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Ozet

Tirkiye genetik gesitliliginde dnemli bir yere sahip olan ve geofit olarak adlandirilan soganli bitkiler;
icermis olduklari metabolitler ve sahip olduklari glizel giceklerden dolayi parflimeri, ilag sanayi ve sis bitkisi
olarak kullaniimaktadir. Bu biyolojik zenginliklerinden biri olan Lilium candidum (Akzambak), Liliaceae familyasina
dahil ve soganli bir bitkidir. Turkiye’de dagilim alanlari Glineybati Anadolu Bolgesi, Aydin, Mugla ve Antalya
cevresi ve genel dagilim alanlar Balkanlar, Libnan ve Filistin olarak belirlenmistir. Akzambak ekstraktlari
antioksidan ve antimutajen etkisi olan gesitli biyolojik aktif bilesikler (organik asitler, flavonoidler, glikozitler,
azotlu bilesikler, saponinler ve steroid bilesikler) icermekte ve glinimizde modern tipta kullanilmaktadir. Bu
calismada in vitro mikrogogaltim yéntemi ile akzambak sogancik tretim siiresi 1-1% yildan, yilda 3 dénem sogan
Uretimine indirilmistir. Yapilan denemeler sonucunda L. candidum’un sogan pul yapraklari eksplant olarak
kullanilmis ve en iyi sonuglar 0.6 mg I TDZ 0.2 mg I NAA ve 0.3 g I'* aktif karbon iceren ortamdan elde edilmistir.
Elde edilen sonuglar sis ve tibbi bitki olarak ekonomik dnemi olan geofit bitkilerinin, 6zellikle Akzambak bitkisinin,
hizli ¢ogaltiminda uygulanabilecektir. Kozmetik sektérii ve bu sektérde yer alan bitkisel kozmetik Grtnlerini
Ureten birgok firmaya hammadde teminin de bu yolla saglanabilecegi diistiniiimektedir.

Anahtar Kelimeler: Geofit, Liliaceae, Lilium candidum, pul yaprak, sogancik

Giris yéntemin "Uretim" oldugu tim dlnyada kabul
Tlrkiye'nin sahip oldugu bitki ortis, insanoglu igin edilmektedir. Akzambak bitkisinin soganlari basarili
yasamsal 6nem taslyan hububat, yem, tibbi ve sis bir sekilde geleneksel yontemlerle
bitkileri ile ¢ok zengin bir genetik c¢esitlilik yetistirilebilmektedir; fakat bu yontemler ana
icermektedir. Hem dogayr koruma hem de bitkiden yeni sogan olusturulmasi igin 1-1% yil kadar
ekonomik agidan biyik ©6nem tasiyan bitki uzun bir zaman gerektirmektedir (Khawar ve ark.,
tiirlerimizin gelecegi, dogal yasam alanlarinin tahrip 2005; Ozel ve Erden, 2010).

edilmesi ve ticari amaglarla dogadan asiri toplama Kozmetik  endustrisinin, en  temel
gibi nedenlerle tehdit altindadir. Tirkiye’de 600 gereksinimlerinden birisi, artan tiketici ihtiyaglarina
kadar geofit (soganh ve yumrulu) bitki tirl cevap verebilmektir. Kozmetik endistrisi galisanlari
bulunmaktadir. Tirkiye'nin biyolojik genel egilime paralel olarak kozmetik Grinlerinde
zenginliklerinden biri olan mis zambak (Akzambak), besleyicilik, hasarli doku tedavisi ve genglestirici
Liliaceae familyasina dahil soganh bir bitkidir. etkileri arttirmayr  hedeflemektedirler.  Lilium
Tirkiye’de dagihm alani Glineybati Anadolu Bolgesi, candidum L. (Liliaceae), “Akzambak” bitkisindeki
Aydin, Mugla ve Antalya gevresi ve genel dagilim etken maddeler, kozmetik sanayisinde ihtiyag
alani  Balkanlar, Libnan ve Filistin olarak duyulan oOzellikleri igerdigi icin bu alanda
belirlenmistir (TUBIVES, 2012; Davis, 1978 ve 1984). kullanimina y&nelik ¢alismalar yapilmaktadir.
Diinya’da Uretilen Akzambak miktari Gzerine yapilan Modern hayat ve gorselligin 6n plana
arastirmalar sonucu farkh kullanim vyerleri icin citkmasiyla kozmetik sektoriinlin pazar payinin gin
yeterli olmamasinin yani sira, Akzambak bitkisinin gectikce artmasi, kimyasallarin yan etkilerinden
¢ok pahali bir hammadde olmasi da hem arastirma dolayl insanlarin dogal drlinlere yonelmesi,
yapilmasini  sinirflamakta hem de arastirma geleneksel yontemler ile Grlin iretim slirecinin uzun
maliyetlerini artirmaktadir. Bu durum bitkinin yok olmasi ve Turkiye'de tibbi ve aromatik olarak
olma tehlikesiyle karsi karsiya kalmasina neden kullanilan bitkilerin genellikle endemik olmasi
olmaktadir. Dogadan toplanan bitkilerin korunmasi nedeniyle in vitro mikrogogaltim teknikleri
amaclyla uygulanabilecek en ideal alternatif kullanilarak hizli tiretimi yapilabilmektedir.
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Doku kdltird yontemleri ile Sogancik
Uretim c¢alismalarini etkileyen faktorler; segilen
eksplant  tipi,  bitki bliyime  dizenleyici
kombinasyonlari ve vyetistirme kosullari olarak
ayrilabilir. Bu faktorler géz onlinde tutularak hem
yurt disinda ve hem Tirkiye’de hizli sogan Uretim
calismalari yapilmistir (Maene ve Debergh, 1981;
Karoglu, 2004; Lee ve ark., 2007)

Akzambak bitkisinin  sogancik liretim
calismalari igin farkl eksplantlar test edilmistir ve
genelde sogan pul yapraklari yaprak, yaprakgik
eksplantlari denemelerde kullanilmis ve basaril
sonuglar elde edilmistir (Khawar ve ark., 2005; Altan
ve ark., 2010; Saadon ve ark., 2013). Akzambak
(Lilium candidum)  bitkisinde yapilan sogancik
gelistirme ¢alismalarinda genelde sitokinin olarak
BAP, Kinetin ve 2iP; oksin olarak NAA, 2-4, D ve IBA
kullanilmistir. Bir ¢cok ¢alismada BAP-IBA, BAP-NAA
kombinasyonlarindan hazirlanan ortamlarda
basarili bir sekilde sogancik gelistirilmistir (Khawar
ve ark., 2005; Altan ve ark., 2010; Saadon ve ark.,
2013).

Bu c¢alismanin  amaci laboratuar ortaminda
mikrogogaltim yontemleriyle sogan Uretimi sliresini
1-1% yildan, yilda 3 doénem {riin alinabilir hale
getirmektir. Ek olarak bitki yetistiriciligini
yayginlastirip ic ve dis piyasaya sunarak bdlge ve

Tiarkiye ekonomisine katki  saglamaktir. Bu
calismada in vitro kosullarda sogan olusumunu
tesvik  edici  en uygun bitki  blylime
dizenleyicilerinin segilip kullanilmasi

amagclanmistir.

Materyal ve Metot

Denemelerde kullanilan soganlar Balikesir
bolgesinde Akzambak kiltlrd yapan Ureticilerden
temin edilmis ve soganlar 6 hafta boyunca kese
kagidina sarili sekilde +4°C’de bekletilmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Materyal olarak kullanilan Akzambak sogani

Eksplantin sterilizasyonu igin soganlar en
dista bulunan kurumus yapraklarindan
temizlendikten sonra deterjanli su ile yikanip daha
sonra akan musluk suyu altinda durulanmistir.
Durulanan soganlar 3 saniye %70’lik etanola batirilip
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cikariimistir. Onceden yapilan calismalardan yola
cikarak % 50’lik ticari gamasir suyunda (Axion) 10 dk
sterilizasyona tabi tutulmustur. Sterilizasyonu
yapilan soganlar 3 kez 5’er dk steril saf su ile
durulanmistir. Denemelerde temel besin ortami
olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962) mineral
tuzlan ve vitaminleri  kullanilmistir.  Ortam
hazirhiginda distile su kullanilmis olup, gerektiginde
besin ortamina farkli konsantrasyonlarda bitki
bliyiime duzenleyiciler ve aktif karbon ilave
edilmistir. Besin ortaminin pH’si 5.6-5.8 arasi 1 N
NaOH ya da 1 N HCl kullanilarak ayarlandiktan sonra
1.2 atmosfer basing altinda ve 121°C’de 20 dakika
tutularak steril edilmistir. Tam kilturler beyaz
floresan 15181 altinda 16 saat isik ve 8 saatlik karanlik
fotoperiyotta 24°C'de inklibasyona tabi
tutulmustur.

Sogan pul yapraklarinin kiltiriinde temel
besin ortamlari ve amaglanan doku kaltiirQ
yéntemine gére; TDZ ve NAA'nin  farkl
konsantrasyonlarina 0.3 aktif karbon, 30 mg I
sukroz ilave edilmis olup ve 13 g I agar ile
katilastinlmistir. Elde edilen sogancik ¢aplarinin
blyltilmesiigin 2. alt kiiltiirde eksplantlar 50 ve 60
g I sukroz iceren ortamlara alinmistir. Besin
ortaminin pH’si 5.6-5.7’ye ayarlanmistir.

Rejenerasyon denemeleri 3 tekerrlrli
olarak yapilmistir. Calismadan elde edilen verilerin
istatistiki degerlendirilmesi SPSS programinda
Duncan testi ve gerektiginde t testi ile yapiimistir
(Snedecor ve Cochran, 1967).

Bulgular ve Tartisma

Balikesir bolgesinde sogan Uretimi yapan
kiguk Ureticilerden temin edilen, sogukta 4 hafta
boyunca kese kagidina sarili olarak  +4°C’de
muhafaza edilen ve eksplant sterilizasyonu yapilan
soganlarda oncelikli amag¢ bol miktarda in vitro
sogancik olusturmak oldugu icin eksplantlar 0.0, 0.1,
0.2,0.4 ve 0.6 mg I''NAA ve 0.6 mg I TDZ iceren MS
ortaminda kiltiire alinmigtir. Daha 6nce uyku cicegi,
kardelen, gol sogani ve anemon gibi geofitlerde
yapilan in vitro ¢alismalarda da MS bazal ortami ve
farkli bayime dizenleyicilerinin kombinasyonlari
kullanilarak sogancik sayisi ve ¢apinda artis
saglanmaya calisiimistir. Maene ve Debergh, (1981)
Oxalis (uyku gigegi) turlerinde en iyi stirgiin gelisimi
ve dallanma NAA, Zeatin, BA’nin  farkh
kombinasyonlarindan elde edilmistir. Anemonda
(Manisa lalesi) yapilan doku kiltiiri calismalarinda
bitkinin farkli organlarindan kallus olusumunun s6z
konusu olabildigi ve Nitsch besin ortamina aktif
kdmir ilave edilmesi ile anter  kiltlrd
uygulamasinda embriyo olusum oraninin arttigi
belirtilmistir (Girmen 1986). Galanthus (kardelen)
turlerinin doku kiltiirt Gretiminde NAA, BA, farkl
seker cinsi ve dozlari ilave edilmis MS ortaminda,
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eksplant olarak sogan pul yapragi, sogan parcalari
kullanilarak basarnli bir organogenesis c¢alismasi
yapilmistir -~ (Nasircilar  ve  Karaglzel, 2006;
Tipirdamaz ve ark., 1999). Karoglu, (2004) Leucojum
spp (g6l sogani) bitkisinde yapilan in vitro hizh
¢ogaltim  calismasinda  pul  yaprakli  sogan
kisimlarinin  eksplant  olarak  kullanilabilecegi
belirtilmistir. Biyiime diizenleyici olarak 1 mg I'1 BAP
ve mg I1 NAA konsantrasyonlarinin en iyi sonucu
verdigi, elde edilen soganciklarin ise | mg I* NAA
iceren MS besin ortaminda koklendirildigi ve dis
kosullara basarili bir sekilde aktarildigi bildirilmistir.
Khawar ve ark., (2005) Akzambagin pul yapraklarini
ikiye bolerek st ve alt kismini ve yapraklarini farkli
konsantrasyonlarda BAP ve IBA igeren MS besin
ortamlarinda kiltire almislar ve pul yapraklarinin
alt kismindan yiksek oranda sogancik elde
etmislerdir.

Kiltire alinan eksplantlar 7 giin boyunca
4°C’'de bekletildikten sonra beyaz floresan isi8i
altinda 16 saat aydinhk ve 8 saat karanhk
fotoperiyotta 24°C’de tutulmustur. Kiltire alinacak
soganlarin  4°C'de  bekletilerek  soguklama
ihtiyaclarinin  karsilandigr  calismalarin  yaninda
sogan eksplantlarinin da 4°C’de bekletilerek sogan
caplarinin biyutilmeye calisildigi farkh gcalismalarda
mevcuttur. Sage ve ark., (2000) tarafindan yapilan
bir calismada Narcissus pseudonarcissus “Golden
Harvest” c¢esidinde 4°C’de, 4.9 uM IBA iceren
ortamda in vitro soganciklar elde edildigi
bildirilmistir. Yine Fritillaria thunbergii’nin sogan pul
yapraklari ile yapilan rejenerasyon galismasinda en
iyi sonucun 1.62 uM NAA ve 4.65 uM kinetin iceren
MS ortamindan (%13.7) elde edildigi ve elde edilen
soganlarin  kiltir sonunda 5°C de 5 hafta
bekletilerek kompost, vermikulit ve perlit (1:1:1)
iceren ortama aktarildiginda 10 mm g¢apindaki

soganlarin  %100’Unin  slrglin  verdigi  tespit
edilmistir.  Ayrica, rejenerasyon  c¢alismasina
baslamadan 6nce soganlari 10°C'de 6 hafta

bekletmenin rejenerasyonu olumlu yénde etkiledigi
de Paek ve Murty, (2002) tarafindan bildirilmistir.
Saadon ve ark., (2013) Akzambak bitkisinin sogancik
gelismesinde  soguk  muamelesinin  etkisini
arastirmislar ve 7 hafta 25°C’de, 4 hafta 15°C’de ve
son olarak 4 hafta sire ile 25°C'de bekletilen
ortamlardaki soganciklarin ¢apinin daha buyik
oldugunu belirtmislerdir.

Baska bir ¢alismada Hyacinthus bitkisi igin
degisik in vitro kiltlr sistemleri gelistirilmistir.
Hyacinthus soganlarinin in vitro ¢ogaltiimasi lizerine
bitki buylme dizenleyicileri, eksplant kaynagi,
bitkinin genotipi, sicaklik, seker igerigi vb.
faktorlerin etkili oldugu belirtilmistir (Lee ve ark.,
2007). Bununla birlikte, Muscarinin (Arap sumbula)
sogan pullari, yapraklari ve c¢igek kisimlarinin
(Zencirkiran, 2002), Leucojum spp (g6l sogani)
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bitkisinde pul yaprakli sogan kisimlarinin (Karoglu,
2004), Lilium candidum sogan pul yapraklarini ikiye
bolerek Ust ve alt kismini ve yapraklarini (Khawar ve
ark., 2005; Altan ve ark., 2010) ve Hyacinthus
bitkisinde de yine sogan pullarinin (Lee ve ark.,
2007) in vitro gogaltimda en fazla kullanilan eksplant
oldugu bir c¢ok literatiirde belirtilmistir. Altan ve
ark., (2010) Lilium candidum’da (Akzambak) pul
yaprak eksplantini  kullanarak, hizli ¢ogaltim
calismalarinda fungal bulasikik  miktari  ve
kemoterapik maddelerin etkisini gézlemlenmistir.
Nasircilar ve ark., (2011) tarafindan Muscari mirum
tiriinde vyapilan c¢alismada sogan pul yapragi
eksplantlarindan embriyo eksplantlarina gére daha
fazla sogancik elde edildigi bildirilmistir.

Bu calismada kultire alinan sogan pul
eksplantlarinin baslangictan 14 giin sonra eksplant
hacimleri artmis ve 21 gin sonra da pul
yapraklarinin uc kisimlarinda soganciklar
gorilmdastlr. 21 ginin sonunda eksplantlar 0 MS
ortamina aktarilmis ve 28 giin sire ile (~1 ay) 0 MS
ortaminda  bekletilen  eksplantlar  Gzerinde
soganciklar biuylylip belirgin hale gelmistir. En son
kesilerek ayrilan soganciklarin ¢apinin biyimesini
saglamak icin 50 ve 60 g I sukroz iceren MS
ortaminda alt kilttire alinmistir. Soganlar hala bu
ortamlarda bekletilmektedir. Bu sonuglardan elde
edilen veriler varyans analizine tabi tutulmus ve
sonuglar Cizelge 1’ de verilmistir.

Cizelge 1. Calismadan elde edilen (TDZ 0.6 mg I'*)
eksplant basina sogancik sayisi, slirglin gapl,

kavanoz basina sogancik sayisina iligkin
ortalamalar ve varyans analizi sonucu
bulunan F degerleri
NAA (mg I't) Parametreler
Eksplant Kavanoz
basina basina
sogancik sogancik
sayisi** sayisi**
0.0 1,75 ¢ 7,33 ¢
0.1 1,67 ¢ 6,67 C
0.2 6,50 a 26,00 a
0.4 3,42b 13,67 b
0.6 0,42c 1,67d
. 18,276 58,768
(p=0,000) (p=0,000)
** p<0.01

Cizelge 1'de gorildugi gibi eksplant basina
sogancik sayisi sdrgin c¢api ve kavanoz basina
sogancik sayisi bakimindan blyiime diizenleyicileri
dozlari arasinda 0.01 dizeyinde farklihk
gorulmastir.

Eksplant bagina sogancik olusum sayisi:
0.42 ile 6.50 arasinda degismistir. Eksplant basina
en az sogancik olusum sayisi 0.6 mg I'* NAA ve 0.6
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mg I! TDZ iceren MS besin ortamindan elde
edilirken, eksplant basina en fazla sogancik olusum
sayisi ise 0.2 mg I NAA ve 0.6 mg I TDZ iceren MS
besin ortamindan elde edilmistir.

Kavanoz basina sogancik olusumu: 1.26 ile
26.00 arasinda degismistir. En az sogancik olusum
sayisi 0.6 mg I'1ve NAA 0.6 mg I'1 TDZ iceren MS besi
ortamindan elde edilirken, en fazla sogancik olusum
sayisi ise 0.2 mg I'X NAA ve 0.6 mg I'1 TDZ iceren MS
besin ortamindan elde edilmistir.

Sekil 2. 14 g[jnsonra eksplantta olusan sismeler

Sekil 3. 21 gin sonra pul yapraklarinin ug

kisimlarindaki gelismeler

Sekil 4. 0 MS ortaminda bekletilen eksplantlar
lizerinde soganciklar
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Sekil 5. 50 ve 60 g I'* sukroz iceren MS ortaminda
bekletilen soganciklar

Lilium hibriti “Casablanca” sogan pullarinin
kinetin, BA ve TDZ iceren MS ortaminda kiltire
alindigi bir ¢alismada sogan pullari kabarmis ve
kiigik yaprakli, ince sogan pullari olan adventif
strglnler olusturmustur. Bu slrglinler c¢esitli
ortamlarda alt kdltire alindiktan sonra sogan
caplarinin biyitiilmesi icin 60 g I'* sukroz ve 2 g I
aktif kdmdir iceren MS ortaminda kiltlre alinmistir.
3 ay sonra yapilan 6lglimlerde sirglnlerin icerdigi
sogan agirhg yaklasik 11 g olmustur. En ¢ok sogan
saylsi ise 3 ay sonra 5°C sogukta bekletilen
surginlerde olusmustur (Han ve ark., 2005).
Hippeastrum vittatum (s6valye yildizi) tirlinde in
vitro mikrogogaltimda farkh elisitorler (metil
jasmonat, spermin, kazein hidrolizat veya
progesteron) uygulayarak sogan sayisi ve
agirhgindaki artis miktarlarinin  arastirildigr  bir
¢alismada en ylksek ¢ogalma ve biylime orani 16
mg I 2 iP+4 mg "X NAA iceren MS bazal ortaminda
tespit edilmistir. Eksplant basina en ylksek sogancik
sayisinin (8.2 sogan/eksplant) 80 mg I* spermine
iceren ortamda, en yiksek sogan taze agirliginin
(1.23 g/sogan) ise 4 mg I'* MelA iceren ortamda
olustugu belirlenmistir (Zayed ve ark., 2011).
Nasircilar ve ark., (2011) Muscari mirum tlurinde
yaptiklari ¢alismada sogan pul, skap, yaprak ve
olgunlasmamis  embriyo  eksplantlart  farkli
konsantrasyonlarda bitki bliyiime dizenleyicileri
(BAP, NAA, TDZ, Picloram, 2,4-D) ile desteklenmis ve
farkli besin ortamlarinda kaltlire alinmistir. Skap
eksplantindan vyalnizca kallus olusumu elde
edilmistir. Sogan pul yaprag eksplantlarindan
embriyo eksplantlarina gore daha fazla sogancik
elde edilmistir. En yilksek sogancik olusumu
(eksplant basina 23.50 adet) kltir baslangicindan 5
ay sonra, 4 pul yaprakli sogan eksplantlarindan 4 mg
I"1 BAP ve 0,25 mg I'* NAA iceren MS ortaminda elde
edilmistir.

Mirici  ve ark., (2005) Sternbergia
fischeriana tiriinde ylritmis oldugu calismada
belirlemis olduklari en iyi ortam olan 2 mg I BAP ve
0.5 mg I'* NAA iceren MS besin ortaminda kiiltiire
almiglardir. Bu ortamda 3 haftada bir alt kaltir
yapilarak soganciklarin gelismesi saglanmistir.
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Kiltir baslangicindan 6 ay sonra ise bol miktarda
sogan elde edilmistir.

Bu c¢alismanin amaci Tirkiye’de Glneybati
Anadolu Bélgesi Aydin, Mugla ve Antalya civarinda
dogal olarak bulunan ve ekonomik degeri ylksek
olan L. candidum (Akzambak, miszambak) bitkisinin
biyoteknolojik yontemlerle hizli bir sekilde ve fazla
sayida ¢ogaltarak kozmetik sanayisine sogan ham
maddesi saglamaktir. Kozmetik sanayisine sogan
ham madde temini igin L. candidum rejenerasyonu
Gzerine en uygun NAA ve TDZ dozlarinin eksplant ve
kavanoz basina en yiiksek sogancik olusum sayisini
veren 6.50 ve 26.00 adet ile 0.2 mg I'NAA 0.6 mg I
1TDZ igeren MS besin ortami olarak belirlenmistir.

Sonug

Bu calismadan elde edilen sonuglar ile
Tirkiye’de gelismekte olan kozmetik sektori ve bu
sektorde yer alan bitkisel kozmetik Urilinlerini
optimize eden ve Ureten bir¢ok kurulusa hammadde
temini agisindan yararl olacagl dislinilmektedir.
Ayrica optimize edilecek mikrogogaltim yonteminin
Tlrkiye’de geleneksel yontemler ile ticari olarak
Uretimi yapilan Liliaceae familyasina ait soganh
bitkilerde kullanilabilmesi ve bu sayede aromatik ve
tibbi olarak kullanilan bu soganl bitkilerde yapilan
ithalatin  azaltiimasina katki saglayacagi 06n
gorulmektedir.

Bu calismalar kapsaminda yilda 3 kez drin
(sogan) elde edilerek Akzambagin kozmetik
acisindan pazar Gstunligu saglayacagi
disUnllmustar.
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