AKDENIZ UNIVERSITESI ZIRAAT FAKULTESI DERGISL 2006, 19(2),159-164

GALANTHUS ELWESII HOOK. f. BITKISININ OLGUNLASMAMIS
EMBRIiIYOLARINDAN IN VITRO SOGAN URETIiMi
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Ozet

Galanthus elwesii Hook. f. bitkisi iilkemizden ihra¢ edilen ¢igek soganlari listesinde ilk siralarda yer
almaktadir. Bu nedenle bu bitkinin in vitro ¢ogaltimi hem gen kaynaklarinin korunmast hem de ticari iiretim i¢in
biiyiikk 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismada kullanilan Galanthus elwesii Hook. f. bitkisinin meyveleri nisan aymin ilk
haftasi igerisinde dogal yetisme ortami olan Antalya ilinin Akseki ilgesi civarindan toplanmistir. Meyveler yiizey
sterilizasyonu i¢in % 80’ lik ticari sodyum hipoklorit ¢dzeltisinde 20 dakika tutulduktan sonra ii¢ kez steril saf su ile
durulanmustir.  Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlardan ¢ikarilan olgunlasmamis embriyolar 1-4 mg/l 6-
benzilaminopurin (BA) ve 0,5 mg/ | a- naftalen asetik asit (NAA) igeren Murashige-Skoog (MS) ortaminda kiiltiire
almmistir. En yiiksek sogancik olusumu 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA igeren MS ortaminda elde edilmis olup, bu
ortamda elde edilen sogancik sayisi eksplant bagina 7,7 adet olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Galanthus elwesii, In Vitro Cogaltim.

In Vitro Bulb Propagation from Immature Embryos of Galanthus elwesii Hook. f. Plants

Abstract

Galanthus elwesii Hook f. is one of the first plants in the list of flower bulbs which are exported from Turkey.
Because of this, /n Vitro production of this plant is important not only to protect gene pool but also for commercial
production. Fruits of this plant, used in this study, were collected in Akseki, Antalya, a place where this plants
naturally grown up, first week of April. Fruits were hold in 80 % commercial sodium hypocloride solution about 20
minutes for surface sterilization after that washed by sterile distilated water for three times. Immature embriyos
extracted from the sterile seeds were cultered in a MS medium that contains 1-4 mg/l 6-benzileaminopurine (CBA)
and 0.5 mg/l a-naftalene asetic acid (NAA). The highest bulb formation was obtained from MS medium contained 1
mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA. The number of the bulbs obtained from this medium was found 7.7 per explant.
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1. Giris

Ulkemiz florasinda bulunan 9000
tirin  yaklagitk 3000 kadarini endemik
bitkiler olusturmaktadir (Ekim ve ark.,
2000). Geofit ad1 verilen ve sogan, tuber,
rizom gibi toprak alt1 organlarina sahip olan
soganli  bitkiler, bu  biyogesitliligin
olugmasina onemli bir katki saglamaktadir
(Tipirdamaz ve ark., 1999). Geofitler giizel
cicekli olmalarinin yaninda, parfiim ve ilag
sanayiinde de kullanilmalart nedeniyle
ekonomik yonden olduk¢a 6nemli bitkilerdir
(Ekim ve ark., 2000). Bu nedenlerden dolay1
ozellikle Ege, Akdeniz ve Karadeniz
bolgelerinde dogal olarak yetisen Galanthus,
Anemone ve Cyclamen gibi bitkilerin
soganlari, yaklasgtk yiiz yildir dogal
ortamlarindan sokiilerek ihra¢ edilmekte ve
bu ihracattan yilda yaklasik 2 milyon dolar
gelir saglanmaktadir (Yazgan ve ark., 2005).

Dogadan toplanan ve genellikle siis bitkisi
olarak ihra¢ edilen soganli bitkilerin
ticaretinde ilk sirada Galanthus cinsi yer
almaktadir (Tipirdamaz ve ark., 1999). Son
yillarda tehlike altinda bulunan geofitlerin
korunmasi amaciyla, uluslararasi anlagmalar
yapilmis ve dogada nesli tiikenmekte olan
bazi tilirlerin dogal ortamdan toplanarak
ticaretinin yapilmasi yasaklanmistir (Ekim
ve ark., 2000).

Geofitlerin ¢ogunun dogal ortamda
yeni sogancik olusturma siiresi olduk¢a uzun
ve sogan olusum orani da oldukga diisiiktiir
(Ziv ve Kipnis, 2000, Arslan ve ark., 2002).
Kardelen dogal ortamda tohum ve yeni
sogancik olusumuyla cogalmaktadir.
Tohumdan yeni bir sogancik olusumu igin 4-
5 sene gibi uzun bir slire ge¢mesi
gerekmektedir. Hem dogadaki soganlarin
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sokiilmesi, hem de bitkinin dogal hayat
dongiisiiniin -~ uzun  olmast  nedeniyle,
Galanthus cinsine ait tirler giderek
azalmakta ve bitkinin {iretimine yonelik hizli
¢ogaltim yontemlerinin kullanilmasi zorunlu
hale gelmektedir (Tipirdamaz ve ark., 1999).

In vitro gogaltim, Lilium longiflorum
(Nhut ve ark., 2002), Narcissus
pseudonarcissus (Sage ve ark., 2000),
Fritillaria thunbergii (Paek ve Murthy 2002)
gibi  baz1  soganli  bitki tiirlerinde
uygulanmaktadir. Fakat Galanthus cinsine
ait tlirlerde doku kiiltiiriiyle ilgili ¢alismalar
sinirli  sayida bulunmaktadir (Tipirdamaz
2003). Galanthus elwesii Hook f. bitkisinin
doku kiiltiirii ¢aligmalarinda ovaryum, gigek
sap1, yaprak sapit ve sogan pul yapraklarn
kullanilan eksplant tipleri arasinda yer
almaktadir (Tipirdamaz ve ark., 1999). Bu
bitkide olgunlasmamis embriyonun yeni
sogancik olusumu i¢in eksplant kaynagi
olarak kullanildigina dair herhangi bir
literatiir bilgisine rastlanmamustir.

Bu caligmanin amaci, dogadaki
stoklar1 giin gectikce azalan ve bu nedenle
zarar gorebilir bitkiler kapsaminda bulunan
Galanthus  elwesii Hook f. bitkisinin
olgunlagmamis  embriyolarindan  sogan
retilmesidir.

2. Materyal ve Yontem

Calisma materyali olarak kullanilan
Galanthus elwesii Hook f. bitkisine ait
meyveler, nisan aymin ilk haftasi iginde
dogal yetisme ortami olan Antalya ilinin
Akseki ilgesi civarindan toplanmistir.
Tohumlar1 iceren meyveler %80°lik ticari
sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 20 dakika
stireyle siirekli karistirilarak steril edildikten
sonra ii¢ kez steril saf su ile durulanmustir.

Tohumlar, yiizey  sterilizasyonu
yapilan meyvelerden steril kosullarda
cikarilmistir. Olgunlagsmamis embriyolar ise
steril kosullarda pens ve bistiiri yardimiyla
diseksiyon mikroskobu altinda tohumlardan
izole edilmistir. Bu sekilde elde edilen
olgunlagmamis embriyolar 1, 2 ve 4 mg/l 6
benzilaminopurin (BA) ve 0,5 mg/l o-
naftelenasetik asit (NAA) iceren, pH’s1 5,7
olan Murashige-Skoog (MS) ortaminda
kiiltire almmustir. Her {i¢ ortam igin
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denemeler ii¢ tekrarl olarak yapilmis ve her
bir tekrar i¢in 5 adet eksplant kullanilmigtir.
Bu sekilde hazirlanan denemeler 25+1-C
sicaklik ve 16/8 saatlik aydinlik/karanlik
fotoperiyota sahip olan iklim odasina
yerlestirildikten sonra ayda bir kez taze
ortama transfer edilmek suretiyle alt kiiltiire
alimmistir. 6 ay siire ile petri kaplarinda
muhafaza edilen eksplantlardan bu siirenin
sonunda siirgiin olusturanlar ayni besin
ortamini  iceren  kavanozlara transfer
edilmistir. 11.ayin sonunda olusan soganlar
sayllmis ve kallus dokusundan ayrilarak
hormon  icermeyen @ MS, ortaminda
koklenmeye alimustir.

Verilerin istatistiksel analizinde ve
temel  paremetrelerin = hesaplanmasinda
MINITAB 13.0 paket programi
kullanilmigtir.

3. Bulgular

Galanthus elwesii Hook f. bitkisine ait
olgunlasmamis embriyolar, in vitro ortamda
sogancik  olusumu  igin ¢  farkhi
kombinasyonda BAP ve NAA igeren ii¢
farkli MS ortaminda kiiltiire alinmis ve her
ay taze ortama transfer edilerek alt kiiltlirii
yapilmustir. Kiiltlir baslangicindan sonra 15.
ginde her {i¢ ortamda, embriyo
eksplantlarinin  etrafinda kallus olusumu
baglamistir. 3-4 ay i¢inde bu kalluslar
geliserek acik sart renkli ve kompakt
yapidaki kallus kitlesini  olusturmustur
(Sekill).

Kallus olusum yiizdesi bakimindan en
verimli ortam 1BAP+0.5 NAA ortami olup,
bu ortamda eksplantlarin %73,3’ii kallus
olusturmustur (Cizelge 1).

Kallus olusum yiizdesi bakimindan en
diisiik verim 4 BAP + 0,5 NAA ortaminda
elde edilmistir. Kiiltiir baglangicindan
itibaren yaklagik 6 ay sonra her {i¢ ortamda
bulunan kalluslarin  ylizeyinden siirgiin
rejenerasyonu baslamistir (Sekil 2, Sekil 3,
Sekil 4).

Bu asamadan sonra siirgiin olusturan
kalluslar kavanozlara aktarilmis ve yaklasik
bir ay i¢inde kallus yiizeyinden sogancik
olusumu baglamustir (Sekil 5, Sekil 6, Sekil
7).
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Sekil 1. 2 BAP + 0,5 NAA Ortaminda Olusan Kallus ve Sﬁrgﬁnlér

Cizelge 1. 11 aylik kiiltiirlerde Galanthus elwesii Hook f. Bitkisinin Olgunlagsmamis Embriyo
Explantlarindan Kallus Olugumu ve Sogancik Rejenerasyonu

Besin ortami Kallus olusturan Sogan olusturan kallus  Eksplant basina diisen
eksplant yiizdesi (%) yiizdesi (%) sogan sayisi

1 BAP + 0,5 NAA 73,30 £ 17,60 46,70 £ 20,30 7,70 £ 4,46

2 BAP + 0,5 NAA 66,60 £+ 17,60 100,00 + 0,00 5,92 +£0,47

4 BAP + 0,5 NAA 53,30+ 6,67 72,00 £ 14,70 6,70 £ 1,68

Sekil 2. 2 BAP + 0,5 NAA Ortaminda 6 Ay Sonra Kallus Yiizeyinde Olusan Siirgiin
Rejenerasyonu.

Sekil 3. 1IBAP + 0,5 NAA Ortaminda allus Yiizeyinden Olusan Siirgiinler.
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Sekil 4. 4 BAP -4;“0,5 NAA Ortaminda Kallus ﬁzeyinden Olusan Siirgtinler.

Sekil 5. 1 BAP + 0,5 NAA Ortaminda 10 Ay Sonunda Olusan Soganlar

Sekil 6. 10. Aym Sonunda 2 BAP + 0,5 NAA Ortaminda Soganlardan Gelisen Siirgiinler.
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Sekil 7. 4 BAP + 0,5 NAA Ortaminda galaa Siirgiinler.

Sogan olusturan kallus  ylizdesi
bakimindan en verimli ortam 2 BAP + 0,5
NAA ortami1 olup bu ortamda kalluslarin %
100’0 sogan olusturmustur. Eksplant bagina
diisen sogancik sayist bakimindan en yiiksek
verim 1 BAP + 0,5 NAA ortaminda elde
edilmistir. Burada eksplant bagina diisen
sogan  sayist ortalama 7,7  olarak
bulunmustur. Ortamlar arasinda Kkallus,
sogan olusumu ve eksplant basina diisen
sogan sayist bakimindan  farklilik olup
olmadig1 varyans analizi (ANOVA) ile test
edilmis ve istatistiksel olarak Onemli bir
farklilik bulunamamuistir (p >0,05).

4. Tartisma ve Sonug

Liliaceae, Iridaceae ve
Amaryllidaceae familyalarina ait soganli ve
kormlu bitkilerin dogal ortamlarindaki
¢ogalma oran1 oldukca diisiiktiir. Gerek
besin maddesi olarak gerekse de tip ve
peyzaj alaninda kullanilmalari nedeniyle,
ekonomik agidan Gnem tagiyan geofitler bu
onemleri nedeniyle, doku kiiltiirii teknikleri
ile daha hizli bir sekilde iiretilmeye
caligilmaktadir (Zaidi v e ark., 2000).

Sogan pul yapraklari, geofitlerin in
vitro ¢ogaltim1 i¢cin en yaygin olarak
kullanilan eksplant kaynagidir (Mirici ve
ark., 2005). Nerine sarniensis Dbitkisinde
sogan pul yapraklar1 eksplant kaynagi olarak
kullanildiginda  eksplant  basmma  7-9
sogancik, (Vishnevetsky ve ark., 2003), ve

Fritillaria thunbergii bitkisinde ise 13,7
sogancik elde edilmistir (Pack ve Murthy
2002). Galanthus elwesii bitkisinde ise
sogan pul yapraklar1 kullanilarak eksplant
basina ortalama 15 adet sogancik elde
edildigi  bildirilmektedir  (Girmen ve
Zimmer, 1988). Sogan pul yapraklari
yaninda yaprak, olgun tohum, ovaryum,
cicek sap1 ve yaprak sapi1 gibi c¢ok farkli
eksplant kaynaklar1 yeni sogancik olusumu
icin kullanilmaktadir (Tipirdamaz, 2003).
Olgunlasmamis  embriyonun  sogancik
olusumu i¢in eksplant kaynagi olarak
kullanildig1 ilk bitki Stenbergia fischeriana
olup, bu calismada 4 BAP + 0,25 NAA
ortaminda eksplant basia 80 yeni sogancik
elde edilmistir ( Mirici ve ark., 2005). Bizim
calismamizda da eksplant kaynagi olarak
Galanthus elwesii Hook f. bitkisine ait
olgunlasmamis embriyolar eksplant kaynagi
olarak kullanilmis ve eksplant basina 5,9-7,7
arasinda yeni sogancik olusumu elde
edilmistir. Bu oran Stenbergia
fischeriana’da elde edilen sayiya gore
oldukga diisiik olmasina ragmen Galanthus
elwesii Hook f. bitkisinde olgunlasmamis
embriyonun  eksplant  kaynagi  olarak
kullanildig1 ilk g¢alisma olmasi agisindan
onemlidir. Ayrica sogan pul yapraklarinin

kullanilmas1  durumunda yogun olarak
bakteri ve  fungus  kontaminasyonu
goriilmektedir.  Olgunlagsmamis  embriyo
kullanildiginda ise herhangi bir

kontaminasyon olusumu goézlenmemektedir
(Mirici ve ark., 2005).Yaptigimiz ¢aligmada
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da olgunlasmamis embriyonun eksplant
kaynagi olarak kullanilmasi sonucunda
herhangi  bir  bakteri ve  fungus
kontaminasyonu gézlenmemistir.Bu nedenle
bu eksplant tipi geofitlerin in vitro ¢ogaltimi
icin en uygun eksplant kaynaklarindan birisi
olarak bundan sonra yapilacak c¢aligmalara
bir 6rnek olusturabilir.

Sonu¢ olarak bu calisma Galanthus
elwesii Hook f. bitkisinin in vitro ¢ogaltim
icin olgunlasmamis embriyonun eksplant
kaynagi olarak kullanildigi ilk galigma olup,
diger eksplant tiplerine bir alternatif
olusturmasi acisindan énemlidir.
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