BAZI ZAMBAK (Lilium spp.) TURLERININ IN VITRO
COGALTIMI

DOGAN GURSAN




T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BAZI ZAMBAK (Lilium spp.) TURLERININ IN VITRO COGALTIMI

Dogan GURSAN

Doc. Dr. Mehmet OZGUR

(Danigman)

YUKSEK LIiSANS TEZI
BAHCE BITKILERI ANABILIM DALI

BURSA - 2014
Her Hakki Sakhdir



TEZ ONAYI

Dogan GURSAN tarafindan hazirlanan “Baz1 Zambak (Lilium spp.) Tiirlerinin In Vitro
Cogaltim1” adli tez calismasi asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Bahce Bitkileri Anabilim Dali’nda YUKSEK LiSANS TEZi
olarak kabul edilmistir.

Damisman: Doc. Dr. Mehmet OZGUR

Baskan:  Dog. Dr. Mehmet OZGUR
U.U.Ziraat Fakiiltesi

Bahge Bitkileri Anabilim Dal1

Uye: Dog. Dr. Himmet TEZCAN
U.U.Ziraat Fakiiltesi

Bitki Koruma Anabilim Dali

Uye: Dog. Dr. Ahmet IPEK
U.U .Ziraat Fakiiltesi

Bahge Bitkileri Anabilim Dal

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. Ali Osman DEMIR
Enstiti Mudiiri
12/02/2014



U.U. Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirladigim bu
tez cahismasinda;

- tez igindeki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,

- gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu,

- baskalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel normlara
uygun olarak atifta bulundugumu,

- atifta bulundugum eserlerin tiimiinii kaynak olarak gosterdigimi,

- kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

- ve bu tezin herhangi bir boliimiinii bu {iniversite veya bagka bir iiniversitede baska bir
tez caligsmasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

22/01/ 2014

Dogan GURSAN



OZET
Yiksek Lisans Tezi

BAZI ZAMBAK (Lilium spp.) TURLERININ IN VITRO COGALTIMI

Dogan GURSAN
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Bahge Bitkileri Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Mehmet OZGUR

Bu ¢aligsmada iki zambak tiirtiniin (Lilium candidum L. ve Lilium martagon L.) in vitro’
da embriyo kiiltiirii ile ¢ogaltiminda yetistirme ortamlarinin etkileri arastirilmistir.
Zambak embriyolar1 sekiz farkli yetistirme ortamina [MS (Kontrol), MS + 0,01 mg/I
NAA, MS + 0,02 mg/l NAA, 1/2 MS, 1/2 MS + 0,01 mg/l NAA, 1/2 MS + 0,02 mg/I
NAA, 1/2 MS + 0,01 mg/l NAA + 0,2 mg/l BAP, 1/2 MS + 0,02 mg/l NAA + 0,3 mg/I
BAP] ekilerek bu ortamlarin ¢imlenme, embriyo gelisimi ve koklenme oranlari ile
bitkiciklerdeki bazi morfolojik gelismelere olan etkileri (sogancik olusumu, bitkicik
boyu, yaprak sayisi, kok sayisi, kok uzunlugu ve kok kalinligr) incelenmistir.

Cimlenme, embriyo gelisimi ve koklenme oranlari {izerine en iyi sonuglar; L.candidum
L. tiiriinde MS + 0,01 mg/l NAA, L. martagon L. tiirtinde ise 1/2 MS + 0,02 mg/l NAA
yetistirme ortamindan elde edilmistir. Bu yetistirme ortamlarinda ¢imlenme oranlar1 %
100.00 ve % 92.00 olarak gergeklesmistir. MS + 0,01 mg/l NAA yetistirme ortami L.
candidum L. bitkiciklerinin morfolojik gelismeleri iizerine de olumlu etki gostermistir.
L. martagon L. tiirtinde bitkiciklerin morfolojik gelismeleri lizerine yetistirme ortamlari
farkli etkilerde bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Lilium candidum L., Lilium martagon L, Embriyo kiiltiirii, MS,
NAA, BAP

2014, vii + 64 sayfa



ABSTRACT
MSc Thesis
IN VITRO PROPAGATION OF SOME LILIUM (Lilium spp.) SPECIES
Dogan GURSAN
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Horticulture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet OZGUR

In this study, in vitro embryo cultures of two lily species (Lilium candidum L. and
Lilium martagon L.) were carried out to investigate the effects of various growing
media. Lily embryos were planted onto eight different nutrient media [MS (control),
MS + 0,01 mg/l NAA, MS + 0,02 mg/l NAA, 1/2 MS Control, 1/2 MS + 0,01 mg/l
NAA, 1/2 MS + 0,02 mg/l NAA, 1/2 MS + 0,01 mg/l NAA + 0,2 mg/l BAP, 1/2 MS +
0,02 mg/l NAA + 0,3 mg/l BAP]. Rates of germination, embryo development and
rooting were determined and morphological caharacters of plantlets such as bulb
formation, shoot length, number of leaves, root number, root length and root diameter
were examined.

For germination, embryo development and rooting rate, the best results were obtained
on MS medium with 0.01 mg / | NAA for L. candidum L. and 1/2 MS medium with
0.02 mg/l NAA for L. martagon L. Germination rate was 100.00 % on MS medium
with 0.01 mg / | NAA for L. candidum L while it was 92.00 % 1/2 MS medium with
0.02 mg/l NAA for L. martagon L. L. candidum L. plantlets showed better development
on MS medium with 0,01 mg/l NAA. On the other hand, L. martagon L. plantlets
required different media for different developmental stages.

Key words: Lilium candidum L., Lilium martagon L., Embryo culture, MS, NAA,
BAP.
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1. GIRIS

Tiirkiye, bitki tiirlerinin ¢oklugu bakimindan diinyanin zengin iilkelerinden birisidir.
Tiirkiye’de yaklasik 10 150 adet bitki tiirti bulunmakta olup bu bitkilerden 3 000 kadari
endemiktir. Ulkemizde yetisen bitkiler hem iilke icinde hem de yurtdisinda ticari deger
tagimaktadir. Dogadan toplanarak ihracati yapilan tiir sayis1 347 adettir. Bunlardan 13

tanesi soganli yumrulu bitkidir (Karaoglu 2010).

Genellikle ¢igek soganlar1 ya da soganl bitkiler olarak da adlandirilan geofitler, toprak
iistii organlar1 biiylime mevsiminde gelisimini tamamlandiktan sonra (govde, yapraklar
ve cicek) kuruyarak Olmesine ragmen, yasamlarimi toprak altinda siirdiirebilecek
organlara sahip iki ya da ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Bu bitkilerin govdeleri, bitkinin
biiylime ve gelismesi i¢in gerekli olan gida maddelerini depo etmek {izere sogan, yumru
ve rizom seklinde degisiklige ugramistir ve toprak seviyesinin altinda yer almaktadir.
Tiirkiye florasinda, 26 cinse bagl 540 geofit tiiriniin bulundugu kaydedilmektedir.
Birgok farkli familya ve cinsten bitki bu grupta yer almaktadir. Liliaceae,
Amarylidaceae, Iridaceae, Orchidaceae ve Araceae baslica geofit familyalaridir (Arslan
1998, Seyidoglu 2009, Asil ve Sarthan 2010, Ozel ve Erden 2010, Allahverdikhan ve
ark. 2012).

Sahip olduklar1 6zelliklerden dolayir geofitler, milattan Onceki devirlerden beri iyi
bilinmekte, siis bitkisi olarak kullaniminin disinda, tibbi ve aromatik amacli olarak da
yaygin bir sekilde degerlendirilmektedir. Eskiden beri tibbi bitki olarak kullanilan bu
bitkiler, giiniimiizde de modern tipta kullanilmaya devam edilmektedirler. Ornegin,
Lilium candidum L. soganlar1 icerdigi saponinlerden dolayr yanik ve sisliklerin
tedavisinde tibbi amacli olarak kullanilmaktadir (Mimaki ve ark. 1999, Ozel ve Erden
2010).

Tiirkiye florasinin zenginligi igerisinde yer alan geofitler, uzun yillardan beri bilim
adamlarinin ilgi odagi olmus, baslangicta botanik bahgelerinin zenginlestirilmesi igin,
daha sonraki yillarda ise ticari amagli olarak dogadan sokiimleri yapilmistir. Yiiksek

orandaki talepler, bilingsizce yapilan sokiimler bazi endemik tiirlerin yok olmasina



neden olmustur. Bundan dolay1r geofitlerin, Oncelikle dogadan toplanmasi yerine,

kiiltiirel sartlarda tiretimlerinin yapilmasi gerekmektedir (Ulus ve Seyidoglu 2004).

Geofitler, tohumlu bitkilerden (Spermatophyta) kapali tohumlular (Angiospermae)
icerisinde yer alirlar. Bu grup monokotiledon (tek ¢enekli) ve dikotiledon (gift ¢enekli)
tiirleri icerir ve bunlar da soganli ve yumru bitkiler olmak iizere iki guruba ayrilirlar
(Cizelge 1.1). Bir¢ok arastirici tarafindan geofitler ger¢cek sogan, sogan, yumru, korm
(soganims1 yumru) vb. olarak gruplara ayirmislardir. Fakat sogan terimi, soganli,

yumrulu, rizomlu olsun tim geofitler i¢in uygun bir terim olmaktadir. Bu nedenle

Cizelge 1.1. Soganli ve yumrulu gruplar olarak geofitlerin siniflandirilmasi (De Hertogh

ve Le Nard 1993).

GRUP TiP ALT SINIF TUR
Dikotiledon Oxalis cernua
Allium tiirlerinin ¢ogu, Amaryllis belladona,
Camassia, Chionodoxia, Endymion, Eucharis,
Eucomis, Fritillaria, Galanthus, Galtonia,
Haemanthus, Hi rum, Hyacinth
Gercek N F.)peaSt u ! ya.c t .us'
N . Hymenocallis, Iris hollandica, Iris reticulata,
soganlar Monokotiledon L L . .
. Iris xiphiodes, Ixiolirion, Lachenalia, Leucojum,
Soganhlar s . N .
ubL Lycaris, Lilium tiirlerinin ¢ogu, Muscari,
g Narcissus, Nerine, Ornithogalum, Polianthes,
Pusckinia, Scilla, Tulipa, Urgenia,
Zephyranthes
So3 Dikotiledon Liatris
nimsi N N . -
Oguamrus Acidanthera, Babiana, Colchicum, Crocosmia,
y Monokotiledon | Crocus, Erythranium, Freesia, Gladiolus, Ixia,
(Corm) N . .
Sparaxis, Tigrida, Triteleria
Dikotiledon Bazi1 Anemone tiirleri, Eranthis
Yumru Caladium, Gloriosa, Zantedeschia tiirlerinin
(Tuber) Monokotiledon . ’ '
¢ogu.
. — Astilbe, Dahlia, Eremurus, Baz1 Oxalis tiirleri,
Yumrukok Dikotiledon
(Tuberous) Ranunculus
Monokotiledon | Hemerocallis
I Achimenes, bazi Anemone tiirleri, baz1 Oxalis
Yumrulular Dikotiledon o > Dazl uriert, bazt
trleri.
grubu - —— -
. Bazi Allium tiirleri, Agapanthus, Alstroemeria,
Rizom . . .
. Anigozanthus, Canna, Clivia, Convallaria,
Monokotiledon e - g
Bazi Iris tiirleri, Baz1 Lilium tiirleri, Scadoxus,
Zantedeschia aethiopica.
I Begonia (yumrulu hibritler), Cyclamen,
Genisletilmis Dikotiledon g . v ) Cy
hipokotil Gloxinia
P Monokotiledon | -




geofitler soganli bitkiler olarak adlandirilmaktadir. Geofitlerin biiyiik bir ¢ogunlugu
monokotiledondur ve birkag familyaya aittir (Rees 1992, De Hertogh ve Le Nard 1993,
Zencirkiran 2002).

Ulkemizde 2013 yili verilerine gore, kesme cicek iiretimi yapilan alanlarn % 41.7°
sinde karanfil yetistirilmekte ve bunu gil (% 15.3) izlemektedir. Gerbera % 9.1,
kasimpat1 % 4.36, zambak % 4.0, glayol % 3.5, nergis % 3.4’liikk oranlara sahiptir.
Geriye kalan % 18.6°1ik alanda diger kesme ¢igeklerin (freesia, lisianthus, gypsophylla,
solidago, statice vb.) liretimi yapilmaktadir. Tiirkiye’de hemen herkes tarafindan bilinen
yilan yastigi (Arum spp.), zambak (Lilium spp.), yilan bigag1 (Dracunculus spp.), kar
cicegi (Eranthis spp.), devetabani (Geranium spp.), ¢akal nergisi (Sternbergia spp.) ve
261 sogan1 (Leucojum aestivum L.) en ¢ok ihracati yapilan geofitlerdendir (Giiner ve
ark. 2000, Anonim 2005, Ozel ve Erden 2010, Saygili 2012, Kazaz ve ark. 2013).

Siis bitkileri sektorii icerisinde ekonomik bakimdan 6nemli olan ¢icek soganlarindan
lale ve zambak gibi tiirlerin diinyada kesme ¢igek olarak kullanimlari olduk¢a yaygindir.
Bu tiirler diinya siis bitkileri sektoriinde ilk sirada yer alan Hollanda' nin en 6nemli

tiretim kalemlerini olusturmaktadir (Buschman 2004, Dal ve ark. 2010, Saygili 2012).

Zambak, Liliaceae familyasindan, ¢ok yillik, otsu ve soganli bir bitkidir. Soganl
bitkiler i¢inde soganli pullu yapisiyla diger bitkilerden ayrilmaktadir. Balik pullarina
benzeyen bu yapilar besin depo eden yapraklardir. Morfolojik olarak bir sogan; bazal
plaka olarak adlandirilan ve bir veya daha fazla apikal meristemi olan, bir¢ok pullarla
biitlinlesmis kisa bir govdeye sahiptir. Bir soganda yaklagitk 50 civarinda pul
bulunmaktadir. Biitiin pullar dip tablaya baglidir. En icteki pul dibinde biiylime noktasi
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda bazal plaka adventif kokleri de ihtiva eder. Tiire bagh
olarak, pullar ya genislemis (gelismis) yaprak bazallar1 veya genislemis pul yapraklar
olabilmektedir. Zambak sogani1 topraga dikildiginde dnce asagiya dogru kok kismi

olugsmaktadir. Toprak tiistiinde de diger kisimlar daha sonradan gelismektedir. Cigek sap1
soganin ortasindan ¢ikar. Boyu 45-50 cm kadardir. Zambak sapinin dik olmasi istenir.
Zambak yapraklar1 ince, uzun, uglar1 sivri, dipten yukariya dogru kiigiilen yapidadir.

Cigek sapinin ucunda ¢igekler bulunur. Zambak bitkisi bir sapta 1-12 arasinda degisen



sayida ve 18-30 cm capinda, borazan seklinde ¢iceklere sahiptir. Cigekleri tiglii canak
yapraklara sahiptir. Erkek organlar iki daire {lizerinde, her bir dairede ii¢ adet olacak
sekilde siralanmustir. Disi organin boyu erkek organlarla aynidir. Soganlar Tulipa (Lale)
ve Narcissus (Nergis) gibi kabuklu veya Fritillaria (Aglayan Gelin ve Adiyaman
Lalesi) ve Lilium (Zambak) gibi kabuksuz olabilir (Rossi 1989, Zencirkiran 2002,
Anonim 2007, Saygili1 2012).

Zambak cinsi yaklagik 110 tiir icermekte ve Anadolu, Giiney-Dogu Asya (Cin, Kore
yarimadasi1 ve Japonya), Sibirya, Avrupa’nin dogusu ve Kuzey Amerika’da dogal olarak
yayilis gostermektedir. Dogal yasam alani ¢gogunlukla deniz seviyesinden 2000 metreye
kadar ulasan yiiksekliklere varabilmektedir. Y1l igerisinde olusan yiiksek sicaklik ve
nem oranlarindaki asir1 degisiklikler onlar1 1liman ve soguk iklimlere uygun bir bahce

bitkisi yapmaktadir (Woodcock ve Stearn 1950, Pelkonen 2005).

Zambak, soganli bitkiler i¢inde insanlarin tanidig1 en eski bitkidir. 120 000’ den fazla
ceside sahiptir. Eski ¢aglarda bazi sehirlere adin1 vermistir. Saflik ve temizligi simgeler.
Giiniimiizde kozmetik alaninda da kullanilmaktadir. Son yillarda bu bitkinin gerek
kesme ¢igek, gerekse saksili gigcek olarak yetistiriciliginde ( Birim alandan oldukga
yiiksek kar getirmesi, yil boyu yetistirilebilmesi, yeni ¢esitlerin bulunmasi, ¢igege
talebin artmasi gibi nedenlerden dolayi) 6nemli bir artig dikkati ¢ekmektedir (Korkut
2004, Anonim 2007, Saygili 2012).

Lilium cinsi, Comber (1949) tarafindan 7 bolime smiflandirilmis olup daha sonra
Lighty (1968) ve De Jong (1974) tarafindan tekrar degistirilmistir (Martagon,
Pseudolirium, Lilium (Liriotypus), Archelirion, Sinomartagon, Leucolirion ve
Daurolirion). Royal Horticultural Society tarafindan yapilan en son siniflandirma (1982-
2002) ise su sekildedir: Asyatik melezler, Martagon tip melezler, Candidum melezleri,
Amerikan tiir melezleri, Longiflorum melezleri, Trompet melezler, Oriental melezleri,

boéliinemeyen diger melezler, tiim tiirlerin varyete ve formlar: (Lim ve Van Tyul 2006).



Zambagin c¢ok ¢esidi olmasina ragmen ekonomik degeri yiliksek olan iki ¢esit
yetistiricilikte 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlar Mis zambagi (Lilium candidum L.) ve

Nisan zambagi (Lilium longiflorum Thunb.)’dir (Anonim 2007).

Bitki doku kiiltiirti; steril sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre
(meristematik hiicreler, silispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni
doku, bitki veya bitkisel iriinlerin (metabolitler gibi) tiretilmesidir. Eksplant, bitkinin
cesitli kisimlarindan alinabilen, kiiltiir baslatmada kullanilabilecek bitki parcalaridir.
Yeni cesit gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik c¢esitlilik olusturmak doku
kiiltiirlinlin temel amaclar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri
genetiksel iyilestirme caligsmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta
olan tiirlerin korunmasinda ve ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretilmesinde, ¢esitli doku

kiiltiirti yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Baboglu ve ark. 2001, Capan 2006).

In vitro ¢ogaltimda, ortamdaki sicaklik ve 1sik ihtiyaci segilen bitki tiirline gore
degismektedir. Genellikle birgok bitki tiirii icin gerekli sicaklik 25 °C’dir. Bu amacla
giiniimiizde, sicaklik ve aydinlatmayi istenilen 6zelliklerde saglayabilen iklim dolaplar
veya odalar1 kullanilmaktadir. Cogaltimda, yetisme ortamimin konuldugu, ¢alismanin
amacia gore degisik Ozelliklere sahip kiiltiir kaplari kullanilir. Yetisme ortami
(besiyeri) bitkisel organizmalarin gelisimi i¢in gerekli mineralleri ve diger besinleri
igeren karigimlardir. Bu karisimlara ¢alismanin amacina yonelik gesitli bitki gelisim

diizenleyiciler ilave edilmektedir.

Doku kiiltiiriinde eksplantin gelisimi igin Steril bir besiyerine ihtiya¢ vardir. Besiyerinin
bilesimi bitki hiicrelerini giiclendirecek, hiicre boliinmesini uyaracak ya da bireysel bitki
organlarinin gelismesini saglayacak sekilde ayarlanmalidir. Oksin ve sitokinin gibi
biiyiime diizenleyicilerinin besiyerindeki yogunlugu, doku kiiltiiriiniin olusumunu
baslatip baslatmayacagin1 ve sonradan nasil gelisecegini belirlemek i¢in kritik bir deger

olarak goriinmektedir (Collin ve Edwards 1998, Capan 2006).



Modern tarimda en fazla 150 bitki tlirliniin tariminin  yapildigit ve bunlarin
iyilestirilmesinde klasik yontemlerin sinirina gelindigi disiiniiltirse, bitki doku kdltiirii
tekniklerinin  siiratle  gelistirilmesinin  ve uygulanmasinin  6nemi daha 1iyi
anlasilmaktadir. Bitki doku Kkiiltiirlinlin en O6nemli etkisi ve uygulama alani,
mikrogogaltim ve en dnemlisi bitkilerin hiicre bazinda kontrollii olarak ¢ogaltilmasidir.
Bu yontemle; soguga, kuraga, tuza, agir metallere, herbisitlere, hastalik ve zararlilara
dayanikli bitkiler yetistirilebilmektedir. Ayrica besin olarak kullanilan bitkilerin raf
Omriiniin uzatilmasi, depolamaya dayanikli olma, kesme ¢igeklerde vazo Omriiniin
uzatilmasi, patojensiz bitki elde etmede meristematik hiicrelerin kullanimi gibi
konularda doku kiiltiirii ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Bu hiicreler kullanilarak; somatik

melezlemeler yoluyla;

a) Sitoplazmik erkisirligin aktarilmasi ve hibrit 1slahinda kullanimi,

b) Farkli ¢igek renklerinin elde edilmesi,

¢) Azot fiksasyonu 6zelliginin baklagil olmayanlara aktarilmasi (6zellikle
tahillar ve ¢ok yilliklar),

d) Kombine bitkilerin eldesi (Pomato veya Tomapo= domates patates melezi),
e) Triploid bitki eldesi, bitkilerde yag ve seker oraninin arttirilmasi ¢aligmalari

yapilabilmektedir.

Doku kiiltiiriine uygun olmayan fakat ekonomik degeri yiiksek olan tiir, gesit veya
biyotiplerde doku kiiltiiriine uygunlugu saglayan genlerin klasik islah metotlar1 ile
aktarilmasi, doku kiiltiirii tekniklerini uygulayarak in vitro maniplasyon yapilmasi,
hiicre kiiltiirleri veya transgenik bitkiler ile cesitli endiistriyel enzimlerin iiretimi,
somatik embriyogenesis yoluyla sentetik tohum {iretimi, Ozellikle c¢ayir-mera
alanlarinda kurakliga dayanikli bitki tohumlarmin ¢ogaltilmasi, asimbiyotik in vitro
cimlendirme, tohum ve fide liretimi (patateste minitiiber iiretimi vb.), hibrit tohumlarda
genotip bozulmadan vegetatif yollarla fide eldesi, yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya
olan bitki tiirlerinin doku kiiltilirii ile korunarak cogaltilmas: ve Tiirkiye’de hiicre ve
doku bankalarmin kurulmasi, ev imkanlar ile “evde doku kiiltiiri” calismalarinin
yapilmaya baglanmasi gibi konularin hepsi doku kiiltiiriiniin gelecekte etkili olacagi

alanlar olarak goziikmektedir (Baboglu ve ark. 2001, Capan 2006).



In vitro kiiltiir sirasinda ortaya ¢ikan ve rejenere olan bitkilerde gozlenen degisiklikler
somaklonal varyasyon olarak adlandirilmaktadir. In vitro kiiltiirde rejenere olan
bitkilerin genetik yapilarinda degisiklik nedeniyle ortaya ¢ikan varyasyonlar kalitsaldir
ve bu degisiklik dolden dole gegerek devam etmektedir. Bugiine kadar in vitro kiiltiirde
ortaya c¢ikan genetik degisimlerin nedenleri ¢ok tartisilmigtir. Ancak bu degisikliklere
neden olan faktorler tam olarak agiklanamamistir. Bununla birlikte baz1 faktorlerin in
vitro kiiltiirde genetik degisimlerinin ortaya ¢ikmasinda belirleyici faktorler oldugu

ortaya konmustur. Bu faktorler:

a) In vitro rejenerasyon yontemi: Embriyogenik olmayan kallustan organogenesis
yoluyla rejenere olan bitkilerde genellikle biiyiik genetik varyasyonlara rastlanmaktadir.
b) Kullanilan eksplant: Genellikle poliploid tiirler in vitro kiiltirde diploid tiirlere gore
daha fazla genetik varyasyon gostermektedir.

¢) Besin ortaminin degisimi: In vitro kiltiirde kullanilan besin ortaminin bilesimi
ozellikle oksin ve sitokinin igerigi in vitro kiiltiirde genetik stabiliteyi etkilemektedir.

d) Alt kiiltiir sayisi: Genel olarak alt kiiltiir sayis1 arttik¢a ve kiiltiir sayis1 uzadikga in

vitro kiiltiirde genetik varyasyonun ortaya ¢ikma sansi artmaktadir (Hatipoglu 1993).

Zambak’ta doku kiiltiirii tiretimi uygulamalar1 1950’11 yillardan beri yapilmaktadir. Bu
yillardan kisa bir siire sonra, zambak ic¢in doku kiiltiirii yontemlerinin gelistirilmesi
tizerinde bir ¢ok arastirma makalesi kullanilabilir hale gelmistir. Bununla birlikte,
zambak’ta melez kombinasyon olasiliklari, uyumsuzluk ve uyusmazlik sorunlar ile
sinirlanmigtir. Tiirler arast melezlemelerdeki engeller, dollenme Oncesi ve ddllenme
sonras1 engeller olarak ikiye ayrilmistir. Zambak’ta ele alman bir ¢ok calisma, bu
dollenme engellerinin Oniine ge¢mek icin yapilmistir (Emsweller ve ark. 1948, Robb
1957, Stebbins 1958, Sheridan 1968, Simmonds ve Cumming 1976, Stimart ve Ascher
1978, Van Tyul ve ark. 1988, Van Tyul ve ark. 1991, Pelkonen 2005).

Dogada yapilan melezlemelerde, basariy1 engelleyen g¢esitli problemler vardir.
Doéllenme Oncesi sorunlari; polenlerin stigma iizerinde ¢imlenmemesi, polenlerin
anormal ¢imlenmesi, polen tlipiiniin kisa kalmasi nedeniyle yumurtaliga ulasamamasi,

yumurtaliga veya yumurtaya ulasmadan Once polen tiipiiniin kaybolmasi ve



dollenmenin gerceklesememesi seklinde 6zetleyebiliriz. Dollenme sonrasi sorunlart ise;
dollenme gerceklesir fakat zigot bolilnemez, zigot birkag hiicreli embriyo olusturmak
lizere bolliniir ve daha ileri gelisme gosteremez veya Oliir, endosperm embriyonun
gelisimini destekleyecek yapida degildir ve embriyo gelismesinde kiiciik kalir ve
olgunlasamaz seklinde siralayabiliriz. Bu problemleri; Somatik melezleme, besi
ortaminda tozlanma ve ddllenme, embriyo, tohum taslagi ve yumurtalik kiiltiirii ile

asmak mimkiindiir. (Bajaj 1990, Uysal ve ark. 2006).

Embriyo kiiltiirii, in vitro kiltiir teknikleri arasinda pratik sorunlara uygulanan ve
yetistiriciler i¢in biiyiik deger saglayan en eski tekniklerdendir. Bu teknik ilk defa 1904
yilinda Hanning tarafindan kullanilmis olup, bu ¢alismada Raphanus ve Cochlearia’nin
tohumundan izole edilen olgun embriyolar mineral tuz ve seker igeren besi ortamda
kiiltiire almig ve bunlardan bitkicikler elde edilmistir. 1924 yilinda Dietrich farkli
tiirlerin dormansi periyotlarin1 tamamlamamis embriyolarindan besi ortaminda bitkiler
elde etmeyi basarmigtir. 1925 yilinda Laibach Linum perenne ile Linum austriacum
tiirleri arasindaki melezlemeden olusan ve normal olarak bitki ilizerinde gelismeleri
miimkiin olmayan melez embriyolar1 besi ortaminda kiiltiire alarak bu embriyolardan
melez bitkileri elde etmeyi basarmistir (Bridgen 1994, Drew 1997, Kurt 2001, Uysal ve
ark. 2006).

Embriyo kiiltiirii olgunlagmig veya olgunlagsmamis embriyonun in vitro kiiltiire alinarak
bitki elde edilmesi teknigidir (Pierik 1989). Embriyo kiiltiri iki degisik sekilde
yapilmaktadir:

1. Olgun tohum embriyolarinin kiiltiiri

2. Olgunlagsmamais, erken boliinme fazindaki proembriyolarin kiiltiiri

Olgun tohum embriyolarimin kiiltlirii oldukg¢a kolaydir ve basit bir kiiltlir ortamu ile
basarili sonu¢ vermektedir. Boylece embriyogenik biiyiimeyi incelemek ve biiylime
donemlerini ortaya koymak, dormansi ve ¢imlenmenin metabolik ve biyokimyasal
ayrintilarin1 - analiz  etmek miimkiin olabilmektedir. Olgunlasmamis, ¢ok geng

embriyolarin kiiltiirii, erken embriyo donemlerinden itibaren embriyolarin besin



ihtiyaglarinin ortaya konmasini ve farklilagmasini saglamaktadir. Bu tiir embriyolarin
izolasyonu olduk¢a zordur. Bununla birlikte, embriyo kiiltiirii ¢imlenmesi zor olan
tohumlarin ¢imlendirilmesinde, genetik caligmalarda islah siiresinin kisaltilmasinda,
yeterince gelisememis ve hibrit embriyolarin yasatilmasinda, haploid bitki
uretilmesinde, hastaliksiz bitki iiretiminde ve tohumla {iretimi zor olan bitkilerin
tiretiminde kullanilmaktadir. Temel arastirmalar ve dormansiyi ortadan kaldirmak igin
uygulanilabilen embriyo kiiltiirleri tlirler aras1 ve cinsler aras1 melezlerin elde edilmesi
acisindan ayr1 bir 6neme sahiptir. Uzak melezlemelerde dollenmeden sonra belirli bir
donemde embriyonun gelismesinin aksamasi ve diismesi melez tohum olusmasina engel
olmaktadir. Embriyonun gelismesindeki aksaklik herhangi bir donemde ortaya
cikabilmektedir. Embriyo, bu aksakligin ortaya ¢ikmasindan 6nceki bir dénemde in
vitro kiiltiire alinmahidir (Raghavan 1980, Emiroglu ve Giirel 1993, Baboglu ve ark.
2001, Biiriin ve Giirel 2002, Capan 2006, Uysal ve ark. 2006).

Embriyo kiiltiirii, embriyonal biiyiime ve farklilasma {izerine ortama katilan besinlerin,
bitki biiylime diizenleyicilerinin ve diger kimyasal ve fiziksel faktorlerin etkilerini
incelemek i¢in yararh bir tekniktir. Ayrica agronomik olarak 6nemli bitkilerin, bahge
bitkilerinin orman tiirlerinin olgunlasmamis embriyolarindan bitkilerin gelistirilmesi ile
tiirler ve cinsler arasi melezler elde edilebilmektedir. Bazi tlirlerde tohum dormansisinin

kirilmasi da bu teknik ile basarilmaktadir (Baboglu ve ark. 2001, Capan 2006).

Embriyonun gelisim kademeleri ana hatlariyla kiiresel, kalp sekilli ve torpido sekilli
olmak {izere siralanabilir. Ayrica embriyo tohumundan da ¢ikarilarak kiiltiire alinabilir.
Tohumdan c¢ikarilan embriyo tam olgun oldugundan kiiltiirdeki gelisimi daha kolaydir.
Embriyo ne kadar erken sathada kiiltiire alinirsa gelistirme islemi o kadar zor olur.
Ciinkii olgun embriyolar temel besin ortaminda (sadece makro ve mikro besin
elementlerinin bulundugu ortamda) gelisebilirken olgunlasmamis embriyolar i¢in ilave
besin maddelerine ihtiyag vardir (vitamin, aminoasit, hormon vs.) (Kocagaligkan 2003,

Capan 2006).

Ozellikle dayaniklilikla ilgili 1slah calismalarinda yabani tiirlerden gen aktarimi

konusunda tiirler arasi melezlemelerde sorunlarla karsilagilmaktadir. Bazi tiirlerde



melezlemeden 6 ile 25 giin sonra embriyo aborsiyonu goriilmektedir. Fakat embriyo
kiiltiiri yontemi ile bu sorunun iistesinden basari ile gelinebilmektedir. Hibrit embriyo

aborsiyondan 6nce in vitro kiiltiire alinip kurtarilabilmektedir (Hatipoglu 1993).

Biyoteknolojik ¢alismalarin hedefi; geleneksel {iiretim sistemlerinin kapasitelerini
artirmak, bitkilerin yetismesi i¢in gerekli en uygun kosullar1 saglamak veya buna zemin
olusturmak, saglikli bitkiler yetistirerek verimi ve kaliteyi artirmaktir. Bu amacin
gerceklestirilebilmesi icin bugline kadar bircok biyoteknolojik yontem kullanilmaistir.
Nitekim, geleneksel yontemlerin kullanilmasi durumunda bir¢ok sorunla karsilasilan
tirler ve cinsler arasi melezlemelerde, embriyo kiiltiir teknigi kullanilarak bu sorunlar
tamamen olmasa da biiylik Olgiide asilmistir. Boylece dogal florada bulunan, basta
hastalik ve zararlilar olmak {lizere tuzluluk, kuraklik gibi stres faktorlerine karsi
dayanimi daha yiiksek olan bitkilerin bu 6zellikleri geleneksel 1slah yontemleri ile
kombine edilmis embriyo kiiltiir teknigi sayesinde kiiltiir ¢esitlerine aktarilabilmistir.
Arzu edilen 6zellikleri tasiyan yeni bir ¢esit gelistirebilmek i¢in klasik 1slah yontemleri
kullanilarak 10-15 y1l gibi uzun bir zamana ihtiya¢ duyulmasina karsilik, biyoteknolojik
yontemlerden embriyo kiiltiirii teknigi ile cok daha kisa zamanda, ayni sonuclar elde
etmek miimkiin hale gelmistir. Embriyo kiiltiir teknigi kullanilarak, genetik ve
stoplazmik uyusmazlik gibi nedenlerle bitki cins ve tiirleri arasinda veya cins ve tiir
icindeki bitkiler arasinda basarili melezlemeleri engelleyen, doganin engelleyici
mekanizmalar1 da devre dis1 birakilabilmektedir (Kurt ve Giiliimser 1998, Kurt 2001,
Kurt ve Savsatli 2005, Uysal ve ark. 2006).

Embriyo kiiltirinde, belirli bir fizyolojik olgunluga sahip embriyonun bulundugu
tohum veya kapsiiller sterilize edildikten sonra, embriyolar steril kosullarda kendilerini
cevreleyen dokulardan izole edilir. Sert tohumlu bitkilerde tohum sterilize edildikten
sonra birka¢ saat veya birkac giin steril su i¢inde birakilir. Daha sonra embriyolar
tohumlardan izole edilir. Kiigiik embriyolu bitkilerde embriyo izolasyonu sirasinda
embriyolarin zarar gormemesine dikkat etmek gerekir. Boyle durumlarda izolasyon
islemi binokiiler mikroskop altinda yapilir. izole edilen embriyolar, uygun besi

ortaminda ve uygun fiziksel kosullarda kiiltiire alinirlar. Burada embriyolar ¢imlenerek
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yeni bitkicikleri olusturur. Ozellikle kiiciik tohumlu bitkiler basta olmak iizere
embriyonun izolasyonun zor oldugu durumlarda embriyo kiiltliriine alternatif olarak
tozlasmis yumurtalik (ovaryum) ve olgunlasmamis tohum taslagi (oviil) kiiltiirii de
uygulanmaktadir. Yumurtalik (ovaryum) Kiiltiirii birgok tiirde uygulanan bir yontem
olup, ¢ok kiiciik embriyolardan bitki elde etmek amaciyla tohum gelisimi {izerine ¢ok
erken bir asamada ve ana dokudan kaynaklanan negatif etkinin olmadigi durumlarda
uygulanmaktadir. Embriyo ve endosperm arasinda uyusmazlik oldugu durumlarda
yumurtalik kiiltiiri basarisiz olmaktadir. Boyle durumlarda yumurtaliklar Kkesilerek
yumurtalar ¢ikarilir ve besi ortaminda kiiltiire alinir. Ayrica bu yontem embriyolarin
embriyo kiiltiirii yapilabilecek biiylikliige gelmeden once oOldiigli durumlarda da

uygulanmaktadir (Bajaj 1990, Van Tuyl ve De Jeu 1997, Uysal ve ark. 2006).

Embriyo kiltiirl, tohum dinlenmesinin tstesinden gelmektedir. Dinlenmeye tohumdaki
igsel faktorler, 1s1k sartlari, diisiik sicakliklar ve olgunlasmamis embriyolar neden
olmaktadir. Tohum dinlenmesindeki faktorler ise tohum kabugu veya endospermde yer
almakta, tek faktor veya her iki faktor birden tohum dinlenmesine sebep olabilmektedir.
Izole edilmis embriyolar soguklamaya tabi tutulabilir ve bazi durumlarda ¢imlenme
stiresi 40 giine kadar azalabilmektedir. Kiigiik ya da gen¢ embriyolarin erken donemde
aborsiyona ugrayabilmeleri ve izole edilmeleri genel olarak zor olmaktadir. Bununla
birlikte geng embriyolarin beslenme gereksinimlerinin ve zarara ugrama ihtimallerinin
cok yiiksek oldugu belirtilmektedir (Yeung ve ark. 1981, Sharma ve Gill 1983, Rangan
1984, Bridgen 1994).

Embriyo kiiltliriiniin kullanim alanlar1 su sekilde siralanabilir:

1. Cimlenme Sorunu Olan Tirlerin Tohumlarimi Cimlendirmek: Bazi bitki tiirlerinin
tohumlari, dormansi veya embriyoyu cevreleyen yapilarin uyusmazligi gibi fizyolojik
engellerden dolayr dogal kosullarda ¢imlenmezler. Bu durumda, bu tiirlerin
olgunlagmamis tohumlarindan embriyolar izole edilir ve besi ortaminda kiiltiire alinirlar

(Hatipoglu 2001).
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2. Mutlak Parazit Bitkilerin Tohumlarin1 Cimlendirmek: Argun ve Sahin (2006)’e gore;
Mutlak parazit halde yasayan bitkilerin tohumlarini, konuk¢u bitki olmaksizin,
cimlendirmek miimkiin degildir. Bu tip problemlerin oldugu bitkilerde de embriyo

kiiltiirti yapilarak olgun bitkiler elde edilebilmektedir (Uysal ve ark. 2006).

3. Yasam Cemberini Kisaltmak: Bazi bitki tiirlerinde fizyolojik ve morfolojik
sebeplerden dolay: tohumun ¢imlenmesi gecikebilmektedir. Bu tiirlerde embriyo kiiltiir
teknigi uygulanarak c¢ok kisa siirede ¢imlenme saglanmaktadir. Ornegim orkidelerin
ticari olarak ¢ogaltilmasinda bu yontem uygulanmaktadir (Biiriin ve Giirel 2002). Bazi
bitki tiirlerinde tohumun olgunlagsmasini beklemeye gerek kalmadan, olgun olmayan
embriyolarm kiiltiiriiyle 1slah siireci kisaltilabilmektedir. Ornegin, Iris tohumlar1 birkag
yil siiren bir dinlenme periyoduna sahiptirler. Ancak embriyo kiiltiirii yoluyla irisin

yasam ¢emberi 2 veya 3 yildan 1 yila indirilmistir (Bhojwani ve Razdan 1996).

4. Uyusmazlik Nedeniyle Gelisemeyen Embriyolarin Gelisimini Saglamak: Tiirler ve
cinsler arasi melezlemelerde ve farkli poliploidi diizeyindeki bitkilerin
melezlenmesinde, uyusmazlik problemleri sik sik ortaya ¢ikmaktadir. Bu uyusmazlik
problemleri embriyo olusumunu ve embriyo gelisimini tamamiyla engellemektedir. Bu
durumda melez embriyo yasayamamakta ve normal dogal kosullarda verimli bir
tohumun elde edilmesi miimkiin olmamaktadir. Bu gibi durumlarda somatik melezleme,
besi ortaminda dollenme, embriyo, tohum taslaklar1 ve ovaryum kiiltiirii yontemleri ile

yasama kabiliyetine sahip bitkiler elde edilmektedir (Bajaj 1990).

5. Erken Olgunlasan Sert Cekirdekli Meyvelerde Zayif Embriyo Gelisimini Onlemek:
Seftali, kiraz, kayist ve erik gibi erken olgunlasan sert cekirdekli meyvelerde,
embriyoya su ve besin maddesi tasinmasi, embriyo tam olarak olgunlasmadan kesintiye
ugramaktadir. Erken olgunlasan bu tip meyvelerden, embriyo olgunlasmadigi i¢in melez
bitki elde edilemez. Ancak embriyo kiltiirii yapilarak melez bitkiler elde
edilebilmektedir (Hatipoglu 2001).

6. Haploid Bitki Elde Etmek: Ozellikle akrabalik derecesi zayif olan tiirler aras1 veya

cinsler aras1 melezlemelerde déllenmeden sonra olusan melez tohumda, embriyonun
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gelismesi sirasinda, ebeveynlerden birine ait kromozomlarin eliminasyonu sonucu
haploid bitkiler olusmaktadir (Hatipoglu 2001, Biiriin ve Giirel 2002). Bu teknik
Ozellikle bugday ve arpada basar1 ile uygulanmaktadir. Elde edilen haploid bitkiler
kolgisin ile muamele edilerek dihaploid bitkiler elde edilmektedir. Bu teknigin bir 1slah
programinda F bitkilerine uygulandig1 diisiiniiliirse, klasik 1slah yontemleri ile 5-6 yilda

erisilebilecek homozigotluk diizeyine 1 yilda erisilebilmektedir.

7. Embriyo Gelisime Mekanizmasimi incelemek: Embriyo kiiltiirii; embriyo gelismesi
icin gerekli kosullar, fitohormonlar ve gevre kosullarinin embriyo gelismesine etkisi ve
embriyonun beslenmesi gibi konularin incelenmesi amaciyla da uygulanmaktadir.
Zigotik embriyolarn kiiltlirii sayesinde tohum taslaginda embriyonun biiyiimesindeki

kosullar belirlenebilmektedir.

Emriyo kiiltlirli, 6zellikle genetik tabani daralmis, tiir i¢cindeki varyasyonun azalmis
oldugu durumlarda mevcut gen havuzunu genisletmek ve arzu edilen cesitlere istenen
ozellikleri aktarmada etkin olarak kullanilabilecek bir tekniktir. Bununla birlikte islah
caligmalarinda  klasik  metotlarla  basar1  saglanamadigi  durumlarda basari
saglanabilmekte, daha kisa siirede daha etkin sonuglar alinabilmektedir. Ayrica embriyo
kiiltiirii teknigi, embriyonal biiyiime ve farklilagma {izerine besinlerin, bitki biiyiime
diizenleyicilerinin ve diger kimyasal ve fiziksel faktorlerin etkilerinin incelenmesine de
olanak saglamaktadir. Bitki 1slah caligmalarinda klasik 1slah yontemlerinin embriyo
kiltiirii teknigi ile kombine edilmesi sonucu bugiin oldugu gibi gelecekte de alternatif

yeni ¢aligmalarin yapilabilecegi acikca goriilmektedir (Uysal ve ark. 2006).

Zambak bitkisinde geleneksel yontemlerle tohumdan yapilan ¢ogaltimda, tohumlarda
cimlenmenin zayif oldugu ve c¢iceklenmenin uzun siirdiigii (yaklasik 4-5 yil)
goriilmektedir. Ozellikle embriyo gelisiminde sorun yasanan tohumlarda bu konu 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda embriyo kiiltiirii yontemiyle tohumdan

tiretimin kolaylagtirilmasi ve hizlandirilmasi amaglanmastir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Embriyo kiiltiirii yetistiricilik i¢in degerli bir in vitro aracidir. En sik, tiirler aras1 ve
cinsler arasi melezlemelerde tam olarak gelismemis (erken olgunlasma ve g¢ekirdeksiz
meyve embriyo aborsiyonlart vb.) embriyolari kurtarmak i¢in kullanilmaktadir. Bu
yontem ayrica, c¢ekirdeksiz triploid embriyolarin kurtarilmasi, haploidlerin {iretimi,
tohum dinlenmesinin asilmasit ya da tohum kapasitesini belirlemek ig¢in
kullanilabilmektedir. Embriyo morfogenezini ve erken ¢imlenmeyi anlamada yararl bir
yontemdir. Arastirmalarin bu teknikle kullanimi devam ettikge, degerli bitkilerin

biyoteknolojik yetistiriciliginin gelistirilmesine destek saglanacaktir (Bridgen 1994).

Embriyo kiiltiiriinde, gelisen tohumdan veya tohum taslagindan alinan, olgunlasma
donemine yakin donemdeki embriyolar izole edildiginde bu embriyolarin heterotrofik
oldugu goriilmiistir ve enerji kaynagi iceren basit bir inorganik ortamda
gelisebilmislerdir. Olgunlasmamis embriyolar kiiltlire almada ise embriyolarin biiyiime
ve gelismesine destek olabilecek bir kiiltiir ortami belirlemenin ¢ok 6nemli oldugu

belirtilmistir (Baboglu ve ark. 2001, Capan 2006).

Tiir i¢i veya tiirler aras1 melezleme ¢alismalarinda melezleme engelleri sik sik meydana
gelmektedir. Bu engeller uyumsuzlugun ve uyusmazlhigin sonucudur. Tirler arasi
melezlemeyi engelleyen cinsel bariyerler, doéllenme Oncesi ve dollenme sonrasi
bariyerlere ayirt edilmistir. Bariyerin dogasini belirleyen yontem belirli bir engelin
astlmasi icin kullanilmaktadir. Tomurcuk tozlanmasi ve stigmanin asilanmasi gibi bir
dizi teknik ile 6n dollenme engelleri en aza indirilmistir. Yumurtalik, yumurta hiicresi
ve embriyo kiiltlirii seklindeki in vitro yontemler endosperm yetmezligi ve embriyo
bozuklugu gibi dllenme sonrasi engelleri asmak igin kullanilmaktadir. In vitro entegre
bir yontem olan tozlagsma-dollenme ve bunu takiben embriyo kurtarma islemi bir ¢ok

meleze uygulanmigtir (Van Tyul ve De Jeu 1997).
Tiirler arast melezleme siis bitkileri 1slahinin en 6nemli kaynagini olusturmaktadir.

Doku kiiltiirii metotlar1 melez hibritlerdeki dollenme engellerinin tistesinden gelmek

i¢cin kullanilmaktadir. Jakobsone ve Grants (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
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tirler arasi melezleme ile elde edilen Asya, Dogu ve Trompet melezleri ile L.
longiflorum un zigotik embriyolarin1 embriyo kurtarma metodu ile kurtarmak igin bir
mikro kiiltiir sistemi olusturulmasi hedeflenmistir. Farkli ¢imlenme yiizdeleri ve
embriyo kurtarmaya ragmen, 2002 yilinda 5 kombinasyon, 2004 yilinda ise 16 melez

zambak kombinasyonundan onbir adedi olumlu sonug vermistir.

L. auratum Lindl. zigotik embriyolarindan in vitro kiiltiir sistemi igerisinde sogancik
tiretimi amaciyla yapilmis bir ¢alismada, tozlasmadan sonraki 50 giine kadar yiiksek
¢imlenme oranlar1 goriilmiis, normal gelisim oraninin tozlagmadan sonraki 70’inci
giinde arttig1 saptanmugtir. In vitro’da hizli ¢imlenme igin tohum kabuklarinin soyulmasi
gerekmektedir. Tozlasmadan sonraki 90 gilinde elde edilen kapsiillerden alinan
embriyolarin dinlenmeyi bastirmak igin en iyi materyal oldugu bulunmus ve % 9 seker
varliginda sogancik gelisiminin hizlandigr goriilmiistir. Bu kiltiir sisteminde,
tozlasmadan sonra olgun soganlarin gelisim periyodu, birkac¢ yildan daha az bir siireye

indirilmistir (Furyuya ve Nomura 2004).

Normal sartlar altinda L. auratum Lindl. tiiriinde tozlasmadan yaprak olusumuna kadar
gegen siire 22 ay, sogan olgunlugu i¢in ise 2 veya 3 yillik bir zaman gerekmektedir.
Embriyo kiiltiirii 1le ¢cogaltimin da ¢imlenme ve gelismede etkili bir yontem oldugu
yapilan bu ¢alismada bulunmustur. L. auratum tozlasmadan yaprak gelisimine kadar
olan siirenin 6 ay oldugu, 6 ay sonra ise sogan yas agirliklariin ortalama 10 g oldugu

belirlenmistir (Furyuya ve Nomura 2004).

Dogu Akdeniz Bolgesinde yaygin olarak yetisen salep orkidelerinden Orchis anatolica
Boiss, Orchis coriophora L., Ophrys bornmuelleri Schulz, Ophyrs phrigra Fleischm. et
Borm, Serapias vomeraceae ve Himantoglossum afine embriyo kiiltiirii kullanilarak in
vitro’da kiiltiire alinmiglardir. Salep embriyolarinin kiiltiire alinmasinda 14 farkli ortam
kullanilmistir. En yiiksek ortalama ¢imlenme ve protokormdan bitki olusum oranlar
sirastyla % 2.39 ve % 1.86 olarak, Van Waes Debergh + Domates Ekstrakti + Aktif
Karbon ortaminda bulunmustur. In vitro’da en yiliksek yumru olusum orani ise % 2.45

ile ayn1 ortamda saptanmustir (Caglayan ve ark. 1998).
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Galanthus elwesii Hook. f. bitkisinin olgunlagsmamis embriyolarindan in vitro sogan
tiretimi amaciyla yapilan bir ¢aligmada kullanilan G. elwesii Hook. f. bitkisinin
meyveleri nisan aymin ilk haftasi icerisinde dogal yetisme ortami olan Antalya ilinin
Akseki ilgesi civarindan toplanmistir. Meyveler yiizey sterilizasyonu icin % 80’ lik
ticari sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 20 dakika tutulduktan sonra ii¢ kez steril saf su ile
durulanmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlardan ¢ikarilan olgunlagmamis
embriyolar 1-4 mg/l BAP ve 0,5 mg/ | NAA iceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. En
yiiksek sogancik olusumu 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA igeren MS ortamindan elde
edilmis olup, bu ortamda elde edilen sogancik sayisi eksplant basina 7,7 adet olarak

bulunmustur (Nasircilar ve Karagiizel 2006).

Kalyoncu (2007) tarafindan, Tirkiye'de endemik olarak bulunan Tulipa sintenesii ve
Tulipa armena’nin olgunlasmamis embriyolarindan ilk kez in vitro sogancik tretimi
yapilmistir. Olgunlagmamis embriyolar farkli oranlarda oksin ve sitokinin iceren MS ve
N6 yetistirme ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baglangicindan 16 ay sonra N6
ortaminda T. sintenesii tiirlinde eksplant basina ortalama 22,67 adet, T. armena’da ise
16,42 adet sogancik iiretimi gergeklestirilmistir. T. sintenesii tiirinde MS ortaminda ise
27,10 adet sogancik elde edilebilmistir. Bu g¢alisma sonucunda T.sintenesii ve T.
armena’da sogan eksplantlarinda goriilen bulagikliktan dolay1, olgunlasmamis

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

Yer fistig1 (Arachis hypogea) proteince zengin bir yag bitkisidir ve diinyada yenilebilir
yag iiretiminde tigiincii sirada gelmektedir. Islah ¢alismalarinda verimi arttirmak, yag ve
protein igerigini ylikseltmek, hastalik ve zararlilara dayaniklilik ve erkencilik gibi
karakterler yOniinden tiirlerarast melezlemeler yapilmistir. Ancak tiirlerarasi
melezemelerde uyusmazlik ya da melezlerin yavas gelismesi gibi sorunlarla
karsilagilmistir. Bajaj ve arkadaslari, 1982 yilinda A. hypogea x A. villosa arasinda
yaptiklar1 melezlemelerde embriyo kiiltiirii tekniginden yararlanarak, % 2.4 - % 7.6
arasinda degisen oranlarda A. hypogea tiiriine benzer triploid (2n=3x=30) bitkiler elde

etmeyi basarmislardir (Bajaj 1990, Uysal ve ark. 2006).
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Phaseolus vulgaris bakteriyel hastaliklara (Pseudomonas phaseolicola, Xanthomonas
phaseoli) ve kok ciiriikliigiine (Fusarim solani) karsi dayaniksizdir. Bu hastalik
etmenlerine karsi dayaniklilik genini P. acutifollius tasimaktadir. Ancak tiirler arasi
melezlerde uyusmazlik problemi vardir. 1982 yilinda, P. vulgaris x P. acutifollius
arasinda yaptiklart melezlerden olusan primitif embriyolar, sivi besi ortaminda, filtre
kagidi tizerinde kiiltiire aldiginda, bunlardan bitki elde edilmistir (Bajaj 1990, Uysal ve
ark. 2006).

Vigna radiata’nmin sar1 mozaik viriisiine ve ayni zamanda da bakla ¢atlamasina karsi
hassas olup, tohumlar1 biiyiik ve sindirilebilir protein orani yiiksektir. Vigna mungo ise
sar1 mozaik viriisiine ve aynt zamanda da bakla c¢atlamasma kars1 dayanikhidir. V.
mungo ana ebeveyn olarak alindiginda, V. radiata ile kolaylikla melezlenebilir ancak
resiprokal melezlemeler basarisiz olmaktadir. Bajaj ve ark. (1982) melez embriyolari
hormon igeren besi ortaminda kiiltiire aldiklarinda % 63 oraninda melez bitkiler elde
etmislerdir. Ayrica melez gen¢ embriyolarin embriyo kiiltiiriine daha uyumlu oldugu

tespit etmislerdir (Bajaj 1990, Uysal ve ark. 2006).

Yaglik Brassica’larda 1986 yilinda Bajaj ve arkadaslarmin yapmis oldugu calismada
Brassica napus x Brassica juncea melezlemesinde yumurtalik, yumurta ve embriyo
kiiltiirlerinden yararlanilmistir. Besi ortamina alinan embriyo kiiltiiriinden % 60.9

basar1 diizeyinde bitki elde edilmistir (Bajaj 1990, Uysal ve ark. 2006).

Karaca ve Biirlin (1999) yaptiklar1 ¢alismada; 88 bugday c¢esidinden izole etikleri olgun
ve olgun olmayan embriyolari, 4 farkli madde katilmis (2,4-D, Kkinetin, NAA ve
asparajin) MS ortaminda kallus olusumunu incelemek amaciyla kiiltiire almiglar ve 42
giin sliren gozlemler sonucunda en yiiksek kallus olusumunu olgunlasmamis
embriyolarin kiiltiiriinde (ortalama % 94) 2 mg/l 2,4-D + 1 mg/l kinetin katilmis MS
ortamindan elde etmislerdir. Olgun embriyolarin kiiltlirlinde ise en yiiksek kallus

olusumunu (ortalama % 95) 2 mg/1 2,4-D katilmigs MS ortamindan elde etmislerdir.

Pamuk tohumlarinin gida sanayisinde kullanim alanlarin1 arttirmak i¢in gossypollu bitki

ve gossypolsuz tohum o6zelliginin Gossypium sturtianum (2n=2x=26)’dan upland tiirii
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pamuklara (Gossypium hirsutum 2n=4x=52) aktarilmasi amaciyla bir¢ok c¢alisma
yapilmistir. Pamukta tiirleraras1 gen aktarimini engelleyen baslica faktorler; hibritlerde
kisirliga yol agan ve melezlemeyi zorlastiran ploidi seviyelerinin ve genomlar
arasindaki DNA diziliglerinin farkliligi, endosperm gelisiminin durmasi, hibritlerin
Olmesi ve tiirler aras1 melezlerde sterilite sorunun ortaya ¢ikmasidir. Bu sorunlar1 agmak
icin tlirler arast melezlemeler sonrasi embriyo kiiltlirii ve kolhisin uygulamasi ile
kromozom katlamasi yapilarak saglikli doller elde edilmistir (Basal 2002, Uysal ve ark.
2006).

Fermandes ve ark. (2000) belirttigine gore; Hordeum jubatum x Secale cereale cinsler
arast melezinde, melez tohumlarin ddllenmeden 13-16 giin sonra tahrip olduklari
gbzlenmis ve melezde yapilan histolojik ¢alismalar melez embriyolarin 6nemli 6l¢iide
biiyiimelerine ragmen bunlarin endosperm uyusmazligi yiiziinden vaktinden evvel
geligsmelerini durdurduklarini gostermistir. 9-12 giinliik tohumlardan alinan embriyolar,
besi ortaminda kiiltiire alindiklarinda kiiltiire alinan 81 embriyodan bir fide elde

edilebilmistir (Uysal ve ark. 2006).

Bitki doku kiiltiirii, bitki biyoteknolojisi olarak adlandirilan in vitro teknikler, yontemler
ve stratejiler kiimesini igermektedir. Doku kiiltiirii teknikleri, molekiiler teknikler ile
kombinasyon halinde, basarili bir sekilde gen transferi yoluyla belirli 6zellikleri
birlestirmek i¢in kullanilmaktadir. Protoplast kiiltiirii i¢in in vitro teknikler, anterler,
mikrosporlar, oviilller ve embriyolar ¢ogu zaman haploid iiretimi yoluyla, yetistirme
hatlarinda yeni genetik varyasyon olusturmak i¢in kullanilir olmustur (Brown ve Thorpe
1995).

Nhut (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada, in vitro siirgiin ucu kokenli bogum
kisimlarindan gelisen soganciklar kullanilarak L. longiflorum’un mikro g¢ogaltimi
saglanmigtir. Arastirmada dinlenme halindeki soganciklarin siirglin uglart yarim MS
ortaminda kiiltlire alinmigtir. Siirglin uclarindan {retilen bitkiciklerin gdvdeleri
bogumlarindan kesilmis ve daha sonra 1 uM BA ile desteklenmis yarim MS ortaminda
bu kisimlar tekrardan kiiltiire alinmistir. 1 ay sonra her bogumdan sogancik olustugu

goriilmiis ve elde edilen tiim bitkiciklerin bogumlarindan ortalama 32 sogancik
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almmistir. 2,3 uM BA ile desteklenmis yarim MS ortaminda bu soganciklar bir¢ok
stirgiin artis1 verirken, 1,1 uM NAA igeren yarim MS ortaminda Ki siirgiinlerin
koklendigi kaydedilmistir. Dinlenmeye girmemis soganciklarin c¢ogaltilmas: ile
yayillmanin siirekli bir sistemi gelistirilmistir. Siirgiin ucu kiiltliriinden iiretilen ¢icege
gelmis 80 bitki 3 ay sonra sera ortamina aktarilmis ve 8 ay boyunca deneme bahgesinde

biyiitiilmiistiir.

Niimi (1995) tarafindan yapilan c¢aligmada, deneme alaninda biiyiiyen L. japonicum
Thunb. bitkileri Mayis aymin basinda toplanmis ve bitki pul yapraklarinin kisimlart,
bitki yapraklar1 ve saplar1 ¢esitli yetistirme maddeleri igeren MS ortaminda kiiltiire
alinmistir. Geng yapraklarin biiyiiyen kisimlari, sogan skale kisimlari ile neredeyse ayni
kapasiteye sahip olduklarindan dolay1 sogancik olusumu i¢in uygun bir kaynak teskil
etmistir. Soganciklar 0,1 mg/l NAA ve 0,01 mg/l BA ile desteklenmis temel ortamda

cogaltilmistir. In vitro’da kiiltiire alinmis soganciklara 4 °C ’de 12 haftadan daha fazla

slireyle soguk uygulamasi dinlenmeyi kirmistir. In vitro sonrasi 11k sartlarinda hem
soganciklarin enfeksiyon ile clirlimesi hem de topraktaki bitki biiylimesi onlenmistir.
Karanlikta inkiibe edilen soganciklar ise toprak kaynakli organizmalara karsi isikta
inkiibe edilenlerden daha duyarli bulunmuslardir. Yaklasik agirligi 400 mg dan fazla

olan soganciklar eksenleri uzun olan bitkiler haline gelmistir.

Oryantal melez ‘Casablanca’ zambak c¢esidinin sogan pul yapraklari, sitokininler
(kinetin, BA) ve TDZ (thidiazuron) ile desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmistir.
Sitokininler ile ortam icerisinde adventif slirglinler olusmus, sogan skalelerinin taban
kisimlart kabarmistir. Stirgiinler sogan skalelerinin taban kisimlarindan hizla olugmus
ve siirgiin demetleri halini almistir. 2,2 uM igeren ortam siirglin olusumu olarak en
olumlu olmustur. Kiiciik parcalara kesilerek ayrilan siirgiinler (7-8 mm genislik, 12-15
mm uzunluk) BA ve TAA igeren ortamlara alinmistir ve bu segmentlerden birgok yeni
stirgiin kiimesi olustugu gortilmustiir. Isik kosullari altinda 4,4 uM BA ve 5-7 uM [AA
ile desteklenmis ya da 8,9 uM BA ve 0,6-2,9 uM IBA ile desteklenmis ortamlarda
siirglin ¢ogalmasiin etkili oldugu bulunmustur. Seker ve aktif komiir sogancik
biiyiimesini gelistirmistir. 60 g/l seker igeren MS ortaminda sogancik biiytimesi olumlu

etki gostermistir. Aktif komiir ilavesi ile sogancik biiyiimesi iyilesmistir ve 2 g/l aktif
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komiir kullanimi sogancik gelisiminde en 6nemli etkiyi saglamistir. Siirglinlerin kiiltiire
alinmasiyla elde edilen normal sogancik biiylimesi, sogan pul yapraklarindan elde
edilen sogancik biiyiimesinden daha iyi sonug¢ vermistir. 60 g/l seker ve 2 g/l aktif
komiir iceren MS ortaminda siirgiinlerden elde edilen soganciklarin agirliklar1 3 ay
sonra ortalama 1,1 g seviyesine ulasmistir. Bu yontemle iiretilen soganciklardan ¢ogu 3
ay boyunca 5 °C’ lik sogukla muamele edildikten sonra serada koklenip

yapraklanmiglardir (Han ve ark. 2005).

In vitro’da yapilan bir ¢alismada, L. longiflorum ‘Georgia’ ¢esidine ait sogan skaleleri
BA igeren orta diizey MS ortaminda kiiltiire alinmisgtir. 6 hafta sonra, 0,4-8,9 uM BA
iceren ortamda siirgiin olusum sikligt % 92.3’ten yiiksek cikmistir. 2,2 uM BA ile
desteklenmis ortamda sogan pul yapraklarindan siirgiinlerin olusmasi etkili olmustur.
Olusan siirgiin kiimeleri rastgele olarak 5-7 mm uzunluklara boliinmiis ve daha sonra
stirgiin ¢ogalmast igin kiiltiire alinmigtir. Siirgiinlerin ¢ogalmasinda ortamda 2,2 uM BA
ve 2,9 uM TAA bulunmasi etkili olmustur (kiiltiir bagina 9 siirgiin ve fazlasi). 8 hafta
boyunca 2,2 uM BA ve 2,9 uM TAA igeren ortamda siirgiinler ¢ogaldiktan sonra, ayn1
ortama sivi ortamin ilave edilmesiyle normal sogancik olusumu goriilmiistiir. Sivi
ortam ilavesi, hi¢gbir ekleme yapilmamis ortam ile karsilastirildiginda, sogancik olusumu
ve bliylimesini belirgin bir sekilde tesvik etmistir. 5-10 g/l aktif komiir ve 250 g/l seker
ile desteklenmis sivi ortam sogancik olusumu ve biiyliimesinde en etkili olmustur.
Sogancik olusumu ve biiylimesi 1siktan etkilenmemistir. Olusan soganciklar normal
biiylimiis ve baz1 soganciklar 2 ay boyunca 5 °C’ lik soguk uygulamasindan sonra sera
ortaminda koklenmistir (Han ve ark. 2004).

L. maculatum var. bukosanense (Honda) Hara ¢esidi lizerinde yapilan bir arastirmada,
sogancik tesvikinde her uygulamada steril olan 5 sogandan skaleler kullanilarak bu
skaleler % 3 seker, % 0.8 agar ile desteklenmis yarim MS ortaminda 5,8 pH’da ekilmis,
iki bitki biiylime diizenleyicisinin etkisi NAA (0 mg/l, 1 mg/l ve 2 mg/l) ve TDZ (0 mg/I
0,5 mg/l) ile kombinasyonlar halinde ¢alisilmstir. iki farkli 151k kosulunda (aydinlik -
karanlik) ve ortamda aktif komiir varliginda veya yoklugunda da denemeler yapilmistir
ve toplamda 16 uygulama test edilmistir. Isik kosullarinda ve aktif komiir varligindaki

eksplantlarda sogancik tesviki i¢in olumlu bir etki oldugu goriilmiistiir. Isik kosullarinda
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tesvik edilen ortalama sogancik sayisi; bitki biiylime diizenleyicilerin seviyesine
bakilmaksizin, aktif komiir varliginda veya yoklugunda, karanlikta tesvik edilenlere
gore eksplant basina 4 ¢ift olarak kaydedilmistir. En iyi sonuglar; 2 mg/l NAA + 0,5
mg/l TDZ varliginda, bitki biiylime diizenleyicilerinin kullanilmadig1 ve aktif kdmiir
varliginda elde edilen 151k altindaki muamelelerden elde edilmistir. 12 haftalik kiiltiir
sonunda eksplant basina ortalama 2,4 adet iyi olugsmus sogancik elde edilmistir. Kiiltiir
kosullarindan 6 ay sonra, 320 eksplanttan 640 ve daha fazla bitkicik kokleri ve
yapraklariyla beraber sera kosullarima % 100 yasama basarisiyla aktarilmistir. Tim
olusan bitkicikler morfolojik olarak eksplantlarla ayn1 bulunmus ve o tiiriin karakteristik

ozelliklerine sahip bulunmuslardir (Arzate-Fernandez ve ark. 2007).

Iran’a 6zgii, yok olma tehlikesi altindaki L. ledebourii (Baker) Boiss endemik tiiriiniin
farkli hasat zamanlarinda mikrogogaltimi1 protokolii gelistirilmistir. Bu tiiriin in vitro
skale kiiltiirlinde, li¢ hasat mevsiminde (ilkbahar, yaz ve ki) hasat edilerek gelen
soganlar kullanilmistir. Cesitli muameleler arasinda ki testte 0,1 mg/l NAA + 0,1 mg/I
BA ve % 6 seker ile desteklenmis MS ortami tiim hasat mevsimlerinde digerlerinden
istiin oldugunu kanitlamistir. Soganciklarin yas agirligi, koklenme parametreleri ve
seraya aktarildiktan sonraki yasama orani i¢in en iyi sonuglar, erken kis doneminde
hasat edilen soganlardan elde edilmistir. Yazin hasat edilen soganlardan eksplant basina
en yiiksek sayida sogancik elde edilmistir. Kiiltlir periyodunun sonundaki soganciklara
2-8 hafta boyunca 2 hafta araliklarla 4 °C sogukla muamele yapilmis ve soganciklar her
birinden birer hacim olacak sekilde kum, yaprak c¢ilirlintiisii ve turba yosunu dikim
harcina dikilmistir. En iyi ¢ikis oranm1 (% 90) 8 hafta soguk uygulamasina maruz
birakilmis kis doneminde hasat edilen soganlardan elde edilmistir (Azadi ve Khosh-
Khui 2007).

Tanimoto ve Matsubara (1995), Arzate-Fernandez ve ark. (1997), Nhut ve ark. (2001),
Nhut ve ark. (2002), Baccheta ve ark. (2003), Nhut (2003) L. longiflorum’ da;
Yamagishi (1998) liyum japonicum’da; Chang ve ark. (2000) L. speciosum’da; Jeong
(1996) L. concolor’da; Wawrosch (2001) L. nepalense’de; Pelkonen ve Kauppi (1999)

L. regale Wil’de; yaptiklari ¢alismalar, zambak doku kiiltiirii uygulamalarinin basariyla

21



kullanildigint ve bunun sonucu olarak hizli bir sekilde g¢ogalma sagladiklarini

belirtmislerdir (Azadi ve Khosh-Khui 2007).

Melez zambaklarda gévdenin orta boliimiinden izole edilen bogumlar NAA ve BA’ in
cesitli konsantrasyonlariyla desteklenmis MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Biiylime
diizenleyici icermeyen ortamda sogancik olusumu etkili olmamistir. 2 mg/l NAA, 1.5 ya
da 2 mg/l BA ile kombinasyon halinde kullanildigi zaman eksplant bagina sogancik
iiretimi ylizdesi ve eksplanttaki sogancik sayisinda 6nemli bir artis gozlenmistir. 90 giin
sonunda en ¢ok sogancik olusumu 2 mg/l NAA ve 1,5 mg/l BA kombinasyonundan elde
edilmistir. Apeldoorn ¢esidinde en yiiksek miktarda sogancik iiretilmesine ragmen
Beartix ¢esidinde en agir soganciklar iiretilmistir. Ayrica 1 ya da 2 mg/l IBA’ nin kok
gelisiminde en 1yi etkiyi gosterdigi belirlenmistir. Koklii soganciklar 30 giin sonra %

80-82 yasam basarisiyla saksilara sasirtilmistir (Kapoor ve ark. 2009).

Lilium’un in vitro ¢ogaltimi iizerine Hindistan’da gergeklestirilen bir arastirmada
eksplant kaynagi olarak kullanilan sogan skaleleri % 0.1’lik HgCL2 ve % 2’lik Bavistin
ile 7,5 dakika yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. 0,75 mg/l kinetin ve 0,5 mg/l
NAA ile desteklenen MS ortamina ekilen sogan skalelerinden maksimum ¢ogalma elde
edilmistir. Olusan bitkicikler, daha fazla yayilma igin 0,75 mg/l BAP ve 0,5 mg/l NAA
ile desteklenmis MS ortaminda alt kiiltiire alinmistir. Eksplant basina en yiiksek deger
7,2 adet sogancik ile sonuglanmistir. Soganciklar birer birer ayrilarak koklenme igin 1
mg/l NAA ile desteklenmis MS ortamina transfer edilmistir. Boylece % 97.32’lik bir
koklenme bagaris1 saglanmis oldugu, ayn1 zamanda en yiiksek kok uzunlugu degerinin
1,66 cm olarak kaydedildigi belirlenmistir. Kokleri iyi gelismis soganciklar kokopit ile

dolu saksilara sasirtilarak sera ortamina nakledilmistir (Pandey ve ark. 2009).

Sirbistan’da yapilan bir ¢alismada; L. martagon L. var. cattaniae Vis. endemik tiiriinde
in vitro yayilma ve ¢ogalmanin hizli bir sekilde gelismesi ve farmasotik agidan degerli
ikincil metabolitlerin potansiyel kaynagi olan bitki materyalinin hizli dretimi
amaglanmistir. L. martagon L. var. cattaniae Vis. tohum ¢imlenmesi 0,15 mg/1 giberelik

asit (GA3) ile desteklenmis temel MS ortaminda gergeklestirilirken; ¢ogalma 0,1 mg/l
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GA;, 0,2 mg/l IBA ve 0,5 mg/l BAP ile desteklenmis temel MS ortaminda
gerceklestirilmistir (Glamoclija ve ark. 2010).

Ulkemiz biyogesitliliginde énemli bir yere sahip olan dogal ¢icek soganlar1 ya da geofit
olarak adlandirilan soganli, yumrulu ve rizomlu bitkiler, igermis olduklar1 kimyasal
bilesikler ve sahip olduklar1 gilizel ciceklerden dolay:r siis bitkisi, parfiimeri ve ilag
sanayinde Onemli bir potansiyele sahiptir. Geofitlerin biiyiik ¢ogunlugu yiizyillardan
beri dogada yetistikleri yerlerden sokiilerek i¢ ve dis piyasaya sunulmaktadir. Ozellikle
ithracat yoluyla yillar icerisinde artan talebi karsilamak icin yapilan sokiimler, bu degerli
bitki tiirlerinin dogadaki stoklarin1 azaltmis ve bircogunda neslinin tehlike altina
girmesine neden olmustur. Dogal cicek soganlarinin sokiimii, bu nedenle yasalarla
kontrol altina alinmis, bir¢ok tlirde ihracat yasaklanmis veya smirlandirilmistir. Gerek
ithracati, gerekse yurt i¢indeki siis bitkisi yetistiriciligi alaninda da tanman bir bitki
olarak yayginlagtirilmasi esas alindiginda, bu bitkilerde tiretimin arttirllmasi gerektigi
anlagilmaktadir. Geofitlerin bazilarinin tohum baglayamamasi, bazilarinin ise ¢icek
acabilecek biiyiiklige gelebilmeleri i¢in 4-5 yila ihtiyag duymalart nedeniyle in vitro
hizli ¢ogaltim, bu bitkilerin ¢ogaltiminda alternatif bir yontem olabilmektedir. Son
yillarda geofitlerle ilgili yapilan in vitro calismalarda bir sogandan tiiriine gore
degismekle birlikte 100°den fazla yavru sogan elde edilmistir. /n vitro hizli gogaltimin
rutin olarak pratikte kullanilmasiyla hem bu bitkilere olan talepler karsilanmis olacak,
hem de bu bitkilerin dogadan asir1 sokiimleri neticesinde nesillerinin tehlike altina

girmesi engellenebilecektir (Allahverdikhan Vaziri ve ark. 2012).

L. martagon L. var. cattaniae Vis. in vitro kiltiirii ¢alismasinda; eksplant kaynagi
olarak tohum ve sogan pul yapraklar1 kullanilmigtir. Biiylime diizenleyicilerin ¢esitli
konsantrasyonlar1 eklenerek hazirlanan MS ortaminda sogan skale eksplantlarindan
soganciklar elde edilmistir. BAP’in 0,2 mg/l dozu ve IAA’in 0,25-2 mg/l arasindaki
dozu ile desteklenmis MS ortaminin ¢ogalma icin en etkili oldugu belirlenmistir. 6
haftanin sonunda eksplant bagina ortalama 5 adet sogancik elde edilmistir ve yaklasik
200 adet bitkicik % 95 hayatta kalma basarisiyla sera ortamina aktarilmistir. On

denemeler, seradaki bitkiciklerin tarlada da basariyla yetistirilebilecegini géstermis olup
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bu endemik ve koruma altindaki bitkinin in vitro yetistiriciligi germplazm korunmasi

icin biiylik 6nem tagimaktadir (Skoric ve ark.2012).

Hussey, BAP etkisini arastirdigi ¢alismasinda; bir Asyatik melez olan L. pyrenicum
Govan’in koklerdeki adventif tomurcuklarini eksplant kaynagi olarak kullanmigtir.
Tomurcuklar 2-8 mg/l BA ile desteklenmis MS ortaminda en uygun sekilde gelismistir
ve 1 ile 5 arasinda yan dal olusturmustur. Eksplant kaynagi olarak yaprak pargalari
kullanildiginda ise, sitokinin + oksin kullanimmin L. longiflorum ve L. pyrenacium’da
stirglin cogalmasini tesvik ettigini bulmustur. Kok kisimlarimin kiiltiire alindigr 2 mg/1
IAA ve 0,5 mg/l BA ile desteklenmis MS ortaminda ise ortalama 10 adet sogancik
tiretilmistir. Steinberg ve ark. (2012) L. longiflorum ‘Nellie white’ ¢esidinin yaprak
ayalariin eksplant olarak kiiltiire alinmasiyla en uygun sogancik olusumunu 10 mg/l
NAA ve 1 mg/l kinetin ile desteklenmis MS ortamindan elde etmistir. Ancak bu
kombinasyonda siirgiin olusumu en az etkili olmustur. Yapraklarin temel eksplant
kaynagi olarak kullaniminda, soganlar eksplant kaynagi olan yapraklarin taban
kisimlarinda olusmuslardir ve eksplant basina 1-3 adet sogancik olusturmuslardir

(www.phytotechlab.com, 2012).

L. bosniacum’un yaprak ve sogan eksplantlarinin organogenik kapasitesinin test edildigi
bir ¢alismada; 0,5 mg/l BA ve 0,2 mg/l IBA’nin yani sira 0,5 mg/l TDZ ve 0,2 mg/l IBA
kombinasyonlar1 da siirgiin olusumu ig¢in kullanilmistir. Her iki kombinasyon da sogan
eksplantlarindan siirgiin olusumunu saglamigtir ancak sadece BA + IBA kombinasyonu
yaprak eksplantlarindan siirgiin olusumunu tesvik etmistir. Bitkicikler sera kosularina

basartyla aktarilmistir (Paric ve ark. 2011).

Longiflorum Asyatik melezlerinden ‘eyeliner’ ¢esidi materyal olarak segilen bir
arastirmadan su sonuglar elde edilmistir; Sogan skalelerinin  1:500 oraninda
karbendazim ¢dozeltisi i¢inde 30 dakika boyunca 1slatilip, % 75’lik alkolde 10-60 saniye
dezenfeksiyon ve % 2’lik NaClO ¢o6zeltisinde 15 dakika dezenfeksiyona tabi tutulmasi
en uygun muamele ve dezenfeksiyon yontemi olarak bulunmustur. Siirgiin tesviki igin
en uygun kosul MS + 0,5 mg/l BA + 0,1 mg/l NAA + 90 mg/I seker ortami1 ve 25 °C* de

karanlik uygulamasi olmustur. Sogancik tesviki i¢in en uygun ortam 2 MS + 1 mg/l BA
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+ 0,5 mg/l NAA + 90 g/l seker + 2 mg/l paclobutrazol (PP333) olarak saptanmuistir.
Sogancik tesviki i¢in en uygun kiiltiir kosulunun 20 °C* de 10 giin karanlik ve 14 giin
151k uygulamasi oldugu belirlenmistir. Koklenme igin en uygun ortam 1/2 MS + 0,8
mg/l NAA + 3 g/l aktif komiir, 20 °C sicaklik, 10 giin karanlik 14 giin 151k olmustur
(Liu ve ark. 2012).

Meristematik hiicre kiimelerinden olusan Lilium x formolongi R13 melez hatti
stispansiyon kiiltiirleri 4 y1l boyunca 1 mg/l pikloram igeren sivi MS besi ortaminda
muhafaza edilmistir. Kontrol edilen tiim hiicre kiimeleri diploit olup bu kiimeler siirgiin
olusumu i¢in yiiksek potansiyel igermektedirler. Rejenere ortamdaki seker
konsantrasyonu ve BA eklenmesi hiicre kiimelerinden siirglin olusumunu etkilemistir. 2
aylik kiiltlir sonras1 %85’ten fazla hiicre kiimesinden katilagmis rejenerasyon ortaminda
(1/2 MS + 5-10 g/1 seker) siirgiin tiretilmistir. Seker konsantrasyonunun 20 g/l olmasi
stirgiin olusumunda azalmaya neden olmustur. Kat1 ortama BA ilavesi siirgiin sayisinin
artisinda ve siirglin olusumunun tesvikinde etkili olmustur. Hiicre kiimelerinden olusan
bitkiciklerin hepsi diploid ve 24 kromozoma sahip olup normal olarak biiytimiislerdir.
Bu ¢ogaltim yontemiyle 1 g meristematik nodiiler hiicre kiimesinden yilda 4.5 x 101°

bitkicik tiretilebilecegi timit edilmektedir (Godo ve ark. 1998).

Rejenerasyon yetenegi ve in vitro’da bitkicik biiylimesini etkileyen faktorlerin
incelendigi bir ¢aligmada, rejenere siirgiin sayisinin 0,5 mg\l TDZ ve 30g\l seker ile
desteklenmis MS ortaminda en yiiksek oldugu; kok sayisinin 0,2 mg\l NAA ve 30 g\l
seker ile desteklenmis MS ortaminda en yiiksek oldugu; sogan ¢apinin 0,2 mg\l NAA ve
30 g\l seker ile desteklenmis MS ortaminda en kalin oldugu goriilmiistiir. Bitkicikler

sera ortamina yiiksek yasama orani ile aktarilmislardir (Nhut ve ark. 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma 2012-2013 yillarinda Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma

Enstitiisii’'nde bulunan doku kiiltiirti laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

Denemede bitki materyali olarak Lilium candidum L. ve Lilium martagon L. tiirlerine

ait zambak tohumlari kullanilmstir.

L. candidum L.: Giiney Avrupa ve Orta Dogu iilkelerinde dogal olarak bulunmaktadir
(Sekil 3.1). Bitki 90-150 cm boy yapabilir. Cigekleri 6-20 adet, temiz beyaz renkli ve

kokuludur. Haziran- Temmuz aylarinda ¢igek agmaktadir. Yapraklardan kiigiik olanlari

Sekil 3.1. L. candidum L. bitkisinin goriiniisii
sonbaharda rozet seklinde diplerde olugmaya baslar. Bunlar sapsiz, seridimsi uzun, 12-

18 mm uzunlugunda ve 3,5-5 cm genisligindedir. Diger biiyiik yapraklar ise ilkbaharda
olusmaktadir. Yaprak sayis1 yilizii askin, karisik dizilisli, 3—5 damarhdir. Cigek
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stirglinliniin orta kismindaki yapraklar seridimsi yapidadir ve yukari dogru c¢ikildikca
kiigiilmektedir. Soganlar1 yayvan yumurta seklindedir.

L. martagon L.: Giiney ve Orta Avrupa kokenlidir. Yazin agan cicekleri ¢ok farkl
renklerde olabilmektedir (Sekil 3.2). Agik pembe, pembemsi-menekse, sarap kirmizisi
ve beyazdan koyu kestaneye kadar renkleri bulunmaktadir. Tomurcuklar: tiylidiir.
Bitki 100-180 cm arasinda boylanir ve govde ilizerinde birden ¢ok sarkik g¢igek
tagimaktadir. Yar1 golge yerlere dikilirler. Bahcede kullanilan en gilizel zambaklardir

(http://hobibahcemiz.net/viewtopic.php?f=114&t=156 , 2013).

- Letllown Haritogon L
ilckenbund-Lilte.

Sekil 3.2. L. martagon L. bitkisinin goriiniisti

Calismada 600 adet L. candidum L. (Sekil 3.3) ve 600 adet L. martagon L. (Sekil 3.4)
olmak tizere denemede toplam 1200 adet embriyo kullanilmistir.
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Sekil 3.4. L. martagon L. tohumlari, tohum ve embriyo uzunluklarina 111$k1n goriintiiler

8 farkl1 yetistirme ortamina ekim yapilmis olup her ortam 3 tekerriirlii ve her tekerriirde

25 adet embriyo olacak sekilde deneme kurulmustur. Denemede kullanilan yetistirme

ortamlar:

1) MS (Kontrol)

2) MS + 0,01 mg\l NAA

3) MS + 0,02 mg\l NAA

4) 1/2 MS

5) 1/2 MS + 0,01 mg\I| NAA

6) 1/2 MS + 0,02 mg\I| NAA

7)  1/2 MS + 0,01 mg\l NAA + 0,2 mg\l BAP
8) 1/2 MS + 0,02 mg\l NAA + 0,3 mg\| BAP
3.2. Yontem

3.2.1. Yetistirme Ortamlarinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak ortamlarin hazirliginda, kullanilacak stok c¢ozeltilerden (Sekil
3.5) gerekli miktarlar ¢ekilerek silindir igerisinde toplanmistir.
cozeltilerin iizerine 2000 ml saf su eklenmis ve sonrasinda ¢ozeltiye 60 gram siikroz

ilave edilerek olusan ortam homojen bir sekilde dagilincaya kadar karistirilmistir.
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Sekil 3.5. Kullanilan stok ¢ozeltiler

Hazirlanan ¢ozeltinin pH’s1, 5,8 olacak sekilde ayarlanmistir (Van Tyul ve ark. 1991,
Nhut ve ark. 2006). pH’s1 ayarlanan ¢ozelti biiyiik bir erlene bosaltilmis ve 14 gram
agar eklenerek otoklava yerlestirilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Denemede kullanilan otoklavin goriiniisii

Otoklavda 121 °C sicaklik ve 1 atm basing altinda 20 dakika siireyle sterilize edilen
ortam ¢ikarilarak steril kabine gotiiriilmiis, her tiipe 10 ml olacak sekilde dagitilmis ve
katilagincaya kadar bekletilmistir.
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3.2.2. Bitkisel Materyalin Hazirlanmasi ve Incelenen Parametreler

Denemede kullanilacak zambak embriyolarmin tohumlart ‘Tirkiye Geofitlerinin
Kiiltiire Alinmas1 Yeni Tiir ve Cesitlerin Ilgili Sektdrlere Kazandirilmas: (110G007)°
isimli Tibitak projesi kapsaminda, proje iliretim alanindan hasat edilmistir. Hasat edilen
tohumlar kapsiilleri ile beraber besi ortamina ekim yapincaya kadar buzdolabinda
muhafaza edilmislerdir. Tohumlarin ekim asamasinda, kapsiiller anti bakteriyel sivi
sabun ile ovalanarak yikanmig (Sekil 3.7) ve yikanan kapsiiller 1lik musluk suyu altinda
durulanmistir. Ayrica, yikanan kapsiiller tekrar saf su ile tic dort defa calkalanip el
degmeden durulanmistir. Bunu takiben tohum kapsiilleri % 96’ lik etil alkol icerisinde

bir dakika boyunca zaman zaman calkalanmak suretiyle bekletilmistir. Sonrasinda

Sekil 3.7. Antibakteriyel sivi sabunla yikanmis L. candidum L. tohum kapsiilleri

kapsiiller 1-2 damla Tween 20 damlatilmis % 20’ lik sodyum hipoklorit (% 5 NaOCl)
¢ozeltisi igerisinde 20 dakika tutularak steril saf su ile 3-4 kez durulanmustir (Sekil 3.8).
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Kullanilan steril kabinin ylizeyi tohum ekiminden once alkollii pamuk yardimiyla

silinmistir. Tohumlarin ekiminde kullanilan aletler ve kaplar kullanilmadan 6nce ispirto

Sekil 3.8. Sodyum hipoklorit ¢6zeltisinde bekletilen zambak kapsiilleri

ocagl yardimiyla ates iizerinde sterilize edilmislerdir. Bistliri ve uzun sapli pens
yardimiyla, embriyolar tohumlardan zarar verilmeden birer birer ¢ikarilmistir.
Tohumlardan ¢ikarilan embriyolar el degmeden cam tiipler igerisindeki ortamlara
yerlestirilerek tiliplerin agiz kisimlar1 atese tutulmustur. Tiiplerin agizlan streg film ile

kapatilmistir. Ekimden sonra tiipler tiipliiklere dizilmis, ortalama 24 °C sicaklik ve % 60

nem iceren uygun 151k siddetine sahip iklim odasina nakledilmislerdir.

Narayanaswamy ve Norstog (1964) belirttigi gibi, iklim odasina aktarilan embriyolar 10
giin karanlikta bekletilmislerdir. 10’uncu giiniin sonunda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
uygulamasi ile 8 hafta siiresince burada muhafaza edilip gézlemleri yapilmistir (Bridgen

1994).
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8 haftalik gelisme periyodu sonunda c¢alismada asagidaki parametreler

degerlendirilmistir.

Cimlenme oram (%): Gelisme periyodu sonunda ¢imlenen embriyolarin kullanilan

ortama ait tekerriirlerdeki toplam embriyo sayisina oranini ifade etmektedir.

Embriyo gelisim oram (%): Biliyliyen embriyolarin bir kismi diizgiin bir gelisme
gosterirken bazi embriyolar kusurlu gelisebilmekte, gelisememekte veya enfeksiyonlu
olabilmektedir. Embriyo gelisim orani; 8 haftalik biiylime periyodu sonunda
embriyolardan meydana gelen diizgiin bitkiciklerin kullanilan ortama ait tekerriirlerde

ekilen toplam embriyo sayisina oranini ifade etmektedir.

Koklenme orani (%): Koklenme gosteren embriyolarin o tekerriirdeki toplam embriyo

sayisina oranini ifade etmektedir.

Sogancik olusumu (adet): Ekilen embriyo basina elde edilen sogancik sayisini ifade

etmektedir.

Bitki boyu (mm): Ekilen embriyolardan gelisen bitkiciklerin maksimum uzunlugunu

ifade etmektedir. Bitki boyu cetvel yardimiyla dl¢lilmiistiir.

Yaprak sayis1 (adet): Gelisen embriyolardaki bitkicik basina diisen yaprak adedini
ifade etmektedir.

K6k uzunlugu (mm): Gelisen bitkiciklerden meydana gelen koklerin uzunlugunu ifade
etmektedir. Kok uzunlugu parametresinde, olusan bitkiciklerdeki ‘en uzun kok’ esas

alinmastir.

Kok sayis1 (adet): Kiiltiir sonunda olusan bitkiciklerden elde edilen koklerin sayisini

ifade etmektedir.
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Kok kalinh@ (mm): Gelisme periyodu sonunda meydana gelen koklerdeki kalinlig

ifade etmektedir. Kok kalinlig1 parametresinde ‘en kalin kok’ esas alinmistir.

3.2.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Deneme, tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Calisma neticesinde elde
edilen tiim verilerin varyans analizleri 0,01 ve 0,05 onemlilik seviyesinde ve JMP 7
bilgisayar programi kullanilarak yapilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar Student
t testi ile saptanmistir. Cimlenme, embriyo gelisimi ve kdklenme oranlarindan elde

edilen yiizde degerlere ac1 transformasyonu uygulanmustir.
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4. BULGULAR

Yapilan arastirmada, iki farkli zambak tiirtiniin (L. candidum L.ve L. martagon L.)
embriyolar1 doku kiiltiirii laboratuarinda kiiltiire alinmistir. Zambak tohumlarindan
cikarilan embriyolar sekiz farkli yetistirme ortamina ekilerek bu ortamlarin ¢imlenme,
embriyo gelisimi ve kdklenme oranlar ile bitkiciklerdeki bazi morfolojik gelismelere
olan etkileri (Sogan olusumu, bitki boyu, yaprak sayisi, kok uzunlugu, kok sayisi, kok

kalinlig1) incelenmistir.

4.1. L. candidum L.’ dan Elde Edilen Sonuclar

4.1.1. L. candidum L. Tiiriinde Yetistirme Ortamlarimin Cimlenme, Embriyo

Gelisimi ve Koklenme Oranlar1 Uzerine Etkileri

L. candidum L. zambak tiirlinde yetistirme ortamlar1, koklenme orani iizerine istatistiki
agidan farklilik gosterirken, ¢gimlenme orani ve embriyo gelisimi {izerine 6nemli etkide

bulunmamustir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. L. candidum L. tiirlinde yetistirme ortamlarinin ¢imlenme, embriyo
gelisimi ve kdklenme oranlari iizerine etkileri

Cimlenme | Embriyo | Koklenme
Yetistirme Ortamlar Orani gelisimi orani
(%) (%) (%)
MS (Kontrol) 85,33 81,33 81,33 ab*
MS + 0,01 mg/l NAA 100,00 93,33 89,33 a
MS + 0,02 mg/l NAA 98,67 74,67 66,67 b
1\2 MS 85,33 66,67 60,00 b
1\2 MS + 0,01 mg/l NAA 94,67 85,33 89,33 a
1\2 MS + 0,02 mg/l NAA 94,67 73,33 72,00 ab
1\2 MS + 0,01 mg/l NAA + 0,2 mg/l BAP 85,33 50,67 10,67 c
1\2 MS + 0,02 mg/l NAA + 0,3 mg/l BAP 94,67 58,67 9,33 ¢

Incelenen parametreler bakimindan ortaya cikan farkliliklar; * 0,01 diizeyinde
onemlidir.
Ayni harfi igeren uygulamalar arasinda 6nemli bir farklilik yoktur.
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Cimlenme oranlarina ait sonuglar incelendiginde, elde edilen bulgularin % 85.33 ile %
100.00 arasinda degistigi goriilmektedir. En yliksek ¢cimlenme oran1 % 100.00 ¢imlenme
basarisiyla MS + 0,01 mg\l NAA yetistirme ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.1). En
diisiik sonuglar ise 1\2 MS + 0,01 mg\l NAA + 0,2 mg/l BAP, MS ve 1\2 MS

uygulamalarindan alinmistir (% 85.33).

120
Yetistirme Ortamlari
T
100 m MS Kontrol
m MS + 0,01 NAA
80 +- —
= MS + 0,02 NAA
60 -— L — m1\2 MS Kontrol
= 1\2 MS + 0,01 NAA
40 +— — — T m1\2MS+0,02 NAA
= 1\2 MS + 0,01 NAA + 0,2 BAP
20 + — — —
= 1\2 MS + 0,02 NAA + 0,3 BAP
0 - e em— e
% Cimlenme Orani  Embriyo gelisimi ~ Kéklenme Orani + standart hata (%5)

Sekil 4.1. L. candidum L. tiirinde yetistirme ortamlarinin ¢imlenme, embriyo gelisimi
ve koklenme oranlart iizerine etkileri

Embriyo gelisimine ait oranlarin % 93.33 ile % 50.67 araliginda oldugu Cizelge 4.1°de
goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gére MS + 0,01 mg\l NAA en yiiksek degeri
verirken 1\2 MS + 0,01 mg\l NAA + 0,2 mg/l BAP uygulamasi en diisiik sonucu

vermistir. Sonuglar arasinda istatistiki olarak herhangi bir fark bulunmamaktadir.

Yapilan calismada koklenme (Sekil 4.2) oran1 yoniinden yetistirme ortamlari arasinda
istatistiki olarak 0,01 diizeyinde 6nemli fark bulunmustur. Yiiksek koklenme oranina
sahip MS + 0,01 mg\l NAA, 1\2 MS + 0,01 mg\l NAA, 1\2 MS + 0,02 mg\l NAA ve
MS yetistirme ortamlar1 birbirine benzer istatistiki etkiye sahip olurken, % 89.33
koklenme orani ile MS + 0,01 mg\l NAA, 1\2 MS + 0,01 mg\l NAA yetistirme
ortamlari en yiiksek degere sahip olmuslardir. En diigiik koklenme oranlari ise 1\2 MS +
0,01 mg\l NAA + 0,2 mg/l BAP (% 10.67) ve 1\2 MS + 0,02 mg/l NAA + 0,3 mg/I
BAP (% 9.33) ortamlarindan elde edilmistir,
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Sekil 4.2. L. candidum L. tiirline ait bitkicikte koklenmeye ait genel goriiniis

4.1.2. L. candidum L. Tiiriinde Yetistirme Ortamlarimin Bitkiciklerin Morfolojik

Gelisimleri Uzerine Etkileri

Yapilan g¢alismada, yetistirme ortamlar1 bitkiciklerin morfolojik gelisimleri {izerine
biitiin parametrelerde 0,01 diizeyinde 6nemli etkide bulunmustur (Cizelge 4.2) (Sekil
4.3,4.4,4.5).

L. candidum L. tiiriinde en fazla sogancik olusumu 1\2 MS + 0,01 mg\l NAA + 0,2 mg/I
BAP yetistirme ortaminda gériilmiistiir. Bu yetistirme ortamina ekilen embriyolardan
bitki bagina 2,06 adet sogancik elde edilmistir (Cizelge 4.2). 1\2 MS + 0,02 mg\l NAA
+ 0,3 mg\l BAP ve MS yetistirme ortamlarina ekilen embriyolardam en diisiik degerler

(1,11 sogancik/bitki ve 1,09 sogancik/bitki) alinmistir.
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Cizelge 4.2. L. candidum L. tiiriinde yetistirme ortamlarmin bitkiciklerin morfolojik
gelisimleri lizerine etkileri

Sogancik | Bitkicik | Yaprak Kok savist Kok Kok
Yetistirme Ortamlari olusumu boyu sayis1 @ det)), uzunlugu | kahnhg:
(adet) (mm) (adet) (mm) (mm)
MS (Kontrol) 1,09d* | 47,09 bc* | 1,12¢c* 2,76 e* 17,01 a* 0,58 e*
MS + 0,01 mg/l NAA 1,61 bc 66,20 a 1,45b 3,76 cd 16,64 a 0,86 ¢
MS + 0,02 mg/l NAA 1,45 bc 53,32 b 141D 5,06 ab 15,44 a 0,73d
1\2 MS 1,34 cd 43,84 cd 1,07 c 3,38 de 15,29 a 0,60 e
1\2 MS + 0,01 mg/l NAA 1,58 bc 37,75d 1,20 c 4,52 bc 17,01 a 0,95 bc
1\2 MS + 0,02 mg/l NAA 1,67b 37,75d 1,65a 6,05a 18,03 a 0,99b
1\2 MS + 0,01 mg/l NAA
+0,2 mg/l BAP 2,06 a 26,18 121c 1,92 f 9,27b 0,88 bc
1\2 MS + 0,02 mg/l NAA
+0,3 mg/l BAP 1,11d 25,07e 1,17c 1,009 6,81 Db 1,30 a

Incelenen parametreler bakimindan ortaya cikan farkliliklar;

Onemlidir.

Ayni harfi igeren uygulamalar arasinda 6nemli bir farklilik yoktur.

Sekil 4.3. L. candidum L. tiirline ait bitkicikte sogancigin goriiniist

* 0,01 diizeyinde

Bitkicik boyuna iliskin gozlemlerde, MS + 0,01 mg/l NAA yetistirme ortami kontrole

gore en yiiksek bitki boyu ortalamasina (66,20 mm) sahip olmustur. 1\2 MS + 0,02
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mg/l NAA + 0,3 mg/l BAP yetistirme ortaminda ise bitki boyu ortalamasi 25,07 mm ile

en diisiik degeri gostermistir.

7
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O .
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= 1\2 MS + 0,02 NAA

m 1\2 MS + 0,01 NAA + 0,2 BAP
= 1\2 MS + 0,02 NAA + 0,3 BAP

+ standart hata (%5)

Sekil 4.4. L. candidum L. tiirinde yetistirme ortamlarinin sogancik olusumu, yaprak
sayis1 ve kok sayisi iizerine etkileri

80

70

60

50

40

30

20

10

0 -
mm

Bitkicik boyu

K6k uzunlugu Kok kalinligi

Yetistirme Ortamlari

= MS Kontrol

m MS + 0,01 NAA

m MS + 0,02 NAA

= 1\2 MS Kontrol

m 1\2 MS + 0,01 NAA

m 1\2 MS + 0,02 NAA

= 1\2 MS + 0,01 NAA + 0,2 BAP
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Sekil 4.5. L. candidum L. tiirlinde yetistirme ortamlarinin bitkicik boyu, kok uzunlugu
ve kok kalinligi tizerine etkileri
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Bitki basina diisen yaprak sayisi agisindan, 1\2 MS + 0,02 mg\l NAA yetistirme
ortaminda, bitki bagina 1,65 adet yaprak ile en yiiksek deger elde edilmistir. Bunu MS
+ 0,02 mg\l NAA (1,41 adet) ve MS + 0,01 mg\l NAA (1,45 adet) yetistirme ortamlari
izlemistir. Yapraklanmanin zayif oldugu diger yetistirme ortamlari,istatistiksel olarak
benzer etkiye sahip olurken en diisiik yaprak adedi 1\2 MS yetistirme ortaminda (1,07 adet)

gOriilmiigtiir.

Bitki bagina diisen kok sayisi ortalamasinda 1\2 MS + 0,02 mg\l NAA ve MS + 0,02
mg\l NAA yetistirme ortamlar1 kontrole gore en yiiksek degerleri gostermistir (6,05
adet/bitki ve 5,06 adet/bitki). 1\2 MS + 0,02 mg/l NAA + 0,3 mg/l BAP yetistirme

ortami ise kontrole gore en diisiik degeri (1,00 adet/bitki) vermistir.

Kok uzunlugu 1\2 MS + 0,02 mg\l NAA (18,03 mm), 1\2 MS + 0,01 mg\l NAA (17,01
mm), MS (17,01 mm), MS + 0,01 mg\l NAA (16,64 mm), MS + 0,02 mg\l NAA (15,44
mm) ve 1\2 MS (15,29 mm) yetistirme ortamlarinda en yiiksek degerleri verirken 1\2
MS + 0,02 mg\l NAA + 0,3 mg\l BAP (6,81 mm) ve 1\2 MS + 0,01 mg\l NAA + 0,2
mg/l BAP (9,27 mm) yetistirme ortamlar1 en diisiik degerleri gostermistir.

Kok kalinligina ait bulgularda, 1\2 MS + 0,02 mg\l NAA + 0,3 mg\l| BAP yetistirme
ortamindan 1,30 mm ortalama ile kontrole (0,58 mm) gore en yiiksek kok kalinlik

degeri elde edilmistir.

4.2. L. martagon L.’ dan Elde Edilen Sonuclar

4.2.1. L. martagon L. Tiiriinde Yetistirme Ortamlarinin Cimlenme, Embriyo

Gelisimi ve Koklenme Oranlar1 Uzerine Etkileri
L. martagon L. zambak tiiriinde yetistirme ortamlari, Cimlenme oram1 ve embriyo

gelisimi {izerine istatistiki agidan farklilik gosterirken, kdklenme orani {izerine dnemli

etkide bulunmamustir (Cizelge 4.3) (Sekil 4.6).
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Cimlenme orani, L. martagon L. tiirlinde, yetistirme ortamlari1 arasinda 0.01 diizeyinde

farklilik gostermistir. 1\2 MS + 0,02 mg\l NAA ve 1\2 MS + 0,01 mg\l NAA yetistirme

ortamlarindan elde edilen ¢imlenme verileri en yiiksek degerleri verirken (%92.00 ve

%85.33) en diisiik degerler 1/2 MS ve MS uygulamalarindan elde edilmistir (% 14.67).

Cizelge 4.3. L. martagon L. tiirlinde yetistirme ortamlarinin ¢imlenme, embriyo gelisimi
ve koklenme oranlari iizerine etkileri

imlenme | Embriyo "
Yetistirme Ortamlari ¢ Oram gelisini/i g:::l?z:’ze)
(%) (%)
MS (Kontrol) 14,67 d* | 12,00 c** 6,00
MS + 0,01 mg/l NAA 66,00 b 26,70 ab 16,00
MS + 0,02 mg/l NAA 38,70 c 20,00 bc 8,04
1\2 MS 14,67 d 12,00 c 8,00
1\2 MS + 0,01 mg/l NAA 85,33 a 40,00 a 36,00
1\2 MS + 0,02 mg/l NAA 92,00 a 40,00 a 38,67
1\2 MS + 0,01 mg/l NAA + 0,2 mg/l BAP 45,33 ¢ 25,30 ab 8,00
1\2 MS + 0,02 mg/l NAA + 0,3 mg/l BAP 38,67 C 17,30 bc 6,67

Incelenen parametreler bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar; * 0,01 diizeyinde ; ** 0,05
diizeyinde 6nemldir.
Ayni harfi iceren uygulamalar arasinda 6nemli bir farklilik yoktur.
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Sekil 4.6. L. martagon L. tiirlinde yetistirme ortamlarinin ¢imlenme, embriyo gelisimi
ve koklenme oranlari tizerine etkileri
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Embriyo gelisimi orani agisindan uygulamalar arasinda istatistiki olarak 0,05 diizeyinde
farklilik bulunmustur. 1\2MS + 0,01 mg\l NAA ve 1\2MS + 0,02 mg\l NAA yetistirme
ortamlarindan % 40.00 gelisim orani ile en yiiksek degerler elde edilmistir. Kontrol ve

1/2 MS uygulamalarinda ise bu oran % 12.00 olarak en diisiik degeri vermistir.

Koklenme orani agisindan uygulamalar arasinda  istatistiki olarak  bir fark
bulunmamaistir. Kéklenme oranlar1 % 38.67 (1/2 MS + 0,02 mg/l NAA) ve % 6.00 (MS

Kontrol) araliginda olusmustur.

4.2.2. L. martagon L. Tiiriinde Yetistirme Ortamlarimin Bitkiciklerin Morfolojik

Gelisimleri Uzerine Etkileri

Yapilan ¢aligmada, yetistirme ortamlar1 bitkiciklerin morfolojik gelisimlerinde sogancik
olusumu ve kok kalinligr tizerine 0.01; bitkicik boyu ve kok uzunlugu tizerine 0.05
diizeyinde istatistiksel farklilik gosterirken, yaprak sayist ve kok sayisi agisindan

O6nemsiz bulunmustur.(Cizelge 4.4) (Sekil 4.7, 4.8, 4.9).

Bitki bagina diisen ortalama sogancik olusumu MS + 0,01 mg\l NAA ve MS + 0,02
mg/l NAA uygulamalarinda 3,25 ve 2,64 adet ile en yiiksek degerleri gostermislerdir.
1\2 MS + 0,01 mg\l NAA + 0,2 mg/l BAP ve 1\2 MS + 0,02 NAA + 0,3 BAP

uygulamalarindan ise herhangi bir kok olusumu goriilmemistir.

Bitkicik boyu 6l¢iimlerinde en yiiksek degerlerin 1\2 MS + 0,01 mg\l NAA + 0,2 mg/I
BAP (22,21 mm), 1\2 MS + 0,02 NAA + 0,3 BAP (18,92 mm) ve MS + 0,01 mg\l
NAA (16,68 mm) yetistirme ortamlarindan elde edildigi goriilmiistiir. En diisiik degerler
ise 1\2 MS + 0,02 mg\l NAA (9,56 mm) ve MS + 0,02 mg\l NAA (7,11 mm) yetistirme

ortamlarina ekilen embriyolardan elde edilmistir.
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Cizelge 4.4. L. martagon L. tiiriinde yetistirme ortamlarinin bitkiciklerin morfolojik
gelisimleri lizerine etkileri

Sogancik e Yaprak Kok Kok Kok
. . Bitkicik . .
Yetistirme Ortamlari olusumu boyu (mm) sayis1 sayist | uzunlugu | kalinhg
(adet) y (adet) | (adet) | (mm) | (mm)
MS (Kontrol) 1,23c¢c* | 10,40 cd** 2,45 1,33 6,00 bc** | 0,75 cd*
MS + 0,01 mg/l NAA 3,25a 16,68 abc 2,61 1,33 7,60 Db 0,67d
MS + 0,02 mg/l NAA 2,64 ab 7,11d 2,77 1,83 7,10 bc 0,68d
1\2 MS 1,60 c 12,73 bed 2,55 2,50 4,30c 0,66d
1\2 MS + 0,01 mg/l NAA 1,83 bc 11,07 cd 2,44 1,76 9,00 ab 0,82 bc
1\2 MS + 0,02 mg/l NAA 1,74 bc 9,56d 2,45 1,81 7,30 b 0,98 a
12MS + 001 mg/ANAA+O2 | 00y | 22012 | 267 167 | 11,10a | 093ab
mg/l BAP
L2 MS +002mg/INAA+O03 | 004 | 1892ab | 2,69 144 | 470c | 098a

mg/l BAP

Incelenen parametreler bakimindan ortaya ¢ikan farkliliklar; * 0,01 diizeyinde ; ** 0,05

diizeyinde 6nemldir.

Ayni harfi igeren uygulamalar arasinda 6nemli bir farklilik yoktur.

Sekil 4.7. L. martagon tiirtinde sogancik olusumuna ait genel goriiniis

MS + 0,01NAA
L. martagon
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Sekil 4.8. L. martagon L. tiirlinde yetistirme ortamlarinin sogancik olusumu, yaprak
say1s1 ve kok sayisi lizerine etkileri
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o L [ 1 TT
mm Bitkicik boyu Kok uzunlugu Kok kalinhig + standart hata (%5)

Sekil 4.9. L. martagon L. tiirlinde yetistirme ortamlarinin bitkicik boyu, kdk uzunlugu
ve kok kalinligi tizerine etkileri
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Yaprak sayis1 agisindan uygulamalar arasinda farklilik gériilmemistir. Yaprak sayis1t MS
+ 0,02 mg\l NAA uygulamasinda bitki bagina ortalama 2,77 adet olarak bulunmustur.

Diger uygulamalar da buna yakin sonuglar vermistir.

112MS + 0,01NAA + 0,2BAP
L. martagon

Sekil 4.10. L. martagon L. tiirline ait bitkicikte yapraklarin goriintigii

Bitki bagma diisen ortalama kok sayisi agisindan uygulamalar arasinda istatistiki
anlamda herhangi bir fark bulunmamistir. 2,50 adet ortalama kok sayisi ile 1/2 MS
uygulamasi en yliksek degeri vermistir. En diisiik kok sayisi ise MS ve MS + 0,01 mg\l
NAA (1,33 adet) yetistirme ortamlarina ekilen embriyolardan elde edilmistir.

Kok uzunlugu yoniinden yapilan incelemelerde 0,05 diizeyinde onemli farkin oldugu
goriilmektedir. 1\2 MS + 0,01 mg\l NAA + 0,2 mg/l BAP uygulamasi ortalama 11,10
mm kok uzunlugu ve 1\2 MS + 0,01 mg\l NAA uygulamas: ortalama 9,00 mm
kok uzunlugu ile bu tiirde en yiiksek degerleri vermistir. 4,30 mm ve 4,70 mm kok
uzunlugu ortalamalari ile en kisa kok uzunluklari ise 1\2 MS ve 1\2 MS + 0,02 mg\l
NAA + 0,3 mg\l BAP yetistirme ortamlarinda goriilmiistiir.
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Kok kalinliklart agisindan 1\2 MS + 0,02 mg\l NAA ve 1/2 MS + 0,02 mg\l NAA + 0,3
mg/l BAP yetistirme ortamlart ortalama 0,98 mm kok kalinligi ile en yiiksek degerleri
gosterirken; MS + 0,01 mg\l NAA ve MS + 0,02 mg\l NAA yetistirme ortamlar1 en

diistik ortalama kok kalinligr degerlerini (0,67 mm ve 0,68 mm) vermislerdir.

45



5. TARTISMA VE SONUC

L.candidum L. ve L. martagon L zambak tiirlerinin in vitro ¢ogaltimi iizerine degisik
yetistirme ortamlarinin ¢imlenme, embriyo gelisimi ve koklenme oranlar ile
bitkiciklerin morfolojik gelisimlerine olan etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilan bu
calismada, 8 farkli yetistirme ortami kullanilmistir. Bu yetistirme ortamlarinda kiiltiire
alman tiirlerde 8 haftalik gelisim periyodu sonrasi ¢imlenme, embriyo gelisimi ve
koklenme oranlarimin yaninda 6 farkli morfolojik gelisme parametresi (Sogancik
olusumu, bitkicik boyu, yaprak sayisi, kok sayisi, kok uzunlugu ve kok kalinligi)

incelenmistir.

Yapilan c¢alismada ¢imlenme faktorii agisindan yetistirme ortamlarinda L. candidum
L.’dan daha iyi sonuglar alinmistir. Cimlenme yiizdelerine ait sonuglar incelendiginde
L. candidum L. tiiriinde en yiiksek ¢imlenme oraninin MS + 0,01 mg\l NAA (% 100.00)
ortamindan elde edildigi; en diisiik ¢gimlenme oraninin ise 1\2 MS + 0,02 NAA + 0,2
BAP (% 85.33) yetistirme ortamindan alindigi goriilmiistiir. L. martagon L. tiiriinde ise
en yiiksek ¢imlenme orant 1/2 MS + 0,02 mg\l NAA yetistirme ortamindan % 92.00
basariyla elde edilirken; 1/2 MS (% 14.67) ve MS (Kontrol) (% 14.67)

uygulamalarindan bu bitki i¢in en diisiik ¢cimlenme degerleri kaydedilmistir.

Elde ettigimiz ¢imlenme sonuglarina benzer sekilde, Pelkonen (2005) yaptig
calismasinda L. candidum L. var. salonikae tiiriinde % 41.00 oraninda ¢imlenme
basarisi elde etmistir. Ayni arastirmact L. martagon L. tiiriinde ¢imlenme oranini %
66.00 olarak tespit etmistir. L. auratum’ un embriyo kiltiirlinde yapilan baska bir
arastirmada ise 60 giin icerisinde % 100.00 oraninda ¢imlenme basarisi elde edildigi

belirtilmektedir (Furyuya ve Nomura 2004).

Glamoclija ve ark. (2010) sterilize edilmis, tohum kabugu alinmis ve endosperm kismi
catlatilmis L. martagon L. var. cattaniae Vis. tohumlarmi MS + 0,15 mg/l GA3
yetistirme ortamina ekmislerdir. Uygulamadan 21 giin sonra % 100.00 g¢imlenme

basarisi elde etmislerdir.
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Paric ve ark. (2011) yaptiklart calismalarinda tohum kabugu uzaklastirilmis L.
bosniacum tohumlarim1t MS + 0,15 mg/l GAj3 yetistirme ortamina ekmislerdir ve %
77.00 oraninda ¢imlenme basaris1 saglamislardir. Tohum kabugu uzaklastirilmayan
materyallerden ise ayni basar1 elde edilememistir. Arastirmacilar, tohum kabugu
varliginin ¢imlenmeyi engelledigini ve tohum kabugu varliginin tohum dinlenmesine
sebep oldugunu belirtmigleridir. Fiziksel engellerin yani sira, tohum yapilarinin,
tohumdaki dinlenmeye sebep olan bir fizyolojik kontrol sistemine sahip oldugu da kabul
edilebilir. Yapilan bu c¢alismalara ters diisecek sekilde, GA’ in zambak bitkisinde
cimlenmeye herhangi bir etkisinin olmadig1 da bildirilmistir (Pelkonen 2005).

Zambak tiirleri ¢imlenme tiplerine gore ikiye ayrilir: epigeal ¢imlenme ve hypogeal
¢imlenme. Epigeal ¢imlenme (hizli ¢imlenme) toprak iistiinde olur. Burada kotiledon
tohumdan besinleri absorbe eder, hypocotil hizla uzar ve tohumun kalan kismi (testa) ug
kismina yapismis olarak birlikte toprak distiine ¢ikar. Kotiledonlar toprak yiiziine
ciktiktan sonra yesil renk alir ve yaprak fonksiyonu goriirler, fotosentez yapmaya
baslarlar. Bu donemde sogan 6nemsizdir daha sonra toprak {izerinde ilk gercek yaprak
gorliniir, bunu toprak altinda soganin biiylimesi ve kokiin uzamasi takip eder (Giirsan
2005). Woodcock ve Stearn (1950), bildirdigine gore; epigeal tohumlar, genellikle
ekimden hemen sonra herhangi bir dinleme isareti géstermeden ¢imlenirler. Tohum
biiylir ve olusan bitki dinlenme olmadan olusur ( Pelkonen 2005). L. candidum L.
epigeal ¢imlenmeye sahiptir, ¢cimlenme oranlarinin yiiksek olmasinin sebebi olarak bu

sonug gosterilebilir.

Hypogeal ¢imlenme toprak altinda olur. Bu sekilde bitkinin ilk sekil alan yapraklar
(kotiledon) ve embriyo, tohumun bir pargasi olarak toprak altinda kalir. Embriyo
etrafinda tohumda depolanmis olan besin, ilk sekillenen yaprak (kotiledon) ve kok
arasindaki govde kismina (hypocotil) transfer edilir. Burada ¢ok kiiciik bir sogancik
olusur ve merkezinden ilk ger¢ek yaprak toprak iistiine ¢ikar. Bu tip ¢imlenmeye
hypogeal ¢imlenme denir. Toprak iistiinde ilk goriilen gergek yapraktir (Giirsan 2005).
Hypogeal cimlenme epigeal ¢imlenmeye gore daha yavas olusur. Ayrica, bazi tiirler
birka¢ hafta boyunca canli kalmalarina ragmen c¢imlenemeyebilirler. Hypogeal

cimlenme genellikle tohum soguga maruz birakilarak dinlenmesi kirildiktan sonra
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kontrol edilebilir. Cimlenme boyunca kokgiik uzar ancak kotiledon yaprak tohum
icerisinde kalarak sogan olusumu icin besin saglar, daha sonra sogan olusur (Pelkonen
2005, http://files.srgc.net/archibald/genus/LILIUM_NOMOCHARIS_NOTHOLIRION

CARDIOCRINUM.pdf 2013). L. martagon L.’un hypogeal ¢imlenmeye sahip olmasi,

aragtirmamizda ¢imlenme oranlarinin diisiik ¢ikmasina bir sebep olarak gosterilebilir.

L. auratum embriyolarindan hizli ve etkin bir iiretim yapilabilmesi i¢in dinlenmenin
bastirilmast gerekmektedir. Hem olgun tohumlarda hem de ¢imlenmeden hemen sonra
gelisen bitkiciklerde dinlenme goriilmiistiir. Olgunlasmamis yumurtalik ve embriyolarin
in vitro kiiltiirleri dinlenmeyi bastirmak i¢in ideal yontemlerdir. Tohum kabugu ve

endosperm ¢imlenme oranini etkileyen diger faktorlerdir (Furyuya ve Nomura 2004).

Embriyo kiiltiirii ile tohumlarda dinlenme asilarak tiretim dongtisii kisaltilabilmektedir.
Dinlenmeye igsel Onleyiciler, 151k sartlari, diisiik sicakliklar, kuru muhafaza
gereksinimleri ve embriyo olgunlugu sebep olabilir. Tohum dinlenmesi faktorleri tohum
kabugunda, endospermde veya her ikisinde birden olabilir. Embriyolar {izerindeki bu
faktorlerin etkileri kaldirildiginda, embriyolarin ¢imlenip biiyliyebilmeleri hizlanmakta
ve lretim dongiisii kisalmaktadir (Sharma ve Gill 1983, Yeung ve ark. 1981, Bridgen
1994).

L. bosniacum ve L. martagon L. var. cattaniae Vis. tiirlerinde yapilan bir ¢aligmada;
zambak tlirlerinin tohumlarinin genellikle agir dinlenmeye sahip oldugu belirtilmistir.
Tohum kabuklarinin tohumdan uzaklagtirilmasinin  ve tohumlar1 c¢itlatmanin
cimlenmeye imkan sagladigi ve sonugta tohum kabugu varliginin bu tiirlerde
dinlenmeyi olusturdugu belirlenmistir. Ancak tiirler arasinda ¢imlenme orani agisindan

fark bulunamamistir (Paric ve ark. 2011).

Tiirler arasindaki embriyo gelisimlerine bakildiginda L. candidum L.’ un ekildigi MS +
0,01 mg\l NAA yetistirme ortamindan % 93.33’liikk bir basar1 saglanmistir. Ayni1 bitki
embriyolarinin 1\2 MS + 0,02 mg\l NAA + 0,3 mg/l BAP yetistirme ortaminda
ekiminden % 50.67’ lik bir deger elde edilmistir ve bu deger L. candidum L. bitkisi igin

en diistik embriyo gelisim degeridir. L. martagon L.’ da en yiiksek embriyo gelisimi

48


http://files.srgc.net/archibald/genus/LILIUM_NOMOCHARIS_NOTHOLIRION_CARDIOCRINUM.pdf
http://files.srgc.net/archibald/genus/LILIUM_NOMOCHARIS_NOTHOLIRION_CARDIOCRINUM.pdf

orani 1/2 MS + 0,01 mg\l NAA ve 1/2 MS + 0,02 mg\l NAA uygulamalarinda % 40.00
olurken en diisiik embriyo gelisim oranlar1t MS (Kontrol) ve 1/2 MS uygulamalarindan

elde edilmistir.

L. longiflorum ‘Georgia’ ¢esidinde yapilan bir ¢alismada sogan skaleleri eksplant
kaynag1 olarak kullanilmis ve BA miktarinin etkileri incelenmistir. Embriyo gelisim
oranlar1 kontrol uygulamasinda % 92.30 olmustur. 0,4 uM, 2,2 uM, 4,4 uM, 8,9 uM
BA eklenmis uygulamalardan ise % 100.00 ¢imlenme basarist saglanmistir. 22,2 pM

BA uygulamasi ise % 61.50 oraninda sonug¢ vermistir (Han ve ark. 2004).

BAP ve NAA’ in farkli kombinasyonlarda kullanildig1 bir arastirmada elde edilen
embriyo gelisim oranlarinin, yaptigimiz calismayla benzer sonuglar tasidigi
goriilmiistiir. Kaydedilen embriyo gelisim oranlarinin 0,5 mg/l BAP — 0,5 mg/l NAA
kullaniminda % 67.96, 0,75 mg/l BAP — 0,5 mg/l NAA kullaniminda % 82.62, 1 mg/l
BAP — 0,5 mg/l NAA kullaniminda % 75.98 olarak elde edildigi bildirilmistir (Pandey
ve ark. 2009).

Furyuya ve Nomura (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, % 50°den fazla embriyo
normal morfolojik gelisim gosterirken, ¢imlenen embriyolarin bir kisminda gelisme
bozukluklar1 ve anormal gelismelerin oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar, bu

gelisme bozukluklarinin tohumun olgunlagsmasina bagli oldugunu belirtmislerdir.

L. candidum L. tiiriinde koklenme orani acisindan elde edilen sonuglar, 1\2 MS + 0,01
mg\l NAA ve MS + 0,01 mg\l NAA uygulamalarinda % 89.33 koklenme orani ile en
yiiksek degerleri vermistir. En diisiik degerler BAP ilave edilmis ortamlar (1\2 MS +
0,01 mg\l NAA + 0,2 mg/l BAP - % 10.67; 1\2 MS + 0,02 NAA + 0,3 BAP %
9.33)’dan alinmustirr. L. martagon L. bitkisinin ekildigi 1/2 MS + 0,02 mg\l NAA
yetistirme ortamindan en yiiksek sonug¢ % 38.67 olmustur. MS kontrol (% 6.00), 1\2
MS + 0,02 NAA + 0,3 BAP (% 6.67), 1\2 MS + 0,01 mg\I| NAA + 0,2 mg/l BAP ve 1\2
MS (% 8.00) sonuglar1 bu bitki i¢in en diisiikk degerlerdir.
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Koklenme ile ilgili yapilan bir ¢alismada, L. martagon L. var. cattaniae Vis. zambak
tiiriinde bulunan koklenme oranlar1 kontrol uygulamasinda % 52.06 olarak kaydedilistir.
BAP’ in 0,1-0,2-0,5-1 ve 2 mg/l dozlarinin kullaniminda ise sirasiyla % 60.95, % 39.05,
% 32.88, % 11.11 ve % 93.65 oranlarinda koklenme saglandigi belirtilmistir (Skoric ve
ark. 2012).

IBA’ in koklenmeye olan etkisinin arastirildigi bir ¢alismada 5 farkli cesit melez
zambak kullanilmistir. Elde edilen koklenme yiizdeleri, L. alaska’da % 41.67, L.
apeldoorn’da % 47.67, L. beartix’te % 43.00, L. siberia’da % 41.67, L. marco polo’da %
42.00 olarak bulunmustur. IBA’ in 0,5 mg/l ile 2 mg/l arasinda degisen dozlarinin

kullanimi ise koklenmeyi arttirdigi goriilmiistiir (Kapoor ve ark. 2009).

L. ledebourii zambak tiiriinde yapilan bir ¢aligmada, 3 hasat doneminde (ilkbahar, yaz,
kis) alinan soganlar kullanilmigtir. MS + 0,1 mg/l NAA + 0,1 mg/l BAP ortamina % 6
oraninda seker ilavesinin koklenme ylizdesini 6nemli Slgiide arttirdigi belirlenmistir

(Azadi ve Khosh-Khui 2007).

Hindistan’ da yapilan bir ¢alismada Pandey ve ark. (2009) Lilium sogan skalelerini
kiiltiire almiglardir. 4 hafta sonunda; 1/2 MS + 0,5 mg/l NAA uygulamasindan % 35.98
oraninda koklenme basarisi elde etmislerdir. 1/2 MS + 1,0 mg/l NAA uygulamas1 %
38.64 oraninda koklenme basarisi saglarken bu oran 1/2 MS + 1,5 mg/l NAA yetistirme
ortaminda % 34.64 olarak belirlenmistir. MS + 0,5 NAA uygulamasindan elde edilen
sonuglar % 61.30 koklenme oranini gostermistir. MS + 1,0 mg/l NAA yetistirme
ortamina ekilen sogan skaleleri % 97.32 oraninda koklenme basarisiyla en yiiksek
degeri verirken MS + 1,5 mg/l NAA yetistirme ortamindan elde edilen koklenme orani

% 90.62 olarak kaydedilmistir.

Sogancik olusumu agisindan tiirler ve uygulamalar incelendiginde, L. candidum L.
tiiriinde en yiiksek sogancik olusumunun 2,06 adet ile 1/2 MS + 0,01 mg/l NAA + 0,2
mg/l BAP yetistirme ortamindan elde edildigi gorilmiistiir. 0,3 mg/l BAP eklenmis
yetistirme ortamindan elde edilen 1,11 adet ortalama sogancik sayisi degeri ise en diisiik

deger olmustur. L. martagon L.’ da bitki basina diisen ortalama sogancik sayis1 degeri
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MS + 0,01 mg\l NAA yetistirme ortamina ekilen embriyolarda en yiiksek sonucu
vermistir (bitki basina ortalama 3,25 adet sogancik). Bu degeri bitki basina 2,26 adet
sogancik olusumu ile MS + 0,02 mg\l NAA uygulamas: izlemistir. Bunu takiben L.
martagon L. bitki embriyolarinin 1\2 MS + 0,01 mg\l NAA uygulamasina ekimlerinden
ise bitki basina ortalama sogancik sayisinin 1,83 adet oldugu goriilmiistiir. L. martagon
L. bitki embriyolarinin MS (Kontrol) uygulamasina ekimlerinden ise bitki basina 1,23
adet ortalama sogancik olusumu elde edilmistir. BAP eklenmis yetistirme ortamlarindan

ise herhangi bir sogancigin olusmadig1 ayni ¢izelgede goriilmektedir.

Kapoor ve ark. (2009) yaptiklari ¢calismalarinda NAA ve BA biiyiime diizenleyicilerini
farkl1 dozlarda denemislerdir. Denemelerin sonucunda NAA ve BA eklenmemis MS
yetistirme ortamina ekilen bogum eksplantlarindan herhangi bir sogancik olusumu elde
edememisglerdir. 1 mg/l NAA eklenmis uygulamada elde edilen degerler ortalama 2,33
adet ile 1 adet arasinda degiskenlik gostermistir (L. alaska - L. siberia). NAA dozunun 2
mg/l olmas1 durumunda sonuglanan degerlerin ortalama 2 adet ile 1,66 adet arasinda
oldugu kaydedilmistir (L. marco polo — L. alaska, L. apeldoorn, L. beartix, L. siberia).
1,5 mg/l BA uygulamasi ile elde edilen degerler bitki basina ortalama 2 adet ile 1,33
adet arasinda; 2 mg/l BA uygulamasi ile elde edilen degerler bitki basina ortalama 3,33
adet ile 1,69 arasinda degisiklik gostermistir. NAA ile BA biiylimeyi diizenleyicilerinin
beraber kullanilmalar1 durumunda elde edilen bitki basina ortalama sogancik degerleri
en yiiksek 4 adet (L. beartix, L. alaska) olmustur ( 2 mg/l NAA + 1,5 mg/l BA, 2 mg/l
NAA + 2 mg/l BA). En diisiik deger ise bitki basina ortalama 1,66 adet sogancik
olusumu ile (L. siberia) 1 mg/l NAA + 2 mg/l BA uygulamasinda gorilmiistiir.

Sirbistan’da yapilan bir calismada 0,1 mg/l NAA varliginda farkli dozdaki BAP
uygulamalarinin bitki basina ortalama sogancik degerlerini su sekilde arttirmigtir:
Kontrol % 56.51 = 11.76; 0,1 mg/l BAP % 76.82 + 6.52; 0,2 mg/l BAP % 77.78 + 6.88;
0,5 mg/l BAP % 80.63 = 7.39; 1 mg/l BAP % 71.43 + 6.49; 2 mg/l BAP % 82.22 +
5.55. 0,2 mg/l BAP varliginda IAA’ in farkli dozlarmin kullanilmas1 durumunda bitki
basina sogancik olusumunun 5 adete kadar g¢ikabildigi ayni calismada belirtilmistir
(Skoric ve ark. 2012). Wawrosch (2001) BAP ve IAA kombinasyonlarinin L. nepalense
ve L. longiflorum (Han ve ark. 2004) i¢in etkili oldugunu belirtmislerdir. MS yetistirme
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ortaminin 0,75 mg/l Kin ve 0,5 mg/l NAA ile desteklenmesinin yiizde olarak sogancik
gelisimini arttirmistir. En yiiksek deger bitki basina ortalama 7,2 adet sogancik olarak
belirlenmistir (Pandey ve ark. 2009, Nhut 2006). Niimi (1985) 0,1 mg/l BA ve 0,1 mg/I
NAA’ in L. rubellum’da onemli bir etki gdstermedigini belirtmistir. Jeong (1996)
belirttigine gore ise; BA ilavesi olmadan 0,01 mg/l ‘den fazla NAA kullanimi ile bitki

basina ortalama sogancik iiretimi azalmistir.

L. regale, L. martagon L., L. bulbiflorum, L. canadense ve L. philadelphicum
bitkilerinde sogan skale eksplantlarinin GA ve paclobutrazol ilave edilmis MS kiiltiir
ortamina ekilmesi sonucu elde edilen ortalama sogancik olusumu degerleri sirasiyla;
kontrol uygulamas: 3,4 adet, 1,7 adet, 3,0 adet, 1,8 adet, 4,7 adet olarak bulunmustur.
GA eklenmesiyle beraber elde edilen ortalama sogancik olusumu degerleri sirasiyla; 3,8
adet, 1,0 adet, 4,0 adet, 1,2 adet, 4,6 adet olarak kaydedilmistir. Paclobutrazol
uygulamasinda kaydedilen ortalama sogancik olusumu degerleri ise sirasiyla; 1,0 adet,

1,3 adet, 1,0 adet, 0,8 adet, 3,4 adet olarak goriilmiistiir (Pelkonen 2005).

Bitkicik boyu sonuglarinda L. candidum L. bitkisinin ekildigi ortamlardan L. martagon
L. bitkisine gore daha olumlu sonuglar alinmigtir. Bu gézlemlerde MS + 0,01 mg\l
NAA ortamina ekilen L. candidum L embriyolarinda 66,20 mm’lik bitki boyu
ortalamas ile en yiiksek deger elde edilmistir. En kisa bitkicik boyu degeri bu bitki i¢in
25,07 mm olmustur. L. martagon L. embriyolarindan elde edilen bitkiciklerde en
yiiksek 22,21 mm oalrak gozlemlenirken en disik deger 7,11 mm olarak

kaydedilmistir.

Takayama ve Misawa (1982), Maesato ve ark. (1994) belirttigine gore; BA embriyo
olusumunda belirgin etkiye sebep olmasi nedeniyle bilimsel c¢aligmalarda 6nemli
derecede kullanilmaktadir. Bitki boyu degerleri L. longiflorum ‘Georgia’ ¢esidinde
yapilan ¢alismalarda olumlu sonuglar vermistir. 6 hafta sonunda ortalama bitki boyu
degerleri kontrol uygulamasinda 2,6 cm; 0,4 pM uygulamasinda 2,9 cm; 2,2 uM
uygulamasinda 2,3 cm; 4,4 uM uygulamasinda 1,6 cm; 8,9 uM uygulamasinda 1,1 cm;
22,2 uM uygulamasinda 0,7 cm olarak kaydedilmistir (Han ve ark. 2004).
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Yapilan calismada bitkicik basma diisen yaprak sayisi agisindan uygulamalar olumlu
sonu¢ vermis; L. candidum L. tiirlinde en yiiksek deger 1,65 adet yaprak olmustur. L.
martagon L. tiiriinden ise en yiiksek deger MS + 0,02 mg\l NAA yetistirme ortamina
ekilen embriyolardan bitkicik basina 2,77 adet yaprak ile elde edilmis; bu bitki igin en
diisiik deger ise 1/2 MS + 0,01 mg\l NAA yetistirme ortamina ekilmis embriyolardan

elde edilmistir.

L. regale, L. martagon L., L. bulbiflorum, L. canadense ve L. philadelphicum
bitkilerinde sogan skale eksplantlarinin GA ve paclobutrazol ilave edilmis MS kiiltiir
ortamina ekilmesi sonucu elde edilen bitki bagina ortalama yaprak olusumu degerleri
strastyla: kontrol uygulamasi 4,8 adet, 1,1 adet, 5,0 adet, 2,8 adet, 90,5 adet olarak
bulunmustur. GA eklenmesi sonucu bitki basina ortalama yaprak olusumu degerleri
sirastyla; 6,1 adet, 0,5 adet, 6,0 adet, 2,1 adet, 87,3 adet olarak kaydedilmistir.
Paclobutrazol uygulamasinda goriilen degerler sirastyla; 0,3 adet, 0,4 adet, 0,0 adet, 0,0
adet, 11,0 adet olarak goriilmiistiir (Pelkonen 2005).

Bitki basina diisen kok sayist ortalamasi L. candidum L. tiirintin ekildigi 1\2 MS + 0,02
mg\l NAA yetistirme ortaminda en yiiksek (6,05 adet/bitki) olmustur. Ayni tiiriin 1\2
MS + 0,02 mg\l NAA + 0,3 mg/l BAP yetistirme ortamina ekiminde ise en disiik
deger (1,00 adet/bitki) elde edilmistir. L. martagon L. tiirinde 1/2 MS uygulamasi
ortalama kok sayist verileri 2,50 adet ile en yiiksek degeri gostermistir. Diger

uygulamalarda kok sayisi diisiik bulunmustur.

Yapilan bir caligmada, biiyiimeyi diizenleyici uygulamasi olmamasi durumunda L.
nepalense bitkisinin kdk olusumu gostermedigini belirtmisleridir (Azadi ve Khosh-Khui
2007). Ancak L. longiflorum’ da ortama eklenen NAA biiyiimeyi diizenleyicisinin kok
sayisint olumlu derecede arttirdigi belirtilmistir. Aktif komiir ve NAA etkilerinin
arastirildigl caligmada, kok sayis1 degeri 1/2 MS ortaminda ortalama 2,7 adet olarak
bulunmustur. 1/2 MS + 1 g/l aktif komiir varlifinda kdk sayis1 ortalamasi 2,9 adet
olurken; 1/2 MS + 1,1 uM NAA uygulamasinda ortalama 4,7 adet olarak elde
edilmistir. 1/2 MS + 2,7 uM NAA yetistirme ortaminda ise ortalama 4,2 adet kok sayis1
kaydedilmistir (Nhut 1998). Ortama % 6 oraninda seker ilavesi ile elde edilen kok sayisi
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degerlerinde onemli bir artis goriildiigii belirtilmistir (Azadi ve Khosh-Khui 2007). 1/2
MS + 0,2 mg/l NAA uygulamasinin en yiiksek kdk sayisi degerini verdigi, en diisiik
kok sayis1 degerinin ise MS uygulamasindan elde edildigi goriilmiistiir (Nhut ve ark.
2006).

Kok uzunlugu bakimindan elde edilen veriler L. candidum L. embriyolarinin ekildigi
1\2 MS + 0,01 mg\l NAA, 1\2 MS + 0,02 mg\l NAA, MS + 0,01 mg\l NAA, MS +
0,02 mg\l NAA, 1\2 MS ve MS (Kontrol) yetistirme ortamlarinda en yiiksek degerleri
verirken; BAP eklenmis yetistirme ortamlari en disiik kok uzunlugu degerlerini
gostermistir. L. martagon L embriyolarimin ekildigi 1\2 MS + 0,01 mg\l NAA + 0,2
mg/l BAP yetistirme ortam1 en yiiksek degeri gostermistir. Elde edilen ortalama kok

uzunlugu degerleri bu bitki igin 11,10 mm ile 4,30 mm araliginda olmustur.

Zambkata 1/2 MS ve MS vyetistirme ortamlarina farkli dozlarda NAA ilavesi iizerine
yapilan bir ¢aligmada 1/2 MS + 0,5 mg/l NAA uygulamasi ortalama 0,38 cm ortalama
kok uzunlugu degeri vermistir. 1/2 MS + 1,0 mg/l NAA yetistirme ortamindan elde
edilen kok uzunlugu degeri ortalama 0,50 cm olurken 1/2 MS + 1,5 mg/l NAA
uygulamasindan ortalama 0,38 cm kok uzunlugu degeri bulunmustur. MS + 0,5 mg/l
NAA yetistirme ortamina ekilen sogan skalelerinden elde edilen ortalama kdk uzunlugu
degeri 0,88 cm olarak belirlenirken bu deger MS + 1,0 mg/l NAA yetistirme ortaminda
ortalama 1,66 cm olmustur. MS + 1,5 mg/l NAA uygulamasi ise ortalama 1,06 cm’ lik
kok uzunlugu degeri vermistir (Pandey ve ark. 2009).

0,2 mg/l IBA ile desteklenmis MS ortamina ekilen L. bosniacum sogan eksplantlarindan
saglikli gelisen siirgiinler ilk kok olusumunu 5 giin sonra gostermistir. Daha Onceki alt
kiiltiirde ortama eklenen sitokinin ¢esidine bagl olarak kok uzunlugunun 6nemli 6lciide
arttig1 kaydedilmistir. Bununla birlikte, BA ile desteklenen MS ortaminda bitki basina
daha yiiksek kok sayisi degeri elde edilirken TDZ ilave edilmis MS ortamindan en
yiiksek kok uzunlugu degerleri saglanmistir (Paric ve ark. 2011).

L. ledebourii bitkisinde yapilan bir ¢alismada, kis doneminde hasat edilen soganlardan

elde edilen sogan eksplantlart in vitro kiiltiire alinmistir. Farkli seker oranlarinin
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kullanildig1 arastirmada, ortamda % 3 seker varliginda ortalama kok uzunlugu degeri
10,98 mm olarak kaydedilmistir. % 6 seker ilavesinde ortalama kok uzunlugunun 19,28
mm oldugu goriilmiis, ortamda % 9 seker varliginda ise ortalama kok uzunlugu degeri
17,68 mm olarak kaydedilmistir. NAA ve BA biiylimeyi diizenleyicilerinin ortama ayni
oranda eklenmeleri sonucu (0,1 mg/l) elde edilen kdk uzunlugu degerleri % 3 seker
varliginda ortalama 12,39 mm; % 6 seker varliginda ortalama 23,64 mm; % 9 seker
varliginda ortalama 22,61 mm olarak belirlenmistir. NAA ve BA dozlarinin 0,5 mg/l
c¢ikarilmas1 sonucu ise % 3 seker varliginda kok uzunlugu ortalamast 7,36 mm; % 6
seker varliginda kok uzunlugu ortalamasi 24,27 mm; % 9 seker varliginda kok uzunlugu
ortalamasit 23,14 mm olarak bulunmustur. Ortama % 6 scker ilavesinin 3 hasat
doneminde de kok uzunlugunu arttirdigit ancak yiizde olarak sogan olusumu, bitki
basina sogancik sayisi ve bitki basina olusan sogancik agirligina herhangi bir etkisi

olmadig1 belirlenmistir (Azadi ve Khosh-Khui 2007).

Nhut ve ark. (2006) Vietnam’ da yaptiklar1 ¢aligmalarinda, 1/2 MS + 0,2 mg/l NAA
yetistirme ortamindan en yliksek ortalama kok uzunlugu degerini elde etmislerdir (60,7
mm). En disiik kok uzunlugu degeri ise ortalama 38,7 mm ile 1/2 MS + 1 g/l aktif

komiir uygulamasindan elde edilmistir.

Kok kalinliklart degerleri her iki tiir i¢in de 6nemli bulunmustur ve L. candidum L.
tiiriinde 1,30 mm ile 0,57 mm araliklarinda olusmustur. L. martagon L. embriyolarinin
ekildigi 1/2 MS + 0,02 mg\l NAA ve 1/2 MS + 0,02 mg\l NAA + 0,3 mg/l BAP
yetistirme ortamlar1 0,98 mm kok kalinliklari ile en yiiksek degerleri verirken; 1/2 MS

yetistirme ortami1 0,67 mm kok kalinligi ile bu bitki i¢in en son sirada yer almistir.

Iran’ da yapilan bir ¢alismada L. tresor ¢esidi ile ¢alisilmis ve kalsiyum kullaniminin

Lilium’ da kok kalinligint olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir (Seyidi ve ark. 2013).

Sonu¢ olarak; zambak bitkisinde embriyo kiiltiir yontemi calisilmak istendiginde;
embriyolarin, L. candidum L. tirtinde MS + 0,01 mg\l NAA ve L.martagon L. tiirtinde
1/2 MS + 0,01 mg\l NAA ve 1/2 MS + 0,02 mg\l NAA yetistirme ortamlarina ekimi

oOnerilebilir. Ancak, L.martagon L. tiiriinde ¢imlenme basarisinin arttirilmasina yonelik
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olarak, embriyolarin alinmadan 6nce tohumlarin diisiik sicakliklarda bekletilmesi veya

yetistirme ortamina GAj ilavesi gibi ¢alismalarin yapilmasi yararli olacaktir.
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