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Ozet: Scilla siberica subsp. armena ¢ok yillik, mavi ¢icekli soganli bir bitkidir. Bu ¢alismada Scilla
siberica subsp. armena’nin yaprak sapi kullamilarak; 0.25, 0.50, 1, 2 mg/L TDZ ve 0.1, 0.2 mg/L NAA
iceren (8 kombinasyon) MS besin ortaminda etkili bir ¢oklu siirgiin rejenerasyon sistemi gelistirmek
amaclanmigtir. Maksimum ortalama rejenere siirgiin yiizdesi 2 mg/L TDZ + 0.1 mg/L NAA iceren MS
besin ortaminda kaydedilmistir. Maksimum eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayisi 2 mg/L TDZ +
0.2 mg/L NAA igeren MS besin ortaminda raporlanmigtir. Maksimum ortalama siirgiin uzunlugu 0.25
mg/L TDZ + 0.2 mg/L NAA ilave edilen MS besin ortamindan elde edilmistir. Gelisen siirgiinler 1 mg/L
IBA igeren MS besin ortaminda koklendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Cogaltim, Doku kiiltiirii, Eksplant, Geofit, Scilla siberica subsp. armena

In Vitro Multiple Shoot Regeneration from Scilla siberica subsp. armena Petiole

Abstract: Scilla siberica subsp. armena is a perennial blue flowered bulbous plant. This study aimed to
develop an efficient multiple shoot regeneration system for S. siberica subsp. armena using petiole on
MS medium containing 0.25, 0.50, 1, 2 mg L* TDZ and 0.1, 0.2 mg L* NAA (8 combinations).
Maximum mean shoot regeneration percentage was noted in MS medium containing 2 mg L* TDZ + 0.1
mg Lt NAA, maximum mean number of shoot per explant was recorded in MS medium containing 2 mg
L? TDZ + 0.2 mg L' NAA, maximum mean number of shoot length was recorded in MS medium
supplemented with 0.25 mg Lt TDZ + 0.2 mg L' NAA. Well developed micro propagated shoots were
rooted on MS medium containing 1 mg L IBA.

Keywords: Propagation, Tissue culture, Explant, Geophyte, Scilla siberica subsp. armena
Giris

Cografi konumu geregi Avrupa ve Asya kitalarim birbirine baglayan iilkemizin; aym zamanda Iran-
Turan, Avrupa-Sibirya ve Akdeniz bitki cografyasi bolgelerinin kesisme noktasinda bulunmasi ve farkli
klimatik ve edafik kosullara sahip olmasi nedenleri ile floristik zenginlik bakimindan diinyanin sayili
merkezlerinden biri durumundadir. Cok sayida cins ve tiir i¢in gen merkezi veya genetik farklilasma alani
olmasi, pek cok kiiltiir bitkisinin anavatani olmasi ve endemik tiirler yoniinden olduk¢a zengin olmasi
nedenleri ile iilkemiz, yabanci bilim insanlarinin da dikkatini ¢ekmis ve ylizlerce yildir yerli ve yabanci
caligmalar igin 6nemli bir floristik merkez olarak degerlendirilmistir (Erzincanlioglu 2001).

Yilin biiylik bir boliimiinii toprak altinda sogan, yumru ve rizom halinde geciren bitkilere “Geofit (yer
bitkileri)” veya “Kriptofit (sakl1 bitkiler)” ad1 verilir. Bu grup bitkilerin ¢ogu bahar aymin ilk giinlerinde,
bir kismi ise sonbaharda giizel ve gosterisli ¢icekler acarlar. Bu nedenle geofitler siis bitkisi olarak
kullanilma yoniinden biiyiik bir dneme sahiptir. Geofitler ayrica besin degeri ve tibbi yonden de dogal bir
kaynak olustururlar (Anonim 1986) Yurdumuz diger bitkiler yoniinden oldugu gibi, geofitler bakimindan
da oldukg¢a zengin bir floraya sahiptir. Firat havzasina ait florada yetisen baslica geofitler Liliaceae,
Amaryllidaceae, Iridaceae, Primulaceae ve Orchidaceae familyalar1 kapsaminda bulunur. Bunlar
iilkemizde daha ¢ok 1000 metrenin {izerindeki daglik bdlgelerde yetisir. Bu bolgenin iklimi “sicak, kuru
bir yaz’ ve “soguk, karli bir kis>’ olarak tanimlanabilir. Yagmurun ilkbahar ve sonbahar aylarinda
yagdigi Firat havzasi ve civari, geofitlerin yetismesi igin oldukga uygundur (Anonim 1986). Geofitlerin
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eckonomik olarak asil 6nemi, onlarin yurt digina ihrag edilmesinden ileri gelmektedir. Anadolu’da dogal
olarak yetisen bu bitkilerin ihracatina yaklasik bir asir kadar once baslanmmstir (Ekim ve ark. 1991;
Baytop ve Mathew 1984; Koyuncu ve Ekim 1984).

Scilla siberica subsp. armena iran-Turan cografik bolgesinde yetisen geofit bir bitkidir. Scilla cinsi
icerisinde yer alan tiirler 1500-2000 metre yiikseklikte, uzun bir kis mevsimi siiresince karlar altinda
kalan kayalik alanlarda yetismektedir. Bu cinse ait tiirler dogada 15 kadar bitki iceren kiigiik
populasyonlar halinde goriilmektedir. Scilla sp. tiirleri eski zamanlardan beri peyzajda, halk tibbinda ve
aromatik amaglarla kullanilmaktadir ( Haber ve Semaan 2007).

S. siberica subsp. armena bitkisinin kiiciik soganlari, olduk¢a gosterisli kiigiik mavi ¢igekleri
bulunmaktadir. Scilla cinsine ait tiirlerin in vitro tiretimi gergeklestirilmekle birlikte S. siberica subsp.
armena’nin in vitro iretimi konusunda yapilmis c¢aligmalar olduk¢a simirhdir (Crouch ve ark. 1999;
McCartan ve Staden 1998; McCartan ve Staden 2002).

Bu nedenle bu ¢aligmada bir geofit olan Scilla siberica subsp. armena’nin yaprak sap1 eksplant kaynagi
olarak kullanilip in vitro ortamda ¢oklu siirgiin gelistirilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Calismada kullanilan Scilla siberica subsp. armena bitkisi Bingdl iline bagli Saban ve Yelesen koyleri
arasinda 1400-1500 m yiiksekliginde toplanmustir. Bitkinin tiir teshisi “The Flora of Turkey and East
Aegean Islands, volume 8” (Davis 1984)’e gore, Hacettepe Universitesi, Biyoloji boliimiinde yapilmis
olup; bitki 6rnegi bu boéliimdeki herbaryumda kayit altina alinmistir. Calismaya baslamadan 6nce bitkinin
yaprak kisimlar1 bitkiden uzaklastirilarak ¢esme suyunda 25 dakika boyunca yikanip bitki tizerindeki
toprak, camur ve diger yapisik maddelerin uzaklastirilmasi saglanmistir. Ardindan yaklagik 0.5 cm
boyutunda kesilen yaprak saplari eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Kesilen yaprak saplari %35°lik
hidrojenperoksit (H20.) ¢ozeltisinde 30 dakika bekletilerek sterilizasyonlar1 ger¢eklestirilmigtir. Steril
edilen yaprak saplar1 5 dakika boyunca, 5 defa steril distile saf sudan gegirilerek durulanmistir. Yaprak
sap1 eksplantlar1 0.25, 0.50, 1, 2 mg/L TDZ ve 0.1, 0.2 mg/L NAA igeren (8 farkli kombinasyon) MS
besin ortaminda (Murashige ve Skoog 1962) kiiltiire alinmustir. Biiytime diizenleyici ilave edilmeyen MS
ortami ise denemede Kontrol uygulamasi olarak yer almistir. Yaprak sap1 eksplantlari lizerinde gelisen
sirgiinler koklendirilmek amaci ile 1 mg/L IBA iceren MS besin ortamina aktarilmistir. Besin
ortamlariin pH’s1 1 N NaOH ve 1 N HCl kullanilarak 5.8+1°e ayarlanmistir. Calismada kullanilan besin
ortamlari, alet ve ekipmanlarin sterilizasyonlar1 1.4 kg cm™ basing altinda otoklavda 120°C’de 21 dakika
tutularak gergeklestirilmigtir. Kullanilan biitiin yaprak sapi eksplantlar1 24+1°C 16 saat 151k/ 8 saat
karanlik fotoperiyodunda 500 umol m?s? 1g1k yogunlugunda iklim dolabinda (Aralab) inkiibe edilmistir.
Kullanilan her kiiltiir kabina 5 eksplant konularak denemeler 3 tekrarli olacak sekilde planlanmis ve bu
tekrarli denemeler sonucu olusan standart sapma degerleri hesaplanmistir.

Bulgular ve Tartisma

Scilla siberica subsp. armena’nin yaprak sap1 eksplantlart TDZ ve NAA’min 8 farkli kombinasyonunu
iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Kullanilan hormon konsantrasyonlarinin; ortalama rejenere
stirglin yiizdesi (%), eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayis1 ve ortalama siirgiin uzunlugu (cm)
tizerindeki etkileri Cizelge 1°de gosterilmistir.

Calisma sonucunda ortalama rejenere siirgiin yiizdesinin %34.33 ile %74.67 arasinda oldugu, ortalama
rejenere siirglin yiizdesinin en fazla %74.67°1ik bir oran ile 2 mg/L TDZ + 0.1 mg/L NAA iceren MS
besin ortaminda oldugu (Sekil 1); bunu sirasi ile %62.66°l1ik bir oran ile 1 mg/L TDZ + 0.1 mg/L NAA, %
60.67°1ik bir oran ile 2 mg/L TDZ + 0.2 mg/L NAA, %58.33’liik bir oran ile 0.5 mg/L TDZ + 0.1 mg/L
NAA, %54.33’liik bir oran ile 1 mg/L TDZ + 0.2 mg/L NAA, %52.67°lik bir oran ile 0.25 mg/L TDZ +
0.1 mg/L NAA, %46.67°lik bir oran ile 0.50 mg/L TDZ + 0.2 mg/L NAA igeren MS besin ortami oldugu;
ortalama rejenere siirgiin yiizdesinin en az oldugu ortamin ise %34.33’lik bir oran ile 0.25 mg/L + 0.2
mg/L NAA igeren MS besin ortami oldugu tespit edilmistir (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Kullanmlan TDZ ve NAA konsantrasyonlarimin Scilla siberica subsp. armena yaprak sap1
eksplantlarinin rejenerasyonu lizerindeki etkileri

Kullanilan Ortalama Rejenere Eksplant basina Ortalama siirgiin
Hormonlar Siirgiin Yiizdesi diisen ortalama uzunlugu (cm)
(%) siirgiin sayisi
TDZz NAA
(mg/L) (mg/L)
0.25 0.1 52.67 3.42+1.26 1.57+0.96
0.50 0.1 58.33 4.16+0.81 2.26+0.28
1.0 0.1 62.66 3.04+0.24 1.42+0.74
2.0 0.1 74.67 5.52+1.16 2.04+0.32
0.25 0.2 34.33 2.84+0.42 3.03£1.65
0.50 0.2 46.67 3.68+1.26 1.24+0.92
1.0 0.2 54.33 5.86+1.62 2.61+0.89
2.0 0.2 60.67 9.62+0.78 1.82+0.38
0.0 0.0 0.00 0.00 0.00

+= En az {i¢ tekrarla elde edilen standart sapma degerini ifade etmektedir.

Sekil 1. 2 mg/L TDZ + 0.1 mg/L NAA iceren MS besin ortaminda en fazla ortalama rejenere siirgiin
yiizdesi (a, b); 2 mg/L TDZ + 0.2 mg/L NAA iceren MS besin ortaminda en fazla eksplant
basina diisen ortalama siirgiin sayist (€); 0.25 mg/L TDZ + 0.2 mg/L NAA igeren MS besin
ortaminda en fazla ortalama siirgiin uzunlugu (d).
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0.1 mg/L NAA ortamlarinda TDZ miktarinin artigina bagli olarak ortalama rejenere siirgiin yiizdesi dogru
orantili olarak artmis ve en yiiksek degere ile 2 mg/L TDZ + 0.1 mg/L NAA igeren MS besin ortaminda
ulagsmistir. Ancak ortamdaki NAA miktarmin 0.1 mg/L’den 0.2 mg/L’ye ¢ikarilmasi ortalama rejenere
stirgiin yiizdesinde genel olarak azalmaya sebep olmustur. 0.2 mg/L NAA ortamlarinda TDZ miktarinin
artisina bagl olarak ortalama rejenere siirgiin yiizdesinin de dogru orantili olarak arttig1 goriilmektedir.

Eksplant bagina diisen ortalama siirgiin sayisinin 2.8440.42 ile 9.62+0.78 adet araliginda oldugu, eksplant
basina diisen ortalama siirgiin sayisinin en fazla 2 mg/L TDZ + 0.2 mg/L NAA igeren MS besin
ortaminda oldugu (Sekil 1); bunu sirasi ile 5.86+1.62 adet ile 1 mg/L TDZ + 0.2 mg/L NAA, 5.52+1.16
ile 2 mg/L TDZ + 0.1 mg/L NAA, 4.16+0.81 ile 0.5 mg/L TDZ + 0.1 mg/L NAA, 3.68+1.26 ile 0.5 mg/L
TDZ + 0.2 mg/L NAA, 3.42+1.26 ile 0.25 mg/L TDZ + 0.1 mg/L NAA, 3.04+0.24 ile 1 mg/L TDZ + 0.1
mg/L NAA igeren MS besin ortamlarinin izledigi ve eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayisinin en
az oldugu ortamin ise 2.84+0.42 adet siirgiin ile 0.25 mg/L TDZ + 0.2 mg/L NAA igeren MS besin ortami
oldugu belirlenmistir (Cizelge 1). Eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayisinin ortama ilave edilen
TDZ ile 0.1 mg/L NAA igeren konsantrasyonlar arasinda belirgin bir iliskinin olmadig1 gorilmiistiir.
Ancak 0.2 mg/L NAA igeren ortamlarda artan TDZ miktar: ile eksplant bagina diigen ortalama siirgiin
sayisinin belirgin bir sekilde arttifi ve 2.0 mg/L TDZ iceren besin ortaminda maksimuma ulastigt
goriilmektedir (Sekil 1).

Ortalama siirglin uzunlugu 3.03+1.65 cm ile 1.24+0.92 cm araliginda olup; ortalama siirgiin uzunlugunun
en fazla oldugu ortamin; 0.25 mg/L TDZ + 0.2 mg/L NAA igeren MS besin ortamit oldugu (Sekil 1),
ortalama siirgiin uzunlugunun en az oldugu ortamin ise 0.50 mg/L TDZ + 0.2 mg/L NAA igeren MS
besin ortami oldugu Cizelge 1°de goriilmektedir. Ortalama siirglin uzunlugu ile ortama ilave edilen TDZ
ya da NAA konsantrasyonlari arasinda herhangi bir iliski tespit edilememistir.

Cogu geofitin dogal ortamlarinda ¢ogalmasi oldukc¢a yavastir (Ziv ve Lilien- Kipnis 2000; Arslan ve ark.
2002). Geofitlerde yeni bir soganin olusmasi ve bu soganin ¢iceklenmesi genellikle 4-5 yi1l almaktadir.
Doku kiiltiirii teknikleri ile bu problemin iistesinden gelinebilir. S. siberica subsp. armena’nin in vitro
mikro liretimi bu bitkinin ticari amagli olarak iiretilmesi i¢in oldukga biiyiik bir nem arz etmektedir.

Geofitlerin in vitro iiretiminde soganlarin pul yapraklarinin kullanilmasi olduk¢a yaygindir (Nasircilar ve
ark. 2011; Kizil ve ark. 2014; Ozel ve ark. 2015) ancak geofitlerin in vitro iiretimleri konusunda; yaprak
sapinin eksplant kaynagi olarak kullanildig1 ¢aligmalar pul yapraklara kiyasla siirl kalmistir (Dilik 2006;
Giirlek 2011).

Bu caligmada S. siberica subsp. armena’nin yaprak sapi eksplant kaynagi olarak kullanilmig; TDZ ve
NAA nin farkli kombinasyonlarini igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Yaprak sapinin eksplant
kaynagi olarak kullanilmasi agir bakteriyel ve fungal kontaminasyonun olugmamasi acisindan biiytik bir
avantaj saglamistir (Langens-Gerrits ve ark. 1998; Ziv ve Lilien-Kipnis 2000). Calismamizda hemen
hemen hi¢ kontaminasyon gézlenmemistir.

S. siberica subsp. armena’nin yaprak sap1 kullanilarak in vitro mikro {iretimi iizerine yapilmis bir ¢alisma
literatiirde bulunmamaktadir; ancak diger soganli bitkilerle yapilan ¢aligmalarda (Malabadi ve Van Staden
2004; Suh ve ark. 2005; Ipek ve ark. 2009) TDZ’nin rejenerasyon kapasitesini arttirdign kaydedilmistir.
Bu g¢alismada da TDZ’nin rejenerasyonu saglamasi yukarida belirtilen ¢aligma bulgularini
desteklemektedir.

TDZ ve NAA’m in vitro kosullarda birlikte kullanilmasi sogan olusumu tiizerine olumlu bir etkide
bulunmaktadir (Nasircilar ve ark. 2011). Bu ¢alismada da 2 mg/L TDZ + 0.1 mg/L NAA iceren MS besin
ortaminda en fazla ortalama rejenere siirgiin yiizdesinin elde edilmesi literatiir bulgulari ile drtiigmektedir.

In vitro ortamda gelisen siirgiinlerin koklendirilmesi, hormonsuz ortamlarda oldugu gibi gogunlukla oksin
grubu hormonlarin kullamldig: kiiltiir ortamlarinda gergeklesmektedir (Yildirim 2013; Ozdemir ve ark.
2014; Ozdemir ve ark. 2015). Bu calismada da rejenere edilen siirgiinlerin IBA iceren MS besin
ortaminda koklendirilmesi literatiir bulgular ile benzerlik gostermistir.

Sonu¢ olarak; S. siberica subsp. armena bitkisinin doku kiiltiiriinde fiiretilmesinde, yaprak sapinin
eksplant kaynagi olarak kullanilmasi, agir fungal ve bakteriyel kontaminasyonu engellemis ve degerli bir

218



eksplant kaynagi olmustur. NAA ve TDZ’nin birlikte kullanilmas1 ve yaprak sapi eksplantinin kiiltiire
alinmasi, bu bitkide rejenerasyon ve siirgiin olusumunu saglamis olup elde edilen bulgular hem bu tiirde,
hem de geofitlerin mikrogogaltiminda umut vaad etmektedir.
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