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Ulkemiz topraklarinda yetisen kardelen, tiir gesitliligi ve endemik zenginligi bakimmdan
o6nemli bir degere sahiptir. Biyoteknolojik yontemler kullanilarak, kardelen soganmnimn
stirdiiriilebilir iretimine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada, Karadeniz kardelen soganinin in
vitro kosullarda tiretilmesi i¢in, farkli bitki bitylime diizenleyicileri ve aktif komiir kullanilarak
en verimli ve uygun ortamin bulunmasi hedeflenmistir. Bu amag ile, BAP, NAA, GA;ve 2,4-
D bitkisel hormon kombinasyonlar1 ve farkli konsantrasyonlarda aktif komiir igeren MS
besiyeri ortamlarinda sogancik olusumu tesvik edilmistir. Uygulanan hormon kombinasyonlari
arasinda 1 mg I* BAP ve 0.1 mgI* NAA igeren MS ortaminda 3.67 adet sogancik elde
edilmistir. En yiiksek sogancik sayis1 ise, 5 g I aktif komiir iceren MS besiyerinde eksplant
basina ortalama 5.95 adet bulunmustur. Doku kiltiri kosullarinda elde edilen tiim
soganciklar, 1 g I* ve 5 g I aktif komiir iceren MS besiyeri ortaminda koklendirilmis ve dis
ortama aktarimlar1 gergeklestirilmistir. Sonug¢ olarak, in vitro kosullarda kullamlan tim
ortamlar arasinda, aktif komiir uygulamasmin en yiiksek sogancik olusumunu tesvik ettigi
ortaya konmustur.
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The snow drop has a wide distribution of our country is an important plant in terms of species
diversity and endemic richness. Due to widespread use as ornamental plant, it has commercial
economic value. For this reason, sustainable production of snowdrop bulbs is needed using
biotechnological methods. In this study, it was aimed to find the optimum and efficient
conditions of snowdrop bulb in vitro using different plant growth regulators and activated
charcoal. For this purpose, BAP, NAA, GA; and 2,4-D plant growth regulators combinations
and active charcoal at different concentrations were used in MS medium. While bulblet
number were found 3.67 in MS medium containing 1 mg I'* BAP and 0.1 mg I NAA among
applied hormone combination, the highest bulblet number per explant as 5.95 were observed
on MS medium containing and 5 g I'* activated charcoal. In vitro rooting of bulblets used MS
medium supplemented with 1 g1* and 5 g I?* activated charcoal and then acclimatization of
bulblet were done successfully. Consequently, the result from the experiment, activated
charcoal promoted the highest bulblet multiplication in vitro. Among the hormone
combinations applied, 3.67 shallots were obtained in MS medium containing 1 mg I BAP and
0.1 mg I NAA.

1. Giris

Dogadan toplanan ve siis bitkisi olarak ihra¢ edilen soganlt
bitkilerin ticaretinde ilk sirada kardelen (Galanthus) cinsi yer
almaktadir. Ulkemizde bu cinsin ¢ok sayida taksonu
bulunmakla birlikte, sadece Toros daglarinda yetisen Galanthus
elwesii Hook. f. (Toros Kardeleni) ve Dogu Karadeniz
daglarinda  yetisen  G. woronowii Losinsk.  (Karadeniz

Kardeleni) tiirlerinin soganlarinin ihracatt yapilmaktadir
(Ekim ve ark. 1992; Yiizbasioglu 2012).

Kardelen ihracat1 ile ilgili yapilan ¢alismalarda, soganlarin
zamansiz, diizensiz, gelisigiizel ve asir1 toplanmasinin, bu
tirlerin popiilasyonlarina biiylik zarar verdigi gosterilmistir
(Yiizbasioglu 2008; Demir 2010). Bu nedenle ilk olarak 1989
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yilinda yayimlanan bir yonetmelik ile bu bitkinin dogadan
toplanmasi ve ihracatinin yapilmasi ile ilgili, usul ve kosullar,
kontrol altina alinmaya cahsilmigtir (EKim ve ark. 1992;
Anonim 2004; Demir 2010).

Kardelen dogal ortaminda tohum ve yeni sogancik
olusumuyla ¢ogalmaktadir. Tohumdan, yeni olgun bir sogan
olusumu i¢in 3-4 sene gibi uzun bir siire gegmesi
gerekmektedir. Hem dogal ortamindan soganlarin sokiilmesi
hem de bitkinin dogal hayat dongiisiiniin uzun olmasi nedeniyle,
kardelen cinsine ait tiirler giderek azalmakta ve bitkinin
tretimine yonelik hizli ¢ogaltim ydntemlerinin kullanilmasi
zorunlu hale gelmektedir. Son yillarda soganlh bitkiler ile ilgili
yapilan in vitro ¢aligmalarda hizli bir artig gézlenmektedir (Ulus
ve Seyidoglu 2006; Daneshvar-Royandazagh ve ark. 2014; Cig
ve Bagdogan 2015; Ozdemir ve ark. 2016). Ulkemizde ilk
olarak, Cakirlar ve ark. (1994), Galanthus elwesii ve Galanthus
ikariae Baker tiirlerinin sogan, yaprak ve ¢i¢ek sapini eksplant
kaynag1 olarak kullanarak, doku kiiltiirii yontemi ile sogancik
dretimini  gergeklestirmislerdir. Bu ¢aligmada, sogan pul
yapraklarmin en uygun eksplant kaynagi oldugu tespit
edilmistir. Diger bir caligmada ise, eksplant kaynagi olarak, G.
elwesii tohumlarindan elde edilen olgunlagmamig embriyolar
kullamilmigtir  (Nasircilar  ve Karagiizel 2006). Kardelen
sogancik olusumu ¢aligmalarinda genellikle, benzil amino purin
(BAP) ve naftalen asetik asit (NAA) bitkisel hormon
kombinasyonlar1 kullanilmistir (Tipirdamaz ve ark. 1999;
Staikidou ve ark. 2006; Nasircilar ve Karagiizel 2006). G.
nivalis, G. nivalis ‘Flore Pleno’ ve G. elwesii tiirleri ile yapilan
diger bir doku Kkiiltiiri ¢alismasinda ise, sogan pul
yapraklarndan 1 mgl? BA ve 0.1 mgl®* NAA hormon
konsantrasyonlar1 iceren MS ortaminda sogancik elde edilmis;
aktif komiir iceren MS ortaminda, sogancik biiylimesinde, kok
sayisinda ve uzamasinda 6nemli bir artig goriilmiistiir (Staikidou
ve ark. 2006; Staikidou ve Selby 2012). Tipirdamaz (2003)
yaptig1 ¢aligmada, Galanthus ikariae sogan pul yapraklarindan
in vitro kosullarda elde edilen soganciklarin NAA igeren MS
ortaminda etkili oranda koklenme gosterdigini bulmustur
(Tipirdamaz 2003).

Yapilan tim bu c¢alismalarda, genellikle BA ve NAA
bitkisel hormonlarinin az sayida kombinasyonu kullanilmistir.
Aktif komiir uygulamasi ise, sadece sogancik biiyiimesi iizerine
caligilmustir. Bu galigmada ise, Karadeniz kardeleni (Galanthus
woronowii) sogan pullarindan, bitkisel hormonlarin (BAP,
NAA, GA; ve 24-D) farkli konsantrasyonlari ve
kombinasyonlarinin in vitro kosullarda sogancik olusumu
tizerine etkisi arastirilmustir. Ayrica, MS ortaminda aktif
komiirtin farkli konsantrasyonlarmin tesvik ettigi sogancik
olusumunu ¢aligilmigtir. Calismanin  sonucunda, in vitro
kardelen sogancik iiretiminde en verimli ve uygun ortamin
bulunmasi hedeflenmistir.

2. Materyal ve Yontem

Calismamizda kullanilan bitkisel materyal olan Karadeniz
kardeleni (Galanthus woronowii) Trabzon ili Siirmene
ilcesinden Bilgin Ticaret (Siileyman Bilgin) tarafindan temin
edilmistir.  Yaklasik 150 adet olgun kardelen sogani
kullanilmistir. Bitki doku kiiltiirii ortamu olarak 30 g I sukroz
ve 2.5 g pyhtagel iceren MS (Murashige ve Skoog 1962;
Duchefa M0221) kullanilmigtir. MS ortaminin ph degeri 5.7
olarak ayarlanmustir. Hazirlanan besi ortamlar1 121 °C de 20 dk
steril edilmistir. Sterilizasyon sonras, vitamin karisimi 1 mg I”*
oraninda (sigma, M3900) eklenmistir. Besiyeri ortami
soguduktan sonra asagida belirtilen hormon kombinasyonlari

eklenerek steril petrilere ve filtreli kiiltiir kaplarina (Duchefa,
E1654-80 mm, E1674-140 mm) dokiilmistiir. Bitkisel hormon
kombinasyonlar1 2 mg " BAP (benzil amino piirin) ve 0.2
mg I NAA (naftalen asetik asit), 1 mg I BAP ve 0.1 mgI*
NAA, 1 mgl? BAP, 0.1 mgl® NAA ve 0.1 mgl? GA,
(giberellik asit), 2.0 mg I GA; 0.1 mg I NAA ve 1 mg 1™ 2,4-
D, 02 mgl? NAA ve 2 mgl' 24-D olacak sekilde
kullanilmistir. MS ortamindaki aktif komiir ise, sterilizasyon
asamasindan once 1 ve 5 g I'* oraninda ilave edilmistir.

Sterilizasyon isleminde dis kabuklari soyulan soganlar, 30
dk akan musluk suyu altinda yikanmustir. Daha sonra, 30 dk
% 50 camagsir suyunda bekletilerek, steril kosullarda 4 parcaya
bolinmiistiir. Parcalanan soganlar tekrar 30 dk % 10 g¢amagir
suyunda bekletildikten sonra, 3 defa steril su ile 10 ar dakika
yikanmistir. Sterilizasyon iglemi tamamlanan sogan pullart steril
filtre kagidi ile kurulanarak, 1 cm biyiikliigiinde eksplantlar
elde edilmistir. Doku kiiltiirii ¢aligmasi, bitki biiylime kabini
kosullarinda (VB 0714, Bioline, Votsch Industrietechnik,
Almanya; i¢ boyutlar: 970x750x1400; 151k yogunlugu:450
mmol m?2s' @ 200 mm) 18°C sicaklikta ve 16/8 151k
periyodunda yapilmistir. Denemeler birbirinden bagimsiz en az
3 tekrar olacak sekilde yapilmigtir. Sogancik sayimi igin, herbir
deney kendi i¢inde en az 5 tekrar olacak sekilde tasarlanmugtir.
Petri ortaminda 4 adet eksplant, filtreli kiiltiir kaplarinda ise
yaklagik 6 eksplant kullanilmigtir. Yaklagik 4 ay sonunda,
sogancik olusumu gozlenen eksplantlar sayilarak “sogancik
goriilme sikhig1” yiizde cinsinden hesaplanmustir. Eksplantlar
iizerinde olusan soganciklar sayilarak “Eksplant basina diisen
sogancik sayisi” yiizde cinsinden ifade edilmistir. Denemeler
yaklagik 4 hafta sonunda alt kiiltiire alinmistir. Sogan pul
yapraklarindan elde edilen soganciklarin koklendirilmesi 1
mg I ve 5 mg I aktif kémiir igeren besiyerleri tiip ve filtreli
kiltir  kaplart  kullanilarak  yapilmustir. Kok gelisimi
tamamlanan soganciklar, perlit i¢eren saksilarda dis ortama
aktarilmistir. Soganciklarin ekildigi saksilarin iizerine seffaf
posetler gecirilerek 10 giin boyunca dogrudan hava ile temasi
engellenerek dis ortama aligtirilmasi saglanmigtir.

3. Bulgular

Dogal ortamindan toplanmig olgun kardelen soganlari
(Galanthus woronowii) ticari ¢amagsir suyu kullanilarak steril
edilmistir. Sterilizasyon islemi sonrasinda yaklasik % 50
oraninda eksplant kaybi goézlenmistir. Bu nedenle, deney
¢aligmasinin baslangicinda oldukga fazla sayida petri ve filtreli
kiiltiir kab1 ile c¢alismaya baglanmigtir. Kardelen sogan
pullarmin sterilizasyonunu takiben doku kiltiirii ortaminda
yaklagik 4 ay siire sonunda yiiksek oranda sogancik olusumu
kaydedilmistir. Calismamizda elde edilen veriler, koklenme
ortamina almabilecek biiyiikliige gelen soganlar sayilarak elde
edilmistir. Ayrica, bitkisel hormon ve aktif kdmiir igermeyen
MS ortaminda da sogancik olusumu gozlenmis olmasina
ragmen olusan soganciklar sayilabilecek biiyiikliige ulagsmadigi
icin yeterli veri kayd1 yapilamamigtir.

3.1. Bitkisel Hormon Kombinasyonlarinin Sogancik Olusumuna
Etkisi

Bitkisel hormon kombinasyonlarinin tamaminda, sogancik
olusumu farkli oranlarda gdzlenmistir. Herbir eksplant iizerinde
birden fazla sayida sogancik olusumu gergeklesmistir. Olusan
sogancik sayisi uygulanan bitkisel hormon igerigine gore
farkhihk gostermistir. 1 mg I* BAP ve 0.1 mg I'* NAA igeren
MS ortaminda tim eksplantlarda sogancik olugumu (% 100)
tespit edilmistir. Cizelge 1°de belirtilen tim hormon
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kombinasyonlari igerisinde eksplant bagina diisen en yiiksek
sogancik sayist 3.67 ile 1 mg I BAP ve 0.1 mg I NAA igeren
MS ortaminda bulunmugtur. Sitokinin (BAP) ve oksin (NAA)
konsantrasyonu  arttikca sogancik  olusumunda azalma
kaydedilmistir. 2 mg I BAP ve 0.2 mg I NAA iceren MS
ortamindaki eksplantlarda % 76 oraninda sogancik olusumu
elde edilmistir. En diisiik sogancik goriilme sikligi ise % 20
oraminda 1 mgI* BAP, 0.1 mgI* NAA ve 0.1 mgl? GA,
iceren MS ortaminda gozlenmistir. NAA ve 2,4-D igeren MS
ortamlarinda ise konsantrasyon arttikga eksplant basma diigen
sogancik sayisinda azalma kaydedilmistir (Cizelge 1). Tim
ortamlardan elde edilen soganciklar 1 ve 5 mg 1™ aktif komiir
iceren MS ortaminda koklendirilerek, soganciklarin dig ortama
aktarimlart yliksek oranda basari ile tamamlanmustir.

3.2. Aktif Komiirtin Sogancik Olusumuna Etkisi

MS besiyeri ortamina 1 ve 5 gl oraninda aktif kémiir
eklenerek, kardelen sogan pullarindan elde edilen tim
eksplantlarda sogancik olusumu tesvik edilmistir. 5 g I aktif
komiir iceren MS ortaminda eksplant basina diisen sogancik
sayist 5.95 adet ile en yiiksek verimi gostermistir (Cizelge 2)
(Sekil 1). 1 mg I aktif kémiir igeren MS ortaminda ise 2.95
adet eksplant basina sogancik olusumu bulunmustur. MS
ortaminda aktif komiir ilavesi ile elde edilen soganciklar 1 mg I’
lves mg I aktif kémiir iceren MS ortamlarinda basarili bir
sekilde koklenmistir (Sekil 2). Koklenen soganciklarin dis
ortama aktarimu perlit igeren saksilarda yapilmugtir (Sekil 2).

Cizelge 1. Bitkisel hormon kombinasyonlarmin kardelen sogancik
olusumuna etkisi.

Table 1. The Effect of plant hormone combination on the formation of
snowdrop bulblet.

Bitkisel Hormonlar

9 Sogancik  Eksplant bagina
(mg ") goriillme  diisen sogancik
BAP NAA GAs 2,4-D stklig1 (%) sayl1s1
1.00 0.1 1000 3.67+0.8
200 0.2 76.335+7.63 3.07+0.6
1.00 0.1 0.1 20+0 1.13+0.1
2.0 35.56+3.8 1.240.2

0.1 1.00 45.71+5.08 1.41+0.32
0.2 2.00 37.89+4.77 0.61+0.13

Cizelge 2. Aktif kdmiir igeren MS ortaminda sogancik olusumu.

Table 2. The bulblet formation in MS medium including activated

charcoal.

Aktif Komiir Sogancik goriilme Eksplant basina diisen
(gM sikligi (%) sogancik sayisi
1.0 100 2.55240.27
5.0 100 5.95+0.78

Sekil 1. 5 g I"aktif komiir igeren MS besiyerinde sogancik olusumu.

Figure 1. The bulblet formation in MS medium including 5 g I "activated charcoal.

© Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi



242 Yiizbasioglu ve Dalyan/Mediterr Agric Sci (2017) 30(3): 239-243

Sekil 2. 1 g I'* aktif komiir iceren MS besiyerin de koklendirilen kardelen soganciklar1 (A). Doku kiiltiirii kosullarinda elde edilen soganciklarin dis

ortama aktarilmasi (B).

Figure 2. Rooted snowdrop bulblets in MS medium including 1 g I'* activated charcoal (A). Acclimatization of bulblets obtaining from tissue culture

condition (B).

4. Tartisma ve Sonug¢

Bitkisel dokularin totipotensi Ozelliginden yararlanarak
gelistirilen bitki doku kdiltiiri teknigi, gliniimiizde ticari ve
bilimsel amagli birgok bitki tiirliniin vegetatif {iretiminde
kullanilmaktadir. Vegetatif tiretimi yapilacak olan bitkinin
ozelligine gore, eksplant kaynagi farkli doku ve organlardan
secilmektedir. Geofit olarak bilinen soganli bitkilerin doku
kiltiirii  ¢aligmalarinda, sogan ve rizom gibi toprak alti
stirgiinleri siklikla kullanilmigtir (C1g ve Bagsdogan 2015). Bu
calismada, in vitro kosullarda, Karadeniz kardeleni (Galanthus
woronowii) nin sogan pul yapraklar1 eksplant kaynagi olarak
caligtlmistir.  Sogan pul yapraklarinin  tamamen  steril
edilmemesinden dolay1, eksplant kaybi yasanmstir. Ancak,
olgun kardelen soganindan ¢ok sayida eksplant elde edilebildigi
i¢in, siirgiin olusumu sirasinda problem yasanmamustir. Aktif
komiir (Cizelge 2) ve 1 mg 1™ BAP ve 0.1 mg I* NAA igeren
MS ortamlarinda (Cizelge 1) tiim eksplantlarda sogancik
olusumu tespit edilmistir. Kullanilan diger MS ortamlarinda da,
sogan pul yapraklarinda yiiksek oranda sogancik olusumu
gozlenmigtir. Elde edilen veriler dogrultusunda, Karadeniz
kardeleninin sogan pul yapraklari in vitro kosullarda, verimli bir
eksplant kaynagi olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
Tipirdamaz ve ark. (1999) da yaptiklart ¢alismada karadeniz
kardeleninin sogan pargasi, ¢ift pul yaprak ve sogan pul yapragi,
bazal doku igermeyen pul yapraginin st kisimlarmi eksplant

kaynagi olarak kullanmiglardir. En uygun eksplant kaynaginin
sogan pul yapraklari oldugunu ifade etmislerdir.

Bitki doku kiiltiiri  ¢alismalarinda, Dbitki  biiylime
diizenleyicileri sogancik iiretiminin tesvik edilmesinde oldukga
onemli islev gormektedir. Bitki biiylime diizenleyicilerinin
oranlari1 ve karigim halinde kullanimi1 sogancik verimini
etkileyen onemli faktdrler arasindadir. Bu ¢alisma ile, sitokinin
kaynag1 olarak BAP, oksin kaynagi olarak NAA kullaniminin
sogancik veriminde yiiksek etkisi bulunmustur. BAP ve NAA
hormonlarmin konsantrasyonu arttirildiginda, sogancik goriilme
sikligt ve eksplant bagma diisen sogancik sayisinda azalma
gozlenmistir (Cizelge 1). Karadeniz kardelen soganinin in vitro
kosullarda tiretiminde, 1 mg I BAP ve 0.1 mg I* NAA bitkisel
hormonlar1 igeren MS ortaminda en yiiksek sogancik olusumu
bulunmustur. Galanthus nivalis ile yapilan bir ¢alismada, sogan
pullarindan farkli oranlarda BAP ve NAA kullanarak in vitro
kosullarda sogancik tretimi yapilmistir (Staikidou ve Selby
2012) ve BAP ve NAA konsantrasyonu azaldik¢a, sogancik
veriminde azalma bulunmus, 1 mg I BAP ve 0.1 mg I NAA
iceren ortamda en uygun sogancik olusumu rapor edilmistir.

Aktif komiir, bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda hiicre
bliyime ve gelismesinin tesvik edilmesinde siklikla
kullanilmaktadir (Thomas 2008). Doku kiiltiirii ortamina aktif
komiir eklenmesi, fenolik oksidasyonu Onemli miktarda
azaltarak, en uygun morfogenez olusumu i¢in ortamin pH smi
diizenlemektedir (Thomas 2008). Kardelen tiirleri ile yapilan
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calismalarda, aktif komiir uygulamasinin, in vitro kosullarda
soganciklarmn  biliylimesi ve  koklendirilmesini  arttirdig:
bulunmustur (Staikidou ve ark. 2006; Staikidou ve Selby 2012).
Bu ¢alismada ise, kardelen sogan pullarindan alinan eksplantlar
da, 5 mg I"* aktif komiir iceren MS ortanunda yaklagik 6 adet
sogancik olusumu gdzlenmistir ve uygulanan tiim ortamlar
icerisinde en yiiksek verim elde edilmistir. Doku kiiltiirii
yontemi ile kardelen sogancik {iretiminde, aktif komiir
kullaniminin etkili ve verimli sonug verdigi bulunmustur.

Sonug olarak, doku kiiltiirii yontemi ile kardelen soganinin
tretimi basarilt bir sekilde tamamlanmis ve soganciklarin dig
ortama aktarimi ger¢eklesmistir. Caligmamizda, in vitro
kosullarda aktif komiiriin Karadeniz kardelen sogan pullarindan

yiksek sayida sogancik olusumunu tesvik ettigi ortaya
konmustur.
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