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Yiiksek Lisans Tezi

TEHLIKE ALTINDAKI Bellevalia edirnensis OZHATAY & MATHEW’IN DOKU
KULTURU UZERINE ARASTIRMALAR

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Bu calismada B. edirnensis bitkisinin farkli eksplantlar1  kullanilarak
mikrocogaltim ve tohumlardan ¢imlenme denemeleri gerceklestirilmistir. B. edirnensis
tohumlarindan yapilan ¢imlenme denemelerinde hormonsuz MS ortami kullanilmistir.
Tohumlarin ¢imlenmelerinin desteklenmesi i¢in siilfiirik asit muamelesiyle skarifikasyon
gercgeklestirilmistir. 0, 10, 20 ve 30 dk olacak sekilde siilfiirik asitte bekletilen tohumlarda
1 ay sonunda sirastyla %0, %10, %46.6 ve %73.3 oranlarinda ¢imlenme meydana
gelmistir. Sogan pul yapraklar1 kullanilarak kurulan kiiltiir ¢aligmalarinda eksplantlar
baslangi¢ olarak K (hormonsuz), L (2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA), M (2 mg/l BAP +2 mg/l
NAA) ve N (4 mg/l BAP + 1 mg/l NAA) iceren MS besin ortamlarina alinmistir. 12
haftalik kiiltiir sonucunda eksplantlardan kallus olusumu en fazla %91.1 olarak N
grubunda, sogancik olusum yiizdeleri en fazla %97.3 ile M grubunda, son olarak eksplant
basina olusan sogancik sayisi en fazla 4.9 adet ile N grubunda gozlenmistir. Olusan
soganciklar koklenme ve gelisim i¢in MS + 30 g/I siikroz, MS + 60 g/l siikroz, MS + 30
g/l stikroz + 1 mg/l NAA + 1 mg/l BAP ve MS + 60 g/l siikkroz + 1 mg/l NAA + 1 mg/l
BAP igeren besin ortamlarina aktarilmistir. 1 ayin sonunda sogan ¢ap artis1 en fazla 0.45
cm’den 0.7 cm’ye 1 mg/l NAA + 1 mg/l BAP + 60 g/l siikroz igeren besin ortaminda
gerceklesmistir. Koklenme yiizdesi ve kok boyu %75.8 ve 5.0 cm ile en fazla 30 g/l
stikroz igceren hormonsuz besin ortaminda meydana gelmistir. Besin ortaminda elde
edilen soganciklarin dis ortama alistirllmasi islemi sonucunda %70 oraninda basari
saglanmistir. Embriyo kiiltlirii i¢in bitkinin olgunlagsmis embriyolar1 kullanilmastir.
Tohumlar sisirilerek iclerinden ¢ikarilan embriyolar A (1 mg/l NAA), B (2 mg/l NAA),
C (4 mg/l NAA), D (1 mg/l 2,4-D), E (2 mg/l 2,4-D) ve F (4 mg/l 2,4-D) iceren MS

ortamlarina alinmistir. 6 ay siireyle takip edilen embriyolardan yalnizca A ve B



gruplarinda sirasiyla %40 ve %7 oraninda kallus gelisimi gozlenmistir. Olusan kalluslar
6.ayimn sonunda kallus biiyiime ortamina (KBO) (4 mg/l kin + 0.5 mg/l NAA) alinarak
takipleri siirdliriilmiistiir. Ancak bu ortamda bulunan kalluslarda herhangi bir

rejenerasyon gézlenmemistir.
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ABSTRACT

In this study, the micropropagation and seed germination experiments using
different plant explant of B. edirnensis was performed. MS medium without hormones
was used in germination experiments of B.edirnensis seeds. Scarification was carried out
with sulfuric acid application to support the germination of the seeds. Seeds kept in
sulfuric acid for 0, 10, 20 and 30 minutes had germination at the rates of 0%, 10%, 46.6%
and 73.3%, respectively, at the end of 1 month. Bulb cultures were initiated on MS basal
medium including K (hormone-free), L (2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA), M (2 mg/l BAP +
2 mg/I NAA) and N (4 mg/l BAP + 1 mg/l NAA). After 12 weeks of culture; the highest
rate of 91.1% callus formation were recorded on MS medium containing 4 mg/l BAP +
Img/l NAA, the highest rate of 97.3% bulblet formation on MS medium containing 2
mg/l BAP + 2 mg/l NAA and finally the highest number of 4.9 bulblets per explant from
bulb on MS medium containing 4 mg/l BAP + 1 mg/l NAA. Bulblets were subcultured in
MS + 60 g/l sucrose, MS + 30 g/l sucrose, MS + 30 g/l sucrose + 1 mg/l NAA + 1 mg/l
BAP and MS+ 60 g/L sucrose + 1 mg/l NAA + 1 mg/l BAP media for rooting and growth.
After 1 month of culture; the highest diameter increase of 0.45 cmto 0.7 cm was recorded
on MS medium containing 1 mg/l NAA + 1 mg/l BAP + 60g/l sucrose. The highest
rooting rate and root lenght of 75.8% and 5.0 cm on hormone-free MS medium containing
of 30 g/l sucrose. Bulblets that is improved on in vitro micropropagation were transferred
to soil after air drying. 70% of plantlets were survived with this method. Mature embryos
of the plant were used for embryo culture. Embryo culture was initiated on MS basal

medium including A (1 mg/l NAA), B (2 mg/l NAA), C (4 mg/l NAA), D (1 mg/l 2,4-

vi



D), E (2 mg/l 2,4-D) and F (4mg/1 2,4-D). After 6 months of culture 40% and 7% callus
formation was observed in A and B groups. The calluses formed were subcultured on the
callus growth medium at the end of 6 months. However, no regeneration was observed

from the calluses subcultured.

Year 12021
Number of Pages :93

Keywords : Micropropagation, Geophyt, Plant Growth Regulator, Bellevalia

vii



TESEKKUR

Tiim tez ¢alisgmam siiresince beni yonlendiren, destekleyen, ilgi ve bilgisini
benimle paylasan bunlarin yani sira materyal temini konusunda da yardimci olan degerli
danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Sergun DAY AN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Ayrica tiim hayatim boyunca maddi manevi her tiirlii desteklerini hissettigim
sevgili aileme ve Ozellikle beni en iyi anlayanlardan biri oldugu i¢in canim kardesim
Oguzcan AYDIN’a, bu yolda ilerleme konusunda en ¢ok Ornek aldigim, kendisine
hayranlik duydugum ve beni en giizel sekilde yonlendiren sevgili teyzem Dog. Dr. Sennur
ALAY AKSOY’a, tez yazim konusunda ve yasadigim sikintilarda yanimda oldugunu
bildigim ve hissettigim camim arkadasim Ogr. Gér. Elif Gozde GOKKAYA’ya ve yine
tiim yiiksek lisans egitimim siiresince manevi destekleriyle hep yanimda olan sevgili
arkadaslarim Hale Nur SAHIN ve Ismail DUGAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez ¢alismasini, 2017/156 Numarali "Edirne Siimbiilii (Bellevalia edirnensis
Ozhatay & Mathew)'niin ex situ Y éntemlerle Cogaltilmasi ve Korunmasi" isimli proje ile

destekleyen Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi'ne tesekkiir ederim.

viii



ICINDEKILER

OZET oottt iv
ABSTRACT ...ttt ettt et ettt e bt e esaee e vi
TESEKKUR .....oomiiiieeeeeeeeeeeeeeeee et sananas viil
TCINDEKILER ...ttt e e enee e aeaeaes ix
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......ccooeiuiiiiiiniiniinrincinenienee e Xi
SEKILLER DIZINT ..o, Xiii
CIZELGELER DIZINT .....ooiiiiiiieeeeeeeeeeeee et XV
BOLUM 1 ..ttt 1
GIRIS ettt 1
1.1.  Uluslararast Dogay1 Koruma Birligi (IUCN)........ccceeviiviiiviieiieieieeecee e 3
1.2, TUCN Kirmizi Liste SIIfIart .....ccooieiiiiiiiieinieeee et 3
130 Geofit BItKIIEr ...cc.ooiiiiiiiiiiiec s 6
1.4.  Bitki Doku KGItOrinin TartiGeST ......ccveeeeeeiiieieeiiee ettt 10
1.5.  Bitki Doku Kiltiirti TekniKIeri.........ccceevieriiniiniiiiieieet et 10
1.6, GeNnel BilIler.....coouiiiiiiieiiee ettt et e 16
1.6.1. Edirne Siimbiiliiniin (Bellevalia edirnensis) Taksonomisi...........ccceeevveervveenneenns 16
1.6.2. Edirne Stimbiilii (Bellevalia edirnensis)’niin Morfolojisi........c.ccceeeveerveeeneennne. 20
1.6.3. Edirne Siimbiilii (Bellevalia edirnensis) niin Biyolojisi .........ccceevververvenveennennn, 23
BOLUM 2 ..ot ne s aneans 28
LITERATUR OZETI ...coviioeieeeeeeeeeeee e 28
BOLUM 3 ..ottt 36
MATERYAL METOD ..ottt 36
T B Y 1 1< Y RSOSSN 36
3.1.1. Materyalin TemMINI....c.cccveeiecrierieieeie et et et eseesevesre b e esreesseesseeseesseesseesssenenes 36



3.1.2.  Kimyasal Maddeler.........cccieiiioiiiiieiieieeeeese et 36

3.1.3.  Kullanilan Malzemeler..........cccoociiiiiiiiniiieienieceee e 37
320 YODIEIMI. .ottt e e et 37
3.2.1.  Bitki Bilylime Diizenleyicilerinin Hazirlanmast .............ccooceevieninnienennienne, 37
3.2.2.  Besin Ortaminin Hazirlanmast ve I¢erigi..........ccooouevoveiiereieieeeecceeeeeccean. 37
3.2.3. Deneyde Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu............cccceevveevveenieeecnieenneenns 41

3.2.4. Doku Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Soganlarin ve Tohumlarin

StEIIIZASYONUL. ... veeiuvieeiieeieectteeiteerite e tee et eestteesbeeebeeestbeesssaeessaeesssaessseessseeesseesssaesseeanes 41
3.2.5. Sogan Eksplantlarinin Hazirlanmasi..........ccccceeeeiieiiiecciicecieeiie e 41
3.2.6.  Embriyo Kiiltiiriinde Kullanilan Tohumlarin Hazirlanmasi.............ccccccveeennen. 42
3.2.7. Cimlenmede Kullanilan Tohumlarin Hazirlanmasi ...........cccceevevieneenienrenenennn, 43
3.2.8.  Verilerin Analizi ve Degerlendirilmesi..........cccecvevieenienienieniesie e 43
BOLUM 4 ..ottt 44
BULGULAR ve TARTISMA ...ttt 44
4.1.  Sterilizasyon SONUGIATT .........cociiiiciiiiiiciiecee e e e e ree e 44
4.2. Embriyo KGItlrii SONUGIAIT.......ceecviiiiieciieciie et e 47
4.3, CImIeNnme SONMUGIATT.........eiiiiiiiii ettt ettt e et e e e eeaae e e eeareeeeeaaeaean 51
4.4.  Sogan Pulu KGItUrlh SONUGIATL.......ccvvevieiieiiicieciieie et ere e 55
4.5. Sogancik Gelisimi ve Koklenme SONUGIart ...........ccceeevvecvieiieiieniieieeieeseeseeseesneens 59
4.6.  AKImatizasyon SONUGIATT.........cceevieriieriierierie st eteeie e eteeste et sseeseeessnesnsesnseenne 62
BOLUM 5 oottt sesaes 67
SONUC VE ONERILER ..ot 67
KAYNAKLAR ettt ettt st e st e e e e 70
OZGECMIS oottt enens 78



SIMGELER VE KISALTMALAR DIZiNi

°C : Santigrat derece
cm : Santimetre

g : Gram

1 : Litre

mg  : Miligram

ml : Mililitre

uM  : Mikromolar

2,4-D : 2,4-Diklorofenoksiasetik Asit
2-iP  : (2-Isopentenyl)adenine

APG III: Angiosperm Phylogeny Group (Evrimsel Kapali Tohumlu Gelisimi Toplulugu
I11)

BA  :6-Benzyladenine

BAP : 6-Benzylaminopurin

BBD : Bitki biiylime diizenleyicisi
CITES : The Convention on International Trade In Endangered Species of Wild Fauna
and Flora

CR  : Cok tehlikede

DD  : Yetersiz

EB  :24-epibrassinolide

EN  : Tehlikede

EW  : Dogada tiikenmis

EX  : Tiikkenmis

GA3 : Giberllik asit

HCI  : Hidroklorik asit

IAA :Indol-3-asetik asit

IBA : Indol 3-biitirik asit
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IUCN :
JA
KIN

Uluslararas1 Dogay1 Koruma Birligi

: Jasmonik asit

: Kinetin

KNAA: Potasyum tuzlu Naftalin asetik asit

LR
MS
NAA
NaClO:
NaOH :
NE
PBA
TDZ
VU

: Az tehdit altinda
: Murashige and Skoog

: Naftalin asetik asit

Sodyum hipoklorit
Sodyum Hidroksit

: Degerlendirilemeyen
: Tetrahidropiranilbenzil Adenin
: Thidiazuron

: Zarar gorebilir
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BOLUM 1

GIRIiS

Bitkiler ilk caglardan bu yana insanlarin yasaminda 6nemli bir yere sahiptir.
Ekosistemdeki dongiilerde 6nemli roller almasinin yaninda ilag ham maddesi elde
edilmesi, beslenme, kozmetik kullanimi, barinma gibi pek ¢ok alanda daha
kullanilmaktadir. Tiim bunlarin yani sira sentezledikleri primer ve sekonder metabolitler

ile de pek ¢ok sanayi alaninda hammadde ihtiyacini karsilamaktadir.

Giliniimiizde giderek artan niifus ve tarim alanlarinin yetersizligi sonucunda pek
cok tiir neslinin tilkenmesi sorunuyla kars1 karsiya kalmis ve hatta besin kaynaklarinin

yetersizligi gibi sorunlarla kars1 karsiya kalinmistir.

Tiirkiye li¢ farkli iklimin kesisim bdlgesinde olmasi sebebiyle bitki g¢esitliligi
acisindan oldukca zengin bir cografya olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Avrupa-Sibirya,
Akdeniz ve Iran-Turan fitocografik bolgelerinin kesisimi olan bir konumdadir (Karagdz
vd., 2003). Toplam 7 milyon hektar alanda yaklasik 10.000 farkli bitki tiiri
bulundurmaktadir. Tirkiye, ekonomik acidan onemli bir¢ok bitkiyle birlikte diger
bitkilerin koken ve ¢esitliliginin merkezidir. Yapilan arastirmalara bakilarak tarimin
yaklagik 10.000 y1l 6nce Anadolu’da gelismeye basladig1 goriilmektedir (Harlan, 1992;
Karagdz vd., 2003). Ayrica Tiirkiye endemizm bakimindan da olduk¢a zengin bir tilkedir.
Yeryiizliniin belirli bir cografik bolgesinde bulunan ve bagka yerlerde bulunmayan bitki
ve hayvan tiirleri “’endemik’” olarak adlandirilirken bu olaya ise ‘’endemizm’’ adi
verilmektedir. Yunanca “’endemos’’ kelimesinden gelmektedir. Endemik tiirlerin yayilis
alanlarinda bir kesinlik mevcut degildir, ¢ok dar veya genis alanlara yayilabilirler. Birkag
metrekareden bir kitaya kadar yayilis gosterebilmesine ragmen sadece bdlgesel veya dar

alanda bulunan bitkiler endemik olarak kabul edilmektedir.



Endemik bitkiler paleoendemikler ve neoendemikler olarak ikiye ayrilir;

Paleoendemikler: jeolojik devirlerde genis yayilisa sahip olan ancak cevre
kosullarinin zaman igerisinde degismesiyle dar bir alanda kalint1 olarak yayilis gosteren

bitkilerdir (Akin, 2011).

Neoendemikler: dar bir sahada meydana gelip bagli bulunduklar1 gruptan ¢ok
kiictik farklarla ayrilan yeni tiirlerdir (Akin, 2011).

Tiirkiye’de toplamda 9.222 adet bitki tiirtiniin bulundugu (500°den fazlasi soganh
bitki (Ozyavuz, 2012) ve alt tiirler ile varyeteler de eklendiginde elde edilen sayinmn
11.014 taksona ulagtig1 bilinmektedir. Bu bitki tiirlerinin ii¢te birini (3.708) endemik
bitkiler olusturmaktadir (Giiner, Ozhatay, Ekim, & Baser , 2000)

Tarihsel olarak Tiirkiye birgok medeniyet i¢in bir gecis yolu olmus ve bu topluluk
hareketleri de yabani bitkilerin tohumlarmin transferine olanak saglayarak genetik
cesitliligin zenginlesmesine katkida bulunmustur. Ancak bitki genetik kaynaklarinin
soylarinin tehtid altina girmesi niifus artigiyla birlikte baglamistir. Niifusun artmasi
sanayilesme, kentlesme, otoyol ve baraj insasi, ormancilik ve turizm faaliyetleri gibi pek
cok etkinligin gerceklesmesine sebep olmustur. Bu da endemik bitki tiirlerinin 6nemli bir

kisminin tehlikede olmasina yol agmustir.

Biyolojik ¢esitliligi korumak i¢in diinyada yaygin olarak kabul goren iki farkli
yontem bulunmaktadir. Bunlardan biri “’in situ’’koruma, digeri ise  ’ex situ’’ korumadir.
in situ koruma bitkilerin kendi dogal biiylime alanlarinin korunmasin1 amaglayan bir
yontem iken ex situ koruma ise dogal yasam alaninin disinda biyolojik cesitlilik

ozelliklerinin korunmasini amaglamaktadir (Dilaver, 2013; Dokuzoglu, 1990)

Bitki tiirlerinin biliyiik cogunlugunun ekosistemlerinin digindaki alanlarda ex-situ
olarak korumak miimkiin olsa da bitki tilirlerinin korumak icin en 6nemli yol yasadiklari
habitat1 korumaya ¢alismaktir. Ciinkii canlilar ekosistemde izole olarak degil birbirlerine
bagli olarak yasamaktadir. Dolayisiyla ex-situ yontemler, in-situ yontemlere destekleyici
olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira bir¢ok bitki tiirliniin birlikte goriilmesini
saglayan botanik bahceleri bilimsel aragtirmalar agisindan olduk¢a dnemlidir ve gelisen
biyoteknolojik yontemler sayesinde de tohum ve doku bankalar1 da giderek 6nem

kazanmaktadir (Dilaver, 2013; Kaynak, 2001)



1.1.  Uluslararasi Dogay1 Koruma Birligi (IUCN)

TUCN 1948 yilinda kurulmus olan ve amaci diinyanin dogal yasam alanlarini ve
canli tiirlerini korumak olan bir kurulustur. Ilk 10 yillik siirecte esas amaci insan
faaliyetlerinin doga lizerindeki etkilerini arastirmak olan kurulus 1960 ve 1970°1i
yillardan sonra caligmalarin1 daha ¢ok canli tiirlerinin hayatta kalmasi ve hayatta

kalmalar1 i¢in gerekli habitatin korunmasi iizerine yogunlastirmistir.

TUCN 1964 yilinda tiirlerin kiiresel yok olma riski ile ilgili tehdit altindaki tiirler
icin kirmizi listesini olusturmus ve belirli araliklarla bu listede giincellemeler

yapmaktadir.

Bu kurulus doganin korunmasi i¢in bazi 6nemli sézlesmelerin hazirlanmasinda

onemli rol oynamistir (IUCN(b), 2019).
Ulkemiz de bu sdzlesmelerden bazilarina imza atmustir;

e Akdeniz’de Ozel Koruma Alanlar1 ve Biyolojik Cesitlilige iliskin Protokol (1983)

e Bern kongresi (1984)

e Barselona kongresi (1988)

e Ramsar kongresi (Ozellikle Su Kuslar1 Yasama Alani Olarak Uluslararast Oneme
Sahip Sulak Alanlar S6zlesmesi) (1994)

e Biikres kongresi (1994)

e CITES (Nesli Tehlike Altinda Olan Yabani Hayvan ve Bitki Tiirlerinin Uluslararasi
Ticaretine iliskin Sozlesme) (1996)

¢ Biyolojik ¢esitliligin korunmasi sdzlesmesi (Rio Kongresi) (1997)

e Erozyonla miicadele s6zlesmesi (1998)

e Avrupa peyzaj sozlesmesi (2000)

e (artagena protokolii (2004)

e Kyoto protokolii (2009) (Karag6z vd., 2003)

1.2. TUCN Kirmz Liste Siniflar1

IUCN kirmiz1 liste siniflart (Cizelge 1.1) ve kriterleri kiiresel olarak tiikenme

riskiyle karsi karsiya olan tiirlerin kolaylikla belirlenebilmesi i¢in olusturulmus olan bir



sistemdir. Sistemin amaci farkl tiirleri tiikenme risklerine gore siiflandirmak olsa da
koruma ydntemleri acgisindan Onceliklerin belirlenmesi agisindan tek yontem degildir

(IUCN(a), 2019).

Cizelge 1.1. IUCN tehlike kategorileri.

Tiukenmis (EX)

Dogada Tikenmis (EW)

—— Kritik (CR)
g”?ﬂ:;) Tehlikede (EN)
— Duyarh (VU)
(Degeren- Tehdite Yakin (NT)
dirilcl)
Diisiik Riskli (LC)

— Yetersiz Verili (DD)

Degerlendirilmedi (NE)

Tilikenmis (EX); taksonun mevcut dagilim alaninda bilinen ve/veya tahmin edilen
habitatta, uygun periyodik taramalar (giinliik, mevsimlik, yillik) sonucunda hicbir bireyin
kaydedilememesi, yasayan son bireyin de oldiigiine dair hi¢bir siiphe kalmadiginda

takson Tiikenmis sayilabilir.

Dogada Tiikenmis (EW); taksonun mevcut dagilim alaninda bilinen ve/veya
tahmin edilen habitatta, uygun taramalar sonucunda hicbir bireyin kaydedilememesi
durumunda, sadece tarimda, tutsak olarak (kafes) veya genis dagilim alaninin ¢ok disinda
yerlestirilmis popiilasyonlar halinde bulundugu bilinen bir takson Dogada Tiikenmis

sayilabilir.

Cok tehlikede (CR); Bir takson c¢ok yakin gelecekte nesli tilkenme tehlikesiyle

kars1 karsiyaysa bu kategoride ele alinir.



Tehlikede (EN); bir takson yiiksek risk altinda olup CR kategorisinde yer

almiyorsa EN kategorisinde ele alinir.

Zarar Gorebilir (VU); CR ve EN kategorilerinde olmayip gelecekte tehdit altinda

olan taksonlar bu kategoride ele alinir.

Az Tehdit Altinda (LR); CR, EN ve VU kateorilerinde yer almayan nispeten daha

iyl durumdaki taksonlarin bulundugu kategoridir. 3 alt kategorisi vardir.

J Korunma onlemi gerektiren (cd); 5 yil igerisinde CR, EN ve VU
kategorilerinden birine girebilir.
. Tehdit altina girebilir (nt); VU kategorisine girebilir.

. En az endise verici (Ic); tehdit altinda olmayan taksonlar.

Veri Yetersiz (DD); bir taksonun dagilimi ve sayis1 hakkinsa yeterli bilgiye sahip

degilse bu kategoride ele alinir.

Degerlendirilemeyen (NE); herhangi bir kategoride bulunmayan taksonlardir

(Ekim vd., 2000).

Tiirkiye’de CR, EN, VU kategorilerinde bulunan 1633 endemik bitki bulunmaktadir.
Bunun yani sira LR kategorisinde 1586 ve yayilislar1 hakkinda yeterli bilgi bulunmamasi

sebebiyle degerlendirmeye alinmayan 273 adet endemik takson bulunmaktadir (Cizelge

1.2) (Ekim, vd., 2000).



Cizelge 1.2.Tiirkiye’de Tehlike Altindaki Nadir ve Endemik Bitki Tiirlerinin Kategorik
Dagilimi (Uzun vd., 2005).

IUCN Tehlike kategorileri Endemik |Nadir Toplam
Tiikenmis - Extinct (Ex) 8 4 12
Tehlikede - Endangered (E) 46 60 106
Zarar Gorebilir - Vulnerable (V) 183 205 388
Nadir - Rare (R) 1701 1310 3010
Meghul - Indeterminate (I) 49 78 127
Yetersizce Bilinenler - Insufficiently Known (K) |282 362 644
Tehlike Dis1 - Out of Danger (O) 5 - 5

Nadir veya Tehdit Altinda Olmayanlar — (nt) 798 - 798
Toplam 3072 2019 5091

1.3. Geofit Bitkiler

Ulkemizdeki biyolojik zenginligin énemli bir béliimiinii olusturan ve biiyiik bir
kismu siis bitkisi ve sifali bitki olarak ekonomik potansiyele sahip yaklasik 850 civarinda

geofit tlir bulunmaktadir (Kaya, 2014).

Geofit, yer anlamina gelen “’geo’’ ile bitki anlamina gelen “’phyta’’ kelimelerinin
birlestirilmesiyle olusturulmus “’yer bitkileri’’ anlamina gelen latince bir kelimedir.
Geofit bitkilerde gévde sogan, yumru, korm veya rizom sekillerinde ve toprak seviyesinin

altinda yer almaktadir (Alp, 2006)

Genel 6zelliklert;

. Yilin biiyiik bir boliimiinii toprak altinda gegirirler.

. Cicek ve yaprak gelisimi ayn1 zamanda olabilecegi gibi farkli zamanlarda
da gergeklesebilir.

. Cigekleri dikkat ¢ekici olmasina ragmen ¢igeklenme siireleri kisadir.

. Toprak {istii organlar1 biiyiimenin tamamlanmasindan sonra kuruyarak

Oliirken toprak altinda bulunan ve sogan benzeri depo organlar1 yasamaya devam eder

(Ozer & Akdemir, 2014).



o Geofitler tohumlu bitkiler (Spermatophyta) boliimii, kapali tohumlu
bitkiler (Angiospermae) alt boliimii, tek ¢enekliler (monocotyledoneae) ve ¢ift ¢enekliler
(dicotyledoneae) sinifinda yer almaktadir (De Hertogh & Le Nard, 1992).

o 42 tane familyanin liyesi olmalarina karsin biiyiik bir gogunlugu Liliaceae,
Amarylliadaceae ve Iridaceae afmilyasinda bulunmaktadir. (De Hertogh & Le Nard,
1992).

J Deniz seviyesinden yiiksek rakimli alanlara kadar pek ¢ok iklim kosulunda
yetigirler (Koyuncu, 1994).

J En ¢ok ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde gelisme gosterirken yazin
sicak ve kurak aylarinda ve kisin donlu ve karli aylarinda dormansi haline gegerler

(Koyuncu, 1994).

Geofitlerin bliylik bir ¢ogunlugu 23° kuzey ve 45° giiney enlemlerinde yer
almaktadir. Dilinyadaki geofit sayisi yaklasik olarak 4300 civarinda olmakla birlikte 2000
kadar1 Giiney Afrika’dadir. Geofit ¢esitliligi agisindan zengin olan diger tilkeler ise ABD,
Avustralya ve Akdeniz ikliminin yaygin oldugu iilkelerdir. Ulkemiz de Akdeniz
tilkelerinden biri olmasi sebebiyle geofitler agisindan oldukca zengindir. (Dallman, 1998)
Ulkemiz florasinda yaklasik 850 geofit tiirii vardir ve bunlarin 162 tanesi endemiktir

(Kaya, 2014).

Geofitlerin sogan (bulb), korm, yumru ve rizom olmak iizere dort ¢esit govde

metamorfozu bulunmaktadir (Cizelge 1.3).

o Sogan (Bulb); Kisa, etli, gogunlukla dikey uran, tepesinde biiyiime konisi
veya c¢icek taslagi bulunduran kalin etli pullarla kaplanmis 6zellesmis bir toprak alti

govdesidir (MEGEP, 2016).

. Korm (Corm, Sert Sogan, Soganims1 Yumru); Olgunlasmis bir soganimsi
govdenin etrafin1 kuru pul benzeri yapraklar ile kaplanmis, kisa, kalin, besin depolu
gbovdelerdir. Bogumlar ve bogum aralar iyice belirgin biitiin bir gévde yapisindadir ve
govde etrafi incelmis, ipliksi “’tunik’” adi verilen katmanla gevrilidir. Soganimsi

gdvdenin tepesinde tepe siiriin tomurcugu yer alir ( MEGEP, 2016).

J Yumru (Tuber, Tuberkiil); Toprak alt1 gévesinin yedek besin maddelerinin
depolanmasi ile irilesmis olan u¢ kismidir. Etsi ve nisastadan zengindir. Koruma derisi

biitlin halinedir. Her yonden kok stirme yetenegine sahiptir (MEGEP, 2016).



Rizom (Toprak Alt1 Govdesi); Toprak alt1 veya toprak yiizeyinde biiyiiyebilen yatay
govdelerdir. Bitkinin ana eksenidir ve siirgiin ile koklerin tamami govdeye dik konumda
gelisir. Rizom uzun veya silindir formunda etkili bir yapiya sahiptir ve iizerinde bogum

ve bogum aralar1 bulunur. (MEGEP, 2016)

Cizelge 1.3. Geofitlerin sogan ve yumrulu olarak siniflandirilmasi (De Hertogh ve Le

Nard, 1992).

GRUP

TIP

ALT SINIF

TUR

Soganhlar
grubu

Gercek
soganlar

Dikotiledon

Chealis cernua

Monokotiledon

Allium tiirleninin ¢ogu, Amaryllis belladona,
Camassia, Chionodoxia, Endyvmion, Eucharis,
Eucomis, Fritillaria, Galanthus, Galtonia,
Haemanihus, Hippeasirum, Hyacinthus,
Hymenocallis, Iris hollandica, Iris reticulata,
Iris xiphiodes, Ixiolirion, Lachenalia, Leucojum,
Lycaris, Lilium tirlerinin cogu, Muscari,
Navrcissus, Nerine, Ornithogalum, Polianthes,
Pusckinia, Scilla, Tulipa, Urgenia,
Zephyranthes

Soganimsi
yumru
{(Corm)

Dikotiledon

Liatris

Monokotiledon

Acidanthera, Babiana, Colchicum, Crocosmia,
Crocus, Erythranium, Freesia, Gladiolus, Ixia,
Sparaxis, Tigrida, Triteleria

Yumrulular
grubu

Yumru
(Tuber)

Dikotiledon

Baz Anemone tiirlen, Eranthis

Monokotiledon

Caladium, Gloriosa, Zantedeschia tiirlerinin

cogu.

Yumrukik
(Tuberous)

Dikotiledon

Astilbe, Dahlia, Eremurus, Baz Oxalis tirleri,
Ranunculus

Monokotiledon

Hemerocallis

Rizom

Dikotiledon

Achimenes, ban Anemone tiirler, baz Ovalis
tiirleri.

Monokotiledon

Bazi Allium tirleri, Agapanthus, Alstroemeria,
Anigozanthus, Canna, Clivia, Convallaria,
Baz fris tirlen, Baz Lilinm tirleri, Scadoxus,
Zantedeschia aethiopica.

Genisletilmisg
hipokotil

Dikotiledon

Begonia (yumrulu hibntler), Cyelamen,
Gloxinia

Monokotiledon

Colchicum autumnale, colchicin alkoloidinin elde edildigi otsu c¢ok yillik bir
bitkidir. Colchisin alkoloidi gut hastaligi tedavisinde ve bitki 1slah c¢alismalarinda
kullanilmaktadir (Zeybek, 1985).

Galanthus bitkisi galanthamin alkoloidi igerir. Iskelet adalelerini ¢alistiric1 etkiye
sahip bu alkoloid ¢ocuk felci hastaliginin tedavisinde kullanilan Nivalin ampul preparati

yapiminda kullanilir (Zeybek, 1985).



Orchis (salep) yumrulari nisasta, musilaj ve az miktarda eterik yaglar tasir ve ishal

tedavisinde kullanilir (Zeybek, 1985).

Geofitler ayrica peyzaj diizenlemelerinde de kullanilmaktadir. ABD’de geofitlerin
70i, lIsve¢’te %67’si ev bahgelerinde, parklarda, arboretumlarda, c¢evre
diizenlemelerinde, yol kenarlar1 ve golf sahalarinda kullanilmaktadir. Ulkemizde ise bazi
Iris tiirleri, Pseudocrocus ve Orchis laxilora batakliklarda dogal olarak yetismelerinin
yanisira havuz ve goletlerde siis bitkisi olarak kullanilabilmektedir (Baktir, Tezcan, &

Kaynakei, 1997).

Mis ve kaya zambag1 ve siisen gibi geoitler ise parfiim sanayiinde hammadde

olarak kullanilmaktadir (Baktir vd., 1997).

Geofitler, diger tiim bitkilerde oldugu gibi, generatif (tohumla iiretim) ve vejetatif
olarak tiretilirler. Generatif tiretim teknigi elde edilen bitkilerin ana bitkiye benzerlik
oraninin diisiik olmas1 ve yeterince tohum iiretilememesi gibi sebeplerle tercih
edilmemektedir. Vejetatif liretim ise soganlar, sogan pullari, sogan tabaninin kesilmesi ve

doku kiiltiirii tiretimleri ile gergeklestirilebilmektedir (Ulus & Seyidoglu, 2006).

Gelismis ocaklarin boliinmesiyle ¢ogaltim; Ayni yerde uzun yillar boyunca kalan
soganlar yavru olusturarak ¢ogalir. Bunun sonucunda yogunlasan ocaklar seyreltilerek

elde edilen soganlar bagka alanlara dikilerek ¢cogaltim gerceklestirilir.

Yavru soganlarla ¢ogaltim; Soganli bitkilerin olusturduklar1 yavru soganlarin
dormansi halindeyken sokiiliip serin yerlerde muhafaza edilmesinden sonra uygun vakitte

dikim isleminin ger¢eklestirilmesiyle ¢ogaltim gerceklestirilir.

Yavru kormlarla ¢ogaltim; Cigdem ve gladioller gibi bitkiler bezelye boyutunda
cok miktarda yavru korm olustururlar. Bitkiler kis1 gecirip yapraklar1 solmaya
basladiginda yavru kormlar ana kormdan ayrilir. Serin yerlerde muhafaza edildikten

sonra dikilerek cogaltim gerceklestirilir.

Hava soganlar1 veya govde soganlariyla ¢ogaltim; Lilium tiirlerinin bazilarinda
yaprak koltuk altlar1 ve toprak altina gelen kisimlarda olusan yavru soganlarin direkt

dikimleri yapilarak ¢cogaltim gerceklestirilir.



Sogan pullart ile ¢ogaltim; Lilium ve Fritillaria tiirlerinde soganlardaki etli pullar
birbirlerinden ayrilarak her birinin taban kisminda bir veya birka¢ yavru sogan olusturulur

ve bu olusturulan soganlar tiretimde kullanilir.

Tohumdan ¢ogaltim; soganli bitkilerde ¢ok kullanilan bir yontem degildir. Bazi
bitkiler tohum baglayamaz, baglayan bitkilerde ise tohumdan ¢igek agmasi 3-6 yil

surmektedir.

Capraz kesim; Fritillaria imperialis gibi bitkilerde soganlar biiyiime noktasindan
capraz olarak yariya kadar kesilip dikim yerlerine dikilerek cogaltim gerceklestirilir
(Karaoglu, 2010).

1.4. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Tarihcesi

1838 yilinda Schwann ve Schleiden’in totipotensi teorisi olan bitkiye ait olan her
bir hiicrenin tiim bitkiyi meydana getirme kapasitesi oldugunu ortaya atmalariyla bitki
doku kiiltiiriiniin temelleri atilir. 1902 yilinda Heberland izole edilmis bitki hiicresini
kiiltire almaya ¢alismis ancak basarili olamamis 1934 vyilinda Lycopersicon
esculentum’da ilk kalic1 kok ve meristem kiiltiirii gelistirilmis ve yine ayni y1l Gautheret
ve Nobecourt Daucus carota’da ilk kez kallus kiiltiiriinii baslatmislardir (Pierik, 1997).
1934 yilinda Gautheret besi ortamina IAA (Indol-3-asetik asit) ve cesitli vitaminler
ekleyerek ilk alt kiiltiir calismasimi gerceklestirmigtir. 1942 yilinda yine Gautheret
taraindan yapilan calismada Daucus carota’da sekonder metabolit {iretimi ilk defa
gerceklestirilmistir. 1902 yilindan itibaren doku kiiltiiriinde gergeklestirilen bu gelismeler
15181nda olgun embriyolarin kiiltiire alinmasi, oksin tanimlanmasi, laboratuvar ortaminda
kok ve siirgiin ucu ¢ogaltimi gibi pek ¢cok ¢aligma daha yapilarak in vitro kiiltiir teknikleri

1000’den fazla farkl tiire uygulanmistir (Bigot, 1987).
1.5.  Bitki Doku Kiiltiirii Teknikleri

Doku kiiltiirli; aseptik sartlarda ve yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki,
hiicre, doku veya organ gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel tiriinlerin

tiretilmesi olarak tanimlanabilir (Babaoglu & Giirel, 2001)

10



Bitki doku kiiltiirli ¢aligmalarinda uygulanan baslica teknikler, organogenesis,
somatik embriyogenesis, protoplast kiiltiirii, haploid hiicre kiiltiirli, meristem kiiltiirt,

embriyo kiiltiirii ve mikrogogaltim olarak sayilabilir.

Bitkiler iki sekilde gelisim gostererek cogalabilirler, seksiiel veya aseksiiel.
Seksiiel dongili ebeveyn gametlerinin birlesmesi sonucu olusan zigotik embriyolarin
gelismesiyle yeni bitkilerin olusmasidir. Genellikle gametlerin olusumu (mayotik hiicre
boliinmesi) ve birlesmeleri boyunca birbirinden farkli gen kombinasyonlar1 olusacaktir
ve bu sayede yeni doller cesitlilik gosterecektir. Buna karsin vejetatif (asekstiiel) dongiide
ise cogaltim secilen herhangi bir bitkinin (ana bitki, stok bitki) genleri her bir boliinmede
(mitotik boliinme) ayni sekilde devam ettirilir. Cogu durumda bu yontemle iiretilen her
bir bitki 6zgiin bir somatik hiicre hattinin uzantisi olarak diisiiniilebilir. Dogal ortamda
sekstiel ve aseksiiel tireme farkli bitki tiirlerinde evrim basamaklarina gére uygun secilim
avantajlarina sahiptir. Insanlar tarafindan secilen ve kullanilan bitkilerin ayn1 zamanda
tohumla ve vejetatif yollarla farkli tireme egilimleri de vardir (George, Hall, & Klerk,

2008).

Tohumlarin bir iiretim araci olarak yaygin avantajlar1 vardir.

. Genellikle ¢ok sayida iiretilirler bu sayede rejenere edilen bitkiden daha
ucuzdurlar.

. Bir¢ogu uzun zamanlar boyunca canliligin1 kaybetmeden saklanabilir.

. Kolayca dagitilirlar.

J Tohumdan en sik yetistirilen bitkiler ebeveynlerini etkileyebilecek zararli

ve hastaliklarin ¢ogunu icermeyebilir.

Tarmmsal ve bahgecilik calismalarinda hemen hemen 6zdes olan bitki klonlarini
veya poplilasyonlarini yetistirmek istenmesine ragmen bir¢ok bitkinin tohumlari
genellikle genetik olarak farklilik gosteren bitkiler iiretir ve tek tip yavrular verecek

tohumlar1 elde etmek pratik agidan ¢ok zor hatta imkansizdir (George vd., 2008).
Genetik olarak homojen bitki popiilasyonlari ii¢ sekilde tiretilmektedir;

. Kendi kendine dollenen tiirlerde elde edilen homozigot hatlardan. (Tiitiin,

bugday, arpa, piring)
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o Iki homozigot ebeveyni gecerek iiretilen F1 tohumlarindan. Ayni
olmalarinin yani sira, F1 bitkileri hibrit 6zellik de gosterebilir. Siis bitkisi ve sebze iireten

birgok cicegin F1 tohumlari vardir ancak yiiksek tiretim maliyetlerini sahiptir.

J Apomiktik fidanlar1 ile. Birkag¢ tiirde genotipik olarak ebeveynleriyle
0zdes olan bitkiler apomiksis ile iiretilirler. Tohumlar dollenmeden olusturulur ve
embriyolarinin gelisimleri yeni bitkinin disi ebeveynle 6zdes genetik 6zelliklere sahip

olmasin saglayan birkag aseksiiel islemden biriyle gerceklestirilir (George vd., 2008).

Bir¢cok dnemli tarim bitkisi vejetatif olarak klonlar halinde ¢ogaltilir. Bitkisel
tiretimin yapilmasi i¢in uygun yontemler ylizyillardir izerinde ¢alisilan konular olmustur.
Bu konuda gergeklestirilen c¢alismalardan biri nispeten biiyilik bitkisel pargalarin
kullanildig1 makrogogaltim yontemleridir. Makrogogaltim yontemleri modern bahgecilik
aragtirmalart ile gelistirilmistir. Makrogogaltim yoOntemlerini gelistirmeye yoOnelik
calismalar hala devam etmesine ragmen son yillarda bitki ¢ogaltiminda doku kiiltiirii
tekniklerinin kullaniminin artmasi bu g¢alismalarin hiz kaybetmesine sebep olmustur

(George vd., 2008).

Organogenesis, hiicre ve dokulara baski uygulanarak bazi degisikliklere sebep
olunup siirgiin veya kok primordiyumu adi verilen tek kutuplu ve vaskiiler sistemi koken
aldig1 dokuya bagli olan bir yapmin meydana gelmesini saglayan bir yontemdir

(Babaoglu & Giirel, 2001).

Somatik embriyogenesis, vejetatif hiicrelerden gelistirilen embriyolarin bagimsiz
vaskiiler sistemi olan ve kok ile siirgiin aksisini igeren iki kutuplu bir yapinin olugsmasini
saglayan bir yontemdir. Zigotik embriyolar dollenmis embriyolardan elde edildigi i¢in
acilma gosterirken somatik embriyolardan olusturulan bitkiler genetik olarak klon

olusturmaktadirlar (Babaoglu & Giirel, 2001).

Protoplast kiiltiirii, bir bitki hiicresinin hiicre duvari uzaklastirildiginda geriye
kalan kismina protoplast denilmektedir. Protoplast caligmalarinda esas amag tek bir bitki
hiicresinden bitki elde edebilmektir. Protoplastlarin en o6nemli faydasi eseysel
melezlemeye uygun olmayan  bitkilerde somatik  melezleme  isleminin

gerceklestirilebilmesinin saglanmasidir (Babaoglu & Giirel, 2001).
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Haploid bitkiler ait oldugu bitki tiirlinlin gamet hiicrelerinde mevcut olan
kromozom sayisina sahip olan bitkilerdir. Her bir lokusta bulunan allelerden yalnizca
birini igerir ve bu nedenle 1slah ¢alismalarinda olduk¢a 6nemli yer tutmaktadir. Haploid
bitkilerde kromozom katlanmasi sayesinde %100 homozigot ar1 irklarin elde edilmesi
miimkiin hale gelmektedir. Erkek ve disi gametlerden haploid bitki iiretimi
gergeklestirilmektedir (Babaoglu & Giirel, 2001).

Meristem kiiltlirlinde meristem hiicreleri kullanilarak viriisten ar1 bitkilerin elde
edilmesi amaclanmistir. Hastaliksiz bitki iiretiminde meristem kiiltiirii olduk¢a 6nemli bir
yer tutmustur. Viriis eliminasyonu, mikrogogaltim, germplazm muhafazasi, genetik
transformasyonlar, bitki materyallerinin uluslararasi degisimi ve bakteri ve mantarlardan
ari bitkilerin tiretilmesi gibi ¢esitli uygulama alanlar1 mevcuttur (Biiriin & Tiirkoglu,

1996).

Embriyo kiiltiirii, yiiksek bitkilerin tohumlarindan embriyolarinin elde edilerek
belirli ortamlarda kiiltiirlenmesiyle gerceklestirilen uygulamalardir. iki tip embriyo
kiiltlirii vardir; olgunlagsmis tohumdan embriyo kiiltiirii ve olgunlagsmamis erken boliinme
fazindaki proembriyo kiiltiirii. Olgunlagmis embriyo kiiltiiriinde embriyonun biiyiimesi,
dormansi ve ¢imlenmenin metabolik detaylarinin analizi yapilabilmektedir ve oldukca
basarili sonuglar veren bir yontemdir. Olgunlagmamis erken boliinme fazindaki
proembriyolarin kiiltiirlinde ise embriyolarin farklilasmasinin saglanmasi ya da besin

ihtiyaglar1 lizerine yapilacak calismalar gergeklestirilmektedir (Rahavan, 1980).

Mikrogogaltim, bir bitkiden alinmis olup tam bir bitkiyi olusturabilme
potansiyeline sahip olan eksplantlarin yapay besin ortami ve aseptik kosullarda yeni

bitkileri olusturmasi ¢calismalaridir (Hartmann & Kester , 1975).

Bitkilerin in vitro olarak c¢ogaltilmasi i¢in kullanilan mevcut yontemler biiyiik
oranda geleneksel cogaltma icin onceden gelistirilenlerin bir uzantisidir. In vitro

tekniklerin uygulanmasinin bazi avantajlart vardir;

. Kiiltiire ¢ok kiiciik bitki pargalari (eksplant) ile baslanir ve kii¢iik siirgiin

veya embriyolardan ¢ogaltimlart gergeklestirilir.

. Bitkileri gelistirmek ve ¢ogalmak icin ¢ok kiiciik alanlar yeterlidir ve

aseptik kosullarda gergeklestirilir.
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o Kiiltiire bagladiktan sonra hastaliktan dolay1 kayip olmamasi i¢in iiretilen

bitkicikler bakteri, mantar ve diger mikroorganizmalardan arindirilir.

o Besin ve biiylime diizenleyicileri, 151tk ve sicaklik gibi bitkisel
rejenerasyonu etkileyen faktorler bitki tiirline spesifik olarak ayarlanir ve bu sayede
cogalma hizi makrogogaltima gore ¢cok daha yiiksek olur ve belirli bir siire i¢erisinde

farkli pek cok bitki iiretilebilir.

o Vejetatif olarak ¢ogaltilmasi ¢ok zor hatta imkansiz olan bitki tiirlerinin

klonlarinin uiretilmesi mumkin olabilir.

J Bitkilere mikrogogaltim teknikleriyle yeni birtakim  6zellikler
kazandirilabilir.

. Uretim mevsimsel degisimlerden etkilenmez y1lin her mevsiminde bitkiler
tiretilebilir.

. Stok bitkilerin ¢ogaltimi1 ve korunmasi i¢in daha diisiik enerji ve alana
ihtiyag vardir.

. Bitki materyallerinin alt kiiltiirleri arasinda ¢ok daha az bakima ihtiyag

vardir. Geleneksel caprazlama tekniklerinde sulama, yabani otlardan arindirma ve
ilaglama gibi gereksinimlerden dolayi is¢ilik ve malzeme ihtiyaci ¢oktur. Mikrogogaltim

bu yoniiyle daha diislik maliyetlerden &tiirii daha avantajlidir (George vd., 2008).

Fakat mikrogogaltim tekniklerinin baz1 dezavantajlar1 da mevcuttur. Ozel bir
liretim tesisine ihtiya¢ vardir. Ayrica her bir tiir icin optimum sonuglarin elde edilmesi
icin spesifik yontemler gereklidir ve mevcut yontemlerin optimize edilebilmesi i¢in
yogun bir ¢caligsmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Dahasi in vitro yontemlerle ¢ok sayida liretim
gerceklesmesine ragmen baslangicta tiretilen bitkicikler ¢ok kiigiiktlir ve bazi zamanlar
da istenmeyen 6zelliklere sahip olabilitler. /n vitro tekniklerde kiiltiirdeki eksplantlarin
hayatta kalabilmesi i¢in siikroz veya baska bir karbon kaynagina ihtiyaglar1 vardir. Bu
kiiltiirlerde iretilen bitkiler baslangicta kendi organik maddelerini fotosentez ile
iiretemezler. Bagimsiz bir bliyiime yapabilmeleri i¢in bir gecis doneminden gegmeleri
gerekir. Ayrica bitkiler cam veya plastik kiiltiir kaplarinda yiiksek bagil nemde
biiyiitiildiiklerinden ve genellikle fotosentetik olarak kendi kendilerine yeterli

olmadiklarindan geng bitkiler dis ortamda su kaybina karsi duyarl haldedir. Bu nedenle
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nem yavas yavag azaltilirken atmosfer 15181 da artirilarak dig ortama alistirilmalari

gereklidir. Genetik olarak anormal bitki {iretilme ihtimali de artabilir (George vd., 2008).

Mikrogogaltim genel hatlariyla 5 asamada ele alinmaktadir. Bu agamalar;

. Hazirlik (Sterilizasyon ve anag bitki se¢imi gergeklestirilir)
o Kiiltiir baglangici

. Siirgiinlerin ¢ogaltimi

o Siirgiinlerin gelisimi ve koklendirilmesi

. Di1s ortama alistirma (Aklimatizasyon) (Debergh, 1993)

Mikrogogaltim methodlar1 Sekil 1.1°de verilmistir.
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Sekil 1.1. Mikrogogaltim metodlar1 (Acemi, 2011; George vd., 2008).

Fideler

Mikrogogaltim icin gelistirilen bu teknikler in vitro morfogenez ve genetik

stabilitenin daha iyi kavranmasiyla zamanla degisiklik gosterebilir.

in vitro kiiltiirlerle ¢ogaltim sirasinda bitkide birtakim degisiklikler meydana

gelebilmektedir. Gozlenen bu degisikliklere somaklonal varyasyonlar denilmektedir.

15



Kalitsaldir ve dolden dole aktarilmaktadir. Somaklonal varyasyonlara neden oldugu

disiiniilen bazi etkenler bulunmaktadir. Bu etkenler;

J in vitro rejenerasyon yontemi: embriyojenik olmayan kallustan
organogenesis sonucu rejenere olan bitkilerde biiyilk oranda somaklonal varyasyona

rastlanmaktadir.

. Kullanilan eksplant: poliploid tiirlerdeki somaklonal varyasyon orani

diploid tiirlere gére daha fazladir.

. Besin ortaminin degisimi: kiiltiirde kullanilan besiyeri bilesimleri genetik

stabiliteyi etkileyen faktorlerdendir.

. Alt kiiltiir sayisi: alt kiiltiir sayis1 arttikca ve kiiltiir siiresi uzadik¢a

somaklonal varyasyon olusma riski de artmaktadir (Hatipoglu, 1993).
1.6.  Genel Bilgiler
1.6.1. Edirne Siimbiilii’niin (Bellevalia edirnensis) Taksonomisi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan Bellevalia cinsi morfolojik siniflandirma sistemine
gore ilk olarak Liliaceae (Zambakgiller) familyas: icerisinde yer almustir. ileriki
zamanlarda yapilan ¢alismalar sonucunda once Hyacinthaceae (Siimbiilgiller)
familyasina  sonrasinda ise molekiiller c¢alismalar 1s18inda  Asparagaceae

(Kuskonmazgiller) familyasi igerisinde kabul edilmistir (Cizelge 1.4) (APG III, 2009).
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Cizelge 1.4. Bellevalia edirnensis tiriiniin APG III sistemine gore taksonomik durumu

(APG 111, 2009).

Ustalem (Supperegnum) Eukaryota

Alem (Regnum) Plantae

Boliim (Divisio) Magnoliophyta (Angiospermae)
Smif (Class) Liliopsida (Monocotyledoneae)
Ordo (Order) Asparagales

Aile (Family) Asparagaceae

Altaile (Subfamily) Scilloideae

Oymak (Tribe) Hyacintheae

Altoymak (Subtribe) Hyacintheae

Cins (Genus) Bellevalia Lapeyr.

Tiir (Species) B.edirnensis N. Ozhatay et B. Mathew

Asparagaceae familyasi diinyada yaklasik olarak 130 cins ve 2.250 tiire sahip olan
ve oldukga genis yayilim gosteren bir familyadir (Mabberley, 2008). Ulkemizde ise 19
cinsi vardir; Agave, Anthericum, Asparagus, Bellevalia, Convallaria, Danae, Drimia,
Fessia, Hyacinthella, Hyacinthus, Muscari, Ornithogalum, Polianthes, Polygonatum,
Prospero, Puschkinia, Ruscus, Scilla ve Yucca (Giiner, Ekim, Vural, & Babag, 2012).

Asparagus cinsinin yeryliziinde yaklagik 300 tiirii vardir ve Tirkiye’de 3’1
endemik olan 12 tiirii bulunmaktadir. Asparagus’un bazi lyeleri gida, siis bitkisi ve

eczacilik agisindan 6nemlidir (Gtiner vd., 2012).

Muscari cinsi Diinya’da yaklasik 40 tiir ve Tiirkiye’de 19°u endemik olan 30 tiirii
bulunmaktadir. Bazi tiirleri gida olarak tiiketilmistir ve tibbi 6neme sahiptir (Giiner vd.,

2012).

Ornithogalum cinsi Diinya’da yaklagsik 180 tiir ve Tiirkiye’de 30’u endemik olmak
tizere 61 tiirti bulunmaktadir. Puschkinia Diinya’da dort tiir ile temsil edilmekte ve dérdi
de tilkemizde bulunmaktadir. Scilla Diinya’da yaklasik 80 tiir ve Tiirkiye’de biri melez

ve sekiz tanesi endemik olan 19 tiir ile temsil edilmektedir (Giiner vd., 2012).
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Bellevalia cinsi Diinya’da biiylik ¢ogunlugu Akdeniz boélgesinde (Fas ve
Cezayir’den Kafkasya ve Iran’a kadar) yayilis gdsteren yaklasik 74 kadar tiire sahiptir
(Johnson, 2003). Bellevalia ile ilgili yapilan ilk monografi ¢caligmalar1 sonucunda diinya
genelinde 44 (Feinbrun, 1940), Tirkiye’de ise 8 tane tiirlin varligindan s6z edilmis,
sonrasinda Tiirkiye Florasi’nin yazimiyla Tiirkiye’de 7’si endemik olan 18 tiiriin
varligindan s6z edilmistir (Wendelbo ve Bothmer, 1981). 2012 yilinda yayinlanmis olan
son check-list ¢calismasiyla Bellevalia cinsine yerli botanikgiler tarafindan eklenen 12
yeni tlir sonucunda Tiirkiye’deki Bellevalia cinsine ait olan tiir sayisi 34, endemik
olanlarinin sayis1 ise 23 olarak belirlenmistir (Tugay, 2012). Bellevalia cinsinin filogenisi

ise Cizelge 1.5’de gosterilmistir.

Cizelge 1.5. Bellevalia cinsinin filogenisi (Giiler vd., 2018; Stevens, 2018).

Familya (Family) Altfamilya (Subfamily) Oymak (Tribe) Altoymak (Subtribe) Cins (Genus)

Aphyllanthoideae

Agavoideae
Ozirogeae

Brodiaeoideae

Ornithogaleae

Urgineeae Pseudoprospero
Hyacintheae —[—Masson inae

L——Hyacinthinae —— Bellevalia

Asparagaceae -
Scilloideae

Lomandroideae

Asparagoideae

Nolinoideae

Bellevalia edirnensis tiirii ilk kez Ozhatay ve ark. Tarafindan Edirne-Uzunkoprii
arasindan, Ibriktepe yol ayrimi 1.km (250m, 30.04.1988, G. Dalgi¢c 59752)’sinden
toplanmistir. Farkli oldugu anlasilan tiir Tirkiye’deki 19. Bellevalia tiirii olmustur.
Ozhatay ve Mathew 1989 yilinda Delhi’de yapilan 6.0OPTIMA toplantisinda bildiri
halinde tanitilan yeni tiir diinyaya tanitilmistir. 1991 yilinda yayinladiklar1 makalelerinde

bitkiye ait olan ¢izim Sekil 1.2°de verilmistir (Giiler vd., 2018).
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Sekil 1.2. Bellevalia edirnensis ISTE 59752, Culcivated. A, Habit; B, Flower; C, Corolla
opened out; D, gynoecium; E, portion o leaf apex. (Scale bars=1 cm) Edirne Stimbiilii’'niin
Ozhatay vd. (1991) tarafindan Botanical Journal of the Linnean Society’de yer alan

protologundaki ¢izimi (Giiler vd., 2018).
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1.6.2. Edirne Siimbiilii (Bellevalia edirnensis)’niin Morfolojisi

Yapraklar1 3-4(-5), 30-42 cm x 15-20 mm boyutunda, skapustan daha uzun ve
undulat, kenarlar1 zars1 ve kisa siliat yapihidir (Sekil 1.3). Skapus 1-2, 18-33 cm
boyutlarinda. Rasemus elipsoitten silindirige kadar 50-60 ¢igeklidir. Pediseller dik
sekilde gelip daha sonra yay seklinde kivrilmaktadir ve 8-15 mm boyutlarindadir. Periant
yesilimsi-beyaz renkte, tubular — kampanulat, loblar1 tiipten bir miktar daha kisa eliptik-
obovat sekillidir. Anterler sar1, rasemus meyvede silindirik yapili, kapsiil kapaklar1 genis
ovat ve 9-10mm boyutlarindadir (Sekil 1.4). Tohumlar ise ovoid-elipsoid arasidir (Sekil
1.5) (Dayan, Arda, Colak, Giiler, & Aytag, 2012).

Sekil 1.3. B. edirnensis: A. Toprakalt1 kisimlari; B. Yeni ¢igceklenen bitkide yaprak yapisi;
C. Yaprak kenarindaki belirgin silli yap1 (Giiler vd., 2018).
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Sekil 1.4. B. edirnensis’de meyve gelisimi ve olgunlagsmasi (Giiler vd., 2018).
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Sekil 1.5. Edirne Siimbiilii (B. edirnensis)’niin meyveli bitki ve tohumlar1 (Giiler vd.,

2018).

Hekzaploid (2n=24) bir bitki olarak tanimlanmis olup Tiirkiye’de bulunan
Bellevalia tiirleri arasinda hekzaploid olan ilk tiirdiir. Karyotip analzine gore (Sekil 1.6)
ilk 6’11 set metasentrik, 2. Altili set akrosentrik ve bu setteki son kromozomun kisa
kolunda ise satallit gdzlenmistir. Ayrica 3 ve 4. Altili setler ise submetasentrik olarak

tanimlanmistir (Bareka, Phitos, & Kamari, 2008).
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Sekil 1.6. Bellevalia edirnensis 2n=24. A. Somatik hiicre (Bareka vd., 2008) B. Karyotip
(Giiler vd., 2018). Scale bar=10 un.

1.6.3. Edirne Siimbiilii (Bellevalia edirnensis) ’niin Biyolojisi

Soganli geofitler arasinda yer alan Edirne siimbiilii toprak altinda metamorfoza
ugramis sogan (gémlekli bulb) seklinde bir gévdeye sahiptir. Indirgenim disk seklinde
gbovdeye sahip olan soganlar birbirini 6rten etli depo yapraklara ve bunlarin diginda tunika
ad1 verilen koruyucu ince yapraklara sahiptir. Havalarin 1sinmasiyla ilkbahar aylarinda
yeni slirglin veren soganlar toprak iizerindeki yapraklarini Subat ayinda ¢ikaramaya
baslar. Olusan yapraklar Mart ayinda belirginlesir ve aym sonuna kadar yaprak gelisimi
tamamlanmis olur. Yapraklar genellikle belirli bir agiyla yukariya dogru yiikselirken bazi
bireylerde alt kisimdaki yapraklarin toprak yiizeyine dogru uzadig goriilebilir. Uzerinde
cicek tastyan skapus adi verilen sap gelisimi ise yapraklarin gelisiminden sonra baglar.
Cigeklenme Nisan ayinda baslayarak Mayis ayinin ortasina kadar devam eder. Cigek
kurulu baz1 bireylerde bir, bazilarinda 2-3 ¢igek kurulu seklindeyken ¢ok ender olarak
bazi bireylerde 4 ¢icek kurulu gozlenebilir. En iyi ¢igeklenme 15 Nisan-1 Mayis arasinda
meydana gelmektedir. Renkleri genellikle sarimsi kahverengi veya yesilimsi
kahverengidir. Tomurcuk haldeyken yesil dis kismi mor olan ¢igekler soldugunda

kahverengimsi bir renk alir (Sekil 1.7) (Giiler vd., 2018).
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Sekil 1.7. B. edirnensis’de ¢i¢ek kurulu (Giiler vd., 2018).

Bitkinin meyveleri Nisan ayinin sonuna dogru goriilmeye baslar ve bu meyveler
lokulusit kapsiil tipindedir. 3 odacikli ovaryumun geligsmesiyle 3 odacikli kapsiil olusur.
Olgunlasmis olan meyveler lokuslarin sirt kisimlarindan agilarak topraga diiser. Mayis
aymin ortasindan sonra olgunlagmaya baslayan meyveler Haziran aymin ortasina kadar
goriilebilir. B. edirnensis bitkisinin fenolojisi Cizelge 1.6’da ve Sekil 1.8’de verilmistir.
Genellikle boceklerle tozlagan bu bitkinin tohumlari bitkinin habitatinda meydana gelen

tagkinlarla da yayilabilmektedir (Giiler vd., 2018).
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Cizelge 1.6. Edirne stimbiilii (B. edirnensis) ‘nilin fenolojisi (Giiler vd., 2018)

AYLAR

Vejetatif Evre

10

n

12

Generatif Evre (Ciceklenme

FEMOLCII

Meyve ve Tohum

Sekil 1.8. Edirne Stimbiilii (B. edirnensis) ‘niin fenolojisi. A. Sogan; B. Toprak iizerinde

ilk yapraklar; C. Tomurcuklu birey; D. Ci¢ek durumu (Gtiler vd., 2018).
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Giiler vd. (2018) tiir koruma eylem plan1 projesi kapsaminda yaptiklari
calismalarinda onceden bilinen lokasyonlar baz alinarak bitkiyi bulundurma potansiyeli
olan Edirne, Kirklareli ve Tekirdag illerinde benzer 6zellikli lokasyonlar belirlemisler ve
arazi ¢aligmalar1 sonucunda tiiriin yeni 3 lokasyonda daha bulundugunu kesfetmislerdir
(Sekil 1.9). Tiiriin varlik gosterdigi yeni bolgelerle birlikte mevcut tiim lokasyonlar;
Biiyiikmandira, Sinanl, Kiigiikkarakarli, Pehlivankdy merasi, Tavuk ormani ve Kozkdy

merasi olarak siralanmustir.

Sekil 1.9. Edirne Siimbiilii’niin gilincel lokasyonlar1 (Gtiler vd., 2018).

Edirne slimbiilii yayilis alanlarindaki yogun tarim faaliyetleri, otlatma, yabanci ot
miicadelesi, mesire alani olarak kullanim gibi sebeplerle nesli tehlike altinda oldugu

bilinmektedir (Cizelge 1.7).
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Cizelge 1.7. Edirne Stimbiilii tehditleri ve tehdit diizeyleri (Giiler vd., 2018).

Tehditler Etkisi Tehdit Diizeyi
Yagam alanlarinin tarim arazisine | Tiirlin yayilig alanini ortadan
doniistiiriilmesi kaldirir Yiiksek
Popiilasyonun genislemesini
Tarimsal faaliyetler engeller Yiiksek
Popiilasyonun genislemesini
Otlatma baskis1 engeller Yiiksek
Popiilasyonun genislemesini
Uzun siireli su baskinlari engeller Diisiik
Popiilasyonun genislemesini
Mantar enfeksiyonu engeller Diisiik
Agac kesimi Tiiriin habitatin1 bozar Orta
Yore halki basta olmak iizere
paydaslarin tiirin 6nemi Koruma calismalarinda
hakkinda yeterince bilgi sahibi paydaslarin katkis1 olmayisi
olmamasi veya yetersizligi Yiiksek
Tiirlin yayilig alanin1 ortadan
Yasam alanlarinda yapilagsma kaldirir Yiiksek
Popiilasyonun genislemesini
Aniz yakma engeller Yiiksek
Yasam alanlarinda diizenlenen
sosyal etkinlikler Tiiriin habitatini bozar Yiiksek
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BOLUM 2

LITERATUR OZETI

Bu béliimde soganli bitkiler {izerine yapilan doku kiiltiirii caligmalar1 verilmistir.
Bu kapsamda caligmalar familya diizenine gore verilmis olup en sonda Asparagaceae
familyasi tyeleri ile ilgili olanlar siralanmigtir. Literatiir 6zeti Bellevalia cinsi lizerinde

yapilan ¢alismalarin incelenmesi ile bitirilmistir.

Aasim (2015) Allium tuncelianum bitkisinde yaptigi c¢alismasinda sarimsak
dislerinin en iyi sogancik olusumunun MS besi ortaminda 0,5mg/1 BA ve 0,5 mg/l KNAA

hormon konsantrasyonu kullanilan ortamda gergeklestigini gostermistir.

Babashpour vd. (2016) Galanthus transcaucasicus bitkisinin sogan pul
yapraklarini kullanarak yaptiklari ¢aligmalarinda modifiye edilmis MS besin ortamina 30
g/l siikroz 8 g/l agar ve hormon konsantrasyonlar1 olarak BAP (0, 0.5, 1, 1.5, 2 ve 2.5
mg/l) ve NAA (0,0.1,0.2,0.3, 0.4, ve 0.5 mg/l) kombinasyonlarini kullanmislar. Eksplant
basina diisen sogancik sayisini, sogancik ¢apini ve taze sogancik agirligini ilk kiiltiirden
5 ay sonra Olgebilmisler. En fazla sayida sogancik ve en biiyiik ¢apa sahip sogancik
olusumunun 3 yaprakli olarak kullanilan eksplantlarin 0,2 mg/l NAA ve 2 mg/l BAP

iceren ortamda kiiltiire alinmasiyla meydana geldigini belirtmislerdir.

Mirici vd. (2008) Iris stenophylla bitkisinin sogan pul yapraklartyla yaptiklar
calismalarinda soganlarin ¢ok kiiclik olmasi sebebiyle 2-4 pul yapragi yerine ikiye
bolerek kullanmiglardir. Bu ¢alismada MS ortamina 1-2-4 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA
hormon konsantrasyonlarini kullanmislar ve en basarili sonuglarin 1mg/l BAP ve 0.25
mg/l NAA kullanilan besin ortaminda oldugunu bulmuslardir. Olusturulan soganlar

hormon i¢cermeyen MS ortaminda koklendirildikten sonra topraga transfer etmislerdir.
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Mirici vd. (2008) Muscari mirum Speta bitkisinin sogan pul yapraklarinda
yaptiklari ¢alismada 2 ve 4 sogan pul yaprakli eksplantlardan kurulan denemelerde 1-2-4
mg/l BA ve 0.5 mg/l NAA kullanmis ve 5 aylik kiiltiir siiresinde soganlarin oldukea iyi

gelistigini ve koklenme ortamina transfer edilecek duruma geldiklerini belirtmistir.

Bulut vd. (2019) Tiirkiye’de endemik ve tehlike altinda olan bir tiir olan
Hyacinthella micrantha (BOISS.) ile dogal ortaminda toplanmis sogan yapraklarinin
eksplant olarak kullanildig1 ¢aligmalarinda MS, Orchimax ve Lindeman Orchid Medium
gibi farkli bazal besiyerlerini ve bu ortamlarda hormon olarak sitokininin farkli tip ve
konsantrasyonlarini (1 mg/1, 2 mg/l, 4 mg/l ve 8 mg/l BAP, Zeatin ve 2-iP) kullanmuslar.
On aylik kiiltiir siiresi sonucunda en yiiksek eksplant basina sogancik olusumunun (%87)
8 mg/l Zeatin ilave edilmis Orchimax besin ortaminda gerceklestigini gostermislerdir.
Bunun yani sira ¢aligma 6ncesi 3 ay boyunca 4-6 °C’de soguk uygulamasina tabi tutulan
soganlarin yeni mini sogancik olusumunda yaklasik %15 artis meydana geldigi

gozlenmistir.

Burun ve Sahin (2013) Lilium candidum bitkisinin sogan pul yapraklariyla
yaptiklar1 ¢aligmalarinda MS besi ortaminda 0.1 mg/l NAA ve 0.1 mg/l BA hormon
konsantrasyonlarinin en basarili sogancik olusumu sagladigini1 géstermislerdir. Ayrica en
yiiksek sogancik olusumunun (sogan pul yapraklarinin bazal, orta ve distal boliimleri)

bazal ve orta boliimlere ait pul yapraklarinda gerceklestigini géstermislerdir.

Daneshvar vd. (2014) Lilium candidum bitkisinin sogan pul yapraklariyla
yaptiklari alismada 0.2 mg/l NAA ve 0,6mg/l TDZ igeren MS besin ortaminda kavanoz
basina en fazla sogancik olusumunun gergeklestigini ve ayni1 zamanda da eksplant basina

sogancik gelisiminin de yine en ¢ok bu besin ortaminda oldugunu gostermislerdir.

Dogan Kalyoncu (2007) Tulipa sintenisii ve Tulipa armena bbitkilerinin
olgunlamamis embriyolarini kullanarak bu bitkilerin ilk kez in vitro sogancik iiretimini
gerceklestirmistir. Bunun i¢in farkli oranlarda sitokinin ve oksin igeren MS (tek asamali)
ve N¢ (¢ok agamali protokol) ortamlarini kullanmigtir. 16 aylik kiiltiir siiresinin sonunda
cok agsamali protokolde 7.sintensii bitkisinde eksplant basina 22.67, T.armena bitkisinde
ise eksplant bagina 16.42 adet sogancik olustugunu tek asamali protokolde ise 7.sintensii

bitkisinde yalnizca 27.10 adet sogancik elde edildigini belirtmistir.
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Fonnesbech vd. (1979) Asparagus plumosus bitkisiyle yaptiklar1 ¢aligsmalarda
stirglin kiiltiirlerinin hayatta kalmasi ve biiylimesi i¢in iP ve zeatinin kinetin ve BA’den
daha etkili sonuglar verdigini ancak PBA ile en iyi sonuglarin elde edildigini

gostermislerdir.

Ghanbari vd. (2018) Lilium ledebourii bitkisinin soganlarini eksplant kaynagi
olarak kullandiklar1 calismalarinda MS besin ortaminda 2,4-D ve Kkinetinin farkli
konsantrasyonlardaki kombinasyonlarin1 kullanmislar. Kallus yiizdesinin en yliksek
oldugu ortamin 3 mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/l kinetinde oldugunu ayrica en yiiksek cap
oraninin da yine 3 mg/1 2,4-D ve 0.5 mg/l kinetin i¢eren ortamda oldugunu belirtmislerdir.
Bunun diginda yaptiklari ¢alismanin neticesinde oksin ve sitokininin karanlik ortamda
hiicre uzamasi yoluyla uzun siirgiin ve kok olusumunu indiikleyebilecegini

belirtmislerdir.

Karaoglu (2004) Leucojum aestivum bitkisinin soganlarmi eksplant olarak
kullandig1 ¢calismasinda en basarili sonuglarin MS besin ortaminda 1mg/l BAP ve 1 mg/1
NAA hormon konsantrasyonlariyla elde etmis ve basarili bir sekilde dis ortama

aktarmustir.

Naik ve Nayak (2005) Ornithogalum virens bitkisinin sogan pul yapraklariyla
yaptiklar1 caligmalarda siirgiin gelisiminin en iyi 1 mg/l NAA ve 2 mg/l BAP hormon
konsantrasyonlarinin kullanildigt MS besin ortaminda, siirgiin koklendirmesinin ise
hormon igermeyen MS besin ortaminda gerceklestigini bulmuglardir. Kallus olusumunun
en iyi 2 mg/l1 2,4-D iceren MS ortaminda gerceklestigini, kallustan siirgiin olusumu igin
ise 2 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA i¢ceren MS besin ortaminin uygun oldugunu bulmuslardir.
Sogan pul yapraklari {izerinden direkt sogan olusumu i¢in 1mg/l NAA, 2 mg/l BA ve 60

g/l seker iceren ortamda gerceklestigini bulmuslardir.

Ohkawa ve Kitajima (1998) Fritillaria camtschatcensis Ker-Gawl tiirlinde
yaptiklar1 c¢alismada sogan pul yapraklarimin g¢esitli sicaklik, 1s1tk ve hormon
konsantrasyonu parametrelerinde nasil tepki verdigini incelemisler ve sogancik
olusumunun 0.1 mg/l NAA - 0.1 mg/l 24-epibrassinolide (EB) hormon
konsantrasyonunda 20°C’de ve karanlik ortamda inkiibasyon sonucunda en basarili
olarak gercgeklestigini, sogancik gelisimi ve koklenmede ise 0.01 ppm EB’nin etkili

oldugunu gostermislerdir.
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Ozdemir vd. (2017) endemik bir geofit bitki olan Muscari aucheri (Boiss.) Baker
bitkisinin koklerinden aldiklar1 eksplantlar ile yaptiklari ¢alismalarinda ¢esitli hormon
kombinasyonlarinin in vitro sogancik gelisimi lizerindeki etkilerini incelemisler. Kok
eksplatnlar 1, 3, 5 mg/l TDZ ve 0, 0.1, 0.2, 0.4 mg/l NAA kombinasyonlarinin oldugu
MS besin ortamina almiglar. Eksplant bagina en yiiksek sogancik olusumunun 3 mg/l
TDZ ve 0.4 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda, maksimum sogancik olusumunun ise
5 mg/l TDZ ve 0.2 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda oldugunu belirtmislerdir.
Rejenere edilmis soganciklar1 kok eksplantlarindan izole ederek 40 g/l siikroz igeren MS
besin ortaminda tekrar kiiltiire almislar ve boylece soganciklarin ¢ap kazanmasini ve kok

salmasini saglamiglardir.

Ozel vd. (2007) Muscari macrocarpum bitkisinin ikiz pul yapraklariyla yaptiklari
calismada MS besin ortaminda 2 mg/l BAP ve 05mg/l NAA hormon konsantrasyonlarinin
en basarili sogancik gelisimini sagladigini, rejenere soganlarin eksplant olarak
kullanildig1 deneylerinde MS besin ortaminda 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA hormon
konsantrasyonlarinin en basarili aksillar sogancik gelisimini sagladigin1 ancak en biiytik
sogancik olusumunun 1 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA iceren besin ortaminda gergeklestigini

gostermislerdir.

Salazar vd. (2019) Sili ulusal pazarinda saksi ve bahge bitkisi olarak biiyiikk oneme
sahip endemik ve nesli tiikenmekte olan bir geofit olan Rhodophiala pratensis bitkisinin
mikrocogaltim protokoliinii optimize edebilmek amaciyla yaptiklart caligmalarinda
bitkinin tohumunu eksplant kaynagi olarak kullanmiglar. Ortamdaki siikroz seviyelerinin
(30, 60 ve 90 g/) in vitro gelisim lizerindeki etkilerini test etmisler. Bunun yani sira 0.1,
1 ve 2 mg/INAA ile 1, 2 ve 4 mg/l BAP hormon konsantrasyonlarinin siirgiin ve sogancik
olusumu Tlzerine etkilerini incelemislerdir. Sekiz hafta sonunda diislik
kontaminasyonlarla birlikte ¢imlenme %86 oranina c¢iktigini ve ortamdaki siikroz
seviyesi arttik¢a sogancik biiylimesinin de arttigini; optimum siikroz konsantrasyonunun
90 mg/l oldugunu gostermislerdir. Aklimatizasyon sonucunda ise bitki hayatta kalma

oraninin %63 ve ortalama sogan biiylimesinin ise 0.5 cm oldugunu belirtmislerdir.

Salehzadeh vd. (2008) Hyacinthus orientalis bitkisinin sogan pul yapraklariyla

yaptiklari ¢alismada 1 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda en agir kallus olusumunun,
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3 mg/l BAP ve 0.3 mg/l IBA hormon konsantrasyonlarmin kullanildigt MS besin

ortaminda ise en yiiksek sogan olusumunun gézlendigini belirtmislerdir.

Santos ve Salema (2000), Narcissus triandrus L. Bitkisiyle yaptiklari
calismalarinda daha 6nceden ikiz pul yapraklar1 kullanilarak BA ve NAA kullanilan MS
besin ortaminda elde edilen siirgiin kiiltiirlerini kullanmuslar, siirglinleri JA’nin in vitro
sogan olusumu {iizerindeki etkisinin anlagilabilmesi i¢in JA’nin 2-iP ve NAA
kombinasyonlar1 yanisira tek bagina JA i¢eren besin ortamlarinda kiiltiire almiglardir. JA
— NAA kombinasyonunda soganlarin c¢apt 5Smm’ye kadar ulasirken JA — 2-iP
kombinasyonunda bu boyutun daha da diisiik oldugunu ancak en basarili sonuglarin
yalnizca JA kullanilan besin ortaminda elde edildigini ve bu besin ortaminda biiyiitiilen

hemen hemen tiim soganlarin kok verdigini gostermislerdir.

Sesiz (2014) Hyacinthua orientalis bitkisinin olgunlagmamis embriyolariyla
yaptig1 ¢alismasinda farkli konsantrayonlarda TDZ, TDZ + NAA, TDZ + KIN ve KIN +
NAA iceren MS besi ortamini kullanmis. Burada ¢imlenme gozlenen embriyolarin bazal
yapraklarini farkli konsantrasyonlarda BAP + 0.1 mg/l NAA ve 30 g/l siikroz iceren MS
besin ortamina almis ve burada kallus ve sogancik olusumunu gézlemlemis ve elde edilen
soganciklarda yaprak uzunlugu ve cap artigini saglamak i¢in 6nce modifiye MS besin
ortamina ardindan da 20 mg/l GAs ve 50 g/l siikkroz igeren besin ortamina alarak

soganciklarda ¢ap artigin1 saglamstir.

Taha vd. (2019a) [ris tingitana bitksinin mikrogogaltim protokoliinii optimize
etmek amaciyla yaptiklari ¢aligmada sogan kisimlarini eksplant olarak kullanmiglar. MS
besin ortaminda BA ve 2-iP hormonlarinin in vitro siirgiin ¢ogaltimina etkilerini
incelemislerdir. Bunun yani1 sira altkiiltiirlerde siirglin ve sogancik gelisimine etkilerini
incelemek icin farkli konsantrasyonlarda siikroz (30, 60, 90 ve 120 g/1) tek basina ve
biiylime inhibitdrii olan paclobutrazol ile birlikte (3 ve 6 mg/l) kullanmislar. Sonugta
eksplant basina en ¢ok siirgiin 1 mg/l BA veya 2-iP’de gozlenmis, 30 g/l siikroz ile
desteklenmis MS besin ortamu siirgiin cogaltimi i¢in, 3mg/I paclobutrazol ile siikkrozun 90
veya 120 g/l konsantrasyonlarinin kullanildig1 besin ortaminin ise en yiiksek sogancik
capmin olusumunu sagladigini gostermislerdir. Ayrica paclobutrazol ve yliksek
konsantrasyonlarda siikroz kullanimiyla 3 kez tekrarlanan alt kiiltiir sonucunda sogancik

sayisinin artigsina katkida bulundugunu belirtmislerdir.
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Taha vd. (2019b) Lilium orientalis cv. bitkisinden elde edilen farkli eksplantlari
kullanarak yaptiklari ¢alismalarinda farkli hormon ve konsantrasyonlarmin direkt ve
indirekt rejenerasyona etkilerini incelemisler. Bunun yani sira tek bagina veya biiylime
inhibitorii ile siikrozun ¢esitli konsantrasyonlarinin tekrarlanan {i¢ alt kiiltiir sonrasinda
sogancik olusumu tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Direkt siirgiin organogenezi i¢in
0.5 mg/l TDZ ve 10 mg/1 2,4-D kombinasyonlart MS kiiltlir ortaminda 1 ay sonunda en
yiiksek siirgiin say1sinin olusumunu saglamuslar. indirekt mikrogogaltim igin 0.5 mg/1 2iP
ve 5 mg/l pikloram eklenmis MS besin ortaminda gelistirilen kalluslar eklenerek 3 ay
sonra embriyolara ve zayif siirgiinlere ayirmis ve daha fazla ¢ogaltma igin farkli ortama
alindiktan sonra en fazla sayida siirgiin, yaprak ve sogancik orani 1 mg/l BA ve 0.2 mg/1
NAA takviyesi yapilmis MS besin ortaminda gézlendigini belirtmislerdir. 60 g/l siikroz
ve 3 veya 6 mg/l paclobutrazol kullanimiyla 3. Alt kiiltiir sonucunda en fazla
sogancik/eksplant elde edildigini ve en yiiksek sogancik ¢capinin 120 g/l siikkroz ve 3 veya

6 mg/I paclobutrazol ile elde edildigini gdstermislerdir.

Wawrosh vd. (2001) Lilium nepalense D.Don bitkisinin olgun soganlarinin ikiz
pul yapraklarini kullanarak yaptiklar1 ¢aligmalarinda MS besin ortaminda 20 uM zeatin
kullanarak 4 haftalik bir kiiltiir doneminde yediden fazla siirgiin elde etmisler ve

koklendikten sonra bitkileri ex vitro kosullara basarili bir sekilde aktarimi saglamislardir.

Yurieyna ve Vladimirovna (2019) Tulipa kaumanniana bitkisinin olgunlagmamis
embriyolarin1 kullanarak yaptiklar1 ¢aligmalarinda farkli sicakliklarda (+4°C - 20°C)
muhafaza edilmis tohumlarin farkli hormon kombinasyon ve konsantrasyonlarina
(BAP+NAA, TDZ+NAA) yanitlarint incelemislerdir. Yaptiklar1 calisma sonucunda
+4°C’de muhafaza edilmis tohumlarda daha basarili sonular elde ettiklerini
belirtmislerdir. Hormon igerigi agisindan ise TDZ iceren besin ortaminda elde edilen
sonuglar (soguklanmamis tohumlarda %0, soguklanmis embriyolarda %48 sogancik
olusumu) BAP igeren besin ortaminda elde edilen sonuglardan (soguklanmig

embriyolarda %39 sogancik olusumu) daha basarili oldugunu belirtmislerdir.

Mirici vd. (2008) Bellevalia tauri Feibrun bitkisinin olgunlagsmamis zigotik
embriyolar ile yaptiklar1 ¢aligmada eksplant basina en yiiksek siirgiin sayisinin 1 mg/I

BAP ve 0.25 mg/l NAA igeren besi ortaminda oldugunu tespit etmislerdir.

33



Nasircilar vd. (2017) Bellevalia tauri bitkisinin olgunlagsmamis embriyolardan
daha onceden doku kiiltiirii yontemleriyle elde edilmis olan soganciklari kullanarak
yaptiklar1 caligmalarinda MS besin ortaminda BAP - NAA kombinasyonu ve 2,4-D
hormonlarin1 kullanmis, 2,4-D iceren MS ortaminda yeni bir sogancik olusumu
gbzlenmedigini en basarili sonucun 1 mg/l NAA ve 0.25 mg/l BAP igeren MS ortaminda

eksplant bagina 2.83 sogancik oldugunu gostermislerdir.

Sedcenco vd. (2011) Bellevalia sarmatica bitkisiyle yaptiklar1 ¢calismada sogan
pul yapraklarini kullanarak kiiltiir ortaminda elde ettikleri soganciklar1 koklendirmek ve
hizli gelisimlerini saglamak icin 1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA igerigine sahip MS
ortamlarinda 60 ve 90 g/l siikroz konsantrasyonlarini kullanmisglar.Img/l BAP+ Img/I
NAA ve 60 g/l siikroz igeren MS ortaminda elde edilen 14-17 mm sogan ¢aplarinin en

basarili sonuglar oldugunu belirtmislerdir.

Bellevalia romana ile ilgili yapilan bir ¢alismada kok, kotiledon ve mezokotil
eksplantlar1 ile calisilmigtir. Kallus baglatimi, kdk ve silirglin olusumu ile somatik
embriyogenesis iizerine baz1 hormon kombinasyonlarinin etkisinin incelendigi calismada
NAA ve BAP birlikte kullanildiginda, mezokotik eksplantlarindan kallus olusumu ve
bitki rejenerasyonu tizerinde oldukga etkili bulunmustur. Diger taraftan 2,4-D uygulamasi
ise stirglin tomurcugu olusumunu baskilamistir. Kotiledon ve kok eksplantlarindan elde
dilen kalluslarda gelisme oldukca diisiik oranda kalmis ve siirgiin rejenerasyonu
gbézlenmemistir. Bitkicik olusturan somatik embriyo farklilasmasi ise 2,4-D igeren

siispansiyon kiiltiirlerinde ger¢eklesmistir (Lupi, Bennici, & Gennai, 1985).

Bellevalia romana bitkisinin doku kiiltiiriinde elde edilmis kallus ve rejenerantlari
tizerinde yapilan sitolojik bir baska calismada, kallus hiicrelerinin biiylik cogunlugunun
diploid oldugu fakat diger hiicrelerin andploid, tetraploid veya haploid c¢ekirdekler
tagidig1 rapor edilmistir. Andploid ve poliploid nukleus iceren hiicrelerin frekansinin 2,4-
D igeren ortamda elde edilen kalluslarda, NAA ve BAP iceren ortamda elde edilen
kalluslardan daha ¢ok oldugu gézlenmistir. Bu tip nukleuslarin sayilarinin kiiltiir siiresi
uzadikca arttig1 belirtilmistir. Ayrica kalluslardan rejenere edilmis bitkiciklerin kok
uclarinda miksoploidi ve andsomati gdzlenmistir (Cavallini, Cremonini, Lupi, & Bennici,

1986).
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Stispansiyon kiiltiirii ile elde edilen Bellevalia romana somatik embriyolarinda
farkli gelisim asamasinda yapilan sitolojik gdzlemler sonucunda, embriyo gelisimi
sirasinda miksoploid ve andsmatik kosullar gozlenmistir. Sadece globiiler

proembriyolarin diploid oldugu rapor edilmistir (Cavallini, Lupi, Cremonini, & Bennici,

1987).

Bu tez ¢alismasimin amaci kritik derecede tehlike altinda olan B. edirnensis’in
sogan ve olgunlasmis embriyo eksplantlarindan cesitli bitki biiyiime diizenleyicilerin
yardimi ile in vitro sogancik iiretiminin tesvik edilmesi, elde edilen soganciklarin dig

ortama aktarilmasi ve bdylece bir mikrogogaltim prosediirii gelistirilmesidir.
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BOLUM 3

MATERYAL METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Materyalin Temini

Bellevalia edirnensis soganlart 2018 Mart-Nisan aylarinda Tavuk ormani
(Edirne), Kiigiikkarakarl koyti merasi (Tekirdag) mevkiilerinden vejetasyon doneminde
sOkiilmiis ve topraklarindan arindirilarak doku kiiltiirti denemelerine kadar gecen siirede

kurutma kagidina sarilmis halde buzdolabinda karanlik ortamda bekletilmistir.
3.1.2. Kimyasal Maddeler

o Etanol (Sigma Aldrich, Katalog numaras1 E7023)

o Murashige and Skoog Basal Medium (MS) with minimal organics
(Sigma Aldrich, Katalog numaras1t M0404)
. Siikroz (Duchefa, Katalog numarasi1 S0809.1000)

. Plant Agar (Duchefa, Katalog numarasi P1001.1000)
. Naphthaleneacetic acid (NAA) (Sigma Aldrich, Katalog numaras1 N0640)
° 6-Benzylamino purine (BAP) (Sigma Aldrich, Katalog numarasi B3408)

. 2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) (Sigma Aldrich, Katalog numarasi
D7299)

. Sodyum hipoklorit (NaClO) (Ticari ¢camasir suyu Domestos)

° HCI
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° NaOH
3.1.3. Kullanilan Malzemeler

Cam ve plastik petri kaplari, magenta, beher, piset, meziir, erlen mayer, pens,
bisturi, diseksiyon makasi, kurutma kagidi, aliiminyum folyo, mikropipet ve uglari, pastor

pipeti, vida kapakli siseler, steril eldiven, maske, pamuk, gazl bez.
3.2. Yontem
3.2.1. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Hazirlanmasi

Bitki biiylime diizenleyicisi (BBD) olarak sentetik oksin olan Naftalenasetik asit
(NAA) ve sentetik sitokinin olan 6-benzilaminopiirin kullanilmistir. Kullanilan BBD’leri
stok soliisyon seklinde hazirlanmis ve en geg¢ 3 ay icinde kullanilmistir. Stok soliisyonlar

Img/ml yogunlukta hazirlanmistir.
3.2.2. Besin Ortaminin Hazirlanmasi ve Icerigi

Deneysel ¢aligmalarda besin ortami1 olarak Murashige & Skoog (MS) bazal medyum
kullanilmistir (Murashige & Skoog, 1962). Sogan pulu kiiltiirii i¢in kullanilan besin
ortaminda 30 g/l siikroz ve degisik kombinasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri
(BBD) (Cizelge 3.1) distile suya eklenerek 1000 ml’lik ¢ozeltiler hazirlanmis ve pH’1 IN
HCI ve IN NaOH kullanilarak 5.8’e ayarlanmistir. Ardindan 7 g/l agar ilave edilerek
otoklava almmig 121°C ve 1 atm basing altinda 15 dk sterilizasyon islemi

gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan MS ortaminin bilesenleri (Babaoglu & Girel, 2001).

Bilesenler Konsantrasyon (mg/l)
KNOs3 1900
NH4NO3 1650
MgS04.7H20 370
CaCl2.2H20 440
KH2PO4 170
MnSO4.H20 22.3
KI 0.83
H3BOs3 6.2
ZnS0O4.7H20 8.6
CuS04.5H20 0.025
Na:Mo0O.2H20 0.25
CoCl2.6H20 0.025
FeS0O4.7H20 27.8
Na2EDTA 37.3
Nikotinik asit 0.5
Pridoksin-HCl 0.5
Thiamin-HCl 0.1
Mpyo-inositol 100
Glisin 2
Sakkaroz 30 000

Hazirlanan ve sterilizasyonu tamamlanan besin ortamlar1 laminar hava akigh
kabin icine alinarak steril petrilere 20’ser ml olacak sekilde dokiilmiis, icerisinde hava

kabarcig1 kalmamasi i¢in tim petriler bek alevinden gecirilmistir ve katilasmaya

birakilmistir.
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Tohumlarin ¢imlenmesinde kullanilacak olan besin ortaminda bazal medyum
olarak vitamin iceren MS, 30g/1 siikroz ve 7 g/l agar kullanilmig ortama herhangi bir

hormon ilavesi yapilmamaistir.

Olgunlagmis embriyolarin kiiltiiriinde vitamin igeren MS, 30 g/l siikroz ve 7g/l
agar ile 1, 2 ve 4 mg/l NAA, 1, 2 ve 4 mg/l 2,4-D eklenerek embriyo kiiltiirii baglangi¢
ortamlar1 hazirlanmigtir. Daha sonraki asamada kallus olusumu gdzlenen petrilerdeki
eksplantlar 1 mg/l NAA+ mg/l BAP iceren Kallus biliyiime ortamina (KBO) aktarilmistir
(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Embriyo kiiltiiriinde kullanilan BBD’leri ve konsantrasyonlari.

BESIN ORTAMI iCERIGI

GRUPLAR NAA 2,4-D BAP | Kin | Siikroz | Agar
(mg/1) (mg/1) (mg/) | (mg/M) | (M) | (gD

A 1 - - - 30 7

B 2 - - - 30 7

C 4 - - - 30 7

D - 1 - - 30 7

E - 2 - - 30 7

F - 4 - - 30 7

K.B.O 1 - - 4 30 7

Sogan pulu kiiltiiriinde baslangi¢ ortami olarak K, L, M ve N olmak iizere toplam
4 grup hazirlanmistir. Her grup 30 g/l siikroz ve 7g/1 agar icerecek sekilde sirasiyla kontrol
(hormon yok), 2 mg/l BAP + 1 mg/l NAA, 2 mg/l BAP + 2 mg/l NAA ve 4 mg/l BAP +
1 mg/l NAA hormon kombinasyonlartyla hazirlanmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Sogan pulu kiiltiirii baslangi¢c besin ortaminda kullanilan BBD’leri ve

konsantrasyonlart.
Besin Ortam Icerigi
Besin Ortami
Adi BAP NAA
(mg/1) (mg/l) Siikroz (g/l) | Agar (g/l)
K - - 30 7
L 2 1 30 7
M 2 2 30 7
N 4 1 30 7

Sogancik olusumu gergeklestikten sonra olusan soganciklarin gelisimi ve
koklendirilmesi i¢in sogancik gelisim ortami (SGO) hazirlanmistir. Hormonsuz 30 g/l
(K1) ve 60 g/l (K2) siikroz igeren ve 1 mg/l NAA + 1 mg/l BAP hormon kombinasyonuna
sahip 30 g/l (H1) ve 60 g/l (H2) siikroz igeren toplam 4 adet SGO hazirlanmistir (Cizelge
3.4).

Cizelge 3.4. Sogancik gelisim ortamlar1 (SGO) besin igerikleri.

Grup adlan Agar (g/l) Siikroz (g/1) NAA (mg/l) BAP (mg/l)
SGO K1 7 30 - -
SGO K2 7 60 - -
SGO H1 7 30 1 1
SGO H2 7 60 1 1
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3.2.3. Deneyde Kullamilan Malzemelerin Sterilizasyonu

Deneylerde kullanilan tiim malzemeler dncelikle deterjan ve ticari gamasir suyu
ile yikanmis ve bu sayede organik maddelerden arindirilmasi saglanmistir. Kurumaya
birakilan malzemeler sonrasinda aliiminyum folyo ile kaplanarak otoklavda 121 °C 1 atm

basing altinda 15 dk boyunca steril edilmistir.

3.2.4. Doku Kiiltiirii Cahsmalarinda Kullanilan Soganlarin ve Tohumlarin

Sterilizasyonu

Topraklarindan arindirilmis ve kurutma kagidina sarilarak buzdolabinda karanlik
ortamda 3 ay kadar bekletilen soganlar oncelikle akan musluk suyu altinda 1 saat
yikanmistir. Yikanan soganlar distile su ile hazirlanan %20’lik ticari ¢camagir suyu
cozeltisinde 17 dk bekletilmistir. Ardindan yine distile edilmis su ile hazirlanmis olan
%70’1lik etil alkol ¢ozeltisi igerisinde 5 dk bekletilmis ve distile su ile 5 defa

calkalanmstr.

Embriyo kiiltiirii ve ¢imlenme i¢in kullanilacak tohumlar oncelikle hazirlanan
%20’1ik camasir suyu ¢ozeltisinde 15 dk bekletilip ardindan %70’lik etanol ¢ozeltisinde
4 dk daha bekletilmistir. Sonrasinda tohumlar 3 defa 5’er dk distile suyla durulandiktan
sonra ¢imlenme i¢in hazirlanan besin ortamina, embriyo kiiltiiriinde kullanilacak

tohumlar ise sismeleri i¢in steril distile suya birakilmustir.
3.2.5. Sogan Eksplantlarinin Hazirlanmasi

Soganlar yukarida anlatildigi sekilde steril edildikten sonra bistiiri ve pens
yardimiyla kaide kismi tizerinde kalacak sekilde yaprak tabanlarindan 2-4 yaprakli olacak
bicimde pargalar kesilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Kiiltiire alinan sogan eksplantlari.

Sogan pul yapraklarindan elde edilen eksplantlar hazirlanan petrilere her bir grup
10’ar tekrar ve her bir petride 6’sar eksplant olacak sekilde yerlestirilmistir. Hazirlanan
deneme gruplart 25 + 2 °C’de 12 saat 1s1kl1 12 saat karanlik fotoperyot kosullarinda

iklimlendirme kabinine aktarilmistir.

Olusturulan deneme gruplarinin takibi haftalik olarak gerceklestirilmistir.
Kontaminasyongo6zlenen petrilerdeki kontaminasyonlu eksplant veya eksplantlar

deneyden ¢ikarilip kalan eksplantlar alt kiiltiire alinarak kurtarilmistir.
3.2.6. Embriyo Kiiltiiriinde Kullanilan Tohumlarin Hazirlanmasi

Sterilizasyonun ardindan sismeleri icin steril dH2O’ya alinan tohumlar 72 saat
suyun icerisinde bekletilmistir. Ardindan %96’lik etanol ile iyice silinmis steril kabin
icerisinde otoklavlanmis pensler yardimiyla iglerindeki embriyo kisimlari ¢ikarilarak,
hazirlanmis olan besin ortamlarina her bir petride 5 tane embriyo olacak sekilde ekimleri
gerceklestirilmistir. Petriler 1 hafta karanlikta 4°C’de soguk uygulamasina tabi tutulmus
ve ardindan iklimlendirme kabinine alinmigtir. 1 ay folyoya sarilmis sekilde karanlikta
tutulan petriler sonrasinda 12/12 h 1sik/karanlik fotoperyodunda 25+2°C’de tutulmustur.
6 ay boyunca ayda bir alt kiiltiirler yapilarak embriyolardan kallus olusumlari takip

edilmistir. Ardindan kallus olusumu gozlenen petrilerde elde edilen kalluslarin tamami
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parcalara ayrilarak ayni hormon igerigine sahip kallus biiylime ortamina aktarilmis ve alt

kiiltiirler yapilarak gelisimleri takip edilmistir.
3.2.7. Cimlenmede Kullanilan Tohumlarin Hazirlanmasi

Bellevallia edirnensis bitkisinin ¢imlenme engeli olup olmadigini incelemek i¢in
hazirlanan deney diizeneginde kullanilan tohumlar kontrol grubu (asit muamelesi yok),
A grubu (10 dk H2SO4 muamelesi), B grubu (20 dk H2SO4 muamelesi) ve C grubu (30
dk H2SO4 muamelesi) olacak sekilde gruplandirilmistir. Derisik siikfiirik asit bahsi gegen
stirelerde uygulandiktan sonra tohumlar 3 defa steril distile su ile durulanmis ve steril
distile su igerisinde 2 giin boyunca sismeye birakilmistir. Ardindan hormon igermeyen
MS besin ortamina transfer edilmis ve her bir gruptan 3 tekrar, her bir magentada 10 tane
tohum olacak sekilde iklim kabinine aktarilmistir. Iklim kabini kosullar1 yukarida
bahsedilen sartlar ile aymidir. 1 ay boyunca izlenen kiiltiirlerde ¢imlenen ve saglikli

gelisen tohum sayilar1 kaydedilmistir.

3.2.8. Verilerin Analizi ve Degerlendirilmesi

Sogan pulu kiiltiirlerinden elde edilen veriler SPSS 15 paket programinda analiz
edilmistir. Deney gruplarindan elde edilen verilerin ortalamalar1 hesaplanarak gruplar
arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Gruplar

arasindaki farkliliklar p<0,05 6nem diizeyinde student-t testi ile belirlenmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR ve TARTISMA

4.1.  Sterilizasyon Sonuclar:

Sogan pulu kiiltiirlerinde kiiltiirlin birinci haftasindan itibaren kontaminasyonlar
gbzlenmistir. K, L, M ve N gruplarinda sirastyla %35.1, %40.3, %47.1 ve %45.6 oraninda
kontaminasyon gozlenmistir. Tiim deney gruplarinda sogan pulu kiiltiirii baglangic
asamasinda ortalama %41.8 oraninda kontaminasyon gozlenmistir (Sekil 4.1). Embriyo
kiiltiirlerinde gbzlenen kontaminasyon orani ise %12.5 olarak belirlenmistir (Sekil 4.2).
Bu agidan bakildiginda soganlarin kontaminasyon oranlari ile karsilastirdigimizda tohum

sterilizasyonu daha basarili olmustur.

Sekil 4.1. Sogan pulu kiiltiirii sirasinda gézlenen kontaminasyon.
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Sekil 4.2. Embriyo kiiltiirii sirasinda gbzlenen bir kontaminasyon.

Kontaminasyon  gozlenen  eksplantlar  besiyerinden  uzaklastirilarak
kontaminasyon olmayan eksplantlar altkiiltiire aktarilmistir. Kontaminasyonlu
eksplantlar 1dk siireyle %70’lik etil alkolle muamele edilmis ve taze besiyerinde
altkiiltiire aktarilmistir. Bu sekildeki eksplantlarin %54°i kurtarilmistir. Nesli tehlike
altindaki bitkiler ile ¢galismanin en zor kisimlarindan birisi sinirli baglangic materyali ile
deneyleri siirdiirme zorunlulugudur. Bu sebeple kontaminasyon oraninin diisiiriilmesi

veya kontamine olan eksplantarin geri kazanimi 6ne arz etmektedir.

Ozdemir vd. (2016) Pancratium maritimum L. Bitkisinin soganlar ile yaptiklari
calismalarinda % 2-10 oraninda sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde bekleme siirelerine gore
kontaminasyon ve deformasyon oranlarini incelemislerdir. %2 ve 3’lik sodyum
hipoklorit ¢dzeltisi sonucunda kontaminasyon oraninin %100 oldugunu ancak
deformasyon go6zlenmedigini, en basarili sonuclarin ise %5-6 oraninda NaOCl

cozeltisinin 30-35 dk muamelesiyle elde edildigini gozlemlemislerdir.

Mirici vd. (2008), Bellevalia tauri bitkisinin soganlariyla yaptiklar
calismalarinda baglangicta %20’lik NaOCl ¢ozeltisi igerisinde 35 dk beklettikleri
soganlarda 3-4 giin icerisinde yogun fungus kontaminasyonu gozlemisler %40 ve 80
olarak NaOCl ¢ozeltisinin konsantrasyonu artirildiginda da ayn1 durumun gergeklestigini
ardindan soganlar1 4’e bdlerek sterilizasyon asamalarini tekrarlamislar. Bu yontemle

kontaminasyon gozlenmemis ancak sogan dig pul yapraklarinda canliligin kayboldugunu
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belirtmigler. En etkili yontemin ise kok ve dis kabuklar uzaklastirildiktan sonra akan
musluk suyu altinda deterjan ile birkag defa yikanan ve iyice durulanan soganlarin
%99’1luk etanolde 3dk ardindan %80°’lik NaOCI ¢ozeltisi icerisinde 30 dk bekletilip 3 defa

5’er dk saf suda durulanmastyla elde ettiklerini belirtmislerdir.

Mirici vd. (2008) Iris stenophylla, ve Muscari mirum bitkisinin soganlariyla
yaptiklar1 ¢alismalarinda akan musluk suyu altinda deterjanla yikanip durulanan
soganlarin 3dk siireyle %99’luk etanolle muamelesinin ardindan %20, 40 ve 80’lik
NaOCl ¢ozeltisi igerisinde 20 ve 30 dk bekletilip 3 defa 5’er dk saf suda durulayarak
yaptiklar sterilizasyon sonucunda en etkili yontemin %80°lik NaOCl ¢ozeltisinde 30dk
bekletilerek gerceklestirildigini belirtmislerdir.

Mirici vd. (2008) Galantus peshmenii, Muscari mirum ve Bellavalia tauri
bitkilerinin tohumlarini kullanarak yaptiklar1 deneylerinde %80’lik ticari gamasir suyuyla
hazirladiklar1 ¢ozelti igerisinde 20 dk bekletmis ve ardindan 3 defa 5’er dk steril saf su ile

durulamislardir.

Erisen vd. (2009) Astragalus L. (Leguminosae) tohumlar1 ile yaptiklari
calismalarinda %30 ve %20’lik ¢amasir suyu cozeltilerini 15 ve 10 dk uygulayarak
sterilizasyonu gerceklestirmiglerdir. Yapilan denemeler sonucunda kontaminasyona
rastlamamislardir. Gelisim ag¢isindan incelendiginde ise diisiik doz ve diisiik uygulama

siiresinin en 1yi sonucu verdigini belirlemisglerdir.

Mirici (2000) kolza tohumlarinda yaptig1 ¢alismasinda yiizey sterilizasyonu i¢in
%20, 60, 80 ve 100’liik ticari ¢camasir suyu ¢ozeltileri kullanmistir. Ardindan kiiltiire
alman tohumlardan en iyi ¢imlenme sonucunun (%100) %?20’lik c¢amasir suyu
cozeltisinde elde edildigini ve sterilizasyonun da yine %100 oraninda saglandigin1 ancak
%80 ve %100’liik dozlarda tohumlarin ¢imlenmedigini dolayisiyla bu oranlardaki

camagir sularinin embriyoya zarar verdigini belirtmistir.

Yukaridaki literatiir sonuglari incelendiginde sterilizasyon asamasinin tiirden tiire
ve kullanilan eksplant tipine gore degisiklik gosterdigi, kullanilan sterilizantlarin
konsantrasyon ve uygulama siirelerinin degiskenlik igerdigi goriilmektedir. Bu tez
calismasinda sogan pulu kiiltiirlerinde go6zlenen kontaminasyon oraninin (%41.8)
embriyo kiiltiirlerinde gézlenen toplam kontaminasyon oranindan (%12.5) yiiksek oldugu

tespit edilmistir. Bunun sebebini, toprak altinda bulunan soganlarin bakteri ve mantarlar
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tarafindan daha fazla enfekte edilmesi, ayn1 zamanda sogan pullarin sterilizasyon
stiresinin soganlarin rejenerasyon kabiliyetini etkilememek i¢in kisa tutulmasi oldugu
diisiiniilmektedir. Ote yandan tohumlar meyve icerisinde daha steril ortamda bulunmakta
ve tohum kabugunun koruyucu etkisinden dolay1 sterilizasyon siliresi uzun
tutulabilmektedir. Bu sebeple tohumlara uygulanan sterilizasyon protokolii daha basarili
olmaktadir. Sogan kullanilarak yapilan diger calismalar da incelendiginde canliligin
korunmasi1 agisinda diisiik konsantrasyonlarda ve diisiik siirelerde sterilizasyon
gerceklestirildiginde ~ kontaminasyon  Onlenememektedir.  Kullanilan ~ NaOCI
konsantrasyonu ve muamele siiresi artirildiginda ise canliliga zarar verildigi
goriilmektedir. Bu sebeple sogan eksplantlarinin sterilizasyonunda optimum siire ve
konsantrasyonun bulunmasi amaci ile 6n denemelerin yapilmasi basar1 sansini arttiracak
bir durum olacaktir. Fakat bu calismada genis bir deneme deseni olusturacak diizeyde
baslangi¢ materyali bulunmadigi i¢in literatiir bilgileri 15181nda bir protokol hazirlanmis

ve takip edilmistir.

4.2. Embriyo Kiiltiirii Sonuclari

Embriyo kiiltiiriinde kullanilmak {tizere kiiltiire alinan tohumlar 6 ay siireyle
gozlenmis ve her ay alt kiiltiire alinarak takipleri gergeklestirilmistir. 6 aym sonunda C
(4 mg/l NAA), D (1 mg/l 2,4-D), E (2 mg/l 2,4-D) ve F (4 mg/l 2,4-D) gruplarinda
herhangi bir gelisim gozlenmemistir. A (1 mg/l NAA) ve B (2 mg/l NAA) gruplarinda ise
strastyla %40 ve %7 oraninda kallus olusumu gdzlenmistir (Sekil 4.3). Elde edilen kallus
yiizdeleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Olusan kalluslardan (6. Ay sonunda toplam 7 adet)
sogancik rejenerasyonu elde edilememistir. Kallus biiylimesi devam etmis oldugu i¢in her

alt kiiltiirde kalluslar birka¢ pargaya boliinerek sayica ve biyokiitle olarak arttirilmigtir.
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Sekil 4.3. 6 ay sonunda A ve B gruplarinda olusan kalluslar.

Cizelge 4.1. Embriyo kiiltiiriinde 6 ay sonundaki kallus olusturan eksplant yiizdesi.

GRUPLAR | Hormon konsantrasyonu Kallus gelisimi %
(mg/l)
1 mg/l NAA 40
2 mg/l NAA
4 mg/l NAA
1 mg/l 2,4D
2 mg/12.4D
4 mg/l 2,4-D

sshiesliwli@lic-lg
OO |IC|IO |V

Olgunlagmis embriyolardan olusan kalluslar 6 ayin sonunda KBO’ya alinarak 1
ay boyunca kallus gelisimlerinin takibi saglanmistir (Sekil 4.4). Bu ortamda bulunan
kalluslarda herhangi bir rejenerasyon gozlenmemis fakat biliylimeleri devam etmistir
(Sekil 4.5). Herhangi bir kahverengilesme veya camlagma gozlenmemis olup yumusak
acik sar1 renkli kalluslar olusmustur. KBO ortamina alinan kalluslarin (yaklasik 120 adet
kallustan rastgele secilen 60 tanesi tartim denemeleri i¢in kullanilmistir) baslangi¢ yas ve
kuru agirlik ortalamasi sirastyla 1.66 ve 0.15 g’dir. Birinci ay sonunda yas ve kuru agirlik
ortalamasi sirasiyla 2.23 ve 0.21 g’dir. Yas ve kuru agirlik ortalamasindaki 1 aylik artis
sirastyla %74.4 ve %71.4 olarak belirlenmistir.

Dogan vd. (2020) Hyacinthus orientalis bitkisinin olgunlasmamig embriyolariyla

yaptiklar1 ¢alismalarinda farkli konsantrasyonlarda hormon ve siikroz kullanimlarinin
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bitkinin sogancik olusumu ve kdklenmesi lizerine etkilerini aragtirmiglardir. Calismalar
sonucunda eksplant basina olusan sogancik sayisinin en fazla 13.7 ile 1 mg/l JA + 0.25
mg/l 2iP igeren MS ortaminda, en biiylik ¢apa sahip soganciklarin 7.9 mm ile 2 mg/1 JA
iceren MS ortaminda ve sogancik basina ortalama kdklenmenin 17.9 adet ve %81.14 ile
1 mg/l IAA + 2 mg/l JA igeren MS ortaminda elde edildigini belirtmislerdir. Siikroz
konsantrasyonlar1 agisindan elde ettikleri sonuglarda ise 12 haftalik kiiltiir siirecinde
ortalama sogan ¢apinin 7.4 ve 7.2 mm ile en yliksek 60 g/l siikroz ve 90 g/l siikroz igeren
2 mg/l BAP + 0.5 mg/l IAA igeren MS ortaminda, eksplant basina en yliksek sogancik
sayisinin 18.2 ve 16.9 ile 90 g/l siikroz ve 30 g/l siikroz iceren MS ortaminda
kaydedildigini belirtmislerdir.

Mirici  vd. (2005) Sternbergia fischeriana bitkisinin  olgunlagsmamis
embriyolartyla yaptiklar1 calismalarinda iki ayri protokol uygulamuslardir. 1lk
uyguladiklar1 protokolde en basarili sonuglarin embriyo basina 81.2 sogancik olusumuyla
4 mg/l BA + 0.25 mg/l NAA iceren MS ortaminda elde edildigini belirtmislerdir. Ikinci
protokolde asamali bir yontem izlemislerdir. Sonugta embriyo basina olusan sogancik

miktarini 85.8 ile en basarili yontem oldugunu belirtmislerdir.

Dogan Kalyoncu (2007) Tulipa sintenesii ve Tulipa armena bitkilerinin
olgunlasmamis embriyolariyla yaptig1 ¢alismasinda farkli konsantrasyonlarda hormon
kombinasyonlari igeren MS (tek asamali protokol) ve N¢ (4 asamali protokol) ortamlarini
kullanmigtir. 16 aylik kiiltiir siirecinin sonunda 4 asamali protokolde 7. sintensii
bitkisinde eksplant basina 22.67, T. armena bitkisinde ise eksplant basina 16.42 adet
sogancik olustugunu tek agsamali protokolde ise T. sintensii bitkisinde yalnizca 27.10 adet

sogancik elde edildigini belirtmistir.

Karaoglu (2008) Sternbergia fischeriana ve Sternbergia clusiana bitkilerinin
olgunlasmamis embriyolartyla yaptig1 calismasinda her bir bitki tiirii i¢in ayr1 bir protokol
izlemistir. S. Fischeriana bitkisinde en yiiksek eksplant baina sogancik olusumunu 2.9
adet ile 4 mg/l BAP + 1 mg/l NAA iceren MS ortaminda elde ettigini, S. clusiana
bitkisinde en eksplant basina en yiiksek sogancik olusumunun 2.2 adet ile 2 mg/l BAP +
1 mg/l NAA igeren MS ortaminda elde ettigini belirtmistir.

Uzun vd. (2014) Muscari muscarimi bitkisini olgunlasmamis embriyolariyla

yaptiklar1 deneylerinde ¢esitli BBD’lerinin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarini
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kullanmiglar ve en basarili sonuglarin 1 yillik kiiltiir siireci sonunda eksplant bagina 59
adet sogancik olusumuyla 4 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA igeren MS ortaminda
gerceklestigini belirtmiglerdir.

Yurievna ve Vladimirovna. (2019) Tulipa kaumanniana bitkisinin olgunlagsmamis
embriyolarini kullanarak yaptiklar1 ¢aligmalarinda farkli sicakliklarda muhafaza edilmis
tohumlarin farkli hormon konsantrasyonlarina yanitlarini incelemislerdir. 4°C’de
muhafaza edilen tohumlardan elde edilen embriyolarin en basarili sonucglar1 verdigini
belirtmislerdir. 0.5 mg/l BAP + 0.3 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda kallus olusturan
eksplant yiizdesi %2.7, sogancik olusumu %39 ve olusan sogancik sayisi 3.73 adet olarak,
0.5 mg/l TDZ + 0.3 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda kallus olusturan eksplant
yiizdesi %35.5, sogancik olusumu %48.02 ve olusan sogancik sayisini ise 4.62 adet olarak

belirtmislerdir.

Sekil 4.4. K.B.O’ya aktarilan kalluslarin 1. ay sonundaki gelisimi.
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Sekil 4.5. K.B.O’ya aktarilan kalluslar.

Yapilan bu tez ¢alismasinda, embriyo kiiltiiriinde rejenerasyon oraninin diigiik
kaldig1 gozlenmektedir. Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde embriyodan sogancik
olusumuna kadar gecen her safthada ayr1 bir protokol uygulanmasi gerektigi ve bu sebeple
cok basamakli protokollerin embriyodan sogancik olusumu i¢in daha uygun oldugu
goriilmektedir. Bununla birlikte olgunlasmamis embriyolarin kullaniminin olgunlagmis
embriyolara kiyasla daha basarili rejenerasyon gosterdigi asikardir. B. edirnensis
bitkisinin birey sayilarinin az olmas1 ve dogadan oldukga sinirli sayida bitki 6rnegi elde
edilebilmesinden Gtiirli, embriyo kiiltiirli denemelerinin diisiik tekrarli yapmak
gerekmigstir. Ayrica daha genig bir hormon cesitliligi yelpazesi kullanmak miimkiin
olmamustir. Buna karsin diisiik frekansta da olsa embriyolardan kallus kiiltiirleri elde
edilmis ve bu kiiltiirlerde biyokiitle artis1 saglanmistir. Embriyo kdkenli kalluslardan bitki
rejenerasyonu elde edilememis olsa da tez ¢aligmasinda elde edilen kallus kiiltiirleri
stirekli alt kiiltiire alinarak laboratuvarda in vitro ortamda muhafaza edilmektedir. Siirekli
kiltlirlerin bu sekilde kullanimu tiiriin in vitro korunmasina katki saglayacaktir. Ayrica
daha sonra yapilacak caligmalarda kalluslardan rejenerasyon protokolii gelistirmenin
Onlinli acacaktir. Bu baglamda elde edilen sonuglarin yararli oldugu/olacag:

distiniilmektedir.

4.3. Cimlenme Sonuclari

Cimlenme denemesinde kullanilan kontrol grubunda ¢imlenme yiizdesinin %0, 10

dk siilfiirik asit muamelesi sonucunda ¢imlenmenin %10 (Sekil 4.6), 20 dk siilfiirik asit
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muamelesi sonucunda ¢imlenmenin %46,6 (Sekil 4.7) ve 30 dk siilflirik asit muamelesi

sonucunda ¢imlenmenin ise %73,3 (Sekil 4.8) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Erken vd. (2017) Iris sari bitkisinin tohumlariyla yaptiklar1 calismalarinda
tohumlar1 17 farkli uygulamaya tabi tutmuslardir. Bu ¢alisma da 30, 45 ve 60 dk H2SO4
muamelesi sonucunda tohumlarda 1.y1lin sonunda sirastyla %9, %9,5 ve %10,5 ¢cimlenme
elde edildigini 2.yilin sonunda ise sirasiyla %14, %17 ve % 15,50 ¢imlenme elde
edildigini belirtmislerdir. Bu verilere bakilarak H2SOs4 muamelesinin skarifikasyon
sirasinda tohuma zarar verdigini ve ¢imlenmenin olumsuz etkilendigini, en basarili
sonucun ise 72 saat suda bekletme + kabuk soyma ile elde edildigini ve birinci yilin

sonunda ¢imlenmenin %39 ikinci yilin sonunda ise %55’¢ ulastigini séylemislerdir.

Cizelge 4.2. 1 aylik ¢imlenme sonuglari (%).

Kontrol A (10 dk H2S04 B (20 dk H2SO4 C (30dk H2S04
muamelesi) muamelesi) muamelesi)
0 10 46.6 73.3
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Sekil 4.7. 20 dk siilfiirik asit muamelesi goren tohumlarda ¢imlenme 1. ay sonuglart.
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Sekil 4.8. 30 dk siilfiirik asit muamelesine tabi tutulan tohumlarda ¢imlenmenin 1. ay

sonuglart.

Tohum igerisinde bulunan canli embriyonun ¢imlenmesini engelleyen dormansi
iki sekilde gozlenebilmektedir. Birincisi fiziksel dormansi yani kabuk kalinlig: ve sertligi
nedeniyle tohumun c¢imlenememesi, ikincisi ise fizyolojik dormansidir. Fizyolojik
dormansi ise tohum kabugu ve perikarpta nispeten yiiksek oranlarda inhibitér bulunmasi
ve gecirgen olmayan tohum kabugundan bu inhibitdrlerin disar1 ¢ikamamasi sonucu

cimlenmenin gerceklesememesidir (Boyraz, Korkmaz, & Durmaz, 2019).

Bu calismada kullanilan B. edirnensis bitkisine ait olan tohumlar ¢imlenme
denemelerinde Oncelikle fiziksel dormansinin kirilmasi amaciyla stilfiirik asit
muamelesine tabi tutulmus ve c¢imlenmeleri gozlenmistir. Siilfiirik asit ile tohum
kabugunda asinma meydana getirilerek tohumun ¢imlenmesi saglanmistir. Bu c¢alisma
sonucunda B. edirnensis bitkisinin tohumlarindaki dormansinin sebebinin fiziksel
dormansi oldugu diisiiniilmektedir. Cimlenme oraninin %100’e ulasmamis olmasinin bir
sebebi olarak ¢cimlenme sicakligi akla gelmektedir. B. edirnensis tohumlarinin dogada
¢imlenme zamani kig sonu ilkbahar basi olarak diisiiniilmektedir. Edirne ili 1981-2010
yil1 ortalama sicaklik verileri incelendiginde subat ve mart ayr ortalama sicakliklari

sirastyla 4.2 ve 7.5 °C’dir. En yliksek ortalama sicakliklar sirastyla 9.2 ve 13.2 °C iken en
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diisiik ortalama sicaklik ise yine sirastyla 0.3 ve 2.8 °C’dir. Bu veriler 1s18inda
degerlendirildiginde Edirne siimbiilii tohumlarinin optimum ¢imlenme sicakliginin,
bizim deneysel c¢alismada kullandigimiz 25 °C’den daha diisiik olmasi muhtemel
goriinmektedir. Ancak tohum sayisinin azligi sebebi ile farkli bir sicaklik kosulunda

deneme yapmak miimkiin olmamistir (Meteoroloji Genel Miidiirliigii, 2020).

4.4. Sogan Pulu Kiiltiirii Sonuclar

Sogan pulu kiiltiirliniin 12. haftasinda elde edilen kallus olusturan eksplant orani
sogancik olusturan eksplant orani ve sogancik olusturan eksplant basina olusan sogancik
sayis1 verileri Cizelge 4.3’de verilmistir. Bu veriler kapsaminda kontrol grubu olan ve
hormon kullanilmadan hazirlanmigs olan K besin ortaminda kallus olusumu %12.2,
sogancik olusumu %35.1 olup eksplant basina olugsmus olan sogancik sayisi 1.4, sogancik
cap1 ortalamasi 0.42 cm ve olusan toplam sogancik sayis1 37 olarak gézlenmistir. 2 mg/I
BA ve Img/l NAA kullanilarak hazirlanmis olan L besin ortaminda kallus olusumu
%82.4, sogancik olusumu %79.4, eksplant basina olugsmus olan sogancik sayist 2.8,
sogancik cap1 ortalamasi 0,43 cm ve olusan sogancik sayisi ise 75 olarak tespit edilmistir.
2mg/l BA 2mg/l NAA kullanilarak hazirlanmis olan M besin ortaminda kallus olusumu
%89.2, sogancik olusumu %97.3, eksplant bagina olugsmus olan sogancik sayisi 4,
sogancik ¢ap1 ortalamasi 0,44 cm ve olusan sogancik sayis1 143’tlir.Son olarak 4mg/l BA
ve Img/l NAA kullanilarak hazirlanmis olan N besin ortaminda kallus olusumu %91.1,
sogancik olusumu %91.1, eksplant basina olugsmus olan sogancik sayis1 4.9, sogancik cap1
ortalamasi 0.4 cm ve olusan toplam sogancik sayisi ise 249 olarak belirlenmistir. Elde
edilen soganciklarin kiiltiir ortaminda ve stereo mikroskop altindaki goriiniimleri Sekil

4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir. Sonuclar toplu olarak Cizelge 4.3°te verilmistir.
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Sekil 4.9. M grubu (2 mg/l BAP + 2mg/l NAA) sogan baslangi¢ kiiltiiriinde 1 ayin

sonunda sogancik olusturan eksplantlar.

Sekil 4.10. 1 ay sonunda olusan soganciklarin mikroskop altinda goriintiisii.

Deswiniyanti vd. (2020) Lilium longilorum bitkisinin sogan pul yapraklariyla
yaptiklar1 calismada BAP ve NAA bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkl
kombinasyonlarin1 kullanmis ve biiyiime ylizdesi, siirgiin sayisi ve en iyi biiylime
siiresinin sonuglarimin 1 mg/l NAA + 1 mg/l BAP iceren MS besin ortaminda elde
edildigini belirtmislerdir.

Mirici vd. (2008) Muscari mirum Speta bitkisinin sogan pul yapraklariyla
yaptiklari caligmalarinda 1, 2 ve 4 mg/l BAP + 0.25 mg/l NAA, 1, 2 ve 4mg/l BAP + 0.5
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mg/l NAA kullanarak en etkili hormon kombinasyonunun 2 pul yaprakli ekpslantlarda
eksplant basina siirgiin sayisi1 10.63, 4 pul yaprakli eksplantlarda eksplant basina olusan
siirgiin sayisin1 10.73 olacak sekilde 2mg/l BAP + 0.25 mg/l NAA oldugunu

belirtmislerdir.

Karaoglu (2008) Sternbergia candida bitkisinin sogan pul yapraklartyla yaptig
calismasinda 14 farkli hormon kombinasyonu kullanmis 6 ayin sonunda en fazla sogancik
olusum yiizdesinin %73.08 ile 4 mg/l kin + 0.5 mg/l NAA igeren besin ortaminda elde
edildigini belirtmistir. Ardindan elde edilen soganciklarin gelisimi i¢in farkl siikroz (15,
30,45 ve 60) ve agar (7, 8 ve 10) konsantrasyonlarini kullanmis ve 60 g/1 siikkroz kullanimi
sonucunda sogan ¢aplarun 0.950 cm’den 1.025 cm’ye yiikseldigini, ayrica 10 g/l agar
kullanim1 sonucunda da sogan caplarinin 1.320 cm’den 1.360 cm’ye yiikseldigini
belirtmistir. Sonuglara bakarak yiiksek oranda agar ve siikroz igerigine sahip besin

ortaminin daha biiyiik sogan ¢aplarinin elde edilmesinde etkili oldugunu belirtmistir.

Mir vd. (2012) Lilium longilorum bitkisinin sogan pul yapraklarini kullanarak
yaptiklar1 ¢alismalarinda MS besin ortaminda NAA ve BAP’nin birlikte ve ayr1 ayr
olacak sekilde farkli konsantrasyonlarin1 kullanmislar. En yiiksek sogancik olusumunun
%94, maksimum siirgiin sayisinin 22, maksimum siirglin uzunlugunun 12cm ve ortalama
taze agirligin en fazla 365 mg olarak 2 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA ortaminda elde
edildigini belirtmislerdir. Elde edilmis soganciklar1 koklenmeleri icin NAA veya
BAP’nin farkl konsantrasyonlariyla hazirlanmis besin ortamina aktarmislar. En basarili
sonuglarin %93 koklenme yiizdesi ve 5.2 cm en yiiksek kok uzunlugu olarak 2 mg/l NAA

iceren MS ortaminda elde ettiklerini belirtmislerdir.

Mirici vd. (2008) Iris stenophylla bitkisinin sogan pul yapraklariyla yaptiklari
calismalarinda 1, 2 ve 4mg/l BAP + 0.25 mg/l NAA kullanarak en etkili hormon
kombinasyonunun eksplant basina 2.40 adet sogancik olusumu ile 1 mg/l BAP + 0.25
mg/l NAA oldugunu belirtmislerdir.

Babashpour vd. Galanthus transcaucasicus bitkisinin sogan pul yapraklarini
kullanarak yaptiklari ¢caligmalarinda 0, 0.5, 1, 1.5, 2 ve 2.5 mg/l BAP ve 0, 0.1, 0.2, 0.3,
0.4, ve 05 mg/l NAA kombinasyonlarint kullanmislar en etkili hormon

kombinasyonunun 2 mg/l BAP + 0.2 mg/l NAA oldugunu belirtmislerdir.
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Ozel vd. (2007) Muscari macrocarpum bitkisinin ikiz pul yapraklariyla yaptiklar:
calismada MS besin ortaminda farkli BAP ve NAA hormon kombinasyonlarini
kullanmisglar. 2 mg/l BAP ve 0.5mg/l NAA hormon konsantrasyonlariyla eksplant basina
12.64 adet aksillar ve adventif sogancik elde edildigini, ayrica 2 mg/l BAP +2 mg/l NAA
hormon konsantrasyonlariyla eksplant basina 3.33 adet aksillar sogancik elde

edildigildigini ve bu sonularin en basarili sonuclar olduklarini belirtmislerdir.

Doku kiiltiirii ¢calismalarinda oksin genellikle farklilagsmis dokularin fizyolojik
olarak kokten degisimini saglayarak yeniden farklilasma durumuna ge¢cmesini ve
boliinmeye baglamasini saglamak amaciyla kullanilir. Loschiavo vd. (1989) yaptiklari
caligsmalarinda oksinlerin DNA’nin normalden daha fazla metilasyona ugramasina neden
oldugunu kesfetmislerdir. Bu durumun yeniden farklilagsma i¢in 6nemli olabilecegini

onermislerdir (Loschiavo vd., 1989).

Sitokininler ise siirgiin baslatilmasinin tegvik edilmesinde oldukga etkilidir ve bu
amacla oksinler ile birlikte kullanilir. Siirglin rejenerasyonu i¢in ortama ilave edilen
sitokinin kalluslarin siirgiin gelisimini tesvik etmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda
sitokinin ve diisiik konsantrasyonlarda oksinin birlikte kullanimi genellikle adventif

stirgiin olusumunu saglamaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda ve yukarida verilen orneklerde de goriildiigii gibi yiiksek
konsantrasyonlarda BAP ve diisiik konsantrasyonlarda NAA’nin birlikte kullanimi
sonucunda sogan pul kiiltiirlinde kallus ve oOzellikle sogancik gelisimini etkiledigi
gbzlenmistir. 4 mg/l BAP + 1 mg/l NAA iceren MS ortaminin kallus olusumu, sogancik
olusturan eksplant sayisi, eksplant basina sogancik sayist ve sogancik ¢api ortalamasi
bakimindan en iyi sonuglar1 verdigi gozlenmektedir. Kontrol grubuna gore istatistiki
acidan Onemli diizeyde farkli olan bu oranlarin, literatiirdeki oranlar ile

karsilastirildiginda basarili sonuclar elde edildigi diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.3. Farkli miktarlarda hormon kullanilarak olusturulmus besin ortamlarinin
kallus (%), sogancik (%), sogan/eksplant, ortalama sogancik capi1 (cm) ve toplam

sogancik sayisi lizerine olan etkilerine ait bulgular.

Besin Ortami Adi Kallus Sogancik Sogancik | Sogancik | Toplam
(%) olusturan | /Eksplant | capiort. | sogancik
eksplant (cm) sayisi
(%)
K (Hormonsuz) 12.2 35.1° 1.4% 0.42% 37
L (2mg/l BAP + 1 82.4° 79.4° 2.8 0.43% 75
mg/l NAA)
M (2 mg/l BAP + 2 89.2b¢ 97.3¢ 4¢ 0.44% 143
mg/l NAA)
N (4 mg/l BAP + 1 91.1° 91.1° 4,94 0.47° 249
mg/l NAA)

* Ay siitundaki farkli harfler degerlerin p<0,05 6nem diizeyinde student-t testi sonuglarina gore

istatistiki agidan anlamli oldugunu gosterir.

4.5. Sogancik Gelisimi ve Koklenme Sonuclar:

Sogan pulu kiiltiiriiyle elde edilen soganciklardan en iyi durumda olan 120 tanesi
ile sogancik gelisimi icin MS+30 g/ siikroz, MS + 60 g/1 siikroz, MS + 30 g/l siikroz+ 1
mg/l NAA + 1 mg/l BAP ve son olarak MS+ 60 g/l siikroz+ 1 mg/l NAA + 1 mg/l BAP
kombinasyonlariyla hazirlanan 4 farkli ortama aktarilmistir. 30 g/l siikroz igeren kontrol
grubuna alinan soganlarda baslangi¢ ¢ap1 0.44 cm’den 0.52’ye c¢ikarken koklenme
yiizdesi %75.8, kok boyu 5.0 cm ve ortalama olusan kok sayist 3.5 olarak tespit edilmistir.
60 g/l siikroz igeren kontrol besin ortaminda soganlarin c¢aplart 0.44 cm’den 0.52’ye
cikarken koklenme yiizdesi %53, kok boyu 3.7 ve ortalama olusan kok sayis1 4.4’tiir. 1
mg/l BA + 1 mg/l NAA ve 30 g/l siikroz igeren besin ortaminda bulunan soganlarin
caplar1 0.43 cm’den 0.62°ye cikarken koklenme yiizdesi %8.8, kok boyu 0.5 cm ve olusan
ortalama kok sayis1 2.2 olarak bulunmustur. Ve son olarak 1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA ve
60 g siikroz igeren besin ortamina alinan soganlarin ¢aplari ise 0.45 cm’den 0.77 cm’ye
cikarken koklenme yiizdesi %0 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara bakilarak 30 g/1 sikkroz
iceren kontrol grubunda sogan capr artis1 %26.1, 60 g/l siikroz iceren kontrol grubunda

sogan cap1 artist %19.0, 1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA ve 30 g/l siikroz iceren besin
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ortaminda sogan ¢ap1 artist %45.0 ve 1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA ve 60 g/l siikroz igeren
besin ortaminda sogan capi artisi ise %71.0 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Mirici vd. (2008) Muscari mirum Speta ve Iris stenophylla bitkilerinin sogan pul
yapraklarin1 kullanarak yaptiklar1 ¢aligmalarinda kiiltiir ortaminda olusturulup yeterli
biiytlikliige ulasan soganciklar1 koklenmeleri i¢in BBD igermeyen MS ortamina aktarmis

ve bu sekilde koklenmelerinin saglandigini belirtmiglerdir.

Han vd. (2005) Lilium hibriti *’Casablanca’’ soganlariyla yaptiklar1 deneylerinde
kinetin, BA ve TDZ ieren besin ortaminda kiiltiire alip olusturduklar1 soganlarin ¢ap
artisin1 saglamak i¢in 60 g/l siikkroz ve 2 g/l aktif komiir igeren besin ortaminda alt kiiltiire

almiglardir. 3 aym sonunda sogan agirliginin yaklasik 11g’a ¢iktigini belirtmislerdir.

Sedcenco vd. (2011) Bellevalia sarmatica bitkisiyle yaptiklar1 ¢calismada sogan
pul yapraklarini kullanarak kiiltiir ortaminda elde ettikleri soganciklar1 koklendirmek ve
hizli gelisimlerini saglamak icin 1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA icgerigine sahip MS
ortamlarinda 60 ve 90 g/l siikroz konsantrasyonlarini kullanmiglar.1 mg/l BAP+ 1 mg/I
NAA ve 60 g/l siikroz igceren MS ortaminda elde edilen 14-17 mm sogan ¢aplarinin en

basarili sonuglar oldugunu belirtmislerdir.

Ozel vd. (2007) Muscari macrocarpum bitkisinin ikiz pul yapraklariyla yaptig:
calismalarinda kiiltiir ortaminda elde ettikleri soganlar1 haftalik kiiltiir siireci sonunda
yeniden ayni ortamlarda alt kiiltiire almis ve sogan caplarindaki gelisimi takip etmisler.
Bunun sonucunda en yiiksek sogan ¢ap artiginin 0.45 cm’lik artis ile 1 mg/l BAP + 1 mg/1
NAA iceren MS ortaminda kaydedildigini belirtmislerdir. Eksplant basina ortalama kok
uzunlugu 3.14 cm ve kdklenme sayis1 1.97 adet kdk ile en yiiksek olan ortamin 1 mg/l

BAP + 0.5 mg/l NAA igeren MS ortami oldugunu belirtmislerdir.

Ozel vd. (2015) Muscari muscarimi bitkisinin sogan pul yapraklarm kullanarak
in vitro elde ettikleri soganciklar1 gelistirmek i¢in 8. Haftanin sonunda alt kiiltiire
almiglar. Ortalama sogancik ¢apinin 0.90-1.24 cm arasinda degistigini, soganciklarin
capindaki maksimum artis (1.24cm) 4.44uM BAP + 5.37 uM NAA iceren besin
ortaminda gerceklestigini belirtmislerdir. Koklendirme i¢in ise 4.9 uM IBA iceren MS
ortamini1 kullanmislardir. Koklenme yiizdesinin %33.33-100, eksplant basina ortalama

olusan kok sayisinin 0.42-5.25 ve kok uzunlugunun 0.13-8.00 cm arasinda degistigini
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belirtmiglerdir. Ve sonuglardan en basarili olanlarin 4.44uM BAP + 5.37 uM NAA igeren

MS besin ortaminda indiiklenen soganciklardan elde edildigini belirtmislerdir.

Cizelge 4.4. Sogancik gelisimi i¢in kullanilan besin ortamlar1 ve 1 aylik sogan ¢ap1 (cm)

ve koklenme (cm) sonuglari.

Besiyeri Baslangi¢ 1. Ay Kok Kok Kok Sogan
MS Sogan Sogan % Boyu |Sayisi ort. | Cap Artis
Capi (cm) | Cap1 (cm) (cm) Oram %
+
7glagart 60 | 4, 0.52 53 3.7 4.4 19.0
g/l Siikroz
7 g/l agar + 1
mg/l NAA + 1
4 . . . . 1.
mg/l BAP + 0.45 0.77 0.0 0.0 0.0 71.0
60 g/1 Siikroz
1 +
Tglagar+30) ), 0.55 758 | 5.0 3.5 26.1
g/l Siikroz
7 g/l agar + 1
mg/l NAA + 1
0.43 0.62 8.8 0.5 2.2 45.0
mg/l BAP +
30 g/l Siikroz

Elde edilen sonuglar incelendiginde sogancik gelisimi i¢in en uygun ortamin %
71.0 sogancik cap artig1 oraniyla 1 mg/l NAA + 1mg/l BAP + 60 g/l siikroz igeren ortam
oldugu belirlenmistir. Ayrica koklenme i¢in en uygun olan ortamin %75.8 koklenme
orantyla 30 g/l siikroz igeren kontrol grubunda gerceklestigi belirlenmistir. BBD
icermeyen ortamlarda siikroz miktariin sogan cap artisi iizerindeki etkisi sinirl kalmig
iken BBD igeren ortamlarda siikroz oranindaki artisin sogan ¢ap gelisimini daha ytiksek
oranda etkiledigi gdzlenmistir. Ote yandan 1 mg/l NAA + 1 mg/l BAP igeren ortamlardaki
koklenme oran1 BBD igermeyen ortamlara kiyasla 6nemli 6l¢iide baskilanmistir. Bunun
sebebinin bir sitokinin olan BAP’in kok gelisimini baskilamis olmasi oldugu
diistiniilmektedir. Oksinler kok olusumu iizerinde pozitif bir etkiye sahipken
sitokininlerin baskilayic1 etkisi oldugu bilinmektedir. Bu baglamda bu c¢alismada

karsilasilan kok gelisimi sonuglar1 Mirici vd. (2008) ile Ozel vd. (2015)’nin ¢aligmalari
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ile oOrtismektedir. Cap artist ve koklenme denemelerinde kullanilan soganlarin

aklimatizasyon Oncesi goriintimleri Sekil 4.11°de verilmistir.

Sekil 4.11. Gelisim ortaminda biiyiiylip koklenen ve dig ortamda kurumaya birakilan
soganlar (Kiiltiir baglangicindan itibarenl8. ay).

4.6. Aklimatizasyon Sonuclari

Sogancik gelisimi denemesi sonunda besin ortamindan ¢ikarilip musluk suyunda
yikanan soganciklar (Sekil 4.12), laboratuvarda oda sicakliginda kurumaya birakilmig ve
3 hafta sonra buzdolabinda +4 derecede muhafazaya alinmistir. 3 ay siire ile buzdolabinda
bekleyen soganlar bahce topragi iceren saksilara dikilmis ve musluk suyu ile diizenli
olarak sulanmistir. 1 ay sonunda dikilen soganlarin %70’1 topraktan ¢ikmaya ve

gelismeye baglamustir (Sekil 4.13, Sekil 4.14).
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Sekil 4.12. Aklimatizasyona alinmak i¢in yikanan soganlar (Kiiltiir baslangicindan

itibaren 18. ay).

Sekil 4.13. Saksilara dikilen soganlarin gelisim baslangici (Kiiltiir baglangicindan itibaren
22. ay).
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Sekil 4.14. Saksilardaki soganlarin gelisim siireci, soldaki fotograf: kiiltiir baglangicindan
itibaren 23. ay. Sagdaki fotograf: kiiltlir baglangicindan itibaren 26. ay.

Naik ve Nayak (2005) Ornithogalum virens bitkisinin sogan pul yapraklariyla
yaptiklar1 ¢aligmalarinda elde ettikleri soganciklar: direkt saksi topragina aktarmislar ve
%80’1ik bir hayatta kalma orani elde etmislerdir. Ancak soganciklarin hayatta kalma
oranlariin boyutlarina gore degisiklik gosterdigini, kii¢iik soganciklarin (2-3 mm ¢ap)
%40-50 oraninda hayatta kaldiklarini, biiylik soganciklarin (4-10 mm ¢ap) ise %70-80

oraninda hayatta kaldiklarini eklemislerdir.

Mir vd. (2012) Lilium longiflorum bitkisinin sogan pul yapraklariyla yaptiklar
calismalarinda in vitro elde ettikleri soganciklar koklenme ortaminda yeterince
koklendirdikten sonra musluk suyu ile yikamis ve % 0.2 bavistin ile 10 dk muamele
isleminden ge¢irerek kokopeat veya toprak iceren saksilara aktarmis. Aktarilan bitkilerde
yiiksek nemi saglayabilmek icin de seffaf polietilen torbalara koyarak 3-4 giinde bir yar1
giiclii MS tuz ¢ozeltisiyle 2 hafta siireyle sulamiglardir. Polietilen torbalar1 4 hata sonunda
kademeli olarak delerek 8 hafta sonunda iklime alistirilmis olan bitkileri basarili bir

sekilde seraya aktardiklarini belirtmislerdir.

Karaoglu (2008) S.candida bitkisinin olgunlasmamis embriyo ve sogan pul
yapraklariyla yaptigi calismasinda elde ettigi soganciklarin gelisimlerini ilk aylik
siirecten sonra +15 °C sicaklikta muhafaza etmis ardindan ¢ap1 Icm lizerinde olan
soganciklart koklii veya kokleri koparilmis halde torf-perlit-vermikiilit (1:1:1) iceren
saksilara aktararak +15°C ve %80 nem igeren iklimlendirme dolabinda gelisimlerini
devam ettirmistir. Yaptig1 6 haftalik gézlemler sonucunda koksiiz ve kokleri koparilmig

olan soganlarda kok olusumu gergeklesmis ve canlilik oranlari sirasiyla ortalama %55.5
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ve %100 seklinde oldugunu belirtmistir. Koklii olan soganlarda ise canlilik oranint %77.7

olarak belirtmistir.

Aasim (2015) Allium tuncelianum bitkisinin sogan pul yapraklarini kullanarak
yaptig1 calismasinda 16 haftalik kiiltiir siiresinin sonucunda elde ettigi soganciklari
oncelikle 60g/l siikroz iceren oksinsiz besin ortamina aktarmis ve 16 haftalik kiiltiir
sonucunda koklenmeleri ve sogancik boyutunda artis saglamig, ardindan koklenen
soganciklarin kum ve organik madde iceren (1:1) saksilara aktarilarak 10 giin boyunca
kontrollii ortam kosullarmin saglandigi iklimlendirme odasinda bekletmis ve ardinda 6
hafta siireyle biiylime odasina aktardiktan sonra tarla kosullarina aktarimini saglamis ve

bu sayede tiim bitkilerin dig ortama alistirllmasini basarili bir sekilde gerceklestirmistir.

Ozel vd. (2015) Muscari muscarimi bitkisinden in vitro olarak elde ettikleri
soganciklar1 kdklendirdikten sonra dis ortama alistirmak i¢in magentalardan ¢ikardiklar
soganciklart 0.75 L turba yosunu igeren 1 L’lik kil kaplara aktarmiglardir. Gozenekli bir
yapiya sahip ve su emilimine izin veren bu saksilar1 %80 bagil nem igeren iklimlendirme
odasinda 16 saat 151k fotoperyodunda ve 2442 °C sicaklikta inkiibe etmisler ve nemi
korumak icin seffaf polietilen torbalarla Ortmiislerdir. Biiylime siirecinde polietilen
torbalar1 kademeli olarak bitkilerin dis ortama uyum saglamalar: i¢in delmigler ve ilk
hafta boyunca her giin 50 ml su ile sulamiglardir. Ardindan saksilar1 hata boyunca 3-4
glinde bir sulayarak bitkilerin biiylime ve sertlesmelerini saglamislardir. Bu yontemle

%380’1n lizerinde basar elde ettiklerini belirtmislerdir.

Yukarida verilen literatiirdeki ¢aligsmalar incelendiginde soganli bitkilerin doku
kiiltiiri sonras1 elde edilen soganciklarin koklii veya koksiliz bicimde taze olarak dis
ortama alistirildiklar1 goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda farkli bir yontem izlenmistir.
Olusan soganlar once 3 hafta oda sicakliginda kurutulmaya birakilmis ve ardindan
kislama ihtiyacini karsilamak i¢in +4 °C’de 3 hafta bekletilmistir. Bu asamadan sonra
bahce topragma dikilmistir. % 70 gibi basarili bir oranda canlilik elde edilmis ve
soganciklar saglikli bir sekilde siirgiin olusturup gelismislerdir. Naik ve Nayak (2005)
tarafindan rapor edildigi lizere Ornithogalum virens bitkisinin doku kiiltiiriinden elde
edilen soganciklarinin hayatta kalma orani ¢cap1 genis olanlarda daha yiiksektir. Ayn1 olgu
bu tez caligmasindaki aklimatizasyon sirasinda gozlenmistir. % 30 civarindaki

gelismeyen soganciklar elde edilen soganciklar i¢cindeki en kii¢iik ¢ap ortalamasina sahip
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olanlardir. Sonug olarak kiiltiir ortamindan elde edilen B. edirnensis soganciklarinin dis
ortama alistirllmas1 ve saglikli fideler gelistirmesi asamasinin basarili oldugu
diisiiniilmektedir. Elde edilen bu soganlar sera ortaminda gelisimlerini siirdiirmektedirler
ve zarar goren, az birey iceren B. edirnensis popiilasyonlariin rehabilitasyonu igin

Oonemli potansiyel tagimaktadirlar.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda yaptigimiz deneyler sonucunda sirasiyla
sterilizasyon, embriyo kiiltiirii, ¢imlendirme, sogan pulu kiltiirii, sogancik gelisimi,
koklendirme ve aklimatizasyon asamalarinda elde edilen en basarili sonuglar asagida

verilmigtir.

Sterilizasyon i¢in yapilan denemeler neticesinde, %20°’lik ticari camagir suyunda
17 dk, ardindan %70’lik etil alkol ¢ozeltisinde 5 dk bekletme ve 3 defa 5’er dk distile

suyla durulama sonucunda %41.8 kontaminasyon gdzlenmistir.

Tohum sterilizasyonu i¢in uygulanan en basarili sterilizasyon yontemi %12.5
kontaminasyon oraniyla %20°lik ticari camasir suyunda 15dk bekletilip ardindan %70’lik
etil alkol ¢ozeltisinde 4 dk bekletmek ve devaminda 3 defa 5’er dk distile suyla durulma

oldugu anlagilmistir.

Embriyo kiiltiirii denemelerinde olgunlasmis embriyolardan kallus olusumunun
en fazla indiiklendigi besin ortami %40 kallus olusumuyla 30g/1 siikroz + 7 g/l agar +
Img/l NAA igeren MS ortami olarak belirlenmistir. Ardindan en basarili sonuglar %
kallus olusum orantyla 30g/1 siikkroz + 7 g/l agar + 2 mg/l NAA igeren MS ortami oldugu
belirlenmistir. Embriyo kiiltiirii ile elde edilen kalluslar 6 ayin sonunda 4 mg/l kin + 0.5
mg/l NAA iceren ortamda rejenerasyon gozlenmemis ancak yas agirlik artist %74.4 ve

kuru agirlik artis1 %71.4 olacak sekilde basariyla artirilmistir.

Bellevalia edirnensis bitkisinin ¢imlenmesinde dormansi biiyiik bir sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Tohumlarin ¢imlenmesi i¢in yalnizca soguklanma yeterli
olmamigtir. Bu nedenle siilflirik asit muamelesiyle tohum kabugu inceltilerek fiziksel

dormansi kirilmaya ¢alisilmistir. Bu konuda en basarili yontem %73.3 ¢imlenme oraniyla
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30 dk siilfiirik asit muamelesi olarak belirlenmistir. Bu oran1 %46.6 ¢imlenmeyle 20 dk

stilfiirik asit muamelesi izlemistir.

Sogan pulu kiiltiiriinde 2 ve 3 pul yaprakli olarak olusturulan eksplantlar kiiltiir
ortamina alimmustir. En basarili kallus olusum yiizdeleri N ve M gruplarinda gézlenmis
sirastyla %91.1 ve 89.2 olarak belirlenmistir. Ayrica sogancik olusturan eksplant sayisi
incelendiginde M grubunda % 97.3 ve N grubunda % 91.1 ile en basarili sonuglar oldugu
gozlenmistir. Eksplant basina olusan sogancik sayisi1 N grubunda 4.9 ve M grubunda 4 ile
en yiiksek sonuglar elde edilmistir. Sogancik ¢ap1 ortalamalari incelendiginde N grubunda
0.47 cm ile en biiyiik ¢ap elde edildigi sonucunda varilmistir. Ve son olarak toplam

sogancik sayisi en fazla 249 adet ile N grubunda elde edilmistir.

Sogan pulu kiiltiiriinde elde edilmis olan soganciklar ¢ap artis1 ve koklenme igin
farkli bir ortamda alt kiiltiire alinmistir. 1 aylik gézlemin sonucunda sogan caplarindaki
en biiylik artisin 0.45 cm’den 0.77 cm’ye %71.0 oranla 7 g/l agar+ 1 mg/l NAA + 1 mg/l
BAP + 60 g/l siikroz igeren ortamda elde edildigi gortilmiistiir. Koklenme yiizdesi ve kok
boyu acisindan incelendiginde %75.8 koklenme oran1 ve 5.0 cm kok boyu ile 30 g/l
siikroz iceren ortamin en basarili sonucu verdigi belirlenmistir. Ortalama kok sayis1 4.4

ile en fazla 60 g/l siikroz igeren ortamda elde edilmistir.

Sogancik gelisimi sonucunda koklendirilmis ve ¢ap artiglart saglanmis olan
soganciklar Oncelikle musluk suyu altinda yikanarak iizerlerindeki besin ortami
iceriginden arindirilmis ve ardindan laboratuvar ortaminda kurumaya birakilmistir. 3 ay
stireyle buzdolabinda bekletilen soganciklar bahg¢e topragina dikilerek gelisimleri
gbzlenmigstir. Uygulanan protokol sonucunda dis ortama aktarilan soganciklarin

%70’inde gelisim gozlenmistir.

Bu tez calismasinda kullanilan B.edirnensis bitkisi endemik ve nesli tiikenmek
tizere olan bir bitkidir. Bu nedenle eksplant alinacak bitki sayist oldukga kisith
oldugundan denemeler az tekrar ve eksplant sayisiyla gerceklestirilmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda bitkinin tohumlarinda gézlenen ¢imlenme engeli nedeniyle doku
kiiltiiri teknikleriyle ¢ogaltima ihtiya¢c duydugu ortadadir. Bu dogrultuda yaptigimiz
calismada kullanilan eksplant kaynaginin doku kiiltiirli basarisina biiyiik oranda etki ettigi
belirlenmistir. Eksplant kaynagi olarak sogan pul yapraklarinin kullanilmasiyla oldukca

basarili sonuglar elde edilmistir ve dis ortama basarili bir sekilde aktarilarak uygun
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olabilecek ¢ogaltim teknikleri elde edilmistir. Ancak olgunlagmis embriyolarla yapilan
calismalarda tatmin edici sonuglar elde edilememistir. Bu konuda gelecekte yapilacak
olan c¢alismalarin artirilarak en uygun ¢ogaltim tekniginin belirlenmesi gerekmektedir.
Bununla birlikte embriyo kiiltiirleri sonucunda elde edilen az miktarda kallus kiiltiiriinde
basaril bir sekilde biyokiitle artis1 elde edilmistir. Bu kallus kiiltiirleri altkiiltiir yaparak
in vitro siirekli kiiltiirlere doniismiistiir. /n vitro siirekli kiiltiirler bir germpalsm muhafaza
teknigidir. Dolayis1 ile bu Kkiiltiirlerin tez ¢alismasindan sonra da devam etmesi ve
kaybedilmemesi onem arz etmektedir. B. edirnensis ile ilgili yapilacak daha sonraki
calismalara temel olusturmasi ve dogadan materyal toplanmasinin Oniine gecilmesi

agisindan onemlidir.

Son olarak bu tez calismasinda elde edilen ve sera ortaminda gelisimini siirdiiren
soganciklarin zarar goren popiilasyonlarin rehabilitasyonunda kullanilmasi yoniinde
biiyiik bir potansiyel olusmustur. ileriki yillarda ilgili kuruluslarin da (Orn. Doga Koruma
ve Milli Parklar) destegi ile bu yonde ¢alismalar planlanmasi ve uygulanmasi 6nem arz

etmektedir.
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