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Bu ¢alismada, Colchicum speciosum™un somatik embriyogenesis yontemi ile rejenerasyonu ve sentetik tohum iiretim
protokolleri arastirilmigtir. Somatik embriyogenesis’in arastirildigi denemeler kapsaminda eksplant kaynagi olarak
bitkinin kormlar1 kullanilmistir. Yapilan rejenerasyon arastirilmasinda 30 farkli konsantrasyon ve kombinasyonda BA (0,
0.1 ve 0.5 mg.I'") 2iP (0, 0.1 ve 0.5 mg.1""), NAA (0, 0.5, 1 ve 2 mg.1™") ve 2,4-D (0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg.1"") bitki biiyiime
diizenleyicileri igeren MS besiyeri denenmistir. Yapilan uygulamalarda 2 mg.I"! 2,4-D igeren MS besiyerinde (%46,66)
en fazla embriyojenik kallus olusumu, en yiiksek embriyo olusumu 2 mg.1! 2,4-D ve 2 mg.I"' 2,4-D + 0,1 mg.1* 2P
(%40) iceren MS besi yerinde gdzlemlenmistir. Bu ¢alismaya paralel olarak yapilan 2,4-D (2, 4 ve 6 mg.1™") ve 2IP (0.1
ve 0.5 mg.1"?) i¢eren diger ¢alismada 2,4-D (6 mg.1™!) igeren MS besi yerinde en yiiksek embriyojenik kallus (%73,33) ve
en yliksek somatik embriyo olusumu (%40) meydana gelmistir. Bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen kontrol
uygulamasinda herhangi bir gelisme olmamustir. C.speciosum tiiriinde 2,4-D (2 mg.I™!) igeren MS besiyerinde bitkicige
doniisiim saglanmistir. Calisma kapsaminda elde edilmis olan somatik embriyolar %3’liik Na alginat ile kaplanarak
sentetik tohum elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Colchicum speciosum, somatik embriyogenesis, in vitro, sentetik tohum
Investigation of Regeneration in Colchicum speciosum Using Somatic Embryogenesis Method
ABSTRACT

In this study, regeneration of Colchicum speciosum by somatic embryogenesis method and synthetic seed production
protocols were investigated. In the experiments investigating somatic embryogenesis, plant corms were used as explant
source. In the regeneration research, MS medium containing 2,4-D (0, 0.5, 1.0 and 2.0 mg.1""), BA (0, 0.1 and 0.5 mg.1™"),
2IP (0, 0.1 and 0.5 mg.I"!) and NAA (0, 0.5, 1 and 2 mg.1™!) plant growth regulators in 30 different concentrations and
combinations were tested. In the applications, the highest embryogenic callus formation (46.66%) was observed in MS
medium containing 2 mg.l"! 2,4-D and the highest embryo formation was observed in MS medium containing 2 mg.I"!
2.4-D and 2 mg.1"' 2,4-D + 0.1 mg.I"* 2iP (40%). In another study conducted parallel to this study containing 2,4-D (2, 4
and 6 mg.1™") and 2IP (0.1 and 0.5 mg.1™"), the highest embryogenic callus (73.33%) and the highest somatic embryo
formation (40%) occurred in 6 mg.1™! 2,4-D MS medium. There was no development in the control application not
containing plant growth regulator. In C.speciosum species, transformation into plantlets was achieved in MS medium
containing 2 mg.1"! 2,4-D. Synthetic seeds were obtained by coating the somatic embryos obtained within the scope of
the study with 3% Na alginate.

Keywords: Colchicum speciosum, somatic embryogenesis, in vitro, synthetic seed

GIRIS

Colchicum, Colchicaceae familyasi igerisinde yer
almaktadir. Bahgecilik, siis bitkisi ve ilag sanayi igin
metabolit liretimi agisindan dnemli bir yere sahiptir
[1]. Tiirkiye, Colchicum tiirlerinin sayis1 bakimindan
en zengin bolgelerden biridir ve gen merkezi olarak
goriilmektedir. Diinya ¢apinda 99 tiirle temsil edilir.

*Sorumlu yazar / Corresponding author: asliagar @ gmail.com

Bu tiirlerin 47°si (49 takson) Tiirkiye’de yetisir ve
bunlarin 35 tanesi endemiktir. Cigeklenme zamanina
gore ilkbahar ve sonbahar olarak 2’ye ayrilmaktadir.
Tiirlerin yaklasik %60°1 sonbaharda ¢igek agan ve
histerantus yapraklara sahip tiirlerdir [2, 3, 4].
Sentetik tohum in vitro ¢ogaltim yontemlerinden
biri olan somatik embriyogenesis’in kullanim alanlari
arasinda yer almaktadir. Bundan dolay1 in vitro
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kosullarda bitki elde edilmesi ve bitkinin muhafaza
edilerek korunmasi ac¢isindan Onemlidir. Sentetik
tohum iiretim yontemi ile in vifro c¢alismalar
kargilagtirildiginda eksplantlarin canli kalma ylizdesi
bliyiik  oranda  arttirilabilmektedir. =~ Somatik
embriyolar ve embriyojenik kalluslar kullanilarak
sentetik tohum elde edilmektedir. Elde edilen sentetik
tohumlar, tohumla gogaltilmalar1 zor olan bitkilerin
cogaltilmasi, nesli tilkenme tehlikesi altinda olan
bitkilerin neslinin devam ettirilmesi ag¢isindan ve
diger yandan da ekonomik olarak biiyiik bir 6neme
sahiptir. Somatik embriyolar kullanilarak elde
edilmis olan sentetik tohumlardan klonal ¢ogaltim
yapilmakta ve zigotik embriyolarda oldugu gibi
genetik  acilim  goriilmez.  Doku  kiiltiirii
caligmalarindan elde edilmis olan somatik embriyolar
kullanilarak olusturulan sentetik tohumlar bitkilerin
klonal c¢ogaltimda kullanilmasi, endemizm orani
olduk¢a yiiksek olan Colchicum gibi g¢ogalma
katsayis1 diisiik tiirlerin gogaltilmasi i¢in énemlidir.
Bundan dolay1 bu c¢alismada  Colchicum
speciosum’da somatik embriyogenesis yontemi ile
rejenerasyonu arastirilmistir.

MATERYAL VE METOT
Materyal
Sonbahar doneminde ¢iceklenen Colchicum

speciosum Stev. (2n=38) iilkemizde Kuzey Anadolu
bolgesinde yer alan illerin  700-2600 m
yiiksekliklerde yer alan orman ve kayalik bolgelerde
bulunmaktadir [3].

Metot

Calisma Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Bolimii Bitki Biyoteknoloji
Laboratuvarinda yapilmigtir.  Bitkisel —materyal
Samsun, Atakum, Erikli koyli mevkiinden
toplanmistir (36°03'33,9"K; 41°21'39,9"D).
Toplanan bitkilerin bir kismi kok bolgeleri topraktan
arindirildiktan  sonra  kese kagitlart  igerisine
koyularak +4°C’de c¢alisma botunca muhafaza
edilmistir. Diger bitkiler ise sera kosullarinda
torf:perlit:kum (1:1:1 v/v/v) karisimi iceren saksilara
dikilmistir.

*Yiizey Sterilizasyonu: Colchicum speciosum
kormlar1 in vitro c¢aligsmalarda eksplant kaynagi
olarak kullanilmistir. Colchicum speciosum bitkisi
araziden toplandiktan sonra in vitro ¢caligma yapilacak
olan laboratuvara getirilerek yaprak ve cicekler
temizlenerek sadece kormlarin tek kalmasi
saglanarak temizleme ve ayiklama iglemi yapilmistir.
Cogunlukla hastalik belirtisi bulunmayan bitkiler
tercih edilmistir. Bu iglemler yapildiktan sonra
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calismanin en Onemli ve ilk asamasi olan yiizey
sterilizasyonu yapilmustir.

Sterilizasyon isleminde oncelikli olarak musluk
suyu altinda 20 dakika bekletilen Colchicum
kormlar1, sonra antibakteriyel sivi sabun ile yikanan
kormlar ¢eker ocak icinde Fungusit’te (%0.1°lik) 1
dakika ardindan HgCl> (%0.2°’lik) 20 dakika
bekletilip ardindan saf su yikanmistir. Bu
uygulamalardan sonra laminer akimli steril kabin
icerisinde %70’lik EtOH 3 dakika, steril saf su ile
durulama ve igerisinde 3 damla Tween 20 eklenmis
%30’luk Sodyum Hipoklorit (NaOH) 30 dakika,
sonra 3 defa steril saf su ile durulama islemi yapilarak
yiizey sterilizasyon islemi tamamlanmustir,

sEmbriyojenik  Kallus ve Somatik Embriyo
Gelistirme Ortami: Calismada optimum somatik
embriyogenesis ortamini belirlemek amaciyla 2 MS
(Murashige ve Skoog, 1962) temel besi ortami olarak
kullanilmistir. Bu calismada embriyojenik Kallus ve
somatik embriyo gelistirme igin optimum ortam
sartlarm1  belirlemek  amaciyla  rejenerasyon,
embriyojenik kallus ve somatik embriyo olusumu i¢in
bliylime diizenleyicisi olarak 2.,4-D (0, 0.5, 1, 2
mg.1"), BA (0, 0.1, 0.5 mg.I™), 2iP (0, 0.5, 1, 2
mgl?') ve NAA (@O, 05 1, 2 mglh
kombinasyonlarini igeren 30 farkli MS besi yeri
kullanilmistir. Kullanilan besi ortamlarina 2,2 mg.1™!
MS, 0.5 g.I! aktif karbon, 30 g.I™' sakaroz, 4 g.1™!
gelrite eklenmistir. Bu calismalardan elde edilen
veriler dogrultusunda 2,4-D (2, 4, 6 mg.l™) ve 2IP
0.1, 0.5 mgl?') farkli  konsantrasyonlari
kullanilmistir. Hazirlanan besi ortamlar1 pH'1 5,7’ ye
ayarlandiktan sonra sterilizasyon iglemi yapilmistir.
Yiizey sterilizasyonu ve somatik embriyogenesis
caligmalarina baglamadan 6nce biitiin alet ekipmanlar
15 dakika 121°C’de 1,05 atmosfer basing
kosullarinda, otoklav igerisinde sterilizasyon islemi
yapilmigtir. Caligma siiresince steril kosullarin
saglanmasi icin steril kabin igerisinde kullanilan
aletler %96’lik etil alkolde 2 saniye bekletildikten
sonra elektrikli sterilizatorde bekletilerek steril
kosullar saglandiktan sonra alt kiiltiir ve transfer
igslemleri gergeklestirilmigtir.

Yiizey sterilizasyon islemi tamamlanan kormlar,
3-4 mm ¢apinda kesilerek her petriye 5 adet olacak
sekilde yerlestirilmistir. ~ Eksplantlar  biiyiime
odasinda 25+1°C karanlik kosullarda kiiltlire alinarak
gelismeleri gbzlemlenmistir. Eksplantlarin
embriyojenik kallus ve somatik embriyo olusumlari
gozlemlenene kadar alt kiiltiir islemleri 4 haftada bir
olacak sekilde yapilmustir.

*Cimlendirme Ortami: Elde edilen embriyojenik
kallus ve somatik embriyo olusumlari ¢cimlendirilmek
tizere icerisinde bitki biiyiime diizenleyicisi olarak 2
mg.I"' GAs + 0.1 mg.I™! BA, 1 mg.I"! prolin, 30 g.1™!
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sikroz ve 3.5 gl'gelrite eklenmis olan MS
ortaminda, diger kismi ise hormonsuz MS ortaminda
cimlendirilmek iizere 25+1°C biiylime odasi
kosullarinda (16 fotoperiyodisite, beyaz floresan 151k)
kiiltiire alinarak gelisimleri gdzlemlenmistir.

sSentetik Tohum Elde Edilmesi: Colchicum
speciosum’dan elde edilen embriyojenik yapilar
enkapsiile edilmistir. Sentetik tohum denemelerinde,
iki ayr kiiltiir ortamu kullanilmigtir: 2 MS ve Rugini
Olive Medium (ROM, Rugini, 1984). Her bir besi
yerinde 1 g.I"'prolin ve 0.05 gl spermin olan ve
olmayan besi ortamlar1 kullanilmistir. Enkapsiilasyon
denemelerinde kontrol olarak, igerisinde bitki
bliyiime diizenleyici olmayan MS ve ROM besi
yerleri kullanilmistir.

Kullanilacak olan embriyolar yakin benzerlikte
olacak sekilde uygun sayida se¢ilmis ve %3 aljinat +
MS-ROM ¢ozeltisi (%3 Na-alginat+"Ca igermeyen
s1ivi MS-ROM) igerisine atilmistir. Cozelti igerisinde
30 dk 25°C’de bekletildikten sonra, pipet uglar
kullanilarak aljinat ile kaplanmis embriyolar
cekilerek yavas bir sekilde 100 mM CaCl: igeren
cozeltiye aktarilmigtir (stirekli c¢alkalama islemi
yapilarak sentetik tohumlarin birbirine yapigmasi
engellenmistir). Damlatma igleminin devaminda 10
dakika CaCl. soliisyonunda bekledikten sonra dist
sertlesen ve seffaf boncuk goriiniimiinii alan sentetik
tohumlar metal filtreye aktarilmistir. Sentetik
tohumlarin yiizeyindeki kalsiyum kloriir ¢ozeltisini
bir filtreye koyup ve steril saf suyla birka¢ kez
durulayarak  uzaklastirildiktan  sonra  sentetik
tohumlar daha sonra kurumasi igin steril kurutma
kagidi iizerine yerlestirilmistir.

Elde edilen sentetik tohumlarin rejenerasyon
yeteneklerini koruyup korumadiklarmi belirlemek
icin 1 mgl!' BA, 1 mgl' 24D ve
kombinasyonlarini igeren MS ve ROM besi yerlerine
aktarilarak kiiltlire alinmigtir (25°C’de karanlikta).

*Histolojik Analizler: Deneme sonucunda elde
edilen embriyojenik kallus olusum asamalarini
belirlemek i¢in histolojik analizler yapilmistir.

a) Eksplantlarin Fiksasyon Soliisyonu Igerisine
Alimmasi: Eksplantlar (FPA:formaldehit: propiyonik
asit: alkol) (900 ml %70’lik alkol + 50 ml propiyonik
asit + 50 ml formaldehit) soliisyonu igerisine
almmustir.

b) Orneklerin Parafin Bloklar I¢ine Alimmast:
Fiksasyon soliisyonundaki eksplantlar, parafin
bloklar igerisine yerlestirilmeden once sira ile %70
(300 ml saf su + 500 ml %96’lik etil alkol+200 ml
tersiyer biitil alkol), %85 (100 ml saf su+500 ml
%96’l1ik etil alkol+350 ml tersiyer biitil alkol),
%95(450 ml %96°lik etil alkol+550 ml tersiyer biitil
alkol), %100 (200 ml %96’lik etil alkol+800 ml
tersiyer biitil alkol) konsantrasyona sahip Johansen

coOzeltisi igerisinde bekletilmistir (Cizelge 1).
Fiksasyon isleminden sonra ornekler, her bir alkol
konsantrasyonunda 2 saat bekletilerek vakum altinda
30-35 dakika siireyle vakumlama iglemi yapilmistir.
Daha sonra, tersiyer butil alkol (TBA-1) sivist
icerisinde 1 gece, TBA-2 ve TBA-3 sivilar1 igerisinde
3’er saat bekletilmis ve petri kaplar1 igerisinde 60-
65°C’de eritilen sivi parafin igerisine konulmustur.
Etiivde 60-65°C’de 2-3 giin siireyle tutulduktan
sonra, etiiv disma alinmus, buz iizerinde hizla
sogumaya birakilmis ve sertlesmesi saglanmistir.

c) Parafin Bloklar Icerisindeki Orneklerin
Kesitlerinin ~ Alinmasi:  Rotasyon  mikrotom
kullanilarak, tahta bloklar iizerine alinan 6rneklerden
8 um kalinliginda kesitler alinmistir. Daha sonra,
orneklerden alinan kesitler lamlara yerlestirildikten
sonra 35-40°C sicakligindaki sicak yiizey (hot plate)
tizerine konulmustur. Sicak ylizey tizerindeki her bir
lam’a bir damlalik yardimiyla saf su ilave edilmistir.
Bu islemlerden sonra, lam iizerindeki kesitler bir gece
boyunca 30-35°C’deki etiiv igerisinde bekletilmistir
(Eti, 1987).

d) Kesitlerden Alinan Orneklerin Boyanmasi:
Lamlar, lam tasiyicilari lizerine yerlestirilmis ve 10’ar
dk. ksilol-1, ksilol-2’de bekletilmis, parafinin erimesi
ve Orneklerden ayrilmasi saglanmigtir. Bu asamada
ornekler, ilk olarak izopropil alkol-1 ve izopropil
alkol-2’de 5’er dk., daha sonra %96’dan baglayarak
strastyla %70, %40 ve %20 olacak sekilde dereceleri
azalan alkol kiivetlerinde ve son olarak da saf su
igerisinde 3’er dk. bekletilmistir.

«Deneme Plani ve Istatistiksel Analizler: Calisma
kapsaminda somatik embriyogenesis denemeleri 3
tekerriir ve her tekerriirde 5 petri ve her petri
igerisinde 5 eksplant olacak sekilde tesadiif parselleri
deneme diizenine goére planlanmistir. Kiiltiire alinan
eksplantlar 4 haftada bir alt kiltiir yapilmistir.
Sentetik tohum denemeleri 3 tekerriir (3 tekerriir x 5
petri x10 eksplant) olacak sekilde planlanmistir. Elde
edilen verilerin ylizde degerleri hesaplandiktan sonra
ac1 transformasyonu uygulanmistir.  Verilerin
analizinde JMP (versiyon 9) paket programi
kullanilmigtir.  LSD  (P<0.01) testi yapilarak
ortalamalarin 6nem dereceleri karsilagtirilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA
Yiizey Sterilizasyonu
Calismas1 kapsaminda, C.speciosum tiirliniin

kormlarina uygulanan sterilizasyon yontemi (musluk
suyu; 20 dk., %0.1 fungusit; 1 dk., %0.2 HgCla; 20
dk., saf su ile durulama %70 EtOH; 3 dk., saf su ile
durulama %30 NaOClI; 30 dk.) sonucunda somatik
embriyogenesis denemesinde sonrasinda %60
oraninda basari elde edilmistir.
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Somatik Embriyogenesis

Optimum somatik embriyogenesis protokollerini
olusturabilmek icin; C.speciosum tiiriinde 2,4-D (O,
0.5, 1,2 mgl"), BA (0, 0.5, 1, 2 mg.I™), 2iP (0, 0.5,
1, 2 mg.1l™") ve NAA (0, 0.5, 1, 2 mg.]™")’nin farkli
konsantrasyonlarda kombinasyonlarint iceren MS
ortami denenmistir. Yapilan denemeler sonucunda
siskinlesme, embriyojenik kallus, somatik embriyo
verileri dogrultusunda 2,4-D (2, 4, 6 mg.1™") ve 2iP
(0.1, 0.5 mg.I"") farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak
yeni bir deneme kurulmustur. Elde edilen
embriyojenik yapilarin bir kismu ¢imlendirilmek
iizere 2 mg.l™" GAs + 0.1 mg.I"! BA, 1 mg.l™! prolin,
30 g.1" siikroz ve 3.5 g.1" gelrite igeren MS ortamina
ve hormonsuz MS  ortamina  aktarilmistir.
Emriyojenik yapilarin diger kismi ise sentetik tohum
elde etmek i¢in enkapsiile edilmistir. BBD igermeyen
kontrol grubunda, NAA ve NAA + BA, NAA + 2iP
kombinasyonlarinda herhangi bir gelisme olmamistir

(Cizelge 1).

Siskinlesme

C.speciosum tiiriinde yapilan somatik
embriyogenesis ¢aligmasinda, deneme kurulduktan 5
hafta sonra siskinlesme geligimleri gézlemlenmistir.
Sigkinlesme olusum oranlarina besi yerlerinin etkisi
istatiksel olarak Onemli bulunmustur (Sekil 1).
Yapilan deneme sonucunda en yiiksek siskinlesme
orant %80 ile 2 mg.1™! 2,4-D igeren MS besi yerinde
elde edilmistir. En diisiik siskinlesme oran1 %20 ile 2
mg.I"' 2,4-D + 0,1 mg.I"' BA, 0,5 mg.1™* 2,4-D ve 0,5
mg.1" 2,4-D + 0,1 mg.1"! 2IP iceren MS besi yerinde
elde edilmistir.

B 4
§EY ’

2 mgl' 2,4-D + 0,1 mg.I" 2IP elde edilen siskinlesme yapilari (a, 2

mg.1"' 2,4-D + 0,5 mg.1"' 2IP elde edilen siskinlesme yapilari (b), 2 mg.1"!

2,4-D elde edilen siskinlesme yapilari

Sekil 1. Eksplantlar kiiltiire alindiktan 5 hafta sonra
olusan siskinlesme yapilari

Kallus Olusum

C.speciosum’da yapilan somatik embriyogenesis
denemesinde 12. haftadan itibaren embriyojenik
kallus olusumu goézlemlenmeye baslanmistir.
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Embriyojenik kallus olusumlari yogun olmamakla
beraber acik kahverengi ve sar1 renkte olup sert
yapida olduklar1 gozlenmistir. Embriyojenik kallus
olusum oranlarma besi yerlerinin etkisi istatiksel
olarak 6nemli bulunmustur (Sekil 2). En yiiksek
embriyojenik kallus olusumu %46,66 oran ile 2
mg.1™ 2,4-D igeren MS besiyerinde elde edilmistir.
En diisiik embriyojenik kallus olusumu %20 ile 1
mg.l" 2,4-D iceren MS besi yerinde meydana
gelmistir.

2mg.l"2,4-D +0,1 mg.1"' 2P elde edilen kallus yapilari (a), 2 mg.1"* 2,4-
D + 0,5 mgl" 2IP elde edilen kallus yapilar1 (b), 2 mg.I"* 2,4-D elde
edilen kallus yapilar (c), 4 mg.I"' 2,4-D’de ortaminda elde edilen kallus
yapilari (d), 6 mg.1"! 2,4-D elde edilen kallus yapilari (e), 1 mg.1"! 2,4-D
elde edilen kallus yapilari (f)

Sekil 2. Eksplantlar kiiltiire alindiktan 12 hafta sonra
olusan embriyojenik kallus yapilar

Embriyo Olusumu

C.speciosum’da elde edilen kalluslar iizerinden
21. Haftadan itibaren somatik embriyolar olusmaya
baslamistir. Elde edilen embriyojenik yapilar, agik
sar1 renkli ve kompakt yapidadir (Sekil 3). Somatik
embriyo olusum oranlarina besi yerlerinin etkisi
istatiksel olarak o6nemli bulunmustur. Somatik
embriyo olusum degerleri incelendiginde, en yiiksek
embriyo olusumu, %40 oran ile 2 mg.I™! 2,4-D ve 2
mg.1" 2,4-D + 0,1 mg.I"' 2IP igeren MS besiyerinde,
elde edilmistir. En diisiik embriyo olusumu ise
%11,66 oranile 1 mg.1™"' 2,4-D + 0,1 mg.1™! 2ip igeren
MS besiyerinde elde edilmistir.

Optimum somatik embriyogenesis protokoliinii
belirlemek i¢in yapilan ilk denemede embriyo
olusumu en yiiksek olan 2 mg.l™ 2,4-D+0,1 mg.I™!
2IP, 2 mg.I"' 2,4-D+0,5 mg.1"* 2iP ve 2 mg.I"' 2,4-D
iceren MS besiyerlerinde, ayrica 2,4-D’nin yiiksek
konsantrasyonlarinda (4-6 mg.l™) 2. kez aym
boélgeden ciceklenme doneminde toplanmis olan
C.speciosum’a ait genotiplerde yeni deneme
kurulmustur (Cizelge 2). Colchicum speciosum
tiiriinde yapilan bu deneme sonucunda besi yerlerinin
sigkinlesme, embriyojenik kallus ve somatik embriyo
olusumlarina etkisinin istatistiksel olarak 6nemli
oldugu saptanmistir, Bitki biiylime diizenleyicisi
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icermeyen kontrol grubunda herhangi bir gelisme
olmamustir.

2 mgl? 2,4-D + 0,1 mg.l" 2IP elde edilen globular, kalp ve torpedo
asamadaki embriyolar (a), 2 mg.I"! 2,4-D + 0,5 mg.l" 2iP elde edilen
globular asamadaki embriyo ve embriyojenik kallus (b), 2 mg.1"! 2,4-D
elde edilen globular asamadaki somatik embriyolar (c), 4 mg.I"' 2,4-D’de
ortaminda elde edilen torpedo agamadaki somatik embriyo (d), 6 mg.1™!
2,4-D elde edilen globular, kalp agsamasindaki somatik embriyolar (e), 1
mg.l"! 2,4-D elde edilen globular asamadaki somatik embriyolar (f),
(g:globular, h:heart, t:torpedo, c:cotyledon, EC:embriyogenik callus)

Sekil 3. Eksplantlar kiiltiire alindiktan 21 hafta sonra
olusan somatik embriyolar

Eksplantlar kiiltiire alindiktan sonra 4. haftadan
itibaren siskinlesme meydana gelmistir. Elde edilen
verilere gore en yiiksek siskinlesme %100 oran ile 4
mg.l" 24-D iceren MS besiyerinde en diisiik
sigkinlesme orami %60.00 ile 2 mg.I™* 2,4-D + 0,1
21P

mg.1™! iceren MS besiyerinde oldugu
belirlenmistir.
Embriyojenik  kallus olusumlar1  eksplantlar

kiiltiire alindiktan 8 hafta sonra olusmaya baglamustir.
En yiiksek embriyojenik kallus %73,33 orani ile 6
mg.l? 24-D iceren MS besi yerinde oldugu
belirlenmistir. En diisiik embriyojenik kallus olusumu
ise %60 oran ile 2 mg.1"' 2,4-D + 0,1 mg.I"! 2IP iceren
MS besiyerinde meydana gelmistir.

Bu denemede somatik embriyolar eksplantlar
kiiltire alindiktan 16 hafta sonra olugsmaya
baglamistir. Elde edilen veriler dogrultusunda en
yiiksek somatik embriyo %40 oran ile 6 mg.1™" 2,4-D
MS besiyerinde en diisiik somatik embriyo %13,33
orant ile 2 mg.I™ 2,4-D igeren MS besiyerinde elde
edilmistir.

Denemede kullanilan MS besi yerlerinde 21.
haftada somatik embriyolar olusmaya baslarken diger
yandan es zamanli olarak kullanmilan farkli genotip
eksplantindan bitkicik olusmaya baglamistir Yapilan
calismada 6n denemede 2 mg.l! 2,4-D igeren MS
besiyerinde 21. haftada bitkicik gelisim asamalart
olusmaya baglamis ve 3 haftalik siire igerisinde tam
bir bitki elde edilmistir. {1k dnce iist aksam meydana
gelmeye baglamig ardindan kok yapisi ve yesil aksam
olusmustur. Elde edilen bitkicik organojenik yapida
oldugu gozlemlenmistir. Yesil aksami olusan
bitkicikte aklimatizasyon islemi yapilmistir (Sekil 4).

Cizelge 1. Colchicum speciosum tiiriinde farklit MS
besi yerlerinin siskinlesme, embriyojenik
kallus ve somatik embriyo olugum oranlar1 (%)

Colchicum speciosum
Besi Siskinlesme Embriyojenik Somatik
Yeri (%) Kallus (%) Embriyo (%)
Kontrol 0 0 s
-1 -
?—%,Tilg.lz;‘]gg 0 0 0
-1 -
I
1 mgl'24-D 60 b (50,77) 33,33 be (35,26) | 31,66 b (34,24)
-1 -
10rfllgilg.%f‘B13\+ 0 0 0
-1 -
10rgg1.111g.%fB11+ 0 0 0
’ ré’ilg.ll—zf‘]‘;i *|80a(6344) | 46,662 (43,09 | 40a(39,23)
zorfllgé;;.%fﬁ%r 20d(26,57) 0 .
-1 -
20rgg;1g.ffB?§+ 0 0 0
Of omrﬁgllf%;ﬁ? 20 d (26,57) 0 o
3’%,?%;,;3’%3 20d (26,57) 0 .
2’%2?11'1;1,2;;? 26,66 cd (31,09) 0 o
10r,r11g£é.ff;1)l>+ 33,33¢(3526) | 40ab(39.23) | 11,66c (19.97)
1012% ;.%;,43?; 33,33 ¢(35,26) [28,33 cd (32,16) | 13,33 ¢ (21,41)
2013[;%;]’ ;.%;,43?; 33,33 ¢ (35,26) [33.33 bc (35,26)| 40a (39,23)
2Orgg£;f;1)[)+ 26,66 cd (31,09) 23,33 de (28.88) | 30b (33,21)
=
O(S)rlniliglf gi ! 0 0 0
=
0’3,?rgr;lg.l§gi * 0 0 0
B
IOI,I;gr.rllg.{\’I‘A];A‘A+ 0 0 0
=
i R R
=
N I R
=
2()I,Iggr.rllg.{\’I‘A];A‘A+ 0 0 0
B
O’SOm,f'gl. r'l\lz?PA i 0 0 0
=
O(S)rlniliglf ?iAP i 0 0 0
=
PamET o ; 0
=
1 mfnl‘glEI/;r? + 0] 0 o -
=
lorﬁgr-:lgﬁ%+ 0 0 0
E
]Orggr.:lg.?lg?; 0 0 0
B
2 mfnlg]fljgr? + 0] 0 0 -
=
Zofﬂgr.rllg.{tf%+ 0 0 0
=
Zofggr.:lg-?flAﬁ; 0 0 0

LSD(o,0s) Rejenerasyon=3,01,

Embriyo=1,73

LSD(o,05) Kallus=2,24, LSD (o,05)

Parantez igerisindeki degerler ylizde degerlere ag1 transformasyonu
uygulanmis degerlerdir. Farkl harfler farkliliklart belirtmektedir.
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Cizelge 2. Colchicum speciosum tiirinde meydana
gelen siskinlesme, embriyojenik kallus ve

somatik embriyo orani (%)

Besi Colchicum speciosum
Yeri Siskinlesme Embriyojenik Somatik
(%) Kallus (%) Embriyo (%)
Kontrol 0 0 0
—1
ZOITllgilg.%f;i)lj 60,00 b (50,77) | 60,00 a (50,77) {30,00 ab (33,21)
—1
zo‘flsgil gf:f‘;t)lf 86,67 a (68,59) | 66,67 a (54,74) | 20,00 b (26,57)
2mg.l'24-D |93,33a(75,03) | 53,33 b (46,91) | 13,33 bec (21,41)
4mgl'24-D 100,00 a(90,00)| 66,67 a (54,74) |26,67 ab (31,09)
6mg.l"'24-D | 86,67 a(68,59) | 73,33 a (58,91) | 40,00 a (39,23)

LSD(o,05) Rejenerasyon=15,91,
Embriyo=14,52

Parantez igerisindeki degerler yilizde degerlere aci transformasyonu
uygulanmis degerlerdir. Farkl harfler farkliliklart belirtmektedir.

LSD(0,0S) Kallus=17,18, LSD(0,0S)

On deneme ve ana denemede kullanilan
ortamlarin hormon ve ortam igeriginin ayni
konsantrasyonda olmasina ragmen elde edilen
sonuglar arasinda farkliliklar vardir. Ayrica ana
denemede elde edilen siskinlesme, embriyojenik
kallus ve somatik embriyo olusumlarinin 6n

denemeye gore daha erken olustugu gozlemlenmistir.
Calismada genotip etkisinin 6n plana ¢iktig1
diistiniilmektedir.

Yaylhs gosterdigi alandan toplanan bitki (a), Laboratuvar ortamimdaki
korm (b), Korm eksplantlarinin kiigiik parcalara ayrilmasi (c), Korm
eksplantlarinin besi yerlerine aktarilmasi (d), Rejenerasyon asamasindaki
eksplant (e), Embriyojenik kallusun olugmasi (f), Somatik embriyolarin
olugmasi ve uzamalarin meydana gelmesi (g), Uzama sonucu elde edilen
Siirgiin yapis1 (h), Kok ve siirgiin yapisina sahip bitkicik (1), Cimlendirme
ortamina alindiktan sonra meydana gelen yesil aksam (i)

Sekil 4. Colchicum speciosum’da bitkicik elde etme

asamalari

Cimlendirme
C.speciosum tiriinde somatik embriyogenesis
denemeleri kapsaminda elde edilen somatik

embriyolar ¢imlendirilmek iizere ve elde edilen
bitkicik ise gelisim gostermesi i¢in 2 mg.1™! GAs + 0.1
mg.l™" BA, 1 g1 prolin, 30 g.I"! siikroz ve 3.5 g.I"!
gelrite iceren MS besi yerinde kiiltiire alinmustir.
Olusan somatik embriyolar ¢imlendirme ortamina
aktarildiktan 5 hafta sonra bu yapilarda siirgiin
benzeri uzamalar meydana gelmistir (Sekil 5).
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2 mg.l"'2,4-D + 0,1 mg.I"! 21P elde edilen siirgiin benzeri uzamalar (a), 2
mg.l"! 2,4-D + 0,5 mg.I'! 2iP elde edilen siirgiin benzeri uzamalar (b), 2
mg.I™" 2,4-D elde edilen siirgiin benzeri uzamalar (c), 4 mg.1™" 2,4-D’de
ortaminda elde edilen siirgiin benzeri uzamalar (d), 6 mg.l™" 2,4-D elde
edilen siirgiin benzeri uzamalar (e), 1 mg.l"! 2,4-D elde edilen siirgiin
benzeri uzamalar (f)

Sekil 5. Cimlendirme ortamina Elde edilen somatik
embriyolarin alinmasi

Histolojik Veriler

C.speciosum tiriinde somatik embriyogenesis
denemesi kurulduktan 12 hafta sonra olusan 2 mg.I™!
2,4-D igeren MS ortaminda elde edilen embriyojenik
kalluslarda histolojik analiz caligmasi
gerceklestirilmistir. Eksplant {izerinde meydana
gelen kallusun embriyojenik asamaya gecip
gegmediginin arastirildigi bu calisma sonucunda,
kallusun globiiler embriyo sathasinin ilk agamasinda
oldugu tespit edilmistir (Sekil 6).

Sekil 6. C.speciosum tiriinde 2 mg.1™! 2,4-D igeren
MS ortaminda meydana gelen embriyojenik
kallusun goriintiisti  (a), Histolojik analiz
sonucunda, embriyojenik kallusun globiiler
embriyoya donilisiminiin ilk safhasinin
goriintiisii (b-d)

Sentetik Tohum

Sentetik tohum elde etmek i¢in yapilan caligmada
%3’1liik Na Alginat kullanilarak kaplanan ¢alismada 2
farkli besi yeri (MS ve ROM) ve her besi yeri i¢in 1
g.1"" prolin ve 0.05 g.1"! spermin olan ve olmayan besi
yerleri kullanilmigtir. BA ve 2,4-D bitki biiyiime
diizenleyicisi olarak kullanilmistir. Sentetik tohum

denemeleri C.speciocum tiirlerine ait somatik
embriyolar kullanilmigtir. Enkapstilasyon
uygulamalarinda  bitki  biliyime  diizenleyici
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icermeyen MS ve ROM besi yerleri kontrol olarak
kabul edilmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda
iiretilmis olan sentetik tohumlarda c¢imlenme

meydana gelmemistir (Sekil 7).

Embriyolarin steril filtre kagitlar tizerinde kesilmesi (a), Embriyolarin
sodyum aljinat igine aktarilmasi (b), Embriyolarmn kalsiyum kloriir
igerisine mikropipet ile alinmasi (c), Sentetik tohumlarin steril saf su ile
yikanmasi (d-e), Polimerize olmus sentetik tohumlar (f-g), Sentetik
tohumlarin besi ortamlarina aktarilmasi (h), Kiiltiir ortamima aktarilan
sentetik tohumlarin 7. giindeki goriintiisii (1)

Sekil 7. Sentetik tohum {iretimi

Tirkiye, cografi konumu sahip oldugu iklim,
topografik ozellikleri ve jeolojik yapisindan dolayi
Diinyanin en zengin biyolojik ¢esitliligini barindiran
iilkelerinden birisidir. Tiirkiye Akdeniz, Avrupa-
Sibirya ve iran-Turan bdlgelerini iginde yer alan sekiz
biyogesitlilik merkezinin kesistigi noktada yer
almaktadir [5]. Tiirkiye bitki ortiisiinde dogal olarak
yayilis gdsteren yaklagik 12000 bitki tiirli bulunmakta
ve bunlarin 3000°den fazlas1 endemik olarak yayilis
gostermektedir [6]. Ulkemiz florasi biyogesitlilik
oldukga yiiksek olup 500°den fazla soganl bitki tiirii
yer almaktadir [7]. Colchicum tiirlerinin yumrular1 ve
tohumlart yiizyillardir geleneksel tipta
kullanilmaktadir. Diger yandan Astim, kirmizi
bagirsak ve romatizma tedavisinde kullanildig
bilinmektedir [8, 9, 10]. Somatik embriyogenesis
Bitki biyoteknolojisi doku kiiltlirii i¢erisinde yer alan,
bitkilerin somatik hiicre ve dokularindan embriyo
elde edilmesidir. Somatik embriyogenesis ¢aligmalari
ile uygun eksplant kaynaklar1 {retilerek genetik
mithendisligi ¢aligmalarina kaynak olusturmaktadir.
Somatik embriyogenesis ¢aligmalar1 {ilkemiz ve
diinya i¢in 6nemli olan endemik tiir ve gesitlerin in
vitro muhafazasi i¢in 6nemlidir.

Giiniimiiz modern tibbinda ise Colchicum yumru
ve tohumlarindan elde edilen kolhisin terapdtik aktif
alkaloid kaynag olarak kullanilmaktadir [11]. Tibbi
aromatik bitkiler i¢erisinde yer alana ac1 ¢igdemin tek
ya da ¢oklu ¢igek yapisina sahip olmasindan dolay1
siis bitkisi potansiyelini 6n plana ¢ikarmaktadir.

Colchicum tiirlerinin yeni kesfedilen tiirler arasinda
yer almakta ve bundan dolayr cesit gelistirme
calismalarin1  geciktirmektedir  [3].  Colchicum
tiirlerinde ana yumru yilda bir tane yavru yumru
verdikten sonra kaybolmakta, tohumlarinin ¢cimlenme
oraninin diisiik ve diizensiz olmasindan dolay1
cogaltim kat sayis1 diigiiktiir [12].

Yetistigi dogal ortamindan toplanmis olan
Colchicum speciosum kormlarinda %2’lik HgCl ile
ylizey  sterilizasyonu  basarilh  bir  sekilde
tamamlanmistir. Geofitler yasamlarini toprak altinda
sirdiirirken bazi mikroorganizmalar ve birgok
hastalik  etmeni ile bulasik  olmaktadirlar.
Biyoteknolojik ¢aligmalar icerisinde yer alan doku
kiiltiiri  calismalar1  steril kosullarda yapilma
zorunlulugu vardir. Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda
enfeksiyon c¢alismanin basart oranint olumsuz
etkilemektedir. Yasamlarimi toprak alt1 organlariyla
devam ettiren geofitlerle yapilan in vitro ¢calismalarda
kargilagilan en biiylik sorun yiizey sterilizasyonudur
ve c¢alismalarda ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin
cogunlugunun endojen kaynakli oldugu
disiiniilmektedir. Toprak alt1 organlarina uygulanan
yogun sterilizasyon agamalarina ragmen bulasiklik
calisma siiresince ¢ikmaktadir. Bundan dolay1
yapilacak olan sterilizasyon yontemi, eksplant
kaynagia gore farklilik gostermektedir. Kullanilan
eksplant kaynagi toprak alti organ ise yiiksek
konsantrasyonda soliisyonlarin kullanilmas1
gerekmektedir [13]. In vitro ¢alismalarda 6nemli olan
bu enfeksiyonlarin 6niine gegmek amaciyla etil alkol,
sodyum, kalsiyum hipoklorit kullanilabilecegi gibi
civa kloriir, glimiis nitrat ve hidrojen peroksit gibi
kimyasallarin farkli konsantrasyon ve siireleri de
kullanilabilecegi gibi, aym1 zamanda sicaklik
uygulamalari, fungusit, bakterisit ve antibiyotiklerle
beraber kullanilmasi 6nerilmektedir. Crocus sativus
mikrokormlarimin yiizey sterilizasyonunu %0.2°lik
civa kloriirde 20 dk bekleterek yapmustir [14].
Colchicum  chalcedonicum  tlriiniin  kormlari
kullanarak yapilan bir calismada 9%0.25’lik civa
kloriir (HgCl2)’de kullanilarak yiizey sterilizasyonu
yapmuslardir [15]. Sternbergia clusiana tiriniin
soganlari kullanilarak yapilan bir ¢alismada %6.5’1uk
NaOCl ile 30 dakika bekletilerek yiizey
sterilizasyonunu saglamiglardir  [16]. Colchicum
luteum tirtinin  kormlar1  kullanilarak yapilan
calismada %0.15’lik HgCl>’de 10 dakika bekleterek
yiizey sterilizasyonu saglandigini belirtmislerdir [17].
Crocus sativus tlirinde yapilan bir calismada Crocus
soganlarinda %0.15°lik HgCl. kullanarak yiizey

sterilizasyonu  saglamiglardir [18, 19]. Son
donemlerde yiizey sterilizasyonu c¢alismalarinda agir
metal yerine farkli kimyasallar kullanilmaya

baslandig1 goriilmektedir. Crocus sativus tiriinde
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yilizey sterilizasyonu igin %1°lik Povidone-iodine
soliisyonu kullanmislardir [20].

Bu calismada iilkemiz bitki o6rtiisii icerisinde dogal
olarak yetisen C.speciosum tiiriinde dogadan toplanan
kormlar1 kullanilarak optimum somatik
embriyogenesis ve sentetik tohum protokolii
gelistirilmistir. Caligmada sigskinlesme, embriyojenik
kallus ve somatik embriyolar elde edilmistir. C.coum
tiriinde 2,4-D iceren ortamlarda somatik embriyo
elde etmislerdir [21, 22]. Hayashi ve ark., (1988),
C.autumnale tirtinde 2,4-D igeren MS besiyerlerinde
beyaz renkli kalluslar elde edildigini bildirmislerdir
[23]. Daradkeh vd. [25] Colchicum hierosolyminatum
tiiriinde yaptiklart ¢alismada 0,45 Mm 2,4-D igeren
besiyerlerinde kallus olusumlarini elde ettiklerini
bildirmisledir [24]. Karamian vd. [26] Crocus sativus
L. tiirlinde kinetin ve 2,4-D igeren MS besi yerinde
embriyojenik kallus ve somatik embriyo elde etmistir
[25]. Karlik vd. [16] tarafindan yapilan ¢aligmada
2,4-D (2 mgl™") + 2iP (0.5 mg.I™") bitki biiyiime
diizenleyici igeren MS besi yerinde Colchicum
tiiriinde kallus elde etmislerdir. Yapilan bu ¢calismada
genel olarak 2,4-D iceren MS besi yerlerinde
embriyojenik kallus ve somatik embriyolar elde
edilmistir [15]. Somatik embriyo olusumunu en fazla
tesvik eden besin ortamina eklenen oksin grubu
bitkisel hormonlardir. Embriyogenesis olusumunda
en fazla  kullanilan oksin 24-D  (2,4-
diklorofenoksiasetik asit) olup besin ortamlarinda
0.5-2 mgl"' oraninda eklenmektedir. Ayrica
embriyogenesis ¢alismalarinda NAA (naftalenasetik
asit), pikloram ve dikamba gibi oksinler de ya tek
baslarina ya da 2,4-D ile birlikte kullanilmaktadirlar
[26]. Crocus sativus tiriinde yapilan bir ¢aligmada 0.1
mgl? 24-D + 1 mgl?' BAP igeren MS besi
yerlerinde embriyonik kallus, 0.05 mg.l"' NAA+ 2
mg.l"" BAP iceren MS besiyerlerinde Somatik
embriyo elde etmislerdir [27]. Yapilan bagka bir
calismada Crocus sativus tlriiniin kormlarinda 1
mgl? 24D + 1 mgl? BAP igceren MS besi
ortaminda embriyojenik kallus, 1 mg.l™! 2,4-D + 1
mg.l”" BAP MS besi ortaminda ise somatik embriyo
elde etmislerdir [28]. Crocus oliveri ssp. tiirliniin
korm eksplantlarinda 4 mg.1"' TDZ + 4 mg.1"' NAA
igeren MS ortaminda %100 oraninda kallus uyartimi
saglamiglardir. Elde ettikleri globular asamasindaki
embriyolar1 2 mg.I"! IAA +2 mg.1™! TDZ + 100 mg.I"!
ABA igceren MS ortamina aktararak 8-12 hafta sonra
kotiledon asamasinda embriyolar elde etmislerdir.
Meydana gelen embriyolar ise 2 mg.l™ TAA + 2
mg.l"' TDZ + 2 mg.1"' BAP MS ortamina aktarilarak

%70 oraninda siirgiin  gelisimi  sagladiklarinm
bildirmislerdir [29].

Colchicum  speciosum tirinde yapilan bu
caligmada bitki blylime diizenleyicisi olarak
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kullanilan NAA ve kombinasyonlarinda ayrica 2,4-
D’nin BA ile kombinasyonlarinda somatik embriyo
olusumu gozlemlenmemistir. Oksin ve sitokinin

grubu  bitki biliylime diizenleyicileri  hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesi ve bdliinmesinde ayrica
protein sentezine yaygin bir sekilde katilim

sagladiklar1 icin embriyojenik yapiyr belirlemede
kilit rol oynamaktadirlar [30].

Crocus sativus’da yapilan bir calismada korm
dilimlerini  kullanmiglardir. En yiiksek kallus
olusumunun 1 mg.1"! 2,4-D + 2 mg.I"* BAP igeren MS
besiyerinde meydana geldigini bildirmislerdir. En
yiiksek embriyo gelisiminin 0.15 mg.I"' NAA igeren
MS besiyerinde oldugunu ayrica bu ortamin embriyo
cimlenmesi i¢in uygun oldugunu bildirmislerdir.
Calisma sonunda korm elde etmigler ve en iyi korm
sekillenmesinin ise 2 mg.l™' BAP iceren ortamda
oldugunu bildirmislerdir [19]. Crocus sativus L.
tiiriinde yapilan bir diger calismada farkli biiylime
kaplarmin ve havu¢ suyunun kallus ve embriyo
gelisiminde ki etkisini ortaya koymak igin yaptiklar
calisma sonucunda 1 mg.I™' BAP ve 1 mg.l™' 2,4-D
igeren MS ortaminda 6 hafta sonra kallus ve 12 hafta
sonra embriyo olustugu ve embriyolarin ise globiilar
asamada oldugunu belirtmiglerdir [20]. Crocus
sativus mikrokormlarindan in vitro kosullarda
optimum siirglin rejenerasyonu saglamak amaciyla
2,4-D ve BAP farkli konsantrasyonlarini iceren %2 MS
besi yerinde kullanmislardir. BAP ve 2,4-D’nin farkli
konsantrasyonlarinin kallus indiiklemesinde olumlu
sonuglar verdigini ve 1 mg.1"' 2,4-D ve 1 mg.I"! BAP
kombinasyonundan %85.42 oraninda kallus, %50
oraninda siirglin gelisimi oldugunu bildirmislerdir.
BBD icermeyen kontrol grubunda hicbir gelisme
olmadigimi belirtmiglerdir [14]. Crocus sativus
tiirlinde yapilan bagka bir calismada 2,4-D NAA BAP
TDZ kombinasyonlarimi kullanmiglardir. Crocus
kormlarinin alt ve iist meristematik dokular
arasindaki farkli ortaya koymak igin yapilan
calismada 4 ay sonunda 2 farkli yapida kallus
olustugunu bunlarin frible ve globular kallus
oldugunu bildirmislerdir. En iyi kallus olusumunun 1
mg.l™ NAA ve 1 mg.I"! BAP iceren MS besiyerinde
tist meristem dokularinda oldugunu bildirmislerdir.
Elde ettikleri kallus iizerinde tomurcuklar daha sonra
ise adventif siirgiin elde etmislerdir [31].

Histolojik analiz  sonucunda embriyolarin
hiicrelerinin diizenli bir sekilde meydana geldigi,
embriyolarin merkezinde biiylime bdlgelerinin
oldugu saptanmustir.  Biiylime  bolgelerindeki
hiicrelerin merkeze gidildik¢e kiigiildiigii ve
diizensizlestigi goriilmiistiir. Sevindik [33], Crocus
sativus’da yaptig1 histolojik analizde biiylime
bolgelerinin olusumundan bahsetmis ve bu bolgeleri
gorlintiilemistir [32]. Blazquez vd. [28], Crocus
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sativus’da yaptiklar1 histolojik analiz neticesinde
proembriyojenik tomurcuklarin globular sathaya
gecisini tespit ettiklerini bildirmislerdir [27].

Sentetik tohum olusum asamalari, 1) kallus, 2)
pre-embriyolarin olusumu, 3) somatik embriyo, 4)
olgunlasma, 5) bitki rejenerasyonu seklinde
siralanmaktadir. Sentetik tohum ¢aligmalarinin
amaci, somatik embriyolar1 korumak, saklamak ve
taginmasinda kolaylik saglamaktir [33]. Bu calismada
3’liik Na alginat ile kaplanan somatik embriyolardan
sentetik tiretilmistir. Cyclamen’de %3’lik Na alginat
ile sentetik tohum elde edilmesi i¢cin yapilan bir
calismada MS, WPM ve ROM besiyeri kullanmistir.
Elde edilen sentetik tohumlardan somatik embriyolar
meydana geldigini fakat bitkicige doniisiim
olmadigini bildirmislerdir [34]. Aycan (2020), MS
besiyeri kullanarak sentetik tohum elde ettigi
calismada  Cyclamen  tiirlerini  kullanmustir.
Calismasinda prolin ve sperminin ¢imlenme ve
somatik embriyo elde etmesinde olumlu etkisi
oldugunu belirtmistir [35]. Winkelmann vd. [37] iki
farkli yontem kullanarak Cyclamen tiiriinde sentetik
tohum elde etmistir. Sentetik tohumlarda ¢imlenme
oraninin klasik aljinat ile yaptig1 kaplamada yiiksek
oldugunu belirtmistir [36].

SONUC

Ulkemizde dogal olarak yetisen Colchicum
speciosum tlriiniin in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi
igin somatik embriyogenesis protokolii
gelistirilmistir. Elde edilen embriyolardan sentetik
tohum {retim denemeleri yapilmistir. Colchicum
tirleri genellikle tibbi agidan Onemli bir genetik
kaynagi olup c¢ogunlukla {ilkemizde yapilan
caligmalarda sekonder metabolit elde edilmek igin
kullanilmaktadir. Giiniimiize kadar siis bitkisi olarak

degerlendirme ve ¢ogaltim caligmalari
bulunmamaktadir. Buda siis  bitkisi  olarak
kullanilabilirliginin ~ ithmal edilmis  oldugunu

gostermektedir. Diinya ¢aginda yapilan galismalarda
genellikle aymi dogrultudadir. Ulkemizde 45°ten fazla
Colchicum tiriiniin yaygin oldugu ve bu tiirlerin
yarisinin endemik oldugu dikkate alindiginda, bu
biyolojik ¢esitliligin korunmasi, gelecekte yeni tiirler
gelistirmek ve ekonomik degeri yiiksek Tirlinler
iiretmek agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Bu ¢alisma Colchicum tiirlerinde yapilacak olan in
vitro ¢aligmalara 151k tutacag diisiiniilmektedir. Elde
edilen somatik embriyolar, kryopreservation ve
enkapsiile edilmesiyle muhafaza edilebilecektir.
Diger yandan tiirlerin in vitro kosullarda
cogaltilmasina olanak saglayacaktir. Boylelikle nesli
tiikenme tehlikesi altinda olan Colchicum gibi tiirlerin
devamu agisindan son derece 6nemlidir. Gelistirilmis

olan bu protokoller diger tiirler igin uygulanabilecek
olmanin yaninda ileride yapilacak olan genetik
miihendisligi, mutasyon 1slahi ve sekonder metabolit
tiretimi ¢aligsmalarinda basartyla kullanilabilecektir.

TESEKKUR
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