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OZ: Bitki biyogesitliliginin korunmasina yonelik biyoteknolojik uygulamalardan biri olan doku kiiltiirii teknikleri
ozellikle endemik bitkilerin korunmasinda siklikla kullanilmaktadir. Iridaceae familyasinin endemik bir tiirii olan Iris sari Schott
ex Baker, iilkemizde dogal yayilis alanlarina sahiptir. Calismamizin amaci, Tiirkiye 'nin geofitleri arasinda yer alan Iris sari
Schott ex Baker nin in vitro tekniklerle vejetatif cogaltimi ve etkili koklendirme olanaklarumin arastiriimasidir. Bu amagla, Iris
sari Schott ex Baker nin bitkisine ait olgunlagmanug embriyolar baslangi¢ eksplanti olarak kullanmilnustir. In vitro ¢ogaltim
calismalart sonucunda elde edilen siirgiinler ile koklendirme calismalar: yapilmistir. Calismalar sonucunda, en iyi ¢ogaltim
orani eksplant basima 10,3 adet siirgiin ile 0,5 mg I' NAA + 1,0 mg I BAP iceren MS ortaminda gozlenmistir. Cogaltilan
stirgtinlerin koklendirilmesinde, en yiiksek koklenmenin saglandigi ortam, bitkicik basina 16,5 adet kok ile 1,0 mg ' IBA+2,0
mg I JA iceren MS ortaminda bulunmustur. Bitkiciklerin bulb ¢aplari incelendiginde ise en iyi bulb gelisiminin 4,19 mm bulb
capt artis ortalamasiyla 1,0 mg I'IBA+0,2 mg ['NAA+2,0 mg I''JA ve 1,0 mg I'IBA iceren MS ortamlarindan elde edildigi
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Iris sari Schott ex Baker, in vitro ¢cogaltim, kéklendirme, JA, bulb olusumu.

In Vitro Multiplication and Rooting Studies of Iris sari Schott ex Baker

ABSTRACT: Tissue culture techniques, one of the biotechnological applications for the protection of plant
biodiversity, are often used especially in the protection of endemic plants. Iris sari Schott ex Baker, an endemic species of the
family Iridaceae, has natural spreading areas in our country. The aim of our study is to investigate the vegetative
multiplication and effective rooting possibilities of Iris sari Schott ex Baker, one of the geophytes of Turkey, with in vitro
techniques. For this purpose, immature embryos belonging to the Iris sari Schott ex Baker, plant have been used as initial
explant. Rooting studies were done with shoots obtained as a result of in vitro proliferation studies. As a result of the studies,
the best rate of reproduction was observed in MS medium containing 0.5 mg I'' NAA + 1.0 mg I'' BAP with 10.3 shoots per
explant. In rooting of proliferated plantlets, the medium in which the highest rooting is achieved was found in MS medium
containing 1.0 mg I IBA+2.0 mg ' JA with 16.5 roots per plant. When the bulb diameters of plantlets were examined, it was
observed that the best bulb development was achieved from MS medium containing 1.0 mg I'IBA+0.2 mg ['NAA+2.0 mg
I'J4 and 1.0 mg I'IBA with a bulb diameter increase average of 4.19 mm.

Keywords, Iris sari Schott ex Baker, in vitro propagation, rooting, JA, bulb formation.
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GIRIiS

Ulkemizin sahip oldugu zengin bitki biyogesitlilik,
dogal tahribatlar, bilingsiz kentlesme, iklim
degisiklikleri gibi baslica sebeplerle tehlike
altindadir. Oyle ki, yapilan ¢alismalar dogrultusunda,
6000°den fazla sayida endemik bitki tiiriinii
biinyesinde barindiran Akdeniz havzasinda énemli
oranda genetik erozyon yasandigi bildirilmektedir
(Tan, 1996; Dagc1 ve ark., 2002, Yilmaz-Gokdogan
ve Kaya, 2017). Ulkemiz dogal florasinda
yetismekte ve endemizm orani yiiksek olan /Iris L.
cinsleri iizerinde ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir.
Bitkisel zenginligimizin korunmast ve
stirdiiriilebilirliginin saglanmasi, bununla birlikte
bitki 1slah1 ¢alismalar1 ile de tlilke ekonomisine
destek saglamak amaciyla bu konudaki bilimsel
caligmalarin arttirilmasi gerekmektedir.

Iridaceae familyas: diinyada yaklagik 80 cins ve
2315 tiir ile temsil edilmektedir (Anonymous,
2019). Ulkemizde ise 23’ii endemik olmak iizere
56 takson ile temsil edilen Iridaceae familyasi
genis bir bitki genetik cesitliligini sergilemektedir
(Giiner, 2012; Erken ve ark., 2009; Dogan ve
Caglar, 2018). Siis bitkisi olarak kullanim
potansiyelinin yaninda iris tiirleri genellikle ilag
sanayide ve kozmetik endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Wang ve ark., 1999; Jevremovié¢
ve Radojevi¢, 2002; Al-Gabbiesh ve ark., 2006;
Francescangeli, 2009; Nasircilar ve Deniz, 2014;
Dogan ve Caglar, 2018).

I sari Schott ex Baker halk arasinda ‘Ana
kurtkulagi, Bahar ¢icegi’ olarak da bilinmektedir.
Iris sari, Iran-Turan floristik bdlgesine ait bir
tiirdiir. Tiirkiye’de dogal yayilis1 Dogu, I¢, Giiney
Anadolu ve Dogu Karadeniz boélgeleri olan /. sari,
Gaziantep, Cankiri, Amasya, Elazig, Erzurum,

Kayseri, Nigde, Bayburt illerinde, 900-2700
rakimli bolgelerde yetisen rizomlu ve endemik bir
bitki tiiriidiir. Oncocyclus altcinsi  igerisinde

incelenen [ris sari, ¢ok yillik bir bitki olup, Nisan-
Haziran aylan arasinda ¢igeklenme gostermektedir.
Cigeklerinin soluk sar1 ta¢ yapraklari ve pembeden
kahverengiye c¢alan kan kirmizi yogun damarlari
olan, sar1 sakalli, derin kirmizidan kahverengiye
dogru lekelerle soluk sar1 renge sahip firfirli ganak
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yapraklari ile siis bitkisi potansiyeli yiiksek olan
gosterisli bir bitkidir.

Iris tiirlerinin bazilar1 rizomlarmin ayrilmasiyla,
bazilar1 ise soganlarmin ¢ogaltilmasiyla vejetatif
olarak {iretilmektedir. Geofit bitkilerin ¢ogunda
oldugu gibi, baz1 soganli irisler de yilda 5’ten fazla
sogan iretimi gerceklestirememekte, rizomlu tiirler
ise rizomlarin ayrilma teknigiyle yilda en fazla 10
bitkicik vermektedir (Je 'han ve ark., 1994). Ayrica,
zayif meyve olusumu yliziinden olduk¢a az
meydana gelen tohumlarin ¢imlenmesi oldukg¢a
zordur ve tohumlarin ¢icege doniismesi uzun
zaman almaktadir (Simonet, 1932).

Bitki 1slahi sektoriinde biyoteknolojik tekniklerin
uygulanabilirligi, konu uzmanlarinin ¢alismalarina
ivme kazandirmaktadir. Bunlardan biri olan in
vitro c¢ogaltim ¢alismalari da baglangic 1slah
materyali eldesinde olduk¢a 6nemli bir adim olarak
bilinmektedir. Bitki doku kiiltiirii teknigi, 6zellikle
nadir ve endemik bitki tilirlerinin orta siireli
korunmasinda, ayrica geleneksel yoOntemlerle
cogaltimi zor olan bitki tiirlerinin c¢ogaltiminda
giicli bir alternatif yontem olarak karsimiza
cikmaktadir. In vitro mikrogogaltim caligsmalariyla
bitki tiretimi, sinirh bir zaman aralifinda ¢ok
sayida bitkicik eldesi i¢in oldukg¢a hizli ve kolay
yontemlerden birisi durumundadir (Bhojwani ve
Razdan, 1996; Thomas, 2007). Bir¢ok geofit bitki
tirinde (Lilium longiflorum, Narcissus confusus,
Fritillaria thunbergii, Allium sativum, Sternbergia
fischeriana, Gerbera jamesonii), sogan, sogan
pullari, yaprak, govde pargalart gibi kisimlarin
eksplant kaynagi olarak kullamildigr in vitro
cogaltim caligmalart mevcuttur (Selles ve ark.,
1999; Nhut ve ark., 2002; Paek ve Murthy, 2002;
Aswath ve ark., 2003; Kim ve ark., 2003). Iris
bitkisinde ilk mikro c¢ogaltim embriyo kurtarma
caligmasi ile baglamistir (Randolph, 1945). Yine
Irislerde apikal meristem Kkiiltiirii ile ilk iiretim
Baruch ve Quak (1966), tarafindan basariyla
gergeklestirilmistir. Hussey (1976), 0,5 uM BA
kullanarak, [Iris hollandica’da apikal dormansiyi
kirip ¢oklu siirgiin gelistirmeyi saglamis ve en iyi
stirgiin gelisimini 0,5 uM BA + 54 pM NAA
kombinasyonunu kullanarak gévde ve sogan
pullarindan elde etmistir.



Uzun ve ark. (2016), Iris galatica ile yapmis
olduklar1 g¢alismada, bu bitki tiirii i¢in ¢ogaltim
protokolii olugturmuglardir. TDZ, BAP ve NAA
bitki biliylime diizenleyicilerini igeren MS
ortaminda, olgunlagmamig embriyolar ile in vitro
sartlarda  ¢ogaltilan  Dbitkiciklerin  yapraklarim
kiiltiire almislardir. Arastiricilar, bu bitki tiirii i¢in
olgunlasmamis embriyolardan 0,5 mg I'' TDZ+ 0,5
mg 1" NAA iceren MS ortaminda bitkicik basina
4,85 adet siirgiin, yaprak ekplantlarindan ise 1,0
mg I TDZ+ 0,5 mg 1" NAA igeren MS ortaminda
bitkicik basina 3,04 adet siirgiin olusumu elde
etmiglerdir.  Cogaltilan  bitkiciklerin en iyi
koklenme oranini ise 1,0 mg 1" IBA yada 1,0 mg I
" NAA igeren ortamlarda sirasiyla % 48 ve % 45
oraninda elde ettiklerini belirtmislerdir. Laublin ve
Cappadocia, (1992) I. pseudocorus, 1. setosa ve 1.
versicolor  genotiplerinin  ¢igeklerinden  farkli
eksplant tiplerini in vitro kiltlire almislardir.
Ovaryum eksplantlar1 diisiik 151k siddeti altinda
gelisirken, en iyi kallus olusumunu 4,5 pM 2.4 D
ya da 4,5 uM 2.4 D + 4,5 uM Kinetin igeren besin
ortaminda  gozlemlemislerdir. Kallus  ve
meristematik bolgeleri 22 uM BA igeren ortamda
alt kiiltiire alarak rejenerasyonu saglamislardir.

Gozu ve ark. (1993), I pallida’ nin in vitro
cogalttimiyla ilgili bir calisma yapmiglar ve
kallustan bitkicikler elde etmislerdir. Karanlik
ortam sartlarinda, 0,1 mg I"' Kinetin ve 1,0 mg I
2.4 D iceren LS (Linsmaier ve Skoog) ortaminda,
sadece yapragin rizoma baglant1 bdlgesinden
alman eksplantlarda sar1 renkli kalluslar meydana
geldigini gézlemislerdir.

Ancak, toprakalti depo organlarinin sebebiyet
verdigi kontaminasyona ¢oziim olabilecek bir
eksplant tipi olan, olgunlasmamis embriyolarla
ilgili sinirlt sayida ¢alismanin varligt bilinmektedir.
Geofit bitkilerde olgunlagmamis embriyolar
eksplant kaynagi olarak kullanarak etkili siirgiin
rejenerasyon c¢aligmalarin1 baz1 tilirlerde yapan
aragtiricilarin  yol gosterici bulgulart mevcuttur
(Mirici ve ark., 2005; Uranbey, 2010; Nasircilar ve
ark., 2011). Uzun ve ark. (2014) tarafindan [ris
sari ve 1. schachtii bitki tilirlerinde yapilan
calismada, ana bitkinin agir1 derecede dogadan
sokiimiinii engellemek amaciyla da olgunlagsmamais
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embriyolarin in vitro sirgiin rejenerasyonunda
uygun eksplant kaynagi olabilecegi belirtilmistir.

Bu sebeple, iilkemize endemik olan ve tizerinde
cogaltima yonelik az c¢alismanin mevcut oldugu
Iris sari Schott ex Baker bitkisinde yapilan
caligmalar ilerideki 1slah ¢aligmalari i¢in oldukca
onemlidir.

Bu caligmada, bitki doku kiiltiirii teknikleriyle /ris
sari bitkisinin olgunlasmamis embriyolar1 baslangic

eksplanti olarak kullanilarak, c¢ogaltim, etkili
koklenme ve bulb gelisiminin saglanabilmesi
amaclanmustir.

MATERYAL ve METOT

Bitkisel materyal ve sterilizasyonu

“Tiirkiye’nin Bazi Endemik /ris Tirlerinde /n vitro
Rejenerasyon ve In vitro Poliploid Bitki Olusturma
Uzerine Arastirmalar” isimli doktora tez projesinin
bir pargasi olan ¢aligmada, baslangic materyali
olarak Kayseri-Sariz-Kii¢liksobecimen bolgesinden
toplanan /. sari bitkisine ait tohumlar kapsiilleri ile
birlikte toplanmistir (May1s, 2015). Kahramanmarag
Siit¢ii imam Universitesi, Bahce Bitkileri Boliimii,
Biyoteknoloji  Laboratuvarina bitki
materyallerinin sterilizasyon islemleri yapilmstir.

getirilen

Tohum kapsiilleri dikkatli bir sekilde c¢ikartilan
tohumlarin yiizey sterilizasyonu, agz1 kapakli olan
tel stizgegler igerisine konularak akan gesme suyu
altinda 1 saat yikanmistir. Ardindan % 0,2’lik
fungusit (Benlate) cozeltisi icerisinde 30 dakika
karistiricida  galkalanmustir.  Beher
icerisindeki fungusit siiziilerek tohumlar saf su ile
2-3 defa yikanmis, sonraki iglemler steril kabin
icerisinde % 70’lik etil alkolde 1 dakika siire ile
bekletilerek devam etmistir. Saf su ile alkolden
armdirilan tohumlar, 20 dakika siire ile igerisinde 2
damla Tween 20 eklenen % 20’lik NaOCI
(Domestos) soliisyonunda bekletilmis, ardindan
steril saf su ile 3 defa yikanarak sterilizasyon islemi
tamamlanmustir. Yiizeyi deterjandan arindirtlmig olan
tohumlar bir pens yardimi ile whatman filtre kagidi
tizerine alinarak kurutulmustur.

sire ile
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Kiiltiir sartlar

Yizey dezenfeksiyonu yapilmig tohumlardan
olgunlagmamis embriyolar steril kabin igerisinde
pens ve bistiiri yardimiyla embriyoya zarar
vermeyecek sekilde cikartilarak, hazirlanan besin
ortamlar1  igerisine  hizlica  yerlestirilmistir.
Denemelerde kullanilan besin ortamlarinin tiimii
MS (Murashige ve Skoog, 1962) tuzlarini
icermekle birlikte % 3 sukroz (w/v) ve ortamlar
katilagtirmak amaciyla % 0,7 oraninda agar (w/v)
icermektedir. Icerisine bitki bilyiime diizenleyicileri
eklenen ve pH’1t 5,7 olarak ayarlanan besin
ortamlart 121 'C’de 20 dakika siireyle otoklav
edilmistir.  Cogaltim  denemesinde igerisine
yaklastk 20 ml besin ortamlarinin dokiilerek
hazirlanan petri kaplar1 (10x100 mm), kdklendirme
ve bulb gelistirme denemelerinde ise igerisine
yaklagik 40 ml besin ortamlarinin dokiilerek
hazirlandig1 magenta kaplar1 kullanilmistir. Tiim
uygulamalarda kullanilan  eksplantlar, beyaz
floresan 151k (3000 liix) ile aydinlatilan (16/8 saat
aydmlik/karanlik) 24+1 'C iklim odalarinda kiiltiire
alinmigtir. Kiiltiirler, her 6 haftanin sonunda ayni
icerige sahip yeni besin ortamlarina aktarilmistir.
Stirglinlerin ~ kardeslenme, koklenme ve bulb
gelisimleri 2 alt kiiltiir sonunda gozlemlenmistir.

Kiiltiire alma ve ¢cogaltim calismalari

Olgunlasmamis embriyolardan bitki gelistirme
ve kardeslenme denemesi

Olgunlagsmamis embriyolardan bitki gelistirme ve
bu bitkilerde kardeslenme iizerine TDZ
(Thidiazuran), NAA (Naftalenasetik asit) ve BAP
(Benzilaminopurin)’in etkisi incelenmistir. Bu
amagla in vitro sartlarda Iris sari Schott ex Baker
bitkisine ait tohumlardan ¢ikartilan embriyolar,
TDZ, NAA ve BAP’m 4 farkli konsantrasyon ve
kombinasyon (1,0 mg 1" TDZ + 0,5 mg I'' NAA;
0,5mg 1" TDZ + 0,5 mg 1" NAA; 1,0 mg I BAP +
0,5 mg 1" NAA; 40 mg 1" BAP) igeren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Denemede petri
kaplar1 kullanilmis olup, her bir uygulama igin 3’er
tekerriir, her tekrarda 4’er eksplant (embriyo)
olacak sekilde, eksplantlar kiiltiire alinmistir.
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Kardeslenme ve kok olusturma denemesi

Olgunlagmamis embriyolardan gelistirilerek alt
kiiltirde c¢ogaltilan siirgiinlerde kardeslenme ile
birlikte koklenme iizerine TDZ, NAA ve IAA ile
farkli konsantrasyonlardaki kombinasyonlarinin
etkisi incelenmistir. Yaklasik 2,5 cm uzunluga
ulasan koklenmemis /. sari stirglinleri TDZ (0,0;
0,5; 1,0 mg I'"), NAA (0,0; 0,5 mg 1™"), IAA (0,0;
0,5 mg I'") ve JA (0,0; 2,0 mg 17) igeren 12 farkl
MS ortaminda kiiltire alinmislardir. Kontrol
ortamima ise bitki biiyiime diizenleyici (BBD)
ilavesi yapilmamistir. Denemede, kontrol grubu
dahil olmak iizere, magenta kaplar1 kullanilmig
olup, her bir uygulama igin 3’er tekerriir, her
tekrarda 3’er eksplant (siirgiin) olacak sekilde,
eksplantlar kiiltiire alinmugtr.

Koklenme ve bulb gelisimi denemesi

Iris sari bitkisine ait olgunlasmamis embriyolardan
gelistirilerek alt kiiltiirde ¢ogaltilan eksplantlarda,
stirglinlerin bulb gelisimini gdzlemlemek amaciyla,
yaklasik 2,5 ¢cm uzunluga ulasan koklenmemis /.
sari stirgiinleri IBA (0,0 ve 1,0 mg I'"), NAA (0,0;
0,2 ve 0,4 mg 1™") ve JA (0,0 ve 2,0 mg 1) igeren 6
farkli1 MS ortaminda kiiltiire alinmislardir. Kontrol
ortamina ise bitki biiylime diizenleyici (BBD)
ilavesi yapilmamistir. Denemede, kontrol grubu
dahil olmak iizere, magenta kaplar1 kullanilmis
olup, her bir uygulama i¢in 3’er tekerriir, her
tekrarda 3’er eksplant (silirglin) olacak sekilde,
eksplantlar kiiltiire alinmigtir.

Alt1 farkli icerige sahip besin ortaminda kiiltiire
alinacak bitkicik eksplantlarinin baglangic bulb
caplar1 (ilk ol¢iim) Olgiilerek kiiltiire alinmis ve 2
alt kiiltiir sonunda da bulb ¢aplar1 (son O6l¢lim)
tekrar Olglilerek gelismeleri kaydedilmistir.

istatistiksel analizler

In vitro ¢ogaltim calismalarinin tim denemeleri
Tesadiif Parselleri Deneme Desenine (TPDD) gore
diizenlenmistir. Caligmada, elde edilen gozlem ve
Olciim sonuglarina iligkin verilerin degerlendirmesi
amaciyla, MS Excel programi kullanilmistir. In
vitro ¢alismalar sonucunda elde edilen verilerin
analizleri JMP 8.0 kullanilarak yapilmistir. Yiizde



verileri i¢cin  ac¢1  transformasyon  degerleri
hesaplanmistir. Sonuglarinin degerlendirilmesinde
ve ortalamalarin karsilastirmasinda varyans analizi
ve LSD testi uygulanmistir (Steel ve Torrie, 1980;
Yurtsever, 1984).

BULGULAR ve TARTISMA
Bitki olusturma ve kardeslenme denemesi bulgulari

In vitro sartlarda Iris sari bitkisine ait olgunlagmamis
embriyolarla ¢ogaltim denemeleri kurulmus, en iyi
siirgiin gelisim ortami belirlenmistir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda, eksplant
basina diisen siirgiin sayist bakimindan incelenen
farkli besin ortami igeriklerinin siirgiin sayisi
olusumuna etkisi, istatistiksel olarak (p<0,05)
onemsiz olmakla birlikte, goreceli olarak en iyi
kardeslenme 1,0 mg I" BA + 0,5 mg ' NAA (3
no’lu ortam) igeren besin ortaminda 10,3 adet/
eksplant olarak goézlenmistir. Farkli besin ortami
iceriklerinin, siirgiinlerin kardeslenme orani (%)
iizerindeki etkisinin istatistiki anlamda 6nemlilik
gosterdigi, en iyi oranin % 75 ile 3 no’lu ortamda
elde edilmistir (Cizelge 1 ve Sekil 1). [Iris sari
siirglinliniin in vitro kosullardaki gelisimi Sekil
2’de goriilmektedir.

Bitki biiylime diizenleyicilerden olan sitokininler,
cesitli bitki eksplant tipleri {izerinde, siirgiin
rejenerasyonu igin genel olarak kullanilmaktadir
(Kancherla ve Bhalla, 2003). BA, dogal bir
sitokinin grubu bilyiime diizenleyicisi olup, yaygin
olarak organogenesisi tesvik etmek amaciyla
siklikla tercih edilmektedir. Diger taraftan, dogal
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olmayan bir sitokinin olan TDZ nin ise ¢oklu siirgiin
¢ogaltimi amaciyla kullanildigi belirtilmigtir (De
Gyves ve ark., 2001; Kancherla ve Bhalla, 2003).

Uzun ve ark. (2014), [ris sari bitkisine ait
embriyolarla yaptiklart ¢ogaltim c¢alismalarinda
TDZ ve NAA kombinasyonlarinin siirglinlerin
kardeslenmesinde etkili oldugunu belirtmislerdir.
En yiiksek kardeslenme oranim % 96,88 ile 0,5 mg
I TDZ + 0,5 mg I'' NAA iceren MS ortaminda,
eksplant basina diisen siirgiin sayisimi 9,55 adet
olarak gozlemlemislerdir. Bu ¢aligmada, ayni
icerige sahip MS ortaminda kardeslenme gosteren
embriyo ylizdesi % 25 ve kardes sayisit 6,0 adet
olarak belirlenmistir.

Aymni sekilde Uzun ve ark. (2016), Iris galatica ile
yapmig  olduklar1 calismada, olgunlagmamig
embriyolardan 0,5 mg I'' TDZ + 0,5 mg I NAA
iceren MS ortaminda bitkicik basina 4,85 adet
siirgiin elde ettiklerini belirtmiglerdir. Boltenkov ve
Zarembo (2005), bitki tiirlerinin ve bitki biiyiime
diizenleyicilerinin rejenerasyonun saglanmasinda
onemli roliinlin oldugunu belirtmektedir. Benzer
sekilde, Uzun ve ark. (2014), besin ortamlar
degismeksizin ayni bitki tiirlerinin rejenerasyona
verdikleri  farkli  tepkilerin, bitki  biiylime
diizenleyici konsantrasyon ve kombinasyonlarinin
ve hatta bitki genotiplerinin bile etkili olacagini ve
farkliliklarin =~ bunlardan  kaynaklanabilecegini
belirtmislerdir. Bununla birlikte, bitkinin habitati,
bitki materyalinin toplanma zamani, bitki yasi,
kiiltiire alma kosullar1 da rejenerasyonu etkileyen
faktorler arasinda goriilmektedir.

Cizelge 1. MS ortamina ilave edilen TDZ, NAA ve BAP’1n Iris sari’de siirgiin sayisi iizerine etkisi.
Table 1. Effect of TDZ, NAA and BAP added to MS medium on shoot number in Iris sari.

Bitki bilyiime diizenleyici konsantrasyon

Siirgiin say1st

Siirgiin olusturma orani1 (%)

o 0,
ve kombinasyonlar1 (mg I (adet/eksplant) Shooting rate (%) —
No . Ag1 trasformasyonu degeri
Plant growth regulators consantrations Number of shoots .
L 1 % Angle transformation
and combinations (mg 1) (number/explant) y
valuue §
1 1,0 TDZ + 0,5 NAA 7,00 58,33 50,00 ab
2 0,5 TDZ + 0,5 NAA 6,00 25,00 30,00 b
3 1,0 BAP + 0,5 NAA 10,30 75,00 65,00 a
4 4,0 BAP 5,30 33,33 3500 b
LSD (o : 0,05) O.D. 20,45

§Ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasinda 6nemli fark (P < 0,05) yoktur (Same letters in a column are not significantly

different at the 0.05 probability levels).
v O.D. (N.S.): Onemli degil (Non-significant).
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4,0 BAP

Sekil 1. Farkli biiylime diizenleyiciler eklenen MS ortaminda /Iris sari olgunlasmamig embriyolarindan siirgiin rejenerasyonu.
Figure 1. Shoots regeneration from immature embryos of /ris sari on MS medium supplemented with different concentrations of
growth regulators.

Sekil 2. Iris sari bitkisinin 0,5 mg I NAA+ 1,0 mg I"' BAP
eklenen MS ortaminda siirgiin gelisimi.

Figure 2. Shoot development from immature embryos of Iris
sari on 0,5 mg I NAA+ 1,0 mg I'' BAP added MS medium.

Kardeslenme ve koklenme denemesi bulgular:

Iris sari bitkisine ait olgunlasmamis embriyolar,
yapilan baglangi¢ ¢ogaltim g¢aligmalari sonucunda
belirlenen ve en iyi siirgiin rejenerasyonunun
saglanmis oldugu, 1,0 mg 1" BA + 0,5 mg ' NAA
iceren MS ortamlarinda kiiltiire alimmustir.
Eksplantlarin 6 hafta siire ile biiylimeleri saglanan
ve boylar1 2,5 cm uzunluga ulasan koksiiz 1. sari
siirgiinleri TDZ, NAA, TAA ve JA igeren 12 farkl
MS ortamimna aktarilmiglardir. Bu ortamlar
lizerinde gelisen, siirgiin rejenerasyonu saglayan ve
kok olusturan bitkicikler belirlenmistir. Elde edilen
bulgular istatistiksel olarak (p<0,05) Onemli
olmakla birlikte, Cizelge 2 ve Sekil 3’te de
gorlildigii gibi siirglin sayis1 bakimindan 3,96
adet/eksplant ile 1,0 mg I TDZ + 0,5 mg "' NAA
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iceren MS ortami en basarili bulunurken, ayni
ortamimn % 88,86 koklenme oram1 ve kdk sayisi
3,16 adet/eksplant ile en iyi oranlara sahip oldugu
gorlilmektedir. Bu ¢alismada koklenme oraninin %
100 oldugu 1,0 mg I'' TDZ + 2,0 mgl" JA igeren
ortamdaki  bitkiciklerin  kok  sayist 2,26
kok/eksplant olarak belirlenirken, bu ortamda
kardes sayis1 2,1 adet/eksplant olarak bulunmustur.
En diisiik kok sayis1 0.3 adet/eksplant ile kontrol
grubu bitkiciklerinde gozlenmis, yine kontrol
grubu bitkiciklerinde kardes sayisi da 1,2 adet/
eksplant ile en diisiik oran olarak bulunmustur.
TDZ, NAA ve IAA’nin JA ile kombinasyonlarim
iceren MS ortamlar1 siirgiin sayisi, koklenme orant
ve kok sayist bakimindan incelendiginde elde
edilen bulgularm JA igermeyen ortamlara gore
iistiin oldugu goriilmemektedir. Elde edilen veriler
dogrultusunda dogru kombinasyonu saglanan bitki
bliylime  diizenleyicilerin  etkisinin, kdklenme
iizerinde daha iyi sonuglar1 sagladig1 goriilmektedir.
TDZ + [AA’ya gore TDZ + NAA kombinasyonunun
dengeli konsantrasyonlar1 saglandiginda (5 ve 11
no’lu ortamlardaki gibi) koklenme sayis1 bakimindan
daha iyi sonuglar verdigi goézlenmistir. JA’nin
koklenme iizerindeki etkisini gérmek amaciyla
JA’nim uygulamalardaki konsantrasyonlariin daha
disik ve daha yiiksek oranlar1 ile birlikte
kullanilmasi, ayrica BA kombinasyonlarinin da
yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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Cizelge 2.MS ortamina ilave edilen TDZ, NAA, IAA ve JA’in Iris sari’de kok sayisi, koklenme orani ve siirgiin rejenerasyonu

iizerine etkisi.

Table 2. Effect of TDZ, NAA, IAA and JA added to MS medium on root number, root rate and shoots regeneration in Iris sari.
Bitki bilyiime diizenleyici, Koklenme orani (%)

Konsantrasyon ve kombinasyonlar1 ( Izotl/{ anlmt) Rooting rate (%) Siirgiin sayist
N (mg 1™ ?\Ie crspan Ag1 trasformasyonu (adet/eksplant)
0 umber of o
Plant growth regulators roots o degeri Number of shoots
Consantrations and combinations 0 Angle transformation (number/explant)§
i (number/explant)§
(mg 1) value §
1 05TDZ 2,30 abc 66.66 60,00 abc 2,40 abc
2 0,5TDZ+ 0,5 NAA 0,86 bc 44.40 41,72 be 2,06 be
3  0,5TDZ+0,51AA 2,53 ab 77.73 66,46 abc 1,76  bc
4 1,0TDZ 1,30 abc 44.40 41,72 be 230 abc
5 1,0 TDZ + 0,5 NAA 3,16 a 88.86 78,23 ab 396 a
6 1,0TDZ+0,5T1AA 1,1 abc 66.60 54,69 abc 1,93 be
7 0,5TDZ+2,0JA 0,76  bc 33.30 2998 ¢ 1,76 be
8 0,5TDZ+0,5NAA+2,0JA 1,73 abc 55.53 53,49 abc 1,63  bc
9 0,5TDZ+0,5IAA+2,0 JA 1,83 abc 88.86 78,23 ab 2,66 abc
10 1,0 TDZ+2,0JA 2,26 abc 100.0 90,0 a 2,10 be
11 1,0 TDZ+0,5NAA +2,0JA 2,63 ab 88.86 7823 ab 2,70 abc
12 1,0 TDZ+0,51AA +2,0JA 2,43 abc 77.73 66,46  abc 3,10 ab
13 Kontrol 0,30 ¢ 33.30 2998 ¢ 1,20 ¢
LSD (a: 0,05) 2,20 40,40 1,69

§Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda 6nemli fark (P < 0,05) yoktur (Same letters in a column are not significantly different at the 0.05
probability levels).
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Sekil 3. Farkli biiylime diizenleyiciler eklenen MS ortaminda /ris sari bitkiciklerinden siirgiin ve kok geligimi.

Figure 3. Shoots and root development from plantlets of /ris sari on MS medium supplemented with different concentrations of
growth regulators.
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Bulb gelisimi, koklenme ve kardeslenme
denemesi bulgular

Iris sari bitkisine ait olgunlasmamis embriyolar,
yapilan baslangi¢ cogaltim caligmalarinda en iyi
siirgiin rejenerasyonunu gosteren 1,0 mg 1" BA +
0,5 mg I'" NAA iceren MS ortamlarinda kiiltiire
almmugtir. Kiiltiire alinan eksplantlarin 6 hafta siire
ile blylimeleri saglanmig ve boylar1 2,5 cm
uzunluga ulasan /. sari siirgiinleri, NAA, IBA ve
JA igeren 6 farklt MS ortamina aktarilmislardir. Bu
ortamlar iizerinde geliserek kok olusumlari, bulb
caplar1 ve siirglin rejenerasyonu saglanan bitkicikler
belirlenmistir. Cizelge 3 ve Sekil 5’te de goriildigi
gibi 6 farkli besin ortami igerisindeki bitki
gelisimleri incelendiginde, en iyi kok gelisiminin,
% 100 koklenme orani ve siirgiin basina diisen
16,5 kok/eksplant kok olusumu ile 1,0 mg I IBA +
2,0 mg I'' JA iceren MS ortamindan elde edildigi
goriilmektedir. JA ile kombinasyonlarinin oldugu
NAA-IBA bitki biiylime diizenleyicilerini igeren
tim MS ortamlarmmda % 100 koklenme oram

gozlenmistir. Ayn1 zamanda kok sayisi bakimindan,
JA kombinasyonunu igeren 1,0 mg 1" IBA + 0,2
mg "' NAA +2,0 mg 1" JA ve 1,0 mg "' IBA + 0,4
mg 1" NAA + 2,0 mg I JA ortamlarinda da
strastyla 11,33 ve 9,63 kok/eksplant kok olusumu
ile bagarili bulunmustur (Cizelge 3 ve Sekil 4).

. . b
Sekil 4. Iris sari’nin 5 no’lu besin ortaminda kok gelisimi (a-b).
Figure 4. Root development of /s sari nutrient medium number 5.

Bitkiciklere ait bulb ¢ap1 dlgiimleri, ilk 6l¢lim, son
Olcim ve bu Ol¢liimler arasindaki fark ile
uygulamalarin  bulb ¢ap1 iizerindeki etkileri
incelendiginde, en iyi bulb ¢ap1 1,0 mg I'' IBA ve
1,0 IBA + 0,2 NAA + 2,0 JA igeren MS
ortamlarinda 4,19 mm olarak tespit edilirken,
Kontrol grubunda bu oran 2,54 mm olarak elde
edilmistir. Cizelge 3’te de gorildigi lizere 1, 5 ve
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6 no’lu ortamlarda (1,0 IBA; 1,0 IBA + 0,2 NAA +
2,0 JA; 1,0 IBA + 0,4 NAA + 2,0 JA) bitkiciklere
ait bulb ¢ap1 gelisimi iizerinde istatistiksel anlamda
(p=<0,05) 6nemlilik goriilmemekle birlikte goreceli
olarak olumlu yonde etkisi oldugu gozlenmistir.

Siirglin ~ rejenerasyonu  bakimindan  incelenen
eksplantlardaki gelisim BBD agisindan istatistiksel
olarak (p<0,05) oOnemsiz olmakla birlikte, en
yiksek siirgiin sayis1 3,4 adet/eksplant ile 1,0 mg I’
"IBA + 0,4 mg I'" NAA igeren MS besin ortami
olarak bulunmustur. Bununla birlikte elde edilen
verilere gore JA kombinasyonlarini igeren NAA-
IBA kombinasyonlarinin ~ silirgiin  olusumunu
olumsuz yonde etkiledigi goriilmiis ve en diisiik
siirgiin sayis1 1,3 siirgiin/eksplant ile 1,0 mg 1"
IBA + 0,2 mg I'' NAA + 2,0 mg I"' JA iceren MS
ortaminda gozlenmistir (Cizelge 3).

Santos ve Salema (2000), Narcissus triandrus
bitkisinde yapmis olduklar1 in vitro ¢ogaltim
calismasinda, Jasmonik asitin 2 iP ve NAA ile
kombinasyonlarini igeren besin ortamlarinda
kiiltire aldiklar1 bitkiciklerin, sogan ¢aplarini
Olgmiisler ve sadece JA igeren besin ortamlarinda
bulb c¢apinmn daha yiiksek oranda oldugunu
bildirmislerdir.

JA igeren ortamlarda da bulb gelisim oraninin
yiksek oldugu, IBA, NAA ile dogru sekilde
kombinasyonlarmin  saglandigi  uygulamalarda
Jasmonik asitin koklenme ve bulb gelisimini tesvik
edici oldugu degerlendirilebilinir (Cizelge 3).

Ayni zamanda, Sekil 6’da da goriildiigi gibi JA
iceren besin ortamlarinda gelisen bitkiciklerin
koklerinde  farklilagmalar meydana  geldigi
gbzlenmistir. JA kullanimi sonucunda bitkiciklerin
bulb c¢apindaki artisin  aksine, kardeslenme
sayisinda O6nemli derecede olmasa da azalma
gbzlenmistir. Bununla birlikte, koklenme iizerine
etkisi bilinen IBA ile yine ayni1 oksin grubuna ait
BBD olan NAA kombinasyonlariin (2 ve 3 no’lu
ortamlar) koklenme orani iizerine 6nemli derecede
etkisinin olmadigi, yalmiz kullanilan IBA’nmn
koklenme oranm1 ve bulb gelisimi iizerinde daha
etkili oldugu goriilmektedir.

Uzun ve ark. (2014), I. sari bitkisiyle yapmis
olduklart in vitro koklendirme galigmasinda 1,0 mg
I'' IBA ile 0,2 mg 1" ve 04 mg I' NAA
kombinasyonlar1 uygulanan siirgiinlerde elde
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edilen verilere gore, kok sayist bakimindan 6nemli  ayni1 ortam igeriklerinde de birbirine yaklagik
derecede  farklilik  olmadigini  gérmiislerdir.  degerler elde edildigi, kok sayisim 1,0 mg "' IBA
Arastiricilar, en yiiksek kok sayisin1 0,1 mg I IBA  igeren besin ortaminda 4,30 kok/eksplant oldugu
iceren MS besin ortaminda 4,37 kok/eksplant belirlenmistir.

olarak elde etmislerdir. Bu calismada kullanilan
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Sekil 5. Iris sari bitkisine ait kok sayis1 ve koklenme oranlari.
Figure 5. Number of roots and rooting rates of Iris sari.

Sekil 6. Iris sari bitkiciklerinin (a) kontrol grubu, (b) 5 no’lu ortamda kdk gelisimi.
Figure 6. Iris sari plantlets (a) control group, (b) root development in 5 number medium.
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Geofitler igerisinde yer alan [ris L. tiirlerinin
¢ogaltimi ve yetistirilmesi olduk¢a zordur. Iris L.
tirlerinin de dahil oldugu baz1 geofit bitki
tiirlerinde (Sternbergia fischeriana, Ornithogalum
platyphyllum, Muscari azureum, Iris sari ve Iris
schachtii), alternatif eksplant kaynagi olarak
olgunlagmamis embriyolari, siirgiin rejenerasyonu
caligmalarinda kullanilmigtir (Mirici ve ark., 2005;
Ipek ve ark., 2009; Uranbey, 2010; Uzun ve ark.,
2014). Eksplant kaynagi olarak kullanilan
embriyolar, geofit bitki tohumlarinda, kimyasal
gerektiren bazi dormansi kirma uygulamalarinda
ya da uzun siiren tohumdan ¢ogaltim ¢aligmalarina
gerek olmadan, in vitro mikrogogaltim ¢aligmalariyla,
daha  kolay ve kisa siirede g¢ogaltimi
saglayabilmektedir (Dogan ve Caglar, 2018).
Cogaltim1  saglanan bitkilerin dis  kosullara
adaptasyon siireci de saglikli bitkilerin yan1 sira
saglam bir kok yapisini gerektirmektedir.

Bu calismada, [ris sari endemik tiiriine ait
olgunlagsmamis embriyolar baglangic eksplanti
olarak kullanilmig olup, bitkinin siirgiin, kok ve
bulb gelisimi iizerinde bazi bitki Dbiiyiime
diizenleyicilerin etkileri aragtirtlmistir. Yapilan
denemelerde bitkiciklerin kdklenme oranlar ile
birlikte siirglin olusum oranlari da incelenmistir.
Bu amagla c¢alismamizda farkli bitki biiylime
diizenleyicilere ek olarak, bitki biiylime
diizenleyici olarak ta bilinen jasmonik asit, kok ve
bulb gelisimini  desteklemek {izere besin
ortamlarma eklenmistir.

En iyi siirgiin olusturma oram1 1,0 mg I BA + 0,5
mg 1" NAA igeren MS besin ortamunda Kkiiltiire
alinan eksplantlardan elde edilmistir. Besin ortami
icerisine ilave edilen IBA oksin grubu bitki
biiylime diizenleyici oldugundan, kdklenme iizerine
olan etkisi yiiksektir. Siirgiinlerin kdklenme orani
ve bulb ¢ap1 gelisimleri degerlendirildiginde, IBA
ve IBA ile dogru kombinasyonlariin saglandig
JA igeren MS besin ortamlarinda en iyi sonuglarin
elde edildigi goriilmektedir.

JA ile sitokinin ve oksin kombinasyonlarinin
kullanildigr denemede koklenmeyi sadece JA’in
degil bunun yaninda dogru yapilan sitokinin ve

S. DOGAN, G. CAGLAR: Iris sari Schott ex Baker’nin
In Vitro QOGALTIM VE KOKLENDIRME CALISMALARI

oksin kombinasyonlarinin kayda deger Olgiide
etkiledigi gozlenmistir. JA ile yapilan oksin
kombinasyonlarinda, kok sayist ve koklenme
oranindaki artisin nedeni; kullanilan oksinin, JA ile
desteklenmesiyle meydana geldigi, ters orantili
olarak ta siirgiin rejenerasyonu oraninda azalisin
oldugu gozlemlenmistir.

Bu sekilde yapilacak in vitro calismalarda, oksin
konsantrasyonlariin arttirilarak JA asit ile birlikte
kullanimlar1 ile, JA asitin toprakalti depo
organlarinin gelisimi iizerindeki etkisinin 6nemli
sekilde ortaya koyulacagi ve basar1 oranini olumlu
yonde arttiracagt  diisliniilmektedir. Bununla
birlikte in vitro siirgiinlerin alt kiiltiire alinma
sayisi da goz ard1 edilmemesi gereken bir etkendir.

Bu c¢alismada da goriildiigii gibi, doku kiiltiirii
caligmalarinda ayni bitki tiirlerinden, ayni besin
ortamlarinda elde edilen farkli sonuglarla
karsilasilmasi muhtemeldir. Neden olarak; in vitro
bitki rejenerasyonunu etkileyen unsurlar arasinda
olan bitkinin genotipi, bitki 6rneginin toplanma
zamani, bitki yasi, habitati, kiiltiire alma kosullari
gibi faktorler gelmektedir.

Elde edilen sonuglar, geofit bitkiler icerisinde yer
alan, ayn1 zamanda siis bitkisi potansiyeli olan
gosterisli ciceklere sahip Iris L. tiirleri ile ilgili
gerek siirgiin olusumunun tesvigi gerek ise bitkinin
stirekliliginin saglanmasi icin elzem olan kok
olusumunun tesvigi ve toprakalti depo organlarinin
gelistirilmesi ya da irilestirilmesi amaciyla
yapilacak olan in vitro c¢aligmalar igin {imitvar
nitelikte goriilmektedir.
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Bu calisma, Kahramanmaras Siitcii Imam
Universitesi, Fen Bilimleri Bilimsel Arastirma
Projesi tarafindan desteklenen ‘Tiirkiye’'nin Bazi
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