caligmalarinda Xanthomanas hyacinthi’ye dayanikliligin dikkate alinmasi ve erken

10
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ciceklenen tiirlerin hastaliklara toleransinin gec ¢igeklenenlere gore daha az oldugunu
bildirmektedirler.

Karagiizel ve Baktir (2001), Siimbiillerden daha ¢ok saksi ve bahge bitkisi olarak
faydalanildigini, arzu edilirse ¢igekler kesilerek buketlerde de kullanildigini ve forcing
uygulamalar1 ile Ozel giinlere yonelik tretim yapilabilecegini bildirmektedirler.
Aragtiricilar erken (yilbasi) ve ge¢ donemlerde (sevgililer giinii) 6zel giinlere uygun
olacak sekilde forcing uygulamalari ile iiretim yapildigini bildirmektedirler. Stimbiil
bitkisne uygulanan forcing islemlerinin lalelerinkine benzedigi, sadece sera

sicakliklarinin daha yiiksek tutuldugu ve soguklama siirelerinin daha kisa oldugunu
bildirmektedir.

Ci1g (2005), ticari siimbiil cesitleri ile yaptifi ¢alismada farkli giibre dozu
uygulamalarinin hasat zamani ve ¢igek kalitesi lizerine etkili olmadigini, kesme ¢icek
tiretimi i¢in sera kosullarimin ¢icek boyutlarmin daha biiyiik olmasi nedeniyle tarla

kosullarina gore daha uygun oldugunu bildirmektedir.

Naik ve Nayak (2005), Ornithogalum virens’te rejenerasyon i¢in sogan pullarini
kullanarak siirglin tomurcuklar1 ve kallus yolu ile indirekt organogenesis
gerceklestirmiglerdir. Sogan cap artist MS ortami tuz konsantrasyonun Y2 oraninda
azaltilmasiyla saglanmis ve elde edilen soganlar basarili bir sekilde dis ortama

aktarilmastir.

Chung et al. (2006), Hyacinthus orientalis bitkisinin “Anna Marie” ¢esidine ait
sogan pul yapraklarimin seker ve oOn-lislitme/soguklama uygulamasinin biiyiime ve
gelisme lizerine etkisini inceledikleri ¢alismada; 6n soguklama isleminin (4 °C’de 4 ay)
yapildig1 pul yapraklar seker igermeyen besi ortaminda 20 °C’de bekletilenlerden daha
iyi biiyime kapasitesi ve sogan olusturma yetenegine sahip olduklarini
gozlemlemislerdir. Arastiricilar, biitiin kiiltiirlerin ilk iki haftasinda sogan pargalarinin

nisasta igeriginde hizli bir azalma oldugunu ve daha sonra tekrar artis gosterdigini

bildirmektedirler.
Ziv and Naor (2006), Hyacinthus orientalis bitkisinde cicek ve cigek

organlarinin rejenerasyonu ¢igek Ortlisiinden miimkiin oldugunu ve ¢igek gelisimini
kontrol eden faktorler direkt organogenesis yoluyla 50-200 gin icinde
belirlenebilecegini bildirmektedir. Arastiricilar, Hyacinthusda BA dizeyinin ve

oksinlerin in vitro'da ¢igek aksaminin gelismesini tesvik ettigini ve yiuksek BA ve

11
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diisik oksin duzeyinin erkek organ ve meyve yapragi olusumunu azalttigin

bildirmislerdir.

Lee ve ark. (2007), Hyacinthus bitkisinin olduk¢a Onemli bir sis bitkis
oldugunu, beyaz, sar1, pembe, kirmizi ve mor gibi degisik renklere sahip yaklagik 2000
tirtiniin ticari olarak yetistirildigini bildirmektedir. Hyacinthus cinsinin yetistiricilik
bakimindan degisik ekolojik kosullara adapte oldugunu ancak, yavru sogan {iretim
oraninin diisiik ve yavru soganlarin kiiciik oldugunu bildirmektedir. Arastiricilar,
Hyacinthus bitkisinde c¢ogalma kapasitesini gelistirmek icin in vitro teknikler
kullanilmakta ve bu amagla degisik in vitro kiltlr sistemleri gelistirilmistir. Hyacinthus
soganlarinin in vitro ¢ogaltilmasinda bitki biliylime diizenleyicileri, explant kaynagi,
bitkinin genotipi, sicaklik, seker igerigi vb. faktorlere bagli olarak degistigini ve
bitkinin, sogan pullarinin in vitro g¢ogaltimda en fazla kullanilan explant oldugunu
belirtilmektedirler.

Kizil ve ark. (2009), Diyarbakir kosullarinda yiiriittiikkleri adaptasyon
calismasinda; Fritillaria tUrleri gibi Hyacinthus tiiriniin ticarette islem gormesi igin
belirli bir ihracat olgunluguna gelmesi gerektigini bildirmektedir. Siimbiil bitkisinde,
dikim Oncesi ortalama sogan ¢evre uzunlugu 15.57 cm, hasatta ise ortalama sogan ¢evre
uzunlugu 16.00 cm olup ortalama sogan ¢evre artis orant % 3.0 olarak belirlenmistir.
Ortalama yavru sogan sayist bitki basina 3.2 olmustur. Hyacinthus orientalis de
ortalama bitki boyu 19.62 cm, yaprak sayis1 15.0 adet/bitki, yaprak eni ve yaprak boyu
sirasiyla, 2.16 ve 11.73 cm, ortalama ¢icek sayisi, ¢icek eni ve ¢icek uzunlugu

degerlerini ise sirasiyla 14.70 adet/bitki, 0.94 ve 3.86 cm olarak bildirmislerdir.

Sun ve ark. (2010), Hyacinthus orientalis bitkisinden adventif strginleri genc
yapraklar (gevrek) ve pul yapraklarindan elde edilmistir. Tekli ve ¢iftli pul yapraklar
icin uygun besin ortami belirlemeye yonelik ¢alismada; MS + 5 mg/L 6-BA + 0.1 mg/L
NAA ortamini kullanarak yaptiklar1 ¢alisma sonucunda ikili pul yapraklarin tekli pul
yapraklara gore daha iyi sonug verdigini belirlemislerdir. Geng yapraklar icin en uygun
ortam 3 mg/L MS + 6-BA + 0.2 mg/L NAA ortami olup pul yapraklardan daha iyi
bulunmustur. Kéklenme i¢in en uygun ortam olarak % 93.3 orani ile 0.2 mg/L NAA +

72 MS ortam1 belirlenmistir.

Uranbey (2010), Nadir bulunan ve endemik bir bitki olan Muscari azureum

bitksinin olgunlasmamis embriyolarindan yiiksek oranda sogancik rejenerasyonu
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gerceklestirdikleri calismada; M. azureum olgunlasmamis embriyolart N6 mineral tuzu
ve vitamin, 400 mg/L casein + 40 g/L sukroz+ 2 g/l L-proline, 2 mg/L 2,4-D ve2 g/L
gelrite igeren ortamda kiiltiire alinmiglardir. Daha sonra olusan kalluslar MS vitamin ve
tuzlarimi igeren sogan olusturma ortaminda (N6-benzylamino-purine (BAP), kinetin
(KIN), thidiazuron (TDZ), zestin, indole-3-acetic acid (IAA), a-naphthaleneacetic acid
(NAA), 30 g/L sucrose ve 7 g/L agar) kiiltiire alinmiglardir. Kiiltiir baslangicindan 5-6
ay sonra olgunlasmamis embriyolardan ¢ok sayida (>13 sogancik/embriyo) sogancik
olusumu gergeklestirilmistir. Buradan iyi gelisen soganciklar /2 MS ve 1 mg/L IBA, 0.5
g/L aktif komiir, 20 g/L seker ve 6 g/L agar iceren ortamda kdklendirilmis ve dis ortama

alinmuslardir.

Addai (2011), Siimbiil bitkisinin karbonhidrat metabolizmasi iizerine yaptig1 bir
calismada; rezerve karbonhidrat, esas olarak nisasta oraninin sogan pullarinda dikimden
bir ay sonra baslangi¢ degerine gore % 50 azaldigini bildirmektedir. Arastirici, nisasta
miktarindaki bu azalisin soganlarin ¢ikis zamanina denk geldigi, soganli bitkilerde
biiyiime ve gelismenin soganlardaki depolanan rezerv maddelere bagli oldugu ve depo
rezerv maddelerinin azalmasi ¢ikis, siirglin gelisimini ve dolayzisi ile biiylime ve gelisme
lizerine 6nemli etkileri bulundugu bildirilmistir.

Tiirkoglu ve ark. (2011), Bitki biyumesinin birgok cevresel faktor tarafindan
kisitlandigini, bununla birlikte toprak tuzlulugu diinyanin kurak ve yari1 kurak iklim
kosullarinda 6nemli bir tarimsal sorun olarak karsimiza ¢iktigin1 belirtmektedir.
Aragtiricilar, tuzlulugun bitkilerde besin maddesi ve su alimini kisitlayan 6nemli bir
stres faktori oldugunu rapor etmislerdir. Yaptiklari c¢alismada farkli tuz
konsantrayonlarina (0, 50, 100, 200, 400 mM) kars1 Hyacinthus bitkisinin tepkisi
arastirllmistir. Tuza maruz birakilan bitkilerde stoma durumu, osmotik potansiyel,
proline igerigi, klorofil II, keratenoid ve protein igeriginde olusan varyasyonlar
incelenmistir. Calismada, stoma biiyiikliigii ile birlikte klorofil II ve keratenoid igerigi
tuz konsantrasyonunun artmasina bagli olarak arttig bildirilmistir.

Smigielska and Jerzy (2013), Sumbil bitkisinde yaprak celiklerinin in vivo
gelisiminde farkli renklerde floresan lambalar kullanarak yaptiklar1 ¢alismada; serada
yetistirdikleri li¢ siimbiil ¢esidinin yapraklarindan aldiklart celikleri, torflu ortamda
biiylitme odasinda farkli renklerde 1s1k (beyaz, mavi, yesil, sar1 ve kirmizi) yayan

flouresan lambalar altinda koklendirmislerdir. Beyaz, mavi ve kirmizi renkli lambalarin
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bulundugu ortamda yaprak celikleri fazla sayida ve uzun adventif kdk olusturmuslardir.
Kok agirliklar1 bakimmdan en yiliksek degerler beyaz lambali 151k ortaminda elde
edilmistir. “Anna Marie” ve “Blue Star” c¢esitlerinde yaprak celikleri lizerinde olusan
adventif sogan olusumu {iizerine 1s1k renginin etkisi Onemsiz bulunmustur. “White
Pearl” cesidinde beyaz 151k altinda en fazla sogan olusumu goézlendigi, bunu mavi ve
yesil renkler izlemistir. En biiyiik soganlar beyaz ve mavi renk 151k altinda elde edildigi
bildirilmektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

Calisma 2013-2014 yillar1 arasinda Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla

Bitkileri Bolumu, Biyoteknoloji Laboratuarinda yiiriitiilmiistiir.
3.1. Materyal

Arastirmada materyal olarak kullanilan Hyacinthus orientalis L. Bitkisinin
olgunlasmamis meyveleri (Sekil 3.5), Dicle Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla
Bitkileri Boliimii, Soganli Bitkiler Koleksiyon Bahgesi’nden temin edilmistir. Tarla
Bitkileri Boliimii Soganli Bitkiler Koleksiyon bahgesinin bulundugu deneme alani
37°53° Kuzey enlemleri ve 40° 16°" Dogu boylamlart ile simirlt olup denizden
yiiksekligi 680 m’dir.

3.1.1. Hyacinhus orientalis Bitkisinin Taksonomideki Yeri

Takim: Liliales

Familya: Liliaceae (Amaryllidaceae)

Cins: Hyacinthus

Tur: Hyacinthus orientalis L.

Hyacinthus orientalis L.; bir Akdeniz bitkis olup, Turkiye'nin Giney
kesimleri, Kuzeydogu Suriye ve Liibnan’da dogal olarak yetismektedir. Siimbiil
bitkisnin en onemli Ureticilerinden olan Hollanda dinya Uretiminin % 95'ini
karsilamaktadir. Bitkinin tarimi yiizyillardan beri yapilmaktadir. Dogu Avrupa’ya
Tirkiye’den gittigi belirtilmektedir (Nowak ve Rudnicki, 1993)

H. orientalis, Liliaceae familyasina mensup, 35 cm’e kadar boylanan, tabandan
cikan yapraklart mizraksi, ana govde lizerinde ug¢ kisimda cigeklenen, ¢igekler 2-3 cm
uzunlugunda, tiip seklinde her biri 6 parcali, degisik renkte oldukca giizel goriiniime
sahiptir. SUmbdl bitkisi, ilkbaharda (Mart sonu-Nisan) ciceklenmektedir. GUnimuizde
oldukca farkli ¢igek renklerine sahip ¢esitleri bulunmaktadir.
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Sekil 3.1. Dicle Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Béliimii, Soganl1 Bitkiler Koleksiyon
Bahgesi’nde yetistirilen Hyacinthus orientalis bitkisinin ¢i¢eklenme baglangici ve tam
ciceklenme déneminden goérinim

MALATYA

Sekil 3.2.Siimbiil bitkisinin Giineydogu Anadolu Bolgesinde yayilis gosterdigi alanlar

Adiyaman ili Nemrut Dagi florasinda daha Once yapilan arazi tarama
caligmalarinda siimbiil bitkisinin bulundugu ve dogal yetisme ortaminda toplandigi

belirlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Siimbiil bitkisinin yayilis gosterdigi Adiyaman-Malatya il sinirlar1 arasinda kalan Ulubaba
Dagindan bir goriiniim (Haziran 2012)

3.2. Metot
3.2.1 Eksplantlarin On Hazirhg ve Sterilizasyonu

Hyacinthus orientalis bitkisinin olgunlasmamis meyveleri i¢inden hastaliksiz ve
tizerinde herhangi bir yara izi olmayan meyveler seg¢ilmistir (Sekil 3.5). Daha sonra
secilen bu meyveler yaralamalara yol agmadan dikkatli bir sekilde kagit keseler igine
konularak belli bir miiddet buzdolabinda 4 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.

Buzdolabinda 4 °C'de 20 gin muhafaza edilen materyain yiizey
sterilizasyonlar1 i¢in meyveler30 dak ¢esme suyunda deterjan ile yikandiktan sonra %66
hidrojen peroksit ile 10 dk steril edilmis ve 3 x 3 dakika steril saf su ile durulanmistir.
Yiizey sterilizasyon caligmalar steril kabin (Sekil 3.3; Sekil 3.4) icerisinde yapilmistir.
Ylzey sterilizasyondan sonra meyveler steril kabin icinde, steril bistiri ve pens ile
olgunlasmamis embriyolar meyve kabugundan ayrilacak sekilde kesilerek 24 + 1 °C’de
16 saat 151k ve 8 saat karanlik foto periyodunda, icerisinde % 3 sukroz ve % 0.62 agar
(Duchefa) ile katilastirilan ve farkli oranlarda oksin ve sitokinin igeren MS besi

ortamlarinda kiiltiire alinmastir.
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C

Sekil 3.4. In vitro ¢aligmalarin yapildig: steril kabin (&), bitki biiylitme dolabi1 (b) ve hazirlik odasinin
(c) gorinimi

3.2.2. Calismada Kullanilan Eksplantlar

Bu ¢alisma i¢in Hyacinthus orientalis bitkisinin olgunlasmamis meyvelerinden
alman olgunlasmamis embriyolar kullanilmistir. Bununla birlikte, farkli BBD ile
yapilan denemelerden elde edilen in vitro yapraklarin adaksial kismindan eksplant

ornekleri alinmistir.

Sekil 3.5. Hyacinthus orientalis bitkisinin ¢igeklenmeden 25 giin sonra alinmig meyve 6rnekleri
3.2.3. Bitki Buyume Duzenleyicileri Ve Ortamlari

Denemelerde, MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962), %3
oraninda seker (sukroz) ile katilastirma amaciyla agar (Duchefa) iceren besi ortamlari
kullanilmistir. Ortam hazirhiginda cift distile su kullanilmig olup, besin ortamina, farkl

kombinasyonlarda sitokinin ve oksin ilave edilmistir.
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Calismada kullanilan kimyasal maddeler, Sigma Aldrich Chemica Co.'dan

temin edilmistir. Bitki biiylime diizenleyicileri uygun ¢oziiciilerde Cizelge 3.2'de

verildigi gibi ¢0ziildiikten sonra istenilen miktarda ve oranda stok sollUsyonlari

hazirlanmistir.  Ist  muamelesi ile bozulmayan bitki biliyiime diizenleyicileri

otoklavlanmadan Once besin ortamina ilave edilmistir. Hazirlanan bitki biiylime

duizenleyicileri stok sollsyonlari iki ay siireyle +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. MS (Murashige ve Skoog 1962) ortaminda bulunan maddeler ve konsantrasyonlari

Ortamda bulunan maddeler Konsantrasyonu (mg/L)
NH4NO; 1650
Makro besin elementleri KNO; 1900
CaCl,.2H,0 440
MgS0,4.7H,0 370
KH,PO, 170
Kl 0.83
H;BO; 6.2
MnS0,.4H,0 22.3
Mikro besin elementleri ZnS0,4.7H,0 8.6
Na,M00,.2H,0 0.25
CuS0,4.5H,0 0.025
FeSO,.7H,0 27.8
Na,EDTA.2H,0 37.3
Inisitol 100
Vitaminler Nicotinic Acid 0.5
Pyridoxine-HCI 0.5
Thiamine-HCI 0.1
Glycine 2

Cizelge 3.2. Kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri ve stok ¢ozelti konsantrasyonlari

Bitki Hormonlar1 Cozicu Saklama Sicakhgi Stok Cozelti
Konsantrasyonu (mg/ml)

Sitokinin

BAP 1 N NaOH/Etanol 4°C vl

KIN 1N NaOH 4°C v1

TDZ 1N NaOH 4°C V1

Oksin

IBA 1N NaOH 4°C v1

NAA 1 N NaOH/Etanol 4°C vl

GA; Etanol (EtOH) 4°C vl
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3.2.4.Kiiltiir Kosullar:

Besin ortaminin pH’s1 1 N NaOH ya da HCl kullanilarak 5.6-5.8 e ayarlandiktan
sonra otoklavda 1.2 kg/cm? basing altinda 121°C’de 20 dk sterilizasyon saglanmustir.
Tiim kiltiirler iklim dolaplarinda (Fitotron UK) beyaz floresans 15181 altinda 16 saat 151k
8 saat karanlik periyodunda 24 °C bekletilmistir (Babaoglu ve ark. 2002).

3.2.5. In vitro Calismalar
3.2.5.1. Bitki Rgenerasyonu

Bitki rgenerasyonu icin, tum eksplantlar Cizelge 3.2, 3.3, 3.4, 3.5 ve 3.6'da
verilen bitki biiylime diizenleyicileri ve belirtilen dozlart kullanilarak, her bir Petri ya da

Magenta da 5 velveya 8 eksplant ve 3 tekerriir olacak sekilde kiiltiire alinmustir.

Cizelge 3.3. Simbiil bitkisinin olgunlagsmamis embriyolarmin 20 ve 40 g/L seker iceren MS besin
ortaminda farkli oranlarda TDZ ve NAA igeren deneme

Deneme 1 Deneme 2
TDZ mg/L TDZ mg/L NAA mg/L
0.05 0.05 0.2
0.10 0.10 0.2
0.15 0.15 0.2
0.20 0.20 0.2
0.25 0.25 0.2
0.30 0.30 0.2

Cizelge 3.4. Sumbiil bitkisinin olgunlagsmamis embriyolarmin 20 ve 40 g/L seker iceren MS besin
ortaminda farkli oranlarda BAP ve NAA i¢eren deneme

Deneme 3 Deneme 4
BAP mg/L BAP mg/L NAA mg/L
0.3 0.3 0.2
0.6 0.6 0.2
0.9 0.9 0.2
12 12 0.2
15 15 0.2
1.8 1.8 0.2
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Cizelge 3.5. Siimbiil bitkisinin olgunlagsmamig embriyolarinin 20 ve 40 g/L seker iceren MS besin
ortaminda farkli oranlarda TDZ ve NAA igeren deneme

Deneme 5 Deneme 6
KIN mg/L KIN mg/L NAA mg/L
0.5 0.5 0.1
1.0 1.0 0.1
15 15 0.1
2.0 2.0 0.1
25 25 0.1
3.0 3.0 0.1

Kiiltiir ortaminda meydana gelen kronik bulagiklig1 6nleme amaciyla eksplantlar

taze amoklavin iceren modifiye MS (Modifiye MS olarak temel MS ortamina 170 mg/L
potasyum fosfat, 1900 mg/L potasyum nitrat, 100 mg/L inositol, 0.5 mg/L nikotinik asit,

0.5 mg/L pyridoxin, 0.1 mg/L tiamin ve 2.0 mg/L glisin ilave edilmistir) ortamina

aktarilmistir (Cizelge 3.6).Yukarida tablo halinde verilen 3, 4, 5 ve 6 numarali

denemeler bulasiklik ¢cikmasi nedeni ile degerlendirmeye alinmamislardir.

Sekil 3.6. H. orientalis olgunlagmamis embriyolarinda kiiltiir ortaminda meydana gelen kronik bulagiklik

Cizelge 3.6. Farkli konsantrasyonlarda BAP ve 0.10 mg/L NAA igeren MS ortaminda Hyacinthus
orientalisin vitro yapraklari ile kurulan denemede kullanilan BBD’ler.

Deneme 7
BAP NAA
0.5 0.1
1.0 0.1
15 0.1
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Farkli konsantrasyonda BAP ve 0.1 mg/L NAA igeren ortamda gelisen
soganciklar yaprak olusumunu tesvik etmek amaci ile 20 mg/L GA3z iceren MS

ortamina alimuiglardir.

Giberellik asit igeren ortamdan alinan soganciklar daha sonra ¢ap artisi saglamak

amaci ile 50 g/L seker igeren ortama aktarilmiglardir.

Sogan ¢aplart 0.5-1.0 cm ¢apina gelen soganciklar kdklendirme amaciyla 1.0
mg/L IBA igeren MS ortamina alinmiglardir. Soganciklar 22 giin sonra /2 MS ve 30 g/L

seker igeren ortama alinmiglardir.
3.2.5.2. Koklendirme Ortam

Soganlarda yeterli gévde olusumu saglandiktan sonra 1 mg/L IBA igeren ortama
alinmiglardir. Bu ortamda yeterli kok olusumu saglanamayinca, soganlar 2 MS + 30

g/L seker, 2 g/L aktif komiir i¢ceren ortamda koklendirmeye alinmiglardir.
3.3. Istatistiksel Degerlendirmeler

Denemeler, tek faktorlii, tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus ve 3
tekerrarlGdur. Her tekerrUr iginde 5 adet eksplantin bulundugu 100 x 10 mm’lik Petri
kutularindan olusmustur. Elde edilen veriler “IBM SPSS 20 for Windows’’ paket
programinda Univariate analizine tabi tutulmus, muamele ortamlarini karsilastirmak
amaciyla Duncan ve LSD testleri uygulanmistir. Yiizde degerler, istatistik analizinden

once  arcsin  degerlerine  cevrilmistir  (Snedecor ve  Cochran  1967).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular

Sumbul (Hyacinthus orientalis) bitkisinde kiiltiir kosullarinda sogan iiretimi
oldukga yavastir. In vitro kosullarda olgunlasmamis embriyolardan yapilan ¢alismalarda

¢imlenme sonrasi sogan olusumu ve tohumdan ¢imlenme goriilmiistiir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. H. orientalis olgunlagmamis embriyolarinda ¢imlenme, sogancik ve kallus olusumu

Cizelge 4.1 ve 4.2'de goriildiigii gibi ¢imlenme oranlari bakimindan 20 ve 40
g/L seker konsantrasyonlarinda farkli TDZ ve 0.2 mg/L NAA uygulamalar1 arasinda
ortaya ¢ikan farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulunurken, ¢imlenen embriyo sayisi

bakimindan aralarindaki farklilik istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur.

20 g/L ve 40 g/L seker igeren TDZ ve TDZ - 0.20 mg/L NAA ortamlarinda
cimlenme oran1 % 0.00 ile % 40.00 arasinda degismistir. En yiiksek ¢imlenme orani
degerleri 20 g/L seker uygulamasinda 0.25 mg/L TDZ uygulamasindan elde edilirken,
40 g/L seker uygulamasinda ise 0.10 mg/L TDZ - 0.20 mg/L NAA uygulamasindan elde
edilmistir. Cimlenen embriyo sayis1 bakimindan 20 g/LL seker uygulamasinda ortalama

degerler 0.00 adet ile 2.33 adet, 40 g/L seker uygulamasinda ise 0.00 adet ile 1.83 adet
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arasinda degismistir. En yiiksek degerler sirasi ile 20 g/L seker uygulamasinda 0.10
mg/L TDZ ve 0.10 mg/L TDZ - 0.20 mg/L NAA uygulamasindan elde edilmistir
(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.1. 20 g/L Seker konsantrasyonu ve TDZ ile 0.20 mg/L NAA igeren modifiye edilmis MS

ortaminda Hyacinthus orientalis olgunlasmamis embriyolarinin ¢imlenme oranlarina ait
varyans analiz sonuclar1

VK sd Cimlenme oram (%) Cimlenen embriyo sayisi
KO F KO F

Ortamlar 11 233.081 4.936** 0.926 1.778

Hata 24 47.222 0.521

Genel toplam 35

Deneme 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 5 eksplant kullanilarak yapilmistir. KO= Kareler Ortalamasi, F= F
degeri; * P<0.05; ** P<0.01

Cizelge 4.2. 40 g/L Seker konsantrasyonu ve TDZ ile 0.20 mg/L NAA igeren modifiye edilmis MS
ortaminda Hyacinthus orientalis olgunlasmamig embriyolarmim ¢imlenme oranlarina ait
varyans analiz sonuglar1

VK sd Cimlenme oram (%) Cimlenen embriyo sayisi

KO F KO F
Ortamlar 11 548.232 4.590** 0.553 0.711
Hata 24 119.444 0.778
Genel toplam 35

Deneme 3 tekerrlirlii ve her tekerriirde 5 eksplant kullanilarak yapilmistir. KO= Kareler Ortalamasi, F=F
degeri; *P< 0.05; **P<0.01

Cizelge 4.3. Farkli Seker konsantrasyonlart ve TDZ ve 0.20 mg/L NAA igeren modifiye edilmis MS
ortaminda H. orientalis olgunlagmamis embriyolarindan elde edilen ¢imlenme orani ve
cimlenen embriyo sayist ortalama degerleri

Ortamlar Cimlenme orani Cimlenen embriyo sayisi
(%)** (adet/petri)
TDZ NAA 20 g/L Seker 40 g/L Seker 20 g/L Seker 40 g/L Seker
(mglL) (malL)

0.05 0.00 0.00b 0.00b 0.00 0.00

0.10 0.00 16.67 ab 26.67 &b 2.33 1.00

0.15 0.00 20.00 ab 20.00 &b 1.00 0.33

0.20 0.00 20.00 ab 20.00 &b 1.00 0.33

0.25 0.00 40.00 a 30.00 a 1.83 1.00

0.30 0.00 26.67 ab 33.33a 1.33 1.00
0.05TDz 0.20 20.00 ab 20.00 ab 1.00 0.67
0.10TDz 0.20 20.00 ab 40.00 a 1.00 1.83
0.15TDzZ 0.20 0.00b 26.67 a 0.00 0.67
0.20TDzZ 0.20 20.00 ab 0.00b 1.00 0.00
0.25TDZ 0.20 20.00 ab 0.00b 1.00 0.00
0.30TDZ 0.20 20.00 ab 26.67 a 1.00 1.00

* Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde
farklilik goriilmiistiir.
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Salehzadeh ve ark. (2008) Hyacinthus orientalis bitkisinde kallus olusumu igin
sogan pulcuklarinin uygun eksplant oldugunu ve kallus olusumunun farkli oksin
tiplerinden etkilendigini bildirmektedir. Arastiricilar, 1.0 mg/L NAA igeren ortamin 6
hafta sonra en agir kallus olusumunu sagladigi, 3 mg/L BAP - 0.3 mg/L IBA
uygulamasinin ise 6 hafta sonunda en yiiksek sogan olusumunu (3.06 sogancik)
sagladigini bildirmektedir. Elde edilen sonuglara paralel olarak, yaprak primordiyumlar1
ve sogan pulcuklarinin olgunlagsmamis ¢igeklerden, sitokininlerin oksinlerle birlikte

kullanilmasinin tek basina kullanilmasindan daha etkili oldugunu belirtmektedirler.

Yanbo ve ark. (1998), H. orientalis bitkisinin ovaryum eksplantlarindan doku
kiiltiirii ile tam bir bitkinin elde edilebilecegini, 5.0 mg/L BAP ve 1.0 mg/L NAA iceren
MS ortaminin kallus ve silirglin olusumu i¢in uygun oldugunu, bununla birlikte siirgiin
gelisimi i¢in de 2.0 mg/L BA — 2.0 mg/L NAA iceren MS ortaminin en iyi sonuglari
verdigini bildirmektedirler. Arastiricilar, digaridan herhangi bir BBD uygulamaksizin
MS ortaminin koklendirme ig¢in yeterli oldugunu belirtmektedirler. Bu ¢alismada

uygulanan biiyiime diizenleyicilerinin kallus olusturdugu gozlenmistir (Sekil 4.1, 4.2)

H. orientalis olgunlasmamis embriyolarindan ¢imlenen ve kallus olusturan
eksplantlar 50 g/L seker igeren MS ortamina almmistir. Yiiksek oranda seker
soganciklarda karbonhidrat birikimini ve dolaysiyla ¢ap artmasina yardimer olmaktadir.
Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda BAP ve 0.10 mg/L NAA iceren MS ortaminda Hyacinthus

orientalisin vitro yapraklarindan elde edilen yaprak sayisi, yavru sogan sayisi ve kallus
olusturma oranina ait varyans analiz sonuglari

Kallus orani Yaprak sayisi Yavru sogan sayisi
VK sd (%) (adet/eksplant) (adet/eksplant)
KO F KO F KO F
Ortamlar 2 533.33  1.500" 7.684 21.346** 1.243 5.768*
Hata 6 355.55 0.360 0.216
Genel toplam 8

Deneme 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 5 eksplant kullanilarak yapilmistir. KO= Kareler Ortalamasi, F= F
degeri; *P< 0.05; **P<0.01

Cizelge 4.4'te siimbiil bitkisinden farkli konsantrasyonlarda BAP ve 0.1 mg/L
NAA igeren ortamlardan elde edilen kallus oranlari arasinda olusan farkliliklar
istatistiksel olarak 6nemli bulunmazken, yaprak sayist bakimindan 0.01, yavru sogan

sayis1 bakimindan ise 0.05 diizeyinde 6nemli farkliliklar tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. H. orientalis'inin vitro’da gelistirilen yapraklarindan rejenerasyon

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda BAP ve 0.1 mg/L NAA igeren modifiye edilmis MS ortaminda H.
orientalis olgunlasmamis embriyolarindan elde edilen kallus orani, eksplant bagima yaprak
sayisl ve yavru sogan sayisi ortalama degerleri

Ortamlar Kallus Y aprak Yavru sogan
orani sayisi sayisi
BAP NAA (%)°P (adet/eksplant)** (adet/eksplant)*
(mg/L)  (mglL)
05 01 66.67 293a 253 ab
1.0 01 80.00 3.13a 1.70b
15 01 93.33 0.27b 297a

*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gére 0.05 diizeyinde
farklilik goriilmiistiir.

**Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde
farklilik goriilmiistiir.

Cizelge 4.5'in incelenmesinden BAP oranimnin artmasi ile yavru sogan sayisi ve
kallus olusum oranmi artmistir. Maksimum yaprak sayis1 3.13 adet ile 1.0 mg/L BAP -
0.1 mg/L NAA uygulamasindan elde edilmistir. Yavru sogan sayist degerleri 1.70 ile
2.97 adet/eksplant arasinda degismistir. En diisiik kallus orani ise 0.5 mg/L BAP - 0.1
mg/LNAA uygulamalarindan % 66.7 olarak belirlenirken, en yiksek oran 1.5 mg/L
BAP - 0.1 mg/L NAA uygulamasindan % 93.3 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.3. H. orientalisin in vitro’da gelistirilen yapraklarin adaksial (merkeze/sogana yakin)
kisimlarindan gelisen soganciklarin goriiniimii

Cizelge 4.6. In vitro’da gelistirilen soganciklarda gap artig1 saglamak amaciyla soganlarin modifiye MS +
2 mg/L aktif komiir ve amoklavin iceren ortamda sogan ¢api, yaprak sayisi ve yavru sogan
sayisina ait varyans analiz sonuglari

VK S| Sogan ¢cap1 Yaprak sayisi Yavru sogan sayisi
(cm) (adet/eksplant) (adet/eksplant)
KO F KO F KO F
Ortamlar 2 0.009 2512 1.991 2.748 0.484 0.673
Hata 6 0.004 0.724 0.720
Genel toplam 8

Modifiye MS ortamina alinan soganciklarda sogan ¢ap1 0.2 ile 0.5 cm arasinda
degismektedir. Bu ortamda bekletilen ve 68 gin sonra alinan gézlemlerde sogan
capinda belirgin bir artis gozlenmistir. Bununla birlikte soganlarda mor renkte
antosiyanin olusumu meydana gelmistir (Sekil 4.3). Sogan ¢api, yaprak sayisi, yavru
sogan istatistiksel olarak Onemli

sayist bakimindan ortaya c¢ikan farkliliklar

bulunmamustir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.7°de gorildiigii gibi, sogan capr degerleri eksplantlarin geldikleri
ortamlar dikkate alindiginda 0.55 cm ile 0.65 cm arasinda, yaprak sayis1 1.60 ile 3.20

adet, yavru sogan sayist ise 1.07 ile 1.87 adet arasinda degismistir.

Soganl: bitkilerin gerek in vitro veya gerekse ex vitro kosullarda iiretiminde sogan ¢ap1
onemli bir oOzelliktir. In vitro kosullarda belli bir olgunluga gelmeyen soganlarda
koklenme ve ¢iceklenme gozlenmemektedir.
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Cizelge 4.7. In vitro’da gelistirilen soganciklarin modifiye MS + 2 mg/L aktif komiir ve amoklavin igeren
ortamdan elde edilen sogan ¢api, yaprak sayisi ve yavru sogan sayisina ait ortalama degerler

Ortamlar Sogan ¢cap1 Yaprak sayisi Yavru sogan sayisi
(cm) (adet) (adet)
1 0.62 2.67 1.87
2 0.65 1.60 1.07
3 0.55 3.20 1.53

Modifiye MS ortamindan alinan soganlar daha sonra 20 mg/L GA 3 ortamina alinarak 15

giin bu ortamda bekletilmistir.

Cizelge 4.8. Hyacinthus orientalis soganciklarinin farkli BAP ve 0.1 NAA igeren MS ortamindan 20
mg/L GAj; ortamina aktarilmadan dnce sogan capi, yaprak sayist ve yavru sogan sayisl
ozelliklerine ait varyans analiz sonuglari

VK S| Sogan capi Yaprak sayisi Yavru sogan sayisi
(cm) (adet) (adet)
KO F KO F KO F
Ortamlar 2 0.016 27.529** 4.013 13.279** 0.298 11.167**
Hata 6 0.001 0.302 0.027
Genel Toplam

Deneme 3 tekerrirl ve her tekerriirde 8 eksplant kullanilarak yapilmistir. KO= Kareler Ortalamasi, F= F
degeri; *P< 0.05; **P<0.01

Cizelge 4.9. Hyacinthus orientalis soganciklarinin farkli BAP ve 0.1 NAA igeren MS ortamindan 20
mg/L GAj; ortamina aktarildiktan 15 giin sonra sogan ¢api, yaprak sayisi ve yavru sogan
say1s1 Ozelliklerine ait varyans analiz sonuglari

VK S| Sogan capi (cm) Yaprak sayisi Yavru sogan sayisi
(adet) (adet)
KO F KO F KO F
Ortamlar 2 0.010 14.778** 3.391 11.563** 1.684 6.534*
Hata 6 0.001 0.293 0.258
Genel Toplam 8

Deneme 3 tekerrUrl ve her tekerriirde 8 eksplant kullanilarak yapilmistir. KO= Kareler Ortalamasi, F= F
degeri; *P< 0.05; **P<0.01

Cizelge 4.8'de gorildiigii gibi GA3z ortamina alinmadan 6nce eksplantlarda
sogan capi, yaprak sayist ve yavru sogan sayist bakimindan olusan farkliliklar
istatistiksel olarak Onemli bulunmustur. Benzer sekilde GAj3 ortaminda 15 giin
beklettikten sonra alinan gozlemlerde ortalamalar arasinda olusan farkliliklar 0.01

diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Uygulanan farkli BAP konsantrasyonlar1 bakimindan 0.5 mg/L uygulamasi ile
1.0 mg/L uygulamalar1 ayn1 degerlendirme grubu i¢inde yer alirken, 1.5 mg/L. BAP
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uygulamasindan diigiik sogan ¢ap1 degeri elde edilmistir. En yiliksek sogan ¢ap1 degeri
0.66 cmile 1.0 mg/L BAP uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge 4.10).

Giberellik asit ortaminda 15 giin bekletildikten sonra alinan gézlemlerde sogan
capinda beirleyici bir degisiklik gbzlenmemistir. Yaprak sayisi bakimindan GAj
sonrasinda artis oldugu gozlenmekle birlikte, en yiiksek deger 4.67 adet ile 0.5 mg/L
BAP + 0.1 mg/L NAA uygulamasindan, en diisiik deger ise 2.73 adet/eksplant ile 1.0
mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA uygulamasindan elde edilmistir.

Yavru sogan sayis1 bakimindan GA 3 sonrast alinan gozlemlerin 6nemli derecede
farklilik gosterdigi, en yiiksek ortalama degerin 3.20 adet/eksplant ile 1.5 mg/LL BAP +
0.1 mg/L NAA uygulamasindan, en diisiikk degerin ise 1.73 adet/eksplant ile 0.5 mg/L
BAP + 0.1 mg/L NAA uygulamasindan elde edilmistir. BAP konsantrasyonunun
artmasi ile birlikte yavru sogan sayisinda artig meydana gelmistir.

Cizelge 4.10. Hyacinthus orientalis soganciklarinin farkli BAP ve 0.1 NAA igeren MS ortamindan 20

mg/L GA; ortamina aktarilmadan once ve 15 giin sonra 6lgiilen sogan ¢api, yaprak sayisi
ve yavru sogan sayis1 Ozelliklerine ait ortalama degerler

Ortamlar Sogan capi Yaprak sayisi Yavru sogan sayisi
(mg/L) (cm) (adet) (adet)

BAP  NAA Once Sonra Once Sonra Once Sonra
0.5 0.1 0.62a 0.65a 333a 4.67 a 153a 1.73b
1.0 0.1 0.66 a 0.62a 1.27b 2.73b 1.07b 220 ab
15 0.1 0.52b 0.53b 320a 293b 167a 320a
Ortalama 0.60 0.60 2.60 344 1.42 2.38

*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde
farklilik goriilmiistiir.

**Ayn situnda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde
farklilik goriilmiistiir.

Cizelge 4.11 ve 4.12°de goriildiigii gibi GA3 ortaminda 15 giin bekletilen
eksplantlar daha sonra c¢ap artig1 saglamak amaci ile 50 g/L seker igeren MS ortamina
alimmiglardir. GA3z ortamindan alinan soganlarda sofan c¢apt ve yaprak sayisi
bakimindan olusan farkliliklar 0.01 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli bulunurken,
yavru sogan sayisi bakimindan olusan farkliliklar 6nemsiz bulunmustur. Benzer sekilde
50 g/L sekerli ortamda 15 giin bekletilen eksplantlarda sogan ¢api ve yaprak sayisi
bakimindan olusan farkliliklar 6nemsiz bulunurken, yavru sogan sayisi bakimindan

olusan farkliliklar 0.01 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
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Cizelge 4.13' de sogan ¢ap1 bakimindan MS + 50 g/L seker ortaminda herhangi
bir degisiklik olugsmadigr gorulmektedir. Yaprak sayisi bakimindan farkli ortamlar
arasinda 50 g/L seker uygulamasinin bir etkisi gérilmemekle birlikte tim ortamlarda
yaprak sayist bakimindan benzerlik goriilmiistiir. Yaprak sayisi ortalama degerleri
bakimindan 50 g/L seker uygulamasindan sonra sayica bir artis meydana gelmistir.
Yavru sogan sayisi bakimindan en yiiksek ortalama deger 0.5 mg/L BAP + 0.1 mg/L
NAA uygulamasindan elde edilirken 1.0 ve 1.5 mg/L BAP uygulamalar1 ayn1 grup

icinde yer almiglardir.

Cizelge 4.11. Hyacintnhus orientalis soganciklarmin ¢ap artisi saglamak i¢in MS + 50 g/L seker igeren
ortama alinmadan 6nce sogan ¢api, yaprak sayisi ve yavru sogan sayisi Ozelliklerine ait
varyans analiz sonuglari

VK S| Sogan cap1 Yaprak sayisi Yavru sogan sayisi
(cm) (adet) (adet)
KO F KO F KO F
Ortamlar 2 0.011 11.762** 3.391 11.561** 0.840 1.750 %
Hata 6 0.001 0.293 0.480
Genel Toplam 8

Deneme 3 tekerrirli ve her tekerriirde 8 eksplant kullanilarak yapilmistir. KO= Kareler Ortalamasi, F= F
degeri; *P< 0.05; **P<0.01

Cizelge 4.12. Hyacinthus orientalis soganciklarimin ¢ap artis1 saglamak i¢in MS + 50 g/L seker igeren
ortamda 15 gun bekletildikten sonra sogan c¢api, yaprak sayisi ve yavru sogan sayisi
ozelliklerine ait varyans analiz sonuglar1

VK S| Sogan capi Yaprak sayisi Yavru sogan sayisi
(cm) (adet) (adet)
KO F KO F KO F
Ortamlar 2 0.000 0.160 " 2.354 3149 3.301 34.149**
Hata 6 0.001 0.748 0.097
Genel Toplam 8

Deneme 3 tekerrirlt ve her tekerriirde 8 eksplant kullanilarak yapilmigtir. KO= Kareler Ortalamasi, F=F
degeri; *P< 0.05; **P<0.01

Cizelge 4.13. Hyacinthus orientalis soganciklarinin gap artis1 saglamak i¢in MS + 50 g/L seker igeren
ortama aktarilmadan 6nce ve 15 giin sonra sogan ¢api, yaprak sayisi ve yavru sogan sayisi
ozelliklerine ait ortalama degerler

Ortamlar Sogan cap1 Yaprak sayisi Yavru sogan sayisi
(mg/L) (cm) (adet) (adet)

BAP  NAA Once Sonra Once Sonra Once Sonra
05 0.1 0.65a 0.61 4.67 a 533 3.20 4.27 a
1.0 0.1 0.63a 0.62 2.73b 3.40 2.20 243Db
15 0.1 0.53b 0.62 2.93b 4.90 2.40 247b

Ortalama 0.60 0.62 344 4.54 2.60 3.06

*Aym sltunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde
farklilik goriilmiistiir.

**Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0.01 dizeyinde
farklilik goriilmiistiir.
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Koklendirme Calismalar:

Hyacinthus orientalis bitkisinde in vitro’da gelistirilen yapraklardan rejenere
olan soganciklarin cap artis1 ile birlikte diizensiz koklenme meydana gelmistir.
Soganlarda koklenme ile sogan capi arasinda pozitif bir iliskiden s6z edilmektedir (De
Herogh ve Le Nard 1993). Soganlardan 0.5 — 1.0 cm ¢apinda olanlar 1 mg/L IBA igeren
MS ortaminda koklendirilmislerdir (Sekil 4.4, 4.5).

Sekil 4.4. In vitro’da gelistirilen yaprak eksplantlarindan olugan soganlarin IBA igeren ortamda
antosiyanin olusumu ve kdklenmelerinden bir gorinim

Sekil 4.5. In vitro’da gelistirilen soganlarin koklenmeleri ve saksilara aktarilmalarindan bir gériniim
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4.2. Tartisma

Doku kiiltiiriinde sogancik rejenerasyonu farkli organlarla yapilabilmektedir.
Eksplant olarak yapraklar, sogan pullari, ¢icekli dallar, yumurtalik ve ¢igek yapraklar
kullanilmaktadir (De Hertogh ve Le Nard 1993). Hyacinthus bitkisinin olgunlasmamis
embriyolari farkli konsantrasyonlarda BAP - NAA ve TDZ - NAA igeren MS ortaminda
kiiltiire almmiglardir. Bu ortamlarda embriyoda cimlenme, kallus ve direkt sogan
olusumu go6zlenmistir. Ayrica, kallustan yaprak gelisimi de gozlenmistir. Sogan
olusumundan sonra ana soganlar iizerinde ¢ok sayida sogancik olusmus, bu soganciklar
+4 °C’de 50 g/L seker igeren MS ortaminda g¢ap/agirlik artist saglamak amaciyla
bekletilmislerdir. Bununla birlikte ¢imlenen bitkilerde ¢imlenme yaprak tabanindan
(base plant) alinan eksplantlar 0.50 - 1.50 mg/L BAP ve 0.10 mg/L NAA iceren MS
ortaminda 16 saat 151k 8 saat karanlik fotoperiyotta 24°C’de kiiltiire alinmiglardir.
Kiiltiir baslangicindan yaklasik 4 hafta sonra kesit yapilan kisimlarda yavru soganciklar
olusmaya baglamis, 1 hafta sonra antosiyanin igeren belirgin soganciklar olusmuslardir.
BAP oraninin artmasi ile birlikte kallus olusum oraninda da artis meydana gelmis, yavru
sogan sayisinda dnce bir azalma daha sonra artis meydana gelmistir. Maksimum yaprak
sayis1 3.13 adet ile 1.0 mg/L BAP - 0.1 mg/L NAA uygulamasindan elde edilmistir.
Yavru sogan sayist degerleri 1.70 ile 2.97 adet/eksplant arasinda degismistir. Kallus
orant ise 0.5 ve 1.0 mg/L BAP - 0.1 mg/LNAA uygulamalarindan siras1 ile % 66.7 ve
% 80.0 olarak belirlenirken, 1.5 mg/L BAP - 0.1 mg/L NAA uygulamasindan % 93.3

olarak belirlenmistir.

Hyacinthus orientalis bitkisinin yaprak eksplantlarindan sogan olusumu
gerceklestirilmektedir. Kiiltiir ortaminda da yaprak c¢eliklerinden sogan elde
edilmektedir. Elde edilen sonuglar olgunlasmamis embriyolarin Hyacinthus orientalis
icin iyi bir eksplant kaynagi oldugunu ve in vitro ortamda ¢ok sayida sogancik elde

edilebilecegini gostermektedir.

Salehzadeh ve ark. (2008) Yaptiklar1 ¢alismada Hyacinthus orientalis L.'in pul
yaprak, yaprak primordiyasi ve olgunlasmamis ¢igcek eksplantlarini kullanarak indirekt
organagenesis saglamaya ¢alismiglardir. Arastiricilar 0.5 velyada 1.0 mg/L NAA iceren
ve 0.5 ve/ya da 1.0 mg/L IBA iceren MS besin ortamlar1 kullanilmis, en fazla kallus
agirhigini 1.0 mg/L NAA iceren kallus olusum ortami olan MS besin ortaminda 6 hafta

32



Ugur SESIZ

sonunda 1.9 g olarak elde etmislerdir. Bu ortamda kok olusumunun baslamasindan
dolayr kalluslar 0.5 ya da 1.0 mg/L IBA iceren indirekt organogenesis ortamina
alinmistir. En iyi sonuglar 6 hafta sonunda 3.06 adet sogancik olusumu ile 3.0 mg/L

BAP - 0.3 mg/L IBA igeren MS besin ortamindan elde edilmistir.

Lu ve ark. (1988), Farkli gelisme donemlerinde Hyacinthus orientalis'in periant
eksplantlarindan  izole edilen yumurtalik, stamen ve tepal eksplantlarinin
rejenerasyonunun eksojen hormonlar tarafindan kontrol edildigini bildirilmistir.
Yumurtalik eksplantlar1 kiiltliriin erken asamalarinda besin ortamina 2 mg/LL BAP’1n tek
basina kullanilmasma gore 0.1 mg/L 2,4-D eklendiginde daha iyi sonuglar almistir.
Netice olarak Hyacinthus'un periant eksplantlarindan izole edilen floral organlarin
rejenerasyonunda kiiltlir ortamina ilave edilen hormon konsantrasyonlar1 ve
eksplantlarin alindig1 farkli gelisme donemlerinin her ikisinin de 6nemli oldugunu

ortaya koymustur.

Naik ve Nayak (2005),0rnithogalum virens’te rejenerasyon i¢in sogan pullarini
kullanarak siirgiin tomurcuklar1 ve kallus yolu ile indirekt organogenesis
gerceklestirmislerdir. Siirgiin gelistirmek igin 1.0 mg/L NAA ve 2 mg/L BAP, kallus
olusumu i¢in de 2.0 mg/L 2,4-D igeren MS ortaminin oldukg¢a etkili oldugunu
bildirmektedirler. Kallustan siirgiin olusumu i¢in 2.0 mg/L. NAA ve 0.5 mg/L. BA igeren
ortamin uygun oldugu, siirgiinlerin PGR’s icermeyen basal MS ortaminda koklendikleri
rapor edilmistir. Rejenere edilen bitkiler sivi MS ortaminda biiyiitiilmiis ve dis ortama
akklimatize edilmislerdir. Soganlar temel MS ortaminda cap artis1 saglamak i¢in 45 - 90
g/L seker ilave edilmis ortama alinmislardir. Sogan pul yapraklari {izerinde direkt sogan
olusumu 1.0 mg/LL NAA ve 2.0 mg/L BA ve 60 g/L seker iceren ortamda olugsmus,
sogan ¢ap artist MS ortami tuz konsantrasyonun ’% oraninda azaltilmasiyla saglanmis ve

elde edilen soganlar basarili bir sekilde dis ortama aktarilmistir.

Malgorzata ve Marek (2013), Farkli renkte 1sikta siimbiilde yaprak celikleri
kullanarak in vivo ¢ogaltma yapmislardir. Arastiricilar, farkli renk 15181n “Anna Marie”
ve Blue Star” ¢esitlerinde adventif sogan olusumuna etkisinin olmadigini, ancak beyaz,
mavi ve yesil 1sikta “White Pearly” cesidinde ¢ok sayida adventif sogancik elde
edildigini, en agir ve en biiyiikk soganlarin beyaz ve mavi i1sikta olustugunu

bildirmislerdir.
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Ault (1995), Eucomis (Asparagaceae) tiirlerinde yaptigi ¢alismada uygun BA ve
NAA dozlarn1 kullanarak alt1 ay i¢inde bir sogandan yiizlerce bitki iiretilebilecegini,
koklendirilen ve dis ortama aktarilan soganlarin alti ay iginde 2-3 cm ¢apina

ulastiklarini bildirmektedir.

Yukarida verilen literatir bilgileri Hyacinthus orientalis bitkisnin in vitro
cogaltilmasinda eksplant kaynagi, kullanilan BBD ve konsantrasyonlar1 ve yetistirme

ortaminin sogancik olusumu iizerine 6nemli diizeyde etkili oldugunu gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Stimbiil bitkisinde sogan ve tohumdan c¢icekli sogan iiretimi i¢in uzun zamana

ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu durum bitkinin tiretimini kisitlayan en édnemli husustur. Bu

nedenle, alternatif Gretim yontemlerinden biri olan in vitro teknikler ile sogan iiretimi
yapilabilmektedir.

Bu caligmadan elde edilen sonuglar agagida verilmistir.

>

A\
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Olgunlagmamig stimbiil embriyolarindan ¢imlendirme yapilabilmekte, uygun BBD
ile kallus olusumu gergeklesmektedir. Hyacinthus orientalis bitkisinde
olgunlasgmamig embriyolardan sogan iiretimi kolay ve hizli bir sekilde
yapilabilmektedir.

In vitro ortamda g¢imlendirilen olgunlasmamis embriyolarda ¢imlenme yaninda
dogrudan sogan olusumu ve kallus olusumu gézlenmistir.

Kallustan yaprak olusumu gergeklestirilmistir.

En yiiksek kallus olusum orani 1.5 mg/L BAP - 0.1 mg/L NAA uygulamasindan %
93.3 olarak belirlenmistir.

Kallus dokusundan ¢ok sayida sogancik elde edilmistir.

Baslangic materyalleri atilmamis ve 24 °C sicaklikta bekletilmis, buradan (eksplant
artiklarinda) yavru sogancik olusumu devam etmistir.

Sirguin olusturan soganciklarin basal ekseninden (adaksial) alinan eksplantlar iyi bir
baslangi¢ materyalidir.

Basal yapraklardan ¢ok sayida sogancik iretilmistir.

Uretilen soganciklar MS + 50 g/L seker ortaminda biiyiitmeye alinmislardir.
Soganciklarin GA ;3 ortaminda yaprak olusturmalari tesvik edilmistir.

Soganlar etrafinda stimbiil bitkisine 6zgii antosiyanin rengi olusmustur.

Cap artig1 saglanan soganlarda koklendirme gergeklesmistir.

Bundan sonra bitki ile yapilacak ¢alismalarda in vitro ortamda sogan gap artisi,

koklendirme ve c¢iceklendirmeye yonelik protokoller gelistirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir.
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