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Endemik Muscari aucheri’nin in vitro klonal gogaltimi Uzerine arastirmalar

OZET

Muscari aucheri (Boiss.) Baker tirleri glzel gicekleri ile sus bitkisi potansiyeline sahip,
Turkiye’nin endemik bitkilerinden olup, tehdit altindadir. Dogal floradan toplanan
Muscari aucheri ‘ye ait farkli organ eksplantlari (pul yapraklari ve olgunlasmamis
embriyolar) besin ortamlarinda kultire alinmistir.

Sogan pul yapraklari, 2 mg/l 2,4-D, 40 g/l mannitol olmak (zere degisik oran ve
kombinasyonlarda sitokinin (BAP, KIN, TDZ), GA4 ve oksin (IAA, IBA) ve katilastirici
olarak 2mg/ | agar iceren besi yerlerinde kultire alinmistir. Eksplant basina en yuksek
sogan sayisl (51.7 adet) 2.0 mg/l KIN + 0.2 mg/I IBA iceren ortamda saptanmistir.

Olgunlasmamis embriyo basina en yiksek sogancik sayisi ise (18.3 adet) 0.5 mg/l KIN, 2
mg/l BAP ve 0.25 mg/l IBA igceren MS besin ortamindan elde edilmistir.

Sogan pul yapraklarindan ve embriyolardan gelisen soganciklar, 1 mg/l NAA iceren ve 6
g/l agar ile katilastirilan 1/2 MS (yariya indirgenmis) besin ortaminda koklendirilmis,

saksiya aktirilarak aklimatize edilmistir. Soganciklarin aklimatizasyonu sonucu yasayan ve
gelisimine devam eden sogan orani ortalama %217 olmustur.
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Studies on in vitro clonal micropropagation of endemic Muscari aucheri

ABSTRACT

Muscari aucheri (Boiss.) Baker is important species with their beautiful flowers as
ornamental plant and is also endemic and endangered species of Turkey. Different organ
explants of this Muscari species (bulb scales and immature embryos) were cultured and
tested on different nutrient media and culture conditions.

Bulb scales were cultured on MS media containing 2 mg/l 2,4-D, 40 g/l mannitol and
different concentrations and combinations of cytokinins (BAP, Kinetin, TDZ) GA4, and
auxins ( IAA, IBA) and 2 mg/ | agar.

The highest bulblets per explant (51.7) were also obtained on a MS medium containing 2.0
mg/l KIN + 0.2 mg/l IBA. 18.3 bulblets were also produced from immature embryo
explants on a MS medium containing 0.5 mg/l KIN, 2 mg/l BAP ve 0.25 mg/l IBA.

The bulblets were rooted on 1/2 MS medium supplemented with 1 mg/l NAA, ve 6 g/l
agar. Rooted bulblets were transplanted to pots containing potting mixture and
acclimatizated in a growth chamber. After acclimatization of bulblets, 17 % of bulbs were
alive and kept growing.

2009, 66 pages
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1. GIRIS

Tirkiye’de cok sayida bitki taksonu (tir, alttir, varyete vb.) yetismekte olup, bu yénu ile
blyuk bir biyolojik zenginlige sahiptir. Tlrkiye’de yaklasik (cte biri endemik olmak tzere
toplam 11014 adet bitki taksonu (tdr, alttir, varyete vb.) bulunmaktadir (Glner vd 2000). Bu
bitki gruplari icerisinde sus bitkileri blylk 6nem arzetmektedir. Bazi sis bitkileri tibbi
ozellikler ile de dikkati ckmektedir. Sis bitkileri son yillarda dinyada blylk talep arz
etmektedir. Dlinya’da yaklasik yilda 9-10 milyar civarinda sus bitkileri ihracati yapiimaktadir.

Siis bitkileri ihracat eden ulkeler icerisinde en ¢ok Hollanda, italya, Danimarka ve Kolombiya
gibi Ulkeler gorilmektedir. Cizelge 1.1°de goruldugu gibi Turkiye yillara gire degismekle
birlikte 46.447 Euro deger ile 24’incu sirada yer almaktadir.

Cizelge 1.2°de goruldigu gibi Turkiye’de sts bitkileri dis satini yillara goére artis
gostermektedir. 2005 yilinda 36 milyon dolarlik sus bitkileri ihracati yapilirken, 2006 yilinda
bu rakam 40 milyon dolara ve 2007 yilinda ise 46.447 milyon dolara kadar ¢cikmistir. Tlrkiye
cok sayida Ulkeye sis bitki ihracati yapmaktadir.

Cizelge 1.3’de ulkelere gore Turkiye’nin sus bitkileri ihracati gorilmektedir. Turkiye’nin en
fazla sts bitkileri ihracati yaptigi (Glkeler Hollanda, I ngiltere, Almanya ve Rusya

Federasyonudur.



Cizelgel.1. Diinya Sus Bitkileri Ihracatinda Turkiye’nin Yeri

Siralama Ulkeler Deger(1.000 Euro)
1 Hollanda 4.665.501
2 Italya 510.087
3 Danimarka 502.996
4 Kolombiya 447.324
5 Kanada 338.158
6 Belcika 329.437
7 Almanya 324.295
8 Kenya 242.307
9 Ispanya 208.992
10 Fransa 188.305
11 Ekvador 179.433
12 Israil 157.702
13 Kosta rika 137.033
14 ABD 78.689
15 Guatemala 59.736
16 Zimbabve 57.748
17 Polonya 57.019
18 Birlesik krallik 55.367
19 Cin 53.481
20 Meksika 51.740
21 Gulney afrika 42.252
22 Tayland 31.222
23 Uganda 24.371
24 Turkiye 46.447
25 Tayvan 23.234

TOPLAM 9.067.821

Kaynak: www. pathfastpublishing.com from Eurstat, USDA & Customs and Excise



Cizelge 1.2. Turkiye Siis Bitkileri Ihracat

Yillar Deger (1.000 Dolar)
1996 17.243
1997 18.966
1998 18.976
1999 18.547
2000 12.956
2001 14.282
2002 22.299
2003 31.485
2004 37.748
2005 36.229
2006 40.522
2007 46.447

Kaynak: Turkiye sts bitkileri ihracat raporu 2009. T.C Basbakanligi Dis Ticaret Ms. Antalya ihracatci Birlikleri
Genel Sekreterligi S-1-8.



Cizelge 1.3. Ulkelere Gore Tirkiye Sus Bitkileri Ihracati

Deger($) Degisim(%o)
Ulke Adi 2005 2006 2007 2006-2007

1 Hollanda 8.939.302 9.455.493 9.937.119 51
2 Ingiltere 10.344.725 10.891.380 9.211.043 -15,4
3 Almanya 3.438.012 4.275.504 5.822.535 36,2
4 Rusya FED. 3.422.785 3.157.559 3.464.315 9,7
5 Ukrayna 1.832.877 2.486.604 3.354.923 34,9
6 Romanya 1.199.131 1.007.338 3.054.719 203,2
7 Turkmenistan 946.305 2.177.139 1.515.277 -30,4
8 K.K.T.C. 779.964 1.040.341 1.393.262 33,9
9 Macaristan 428.789 816.561 1.335.743 63,6
10 Bulgaristan 199.184 576.857 1.331.114 130,8
11 Irak 311.625 412.455 1.082.841 162,5
12 Yunanistan 718.473 701.274 972.481 38,7
13 Japonya 687.626 596.537 785.160 31,6
14 A.B.D. 691.587 1.021.735 702.244 -31,3
15 Belcika 408.837 370.071 530.187 43,3
16 Azerbaycan 90.903 269.205 317.092 17,8
17 Moldovya 110.657 94.724 246.223 159,9
18 Gurcistan 201.320 122.678 240.362 95,9
19 Kazakistan 91.398 26.744 227.410 750,3
20 italya 59.442 366.293 185.847 -49,3
21 Sirbistan 0 66.499 139.681 110,0
22 Fransa 78.080 66.470 108.861 63,8
23 Ispanya 545.584 45.992 100.562 118,7
24 Polonya 129.486 132.945 91.847 -30,9
25 Litvanya 0 1.100 62.050 5540,9

Diger ulkeler 573.615 343.294 235.067 -31,5

TOPLAM 36.229.707 40.522.792 46.447.965 14,6

Kaynak: Anonim 2009.




Turkiye, cografi konumu, degisik iklim ve toprak 6zelliklerine sahip olmasinin sonucu zengin
bir bitki cesitliligine sahiptir. Anadolu’nun blylk yiksek rakim farklarina, zengin su
kaynaklarina, orman, bozkir, bataklik-sulak alan, kumul vb. cok farkli habitatlara sahip olmasi

bu cesitliligin artmasinda énemli rol oynamistir.

Cizelge 1.4°de yillara gore degismekle birlikte Tirkiye’de kesme cigekler, i¢ mekan bitkileri,

dis mekan bitkileri ve soganl rizomlu bitkiler Gretim alanlarinin artigi goriilmektedir.

Biyolojik zenginliklerimiz icerisinde yer alan bitki gruplarindan her biri ayri bir guzellikte
cicege sahip olan tirlerin yer aldigi yumrulu ve soganh bitkiler (Geofitler) grubudur. Bu
biyolojik zenginlik icerisinde yeralan geofitler uzun yillardir yurt disindaki insanlarin ilgisini

cekmektedir.

Cizelge 1.4’de gruplarina gore Tuekiye sis bitkileri ihracati gérilmektedir. 2008 yilinda 3
milyon dolar cicek soganlari, 12.3 milyon dolar canli bitkiler, 24.3 milyon dolar kesme
cicekler ve yaklasik 5.8 milyon dolar civarinda yosunlar ve agac dallari ihracati yapiimistir.
Goruldigu gibi cicek soganlari, canh bitkiler ve kesme gicekler guruplarinda 2004 yilina gore
artiglar gorilmektedir. Ayrica bu c¢izelgenin vurguladigi 6nemli noktalarindan biri, yaklasik 3

milyar dolar geofit ihracatinin yapilmasidir.



Cizelge 1.4. Bitki tiplerine gore gore Turkiye sus bitkileri ihracati (1.000 ABD Dolari)

Bitki tipi 2004 2005 2006 2007 2008
Cicek Soganlari 2.837 2.747 2.645 2.917 3.011
Canli Bitkiler 6.329 5.671 7.941 10.871 12.371
Kesme Cicekler 20.170 20.397 23.482 26.588 24.356
Yosunlar ve Agac 8.410 7.412 6.453 6.071 5.759
Dallari
Toplam 36.229 37.748 40.522 46.447 45.499

Kaynak: Turkiye sts bitkileri ihracat raporu 2009. T.C Basbakanligi Dis Ticaret Ms. Antalya ihracatci Birlikleri
Genel Sekreterligi S-1-8.

Goruldigu gibi Dunya’” da ve Turkiye’ de sus bitkileri ihracati iginde geofitlerin 6nemi her
gecen gun artmaktadir. Tirkiye’de her yil bu konuda ¢esitli amaclarla botanikciler ve bu isin
ticareti ile ilgilenen insanlar gelmektedir. Tlrkiye’nin degisik noktalarindan bitki toplamakta

ve bunlari yasal olmayan yollarla yurt disina géturdigune dair ciddi iddialar vardir.

Toprak altindaki kokleri sogan, yumru ve rizomlardan olusan ve ‘Geofit’ olarak tanimlanan
cicekli bitkiler her renkten turd ile Tarkiye’nin en glzel ve narin dogal Dbitki
zenginliklerindendir. Anadolu topraklarinda yetisen 10 bin tir civarinda cicekli bitkilerden
600’Unl geofitlerden olusurlar. Van — Bitlis yaylalari iklim ve cografyasinindan dolayi ¢ok

sayida geofitin dogal yasam alanidir.

Genel olarak yer altinda depo organlari olan bitkilere geofitlerin buyuk bir kismi Liliaceae,
Iridaceae ve Amaryllidaceae familyasina dahildir.Son derlemelere gore tirkiyede 688 adet
geofit bulunmaktadir, bu sayi ulkenin florasinin % 6’ dan fazlasini olusturur (Mathew ve

Baytop 1984; Ozhatay 2003). Bu bitkilerden bazisi yére halkinin otlu peynirinde ve
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yemeklerinde cesni olarak, bazisi kdéy kadinlarinin evlerine sis olarak kullanmaktadirlar.
Ancak bu ciceklerin ticari deger kazanmasi ile birlikte, yilin sadece belli dénemlerinde ¢ok az
bir sure ile ¢icek acan bu narin bitkiler, tlccarlar tarafindan kokleri ile birlikte bilingsizce

dogadan sokulmeye baslanmis ve boylece bitkilerin gelecegi tehlike altina girmistir.

Artik sus bitkileri olarak ihrag¢ edilen, yabanci Glkelerin park ve bahgelerinde yer alan, market
zincirlerinde paketlerin icinde tliketicilere pazarlanan ve hatta kisin severek ictigimiz sahlepin
icinde yumrulari bulunan ve nesli tikenmekte olan Anadolu Salepotu’na kadar her cesit
geofit, tiketim toplumunun bir parcasi oldu. Geofitlerin denetimsiz ve bilingsizce sokilmeye
baslanmasina karsi Turkiye’de bazi sivil toplum orgatleri, bilim adamlari, Tarim Bakanligl ve
uluslararasi cevre kurumlari 1980’lerden bu yana calisiyor. Uluslararasi CITES (Nesli
Tehlikede Olan Dogal Bitki ve Hayvan Tiurlerinin Uluslararasi Ticaretine ait anlasma)
kapsaminda geofitlerin sokimu ve ihracatl mevzuata baglandi ve her yil toplanan bilimsel bir

kurul durum tespiti yapiyor.

Geofit olarak adlandirilan soganl bitkiler; alkaloidler icermesi nedeniyle ve giizel ciceklere
sahip olduklari icin parfumeri ve ila¢ sanayinde 6nemli bir potansiyele sahiptir. Son yillarda
soganl sus bitkilerine olan ilginin artmasi sonucu dogadan yapilan sékimler; hem ihtiyaci
karsilayamamakta hem de dogal ¢cogalmasi yavas olan bu bitkilerin nesillerinin tehlike altina
girmesine sebep olmaktadir. Geofitlerin ¢ok blylk bir kismi Liliaceae, Iridaceae ve

Amaryllidaceae familyalarina dahildir (Mathew ve Baytop 1984; Ozhatay 2003).

Bitki doku kultir(; kaybolmakta olan turlerin korunmasinda ve gogaltilmasi zor olan tirlerin
uretiminde, rutin olarak uygulanmaktadir (Babaoglu vd 2001). Bitki doku kulttrd isleminde
ve genetik iyilestirmelerde kullanilan temel sistem bitki rejenerasyonu, kiltirt yapilan

hlcrelerin 6zellikleri itibariyle i¢ kisimda incelenebilir (Babaoglu vd 2001) ;
a) organize olmus meristematik hucreleri ihtiva eden somatik dokulardan rejenerasyon,
b) Meristematik olmayan somatik hticrelerden rejenerasyon,

¢) mayoz boliinme gecirmis gametik hiicrelerden rejenerasyondur.
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In vitro teknikleri bitkisel materyalin kisa stirede hizli gogaltilmasi igin uygun bir ydntem
olup, orkide gibi soganh bitkilerden ¢ok kisa siirede ¢ok sayida bitki Gretilebilmektedir.
Geofitlerde in vitro calismalar genel olarak, mikro Gretim, hastalik kontrolu (6zellikle
virislerden ari materyal Uretimi) ve sekonder metabolit Gretimi amaciyla yapilmaktadir.
Geofitlerin kultire alinmasindaki en 6nemli sorun, ¢ogalma hizlarinin son derece yavas
olmasidir. Ote yandan, in vitro teknikler kullanilarak kisa stirede ¢ok sayida sogancik tretimi

mumkin olabilmektedir.

Bir ¢cogunu endemik tdrlerin olusturdugu geofitlerden birisi olan Muscari genusu da diinyada
yaklasik 60 tur ile temsil edilmekte olup, Liliaceae familyasina aittir. Muscari aucheri
(Boiss.) Baker ise tlkemizde dogal olarak bulunan 26 Muscari tirtinden biridir. Bu tur sahip
oldugu gosterisli cicekleri ile sus bitkileri potansiyeli bulunmaktadir. Muscari aucheri
endemik cok yillik, Nisan-Haziran aylari arasinda genelde mavi ¢icek acan, cogunlukla
Adana, Ankara, Antakya, Corum, Denizli, Erzincan, Eskisehir illerinde 1000-3000 m’ye
kadar olan tasli yamaclarda, su birinkitilerinde yayilis gosteren bir turdir (Davis, 1984;
Tibitak Turkiye Taksonomik Tur Veri Tabant).

Bu calismanin amaci da, hem tehdit altinda olmasi hem de gosterisli cicekleri nedeni ile
onemli bir gen kaynagi olan Muscari aucheri turiniin doku kulttrleri yontemleriyle hizli

cogaltiimasi tekniginin gelistirilmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bu bolimde geofitlerde yapilan bazi doku kultir calismalari 6zetlenmistir.

Saniewski ve Pytlewski (1979), Muscari comosum’ ile yaptiklari calismada, MS ortamina 1

mg/l NAA eklendiginde somatik embriyo olusumunu rapor etmislerdir.

Tymoszuk vd (1979), Tulipa ve Muscari botryoides bitkilerinde yaptiklari c¢alismada
soganlarin, degisik oranlarda GA3’ Un her iki tirde de bitki morfolojisine ve gelisiminde etkisi

oldugunu tespit etmislerdir.

Cuming ve Peck (1984), M. armeniacum’un soganinin infloresans yapraklarindan 1 g/l aktif

kémdar iceren MS ortaminda rejenere olabildigini belirlemiglerdir.

Saniewski ve Puchalski (1987), dustk konsantrasyonlu Jasmonik asitin Muscari turlerinde
blyumeyi geciktirdigi, buna karsilik yiuksek konsantrasyonlardaki BAP’in sogan biyukluguni

artirdigl gézlemislerdir.

Kromer (1989) Muscari racemosum L.Mill.bitkisinde yaptigi calismada eksplant olarak pul
yapraklari kullanip, in vitro kosullarda karanlik ve aydinlikta rejenerasyon kabiliyetini
incelemistir. Karanlikta ve MS besin ortaminda %8 oraninda adventif sogan olusumu ve kok
olusumunda artis bulunmustur. Bunun yani sira soganlardan cikan yaprak gelisimlerine

bakildiginda ortamlar arasinda fark gézlenmistir.

Johnson ve Burchett (1991), Blandfordia grandiflora bitkisinde yaptiklari calismada
eksplant olarak surgln uclarini kullararak farkl konsantrasyonda NAA, KIN, BAP, 2iP iceren

MS besin ortamlarinda kulttire alarak in vitro doku kiltirin{ basarmiglardir.



Wendy vd (1991), Nergis bitkisinde yaptiklari calismada, sirgunlerden elde edilen
soganciklar bitki buyime dizenleyici madde icermeyen, ayrica aktif komir ilave edilen
ortamlarda 20°C’ de aydinlik ve karanlikta kiltire almiglardir. Cesitlere bagli olarak % 47.8 —

81.2 oraninda rejenerasyon elde etmislerdir.

Kromer ve Kukulczanka (1992), Muscari botrides Mill. bitkisinde yaptiklari calismada,
epidermal ve alt epidermal eksplantlar kullanilarak farkli konsayonlarda IBA ve BAP iceren
besin ortamlarinda morfolojik degisiklikleri incelemisler. Rejenerasyon ve sogan sayisi
bakimindan en iyi besin ortamini 0.2-2 mg/l IBA ve 1-2 mg/l BAP kombinasyonu oldugunu

ve % 56 rejenerasyon sagladigini bildirmislerdir.

Ault vd (1995), Eucomis zambesiaca, E. comasa, E. autumnalis’in ¢ift pul yapraklarini in
vitro’da slrgun olusumu icin 4.4, 11.1 ve 22.2 uM BA ve 54 uM NAA iceren MS
ortamlarinda kudlture almiglardir ve yiksek oranda in vitro surgin ve sogancik elde

etmislerdir.

Nayak, Patnaik ve Rath (1997), yaptiklari calismada Orkide (Acampe praemorsa (Roxb.)
Blatter and Mc Cann) de 1. ve 2. geng yapraklari 100 mg/l myo-inositol, % 3 sukroz, 1 mg/l
TDZ % 0.8 agar iceren MS besin ortaminda kultire almiglardir ve yiiksek oranda adventif
strgln rejenerasyonunu basarmislardir. Meydana gelen sirginlerin % 2 phytagel, %3 sukroz,

2mg/l IBA iceren MS ortaminda kdklenmeyi rapor etmislerdir.

Ayabe ve Sumi (1998), yaptiklari calimalar sonucu Sarimsak (Allium sativum L.) da 1 mm’lik

gOvde diskini LS besin ortaminda kulttre alarak, mikrogogaltim yontemi gelistirmislerdir.

Nhut (1998) yaptigl calismada ise Zambak (Lilium longiflorum)’da in vitro da elde edilen
strgulnlerden, 2-3 nodlu ve 2-3 yaprakli 1cm’ lik gévde parcalarin kullanarak 30 g/l sukroz,

2,3 uM BA, % 0.8 agar iceren 2 MS besin ortaminda kultire almis ve meydana gelen
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strgunleri ve soganciklart 20 g/l sukroz, 1.1 uM NAA igeren’s MS ortaminda

koklendirmistir.

Bhagyalakshmi (1999) safran bitkisinde ovaryum hcrelerini kullanarak, % 4.5 sukroz, 400
mg/l L-glutamine, 100 mg/I askorbik asit, % 0.25 phytagel iceren MS besin ortaminda kultlire

almistir ve adventif siirgiin rejenerasyonunu basarmistir.

Melanie vd (1999), sis bitkisi olarak taninan Crinum Ellen Bosanguet bitkisinin doku kulttr(
ile gogaltimini basarmislardir. En iyi sonug ise 22.2 uM BAP iceren Ms besin ortaminda elde

etmislerdir.

Tipirdamaz vd (1999), kardelen (Galanthus ikariaeBaker) bitkisinde sogan pul yapraklarini
% 6 sukroz, 0.2 mg/l KNA, %7 agar, iceren MS besin ortaminda kltire almiglar ve adventif

sogan rejenasyonunu basarmislardir.

Ulric vd (1999), Crinum lilies’ bitkisinde t¢ yaprakli sogan disklerini kullanarak, % 6 sukroz,
% 7 agar, 35.5 uM BAiceren MS besin ortaminda 4 hafta sonra sogan pul yapraklarinda

adventif siirglin rejenarasyonunu rapor etmislerdir.

Suzuki ve Nakano (2001a), yaprak parcaciklari ve meristamatik uclari kullanarak
organogenesiz ve somatik embriyogenesiz yoluyla Muscari armeniacum’da sirgin

rejenerasyonu elde etmislerdir.

Suzukive Nakano (2001b), yaptiklari calismada, Muscari armeniacum’da biyik, sarimsi ve
nodular kallus olusu 4.5 uM 2-4,D, 54 mM NAA igeren ortamda baslatmig, nodular kalluslar
0.44-44 uM IBA igeren ortama transfer edildiginde ylksek oranda siirgiin olusumu meydana

geldigini bildirmislerdir. Lilium nepalanse’de yapilan bir c¢alismada olgunlasmamis
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soganlardan hazirlanan ¢ift sogan pul yaprak eksplantlari 20 pM Zeatin iceren MS ortaminda

kiltare alinmis ve ¢ok sayida surgln elde edilmistir.

Wawrosch vd (2001), Lilium nepalense bitkisinde ikili veya tcli sogan pul yapraklarini %3
sukroz, %8 agar, 20 uM Zeatin, iceren MS besin ortaminda kultre almiglardir ve pul yaprak

disklerinden adventif siirgiin rejenasyonunu bildirmislerdir.

Arslan vd (2002) Dag yildizi (S. candida)’inda yaptigl ¢calismada Olgunlasmamis embriyolari
% 3 sukroz, % 7 agar, 4 mg/l BAP + 0.25 mg/l NAA, iceren MS besin ortaminda kultlre
almistir ve Adventif sirgiin rejenarasyonunun basarmistir. Meydana gelen soganlari 1 mg/ |
NAA, % 0.5 aktif komar 30 g/l sukroz iceren MSbesin ortaminda kdklendirmistir.

Arslan vd (2003), In vitro hizli cogaltim icin Sternbergia candida ve S. fischeriana turlerin
oncelikle sogan pul yaprak eksplantlari farkli oranlarda biyume diizenleyicileri igeren besin
ortamlarinda kdlture almiglardir. Sogancik olusturan eksplant orani (%75.99) ve eksplant
basina sogancik sayisi (3.30 adet) birlikte disundldiginde en yuksek sogancik olusumu S.
candida turinde 4 mg/l BAP ve 0.50 mg/l KNA igeren besin ortaminda 2 pul yaprakli sogan
eksplantlarindan elde edilmistir. S. fischeriana’da ise en yiksek sogancik olusumu (% 76.67
ve 2.59 adet) 2 mg/l BAP ve 050 mg/l KNA iceren ortamda yine 2 pul yaprakli

eksplantlardan Gretilmistir.

Baktir vd (2003), Mis zambak (Lilium candidum L)’ bitkisinde 0.5-1 c¢cm sogan pul
yapraklarini 0.30 ppm BA ve 0.03 ppm IBA iceren DMS besin ortaminda kulttre almiglardir

ve adventif sogan rejenarasyonunu basarmislardir.

Moran vd (2003), Crytanthus spiralis bitkisinde yaptiklari ¢alismada in vitro kosullarinda
ikili pul yapraklarindan en iyi adventif ve yan sogan olusumu 5 g aktif kdmdr iceren sivi besin

ortaminda, 6 hafta sonunda rapor etmislerdir. En iyi stirgiin gelisimi 1 mg/l NAA-2 mg/l BAP
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iceren ortamda tesbit edilmistir. Soganlar %6 — 9 sukroz igeren ortamlara kklenme amaci ile
aktariimasi sonucunda ise %9 sukroz iceren besin ortaminda gelisen soganlarin hacim ve

agirliklarinin daha fazla oldugu gézlenmistir.

Gunaydin (2004) Sternbergia clusiana’ da Sogan pul yapraklarini % 3 sukroz, % 8 agar, 2
mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA, iceren MS besin ortaminda kiltiure almistir ve Adventif stirgln
rejenarasyonunu basarmistir, elde edilen soganlarin % 8 agar, % 3 sukroz 1mg/l NAA igeren

MS besin ortaminda kéklenmelerini rapor etmistir.

Khawar vd (2005), Lilium candidum L. (Mis zambak) bitkisinde yaptiklari calismalar
sonucunda yaprak eksplantlarindan degisik konsantrasyonlarinda BAP-IBA iceren MS besin

ortamlarinda, adventif sogan rejenerasyonunu basarmislardir.

Parmaksiz vd (2005), Muscari muscarimi bitkisinde Olgunlasmamis embriyolari %3 sukroz,
%7 agar, 4 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA iceren MS ortaminda kdltire almislardir ve Adventif
strgln rejenarasyonunu basarmislardir, meydana gelen sirginler ise MS besin ortaminda

koklendirilmistir.

Sevimay vd (2005), Lilium candidum bitkisinin pul yapraklarinin alt kismlari ve in vitro’ da
gelisen yapraklarinda adventif sogan olusumunu rapor etmislerdir. Besin ortami ise 2.22 uM
BAP ve 2.69 uM NAA iceren MS besin ortami kullaniimistr.

Nasircilar ve Karaguzel (2006), Galanthus elwesii Hook. bitkisi Uzerinde yaptiklari
calismada olgunlasamis embriyolari kullanarak in vitro gogaltimini basarmislardir. En yuksek

sogancik olusumu ise 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda elde edilmistir.
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Ozel ve Khawar (2007), Ornithogalum oligophyllum bitkisinde yaptiklari calismada ikili pul
yapraklarindan adventif sogan olusumunu rapor etmislerdir. En iyi sonug ise 2 mg/l BAP 0.5

mg/l IBA iceren MS besin ortaminda gdzlenmistir.

Ozel (2008) M. muscarimi, M. macrocarpum, M. neglectum ve M. adilii turlerinin in vitro
cogaltimi icin yaptigl calismada, M. muscarimi’de en fazla sogan 19 adet ile 4 mg/l BAP ve 2
mg/l NAA iceren MS ortaminda, M. macrocarpum’da en fazla sogan eksplant basina 6 adetle
2 mg/l KIN ve 0.5 mg/l NAA iceren MS ortaminda, M. neglectum’da en fazla sogan 8.25
adetle 0.1 mg/l TDZ ve 2 mg/l NAA igeren MS ortaminda, M. adilii’de ise, en ¢ok sogan
15.75 adet ile 4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA iceren MS ortamindan elde etmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.l1. Arastirma Yerinin Tanitilmasi

Arastirma, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimi Biyoteknoloji
Laboratuvarlarinda yuratalmastar. Arastirmada uygulanan tim doku kilturd manipulasyonlari
icin gerekli olan temel cihazlarin hemen hemen tamami adi gecen laboratuvarlarda
bulunmaktadir. Birimde; steril kabin, sogutmal santrifiij, mikroskop, inkiibatdr, manyetik
karstirici, otoklav, iklim dolabi, - 80°C derin dondurucu, kuru sterilizator, kiltir ve iklim

odalari ile calismada kullanilan tim sarf malzemeleri mevcuttur.

3.2. Materyal

3.2.1. Bitki materyali

Muscari aucheri , Nisan-Haziran aylari arasinda genelde mavi ¢icek agan, cogunlukla Adana,
Ankara, Antakya, Corum, Denizli, Erzincan, Eskisehir illerinde (A4, A5, A6, A7, B2, B4, B6,
B7, C2, C3, C5 karelerinde) 1000-3000 m’ye kadar olan tasl yamaclarda, su birikintilerinde
yayilis gosteren bir tirdlr (Davis, 1984; Tibitak Tirkiye Taksonomik Tur Veri Tabani). Bu
calismada materyal olarak Ankara ve Tokat gibi illerin dogal florasinda yayilis gosteren
Muscari aucheri tiri kullantimistir (Sekil 3.1). Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Bolimu bitki herbaryumlari incelenerek tiriin toplandigi alanlar hakkinda bilgi

alinmistir.
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Sekil 3.1. a) M. aucheri’nin dogal yayilis gosterdigi alandan bir gorint

nin dogal yayilis gosterdigi alandan bir gorint
16

Sekil 3.1. b) M. aucheri



3.2.2. Eksplant secimi

Muscari aucheri tlrlne ait doku kualtari calismalarinda kullanilmak Gzere farkli organ
eksplantlari  (sogan pul vyapraklari, olgunlasmamis embriyolar) kullanilmistir.  Bitki
eksplantlari bu tirlerin dogal yayilis gosterdigi alanlardan toplanmistir. Toplama sirasinda
kullanilacak olan eksplantin fizyolojik ddneminin in vitro kiltire uygunluguna dikkat
edilmistir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Muscari aucheri tlrlne ait farkli organ eksplantlarinin kiltire alinmasi
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3.2.3. Besin ortami ve kiltir kosullari

Denemelerde temel besin ortami olarak MS (Murashige ve Skoog 1962), Ng (Chu vd. 1975)
(Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2). Bu temel besin ortamlarina farkli oranlarda buyumeyi
duzenleyiciler (oksin ve sitokininler), sekerler, vitaminler ve Katilastiricilar ilave edildikten
sonra besin ortaminin pH’st 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak ayarlandiktan sonra 1.2

atmosfer basing altinda ve 121°C’de 20 dakika tutularak steril edilmistir.
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Cizelge 3.1. MS (Murashige and Skoog 1962) ortaminda bulunan maddeler ve

konsantrasyonlari

Ortamda bulunan maddeler mg/I

NH;NO; 1650

Makro besin elementleri KNO; 1900
CaCl,.2H,0 440

MgS0,.7H,0 370

KH,PO, 170

Kl 0.83

Mikro besin elementleri H3BO; 6.2
MnS0,.4H,0 22.3

ZnS0,4.7H,0 8.6

Na,M00,.2H,0 0.25
CuS0,4.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025

FeS0,.7H,0 27.8

Na,EDTA.2H,0 37.3

Inositol 100

Vitaminler Nicotinic Acid 0.5
Pyridoxine-HCI 0.5

Thiamine-HCI 0.1

Glycine 2
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Cizelge 3.2. Ng (Chu vd. 1975) ortaminda bulunan maddeler ve konsantrasyonlari

Mikro besin elementleri mg/I pM
FeNaEDTA 36.70 100.00
H3;BO; 1.60 25.88
Kl 0.80 4.81
MnS0O4.H,0 3.33 19.70
ZnS04.7H0 1.50 5.22

Makro besin elementleri mg/I mM
CaCl, 125.33 1.13
KH2PO4 400.00 2.94
KNO3 2830.00 27.99
MgSO4 90.27 0.75
(NH4)2SO04 463.00 3.50

Vitaminler mg/I pM
Glycine 2.00 26.64
Thiamine HCI 1.00 2.96
Pyridoxine HCI 0.50 2.43
Nicotinic acid 0.50 4.06
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3.2.4. Sogan pul yapraklarinin ve olgunlasmamis embriyolarin izolasyonu ve kilture

alinmasi

Yuzey sterilizasyonundan sonra steril kabin icerisinde soganlarin dis pul yapraklari cikartilip
atildiktan sonra kalan sogan parcalari denemelerde kullanilmistir. Soganlar blyukligine gore
dorde ve sekize bolinmis, 3-5 mm genisliginde 8-10 mm uzunlugunda ve bazal doku igeren 2
pul yaprakh sogan eksplantlari kullanilmistir. Ciceklenme doneminde dogal florasindan
toplanarak laboratuvara getirilen meyveler ile tarla veya serada vyetistirilen bitkinin
ciceklendigi dénemden hemen sonra, koyu yesil renkte ve orta irilikte tohumlar iceren
meyveler (tozlasmadan yaklasik 18-20 guin sonra) hasat edilirek ylzey sterilizasyonuna tabi

tutulduktan sonra kilttre alinmistir.

3.3. Istatistiksel Degerlendirmeler

Deneme tesaduf parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Doku kaltirt calismalarinda
genel olarak, her muamele igerisinde 10 eksplantin bulundugu 3 ya da 4 tekerrlrli 10x10
cm’lik petri kutularindan olusmustur. Elde edilen verilere Dizglines vd (1983) tarafindan
bildirildigi sekilde varyans analizi ve Duncan testi uygulanmistir. Yizde degerler istatistiki
analizden Once acI degerlerine donlsturilmis (Snedecorve Cochran, 1967) ve tim istatistiki

analizler, MSTAT-C bilgisayar programinda yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Ylzey Sterilizasyonu

Calismada tiim soganlar %95’lik etanol’de (¢ dakika bekletilmis, %100 camasir suyu 40 ve
50 dakikalk surelerde steril edildikten sonra 5 defa steril su ile durulanmistir. Soyularak
atilacak dis pul yaprak sayisi artiriimis, bulasiklik oranini daha da azaltmak icin her bir sogan
icin ayri steril petri (kesim ve parcalama islemlerinde kullaniimak Gzere) kullaniimis,
kontaminasyonun ortalama %210’na kadar dustiigli gozlenmis, erken dénemde kontaminasyon

gorulen eksplantlar kalturden uzaklastirilmistir.

4.2. M. aucheri’de Olgunlasmamis Embriyolarindan In Vitro Sogancik Uretimi

Ciceklenmeyi takiben vyaklasik 30-35 gin sonra araziden toplanan olgunlasmamis
meyvelerden tohumlar cikariimis, %95’lik etanol’de 2 dakika bekletilmis, daha sonra % 40’lik
ticari camasir suyunda (axion) 20 dakika sterilizasyona tabi tutulmustur. Tohumlardan
cikarilan embriyolarda hicbir bulasiklik problemi goérilmemistir.Ylzey sterilizasyonundan
sonra tohumlardan olgunlasmamis zigotik embriyolar cikartilarak, kallus tesvik ortamlarina

yerlestirilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil. 4.1. M. aucheri tohumlarindan olgunlasmamis zigotik embriyolarin ¢ikartilarak, kallus

tesvik ortamlarina yerlestirilmesi.
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Iki tip kallus tesvik ortami kullaniimistir.

1) Ng mineral tuzlari ve vitaminleri, 400 mg/L casein + 40 g/L sukroz + 2 g/l L-proline, 2
mg/L 2,4-D, 1 mg/L aktif komr ve katilastirici olarak da 2 g/L gelrite kullaniimistir.
2) Ng mineral tuzlari ve vitaminleri, 400 mg/L casein + 40 g/L sukroz + 2 g/l L-proline, 2

mg/L 2,4-D ve Katilastirici olarak da 2 g/L gelrite kullaniimistir.

Her iki ortamda zigotik embriyolar, 24+1°C de karanhkta 4-6 hafta stireyle inkiibe edildikten
sonra sogancik olusturma, gelistirme ve olgunlastirma ortamlarina alinmistir.  Zigotik
embriyolar kiltiire alindiktan sonra, 15-20 giin sonra embriyolarin etrafinda kallus olusumu
baslamis, 4 haftadan sonra kallus biyukliklerinin bariz bir sekilde arttigi gorilmastir (Sekil
4.2 ve Sekil 4.3).

Kallus tesvik ortamina 30-40 adet/petri embryo yerlesirilerek kiltir baslangicindan yaklasik 6
hafta sonra tim embriyolarin kallus olusturma oranlari % olarak belirlenmis, tamaminin
kallus olusturdugu gozlenmistir. Kalus buydkltklerinin bariz bir sekilde arttigi géralmustar.

Mikroskop altinda somatik embriyo baslangi¢ safhalari (kalp) tespit edilmistir.

Her iki ortamda da % 100 kallus olusumu gozlenmistir.
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Sekil 4.2. Zigotik embriyolar kultire alindiktan 15-20 giin sonra embriyolarin etrafinda kallus

olusumu
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Sekil 4.3. Zigotik embriyolar kilture alindiktan 20-25 giin sonra olgunlasmamis embriyolarin

etrafinda aktif kdmar iceren ortamda kallus olusumu

2 hafta sureyle 1siga ahistirilan kalluslarin etrafindaki havlu kagit ¢ikarilarak 24°C’de ve 16
saatlik fotoperiod ile beyaz floresanda farkli konsantrasyonlarda sitokinin kaynagi olarak
BAP, KIN ve oksin kaynagl olarak IBA iceren MS besin ortamlarinda (sogancik tesvik
ortami) kdlture alinmaya devam edilmistir. Sogancik tesvik ortaminda kiltire alindiktan
yaklasik 8-10 hafta sonra kalluslarin Uzerinde somatik embriyolar ve yesil strgin ugclari
gorilmeye baslanmistir (Sekil 4.4). Daha sonra sirgunler soganciga donismeye baslamistir
(Sekil 4.5). Kilture alindiktan 6-8 ay sonra olgunlasmamis M. aucheri embriyolarindan yogun

sogancik olusumu gerceklesmistir (Sekil 4.6).
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M. aucheri olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda, farklh KINXBAP ve IBA
konsantrasyonlarinin siirgiin olusturan eksplant orani ve eksplant basina sogan sayisi (izerine
etkisi, yapilan varyans analizi sonuclarina goére 0.01 dizeyinde ©6nemli bulunmustur.
BAPXKIN ve IBA konsantrasyonlarinin siirglin olusturan eksplant oranina etkisine ait yapilan

Duncan testi sonuclari Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Surgun olusturan eksplant yiizdesi (% 100) en fazla 1 mg/l KIN, 2 mg/l BAP ve 0.25 mg/I
IBA igeren besin ortaminda elde edilirken, eksplant basina en yiiksek sogan sayisi (18.3 adet)
0.5 mg/l KIN, 2 mg/l BAP ve 0.25 mg/l IBA uygulamasindan elde edilmistir. Eksplant basina
en dustk sogan sayisi (4.44 adet) ise en az sirgln oraninin olustugu (% 50) 2 mg/l KIN 0.5
mg/l BAP ve 0.25 mg/l IBA iceren besin ortaminda belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Farkh KINXBAP ve IBA konsantrayonlarinin M. aucheri’de olgunlasmamis

embriyo eksplantindan surgln ve sogancik olusumuna etkisi

BuyUume

duzenleyiciler (mg/l)

Kallus

olusturan

Eksplant orani

Surgun

olusturan

Eksplant orani

Eksplant basina

Sogan sayisi (adet)

(%) (%)

KIN | BAP | IBA

0.5 0.5 0.25 100 75.0b 8.46 bc*
0.5 1.0 0.25 100 70.0b 6.33 bc
0.5 2.0 0.25 100 925a 183 a

1.0 0.5 0.25 100 75.0b 11.4 bc
1.0 1.0 0.25 100 725b 122 a

1.0 2.0 0.25 100 100.0 a 16.7 a

2.0 0.5 0.25 100 50.0c 444 c

2.0 1.0 0.25 100 62.5 bc 8.75b

2.0 2.0 0.25 100 95.0a 11.9 bc

* Ayni slitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01dlizeyinde énemlidir
A.O.F %1=6.2
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Sekil 4.4. Kallus olusumundan yaklasik 8-10 hafta sonra M. aucheri embriyolarindan

meydana gelen kalluslar Gzerinde vyesil surgin olusumu (Kdltir kabi genel

gorinum, yukaridan ¢ekim)
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Sekil 4.5. Olgunlasmamis M. aucheri embriyolarindan meydana gelen kalluslar Uzerinde

sogancik olusumu
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Sekil 4.6. Kiltire alindiktan 6-8 ay sonra olgunlasmamis M. aucheri embriyolarindan yogun

sogancik olusumu (Kltir kabr genel goriniim, yukaridan ¢ekim)

4.3. M. aucheri Sogan Pul Yapraklarinin In Vitro da Kiltire Alinmasi ve Embriyonik

Kallus ve In Vitro Sogancik Olusumu

Sogan pul yapraklari, 2 mg/l 2,4-D, 40 g/l mannitol olmak Uzere degisik oran ve
kombinasyonlarda sitokinin (BAP, KIN, TDZ, GA,) ve oksin ( IAA, IBA ) ve Katilastiric
olarak 2 mg/l agar igeren besi yerlerinde kiltiire alinmistir. Eksplant kaynakli sterilizasyondan
yasanan problemlerden dolayr denemeler mimkin oldugunca ¢ok tekerrtrli yapilmistir.
Kiltire ahindiktan 4-10 gun iginde bulasiklik gorilmeyen eksplantlar benzer ortamlarda
kiltare alinmistir. Eksplant sayisina goére 3 tekerrlir altina disen ortamlar, deneme

konusundan cikarilarak, galismalar tekrarlanmistir.
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4.3.1. Farkh KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarinda in vitro

sogancik uretimi Uzerine etkileri

Farkl KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarinda kallus rejenerasyonu
uzerine etkilerine iligskin varyans analizi sonuclari Cizelge 4.2.”de verilmistir. Cizelge 4.2.’de
goraldigu gibi farkli KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin kallus olusumu Uzerine etkisi

istatistiki olarak 0.05 diizeyinde énemli bulunmustur.

Cizelge 4.2. Farkh KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarinda kallus
olusumu Uzerine etkilerine iliskin varyans analizi
Kaynaklar Serbestlik | Kareler Kareler F degeri | Olasilik
derecesi toplami | ortalamasi
Buyime 2 1334.099 667.050 3.2122 0.0581
duzenleyicileri
Konsantrasyo 12 5732.443 477.704 2.300* 0.0398
n oranlari
Hata 24 4983.813 207.659
Toplam 38 12050.335

* Istatistiki olarak %5 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Farkliliklarin 6nem duzeyini belirleyebilmek amaciyla kullanilan tim ortamlarda, Duncan

testi yapiimis ve sonuclar Cizelge 4.3.’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Farkh KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarinda kallus

olusumu Uzerine etkileri

Kallus olusturan eksplant orani (%0)
Blyume duzenleyici (mg/l) Ortalama
KIN IBA TDZ
1 2.0 0.5 100 a*
2 0.5 0.1 100 a
3 0.5 0.2 100 a
4 1.0 0.1 100 a
5 1.0 0.2 100 a
6 2.0 0.1 100 a
7 2.0 0.2 100 a
8 0.1 0.05 100 a
9 0.2 0.05 100 a
10 0.1 0.25 66.7 b
11 0.2 0.25 73.3ab
12 0.1 0.50 80.0 ab
13 0.2 0.50 66.7 b

* Ayni slitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05d{izeyinde énemlidir
A.O.F. %0.5=24.28
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Farkh KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinda sogan pul yapraklarinda, % 66.6-100 arasinda
kallus olusumu goézlenmistir. Bitin KIN konsantrasyonlarinda %100 kallus olusumu
saptanirken, 0.25 ve 0.50 mg/l TDZ igeren besin ortamlarinda kallus olusumunun distigu

g6zlenmis istatistiki olarak 2. grupta yer almistir.

Farkh KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarinda, stirgiin ya da sogan
olusturan eksplant orani Uzerine etkilerine iliskin varyans analizi sonuclari Cizelge 4.4’de
verilmistir. Cizelge 4.4’de goruldugi gibi, farkli KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin
sirgin ya da sogan olusturan eksplant orani Uzerine etkisi, istatistiki olarak 6nemsiz

bulunmustur.

Cizelge 4.5.’de goruldugi gibi farkli KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin siirgiin ya da

sogan olusturan eksplant orani Gizerine etkisine ait ortalamalar verilmistir.

Cizelge 4.4. Farkli KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarindan surgiin

ya da sogan olusturan eksplant orani Gizerine etkilerine iliskin varyans analizi

Kaynaklar Serbestlik Kareler Kareler F Olasilik
derecesi toplami ortalamasi degeri
1 Buyime 2 1334.099 667.050 2.7023 | 0.0874

duzenleyicileri

2 | Konsantrasyon 12 5481.812 456.818 1.8506 | 0.0964
oranlari

3 Hata 24 5924.392 246.850
Toplam 38 12740.302

* Istatistiki olarak Gnemsiz bulunmustur.
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Cizelge 4.5. Farkli KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarindan surgin

ya da sogan olusturan eksplant orani Gzerine etkileri

Sirgln ya da sogan olusturan eksplant orani (%)
Blyume duzenleyiciler Ortalama
KIN IBA TDZ

1 2.0 0.5 100
2 0.5 0.1 90.0
3 0.5 0.2 100
4 1.0 0.1 100
5 1.0 0.2 100
6 2.0 0.1 95.0
7 2.0 0.2 100
8 0.1 0.05 100
9 0.2 0.05 100
10 0.1 0.25 66.7
11 02 0.25 73.3
12 0.1 0.50 80.0
13 0.2 0.50 66.7
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Farkh KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinda sogan pul yapraklarinda % 66.7- 100 arasinda
siirgin ya da sogan olusturan eksplant orani goézlenmistir. Bitin KIN konsantrasyolarinda
yuksek oranda sirgiin ya da sogan olusturan eksplanta rastlanirken, TDZ igeren besin
ortmlarinda siirgiin ya da sogan olusturan eksplant oraninin distliigi gézlenmis ancak ve

olusan farklarin istatistiki olarak 6nemsiz oldugu bulunmustur.

Farkh KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin yapraklarinda, eksplant basina sogan sayisi
uzerine etkilerine iliskin varyans analizi sonuclari Cizelge 4.6’da verilmistir. Benzer olarak
Cizelge 4.6’da da goruldugt gibi farkli Farkh KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin
eksplant basina sogan sayisi (zerine etkisi, istatistiki olarak 0.05 dizeyinde 6nemli

bulunmustur.

Cizelge 4.6. Farkli KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarinda eksplant

basina sogan sayisi Uzerine etkilerine iligkin varyans analizi

Kaynaklar Serbestlik Kareler Kareler F degeri | Olasilk
derecesi toplami ortalamasi
1 Buyime 2 266.383 133.192 3.1696 0.0600
duzenleyicileri
2 Konsantrasyon 12 3255.944 271.329 6.4569* 0.0001
oranlari
3 Hata 24 1008.515 42.021
Toplam 38 4530.842

* Istatistiki olarak %5 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.7°de goruldigu gibi farkli KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin sogan pul

yapraklarinda eksplant basina sogan sayisi tizerine etkisine ait ortalamalar verilmistir.
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Cizelge 4.7. Farkli KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarinda eksplant

basina sogan sayisi Uzerine etkileri

Eksplant basina sogan sayisi
Blyume dizenleyiciler Ortalama
KIN IBA TDZ
1 2.0 0.5 33.5d*
2 0.5 0.1 42.7 bed
3 0.5 0.2 46.2 abc
4 1.0 0.1 37.0 cd
5 1.0 0.2 51.7 ab
6 2.0 0.1 57.0a
7 2.0 0.2 49.3 abc
8 0.1 0.05 44.0 bed
9 0.2 0.05 205¢
10 0.1 0.25 49.0 abc
11 0.2 0.25 44.7 bed
12 0.1 0.50 41.3 bed
13 0.2 0.50 33.3d

* Ayni slitunda farkh harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde énemlidir
A.O.F. %0.5=10.92

37



Farkh KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinda sogan pul yapraklarinda 20.5-57.0 adet
arasinda ortalama eksplant basina sogan sayisi gozlenmistir. Genel olarak bdtin KIN
konsantrasyolarinda yiiksek miktarda eksplant basina sogan sayisi saptanirken, TDZ igeren
besin ortamlarinda genel olarak eksplant basina sogan sayisi distugi gdzlenmis ve besin

ortamlari arasindaki farkhliklar, istatistiki olarak 6nemli bulunmus, 5 farkli grup olusmustur.

En yiksek eksplant basina sogan sayisi 2.0 mg/l KIN + 0.1 mg/l IBA iceren ortamda
saptanmistir. Buna Karsilik, en dusiik eksplant basina sogan sayisi 0.05 mg/l TDZ + 0.2

mg/l IBA iceren ortamda saptanmistir.

Cizelge 4.8’ de farkl KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinda Kallus olusturan eksplant orani
(%),Surgun ya da sogan olusturan eksplant orani (%),Eksplant basina sogan sayisi (adet) ve
petride gelisen toplam sogan sayisi (adet) olarak gorilmektedir. Goruldigl gibi petride
gelisen en yilksek sogan sayisi (541.5) 2.0 mg/l KIN ve 0.1 mg/l IBA iceren ortamdan elde

edilmistir.
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Cizelge 4.8. farkh KIN, TDZ ve IBA konsantrasyonlarinda Kallus olusturan eksplant orani

(%),Surgun ya da sogan olusturan eksplant orani (%),Eksplant basina sogan sayisi (adet) ve

Petride gelisen toplam sogan sayisi (adet)

Blyume duzenleyici Kallus Surgin ya Eksplant Petride
(mg/l) olusturan da sogan basina gelisen
eksplant olusturan sogan toplam
KIN IBA Tzb orani (%) eksplant sayisi sogan sayIsl
orani (%) (adet) (adet)
1 2.0 0.5 100 100 33.5 335.0
2 0.5 0.1 100 90.0 42.7 384.3
3 0.5 0.2 100 100 46.2 462
4 1.0 0.1 100 100 37.0 370
5 1.0 0.2 100 100 51.7 517
6 2.0 0.1 100 95.0 57.0 541.5
7 2.0 0.2 100 100 49.3 493
8 0.1 0.05 100 100 44.0 440
9 0.2 0.05 100 100 20.5 205
10 0.1 0.25 66.7 66.7 49.0 326.9
11 0.2 0.25 73.3 73.3 44.7 327.7
12 0.1 0.50 80.0 80.0 41.3 330.4
13 0.2 0.50 66.6 66.7 33.3 222.1
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4.3.2. Farkli BAP, GA, ve IAA konsantrasyonlarinin konsantrasyonlarinin sogan pul

yapraklarinda in vitro sogancik Uretimi tzerine etkileri

Farkli BAP, GA, ve 1AA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarinda kallus rejenerasyonu
uzerine etkilerine iliskin varyans analizi sonuclari Cizelge 4.9°de verilmistir. Cizelge 4.9°de
goraldigu gibi, farkh BAP, GA4 ve 1AA konsantrasyonlarinin kallus olusumu (izerine etkisi

istatistiki olarak 0.05 diizeyinde énemli bulunmustur.

Cizelge 4.9. Farkh BAP, GA, ve 1AA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarinda kallus
olusumu Uzerine etkilerine iliskin varyans analizi
Kaynaklar Serbestlik Kareler Kareler F degeri | Olasilik
derecesi toplami ortalamasi
Buyime 2 255.935 127.967 0.2983
duzenleyicileri
Konsantrasyon 11 12705.932 | 1155.085 2.6923* 0.0231
oranlari
Hata 22 9438.795 429.036
Toplam 35 22400.662

*Istetistiki olarak %5 diizeyinde énemli bulunmustur.

Farkliliklarin 6nem duzeyini belirleyebilmek amaciyla kullanilan tim ortamlarda, Duncan

testi yapiimis ve sonuclar Cizelge 4.10°da verilmistir.
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Cizelge 4.10. Farkli BAP, GA4 ve IAA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarinda kallus

olusumu Uzerine etkileri

Kallus olusturan eksplant orani
Blyume dizenleyiciler Ortalama
BAP I1AA GA,4
1 0.5 0.1 40.0 c*
2 0.5 0.2 93.3ab
3 1.0 0.1 86.6 abc
4 1.0 0.2 46.6 bc
5 2.0 0.1 73.3 abc
6 2.0 0.2 40.0c
7 0.1 0.5 60.0 abc
8 0.2 0.5 100 a
9 0.1 1.0 100 a
10 0.2 1.0 100 a
11 0.1 2.0 73.3 abc
12 0.2 2.0 73.3 abc

* Ayni slitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05dlizeyinde 6nemlidir
A.O.F. %5=35,07
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Farkli BAP, GA; ve 1AA konsantrasyonlarinda sogan pul yapraklarinda,%40.0-%2100 arasinda
kallus olusumu gozlenmistir. En ylksek kallus olusumu, 0.5 mg/l GA; + 0.1 mg/l 1AA, 1.0
mg/l GA; + 0.1 mg/l 1AA, 1.0 mg/l GA; + 0.1 mg/l IAA iceren besin ortamindan elde
edilirken, en disuk kallus olusumu 2.0 mg/l BAP+ 0.2 mg/l IAA iceren ortamda saptanmistir.

Genel olarak bakildiginda GAy iceren besin ortaminda kallus oraninin arttigi gézlenmistir.

Farkli BAP, GA, ve 1AA sogan pul yapraklarinda, siirgiin ya da sogan olusturan eksplant
orani Uzerine etkilerine iliskin varyans analizi sonuclari Cizelge 4.11°da verilmistir. Cizelge
4.11°da goraldigu gibi farkh BAP, GA4 ve IAA konsantrasyonlarinin siirgiin ya da sogan

olusturan eksplant orani Uzerine etkisi istatistiki olarak 0.05 duizeyinde énemli bulunmustur.

Cizelge 4.11. Farkh BAP, GA4 ve IAA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarindan surgiin

ya da sogan olusturan eksplant orani (izerine etkilerine iliskin varyans analizi

Kaynaklar Serbestlik Kareler Kareler F degeri | Olasilik
derecesi toplami ortalamasi

Buyime 2 68.324 34.162 0.0787
duzenleyicileri
Konsantrasyon 11 11593.469 | 1053.952 2.4294* 0.0368

oranlari

Hata 22 9544.353 433.834
Toplam 35 21206.146

*Istetistiki olarak %5 diizeyinde énemli bulunmustur.

Farkliliklarin 6nem duzeyini belirleyebilmek amaciyla kullanilan tim ortamlarda, Duncan

testi yapiimis ve sonuclar Cizelge 4.12’de verilmistir.

42



Cizelge 4.12. Farkh BAP, GA4 ve IAA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarindan surgiin

ya da sogan olusturan eksplant orani tzerine etkileri

Sirgln ya da sogan olusturan eksplant orani
Blyume dizenleyiciler Ortalama
BAP I1AA GA,
1 0.5 0.1 33.3b*
2 0.5 0.2 93.3a
3 1.0 0.1 80.0 ab
4 1.0 0.2 46.7 ab
5 2.0 0.1 46.7 ab
6 2.0 0.2 40.0b
7 0.1 0.5 60.0 ab
8 0.2 0.5 93.3a
9 0.1 1.0 93.3a
10 0.2 1.0 93.3a
11 0.1 2.0 73.3ab
12 0.2 2.0 53.3ab

* Ayni slitunda farkh harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde énemlidir
A.OF. %5=3527
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Farklh BAP, GA, ve IAA konsantrasyonlarinda sogan pul yapraklarinda %33.3- %93.3
arasinda surgiin ya da sogan olusturan eksplant orani gézlenmistir. En yuksek surgiin ya da
sogan olusturan eksplant orani %93.3 ile 0.5 mg/l GA4 + 0.2 mg/l I1AA, 1.0 mg/l GA;+ 0.1
mg/l 1AA, 1.0 mg/l GA, + 0.1 mg/l IAA iceren besin ortamindan elde edilirken, en disik
stirgun ya da sogan olusturan eksplant orani %33.3 ile 0.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l IAA iceren
ortamda saptanmistir. Genel olarak bakildiginda GA, iceren besin ortaminda kallus oraninin
arttigl gibi surgln ya da sogan olusturan eksplant oraninda kayda deger bir bicimde arttig|

gozlenmistir.

Farkhh BAP, GA; ve IAA sogan pul yapraklarinda, eksplant basina sogan sayisi Uzerine
etkilerine iliskin varyans analizi sonuclari Cizelge 4.13’de verilmistir. Cizelge 4.13.°de
gorildigu gibi farkli BAP, GA4 ve 1AA konsantrasyonlarinin eksplant basina sogan sayisi

orani Uzerine etkisi istatistiki olarak 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.13. Farkli BAP, GA, ve IAA Kkonsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarindan

eksplant basina sogan sayisi lizerine etkilerine iliskin varyans analizi

Kaynaklar Serbestlik Kareler Kareler F degeri Olasilik
derecesi toplami | ortalamasi
1 Buyime 2 318.142 159.071 1.8794 0.1764
duzenleyicileri
2 Konsantrasyon 11 2332.316 212.029 2.5051* 0.0321
oranlari
3 Hata 22 1862.071 84.640
Toplam 35 4512.529

*istetistiki olarak %5 dizeyinde 6nemli bulunmustur.
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Farkliliklarin 6nem dzeyini belirleyebilmek amaciyla kullanilan tim ortamlarda, Duncan

testi yapiimis ve sonuclar Cizelge 4.14°de verilmistir.

Cizelge 4.14. Farklh BAP, GA, ve IAA konsantrasyonlarinin sogan pul yapraklarindan

eksplant basina sogan sayisi lizerine etkileri

Eksplant basina sogan sayisi

Blyume dizenleyiciler Ortalama
BAP I1AA GA,4
1 0.5 0.1 3.7¢c*
2 0.5 0.2 33.0a
3 1.0 0.1 21.7 ab
4 1.0 0.2 22.0ab
5 2.0 0.1 10.7 bc
6 2.0 0.2 17.0 abc
7 0.1 0.5 8.0 bc
8 0.2 0.5 25.3ab
9 0.1 1.0 15.1 bc
10 0.2 1.0 21.1 abc
11 0.1 2.0 11.7 bc
12 0.2 2.0 9.3 bc

* Ayni sltunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05dlizeyinde énemlidir
AOF. %5=1558
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Farkh BAP, GA, ve IAA konsantrasyonlarinda sogan pul yapraklarinda 3.37-33.0 adet
arasinda eksplant basina sogan sayisi olustugu gozlenmistir. En yiksek eksplant basina sogan
sayist 0.5 mg/l BAP + 0.2 mg/l IAA iceren ortamda saptanmistir. Buna karsilik, en distk
eksplant basina sogan sayisi 0.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l IAA iceren ortamda saptanmistir.

Cizelge 4.15° de ise farkl BAP, IAA ve GA, konsantrasyonlarinda Kallus olusturan eksplant
orani (%), strgin ya da sogan olusturan eksplant orani (%), eksplant basina sogan sayisi
(adet) ve petride gelisen toplam sogan sayisi (adet) gortlmektedir. Goraldigu gibi petride
gelisen en yuksek sogan sayisi (307.9) 0.5 mg/l BAP ve 0.2 mg/l 1AA iceren ortamdan elde

edilmistir.
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Cizelge 4.15. Farkli BAP, IAA ve GA, konsantrasyonlarinda Kallus olusturan eksplant orani

(%),Surgun ya da sogan olusturan eksplant orani (%),Eksplant basina sogan sayisi (adet) ve

Petride gelisen toplam sogan sayisi (adet)

Blyume duzenleyici Kallus Surgin ya Eksplant Petride

(mg/l) olusturan da sogan basina gelisen

eksplant olusturan sogan toplam

BAP IAA GAs orani (%) eksplant sayIsl sogan sayIsl

orani (%) (adet) (adet)
1 0.5 0.1 40.0 33.3 3.7 12.3
2 0.5 0.2 93.3 93.3 33.0 307.9
3 1.0 0.1 86.6 80.0 21.7 173.6
4 1.0 0.2 46.6 46.7 22.0 102.7
5 2.0 0.1 73.3 46.7 10.7 50.0
6 2.0 0.2 40.0 40.0 17.0 68.0
7 0.1 0.5 60.0 60.0 8.0 48.0
8 0.2 0.5 100 93.3 25.3 236.0
9 0.1 1.0 100 93.3 151 140.9
10 0.2 1.0 100 93.3 21.1 196.9
11 0.1 2.0 73.3 73.3 11.7 85.8
12 0.2 2.0 73.3 53.3 9.3 49.6
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Genel olarak bakildiginda tum denenen besin ortamlarinda, sogan pul yapraklarinda kulture
aldiktan 6 hafta sonra kallus olusumu, yapraklarinda kiltire aldiktan 10-16 hafta sonra
kalluslar Gzerinde siirgin ve sogancik olusumu, 6-8 ay sonra geliskin sogancik olusumu
meydana gelmistir (Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9.).

Sekil 4.7. Sogan pul yapraklarinda kilttre aldiktan 6 hafta sonra kallus olusumu
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Sekil 4.8. Sogan pul yapraklarinda kdlture aldiktan 10-16 hafta sonra kalluslar Gzerinde

slirguin ve sogancik olusumu
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Sekil 4.9. Sogan pul yapraklarinda kilttre aldiktan 6-8 ay sonra geliskin sogancik olusumu

4.4. M. aucheri Olgunlasmamis Embriyolarindan ve Sogan Pul Yapraklarindan Gelisen
Soganciklarin, Sogancik Gelistirme Ortami (SGO) Sogancik Olgunlastirma Ortami

(SOO0) ve Koklendirmeye Alinmasi ve Aklimatizasyon Calismalari

M. aucheri olgunlasmamis embriyolarindan yaklasik 10-18 hafta sonra gelismeye baslayan
soganciklar 14. haftaya kadar sogancik rejenerasyon ortaminda bekletilmistir. Daha sonra
kallus Gzerindeki soganciklar, MS mineralleri ve vitaminleri, 40 g/l sukroz, 500 mg/L casein 8
g/l agar iceren Sogancik olgunlastirma ortami (SOO) ortamlarina alinmaya baslamistir.
Burada soganciklarin hacimsel olarak blyudugi gozlenmistir. Bu ortamda 2 haftada bir alt
kaltar yapilarak buytyen kilturler parcalanarak ayri kiltir kaplarina dikilmistir (Sekil 4.10. a

ve b). M. aucheri olgunlasmis embriyolarindan gelisen bazi soganciklar, 1 mg/l NAA, ve 6 g/l
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agar ile katilastirilan 1/2 MS (yariya indirgenmis) besin ortaminda kdklendirilmeye alinmaya

baslamis, yaklasik 3-4 hafta icinde soganciklarin koklenmeye basladigi goralmastr.

Sekil 4.10. a) Gelisen soganciklarin sogancik olgunlastirma (SOO) ortaminda kulttre alinmasi

ile gelisen soganlar
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Sekil 4.10. b) Sogancik olgunlastirma (SOO) ortaminda gelisen ve parcalarak ayrilan

soganciklarda SOO ortaminda kahve rengi kabuk olusumunun baslamasi

M. aucheri sogan eksplantlarindan, farkli temel besin ortamlari ve hormon
konsantrasyonlarinda kdltiir baglangicindan 3-6 ay sonra yogun kiguk sogancik, 6-9 ay sonra
ise yari geliskin soganlar olusmustur. Soganciklar daha sonra MS mineralleri ve vitaminleri,
40 g/l sukroz, 500 mg/L kasein, 8 g/l agar iceren sogancik olgunlastirma ortamina (SOQO)
aktarilarak ayda bir bu ortamda alt kiltur yapiimistir. M. aucheri sogan pul yapraklarindan
gelisen bazi soganciklar, 1 mg/l NAA ve 6 g/l agar ile Kkatilagtirllan 1/2 MS (yariya
indirgenmis) besin ortaminda kdklendirilmeye alinmaya baslamis, yaklasik 5-6 hafta icinde

soganciklarin koklenmeye basladigi gorilmastir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Gelisen soganciklarin parcalanarak koklendirme oramlarina hazirlanmasi ve M.
aucheri olgunlasmis ve geliskin bazi soganciklarin 1 mg/l NAA, ve 6 g/l agar ile

katilastirilan 1/2 MS (yariya indirgenmis) besin ortaminda koklendirilmesi

Olgunlagsmamis embriyo ve sogan pul yapraklarindan olusan soganlar, sogancik olgunlastirma
ortamlarindan koklendirilen soganciklar topraga aktarilmistir. Daha sonra, birka¢ giin yuksek
nemde (%70-90) tutularak bitkiciklerin hem sartlara uyumu hem de kék sisteminin gelismesi
beklenmis, yasayan bitkiler iklim dolabinda, kompost ve torf igeren kiicuk kiltur kaplarinda
akilimatize edilmistir (Sekil 4.12). Olgunlasmamis embriyo ve sogan pul yapraklarindan
olusan soganciklarin aklimatizasyonu sonucu yasayan ve gelisimine devam eden sogan orani

ortalama %17 olmustur.

53



Sekil 4.12. a) In vitro’da gelisen M. aucheri soganciklarinin iklim odasinda, kompost ve torf

iceren kucuk kulttir kaplarinda aklimatizasyonu

Sekil 4.12. b) In vitro’da gelisen M. aucheri soganciklarinin iklim odasinda, kompost ve torf

iceren kuicuk kaltur kaplarinda aklimatizasyonu
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5. TARTISMA VE SONUC

Doku kultar calismalarinda basarinin temelinde uygun bir ylzey sterilizasyonu yatmaktadir.
Yizey sterilizasyonunda kullanilan dezenfektanin konsantrasyonu ve sterilizasyon siresi,
eksplantin canliligini ve rejenerasyon kapasitesini onemli derecede etkilemektedir (Allan
1991). Bu nedenle doku kultirt calismalarinda, en kisa siire ve en disiik dezenfektan dozuyla
en iyi yuzey sterilizasyonu hedeflenmektedir. Tohum ve eksplant sterilizasyonunda hidrojen
peroksit, civa, gimis nitrat ve antibiyotikler kullanilsa da, diinyada en yaygin ve etkili olarak
sodyum hipoklorit (ticari ¢camasir suyu) dezenfektan olarak kullanilmaktadir. Yildiz ve Er
(2002) keten bitkisinde yaptiklari bir arastirmada sterilizasyon ic¢in en uygun NaOCIl’in %

40’k konsantrasyonunun 10 °C’deki uygulamasindan elde ettiklerini bildirmislerdir.

Her bitki tohumunun bakteri, mantar ve benzeri mikroorganizmalardan temizlenebilmesi igin
gerekli dezenfektan dozu ve sterilizasyon suresi farkhidir. Bu nedenle, dncelikle doku kilturd
calismasina konu olan bitkiye ait en uygun dezenfektan dozu ve sterilizasyon siresinin
belirlenmesi gerekir. Yiksek konsantrasyon ve uzun sireli dezenfektan igerisinde birakilan
tohumlarda cimlenme dustklugi gorilmekte, ayni sekilde ylizey sterilizasyonuna maruz
birakilan eksplantlarin dokulari zarar gorerek rejenerasyon kapasitesi dismekte, hatta

eksplantlar 6lmektedir.

Calismada tim soganlar % 95’lik etanol’de (¢ dakika bekletilmis, %100 ¢amasir suyunda 40
ve 50 dakikalik sterlizasyon stresinde steril edildikten sonra 5 defa steri su ile durulanmistir.
Soyularak atilacak dis pul yaprak sayisi artiriimis, bulasiklik oranini daha da azaltmak icin her
bir sogan igin ayri steril petri (kesim ve pargalama islemlerinde kullaniimak (zere)

kullaniimig, kontaminasyon ortalama %210’ na kadar dustraImustar.

Bitki tdrleri ve kilturi yapilacak bitki kisimlarinin secimi adventif stirgiin gelismesi icin son
derece oOnemlidir. Doku Kkiltira calismalarinda, bitkilerde disik adventif sirgin

rejenerasyonu Karsilasilan en énemli problemlerden biridir. Doku kiltirtinde, uygun eksplant
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secimi, rejenerasyonu etkileyen &nemli faktorlerden olup, her organ ya da dokunun
rejenerasyon kapasitesi farklidir. Bitki buyume duzenleyicileri in vitro kdiltirde bitki
rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktorlerin basinda gelmekte olup oksin-stokinin dengesi,
yuksek oranda bitki rejenerasyonu icin sarttir. Bu proje kapsaminda da M.aucheri tlrlne ait 4

yaprakli pul yapraklari ve olgunlasmamus embriyolar kullaniimistir.

Olgunlasmamis embriyolar ile yapilan ¢alismalarda tim ortamlarda, %1001k kallus olusumu
gorulmustir. Strgln olusturan eksplant yizdesi (%100) en fazla 1 mg/l KIN, 2 mg/l BAP ve
0.25 mg/l IBA igeren besin ortaminda elde edilirken, eksplant basina en yiksek sogan sayisi
(18.3 adet) 0.5 mg/l KIN, 2 mg/l BAP ve 0.25 mg/l IBA uygulamasindan elde edilmistir.
Uranbey vd (2009), farkli sogancik tesvik ortamlarinda (BAP x 1AA, KIN x 1AA, Zeatin X
NAA ve TDZ x NAA) kilture alinan M. aucheri embriyolarindan en yulksek eksplant basina
sogan sayIsl (32 adet) 1 mg/l BAP ve 0.50 mg/l IAA uygulamasindan elde edilmistir.

Genel olarak bakildiginda, olgunlasmamis embriyolarin son derece uygun embriyonik kallus
olusturdugu ve bu kalluslar Gzerinde somatik embryogenesis yoluyla ¢ok sayida siirgiin ve
sogancik meydan geldigi gorulmistir.Ylksek oranda in vitro sogancik dretimi igin
olgunlasmamis embriyolarin ¢ok uygun eksplant oldugu soylenebilir. Benzer olarak,
olgunlasmamis embriyolar kullanilarak yiiksek oranda bitki rejenerasyonu bugday (Vasil vd
1993), bezelye (Ozcan vd 1993), Korunga (Ozcan vd 1996), macar figi (Sancak vd 2000) ve
misir (Ozcan 2002) gibi birgok bitki tiiriinde rutin olarak elde edilebilmektedir. Sternbergia
candida ve S. fischeriana tirlerinde tek bir olgunlasmamis embriyo eksplantindan 1 yil
icerisinde ortalama 80 adet sogancik tretimi gerceklestirilebilmistir (Arslan vd 2002; Mirici
vd 2005).

Sogan pul yapraklari, 2 mg/l 2,4-D, 40 g/l mannitol olmak U(zere degisik oran ve

kombinasyonlarda sitokinin (BAP, Kinetin, TDZ), GA; ve oksin ( 1AA, IBA ) ve

katilastirici olarak 2 mg/l agar iceren besin yerlerinde kultire alinmistir. Bitin besin

ortamlarinda pul yaprak eksplantlarin tamaminin kallus olusturdugu gorilmusttr. Eksplant

basina en yiksek sogan sayisi (51.7 adet) 2.0 mg/l KIN + 0.2 mg/l IBA igeren ortamda
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saptanmistir. Uranbey vd (2009), M.aucheri’de ise en yiiksek eksplant basina sogancik sayisi
(34.5 adet) iki pul yaprakli eksplantlardan 1 mg/l KIN iceren MS besin ortamindan elde
ederken, dort pul yaprakli eksplantlardan ise en yuksek eksplant basina sogancik sayisi (41

adet) 2 mg/l KIN iceren MS besin ortaminda elde etmislerdir.

Muscari tdrleri ile dinyada sinirli sayida doku kuoltirl calismasi vardir. Saniewski ve
Puchalski (1987) dusuk konsantrasyonlu Jasmonik acitin Muscari italika turlerinde buyumeyi
geciktirdigi, buna karsilik yiksek konsantrasyonlardaki BAP’In sogan blyuklugina artirdigi
belirlenmistir. Kromer ve Kukulczanka (1992), M.botryoides’de yaptigi calismada,
rejenerasyon ve sogan sayisi bakimindan en iyi besin ortamini 0.2-2 mg/l IBA ve 1-2 mg/l
BAP kombinasyonu oldugunu ve % 56 rejenerasyon sagladigini bildirmistir. Suzuki ve
Nakano (2001) Muscari armeniacum’da 2-4,D, NAA ve pikloram iceren ortamda yiksek
oranda kallus olusumu meydana geldigini bildirmislerdir. Buyuk, sarimsi ve nodular kallus
olusu 4.5 uM 2-4,D, 54 mM NAA iceren ortamda baslamis, nodular kalluslar 0.44-44 uM

IBA iceren ortama transfer edildiginde, yiuksek oranda strgiin olusumu meydana gelmistir.

Ozel (2008), M. muscarimi, M. macrocarpum, M. neglectum ve M. adilii tirlerinin in vitro
cogaltimi icin yaptigl calismada, M. muscarimi’de en fazla sogan 19 adet ile 4 mg/l BAP ve 2
mg/l NAA iceren MS ortaminda, M. macrocarpum’da en fazla sogan eksplant basina 6 adetle
2 mg/l KIN ve 0,5 mg/l NAA iceren MS ortaminda, M. neglectum’da en fazla sogan 8,25
adetle 0,1 mg/l TDZ ve 2 mg/l NAA igeren MS ortaminda, M. adilii’de ise, en ¢ok sogan
15,75 adet ile 4 mg/l BAP ve 0,5 mg/l NAA igeren MS ortamindan elde etmistir. Goruldugi
gibi, BAP ve KIN ile diger oksin kaynaklarin olusturulan kombinasyonlarda pul yapraklardan
yuksek oranda sogancik olusumunun meydana geldigi pek ¢ok ¢alismada rapor edilirken, bu

calismada da parallel sonuglar elde edilmistir.

Genel olarak bakildiginda her iki tiirde de pul yapraklari, olgunlasmamis embriyolardan daha
kisa strede ve daha yiliksek frekansta sognacik Grettigi gorilmustir. Bitkilerde rejenerasyon
kabiliyeti genotip ile yakindan iliskilidir. Ewing vd (1985) ve Shimamoto vd (1989) doku
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kiltarinde kullanilan eksplant ile genotipin adventif siirgiin rejenerasyonu tzerinde biyuk bir

varyasyon meydana getirebilecegini bildirmislerdir.

Sonug olarak, M. aucheri ‘de doku kulttru teknikleriyle bu tlrler Gzerinde yapilan in vitro
hizli cogaltim calismalari yapilarak ve olgunlasmamis embriyolar ve sogan pul yapraklari
kullanilarak yiiksek frekansta in vitro sogancik Gretimi saglanmistir. Uretilen soganciklar
daha sonra koklendirilerek aklimatize edilmis, tarla sartlarina aktarilmaya baslanmistir. Elde
edilen sonuclar, endemik ve tehlike altinda bulunan ve sus bitksi potansiyeli olan M. aucheri

tlrd icin son derece énemlidir.
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