1.GIRIS

Tiirkiye gerek farkli iklimlere sahip olmasi gerekse ii¢ floristik bolgenin kesisme
noktasinda bulunmasi sebebiyle bitki tiirlerinin ¢oklugu bakimindan diinyanin zengin
tilkeleri arasindadir (Atalay 1994, Arslan vd. 2002). Siis bitkileri yetistiriciliginde
de uygun iklimsel ve cografi kosullari, stratejik konumu ve ucuz is giiciine sahip
olmas1 gibi nedenlerle 6nemli avantajlara sahiptir (Orta Anadolu Siis Bitkileri ve

Mamiilleri Thracatgilar1 Birligi, 2011 Sektdr Raporu).

Siis bitkileri sektorii, ekonomiye biiyiik katkilar1 bulunan, ciddi ihracat potansiyeli olan,
kiiciik veya biiyiik arazilerde iiretim yapilabilen bir sektordiir. Ozellikle son yillarda siis
bitkileri birgok iilke i¢in onemli bir konuma gelmistir. Sektérde en alt diizeye kadar
uzmanlagma, iiretim, pazarlama ve tiiketim konular1 endiistriyel iirtinler gibi ele alinmig
ve uretimde siireklilik ve teknoloji kullanim diizeylerinde ulasilan nokta bu sektdriin

*“Siis Bitkileri Endiistrisi’’ adiyla anilmast ile sonuglanmigtir (Karagiizel 2006).

Tiirkiye var olan ekolojik tistiinliikleri kullanarak, genisleyen AB kapsamindaki biiyiik
tedarikgi tiye iilkelere yakinlik avantajini kullanarak, iiye iilkelere yapacagi ihracatta
yiiksek gelir elde etme sansma sahiptir. Ozellikle iiriinde gesitlilik saglanmasi, iiretim,
kalite ve standartlarda saglanacak gelismeler siis bitkileri ihracatinda Tiirkiye’yi daha

Iyi bir konuma getirecektir (Saymn 2004).

Bu sektore gereken Onemin verilmesi, endemik tiirlerin korunmasi, bu tiirlerin
cogaltilmasi i¢in ¢alismalarin yogunlagmasi ve nitelikli eleman yetistirilmesi ile birlikte
saglanan istihdamla, igsizlik oraninin yiiksek oldugu iilkemizde, issizlik oraninin

diismesine de katkida bulunulacaktir.



Cizelge 1.1

Diinya

Sus

Bitkileri

Thracati

ve  Tirkiye’nin  Yeri

(www.pathfastpublishing.com from Eurstat, USDA & Customs and Excise)

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 Belgika 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 Giiney Afrika 42.252
22 Tiirkiye 45.499
23 Tayland 31.222
TOPLAM 9.067.821

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

Diinya Siis Bitkileri Thracat: ve Tiirkiye’nin Yeri ¢izelgesinde iilkelerin siis bitkisi

thracatindan elde ettikleri gelirler avro (Euro) cinsinden verilmistir. Hollanda yaklasik

4,7 milyar avro ihracat geliri saglarken diger iilkelerin bu rakamin ¢ok daha altinda

ihracat getirisine sahip olduklar1 goriilmektedir. Hollanda’min yaninda Italya,

Danimarka, Kolombiya ve Kanada ilk bes siray1 paylasmislardir. Yirmi bes iilkenin siis

bitkileri ihracatindan aldiklar1 paylarin yer aldigi ¢izelgede Tiirkiye 21. sirada yer

bulabilmigtir. Listede yer alan bazi {ilkelerin gelismislik acisindan Tiirkiye ile

kiyaslandiginda hayli geride olduklar1 hesaba katilirsa Tiirkiye’nin siis bitkilerinin

yetistirilmesi ve ihra¢ edilmesinde yeterli mesafe kaydetmedigi anlasilacaktir.

Yillara gore siis bitkileri ihracat1 Cizelge 2°de verilmistir.




Cizelge 1.2. Tiirkiye Siis Bitkileri Ihracati

YILLAR Deger (1.000 Dolar)
2006 40.522
2007 46.447
2008 45.499
2009 49.150
2010 56.053.428
2011 75.956.612
2012 73.028.456

(Kaynak: TUIK 2012)

Yukaridaki Tiirkiye Siis Bitkileri Thracati verilerini inceledigimizde yillar itibari ile
ihracatin artma egiliminde oldugu goriilmektedir. 2006-2012 yillar1 arasinda ihracatin
neredeyse iki kat artig gdstermesi, zamanla siis bitkisi ticaretine ilginin arttigmin bir

gostergesidir.

Tiirkiye’de iiretilen kesme ve siis bitkileri ihracat yapan illere baktigimizda en ¢ok
ihracatin Antalya, Istanbul, Izmir ve Yalova illerinde oldugu goriilmektedir. Belli bash
illerde siis bitkileri iiretiminin ve ihracatinin yogunluk gostermesi, iilke genelinde siis
bitkileri sektoriinlin istenen seviyeye gelemedigini gostermektedir. Cigek kullanim

tiirlerine gore Tiirkiye’nin siis bitkileri ihracati Cizelge 1.3’ de verilmistir.



Cizelge 1.3. Mal grubuna gore Tiirkiye’nin siis bitkileri ihracati (DTM, TUIK )

MAL o
GRUBU DEGER (1.000 ABD Dolari)
Degisim
2006 2007 2008 2009 (2010 2011 2012* (%)
YILLAR
2010/2011
Cicek
2.645 12917 |[3.011 2554 (1.809 |(2.305 |1.831 |27
soganlari
Canh
o 7.941 110.871 (12.371 16.388(22.121 |40.182 |26.283 |81
bitkiler
Kesme
23.482 |26.588 |24.356 24.381(26.274 |27.182 (22.257 |3
cicekler
Yosunlar
ve agac¢|6.453 |6.071 |5.759 5.826 [(5.879 [6.287 |4.421 |7
dallar
Toplam  |40.522 |46.447 |45.499 49.149156.085 [76.322 (54.794 |36

(Kaynak: TUIK 2012)

Stis bitkisi tipine gore Tiirkiye siis bitki ihracatinin bakildiginda, yillara gore
degismekle birlikte yaklagik 3 milyar dolar geofit ihracatinin yapilmakta olup bunun son
derece yetersiz oldugu goriilmektedir. Biyolojik zenginliklerimiz igerisinde yer alan
bitki gruplarindan her biri ayr1 bir giizellikte ¢igege sahip olan tiirlerin yer aldig
yumrulu ve soganlh bitkiler (geofitler) grubudur. Toprak altindaki kdkleri sogan, yumru
ve rizomlardan olusan ve ‘Geofit’ olarak tanimlanan ¢igekli bitkiler her renkten tiiri ile
Tiirkiye’nin en giizel ve narin dogal bitki zenginliklerindendir. Tiirkiye’de 688 adet
geofit bulunmaktadir. Bu sayi iilkenin florasinin %6 sindan fazlasini olusturur (Mathew

and Baytop 1984, Ozhatay 2003).

Dogadan sokiilerek toplanan Dogal Cigek Soganlarimin 2014 Yili Ihracat Listesi
Hakkinda Tebliginde Degisiklik Yapilmasina Dair Teblig (ise resmi gazetede
yayimlanmistir (Cizelge 1.4.). Geofitlerin ¢ok biiyiik bir kism1 Liliaceae, Iridaceae ve
Amaryllidaceae familyalarina dahildir



Cizelge 1.4. 2014 yili dogal ¢i¢ek soganlarinin ihracat listesi tablosu

O]

Dogadan Toplanmak Suretiyle ihrac
Edilmesi Yasak Olan Cicek Soganlari

()

ihracati Kotaya Tabi Olan Cicek Soganlar

)
ihracat

Serbest Olan Cicek

Uretimden

Soganlar
Yillik Limit (Adet) Cevre
Tiir Ismi Tiir fsmi Doga Biiyiitme | Uretim Uzunlugu | Tiir fsmi
(cm)
1. Allium (Yabani sogan) tiirlerinin | 1. Anemone blanda 1. Lilium candidum
. 5.000.000 | - - 4
hepsi (Yogurt ¢igegi) (Miszambag)
2. Crocus (Cigdem) tiirlerinin hepsi 2. Arum italicum 2. lris  tuberosum
S . 50.000 - 300.000 6
3. Fritillaria tirleri (F. persica, F.| (vilan yastigr) (Siisen)*
imperalis haric) Arum dioscorides 50.000 - 200.000 6 3. Calla aethiopica
4. Lilium (Zambak) tiirleri (L.candidum 3. Cyclamen cilicium (Kalla)*
ve L. martagon haric) 100.000 | - 200.000 |8
i (Siklamen) 4. Polyanthus tuberosa
5. Muscari (Muskari) tiirlerinin hepsi
) Cyclamen coum (Stimbiilteber)*
6. Sternbergia (Kara ¢igdem) tiirleri 600.000 - 150.000 8
. (Siklamen) 5. Fritillaria persica
(S.lutea harig) |
Cyclamen .
7. Tulipa (Lale) tiirlerinin hepsi y (Adiyaman lalesi)
L . hederefolium - - 2.000.000 |10
8. Eminium tiirlerinin hepsi
Sikl.
9. Biarum tiirlerinin hepsi (Siklamen)
10. Nympheaceae (Niliifer) tirlerinin | + Dragunculus
hepsi vulgaris (Yilan | 50.000 - 300.000 10
11. Orchidaceae (Salep)tiirlerinin hepsi bicag)
12. Arum (Yilan yastigr) tirleri (Arum 5. Eranthis hyemalis 3.000.000 | - R 35
italicum, Arum dioscorides haric) (San kar gigegi)
13. Pancratium maritimum  (Kum | 6. Galanthus elwesii
( . 4.000.000 | 1.000.000 | 1.500.000 |4
zambag1) (Toros kardeleni)
14.  Hyacinthus  orientalis  (Sark | Galanthus woronowii
o . | 2.,500.000 | 1.000.000 |- 4
stimbiilii) (Karadeniz kardeleni)
15. Gentiana lutea (Censiyan) 7. Leucojum aestivum
16. Cyclamen (Siklamen) tirleri (C. | (G&1 sogan) i i 4.000.000 | 7.5
coum, 8. Urginea maritima
C. cilicium ve C. hederefolium harig) (Ada sogani) 10.000 " 5.000 20
17. Galanthus (Kardelen)tiirleri o Geranium
. elwesii . woronowii hari
(G elwesii ve G. woronowi haric) tuberosum  (Deve | 500.000 | - 300.000 |5
18. Iris (Siisen) tiirleri
tabani)
19. Paeonia ( Sakayik ) tiirleri —
. 10. Fritillaria
20. Diger yumrulu ve soganli tiirler . . - - 50.000 10
imperalis (Ters lale)
11. Lilium martagon
- - 2.500 10
(Tiirk zambagi)
12. Sternbergia lutea
(Karagigdem) - - 400.000 6

* Uretimi yapilan egzotik tiirler;( Kaynak

: BUGEM 2014.)




Bitki doku kiiltiirii, aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir hiicre, doku
veya organ gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel {iriinlerin
iiretilmesidir. Yeni ¢esit gelistirmek ve mevcut ¢esitlerde genetik varyabilite olusturmak
doku kiiltiiriiniin temel amagclar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri
genetiksel iyilestirme c¢aligmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta
olan tiirlerin korunmasinda ve ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde, ¢esitli doku
kiltlirii yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir (Babaoglu vd. 2001). Bunun yaninda
hastaliksiz bitki elde edilmesinde meristem kiiltiirii Tiim apikal meristem veya buradan
alinan kii¢clik embriyonik parcalar kiiltiire alinarak uygulanan teknige meristem kiiltiirii
denir (Babaoglu vd. 2001). Organize meristemlerden, heniiz olgunlasmamis veya
olgunlagmasini tamamlamis somatik hiicrelerden (organogenesis veya somatik
embryogenesis) veya indirekt (kallus, protoplast vb.) yollarla bitkilerin ¢ogaltilmasi ve
koklendirilmesi islemine genel olarak mikrogogaltim denilmektedir. Sentetik tohum
tiretimi, Sekonder metabolit iiretimi doku kiiltiiriiniin diger uygulama alanlaridir. Ticari
olrak doku kiiltiirii ile iiretilen tiirlerin baginda geoftler gelmektedir. Geofitlerin doku
kiltiri hizhi gogaltimi tizerine galigmalar 6nem kazanmustir. In vitro teknikleri bitkisel
materyalin ¢ogaltilmasi i¢in uygun bir yapi olarak ortaya ¢ikmig olup, orkide gibi
soganl bitkilerden kisa silirede ¢ok sayida bitki tiretilebilmektedir. Geofitlerde in vitro
calismalar; klonal ¢cogaltim ve tibbi sekonder metabolit iiretimi amaciyla yapilmaktadir.
Bitkilerin ¢ogunun, tohumdan ¢icek acabilecek bir sogan boyutuna ulasabilmesi i¢in 4-5
yila, hatta daha uzun yillara gerek duymalar1 ve bir kisminin da tohum olugturamamasi
sebebiyle sadece vejetatif olarak ¢ogalabildigi g6z onilinde bulunduruldugunda bir takim

hizli cogaltma tekniklerinin bu bitkiler iizerinde gelistirilmesi gereklidir.

Geofitlerin ¢ok biiyiik bir kismu Liliaceae, Iridaceae ve Amaryllidaceae familyalarina
dahildir. Geofitlerin gekeneksel yontemlerle klonal ¢ogaltimi Tiirkiye’de Arum, Lilium,
Sternbergia, Leucojum, Galanthus, Fritillaria, Cyclamen gibi cinslere ait baz tiirlerde
yapilmaktadir. Liliaceae familyasi diinyada yaklasik 250 cins ve 3500 tiir ile temsil
edilmektedir (Satyl ve Akan 2006). Ulkemizde ibu familyaya ait se 36 cins ve 461 tiir
mevcuttur (Erik ve Tarykahya 2004).



Birgogunu endemik tiirlerin olusturdugu geofitlerden birisi olan Hyacinthella genusu da
Bu Akdeniz bolgesinde yayilis gosteren ve diinyada 17 tiirle temsil edilen soganh bir
cinstir (Arslan 2004). Tiirkiye'de ise 10 tiir ve 1 hibrit (H. micrantha x H. heldreichii)
ile temsil edilmektedir. Bu tiirlerden H. acutiloba K. Persson & Wendelbo ve H.
nervosa (Bertol.) Chouard tiirleri hari¢ diger 8 tiir endemik olup, endemizm orani
%80'dir (Davis 1988, Giiner ve ark. 2000). Bu cinsin tiirleri, park ve bahgelerde siis
bitkisi olarak kullanilmaktadir (Zomlefer 1993).Tiirkiye’de 10 adet Hyacinthella tiirti

mevcuttur;

a) Hyacinthella hispida (J. GAY) CHOUARD

b) Hyacinthella heldreichii (BOISS.) CHOUARD

¢) Hyacinthella lazulina K. M. PERSS. ET JIM. PRESS

d) Hyacinthella glabrescens (BOISS.) K. PERSSON ET WENDELBO
e) Hyacinthella campanulata K. PERSSON ET WENDELBO

f-) Hyacinthella micrantha (BOISS.) CHOUARD

g-)Hyacinthella lineata (STEUDEL) CHOUARD

h-)Hyacinthella acutiloba K. PERSON ET WENDELBO
1-)Hyacinthella nervosa (BERTOL.) CHOUARD

i-)Hyacinthella siirtensis MATHEW

Hyacinthella hispida (J. GAY) CHOUARD: Cok yillik otsu bir endemik tiirdiir.
Ciceklenmesi 2-4 yil siirmekte, genel olarak ¢aliliklar, tasli yamaglar, kalkerli ¢agillik,
kalkerli kayaliklarda bulunmaktadir (Sekil 1.1.). Genel olarak iilkemizde Adana, igel ve
Hatay illerinde yayilis gdstermektedir.

Sekil 1.1. Hyacinthella hispida nin dogal alandaki gériiniimii

(http://www.turkiyebitkileri.com)
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http://www.turkiyebitkileri.com/
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Sekil 1.2. Hyacinthella hispida’nin Anadolu’daki yayilis1 (http://tubives.com)

Hyacinthella heldreichii (BOISS.) CHOUARD: Cok yillik otsu endemik bir bitkidir.
Genel olarak kalkerli gakillik, Pinus orman agikliklari, tepelerin kiregli boliimlerinde
bulunmaktadir (Sekil 1.3.). Genel olarak iilkemizde Antalya, Burdur, Isparta, igel ve
Konya illerinde yayilis gdstermektedir.

Sekil 1.3. Hyacinthella heldreichii (http://www.picsearch.com)



—

Sekil 1.4. Hyacinthella heldreichii’nin Anadolu’daki yayilisi(http://tubives.com)

Hyacinthella lazulina K. M. PERSS. ET JIM. PRESS. Cok yillik otsu endemik bir
bitkidir. Genel olarak agik tasli yerler, Quercus coccifera ve Juniperus caliliklari, derin
loaml1 veya tash turflarda kayalik kiregtasi yamaclar, cogu kez iyi nemli yerlerde
bulunmaktadir.(Sekil 1.5.) Genel olarak iilkemizde Igel ve Konya illerinde yayilis

gostermektedir.

Sekil 1.5. Hyacinthella lazulina nin dogal alandaki goriiniimi
(http://www.picsearch.com)



=

Sekil 1.6. Hyacinthella lazulina’nin Anadolu’daki yayilis1 (http://tubives.com)

Hyacinthella glabrescens (BOISS.) K. PERSSON ET WENDELBO: Cok yillik otsu
endemik bir bitkidir. Genel olarak Pinuslarin altindaki kuru yamaglar, kalkerli ¢agillik,
kil, eriyen karlar yasam alanlaridir (Sekil 1.7.) Genel olarak iilkemizde Adana,icel ve

Nigde illerinde yayilis gostermektedir.

Sekil 1.7. Hyacinthella glabrescens (http://www. alpinegardensociety.net)
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Sekil 1.8. Hyacinthella glabrescens’in Anadolu’daki yayilisi(http://tubives.com)

Hyacinthella campanulata K. PERSSON ET WENDELBO: Cok yillik otsu endemik
bir bitkidir.Genel olarak tasli tepe kenarlari, kalkerli ugurumlarda bulunur (Sekil 1.9.)

Genel olarak iilkemizde Konya ilinde yayilis gosterir.

Sekil 1.9. Hyacinthella campanulata’nln ogal alandaki gorinimii
(http://www. garden-living.blogspot)
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Sekil 1.10. Hyacinthella campanulata’nin Anadolu’daki yayilist (http://tubives.com)

Hyacinthella micrantha (BOISS.) CHOUARD: Cok yillik otsu endemik bir bitkidir.
Genel olarak kiregtas: tlizeri, agik giinesli taslik zeminler, otlatilmis yerlerde bulunur
(Sekil 1.11.) Genel olarak iilkemizde, Bolu, Kastamonu, Amasya, Ankara, Corum,

Samsun illerinde yayilis gosterir.

Sekil 1.11. Hyacinthella micrantha nin dogal alandaki goriinimii
(http://www.picsearch.comHyacinthella-pictures.html)
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Sekil 1.12. Hyacinthella micrantha’nin Anadolu’daki yayilisi(http://tubives.com)

Hyacinthella lineata (STEUDEL) CHOUARD: Cok yillik otsu endemik bir bitkidir.
Genel olarak yayilis1 Quercus coccifera caliliklari, Pinus nigra altlari, kumlu ve kayali
asirt otlanmig yamaglardir (Sekil 1.13.) Genel olarak {ilkemizde Bolu, Denizli,
Eskisehir, Izmir, Kiitahya, Manisa ve Usak illerinde yayilis gosterir.

-

Sekil 1.13. Hyacinthella lineata 'nin dogal alandaki goriiniimii
(http://www.picsearch.com)
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Sekil 1.14. Hyacinthella lineata nin Anadolu’daki yayiligi (http://tubives.com)

Hyacinthella acutiloba K. PERSON ET WENDELBO: Cok yillik otsu bir bitkidir.
Genel olarak yayilisi Quercus galiliklari, kalkerli kayali yamaglar, gipsli tepelerdir
(Sekil 1.15.). Genel olarak iilkemizde Erzincan, Kayseri, Malatya ve Sivas illerinde

yayilis gostermektedir.

Sekil 1.15. Hyacinthella acutiloba (http://www. agaclar.net)
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Sekil 1.16. Hyacinthella acutiloba 'nin Anadolu’daki yayilisi(http://tubives.com

Hyacinthella nervosa (BERTOL.) CHOUARD: Cok yillik otsu bir bitkidir. Genel
olarak yayilis alan1 beyaz tebesirli alanlar, acik step yamaglari, kiregli topraklar, kalkerli
kayali yamaglardir (Sekil 1.17.). Genel olarak iilkemizde Gaziantep ve Sanliurfa
illerinde yayilis gosterir.

Sekil 1.17. Hyacinthella nerosé (http://www.) pacificbulbsociety.org)
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Sekil 1.18. Hyacinthella nervosa’nin Anadolu’daki yayilis1 (http://tubives.com)

Hyacinthella siirtensis MATHEW: Cok yillik otsu endemik bir bitkidir. Genel olarak
yayilist sistli kirag topraklardir (Sekil 1.19.). Ulkemizde Mardin, Siirt ve Sanlwrfa

illerinde yayilis gosterir.

Sekil 1.19. Hyacinthella siirtensis min dogl alandaki goriinimii
(http://www.picsearch.com)
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Sekil 1.20. Hyacinthella siirtensis’in Anadolu’daki yayilisi(http://tubives.com)

Hyacinthella tiirleri iginde kaybolma tehlikesi yiiksek olan ve giizel ve gosterisli gigekleri ile en
onemli tiir olan Hyacinthella micratha (BOISS.) CHOUARD. tiiriiniin Tiirkiye florasindanda
yer almakta olup, endemik bir tiirdiir. Tiirkiye’de daha ¢ok kiregtasi tizeri, agik glinesli tashik
zeminler, otlatilmis yerler ve A3, A5, B4 gelisim karelerinde yer alan bu tiirde en ¢ok yayilim
gosterdigi  iller Cankiri, Amasya, Corum, Samsun ve Ankara il sirlaridir.
(http://turkherb.ibu.edu.tr/index.php?sayfa=1&tax_id=9148). Hyacinthella micratha, Yyavru
sogan olusturabilnek i¢in 1 yil hatta daha uzun yillara gerek duymalar1 nedeniyle bir
takim hizli ¢ogaltim ve alternative tiretim tekniklerinin bu bitkiler iizerinde
gelistirilmesi gereklidir. Bu c¢alismanin da amaci; Bir cogunun endemik tiirlerin
olusturdugu Hyacinthella genusu iginde endemik bir tiir olan ve sinirl bir alanda yayilis
gosteren ve siis bitkisi olarak ekonomik ©&neme sahip olabilecek Hyacinthella

micratha nin in Vitro hizl ¢ogaltimi ve bu baglamda bu tiiriin korunmasidir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Son yillarda bazi1 yumrulu, soganlu, rizomlu ve korm olusturan geofit tiirlerinde fakl
eksplant kaynaklar1 kullanilarak yapilan in vitro klonal ¢ogaltim c¢alismalarinda

asagidaki sonuglar elde edilmistir.

Tang(1995), F. ussuriensis tiiriinde, in vitro kosullarda elde edilmis olan yapraklarin
karanlik kosullarda MS ortaminda kiiltiire alinmasiyla bir ay icerisinde agik sar1 renkli
kallus gelisimi saglanmistir.2 mg/l 2,4-D, 0,5 mg/l BA, 0,5 mg/l Kinetin ve 500 mg/I
kazeinhidrolizat iceren MS ortaminda, 28 giin sonra kalluslar iizerinde somatik
embriyolar goriilmeye baslanmis ve bu embriyolar daha sonra 0,5 mg/l Kinetin ve 100
mg/l kazeinhidrolizat bulunduran N6 ortamina aktarilmistir. Somatik embriyolar daha
sonra 0,1 mg/l NAA igeren MS ortamina aktarilmis ve burada 2 hafta igerisinde saglikli

bitkicige doniismiistiir.

Tang vd. (1995), F. ussuriensis tiiriinde geng yapraklardan hazirladiklart eksplantlari
MS besin ortaminda kiiltire almislardir. Kallus gelisimi iizerine 2,4-D tek basina
kullanildiginda etkenligi diisikk bulunurken, Kinetin ve BA ‘nin birlikte kullanilmasi
halinde kallus gelismi daha iyi olmustur. Kinetin dozu artirildiginda kallus olusumu
daha fazla tegvik edilmistir. Ancak kallus olusumunun en yiiksek oranda elde edildigi
ortam icerisinde 2,4-D,Kinetin ve NAA igeren Ng ortamlarina aktarilmis, burada sekiz
hafta icerisinde adventif soganciklar meydana gelmistir. Soganciklar NAA igeren
ortama alindiginda ise iki hafta sonra koklenme elde edilebilmistir. Somatik
embriyogenesis asamasinda 2,4-D’nin tek basina kullanilmasinin engelleyici etkisinin

bulundugu rapor edilmistir.

Zhang vd. (1995), F. sinica’ya ait geng ¢icek saplarmi 2,4-D, BA ve Kinetin bulunan
MS ortaminda kiiltiire alinmis ve embriyogenik kallus ve sogan elde etmislerdir.Bu
kallus kiiltiirleri organ rejenerasyonu ve somatik embriyogenes icin 1 mg/l NAA, 0,5
mg/l BA igeren ortamda 30-40 giin kiiltiire alinmistir.Genel olarak F.sinica’dan elde
edilen soganlarda 3 yol kullanilmistir. 1. Eksplanttan olusum,2. Adventif tomurcuktan

iiretim ve 3.somatik embriyogenesis.
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Liu vd. (1996), F. taipaiensis’i doku kiiltiirii yoluyla hizli ¢ogaltimin1 yapmislardir.MS
ortamma 1 mg/l NAA ve 3 mg/l BA kullanilan ortamda %93 oraninda kallus ve

sogancik olusumu elde etmislerdir.

Pack vd. (1996), tibbi bitki olarak kullanilan Fritillaria tiirlerinde, eksplant tipi ve
yasinin, kiiltiir ortami bilesiminin (degisik oksin, sitokinin ve sukroz kombinasyonlarina
sahip MS ortamlar1) mikrogogaltim tizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Sogan pul
yapragi eksplanti alinacak ana soganlar kuru depolarda +4 °C’de 2-4 hafta veya nemli
depolarda 10 °C’de 4-6 hafta bekletildikten sonra eksplant alindigin da,in vitro
kosullarda  sogancik olusumu elde edilebilmistir. Pul yapragi eksplantina gore,
bogumlardaki tomurcuklar veya govde segmentleri, daha iyi sogancik olusumu
saglamiglardir. Kinetinin etkinligi de BA’e gore daha yiiksek bulunmustur. Optimum
Kinetin dozu, eksplant tipine gore farklilik gostermekle birlikte, 1-5 mg/l arasinda
degismistir. Govde segmentlerinin sogancik olusturma kapasitesi de eksplant yasina
bagli olarak degisiklik gostermis olup, geng govde eksplantlart bu konuda, yash
segmentlere gore daha iyi sonug¢ Vermistir. En yiiksek ¢ogalma katsayist 20 olmus ve

bu, gévde segmentlerinden elde edilmistir.

Borochov vd. (1997)’'ne gore dormansi bitkiler aleminde olduk¢a yaygin bir
fenomendir. Bunun ornekleri tohumda, apikal ve lateral vejetatif tomurcukta, sogan,
korm ve yumruda goriilmektedir. Dormansi birgok geofitin yillik yasam dongiisiiniin
onemli bir pargasidir. Agaclardaki ¢icek tomurcuklar1 ve tohumun tam tersine geofitler
tim tip dormansilere sahiptirler; endodormansi, paradormansi ve ekodormansi gibi.
Dormansinin mekanizmasinin anlasilmasi ¢ok 6nemlidir. Cilinkii dormat bitkiler strese
diger bitkilere gore daha dayaniklidirlar. Absisik asitin dormansinin baslamasinda ve
devamindaki rolii, giberellilerin de dormansiyi kirdig1 agik olarak bilinmektedir. Bazi
calismalarda etilenin benzer roliinii desteklemektedir. Geofitlerdeki dormansi molekiiler

diizeyde ¢ok az bilinmektedir.

Ohkawa ve Kitajima (1998), F. camtschatcensis L.Ker-Gawl. tiiriinde, sogan pul
yapragl parcalarint in vitro kiltiire almislardir. Biiyiime diizenleyici igeren
veyaicermeyen MS ortami, karanlik/igik 15, 20 veya 25 °C inkiibasyon sicakligi

parametrelerinin kullanildigi; sogancik olusumu igin en uygun kosullar 0,1 mg/l NAA
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ve 0,1 mg/l 24-epibrassinolid ilave edilen MS ortami, 20 °C’de ve karanlikta

inkiibasyon olmustur.

Witomska vd. (1998), F. imperialis L. soganlarina uygulanan sterilizasyon
yontemlerinin yasama ve rejenerasyon oranlari tizerinde Ki etkilerini incelemislerdir.
Soganlar tek asamali olarak kloramin ¢ozeltisi (%2,%4 veya %6) i¢inde bekletilerek, ya
da iki agsamali olarak kloramin Oncesinde %0,2 benomil (Benlate) ¢ozeltisine
daldirilarak sterilize edilmistir. Benomil uygulamasi, enfeksiyon oranini azaltmig
olmakla birlikte, rejenerasyon oranini ve koklenme miktarin1 azaltict etki de yapmustir.
En yiiksek steril eksplant orani, %0,2’lik benomile daldirildiktan sonra %2 oranindaki

kloramin ¢ozeltisinde sterilizasyona tabi tutulan sogancik parcalarindan elde edilmistir.

Gao vd. (1999), F. unibracteata tiirinde yapilan g¢alismada arastiricilar, soganlarin
kiigiik pargalar haline getirilerek besin ortamina dikilmesi sonucunda c¢ogaltilabildigini
bildirmektedirler. 50 giinliik bir kiiltir doneminden sonra olusan soganciklarin
gelistigini, bunun icin en uygun hormon bilesiminin 4,4 n M BA ve 5,71 Mm [AA
oldugunu ve MS besin ortaminin yeterli goriildiigiinii kaydetmektedirler. Geleneksel
cogaltma yoOntemlerine gore 3-50 kat daha fazla c¢ogalma katsayisi elde edildigi
bildirilen arastirmada kiltiirdeki soganciklarin alkoloit ve diger yararli bilesikler
bakimindan igeriklerinin, dogal kosullarda yetisenlerden daha zengin oldugu da

belirlenmistir.

Stabbert ve Niederwieser (1999), tarafindan Lachenalia cinsine ait ii¢ varyetede in vitro
sogan olusumu ve olusan soganlarin topraga aktarilmasinda etkili bir metot
gelistirdikleri bildirilmistir. Yaprak eksplantindan elde edilen siirgiinler diisiik 1sida (4-
15 °C), brrakildiktan 2 hafta sonra sogan olusumunun bagladig1 bildirilmistir. Ayrica,
adventif siirgiinlerin yasinin sogan olusumu igin ¢ok 6nemli oldugu,4 mm den kiigiik
siirglinlerin sogan olusturmadigi ve sogan olusumu icin %3 ile %6 sukroz igeren
ortamlar karsilastirildiginda %6’ nin daha 1yi sonug¢ verdigi belirtilmistir. Soganlarin

toprakta yasama sanslarinin da boyutlari ile dogrudan baglantili oldugu bulunmustur.
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Tan ve Gao (1999), F.unibracteata tiiriiniin yavru soganlarinin ribavirin, jasmonik asitin
metil esteri, brassinolid veya sodyum humat ilave edilmis besin ortamlarinda kiiltiire
alindigimi bildirmislerdir. Calismada ribavirin maddesinin, 6zellikle 10 mg/l dozda

kullanildiginda sogancik olusumunu 6nemli oranda artirdig1 belirlenmistir.

Famelaer vd. (2000), Tulipa praestans tiiriinde soguk, karanlik, 1s1k gibi uygulamalar
yoluyla kallus olusumu basarmislardir. Olgunlagmis ve olgunlagmamis embriyolarin

soguk ile muamelesin sonucu farkli tipte kallus olusumlar1 gézlenmistir.

Shibli ve Ajlouni(2000), endemik Iris’te somatik embriyogenesi kallus, siispansiyon ve
protoplast kiiltiiriinden elde etmislerdir. Kalluslarin alt kiiltiiri 4.5 uM 2,4-D,0,5 p M
Kinetin, 4.5 pM NAA ve 300 mg/l Prolin igeren ortamda, karanlik kosullarda
yapilmistir. Rejenerasyon ortami olarak BA, 2IP,Zeatin ve TDZ (0.4,5.9 VE 135
uM)’nin 0,49 uM IBA ve 0.45 uM 2.4-D ile kombinasyonu ile hazirlanan ortamlar
kullanilmigtir. Maksimum embriyogenesis 4.5 uM BA’da elde edilmistir. Zeatin ve
TDZ’nin embriyogenesis 1lizerinde etkisi olmadigi goriilmistiir.0.2 M Sukroz ve
Glukoz ve Fruktoz ile karsilastirildiginda daha etkili oldugu bulunmustur.4.5u M 2,4-D
iceren ortamda 4 hafta i¢inde siispansiyon kiiltiiriinden gelisen hiicreler 0.2 M sukroz
451 M BA ligeren ortama transfer edildiginde olduk¢a iyi sonuglar (3568
embriyo/ghiicre) elde edilmistir.Calisma sonucunda gelisen embriyolarin %901
koklenerek tam bir bitki haline gelmislerdir.Uretilen bitkilerin ise %95’ dis kosullarda

aktarilmistir.

Hussey (2000), 12 siis bitkisinin in vitro sogan olusturmaya verdikleri tepkiyi
karsilastirmistir. Dokuz tiirde hi¢ kallus olusmadan direkt olarak gdvde dokusundan,5
tirde ovaryumdan,4 tiirde ise yaprak dokusundan bitki gelisimi olmustur. Gladiolus,
Hyacinthus, Muscari, Ornithogalum ve Scilla ‘da MS ortamina hig biiylime diizenleyici
eklemeden bitkicik elde edilmistir. Hippeastrum, Schizoslylis, Sparaxis ve Ipheion’da
ortama oksin eklenerek sonug elde edilmistir. Freesia, Tulipa ve Narcissus’da ise direkt
eksplant {izerinden bitki elde edilememistir.10 tiirde sogan ve korm parcalari
kullanilarak sogancik elde edilmis olsa da bunlarda bulasiklik 6nemli bir engel teskil
etmistir. Tulipa ve Hippeastrum disindaki bitkilerde kallus elde edilmistir. Gladiolus,
Sparaxis ve Schizostylis disindaki tiirlerde ise kallustan bitki olusmustur. Bulunan

farklar bu tiir ve aileler arasinda basit bir iligski olmadigin1 géstermistir.
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Zaidi vd. (2000), soganli ve yumrulu bitkilerde yapilan in vitro c¢alismalari
derlemislerdir. Buradan elde edilen sonuglara gore; besin ortami olarak en fazla MS
besin ortaminin kullanildigini, istenen gelisim siirecine gore (somatik embriyogenesis,
organogenesis ve direkt organogenesis) BAP, Kinetin, 2,4-D gibi biiylime
diizenleyicilerinin farkli kombinasyonlarimin kullanildigini, 2,4-D ‘nin daha ¢ok kallus
olusturmada, diisiik oksin yiiksek sitokinin kombinasyonunun siirgiin olusturmada,
yiiksek oksin diistik sitokinin veya sadece oksinin ise koklendirmede kullanildigi

bildirilmigtir.

Wawrosch vd. (2001) , ¢ok pahali bir tibbi bitki olan Nepal zambag: (Lilium nepalanse
D.Don) i¢in bir hizli ¢ogaltim protokoli gelistirilmistir. Arastiricilar ¢alismalarinda
olgunlagmamis soganlardan hazirlanan ¢ift sogan pul yaprak eksplantlarindan 20 pM
Zeatin iceren MS ortaminda siirgilinler elde etmislerdir. Calismada, bir eksplanttan dort
hafta sonra yediden fazla siirglin olustugu bildirilmistir. Ayrica, %2MS ortaminda, MS

ortamina gore daha iyi sonug verdigi belirtilmistir.

Paek ve Murthy (2002), F. thunbergii’nin sogan pul yapraklari ile yaptiklart
rejenerasyon calismasinda en iyi sonucun 1.62 M NAA veya 4,65 puM Kinetin igeren
MS ortaminda (%]13,7) elde edildigini bildirilmislerdir. Elde edilen soganlar kiiltiir
sonunda 5 °C’ de bes hafta bekletilerek kompost, vermikulit ve perlit (1:1:1) igeren
ortama aktarildiginda 10 mm c¢apindaki soganlarin %100’ {iniin siirglin verdigi tespit
edilmistir. Ayrica, rejenerasyon caligmasina baslamadan 6nce soganlart 10 °C’de 6

hafta bekletmenin rejenerasyonu olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir.

Naik ve Nayak (2005), Ornithogalum virens de sogan pul yapragi kullanilarak kallus
olusumu ve indirekt organogenesis elde etmislerdir. Siirgiin olusumu 1 mg/l NAA ve 2
mg/l BA iceren ortamda saglanmistir. Sogan pul yaprag: ile 2 mg/l 2,4-D igeren MS
besin ortaminda kiiltiire alinan sogan pul yapraklarindan kallus elde edilmistir.
Kallustan siirgiin rejenerasyonu ise 2 mg/l NAA ve 0,5 mg/l BA igeren ortamda en iyi
olmustur. Siirglinlerden kok olusumu hormonsuz MS ortaminda saglanmistir. Rejenere
olan bitkiler MS sivi ortaminda gelistirilmistir. Saksilara bagarili olarak aktarilmistir.
Regenerantlardan olusan soganciklar sukrozu artiritlmis (45-90 g/I) MS besin ortamina

alinmislardir. Direkt sogancik olusumu ise sogan pul yapragindan Img/l NAA, 2 mg/l
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BA ve 60 g/l sukroz igeren ortamda gergeklesmistir. Sogan biiytikligi ise 2 MS’de

artmistir./n vitro 'da olusan soganciklar direkt olarak saksiya aktarilmistir.

Dilik (2006), Semdinli lalesi (F.imperialis) ve Adiyaman lalesi (F.persica)’nin in vitro
sogancik iretiminde govde segmenti (cicek sap1) eksplantlarinin  kullanildigi
denemelerde besin ortami olarak MS temel besin ortami bilesimi olumlu sonuglar
vermistir.1,0 mg/l BA ile birlikte 0,5 mg/l KNA veya NAA kullanimi, sogancik ve
kallus olusumunu saglamistir. ,%6 sukroz yerine, anilan uygulamalara %6 fruktoz veya
%6 glukoz ilave edilmesi, sogancik olusum oranini ve olusan sogancik sayisini

artirmistir.

Dogan-Kalyoncu (2007),Tiirkiye’de endemik olarak bulunan Tulipa sintenisii Baker ve
Tulipa armena’nin olgunlasmamis embriyolarindan ilk kez in vitro sogancik tiretimini
yapmistir. Olgunlasmamis embriyolar farkli oranlarda oksin ve sitokinin iceren MS (tek
asamal1 protokol) ve Ng (4 asamali protokol) besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir.
Kiiltiir baglangicindan 16 ay sonra 4 agamali protokolde T. Sintenesii tiiriinde eksplant
basina ortalama 22,67 adet, T. armena’da ise 16,42 adet sogancik {iretimi
gerceklesmistir. T. sintenesii tiiriinde tek asamali protokol kullanilarak ise 27,10 adet
sogancik elde edilebilmistir. Bu ¢alisma sonucunda T. sintenesii ve T. armena’da sogan
eksplantlarinda goriilen bulagikliktan 6tliri, olgunlasmamis embriyonun in vitro

¢ogaltim i¢in en uygun eksplant oldugu tespit edilmistir.

Karaoglu (2008), Sternbergia cinsine ait Sternbergia candida, S. fischeriana.S.clusiana
ve S. lutea tiirlerinden in vitro sogancik eldesi ve dis kosullara adaptasyonla ilgili
caligmalar yapmustir.S.candida’nin olgunlagsmamis embriyolarindan ve ikili sogan pul
yapraklarindan in vitro kosullarda yiiksek oranda soganciklar elde edilmistir.S.
fischeriana’nin ikili sogan pul yapraklarindan en yiiksek sonug eksplant bagina 10 adet
sogancik ile 1 mg/l BAP ve 0,5 mg/l NAA iceren MS besin ortamindan,olgunlagmamais
embriyolarindan en yliksek sonug ise eksplant basina 2,9 adet sogancik ile 4 mg/l BAP
ve 1mg/l NAA igeren MS besin ortamindan elde edilmistir. S.clusiana’nin ikili sogan
pul yapraklarindan ve olgunlasmamis embriyolarindan sirasiyla; eksplant bagina 2.1 ve
2.2 adet sogancik ile 2mg/l BAP ve 1mg/l NAA igeren MS besin ortaminda en yiiksek

sonuglar elde edilmistir. S. lutea’nin ikili sogan pul yapraklarindan en yiiksek sonug ise
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eksplant basma 15 adet sogancik ile 4 mg/l BAP ve 0,5 mg/l NAA igeren MS besin

ortamindan elde edildigini bildirmistir.

Kapoor vd. (2008), 3- 4 mm boyutundaki kok segmentleri, kokiin ortasindan izole
edilmis, 1-1.5 mg/L naphthalene acetic acid (NAA) ve benzyladenine (BA) igeren MS
besin ortaminda kiiltiire alinmistir. NAA ve BA’nin yalniz kullanildigi durumlarda

sogancik liretimi olmamastir.

Uranbey vd. (2010), M.azureum’da sogan pul yapraklari ve olgunlasmamis embriyo

eksplantindan yiiksek frekansta in vitro sogancik tiretimi gergeklestirilmistir.

Yanmaz vd. (2010), Tunceli sarimsagi (Allium tuncelianum (Kollman) Ozhatay,
Matthews, Siraneci)’nda siirglin ucu ve kok kiiltiirii yaparak bitki rejenerasyonu ve
sogancik  olusumu  lizerine ¢aligmislardir. Farkli  kombinasyonlarada, 4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), naphthalene acetic acid (NAA) iceren besin
ortamlart kok kiiltiirii i¢in, NAA, indole-3-acetic acid (IAA) with benzyladenin (BA) (0,
0.1, 1.0 mg/L iceren MS besin ortami siirgiin kiiltlirii i¢in kullanilmigtir. K6k ucunun
uygun bir eksplant olmadig1 goriiliirken, siirglin ucundan eksplant basina 1-2 siirgiin
elde edilmistir. Besin ortaminda oksin miktari1 diigsmesinin sogancik olusumuna etkisinin

onemli oldugu vurgulanmstir.

Marija vd. (2011), Fritillaria meleagris L. bitkisinde, olgun zigotik embriyolar
kullanilarak somatik embriyogenezis elde etmeyi basarmuslardir. Izole edilen
embriyolar % 3 sukroz, % 7 agar, 250.0 mg/l casein hydrolysate, 250.0 mg/l L-proline,
80 mg/l adenine sulfate ve 1.0 mg/l 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) ya da
thidiazuron (TDZ) iceren besin ortaminda kiiltiire alinmis, 4 hafta sonra TDZ igeren

besin ortaminda embriyonik kallus elde edilmistir.

Bektas vd. (2013), Orchis coriophora L. en yiiksek ¢imlenme orani(% 44.2),
aktiflestirilmis komiir ve 1mg /Lve indol-3-asetik asit icerenOrchimax besin ortaminda
elde edilmistir. Aktif komiir ve 0.25mg /L6-benziladenin igeren Orchimax besin

ortaminin protokorm olusumu i¢in uygunbir ortam oldugubulunmustur.
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Cavusoglu vd. (2013), Crocus sativus L. 1 mg/l IAA igeren MS besin ortami en iyi
yavru korm olusumunu (% 76.7) saglamistir. En iyi koklenme oran1 (% 46.7) ve
eksplant basinakok sayisi(1.5 )120giinde 2mg/l IBA igeren MS besin ortaminda

bulunmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1.Bitki Materyali ve Bitki Toplama Calismalar:

Bu ¢alismada materyal olarak Hyacinthella micranzza 'nin (BOISS.) CHOUARD tiirii
doku kiltiirii ¢alismalart icin ¢igek agma (sonbahar) doneminde Cankiri Ilgaz Kosekoy

mezarligindan toplanmaistir.
3.2. Eksplant secimi

Hyacinthella micrantha nin sogan pul yapraklart doku kiiltiiri ¢alismalarinda
kullanilmistir. Toplama sirasinda kullanilacak olan eksplantin fizyolojik doneminin in
vitro kiiltiire uygunluguna dikkat edilmistir. Soganlar dorde boliinmiis, 2-3 mm
genisliginde 6-7 mm uzunlugunda ve bazal doku iceren 3-4 pul yaprakli sogan

eksplantlar1 kullanilmistar.
3.3. Soganlarin yiizey Sterilizasyonu, izolasyonu ve Kiiltiire Alinmasi

Toplanan soganlarin biiylik bir kismui tarlada kiiltiire alinmis geriye kalan az miktarda
sogan ile yilizey sterilizasyonu denemelerine alinmistir. Steril kabin igerisinde
soganlarin dis pul yapraklar ¢ikartilip atildiktan distaki kurumus kabuklar1 temizlenerek
ve steril su ile yikanmis, sonra kalan sogan parcalari denemelerde kullanilmistir. Dis
kabuklar soyulduktan sonra yarisi kuru sekilde fungusit (N-(trichloromethyl thio)
cyclochox-4 ene-1, 2-dicarboximide) karistirilmis ve kalan 50 adet sogan islatilarak
fungusit ile muamele edilmis ve kurutma kagidinda 24 saat 20 °C’de bekletilmistir.
Soganlar % 95’lik etanol’de iic dakika bekletilmis, daha sonra % 5’lik Sodyum
hipoklorit igeren ve steril suyla degisik oranlarda seyreltilen ticari ¢amasir suyunda
(Axion) 10, 20, 30, 40 d sterilizasyona tabi tutulmustur Sodyum hipokloritin yiizeye
temasini saglamak i¢in 1-2 damla Tween-20 ilave edilmistir. Sogan pul yapraklari, 20

g/L sukroz ve 7 g/L agar igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir.

Yiizey sterilizasyonun optimizasyonunu takiben pull yapraklari, oncelikle 400 mg/Il
kazein, 2.5 mg/l 2,4-D, 2 g/l gelrite ve aktif komiir iceren ve icermeyen temel besin
ortami1 olarak MS, Orchimax ve Lindeman Orchid Besin ortaminda 4-6 hafta siireyle in

vitro kallus olusumu balkimindan karsilastiriimustir. Daha sonra soganlar, g¢esitli temel
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besin ortamlar1 (MS, Orchimax ve Lindeman Orchid Medium), 0.1 mg/l NAA + 40 g/l
sukroz, 1.0, 2.0, 4.0 ve 8.0 mg/l BAP, Zeatin ve 2-iP + 7 g/ 1 agar igren siirgiin ve

sogancik tesvik ortami ortaminda 16 °C’de 3 tekerriirlii olarak kiiltiire alinmistr.
3.4. Besin Ortam ve Kiiltiir Kosullar:

Denemelerde temel besin ortami olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962;), MS,
Orchimax ve Lindeman Orchid Medium (Lindeman 1970), mineral tuzlari ve
vitaminleri kullanilmistir (Cizelge 3.1,2.,3.). Besin ortamin pH’s1, 1 N NaOH ya da HC1
kulllanilarak 5.6-5.8’¢ ayarlanmus ve 121°C, 1,2 kg/cm? basing altinda 20 ya da 25 dk.
stireyle sterilize edilmistir. Biitiin kiiltiirler £16°C’de ve 16 saatlik fotoperiod ile beyaz

floresan altinda gelistirilmistir.
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Cizelge 3.1. MS (Murashige and Skoog 1962) ortaminda bulunan maddeler ve

konsantrasyonlari

Ortamda bulunan maddeler mg/L

Makro besin elementleri | NHsNO3 1650
KNO; 1900
CaCl,.2H,0 440
MgS0,.7H,0 370
KH,PO, 170

Mikro besin elementleri |KI 0.83
H;BO3 6.2
MnS0O4.4H,0 22.3
ZnS04.7H,0 8.6
Na;Mo00,.2H,0 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeSQO,4.7H,0 27.8
Na,EDTA.2H,0 37.3

Vitaminler Inositol 100
Nicotinic Acid 05
Pyridoxine-HCI 05
Thiamine-HCI 0.1
Glycine 2
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Cizelge 3.2. ORCHIMAX ortaminda bulunan maddeler ve konsantrasyonlar1

Mikro besin elementleri mg/I uM
FeNaEDTA 36.70 100.00
H3sBO; 3.10 50.16
Kl 0.415 2.50
MnS0O,4.H,0 8.45 50.00
CuSO4 5 H,0 0.0125 0.05
CoCl;, .6 H,0 0.0125 0.05
Naz MoO4 2H,0 0.125 0.52
ZnS0,4.7H,0 5.30 18.42
Makro besin elementleri mg/l mM
CacCl, 166 1.50
KH2PO4 85 0.62
KNO; 950 94
MgSO4 90.35 0.75
NHsNO3 825 10.31
MES 1000 4.69
Vitaminler mg/l uM
Myo Inositol 100 554.94
Thiamine HCI 10 29.65
Pyridoxine HCI 1 4.86
Nicotinic acid 1 8.12
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Cizelge 3.3. LINDEMANN ORCHID MEDIUM ortaminda bulunan maddeler ve

konsantrasyonlari
Ortamda bulunan maddeler mg/L
Makro besin elementleri
Ca(NOs), 347.20
KH,PO, 135.00
KCI 1050.00
58.98
MgSO4
1000.00
(NH4)2SO04
Mikro besin elementleri |AlCls.6H20 0.56
CuS045H,0 0.02
FeCitrate 440
1.01
H3BO;
0.10
KI
0.05
MnSO,4.H,0 0.03
NiCl,.6H,0 0.57
ZnS04.7H,0
Vitaminler Inositol 100
Nicotinic Acid 05
Pyridoxine-HCI 05
Thiamine-HCI 0.1
Glycine 2
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Cizelge 3.4. Kullanilan biiylimeyi diizenleyiciler ve ¢6ziinme ortamlar1 ve saklanma

kosullar1.
Hormonlar Coziicii Saklama sicakhgi( °C)
Oksinler
1N NaOH +4
NAA
Sitokininler
Zeatin Saf su -20
BAP 1 N NaOH +4
2-1P 1 N NaOH -15- 25

3.5. In vitro’da Uretilen Soganlarin Aklimatizasyonu

Sogan ¢ap1 1.00 cm’tye ulasam soganlar birbirinden ayrilarak, Sogancik Olgunlastirma
Ortami I : MS mineralleri ve vitaminleri + 50 g/l sukroz,, +, 40 g/l mannitol, 1000 mg/I
kazein + 7 g/ | agar; Sogancik Olgunlastirma Ortamu II : Orchimax mineralleri ve
vitaminleri + 50 g/l sukroz + 40 g/l mannitol, 1000 mg/l kazein + 7 g/ | agar, Sogancik
Olgunlastirma Ortamu III . Lindeman Orchid Medium + 50 g/l sukroz,, +, 40 g/l
mannitol sogancik olgunlastirma ortamina aktarilmig, Burada 4-6 hafta bekletilen
yumru ¢apt 1-1.5 cm’ye ulasan soganlar,, iklim odasinda torf iceren kiigiik saksilara

alinmus, yliksek nemde (% 70-90) tutulmaya baslanmistir.
3.6. Istatistiksel Degerlendirmeler

Laboratuvar ve tarla denemeleri, tesadiif parselleri ve tesadiif bloklarinda boliinmiis
parseller deneme desenine gore kurulmustur. Elde edilen veriler Diizgiines vd. (1983)
tarafindan bildirildigi sekilde varyans analizi ve Duncan testi uygulanmistir. Yiizde
degerler istatistiki analizden 6nce ag¢1 degerlerine doniistiiriilmiis (Snedecor ve Cochran

1967) ve tiim istatistiki analizler, MSTAT-C bilgisayar programinda yapilmistir.

31



4. BULGULAR
4.1. Arazi Calismalan

Bu ¢alismada materyal olarak Hyacinthella micrantia nin (BOISS.) CHOUARD tirii
doku kiiltiirii ¢alismalart i¢in ¢icek agma (sonbahar) déneminde Cankiri Ilgaz Kosekoy
mezarligindan daha 6nceden toplanmistir. Cigeklenme periyodu olup, tiiriin teshisi ve
toplanmas1 bakimindan en uygun dénemdir. Dogc.Dr. Arif IPEK Bélgenin florasini iyi
bilen bolgenin vegetasyonunu c¢alismis bir arastiricidir. Kendisinden bitki tiirii ve
bulundugu alanlar hakkinda bilgiler alinmistir. Hyacinthella micrantia nin tiiriiniin
korunmus mezarlik alanlarda ve yamaglarda daha fazla yayilis gosterdigi alanin kuzeye
bakan bolgelerinde ve taglik alanlarda yayildigi goriilmistiir (Sekil 4.1. ve 2). Daha
onceden yapilan sogan toplanmasi sirasinda bulundugu dogal alanda bitki tiiriiniin
varhgmi tehdit etmeyecek diizeyde olmasina dikkat edilmistir. Hyacinthella

micrantha nin  ¢igek morfolojisi bakimindan kolaylikla ayirt edilebilmektedir.

Hyacinthella micranzia’ nin  tag yapraklari genelikle agik mavi ve beyaz renktedir.

Al s RO /ﬂ/ o o '
1. Hyacinthella micrantia nin dogal yayilis gosterdigi Cankir1 Ilgaz Kosekoyii
alanindan goriintii

Sekil 4.
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$$38Sekil 4.2 Dogal vyayilis alaninda Hyacinthella micrantha’nin ¢igegina ait
goriintiiler (Beyaz ¢i¢ekli Hyacinthella micrantha)

33



4.2. Doku Kiiltiirii Calismalar:

4.2.1. Farkh dezenfektan doz ve uygulama siirelerinin kontaminasyon ve sogan

canhhgi iizerine etkileri

Geofitlerde Ozellikle toprak alti organlar1 (sogan pul yapraklari, korm, tuber, rizom)
eksplant olarak kullanildigindan, bulasiklik riski ¢ok yiiksektir. MS besin ortaminda
kiiltire alinan bazi sagan pul yapraklarin da 4-7. glinden itibaren bakteri ve fungus
bulagiklig1 goriilmiistiir. Erken donemde kontaminasyon goriilen eksplantlar kiiltiirden
uzaklastirilmistir. 30. giinde bulasiklik olmayan eksplant oranlari ile canlilik oranlari

Cizelge 4.1.”de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Farkli dezenfektan dozu ve siiresinin. Hyacinthella micrantia’ sogan pul
yapraklarinin canlilig1 ve kontaminasyonu orani iizerine etkileri

Doz (%) Siire(dakika) Canlilik(%) Bulagiklik oran1 (%)
10 10 100 50
20 10 100 60
40 10 100 100
50 10 90 100
10 20 100 80
20 20 80 50
40 20 70 100
50 20 80 60
10 30 100 80
20 30 100 90
50 30 80 50
10 40 100 50
20 40 100 30
40 40 80 20
50 40 90 50
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Yiizey sterilizasyonunda kullanilan dezenfektanin konsantrasyonu ve sterilizasyon
siiresi, eksplantin canliligini  ve rejenerasyon kapasitesini Onemli derecede
etkilemektedir (Allan, 1991). En kisa siire ve en diisiik konsantrasyon da maksimum
ylizey sterilizasyonu ve canlilik ana hedeftir. 30. giinlin sonunda yiizey sterilizasyonuna
maruz birakilan tiirde siire artirildikga biitiin dozlarda kontaminasyon oraninin azaldigi
goriilmistir. % 40 dezenfektan dozu ve 40 dakikalik sterilizasyon siiresinin
kontaminasyon bakimindan uygun oldugu goriilmiistiir. Ayrica ana hedef minimum
kontaminasyon, maksimum doku canlilig1 oldugundan, ayn1 dozlarda canliligin % 80
oldugu saptanmistir. % 40 dezenfektan dozu ve 40 dakikalik sterilizasyon siiresinde
kontaminasyon % 20’lerekadar diismiistiir. Yiizey sterilizasyonuna maruz birakilan
sogan eksplantinda, dezenfektan dozu ve uygulama siiresi artirildiginda, canlilik
oraninda Ozellikle yiiksek siirelerde azalmay goriilmiistiir. Bulasiklik oranin1 daha da

azaltmak i¢in her bir sogan i¢in ayr steril petri kullanilmistir.

4.2.2. Hyacinthella micrantha’nin sogan pul yapraklarmm in vitro da Kkiiltiire

alinmasi ve embriyonik kallus olusumu

Sogan pul yapraklari, ¢esitli temel besin ortamlarinda (MS, Orchimax ve Lindeman
Orchid Medium) farkli oranlarda BAP, Zeatin ve 2-iP, 400 mg/l kazein, 2.5 mg/l 2,4-
D, 2 g/l gelrite ve aktif komiir igeren ve icermeyen besi yerlerinde 4-6 hafta siireyle in
vitro kallus olusumu balkimindan karsilastirilmustir. Bu amagla her bir farkli temel

besin ortaminda benzer oksin ve diger bilesikler eklenmistir.

Eksplant sayisina gore 3 tekerriir altina diisen ortamlar, deneme konusundan

cikarilarak, denemeler tekrarlanmistir.

Embyonik kallus olusumu tesvik ortami 1A : MS mineralleri ve vitaminleri, + 400 mg/I

kazein, 2.5 mg/l 2,4-D ve 2 g/l gelrite

Embyonik kallus olusumu tesvik ortami IB : MS mineralleri ve vitaminleri, 1 g/l aktif

komiir + 400 mg/1 kazein, 2.5 mg/1 2,4-D ve 2 g/l gelrite

Embyonik kallus olusumu tesvik ortami IIA : Orchimax, + 400 mg/l kazein, 2.5 mg/I
2,4-D ve 2 g/l gelrite
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Embyonik kallus olusumu tesvik ortami IIB : Orchimax, 1 g/l aktif komiir + 400 mg/1

kazein, 2.5 mg/l 2,4-D ve 2 g/l gelrite

Embyonik kallus olusumu tesvik ortami IIIA . Lindeman Orchid Medium, + 400 mg/I

kazein, 2.5 mg/l 2,4-D ve 2 g/l gelrite

Embyonik kallus olusumu tesvik ortami I1IB: Lindeman Orchid Medium, + 400 mg/I

kazein, 1 g/ aktif komiir, 2.5 mg/l 2,4-D ve 2 g/l gelrite

3-4 pul yaprakli yaprakli sogan eksplantlarin kiiltiire alidiktan yaklasik 15-20 giin sonra
genislemeye basladig1 goriilmiistiir. Yaklasik 2.0-3.5 cm ¢apina ulasan pul yapraklarin
once kenarlarinda daha sonra tiim etrafinda yogun bir kallus olusumu goriilmiistiir

(Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Kiiltira alindiktan yaklasik 4 hafta sonra embriyonik kallus olusturan sogan pul
yapraklarinin etrafinda Embyonik kallus olusumu tesvik ortaminda kallus olusu
baslamis 4-6 haftalar arasinda bazi eksplantlarda globular, kalp ve torpedo sathasinda
embriyonik kallus olusumu goézlemlenmistir. Embyonik kallus olusumu tesvik
amaciyla Kkullanilan tim temel besin ortamlarinda ortamlarinda 3-4 pul yaprakli
eksplantlarin biiylik cogunlugunun kallus olusturdugu goriilmiistiir Cizelge 4.2. Kiiltiire
alindiktan yaklasik 6 hafta sonra gevsek yapili kalluslar sogancik gelistirme ortamina

transfer edilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli temel besin ortami ve aktif komiiriin pul yapraklarindan in vitro
embriyonik kallus olusturan eksplant orani iizerine etkileri

Besin ortamlari Embriyonik kallus
olusturan eksplant
orani (%)

Embyonik kallus olusumu tesvik ortami IA 83,3

Embyonik kallus olusumu tesvik ortami ITA 100

Embyonik kallus olusumu tesvik ortami II1IA 90

Embyonik kallus olusumu tesvik ortami IB 100

Embyonik kallus olusumu tesvik ortami I1B 100

Embyonik kallus olusumu tesvik ortami I1IB 100
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Sekil 4.3. Aktif komiir iceremeyen embriyonik kallus olusumu tesvik 1A, 1A ve IIIA
besin ortaminda kiiltiir baslangicindan 2 hafta sonra 3-4 pul yaprakli
eksplantlar
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Sekil 4.4. Aktif komiir iceren embyonik kallus olusumu sirastyla 1B, ve I11B besin
ortaminda kiiltiir baglangicindan 2 hafta sonra 3-4 pul yapraklu eksplantlar
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Sekil 4.5. Aktif komiir iceremeyen Embyonik kallus olusumu tesvik sirasiyla 1A, 1A
ve IITA besin ortaminda kiiltiir baslangicindan 4-6 hafta sonra yogun
embriyonik kallus olusumu
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Sekil 4.6. Aktif komiir iceren embyonik I;alias olusuﬁiu tesvik IA ve I11A besin
ortaminda kiiltiir baslangicindan 4-6 hafta sonra yogun embriyonik kallus
olusumu

Her li¢ temel besin ortaminda da aktif komiir igeren besi yerlerinin daha fazla oranda
ve rejeneratif yapida kompak yapida embyonik kallus olusumu gozlemlenmistir. Aktif
komiir icermyen besi yerlerinde ise olusam kalluslarin daha gevsek yapili ve camsi
oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle her {i¢ temel besi ortami i¢in kallus tesvik ortami

olarak aktif komiir i¢eren besi yerlerinin kullanilmasina karar verilmistir.
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4.2.3. Hyacinthella micrantha sogan pul yapraklarindan adventif siirgiin ve

sogancik olusumu

Embyonik kallus olusumu tesvik ortamindan transfer edilen pul yapraklari, asagidaki

temel besin ortamlarinda (MS, Orchimax ve Lindeman Orchid Medium)

Sogancik Geligtirme Ortami I: MS mineralleri ve vitaminleri + 0.1 mg/l NAA + 40 g/l
sukroz, 1.0, 2.0, 4.0 ve 8.0 mg/l BAP, Zeatin ve 2-iP + 7 g/ | agar

Sogancik Gelistirme Ortami 11: Orchimax mineralleri ve vitaminleri + 0.1 mg/l NAA +
40 g/l sukroz, 1.0, 2.0, 4.0 ve 8.0 mg/l BAP, Zeatin ve 2-iP + 7 g/ | agar

Sogancik Geligtirme Ortami 111 Lindeman Orchid Medium mineralleri + 0.1 mg/l
NAA + 40 g/l sukroz, 1.0, 2.0, 4.0 ve 8.0 mg/l BAP, Zeatin ve 2-iP + 7 g/ 1 agar igeren

besin ortamlarinda kiiltiire alinmustir.

Kallus tesvik ortami temel besin ortamlari olarak ayni olan tiim sogancik gelistirme
ortamlarda benzer olarak kiiltiire alindiktan yaklagik 13-16 hafta sonra kallus iizerinde
somatik embriyolardan yesil siirgiin ve kiiciik soganciklarin olusmaya basladigi
gozlenmistir. 4-6 hafta sonra gelisen bu kalluslar daha sonra mikroskop altinda
incelenmis, bu kalluslarin bazilarin1 embriyonik oldugu goriilmiis, bu embriyonik
kalluslarin bir kisminin soganciklara donlismeye basladigi saptanmistir. Bu ortamlarda
canli kalan eksplantlarda kiiltiire alindiktan 20 hafta sonra yavru sogancik olusturan
eksplant oran1 ve eksplant basina yavru sogancik sayis1 belirlenerek istatistiki analiz

yapilmstir (Cizelge 4.3).

Kiiltiir baglangicindan 24-28 hafta sonra tiim besin ortamlarinda yar1 geliskin soganlar
olusmustur. Farkli sitokinin tip ve konsantrasyonlarni (BAP, 2-IP ve Zeatin) iceren
MS (Sogancik Gelistirme Ortamui I) besin ortaminin, 3-4 yaprakli sogan eksplantlarinin
in vitro sogancik liretmi iizerine etkilerine iligkin varyans analiz sonuglarina gore, farkli
sitokinin konsantrasyolarinin, siirgiin olusturan eksplant oran1 (%) lizerine etkisine 0.01
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Siirgiin/sogancik olusturan eksplant oranina iliskin
Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.3’de verilmistir. Siirglin/sogancik olusturan eksplant
oran1 % 10-70 arasinda degismistir. En yiiksek Ssiirgiin/sogancik olusturan eksplant
oran1 (%72) 2 mg/l Zeatin igeren Sogancik Gelistirme Ortami I *den elde edilmistir.
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Tim besin ortamlarinda Eksplant basina sogancik sayisi 0.70-5.33 adet arasinda
degismistir. Eksplant basimna sogancik sayisi bakimindan da farkli besin ortamlari
arsindak, fark 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. En yiiksek eksplant bagina sogancik
sayisi (5.33 adet) 2.0 mg/l BAP igeren Sogancik geligim ortami I’de saptanmistir (Sekil
4.7.). Sitokinin tiplerinden BAP, 2-IP ve Zeatin’in sogancik olusumu iizerine etkisi

benzer etkide oldugu sdylenenebilir.

Cizelge 4.3. Farkli sitokinin tip ve konsantrasyonlarini igeren MS besin ortaminin
(Sogancik gelistirme ortami 1) pul yapraklarindan in vitro sogancik
iiretimi iizerine etkileri

Sitokininler (mg/l) Embriyonik kallus | Siirgiin/sogancik | Eksplant basina
olusturan eksplant | olusturan sogancik sayisi
orani (%) eksplant oram

BAP | 2-iP | Zeatin

- - - 22.2cd 0.60 b

1.0 23.3 cd 143D

2.0 54.7 abc 5.33 a

4.0 68.5 ab 1.93 ab

8.0 40.0 a-d 140D

1.0 10.0d 1.10b
2.0 28.5 a-d 1.87 ab
4.0 33.0 a-d 3.93 ab
8.0 19.4 cd 0.70 b
1.0 26.3 bcd 0.63 b
2.0 72.0a 3.70 ab
4.0 20.0 cd 0.50 b
8.0 29.7 a-d 0.63 b
LSD %1 23.75 LSD %1 3.185
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Sekil 4.7. Pul yaprak eksplantlarindan 2 mg/1 BAP iceren MS besin ortaminda (Sogancik

gelistirme ortami I) sogancik olusumu

Farkli sitokinin tip ve konsantrasyonlarini igeren Orchimax besin ortaminin (Sogancik
gelistirme  ortamu II) pul yapraklarindan in vitro sogancik iiretimi iizerine etkileri
belirlemistir. Farkli sitokinin tipleri iceren besin ortamlarinin sogan pul yapraklarin da
in vitro yavru sogancik iretimi {izerine etkilerine iliskin varyans analiz sonuglarina
gore, yavru sogancik olusturan eksplant orani (%) ve eksplant basina ortalama yavru
sogancik sayisi) lizerine besin ortamlarinin etkisi 0.01 diizeyinde énemli bulunmustur.
Siirgiin/sogancik rejenerasyonuna iligkin Duncan testi sonuglari, Cizelge 4.4’de
verilmistir. Tiim besin ortamlarinda siirglin/sogancik olusturan eksplant oran1 % 0-87.00
arasinda degismistir. En yiiksek Siirgiin/sogancik olusturan eksplant oran1 (% 87) 2 8.0
mg/L Zeatin igeren Orchimax besin ortaminda saptanirken, % 60.7 ile bunu 4 mg/L
Zeatin igeren Orchimax besin ortami izlemistir. Eksplant basina yavru sogancik sayisi
0.00-5.60 arasinda degismistir. En yiiksek eksplant basina yavru sogancik sayisina (5.60
adet) yine 8.0 mg/L Zeatin igeren Orchimax besin ortaminda ulasilirken, bunu sirasiyla
4.80 adet ile 8.0 mg/L BAP, 4.47 adet ile mg/L Zeatin iceren Orchimax besin ortami

izlemistir. Ozellikle uygulanan yiiksek Zeatin dozlarinda ve BAP’1n bazi dozlarmmn
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yavru sogancik olusumunu tetikledigi (Sekil 4.8.), buna karsihk, Yiiksek 2-IP
dozlarinda ise yiiksek oranda kallus olusturmasina ragmen yavru sogancik olusumunu

tesvik etmedigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.4. Farkli sitokinin tip ve konsantrasyonlarini igeren Orchimax besin ortaminin
(Sogancik gelistirme ortami 11) pul yapraklarindan in vitro sogancik
iiretimi iizerine etkileri

Sitokininler (mg/l) Embriyonik kallus | Siirgiin/sogancik | Eksplant basina
olusturan eksplant | olusturan sogancik sayisi
orani (%) eksplant oram

(%)

BAP | 2-iP | Zeatin

- - - 13.0cd 1.07 cd

1.0 Oe 0.0d

2.0 225cd 2.47 bcd

4.0 32.9 bc 1.37 cd

8.0 23.3 cd 4.80 ab

1.0 13.0cd 1.37 cd
2.0 15.7 cd 0.70 cd
4.0 3.4 de 0.17 cd
8.0 20.0 cd 2.20 bcd
1.0 26.3c 2.57 bcd
2.0 21.0cd 3.03 abc
4.0 60.7 b 4.47 ab
8.0 87.0a 5.60 a
LSD %1 16.13 LSD %1 2.585
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Sekil 4.8. Pul yaprak eksplantlarindan 8.0 mg/L Zeatin igeren Orchimax besin besin
ortaminda (Sogancik gelistirme ortami 1) yogun sogancik olusumu
(Sogancik Tegvik Ortami III) pul yaprakli sogan eksplantlarindan in vitro sogancik
tiretimi iizerine etkilerine iliskin varyans analiz sonuglarina goére, farkli sitokinin
konsanrasyonlariin siirgiin/sogancik olusturan eksplant orani (%)0.01 diizeyinde 6nemli
bulunmus, eksplant basina sogancik sayisi lizerine etkisi ise Onemsiz ¢ikmustir. Varyans
analizine iligkin Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.5.’de verilmistir. Siirglin/sogancik
olusturan eksplant orant % 6.6 % 41.4 arasinda degismis olup, en yiksek
Siirgiin/sogancik olusturan eksplant oran1 8.0 mg/L BAP igeren Lindeman Orchid besin
ortaminda elde edilmistir (Sekil 4.9). Eksplant bagina yavru sogancik sayis1 0.53-3.13
arasinda degismistir. En yiiksek eksplant basina sogancik sayisi (3.13 adet) 8.0 mg/L
BAP igeren Orchimax besin ortaminda, Sitokinin tiplerinden BAP’in doért pul yaprak
eksplantlarinda sogancik olusumu {izerine etkisi siirglin oraninda oldugu gibi diger
sitokinin tiplerinden daha etkili oldugu soylenebilir. Yiiksek 2-IP ve Zeatin dozlarinda
ise yliksek oranda kallus olusturmasina ragmen yavru sogancigi tetiklemedigi

gorilmiistiir.
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Cizelge 4.5. Farkl: sitokinin tip ve konsantrasyonlarini igeren Lindeman Orchid besin
ortaminin (Sogancik gelistirme ortami |1) pul yapraklarindan in vitro
sogancik tiretimi tizerine etkileri

Sitokininler (mg/l)

Embriyoni kallus
olusturan eksplant
orami (%)

Siirgiin/sogancik
olusturan
eksplant orani
(%)

Eksplant basina
sogancik sayisi

BAP | 2-iP Zeatin
- - - 19.4 ab 0.90 cd
1.0 6.6 b 1.30 bcd
2.0 26.3 ab 2.17 abc
4.0 28.5 ab 1.30 bcd
8.0 41.4 a 3.13 a
1.0 23.3ab 1.33bcd
2.0 13.0 ab 0.90cd
4.0 399a 1.67bcd
8.0 30.0 ab 0.77cd
1.0 16.5 ab 1.50bcd
2.0 23.3ab 2.47ab
4.0 6.6 b 0.53d
8.0 16.5 ab 1.30bcd
LSD %1 17.44 LSD %1 1.251
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Sekil 4.9. Pul yaprak eksplantlarindan 8.0 mg/L BAP igeren Lindeman Orchid besin
ortaminda (Sogancik gelistirme ortami 111) sogancik olusumu

Temel besin ortamlar1 karsilastirilcak olursa, Ozellikle MS ve Orchimax besin
ortamimin Lindeman Orchid besin ortamina goére daha erken embriyonik kallus
olusumuna neden oldugu ve biitiin sitokinin tip ve konsantrasyonlarin da bu iki temel

ortamin sogancik tliretini bakimindan daha uygun oldugu sdylenebilir.

Her {i¢ temel besin ortaminda kiiltire alinan sogan pul yapraklarindan, kiiltiire
alindiktan yaklasik 8-10 hafta bir siire sonra kallus olusumu olmaksizin ya da pul
yapraklarini kenarinda diigiik bir kallus olusumundan sonra direk sogancik olusumunun

gerceklestigi goriilmiistiir.(Sekil4.10.).
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Sekil 4.10. Pul yaprak eksplantlarindan kiiltiire alindiktan 10 hafta sonra biiyiime
konilerinden kallus olisumu olmaksizin sogancik olusumu

4.2.4. In vitro’da gelisen soganciklarin, sogancik olgunlastirma ortamina alinmasi

ve aklimatizasyon calismalari

Kiiltiire alidiktan 24. haftadan itibaren pul yaprak ¢evresinde olusan kallus iizerindeki 2-

4 mm capindaki soganciklar sogancik olgunlastirma ortamlarina alinmaya baslamistir.

Sogancik Olgunlastirma Ortami I : MS mineralleri ve vitaminleri + 50 g/l sukroz,, +,

40 g/l mannitol, 1000 mg/l kazein + 7 g/ | agar

Sogancik Olgunlastirma Ortamu II > Orchimax mineralleri ve vitaminleri + 50 g/l

sukroz + 40 g/l mannitol, 1000 mg/l kazein + 7 g/ | agar

Sogancik Olgunlastirma Ortamu 111 . Lindeman Orchid Medium + 50 g/l sukroz,, +, 40
g/l mannitol sogancik olgunlastirma ortaminda kiiltiire alinan soganciklar genislereyek
biiyiimeye baslamistir. Biiyliyen soganciklar birbirinden ayrilrak ve parcalanmistir ve
ayni ortamda alt kiiltiire alimmistir. Yaklasik olarak pul yaraklan izole edilerek besin

ortamina alinmasindan 7-8 ay yar1 geliskin soganlar (Sekil 11), 10-12 ay sonra ise arazi
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kosularindaki biiyiikliigiine ulasmis (¢ap1 1.5 cm’den biiyiik) tam geliskin soganlar elde
edilmistir.

Sogancik olgunlasgtirma ortaminda koklenmeye de baslyan soganciklar topraga
aktarilmadan once 4-6 °C’de 3-4 hafta 6n lslitmeye tabi tutulmustur. Daha sonra iklim
odasinda kompost, torf ve igeren kiigiik saksilara alinmaya baslamistir. Soganciklarin
nem sartlara uyumu hem de kok sisteminin gelismesi beklenmis yasayan bitkiler

akilimatize edilmistir ve edilmeye devam edilmektedir

-

Ty

Sekil 4.

11. Kﬁltﬁre amdlkan yalaslk.7-8 ay sonra Sgancﬂ( Olgunlastirma
ortamlarindaki yar1 geliskin soganlar
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5. TARTISMA VE SONUC

Doku kiiltiiri ¢alismasina konu olan bitkiye ait ylizey sterilizasyonu i¢in en uygun
dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresinin  belirlenmesi gerekir. Yiiksek
konsantrasyon ve uzun siireli dezenfektan igerisinde yiizey sterilizasyonuna maruz
birakilan eksplantlarin dokular1 zarar gorerek rejenerasyon kapasitesi diigmekte, hatta
eksplantlar 6lmektedir. Geofitlerin toprak alt1 organlart (sogan pul yapraklari, korm,
tuber, rizom) doku Kkiiltiirlerinde eksplant olarak kullanildigindan, kontaminasyon
problemi ¢ok yiiksektir (Uranbey 2009). Bu ¢alismada da, ¢esitki knsantrasyonlarda
camagir suyunda ve farkli siirelerde soganlar ylizey sterlizasynuna maruz birakilmis,
30. giiniin sonunda siire artirildik¢a biitiin dozlarda kontaminasyon oraninin azaldigi
goriilmiistiir. % 40 dezenfektan dozu ve 40 dakikalik sterilizasyon siiresinin
kontaminasyon bakimindan uygun oldugu goriilmiistiir. Ayrica ana hedef minimum
kontaminasyon, maksimum doku canlilig1 oldugundan, ayn1 dozlarda canliligin % 80
oldugu saptanmistir. % 40 dezenfektan dozu ve 40 dakikalik sterilizasyon siiresinde

kontaminasyon % 20’lerekadar diismiistiir.

Doku kiiltiirii ¢aligmalarda, bitkilerde rejenerasyon Onemli problemlerden biri olup,
kullanilan tiir, genotip, eksplantin yasi, besin ortamlarinin igerigi gibi faktorler
rejenerasyon kapasitesini etkilemektedir. Ozelikle kullanilan temel besin ortamlar ve
oksin” ve “sitokinin” tipi ve konsantrasyonlari da rejenerasyonu onemli Ocliide
etkieyebilmekte olup, ¢ok sayida farkl tiplerde besin ortamlarinda, eksplant tiplerinde
ve sitokinin ve oksin konsantrsayonlarinda rejenerasyon protokolleri gelistirilmistir
Lilium longiflorum (Nhut, 1998), Acampe praemorsa (Nayak, ve ark., 1997) Crocus
sativus (Bhagyalakshmi, 1999), Fritillaria thunbergii (Paek ve Murthy, 2002),
Sternbergia fischeriana, (Mirici ve ark., 2005) Muscari muscarimi, (Parmaksiz ve ark.,
2005). Calismada oncelikli eksplantlar kallus tesvik ortamina alinmis, calismada, gerek
aktif komiir kullanilan gerekse kullanilmayan tiim ortamlarda ve tiim temel besin
ortamklarinda yliksek oranda kallus olusumu goriilmiistiir. Ancak aktif komiir
kullanilan besin ortamlarinda, her iki tiirde de daha siki ve biiylik kallus olusumu
dikkat ¢ekmistir.2-4-D’nin pek ¢ok doku kiiltiiri ¢alismasinda tercih edilen bir oksin

analogu olmasi nedeniyle, kallus tesvik ortaminda kullanilmasina karar verilmistir. Bu
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calismada gal iireme hiz1 diisiik olan endemik Hyacinthella micrantha tiirinde, pul
yapraklari, c¢esitli temel besin ortamlart (MS, Orchimax ve Lindeman Orchid
Medium), 0.1 mg/l NAA + 40 g/l sukroz, 1.0, 2.0, 4.0 ve 8.0 mg/l BAP, Zeatin ve 2-
iIP + 7 g/ 1 agar igren siirgiin ve sogancik tesvik ortami ortaminda kiiltiire alinmustir.
farkli temel besin ortamlart (MS, Orchimax ve Lindeman Orchid Mediumve hormon
konsantarsyonlarinda (BAP, Zeatin ve 2-IP) kiiltiire alinan Hyacinthella micrantha
tirgnden in vitro kiltiiri ile genis Ol¢ekli sogancik {iretimi yapilmistir. En yiiksek
stirglin/sogancik olusturan eksplant oran1 (% 87) ve en yiiksek eksplant basina yavru
sogancik sayisina (5.60 adet) yine 8.0 mg/L Zeatin i¢ceren Orchimax besin ortaminda
saptanmistir. MS ve Orchimax besin ortaminin Lindeman Orchid besin ortamina gore
daha erken embriyonik kallus olusumuna neden oldugu ve biitiin sitokinin tip ve
konsantrasyonlarinda bu iki temel ortamin sogancik iiretimi bakimindan daha iyi
sonuglar verdigi, goriilmistiir. Yiiksek oranda in vitro sogancik iiretimi igin pul
yapraklarin ¢ok uygun eksplant oldugu sdylenebilir. Benzer olarak M.azureum’da iki
pul yaprakli eksplantlardan igin en yiiksek eksplant basina sogancik sayisi (8.77 adet) 2
mg/l KIN igeren Orchimax besin ortamindan elde edilirken, dort pul yaprakli
eksplantlardan da ise en yiiksek eksplant bagina sogancik sayist (4.8 adet) 1 mg/l BAP
Orchimax besin ortamindan saptanmigtir. (Uranbey vd. 2009). Benzer olarak,
M.azureum ve M.aucheri’ de tiirlerin de kullanilan temel besin ortamlar1 i¢inde MS ve
Orchimax besin ortamu siirgiin ve sogancik olusumu bakindan 6ne ¢ikmistir (Uranbey
2009; Uranbey vd. 2010). Ayrica bu ¢alismada Buna karsilik, sitokinin kaynag: olarak
BAP ve Zeatinin tiim doz ve konsantrasyonlarin da diger sitokinin kaynaklarindan 2-
[P’ye gore daha stabil, daha fazla daha fazla saglikli ve daha az camsi sogancik iiretimi
gergeklestigi sOylenebilir. BAP etkili bir sitokinin kaynagi olarak pek cok geotifin
mikro {iretiminde kullanilmaktadir. Nhut (1998), zambak (Lilium longiflorum)’m
govde nodlarindan 1, 2,3 uM BA iceren ortama aldigin da c¢ok sayida siirgiin
olustugunu, belirtmistir. Ayade ve Sumi (1998), sarimsak (Allium sativum L.) gévde
disklerini 0,1 mg/l NAA ve 0,1 mg/l BA igeren ortamda kiiltiire alinduginda 2 hafta
sonra her bir eksplanttan ¢ok sayida siirgiin ucu gelistigini, Suzuki ve Nakano (2001a)
yaptiklar1 ¢alismada, Muscari armeniacum’da biiyiik, sarimsi ve nodular kallus
kalluslarin 0.44-44 p,M IBA igeren ortama transfer edildiginde yiiksek oranda siirgiin

olusumu meydana geldigini bildirmislerdir. Calismamizda goriildiigii gibi, Zeatin de

51



sitokinin kaynagi olarak kullanildiginda in vitro sogancik iiretimini ciidi bir sekilde
tesvik etmigtir. Benzer olarak, Lilium nepalanse’de yapilan bir c¢alismada
olgunlagsmamis soganlardan hazirlanan ¢ift sogan pul yaprak eksplantlar1 20 uM Zeatin

iceren MS ortaminda kiiltiire alinmis ve ¢ok sayida siirgiinler edilmistir.

Bu ¢alisma ile de iilkemizde dogal olarak yetisen ve endemik olan Hyacinthella
micrantha tiirii ilk defa doku kdltiirii yontemiyle g¢ogaltilmis olup, farkli temel besin
ortamlar1 kiiltiire alinan Hyacinthella micrantha tiiriiniin in vitro kiltiri ile genis

6lcekli ve yliksek frekansta in vitro sogancik iiretimi basarilmistir.

Basarili sonuglar alinan bu calisma, diger Hyacinthella tiirlerinin de doku kiiltiirii
calismalarinda basarili sonuglar verecegi umudunu dogurmustur. Yapilan bu ¢alismanin
bundan sonra yapilacak olan caligmalara esin kaynagi olmasi beklentisindeyiz. Bu

calismanin bir son degil bir baslangi¢ olmasi tek dilegimiz.
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