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Bu ¢aligma kapsaminda; iilkemizde dogal olarak yetisen ve kiiltiirii yapilan
bazi Cigdem tiirlerinin (Crocus sativus L., Crocus ancyrensis, Crocus pallasii subs.
pallasii) somatik embriyogenesis yontemi ile ¢ogaltilmasi ve Crocus sativus tiiriinde
histolojik analizler ile kallus olusum safhalarinin gdzlenlenmesi amaglanmaistir.

Ulkemizin énemli bir genetik zenginligi olan bu bitkinin in vitro kosullarda
cogaltim olanaklarinin arastirilmasi amaciyla, sogan eksplantlar1 kullanilarak in vitro
rejenerasyon denemeleri kurulmustur. Denemede bitki biiylime diizenleyicilerinden;
NAA (0,0.5, 1,2 mgL™"), BA (0,0.5, 1,2mg L™, 2iP (0, 0.5, 1,2 mg L") ve 2,4-D
0, 05, 1, 2 mg L'l)’nin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlari kullanilarak
bitkilerin in vitro’da gelisim ve farklilagmalar1 gozlenmistir.

Calisma sonucunda; tiim Crocus tiirlerindeki eksplantlarin embriyojenik
kallusa doniisiim orani, kallus yapisi, embriyojenik kalluslarin embriyoya doniisiim
orani, embriyo asamalar1 ve eksplantlarin canlilik oran1 incelenmis ve sadece Crocus
sativus L. tiriinde, kallus olusumunun baslangic zamani histolojik analizler ile
saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Crocus, safran, somatik embriyogenesis, genetik kaynak,
histolojik analiz
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The aim of this study was to propagate some Crocus species which are
cultivated and grown naturally in our country (Crocus sativus L., Crocus ancyrensis,
Crocus pallasii ssp. pallasii) using somatic embryogenesis technique and to observe
the stages of callus growth histologically for only Crocus sativus L.species .

In vitro regeneration experiments were conducted using corm explants belong
to different Crocus species to search micropropagation possibilities of this plant
which is a valuable genetic resource of Turkey. In the experiments, different plant
growth regulators; NAA (0, 0.5, 1.0, 2.0 mg L'l), BA (0, 0.5, 1.0, 2.0 mg L'l), 2 iP
(0, 0.5, 1.0, 2.0 mgL™") and 2,4-D (0, 0.5, 1.0, 2.0 mgL") combinations and
concentrations were used to determine the growth and development of plants ,

As a result, conversion ratio of explants to the embryogenic callus,
conversion ratio of embryogenic callus to embryo, investigation of embryo stages,
survival ratio of explants were investigated for all Crocus species and the beginning
stage of callus formation in C. sativus L. was determined via histological analysis.

Keywords: Crocus, saffron, somatic embryogenesis, genetic resources, histological
analyses
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TESEKKUR

Calismamin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen ve bana “Tiirkiye’ de
Dogal Olarak Yetisen ve Kiiltiirii Yapilan Bazi Crocus Tiirlerinde Somatik
Embriyogenesis’ in Arastirilmasi” yiliksek lisans tez konusunu veren, yapici ve
yonlendirici fikirleri ile bana daima yol gosteren danigman hocam Sayin Prof. Dr. N.
Yesim YALCIN-MENDI’ye sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim siiresince diisiinceleri ve fikirleri ile ¢alismalarima yon veren ve
manevi destegini hicbir zaman eksik etmeyen laboratuvarimizin kurucusu Prof.Dr.
Selim CETINER’ e, calismalarimin histolojik analiz kistminda beni yonlendiren
Prof. Dr. Sinan ETI’ye ve ders asamamda ve laboratuvardaki ¢alismalarim sirasinda
her konuda destek olan Prof.Dr.Y1ldiz AKA KACAR’a tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans tezim siiresince bitki orneklerini toplamada bana destek veren
Dr. Onur KOYUNCU’ ya ve Koray YAYLACI’ ya katkilarindan dolay: tesekkiir
ederim.

Yiiksek lisans tezim siiresince laboratuvarda bana destek olan Tolga 1ZGU,
Macide Burcu KEKIL, Ehsan TAGIPOUR, Biyolog Ozhan SIMSEK, Dr.Pembe
Evci CURUK e, istatistiksel analizlerde yardimci olan Arastirma Gérevlisi Mehmet
Ali SARIDAS’a ve histolojik analizlerde yardimer olan Dilek TEKDAL’a tesekkiir
ederim.

Yiiksek lisans caligmalarim sirasinda tiim  bdliim  olanaklarindan
yararlanmanu saglayan C.U. Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliim Baskanligi’na,
Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu (TUBITAK)’na (Proje no: 1130795)
i¢ten tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatim boyunca her zaman yamimda olan, maddi ve manevi
destekleriniesirgemeyen annem Samiye SEVINDIK, babam Necati SEVINDIK ve
kardesim Onur SEVINDIK’e, yiiksek lisans tezim boyunca bitkisel materyal
temininde bana yardimci olan Yasar CALISKAN’a, Recep KARTAL’a tesekkiir

ederim.
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1.GIRIS Basar SEVINDIK

1. GIiRiS

Geofit, sogan, yumru ve rizom gibi 6zellesmis toprak alt1 organlarinda gida
maddesi depo eden otsu bitkilere verilen isimdir. Cigek soganlari, bir bitkinin
biiylimek i¢in ihtiyaci olan her seyi iginde barindirmaktadir. Soganli bitkilere 6rnek
olarak ¢igdem, lale, siimbiil, iris, zambak ve nergis verilebilir (Anonim, 2008).

Hollanda, da dogal soganli siis bitkileri tiretimi baklmmdanl %70 oraniyla

/,,/{ Aciklama [ul]:

Diinyadailk sirada yer almaktadir. Ingiltere, Fransa, Cin gibi iilkeler soganl cicek
iiretiminde Hollanda’y1 takip etmektedirler. Ulkemizde dogal soganli siis bitkileri
pazar1 onceleri dogadan toplamaya dayali olarak yapilsa da, giiniimiizde yeni yeni
kiiltiire alinma g¢aligsmalarina baglanarak 6nem kazanir hale gelmistir (Karagiizel ve
ark., 2007).

Diinya genelinde 34 biyogesitlilik noktasinda bulunan bitki tiirlerinin
%50’den fazlas1 endemiktir. Bu endemik bitkiler bir zamanlar diinyada kara
yiizeyinin % 15.7’sini kaplamakta iken, su an yalnizca % 2.3’iinii kaplamaktadir.
Diinya Doga ve Dogal Kaynaklar1 Koruma Birligi’nin 2010 yilinda yaymladig
kirmiz listeye gore 8.000°den fazla bitki tiirii yok olmaya baslamistir (IUCN, 2010).

Tirkiye’de en az 3 bin 500’ endemik, yaklastk 12 bin bitki tiirli
bulunmaktadir. Endemik tiirlerden yarisi ilag, gida veya siis bitkisi kullanimi, tarla
acma, asir1 otlatma, sanayilesme, yapilagsma vb. insan faaliyetleri nedeniyle ya da ¢ok
dar bir alanda yayilis gosterdigi icin tehlike altinda bulunmaktadir. Toplamda 152
cigek tiirii ise kritik olarak tehlike altinda veya her an yok olma tehlikesi altindadir
(Ekim, 2010). Nesli tiikenmekte olan bu bitkiler iginde lilkemize endemik ¢igdem
tiirleri de biiyiikk 6nem tagimaktadir.

Ulkemizde Kkiiltiirii yapilan énemli siis bitkileri; zambak, lale, siklamen,
anemon ve ¢igdem’dir. Cigdem (Crocus), Iridaceae familyasi igerisinde tanimlanan
ve 4 alt familyanin en genis grubunu olusturan Crocoideae alt familyasina aittir.
(Fernandez ve ark., 2011). Bu familyanin i¢inde 60 cins ve 1500 tiir bulunmaktadir.
Safranin da i¢inde bulundugu bu familyanin biitiin tiirleri otsu ve ¢ok yillik, yaprak

ve cigekleri ise mevsimliktir (Vurdu ve ark., 2003). Familyanin ¢ok yillik 6zelligi,



1.GIRIS Basar SEVINDIK

tirlerinin korm, yumru ve rizoma sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Vurdu ve
Giiney, 2004). Genel olarak Iridaceae familyasinin bazi cinslerinde birlesik, bazi
cinslerinde ise ayr1 olmak iizere 6 parcali periant ve tek bir ovaryumdan meydana
gelen ¢icekler bulunur (Vurdu ve Cicek, 1992). Tabandan ¢ikan yapraklar, ince,
uzun, seritsi, etli, iist yiizii tek kanalli ve koyu yesil renklidir. Cigekler kisa bir sap
ucunda tek, ¢igek Ortiisii 1s1nsal simetrili, tabanda birlesik 6 parcali ve sari, beyaz-
mor ve pembe renklidir (Yiicel, 2002).

Diinyada genel olarak Orta ve Giiney Avrupa, Afrika’nin kuzeyi, Giineybati
Asya ve Cin’in batisinda kiiltiirii yapilmaktadir (Fernandez ve ark., 2011).

Crocus tiirleri ¢ogunlukla ormanlik alanlarda ya da ¢ayirlik ve fundaliklarda
kendiliginden yetismektedir (Vurdu ve ark., 2003). Yetisme istekleri bakimindan yari
golge-aydinlik yerleri ve iliman iklimleri daha ¢ok tercih eder. Drenaji iyi, verimli,
kumlu, yaprak ¢iirligii ve organik maddece zengin, nemli topraklar: tercih etmektedir.
Su istekleri az ve soguga kars1 dayaniklidir (Yiicel, 2002).

Ulkemizde bazilar1 endemik 36 tiir ve 36 alt tiir olmak iizere toplamda 72
taksonla temsil edilmektedirler. Bu bitkilerden 19’u tiir olarak, 21 tanesi ise alt tiir
olarak toplam 40 takson, Tiirkiye i¢in endemik ¢igdem tiirleridir.

Baharin miijdecisi olarak dogada beyaz, sari, mor, kirmizi ve turuncu
renklerde ¢igekler acan ¢igdemlerin biiylime ortamlarinin, biiyiik tahribat altinda
oldugu gézlenmektedir (Vurdu ve ark., 2006). Bu cins 6zellikle baharati i¢in yillardir
kiiltiire alinan safran (Crocus sativus L.) bitkisi ile 6zdeslesmistir (Fernandez, 2004).

Crocus sativus L. tiirii sonbaharda c¢igeklenir ve yaz aylar1 boyunca dormant
durumda kalir, safran ¢igekleri triploid steril (2n=24) oldugu i¢in canli tohum
olusturamadigindan kormlar1 ile vejetatif olarak cogaltilir (Velasco-Negueruela,
2001, Tnan ve ark., 2009)

Safran, Crocus sativus L. diinya ilizerinde kuzey yarim kiirenin tropikal ve
subtropikal bolgelerinde yayilig gdstermektedir. Daha ¢ok Italya, Ispanya,
Yunanistan gibi Akdeniz’e kiyisi1 olan iilkelerde ve Tiirkiye dahil olmak iizere
Japonya, Cin, Iran ve Azerbaycan’da kiiltiirii yapilan kormlu, ¢ok yillik otsu bir
bitkidir (Vurdu ve ark., 2000). 2009 istatistiklerine gore islenmis olarak iran, 300

ton; Hindistan, 6 ton; Yunanistan, 5 ton; Azerbaycan, 3.5 ton; Ispanya, 1 ton; Fas,
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0.8 ton; italya 100, kg; Tirkiye, 10 kg; Fransa, 4/5 kg safran tiretmektedir. Diinya
safran iiretiminin % 97 sini fran tek bagina karsilamaktadir (Anonim, 2013).2013)

Ulkemizde de kiiltiirii yapilan en dnemli ¢igdem tiirii ise yine safran olarak
bilinen Crocus sativus L. dir. Safran bitkisinin, Karabiik ilinin Safranbolu il¢esindeki
Davutobasi ve Yazikoy’de, Sanliurfa’da ise Harran ovasinda kiiltlirii yapilmaktadir.
Safran bitkisi Safranbolu il¢esinde eskiden beri kiiltiire alindigindan dolayi, ilgenin
adin1 safran bitkisinden aldig1 bilinmektedir. Safranbolu ve ¢evresinde ¢ok eskiden
beri safran tariminin yapilmasi, bolgenin iklim ozellikleri ile yakindan ilgilidir
(Ozdemir 2001).

Safran bitkisinin endistride kullanilan kismi stigmalaridir.  Stigmalar,
kurutularak baharat, boyar madde, dokuma sanayi, endiistri ve halk tibbinda eskiden
beri kullanilmaktadir. Baharat olarak basta balik olmak iizere su iriinlerinde, et
iriinlerinde, hamur islerinde, pilavlarda, corbalarda, peynir, limonata, likor, soslarda
ve baharat karigimlarinda renk ve aroma verici olarak kullanilmaktadir. Ayrica
safranin alternatif tipta da yaygin olarak kullanimi vardir. Sinir sistemi rahatsizliklar
ve uykusuzlukta yatistirici, solunum sistemi rahatsizliklarinda (astima karsi, okstirtik
kesici), sindirim sistemi rahatsizliklarinda (mide hastaliklari, kolik ve karminatif
olarak), genital sistem rahatsizliklarinda (adet diizensizlikleri ve agrilari, afrodizyak),
dolagim sistemi rahatsizliklarinda (kalp kuvvetlendirici), gut hastalifinda ve goz
hastaliklarinda tedavi amaci ile kullanilmaktadir. Safran, 1874 tarihli Dustur al-
Edviye’de ve 1940 tarihli Tiirk kodeksinde kayitli drogdur. Son zamanlarda bazi
kanser rahatsizliklarinin tedavisinde, hipertansiyonda, yliksek kolesterole karsi ve sag¢
toniklerinde de kullanilmaktadir. Safrana bu 6zelliklerini veren, yapisinda bulunan
etken maddelerdir (Ipek ve ark. 2009).

Safranda bulunan etken maddeler; crocin, crocetin, safranal ve picrocrocin’
dir. Crocin, renk veren madde olarak tespit edilmistir. Safranin yliksek boyama
ozelligi bu maddeden kaynaklanmaktadir. Safranal, aroma iizerine etkili etken madde
olarak tespit edilmistir. Safranin aciligin1 veren madde ise picrocrosindir (Sarma ve
ark., 1989).

Crocus sativus’un atalarindan biri oldugu bilinen Crocus pallasii subs.

Pallasii, 2n=14 kromozom yapisina sahiptir (Brighton, 1977). Crocus pallasii subs.
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pallasii, soluk mor ¢icekli, fark edilmeyecek kadar kisa disicik borusu demetine ve
yaridan daha az perigonyum segmentinde ¢igek yapisina sahiptir (Caiola ve ark.,
2010). Bu tiir, ekim aymin ortalarinda ¢igek agar. Diinyada en yaygin yayilig alani
olan Crocus tirudiir. Crocus pallasii subs. pallasii, kuru, ¢alilik ve agaclik alanlarda
yetisir. Ulkemizde Dogu Akdeniz’ de, Toros daglarinda, Ege bdlgesinde, i¢c Anadolu
ve Karadeniz’ in batisinda yayilis gostermektedir (Sanei ve ark., 2006).

Crocus ancyrensis, Tiirkiye’ye endemik bir tiir olup I¢ Anadolu’da ve Bati
Karadeniz’de yayilis gostermektedir. Soganlari zarla kaplidir. Yapraklarin ortasinda
beyaz serit bulunmaktadir. Altin sarisi ¢igekleri olan bu tiir, agir otlatma, sehirlesme
ve kontrolsiiz toplama nedeniyle tehlike altindadir. Bu tiirde Subat ayinda
ciceklenme baglar ve mart aymnin ilk yarisina kadar devam eder. Yapraklar
ciceklerden birkag giin 6nce ¢ikar. Cigek dmiirleri, iklim ve ¢evresel sartlara gore 15
giin olarak gozlenmistir. Tohumla g¢ogalir. Tohumlar, nisan aymin olusmaya
baglarken, tohumun tam olarak gelisimi mayis aymin ortalarin1 bulmaktadir.
Yapraklar ise temmuz ayinda kuruyup kaybolur. Bir kapsiilde ortalama 30 tohum
bulunur. Fakat tohum kabugunda bulunan biiylime engelleyicilerden dolay1 tohumla
iiretilmesinde problemler bulunmaktadir. Tohum kabugu, uzun tohum dormansisine
neden olmaktadir (Vurdu ve ark., 2010).

Diinyada ve tilkemizde 6nemi giin gectikge artan siis bitkisi sektoriinde yeni
gesitlerin 1slahi, siis bitkisi tiir ve g¢esitlerinin tanimlanmasi, bitkilerin mikro-
cogaltimi ve in vitro sartlarda muhafazasi i¢in siiphesiz biyoteknolojik yontemlerden
faydalanilmaktadir. Bitki biyoteknolojisi ¢aligmalar1 arasinda yer alan somatik
embriyogenesis, bitkilerin somatik hiicre veya dokularindan embriyo elde edilmesi
siirecidir. Somatik embriyogenesis hem siis bitkilerinde hem de diger bitkilerde
6nemli 1slah araci olarak kullanilmaktadir. Somatik embriyogenesis caligmalar ile
genetik miithendisligi ¢aligmalarina uygun eksplant kaynaklar tiretilebilmekte ve siis
bitkileri i¢in ¢ok 6nemli bir alan olan genetik miihendisligi ¢aligmalarimin 6nii
acilmaktadir. Bitki genetik kaynaklarmin muhafazas: i¢in elde edilen embryojenik
kalluslar ve embriyolarin kullanilmasi basari ile devam etmektedir. Bu agidan
bakildiginda iilkemiz i¢in 6nemli endemik tiir ve ¢esitlerin in vifro muhafazasinda

somatik embriyogenesis ¢alismalar kilit bir rol oynamaktadir.
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Doku kiiltiirii ¢aligmalar1 geleneksel metodlarla ¢ogaltimla kiyaslanacak
olursa, ozellikle ¢igdemler i¢in biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Geleneksel liretim
yontemleri ¢ok yavas oldugu icin, doku kiiltiirii yontemi ile ¢ogaltim daha fazla
onem kazanmaktadir. Ozellikle safran bitkisinde sekonder metabolit elde etmek
amaciyla, farkli eksplant tipleri kullanilarak doku kiiltiirii tekniklerinden genis lgiide
yararlanilmaktadir (Zeybek ve ark., 2012).

Tirkiye’de bulunan Crocus tiirleri, tarla agmalar ve asir1 otlatma,
sanayilesme, tarimsal miicadeleler, orman yanginlari, kara yollarinin yol genisletme
ve yeni yol agma faaliyetleri, izinsiz toplayicilar, ayrica da ozellikle ihrag {iriinii
olarak kullanilmasi nedeniyle tehdit altindadir. Halen gerek bilingsizce toplanmasi
acisindan, gerekse yukarida belirtilen faktdrlerden dolayr biiyiik bir doga tahribati
s0z konusudur. Dogal ortamda yok olma tehlikesi altinda olan bu tiirlerin, in vitro
kosullarda muhafaza edilerek genetik c¢esitliligin korunmasi ¢ok biiyiik 6nem
arzetmektedir.

Diinyada bulunan toplam bitki tiirlerinin {igte birinden fazlasinin yok olma
tehlikesiyle yiizylize oldugu belirlenmistir. Sanayilesme, kentlesme ve ozellikle de
kiiresel 1sinma bu durumu daha kotii hale getirmektedir (Esquinas-Alca’zar, 2005;
Thuiller ve ark., 2005; Lynch ve ark., 2007).

Orman alanlarinin agir1 tahribi, bitki habitatlarinin yerleske yapimlari i¢in yok
edilmesi, maden isletmeciligi, kentsellesme sonucu ortaya g¢ikan sanayilesme ve
genis Olciide yapilan insan yapimi zirai iiriinlerin ve bunlarin {iretim sistemlerinin
birlesmesi dogada bulunan bitki tiirleri i¢in ¢ok biiyiik bir tehlike olugturmaktadir
(Vijayana ve ark., 2010).

Diinya niifusunun bugiin 6.992.000.000 oldugu ve 2050 yilindan &nce niifus
artisinin bu rakamdan % 50 daha fazla olacagi belirlenmistir (UNFPA, 2012). Bu
denli hizl biiyiiyen bir popiilasyona giivenli bir sekilde gida tedarik etmek, zirai iiriin
dretimini biiylik oranda arttirmayr gerektirmektedir. Buna bagli olarak zirai {iriin
kalitesini ve miktarim1 kontrol altina almak ve gelistirmek giin gectikge
zorlagmaktadir (Hobbs, 2007).

Gida ve Tarim i¢in Bitki Genetik Kaynaklari Uluslararast Antlasmas’1; gida

ve tarim i¢in bitki genetik kaynaklarinin muhafazasi, dogru kullanimi, adil dagitimi
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konulariyla ilgili pek ¢ok diizenlemeyi ortaya koymustur. Bitki genetik kaynaklarinin
muhafazas1 ve akillica kullanimini esas alan uluslararas: materyal transfer antlagsmasi
3 Kasim 2001 yilinda FAO konferansinda kabul edilmistir. Bunu takiben Birlesmis
Milletler 2010 yilim1 ‘Uluslararast Biyogesitlilik Yili’ ilan etmis ve konunun
hassasiyetine deginmistir (FAO, 2012).

Bitki genetik ¢esitliliginin korunmasi ile ilgili problemler dikkate alindiginda
1970’den bu yana biyoteknolojinin sundugu imkanlardan yararlanarak ozellikle in
vitro teknikler kullanilarak problemlere ¢6ziim bulma egilimi geligmistir. Doku
kiiltiirli caligmalari, bitki germplazmini toplama, ¢ogaltma ve saklama konular ile
yogun olarak ilgilenmektedir (Engelmann, 1991; Bunn ve ark., 2007). Bununla
birlikte in vitro’da gelistirilen siirgiin uclarinin kullanimi kolay, yilin her zamam
kullanilabilir ve bitki rejenerasyonuna olduk¢a uygundur (Reed, 2002).

Giinlimiizde yetistiricili§i ve pazarlanmasi biiyiik 6nem tasiyan Crocus tiirleri
ile ilgili pek ¢ok doku kiiltiirii caligmas1 yapildig bilinmektedir. Bu caligmalarda
kullanilacak materyallerin kolay ve hizli temini i¢in genetik kaynaklarin uzun siireli
muhafazasinda yeni ve farkli tekniklerin bulunmasi ve bu tekniklerin pek ¢ok farkli
bitki tiirtine modifiye edilmesi son derece 6nemlidir.

Histolojik ¢alismalar, eksplantlarin rejenerasyon esnasinda hiicrelerdeki
farklilagmalarinin saptanmasi, uyartim bdlgelerinin belirlenmesi ve meristematik
yapilardan siirgiin olusumunun anlagilmasi bakimindan 6nem tagimaktadir.

Turkiye’de bulunan Crocus tiirleri, tarla agmalar ve asir1 otlatma,
sanayilesme, tarimsal miicadeleler, orman yanginlari, kara yollarinin yol genisletme
ve yeni yol agma faaliyetleri, izinsiz toplayicilar, ayrica da ozellikle ihrag {iriinii
olarak kullanilmasi nedeniyle tehdit altindadir. Halen gerek bilingsizce toplanmasi
acisindan, gerekse yukarida belirtilen faktorlerden dolayr biiyiik bir doga tahribati
s0z konusudur. Dogal ortamda yok olma tehlikesi altinda olan bu tiirlerin, in vitro
kosullarda muhafaza edilerek genetik gesitliligin korunmasi gerekmektedir.

Ulkemizde giin gectikce yok olmaya yiiz tutan, yabani, otsu ve ozellikle de
endemik bitki tiirlerinin korunmasi son derece onemlidir. Endemik bitki tiirleri ve
bunlarin yabani akrabalar: zirai liretimde 6nemli yer tutmaktadir, ¢linkii bu tiirler

hem gida ve giyecek iriiniine, hem de insan ve hayvan yasaminda elzem pek ¢ok
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tirline kaynak olarak kullanilmaktadir (Vijayana ve ark., 2010). Kiiltiir bitkilerinin ve
yabani akrabalarinin muhafaza altina alinmig olmasi, klasik veya biyoteknolojik 1slah
yontemleriyle yeni bitkilerin iiretilmesi igin temel olusturmaktadir. Uriin kalitesi ve
miktarmn1 garantilemek, genetik kaynaklarin muhafazast ve dogru kullanimima
baglidir (Esquinas-Alca“zar, 2005). Yabani tiirlerin ve otsu akrabalarinin muhafazasi
ve akillica kullanimi genetik erozyonu engellemek i¢in de olduk¢a 6nemlidir. Ayrica
bahge bitkilerinin adaptasyon ozelliklerini arttirmak ve bitkileri pek ¢ok hastalik
veya zararli etmenine dayanikli kilmak icin, genetik cesitliligi arttirmak da ayni
derecede 6nem tagimaktadir (Vijayana ve ark., 2010).

Ulkemizin genetik zenginliklerinden olan bu tiirlerin, in vitro kosullarda
muhafaza olanaklarinin arastirilmas1 amaciyla farkli biiylime diizenleyicileri
kullanilarak somatik embryogenesis ¢alismasi yiiriitiilmiistiir. Diinyada ve tilkemizde
su ana kadar yapilan aragtirmalara bakildiginda, calismalarin yalmizca Crocus
cinsinin bir tiiriinde (C. sativus L.) yogunlagtig1 goriilmektedir. Gelistirilmis olan bu
protokoller hem diger endemik tiirler icin uygulanacak hem de ileride yiiriitiillecek
olan kryoprezervasyon ve genetik miihendisligi ¢aligmalarinda kullanilacaktir.

Bu tez caligmasinda; iilkemizde dogal olarak yetisen bazi Crocus tiirlerinde
farkli hormon konsantrasyonlar1 kullanilarak somatik embriyogenesis protokoliiniin
olusturulmasi ve in vitro’da ¢ogaltilan Crocus sativus L. tiiriiniin kallus olusum

asamalarinin histolojik analizler ile gézlenmesi amaglanmigtir.
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2.ONCEKI CALISMALAR Basar SEVINDIK

2.0ONCEKIi CALISMALAR

Fakhrai ve ark. (1990)Crocus sativus L.’ de yapmis olduklar1 ¢aligsmada,
cigekli safran soganlarinin,sogan,petal, ovaryum, stigma ve anterlerini Kkiiltiire
almiglardir. Stigmalarin pigment iceren ve icermeyen kisimlarini ayirmislar ve
ovaryumlar1 da ikiye ayirarak %2’ lik hindistan cevizi siitii,200 mgL ™" lik glutamin
ve farkli bitki biiyliime diizenleyicileri iceren White(1963) bazal ortaminda kiiltiire
almiglardir. BAP ve 2,4-D iceren ortamlarda kallus olusumu goriiliirken,
organogenesise  rastlanmamistir. Ayni eksplantlarin =~ Zeatin  ve  NAA
kombinasyonlarinda stigma benzeri yapilar elde etmislerdir. Biitiinolarak kiiltiire
alinan ovaryumlarda gelisme gozlemlenmemis, ikiye boliinmiis ovaryumlarda ise 2
mgL"' NAA ve 4 mgL" zeatin iceren besi ortamlarinda 6-8 haftada stigma benzeri
yapilar elde edilmistir. Anter filamentlerinde ise 8 mgL"' NAA ile 4-8 mgL" zeatin
iceren ortamlarda yar1 organize kallus olusumu ,daha sonra bu kalluslardan 6 hafta
sonra stigma benzeri yapilar olustugu goézlenmistir. Calisma sonucu elde edilen
stigmalar ile dogal olarak elde edilen stigmalardaki benzerlikler kromatografik
yontemlerleve bulunmustur.

Ahuja ve ark. (1993)’ lar1 Crocus sativus L. bitkisinin siirgiin meristemlerini
BA ve NAA igeren LS besi yerinde kiiltiire almiglardir. Ayni1 besi yerinde farklhi
somatik embriyogenetik asamalarmi  gézlemlemislerdir. Somatik  embriyo
asamalarinda globular embriyo safhalarinda bipolar bogelerin  olusumunu
gbzlemlemislerdir. Olgunlasmis embriyolar GA3 igeren yarim MS besi yerinde
kiiltiire alinmistir. Olusan bitkiler %2 aktif komiir, BA ve NAA ,iceren MS besi
yerinde koklendirilmistir. 2n=3x=24 kromozom dizilimine sahip bitkiler elde
edilmistir.

Luskutov ve ark.(1999), gelismemis ovaryumlar1 ikiye bolerek eksplant
kaynag1 olarak kullandiklar1 bu caligmada farkli biliylime diizenleyicileri iceren 5
farkli besi yeri denemislerdir. Stigma benzeri yapilarin olusumu ve pigmentasyon
derecesi baz alinarak istatistiksel analizler yapilmistir. Elde edilen stigma benzeri

yapilarin igerdigi etken madde miktarina bakilmistir. % 1°lik aktif komiir, 5.4 uM
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NAA, 44,4uM BA iceren B5 bazal ortami stigma benzeri yapilar elde etmek
amaciyla kullanilan en etkili ortam olarak saptanmustir.

Piqueras ve ark.(1999)’ lar safran bitkisinin meristemeatik dokularin
nodular kormojenik kallus olusturmak {izere yliksek dozda BA ve diisiik dozda 2.4-D
iceren MS besi yerinde kiiltiire almislardir. Paklobutrazol ve imazalil eklenmesi ile
yiiksek oranda karmojenik mikrokormlar elde etmislerdir.

Bhagyalakshmi (2000) Crocus sativus L. ile yapmis oldugu calismada
ovaryum eksplantlarini1 farkli gelisim asamalarinda stigma renklerine gore gruplara
ayirmigtir. Stigmalarindan ayrilmis ovaryum eksplantlari, NAA ve BA’nin farkh
konsantrasyonlarini igeren modifiye edilmis kat1 MS besi yerinde kiiltiire alinmistir.
Stirgilin gelisimi i¢in farklt MS, LS ve White besi yerleri kullanilmigtir. Bu ¢alismada
safranda organogenesisi etkileyen birgok faktor oldugu belirtilmistir. Bunlardan en
onemlileri olarak, biliylime diizenleyicileri, eksplantin hangi gelisim asamasinda
oldugu ve eksplant tipleri 6ne ¢ikmistir. NAA ve BA kombinasyonlarinin
organogenesis iizerinde etkili oldugu ortaya konulmustur. 53.7 uM NAA, 44.4 uM
BA iceren MS ortaminin en etkili konsantrasyon oldugu belirlenmistir.

Ebrahimzadeh ve ark.(2000)’larisafran bitkisinin siirgiinlerini kullanarak
somatik embriyo ve yeni bitkicikler elde etmislerdir. Safran bitkisinin siirglinlerini
NAA, BA, TAA, 2,4-D ve Kinetin’in farkli kombinasyonlarini igeren LS ortaminda
karanlhkta kiiltiire almislardir. Ilk somatik embriyo olusumu 8 hafta sonra
goriilmiistiir. En fazla kallus olusumu ve embriyo olusumu NAA ve BAP igeren LS
ortaminda gozlenmistir. Bipolarite gosteren somatik embriyolar cimlendirilmek
tizere 5 farkli GA; konsantrasyonu igeren 1/2 MS ortamindakiiltiire alinmislardir . En
iyi ¢imlendirme ortaminin 2,5 mgL" GAjiceren 1/2 MS ortami oldugu gozlenmisdir.

Karamian ve ark.(2001)’ lart Crocus cancellatus bitkisinin siirgiin
meristmelerini MS ortaminda kiiltiire alarak elde ettikleri embriyolardan protoplast
flizyonu yapmislar ve daha sonra bitki rejenerasyonu saglamiglardir. Embriyolari
elde etmek icin Kin ve 2,4-D ile desteklenmis MS ortami kullanmislardir.
Protoplastlar direk olarak embriyojenik kalluslardan elde edilmistir. 9.28 uM Kin ve
4,52 uM 2.4D igeren MS bazal ortaminda embriyolarin elde edildigi gézlenmistir.

10
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Karamian (2003)C. sativus, C. cancellatus, C. michelsonii ve C. caspius
tiirlerinde yapmis oldugu calismada NAA , BA, 2,4-D ve KiN kullanarak somatik
embriyolar1 elde etmislerdir. Calisilan dort tiirde de somatik embriyo gelisimi ve
somatik embriyolarin biitiin olusum asamalarini gézlemlemistir. Somatik embriyolar
ABA igeren yarim MS ortamina aktarilmistir. Olgunlagsan embriyolar ¢imlendirme
amactyla GA3 igeren yarim MS besi yerine aktarilmiglardir. Gelismini tamamlamis
bitkiler NAA ve BA igeren yarim MS besi yerinde kiiltiire alinmiglardir.

Raja ve ark.(2006)’lan safran bitkisinin yaprak segmentlerini BA ve NAA
iceren MS besi yerinde kiiltiire almistir. En etkili sonucu 1mgL™" BA ve ImgL™ 2,4D
bliylime diizenleyicilerini igeren besi yerinde elde etmislerdir. Benzer sonuglari
2mgL”’ BA ve 0,5mgL’' NAA iceren MS besi yerindede gozlemlemislerdir.
Olgulagsan embriyolar GA3; ve ABA iceren MS besi yerinde 5 giin siireyle
cimlendirmeye alinmistir.

Sheibani ve ark. (2006)’lar1 safran bitkisinde yapmis olduklar1 ¢calismada 5
farkli eksplant ve TDZ nin farkli konsantrasyonlarin1 kullanmiglardir. Embiryolarin
gelisimi i¢in bitki biiylime diizenleyicisi igcermeyen MS besi yerinde kiiltiire
almiglardir. Olgunlagmis embriyolar biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortaminda
bitkiye doniismiistiir.

Roya Karamian (2007)Crocus pallasii subs.Haussknechtii’ de yaptigi
caligmada siirglin mersitemlerinden elde ettigi embriyojenik kalluslardan protoplast
kiiltiirii ile bitki rejenerasyonunu saglamiglardir. Siirgtinleri %3 sakkaroz, %0,8 agar,
2,4-D, Kinetin, NAA ve BA iceren MS bazal ortaminda kiiltiire almiglardir. 6 hafta
sonra kallus olusumlar1 goriilmiis, embriyojenik ve embriyojenik olmayan kalluslar
ayrilmistir. Embriyojenik kalluslar ve globular embriyolar, 2.4 D, Kinetin ve
Askorbik asit iceren MS ortamina aktarilmig ve 2-3 ay sonra elde edilen somatik
embriyolar protoplast izolasyonu i¢in kullanilmistir.

Sharma ve ark.(2008)’ lar1 Crocus sativus L. ile yapmis olduklar1 caligmada
in vitro sogan olusumu icin protokol gelistirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma’da safran
soganlarinin apikal tomurcuk igeren kisimlarini, kiiclik soganlarini ve in vitro’da elde
edilmis siirgiinleri 0-3 mgL™" IBA ve 6-14 mgL"' BA igeren MS ortaminda kiiltiire

almislar ve 30 giinde bir de alt kiiltiire almislardir. Ugiincii ayda gozlemleri
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degerlendirmislerdir. In vitro siirglinler ise sogan gelisimleri i¢cin demetlere ayrilmis
ve IBA, BA ve NAA igeren tam ve 1/2 MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Apikal
tomurcuklarda 10. giin sonunda gelisim gozlenmistir. Bu ¢alismada kullanilan IBA
ve BA kombinasyonlarinda gelisimin daha etkili oldugu fakat IBA’nin sogan basina
stirgiin olusumunda etkisiz kaldig1 goézlenmistir. Sogan gelisimi i¢in en etkili bitki
biiyiime diizenleyici kombinasyonunun, 3 mgL™"' BA igeren 1/2 MS ortami oldugu
saptanmistir.

Ahouran ve ark. (2009a)’ lariCrocus sativus L. ile yapmis olduklar
calismada embriyojenik kalluslardan elde ettikleri protoplastlart modifiye edilmis
MS ortaminda kiiltiire almiglardir. 4-5 hafta sonra Ca-aljinat kapsiillerinin yiizeyinde
mikro-kalli olusumlar1 goézlemislerdir. Bitki gelisimi,kapsiiller % 6’lik sakkaroz
iceren katt MS ortamina alindiktan 6 ay sonra gézlenmistir.

Ahouran ve ark. (2009b)’lar1 Crocus cancellatus’ un soganlarmikullanarak
in vitro c¢ogaltim yapmislardir.Sogan segmentlerini kullanarak yaptiklari bu
calismada, en iyi gelisimi ve gogaltimi %3 sakkaroz, 2mgL"' NAA ve 1 mgL"' BA
iceren kati MS ortaminda goézlemislerdir. Daha sonra soganlart +4°C’de 1 ay
beklettikten sonra direk topraga aktarmiglardir.

George ve ark.(2009)’lar1, safran ile yapmis olduklar ¢alismada soganlarin
meristematik bolgelerini kullanarak somatik embriyo ve embryolardan rejenerasyon
elde etmislerdir. Soganlar, 2,4-D ve Kinetin igeren MS ortaminda Kkiiltiire
alinmuslardir. 2 mgL'TAA,2 mgL'1 Kinetin ve 100 mg L"' askorbik asit iceren
ortamlara transfer edilen kalluslardan somatik embriyolar elde edilmistir. Globular
embriyolar 1 mgL™" absisik asit igeren sivi ¥4 MS ortaminda farklilhik gostermislerdir.
Kalluslardan olusan siirgiinler, 2 mgL”' NAA ve 4 mgL’ Kinetin iceren MS
ortaminda belirgin bir sekilde gozlenmistir. Globular kalluslardan olusan bitki
formlarinin ise 2 mgL™" TAA ve 2mgL" Kinetin ve 100 mgL™ askorbik asit iceren
ortamlarda gelisim gosterdigi saptanmustir. Elde edilen bitkilerde histolojik analiz
yapilmustir.

Blazquez ve ark.(2009)’lar1 safran bitkisinde somatik embriyogenesis,
histolojik farkliliklar ve baz1 enzimatik aktiviteleri incelemiglerdir. Safran bitkisinin

soganlarindaki meristematik dokular, 2.4-D ve BA igceren MS ortaminda kiiltiire
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alinmistir. Altincr haftanin sonunda nodiiler embriyojenik kalluslar elde edilmistir.
Elde edilen nodiiler kalluslar, NAA ve BA iceren MS ortamina aktarilmistir. Somatik
embriyogenesis boyunca farkli gelisim safthalarindaki embriyolar histolojik analizler
ve enzim aktivitelerinin incelenmesi i¢in kullanilmistir.

Sharifi ve ark.(2010a),Crocus sativus L.ille yapmis olduklar1 c¢aligmada
safran soganlarmi kullanarak farkli sitokininlerin (BA ve TDZ) globular embriyo
benzeri yapilar olusumundaki etkilerini karsilastirmiglardir. MS ve B5 besi yerini
kullandiklar1 bu ¢alismada kallus olusumu i¢in her iki ortama da 1.13, 4.54, 9.08 uM
TDZ ve 2.22, 887, 17.75 uM BA eklemislerdir. Kalluslarin ¢ogaltimi igin
ortamlama %0.05’lik aktif komiir ile NAA ve BA hormon kombinasyonlarini
denemislerdir. Istatistiksel analizler sonucunda TDZ bulunan B5 ortamindaki
gelisimin MS ortamindakine gore daha fazla oldugu ve TDZ’ nin organogenesis ve
somatik embriyogenesis olusumunda 6nemli rol oynadigini saptamislardir.

Sharifi ve ark (2010b)’lar1 safran bitkisinde yapmis olduklar1 ¢aligmada
TDZ bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlarini BS Gamborg ve MS
besi ortamlarim1 kullanarak siirgiin olusturma frekanslarin1 incelemislerdir. Farkli
NAA ve BA biiyiime diizenleyicilerinin konsantrasyonlarini iki besi yeri ile kombine
etmisler ve siirglin olusum agamalarindaki enzim aktivitesini incelemislerdir.

Vatankhah ve ark. (2010), safranda yapmis olduklar1 ¢alismada meristem
dokulardan aldiklar1 eksplant 6rneklerinin farkli biiylime diizenleyiciler kullanarak
organogenesis boyunca enzim aktivitesine bakmigslardir. En etkili rejenerasyon
ortammin 1mgL'NAA - 1 mgL"' TDZ ve ImgL"' NAA - 2mgL"' Kinetin iceren MS
ortami oldugu gozlenmistir. Filizlenme icin ise rejenere siirgiinler ImgL™' NAA ve
ImgL' BAP kombinasyonlarni igeren MS ortaminda kiiltiire alinmustir.
Organogenesis boyunca protein igerigi ve superoksid dismutaz enzim aktivitesinin
rejenere siirglin ve koklerde diistiigli gozlenirken, filizlenen siirgiinlerde arttigi
saptanmistir. Fakat katalaz, peroksidaz ve polifenol oksidaz aktivitesi, filizlenen
stirgiinlerde organogenesis boyunca azalmais, siirgiin ve koklerde artmustir.

Mir ve ark.(2010), Crocus sativus L. ile yapmis olduklar1 ¢caligmada eksplant
olarak ovaryum, yarim ovaryum, stil ve apikal tomurcuklari, besi yeri olarak ise BA

ve NAA igeren LS, MS ve G5 Gamborg ortamlar1 kullanilmistir. Karanlik-aydinlik
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fotoperiyod uygulanarak kiiltiire alman eksplantlar 4 hafta arayla kiiltlire
alinmiglardir. Alt1 haftada mikrokorm olusumu, siirgiin filizleri ve stigma benzeri
yapilar elde edilmistir. Apikal tomurcuklarin 20. giin sonunda tek siirgiin verdigi
gozlenmistir. Ovaryumlardan ve apikal tomurcuklardan siirgiin olusumlari
saptanmistir. Maksimum biiytikliikteki soganlarin biiyiime diizenleyicileri igeren LS
ortaminda olustugu belirlenmistir. Yarim ovaryumlarin, G5 Gamborg ortaminda
stigma benzeri yapilar olusturduklar1 saptanmistir. Elde edilen veriler istatistiksel
analizlerle degerlendirilmistir.

Demeter ve ark.(2010), Crocus heuffelianus ile yapmis olduklar1 ¢alismada
bu bitkinin soganlarindaki siirgiin primodiyumlarindan yararlanarak somatik embriyo
ve rejenerasyon elde etmeye calismiglardir. Eksplantlardan, Gamborg vitaminleri,
NAA ve BA biiylime diizenleyicileri iceren MS bazal ortaminda embriyojenik
kalluslar elde edilmistir. Globuler embriyo safhalari, bu ortamda gézlenmis ve oksin
sitokinin oranlar1 ve ortamdaki karbon miktarinin embriyo ve bitki gelisimi iizerine
olan etkileri incelenmistir.

Safran soganlariin filizlenen tomurcuklari, %3 sakkaroz, %0.8 agar , 2,4-D,
BAP, TAA ve IBA kombinasyonlari iceren ortamlarda kiiltiire alinmislardir. Bazi
eksplantlar, biliyime geciktirici igeren ortamlara konulmuslardir. In vitro sartlarda
gelisen bitkilerin %60°1 seralara aktarilmistir. Daha sonra aylara gore gelisimleri
gozlemlenmistir. En etkili bitki gelisimi Kasim-Aralik ayinda goriiliirken, en az
gelisimin Mayis ayinda oldugu belirlenmistir. Bitki tomurcuklarinin siirglin vermesi
ve ¢ogalmasi 9.05 mM 2.4-D ve 26.64 mM BAP iceren besi ortamlarinda etkili bir
sekilde gerceklesmistir. Siirgiinlerin ¢ogaltilmasi i¢in ise 26.64 mM BAP ve 5.0 mM
NAA kombinasyonunun etkin oldugu saptanmistir. Sogan olusumu ise 1.7 mM
paclobutrazol i¢eren ortamdan elde edilmistir (Devi ve ark.2011).

Sivanesan ve ark. (2011)Crocus vernus ile yaptiklar1 calismada soganlar1 ve
sirgiinleri ayirarak BA, TDZ ve NAA igeren MS ortaminda 0, 7, 14 hafta karanlikta
daha sonra karanlik-aydinlik fotoperyodlarda kiiltiire almiglardir. 45. giiniin sonunda
globular embriyo formundaki eksplantlari, BA ve GAj igeren MS bazal ortamina
aktarmiglardir. BA ve NAA kombinasyonlarinda gelisimin, yalnizca BA igeren besin

ortamina gore daha iyi oldugu istatistiksel analizler sonucu ortaya konmustur. En
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etkili gelisme ortamimin 2 mgL 'BA ve 0.5 mgL-' NAA kombinasyonlarinda oldugu
gbzlenmistir. Ayrica sogan ve slirglin tomurcuklarindan, TDZ ve NAA igeren MS
bazal ortaminda gelisme gozlenmistir. Embriyo olgunlagsmasi i¢in ise en etkili
ortamin 2.0 mgL™"' BA ve 1.0 mgL"' GAsigeren MS ortam1 oldugu saptanmustir.

Sharifi ve ark.(2012),Crocus sativus L. ile yaptiklar1 ¢aligmada soganlardan
elde ettikleri embriyojenik ve embriyojenik olmayan kalluslarin proteom profillerini
karsilagtirmislardir. Safran soganlarinin meristematik dokularmi 1 mgL'12,4—D ve 4
mgL'1 Kinetin iceren MS bazal ortaminda kiiltiire almislardir. 5-6 hafta sonra
embriyojenik kallus olusumlarint  gozlemislerdir. Dort alt kiiltlirden sonra
embriyolarin morfolojilerini incelemigler ve elde ettikleri embriyolar1 protein
analizleri i¢in kullanmiglardir.

Sivanesen ve ark.(2012) lar1 C. vernus tiiriinde yapmis olduklari1 ¢alismada

sekonder somatik embriyogenesis olusumu iizerine ¢alismalar yapmaislardir.
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3. MATERYAL VE METOD Basar SEVINDIK

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Bu tez c¢alismasinda, bitkisel materyal olarak Crocus sativus L., Crocus
ancyrensis, Crocus pallasii ssp. pallasii kullanilmistir. Crocus sativus, Karabiik
ilinin Safranbolu ilgesi Yazi koylinden, Crocus ancyrensis, Eskisehir Osmangazi
Universitesi Meselik yerleskesi ormanlik arazisinden, Crocus pallasii ssp. pallasii ise
Eskisehir’den temin edilmistir. Crocus sativus L. ve Crocus pallasii ssp. pallasii
sonbaharda ¢igeklenen c¢igdemlerdir. Crocus ancyrensis ise subat ayinda

ciceklenmektedirler .

3.1.1. Crocus sativus L. (Safran)

Diinyada kuzey yarim kiirede Akdeniz iilkelerinde yayilis gosteren ¢ok yillik

bir bitkidir. Ulkemizde, Karabiik ilinin Safranbolu ilcesinde ¢ok az bir alanda kiiltiirii

yapilmaktadir. Ekim ayinda ¢i¢eklenmektedir. Cigeklenme siiresi Kasim ortasina

kadar devam etmektedir (Sekil.3.1).
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3.1.2. Crocus ancyrensis (Ankara cigdemi)

Ulkemize endemik ve c¢ok yillik bir bitki olup Orta Anadolu’da ve Bati
Karadeniz bdlgesinde yayilis gostermektedir. Kayalik yerler, caliliklar ve c¢am

ormanlar1 yagam alanlaridir. 1000-1600 m rakimda yayilis gosterirler (Sekil.3.2).

Sekil.3.2. Crocus ancyrensis

3.1.3. Crocus pallasii ssp. pallasii

Crocus sativus’un yakin akrabasi olarak bilinen bu tiir, kuzey yarim kiirede
genis yayilis alanlarma sahiptir. Ulkemizde Dogu Karadeniz, Akdeniz’in yiiksek
kesimleri, Ege bolgesi ve I¢ Anadolu bolgesinde yetismektedir. 70 ile 2000 m
rakimlar1 arasinda yayilis géstermektedir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Crocus pallasii ssp. pallasii

3.1.4. Bitkisel materyallerin toplanmasi

Crocus sativus, ciceklenme donemi olan ekim ayinda, Karabiik ilinin
Safranbolu il¢esinin Yazi kdyiinden saksili bir sekilde temin edilmistir.

Crocus ancyrensis, subat aymnda c¢iceklenmektedir. Eskisehir Osmangazi
Universitesi, Meselik yerleskesi Pinus sp. ormanlik alanindan temin edilmistir.
Crocus pallasii ssp. pallasii Eskisehir’den temin edilmistir. Toplanan bitkiler seraya
getirilerek topraklarindan ayrildiktan sonra 13 cm derinligi olan torf/perlit/kum
karigimi (1:1:1) igeren 3 litrelik plastik saksilara dikilmistir. Seradaki saksilarda fazla

bekletilmeden in vitro kosullarda kiiltiire alma calismalar1 yapilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Yiizey Sterilizasyonu

Eksplant olarak Crocus tiirlerinin soganlart kullanilmistir. Crocus tiirlerinin
soganlar1 topraktan cikartildiktan sonra yapraklar ve ¢igekler ayrilmis, soganlarin
kabuklar1 soyulmustur. Kabuklar1 ¢ikarilmis soganlar, musluk suyu altinda 30 dk.
bekletildikten sonra %0,1’lik HgCl, cozeltisinde 10 dk. bekletilmis ve daha sonra
steril su ile bir ka¢ kez yikanmistir. Steril kabin igerisine alinmis olan eksplantlar,
%70’lik ETOH’da 1 dk. bekletildikten sonra steril saf su ile yikanmig, daha sonra
%20’lik NaOCl (Sodyum hipoklorid)’de 15 dk. calkalanarak bekletilmistir. Steril saf
su ile 4-5 kez yikanmis olan bitkilerin yiizey sterilizasyon islemi tamamlanmigtir
(Sekil 3.4).

Crocus pallasii ssp. pallasii tiirlinde belirtilen yiizey sterilizasyon protokoliine
ek olarak kabuklar1 ayrilan soganlar antibakteriyel sivi sabunla yikanmis ve HgCl,

miktari iki katina (%0,2) c¢ikarilmistir.

Sekil 3.4. Crocus soganlari i¢in uygulanan yiizey sterilizasyon protokolii, A) Cesme
suyu altinda 30 dk. bekletme, B) Crocus pallasii spp. pallasii soganlarinin
sterilizasyonunda kullanilan antibakteriyel sabun ile yikamaC) %0,1’ lik
HgCl, de 10 dk.bekletme, D)% 70’lik alkolde bekletilen Crocus soganlari,
E) % 20’lik NaOCl’de bekletilen Crocus soganlari, F) Yiizey
sterilizasyonu yapilmis olan ve steril saf suda bekletilen soganlar.
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3.2.2. Kallus ve Somatik embriyo gelistirme ortam

Eksplantlar karanlik ortamda, oda sicakliginda (24-25°C), farkli biiyiime
diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlarini iceren ( 2,4-D, BA, NAA ve Kinetin)
(Cizelge 3.2) katt MS ortaminda kiiltiire alinmislardir (Sekil 3.5). Sogan
eksplantlarindan embriyojenik kallus olusumu, 6 hafta igerisinde gerceklesmistir. Bu
asamadan sonra 4 hafta daha aymi biiylime diizenleyicilerini bulunduran besi
yerlerinde alt kiiltiire alinmistir. Somatik embriyolar, belirgin hale gelene kadar ayni
MS ortami kullanilmistir. Crocus sativus L. bitkisinde yapilan ¢aligmada bitkinin

asir fenolik salgilamast iizerine 1g L™ PVP (Polyvinyl-pyrrolidone) kullanilmustir.

e LI .

Sekil 3.5. Crocus soganlarinin somatik embriyo gelisim ortamlarma aktarilmasi
A)Soganlarin kiiciik parcalara ayrilmasi, B-C)Soganlarin besi yerlerine
yerlestirilmesi.

3.2.3. Farkhllasma ve Cimlenme

Eksplantlar, son 4 haftalik kiiltiir periyodunun ardindan, farklilagma
ortamlarina aktarilmistir (Cizelge 3.3). Bu safhada, embriyolar ayrilarak bireysel
olarak hormon icermeyen farklilasma ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Somatik
embriyolar 22-25°C’de ve 16 saat fotoperiyodisite gosteren biiyiitme odasi
kosullarinda geliserek 3-5 mm biiyiikliige ulastiklar1 ve kok ve kotiledon yapraklarini
igerdikleri gozlenmistir.

Cimlenmis embriyolar, gelisip iyi bir kok sistemi ve gercek yapraklari
olusturana kadar, her 4 haftada bir alt kiiltiire alinmistir. Bitkicikler, hormonsuz
ortama transfer edildikten 2-4 ay sonra alistirma asamasina gecilmistir. Somatik

embriyolar elde edildikten sonra teker teker ayrilarak sayilacaktir.
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Cizelge 3.1. Kallus gelistirme ortam1 ( MS Besi Yeri igerigi)

Makro elementler mgL”’
NH4NO3 1650
KNO3 1900
CaCl2 x 2H20 440
MgS04 x 7TH20 370
KH2PO4 170
Mikro elementler mgL"
H;BO; 6.2
MnSO4 x 1H,0O 16.9
ZnSO4 x 7H,0 10.6
KI 0.830
Na,MoO4 x 2H,0 0.25
CuSO, x 5H,0 0.025
CoCl, x 6H,0 0.025
Sukroz 60
pH 5.8
2,4-D (0-0,5-1-2 mgL™")
BA (0-0,5-1-2mgL")
Kin (0-0,5-1-2 mgL™")
NAA (0-0,5-1-2 mgL™")
Gelrite 45 gL’
PVP 1gL”
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Cizelge 3.3. Farklilasma ve ¢cimlenme besi yeri

Makro elementler mgL”’
NH4NO3 1650
KNO3 1900
CaCl2 x 2H20 440
MgS04 x TH20 370
KH2PO4 170
Mikro elementler mgl”
H;BO3 6.2
MnSO4 x 1H,0O 16.9
ZnSO4 x TH,0 10.6
KI 0.830
Na,MoO4 x 2H,0 0.25
CuSOq, x 5H,0 0.025
CoCl, x 6H,O 0.025
Sakkaroz 60
Ph 5.8
grL'1
Gelrite 45 gL
PVP 1gL”

3.2.4. Histolojik analizler
Deneme sonucunda kallus olusum asamalarinda belirlenen en iyi

konsantrasyonda (2 mg L™ 2,4D + 1 mg L 2ip ) histolojik analizler icin tekrar bir

deneme kurulmustur. Analizler i¢in 6rnekler, 7, 14, 21 ve 28. giinlerde alinmistir.
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3.2.4.1. Eksplantlarin Fiksasyon Soliisyonu I¢erisine Alinmasi

Eksplantlar higbir islem yapilmadan, ilk olarak hiicresel gelisimlerinin
incelenmesi amaciyla fiksasyon (FPA:formaldehit: propiyonik asit: alkol) (900 ml
%70’1lik alkol + 50 ml propiyonik asit +50 ml formaldehit) soliisyonu icerisine

alinmustr.

3.2.4.2. Orneklerin Parafin Bloklar icine Alinmasi

Fiksasyon soliisyonundaki eksplantlar, parafinleme icin Johansen alkol
konsantrasyonlarindan gegirilmistir (Cizelge 3.4).

Ornekler, parafin bloklar icerisine yerlestirilmeden 6nce sirasiyla %70, %85,
%095, %100’ liikk Johansen ¢ozeltisi icerisinde bekletilmistir.

In vitro’dan alinmis, FPA soliisyonu igerisinde bekletilmis olan 6rnekler, her
bir alkol serisinde yaklasik 2 saat bekletilerek vakum altinda 30- 35 dakika siireyle
havalar1 alinmistir. Daha sonra, tersiyer butil alkol (TBA-1) sivisi igerisinde 1 gece,
TBA-2 ve TBA-3 sivilar1 igerisinde 3’er saat bekletilmis ve petri kaplari igerisinde
60-65°C’de eritilen s1v1 parafin igerisine konulmustur. Etiivde 60-65°C’de 2-3 giin
siireyle tutulduktan sonra, etiiv disina alinmis, buz iizerinde hizla sogumaya

birakilmis ve sertlesmesi saglanmistir.

3.2.4.3. Parafin Bloklar icerisindeki Orneklerin Kesitlerinin Almmasi

Orneklerin iizerindeki fazla parafin kesilip ayrildiktan sonra, tahta bloklar
lizerine yine parafin yardimi ile yapistirtlmistir. Rotasyon mikrotom kullanilarak,
tahta bloklar {izerine aliman Orneklerden 8§ pum kalinhiginda kesitler alinmistir.
Kesitlerin etiketleme islemi, lamlarin kenarlarina yapilmistir. Kesitlerin lamlarin
lizerine yapismasini saglamak amaciyla daha Onceden hazirlanmis olan 1:1
oranindaki yumurta aki: gliserin karigimindan olusan sivi, lamlarin {izerine
stirilmiistiir. Daha sonra, drneklerden alinan kesitler lamlara yerlestirildikten sonra

35-40 °C sicaklhigindaki sicak ylizey (hot plate) lizerine konulmustur. Sicak yiizey
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tizerindeki her bir lam’a bir damlalik yardimiyla saf su ilave edilmistir. Bu yolla
kesitlerin su ylizeyinde yilizmesi ve sicakligin yardimiyla suyun parafini gergin
duruma getirmesi ve suyun buharlasmasiyla birlikte kesitlerin lam iizerine gergin bir
vaziyette yapismasi saglanmistir. Bu islemlerden sonra, lam iizerindeki kesitler bir

gece boyunca 30-35 °C’deki etiiv igerisinde bekletilmistir.

Cizelge 3.4. Johansen Karigimlari (Stosser ve ark., 1985)

Alkol Karigim Saf su %96’lik Etil alkol Tersiyer Biitil
Konsantrasyonlari (ml) (ml) alkol
(%) (ml)
%70 300 500 200
%85 100 500 350
%95 _ 450 550
%100 _ 200 800

3.2.4.4. Kesitlerden Ahnan Orneklerin Boyanmasi

Lamlar, lam tasiyicilar iizerine yerlestirilmis ve 10’ar dk. ksilol-1, ksilol-2’
de bekletilmis, parafinin erimesi ve drneklerden ayrilmasi saglanmistir. Bu agamada
ornekler, ilk olarak izopropil alkol-1 ve izopropil alkol-2’de 5’er dk., daha sonra %
96’dan baglayarak sirasiyla % 70, % 40 ve % 20 olacak sekilde dereceleri azalan
alkol kiivetlerinde ve son olarak da saf su i¢erisinde 3’er dk. bekletilmistir.

Bu islemlerin sonunda orneklerin boyanmasi islemine gecilmistir. Boyama
islemi icin hematoksilin boya ¢ozeltisi kullanilmistir. Hematoksilin boya ¢ozeltisini
hazirlamak i¢in; 1 g hematoksilin, 6 ml etil alkol icerisinde eritilmistir. Ayrica, 12.5
g KAI;SO4 (potasyum aliiminyum siilfat) 100 ml suda eritilip ve bu suya 0.18 g
KMnQy, 25 ml gliserin ve 25 ml metanol eklenmis ve bundan sonra 6nceden eritilen
hematoksilin ile karistirilarak stok cozeltisi hazirlanmistir. Boyama islemi igin 1
birim stok ¢ozelti, 10 birim saf suyla seyreltilerek kullanilmistir. Ornekler, boyama
stvist igerisinde 30 dk., daha sonra su dolu bir kap igerisinde hafif akan ¢esme suyu

altinda 15 dk. bekletilmistir. Daha sonra boyanan 6rnekler baslangicta izlenen alkol
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serilerinden ters yonde yeniden gegirilmistir. Bu amagla boyanan 6rnekler % 20, %
40, % 70, % 96’lik alkolde yine 3’er dk. ve izopropil alkolde 5’er dk. bekletilerek
ayr1 bir ksilol kabi igerisine alinmistir. Ksilol kabi igerisinden alinan lamlarin
tizerindeki ksilol iyice siiziilmiis ve lizerlerine entellan yapistirict damlatilarak birer
lamel ile kapatilmistir. Bu sekilde devamli preperat haline getirilen Ornekler,

30°C’deki etiivde bekletilerek incelemeye hazir hale getirilmistir (Eti, 1987).

3.2.4.5. incelenen Kriterler ve Deneme Plam

Yapilan calismada eksplantlarin kallus gelistirme ortamlarma alindiktan
kalluslarin olusmaya basladig1 asamaya kadar gecen siirede kallusa doniisiim oranlari
ylizde olarak hesaplanmigstir. Kalluslarin yapis1 kallus olusumunun 4. haftasindan
itibaren makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmistir. Kalluslarin rengi, ve
genel durumlar belirlenmistir. Kalluslarin bitkiye doniisiim oranlari incelenmistir.

Deneme her konsantrasyonda 5 tekkiirriir (5 petri), her tekerriide 4 eksplant
olacak sekilde faktoriyel diizende tesadiif bloklar1 deneme desenine gore
kurulmustur. Elde edilen yilizde (%) degerlere a¢1 transformasyonu yapildiktan sonra

SPSS 15.0 paket programi kullanilarak istatistiksel analizler gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Arastirma sonunda tig tiire ait bulgular ayr1 ayr1 sunulmustur.

4.1. Crocus sativus L.’ a Ait Rejenerasyon ve Histolojik Analiz Bulgular

4.1.1. Crocus sativus L. Soganlarinmin Yiizey Sterilizasyonu

Tez ¢alismasinda, Crocus sativus L. soganlari, zar, yaprak ve ¢igceklerinden
ayrildiktan sonra 30 dk. musluk suyu altinda %0,1’lik HgCl,’de 10 dk., %70’lik
EtOH’da 1 dk., %20’lik NaOCI’de 15 dk. bekletilerek sterilizasyonda %100 basari
saglanmis, kontaminasyon problemi ile karsilasilmamistir. Bu nedenle

sterilizasyonda farkli yontemlere bagvurulmamaistir.

4.1.2. Crocus sativus L. Tiiriiniin Kallus Olusturma ve Somatik Embriyo

Gelistirme Bulgular

Yiizey sterilizasyonu tamamlanmis olan Crocus sativus L. soganlari, farkl
konsantrasyonlarda (0; 0,5; 1; 1,5; 2 mg L'l) oksin ve sitokinin (NAA, BA, 2.4 D,
2iP) kombinasyonlarini iceren MS besi yerinde Kkiiltiire alinmis, kallus olusumu
gozlenmistir (Sekil4.1).

Yapilan ¢aligmada, farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicilerini
iceren ortamlarda, kallus gelisim oranlari istatistiksel olarak degiskenlik gdstermistir

(Cizelge 4.1).
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Sekil 4.1. Crocus sativus L. tiirlinde embriyojenik olmayan kalluslarin rejenerasyonu.
A) Eksplantlarin ortamlara alinma asamasi, B) Eksplantlarin 3. haftada
gosterdikleri gelisim, C) Eksplantlarin 3. haftadan itibaren olusturduklar
embriyojenik olmayan kallus yapilari, D) Kalluslarin rejenerasyonu, E)
Kallus yapilariin sogana doniisiimii (6.hafta), F) Eksplantlarin tam sogan
goriiniimii almasi (7. hafta).
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Sekil 4.2. A) Kalluslarin 4. haftadaki gelisimleri, B) Crocus sativus L. bitkisi
kalluslarinin seffaf  ve yumusak oldugu satha, C) Embriyojenik
kalluslarin olusumu, D-E) Embriyojenik kalluslarin somatik embriyolara
doniistimii, F) Crocus sativus L. bitkisinde somatik embriyolar, G) Ayn1
eksplant tizerinde farkli safhalardaki embriyo olusumlari, H) Somatik
embriyolarin globular(G) ve kalp sathalari(K), I) Eksplanttan ayrilmis
globular ve kalp sathasindaki embriyolar

Yapilan 6n denemelerde materyal ve metodda belirtilen protokole ek olarak
farkl1 oksin ve sitokinin denemeleri de yapilmistir. Bu denemlerde 4 haftalik siiregte
kinetin iceren besi yerlerine oranla 2iP (2 mg L' 24D + 1 2iP mg L™ iceren besi
yerlerinde daha kisa siirede kallus olusumu gozlenmistir (Sekil.4.3.). 2iP iceren besi
yerinde 2. haftadan itibaren kallus olusumlar1 gézlenirken, kinetin iceren besi yerinde
kallus olusumlarinin 3-4. haftalar arasinda gercgeklestigi gézlenmistir. Bu nedenle

kinetinin yerine 2iP’nin kullanilmasina karar verilmistir (Sekil.4.3).
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Sekil 4.3 On calisma denemelerinde 2iP ve kinetin arasindaki haftalik gelisme
farklari, A) 2iP iceren besi yerinde 1. haftadaki gelisme, B) 2iP iceren
besi yerinde 3. haftadaki kallus olusumu, C) 2iP iceren besi yerinde 6.
haftada rejenerasyon ve sogana doniisiim, D) Kinetin iceren besi yerinde
1. haftadaki goriinim, E) Kinetin iceren besi yerinde 3. haftadaki
goriintim, F) Kinetin iceren besi yerindeki 5. haftadaki kallus olusumlari.

Calisilan 60 biiyiime diizenleyici igeren konsantrasyonun yiiksek oranda
oksin iceren 34’iinde kallus ve somatik embriyo gelisimi gozlenirken, diger 26
kombinasyonda higbir sekilde gelisim gozlenmemistir. Gelisme gozlenmeyen besi
yerlerindeki eksplantlar siyahlasarak 6lmiislerdir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda; en yiiksek kallus gelisim yiizdesi %100 ile 2
mg L' 2,4 D + 1mg L™ 2iP iceren besi yerinde gozlenmistir (Cizelge 4.1). En diisiik
kallus gelisim oram1 ise Img L' NAA+ 0 mg L' BA, 2 mg L™ 24D + 0 mg L™ 2iP,
0,5mg L' 24D + 1 mg L™ 2iP,0mg L' 24D + 1 mg L™ 2iP, 2 mg L' NAA +2 mg
L' BA, Img L' NAA +2mg L' 2iP, 2mg L' 24D + 0 mg L BA, Img L' NAA +
0mg L' 2iP, 0,5mg L' NAA +2mg L™ 2iP, 0 mg L' NAA + 1 mg L BA, 2mg L™
NAA +2mg L' BA, Img L NAA + 0,5 mg L' BA ve son olarak 0,5 mg L' NAA
+ Img L' BA iceren konsantrasyonlarda % 5 olarak saptanmustir (Cizelge 4.1).

Kalluslarin 3. haftadan itibaren gelisim gosterdigi gozlenmistir. Bu bulgular
histolojik analiz ¢aligmalar1 ile de desteklenmistir. Somatik embriyolarin ise 8.

haftadan sonra net olarak olustugu belirlenmistir.
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George ve ark. (1992), Crocus sativus L. bitkisi ile yapmis olduklar1 somatik
embriyogenesis c¢alismalarinda farkli biiylime diizenleyicilerini (2,4D ve kinetin)
kullanarak denemelerini kurmuslardir. Somatik embriyo gelisimi, yapilan tez
calismast ile paralel olarak 2 mg L™ 2,4D + 0,5 mg L' kinetin iceren besi yerinden
elde edilmistir. Tez ¢alismasinda kinetin yerine sitokinin olarak 2iP kullanilmig ve 2
mg L' 2,4D ve 1 mg L™ 2iP biiyiime diizenleyicilerini iceren besi yerinde yaklagik
%100 oraninda etkili somatik embriyo gelisimi gozlenmistir.

Bhagyalakshmi (2000), ise yapmis oldugu calismada, Crocus sativus L.
bitkisinin ovaryumlarindan, NAA ve BA iceren MS besi yerinde rejenerasyon
gozlemistir. Yapilan ¢alismada farkli olarak, besi yerlerine 400 mg L™ askorbik asit
ilave etmis ve rejenerasyonda askorbik asidin yliksek derecede etkili oldugunu
belirtmistir. Mir ve ark. (2011), Crocus sativus L. bitkisinin soganlarii eksplant
kaynagi olarak kullanmig, mikrokorm ve stigma benzeri yapilar elde etmiglerdir.
Yaptiklar1 ¢aligmada, NAA ve BA biiyiime diizenleyicilerini kullanarak etkili
rejenerasyonu gozlemislerdir. Tez calismasinin aksine yiiksek oranda sitokinin i¢eren
besi yerlerinde gelismenin daha etkili oldugunu saptamiglardir.

Calismada gelisen eksplantlardaki kalluslarin yapilart gelisme asamalaria
gore 1-12. haftalar arasinda makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmistir. Elde
edilen kalluslarin genelde kahverengi oldugu ve yapilarmin yumusak oldugu
saptanmistir. Mikroskobik incelemeler sonucunda ise kalluslarin genelde apikal

tomurcuk barindiran yiizeylerden, parlak renkli sekilde olustuklari goézlenmistir

(Sekild.4).

34



4. BULGULAR VE TARISMA BASAR SEVINDIK

Sekil 4.4. A) Kallus olusumlarinin apikal tomurcuklarda meydana gelmesi. B)
Kalluslarin baslangi¢ asamasinda renklerinin agik sar1 ve saydam olmasi.
C) Acik sar1 yapilarin zamanla kahverengiye doniismesi

Mikroskobik yapilar incelendiginde ise, baslangicta olusan kalluslarin seffaf
renkte olduklar1 ve haftalik gozlemler sonucu yapilan incelemelerde seffaf ve
yumusak olan kisimlarin kahverengilestigi ve sertlestigi gozlenmistir. Kalluslar siki
sekilde yapilanmis olup, embriyojenik olanlar sertlesmeye baslamislardir (Sekil4.4).

Karamian ve Ebrahimzadeh (2001), LS ortaminda BA-NAA ve kinetin- 2,4D
bitki biiyiime diizenleyicilerini kullandiklar1 calismada embriyojenik olmayan
kalluslarin besi ortami ylizeyine daha yayilmis sekilde oldugunu, embriyojenik
olanlarin ise kompak yapida olduklarimi gozlemislerdir. Yapilan tez ¢aligmasinda
yiizeye yayilan kalluslar goriilmemis olup, embriyojenik olan ve embriyojenik
olmayan kalluslarin kompak yapida olduklar1 saptanmistir. Bu tez caligsmasi
sonuclarina paralel olarak, Karamian ve ark. (2001), George ve ark. (1992), Ahuja ve
ark. (1994), elde ettikleri Crocus sativus L. kallus yapilarinin gelisme asamalarinda
renklerinin saridan kahverengiye dontstiigiinii gozlemislerdir.

Karamian (2007), yapmis oldugu calismada Crocus sativus L. bitkisinde 2,4D
ve kinetin iceren MS besi yerinde kallus gelisimlerini gozlemis, embriyojenik
olmayan kalluslarin yumusak ve saydam oldugunu, embriyojenik olanlarin ise
tanecikli oldugunu belirlemiglerdir. Kalluslarin gelisimleri boyunca renklerinin
saridan kahverengiye doniistiigiinii gozlemislerdir. Yapilan tez ¢alismasinda da
benzer bulgulara rastlanmistir.

Somatik embriyolarin mikroyumrulara doniigiimleri, yiizde deger olarak
hesaplanmistir. Yilizde degerler eksplant basina olusan somatik embriyolarin,
biliylime diizenleyicisi igermeyen MS besi yerlerine ayrilarak alindiktan sonra olusan

siirglin sayisina gore hesaplanmistir. Somatik embriyolardan en yiiksek oranda
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sogan ve siirgiinlerin olusturuldugu ortamlar; %60 ile 2 mg L' NAA + 2 mg L' BA
iceren ortamlardan elde edilmistir (Sekil.4.5) 2 mg L' NAA + 1mg L' BA iceren
ortamlardan ise % 50 oraninda sogan ve siirgiin gelisimleri gozlenmistir. Somatik
embriyogenesis asamasindan sonra mikroyumrularin sofana ve silirgiine en az
doniistiigii besi yeri ise % 5 ile 0,5mg L™ 2.4D ve 0,5 mg L™ 2iP iceren ortam olarak
belirlenmistir. Tez ¢alismasinda eksplant basina diigen somatik embriyo sayis1 1 mg
L' 24D ve 1 mg L' 2iP iceren besi yerinde ortalama olarak 130 adet olarak
gozlenmistir. Somatik embriyolar, biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS besi yerine
alinirken, birbirlerinden ayrilarak her biri teker teker alinacak sekilde ortamlara
yerlestirilmis ve kiiltiire alinirken bir eksplanttaki somatik embriyolar sayilmistir
(Sekil 4.5.). Gelisme gozlenen farkli bitki biiylime diizenleyicisi igceren ortamlardaki
eksplantlardan da Ornekler alinarak somatik embriyo sayist karsilastirilmistir.
Karsilagtirma sonucunda farkli biiyiime diizenleyicilerini iceren besi yerlerinde cok
yiiksek oranda fark gozlenmemistir. Olusan kallus alanma bagli olarak az sayida

rakamsal farkliliklar saptanmistir.

Cizelge 4.2. Crocus sativus L. tiiriinde somatik embriyolarin siirgiine doniisme

yiizdeleri.
En  yiiksek  doniisiim | Orta seviyede doniisiim | En diistik doniisiim
gozlenen besi yeri gozlenen besi yeri gozlenen besi yeri
CmgL' NAA+2mgL | QmgL' NAA+1ImgL' | (0,5mgL" 24D ve0,5
'BA) BA) mg L' 2iP)
%50 %5
%60
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Sekil 4.5. A) Somatik embriyo sayisinin belirlenmesi icin se¢ilen 6rnek, B) Somatik
embriyolarin ayrilmasi, C) Somatik embriyolarin sayilmasi.

Yapilan tez calismasinda, elde edilen somatik embriyolar daha sonra
cimlendirme ortami olarak bitki biliylime diizenleyicisi icermeyen MS besi yerine
aktarilmislardir. Vivancos ve ark. (2011), yapmis olduklar1 rejenerasyon
calismasinda ise elde ettikleri kalluslart 5 mg L' BA iceren MS ortaminda
¢imlendirmiglerdir. Demeter ve ark. (2010), Crocus heuffelianus bitkisinden elde
ettikleri somatik embriyolari, bilylime diizenleyicisi icermeyen besi yerinde kiiltiire
almiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada yiiksek sitokinin (BA) diizeyinin somatik
embriyolar1 ¢imlendirmede etkili rol oynadigini goézlemlemislerdir. Genel olarak
bakildiginda c¢aligmalarda bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen besi yerlerinde
cimlenme gozlenmistir. Tez ¢aligmasinda, bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen besi
yerinin ¢imlenmede etkili oldugu saptanmistir.

Somatik embriyolarin farklilasma asamalari, alinan haftalik gdzlemler
sonucunda degerlendirilmistir (Sekil.4.5). Yapilan mikroskobik ¢aligmalarda,
embriyolarin globular, kalp, torpedo sathalarindan sonra mikroyumurulara doniistiigii
gozlenmistir (Sekil.4.6). Ayni eksplant iizerindeki embriyolarin gelisim agamalarinda
zamana bagli olarak sekilsel farkliliklar saptanmistir. Yapilan tez ¢alismasi
sonucunda, biiyiime diizenleyicisi icermeyen besi yerinde somatik embriyolardan
gelisen mikroyumrularda sofan zari olusumu goézlenmemistir (Sekil4.6). Sogan
zarmin olusmamasinin nedeni bitkinin yeteri kadar soguga maruz kalmadigindan
dolay1 oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla akklimatizasyon c¢aligmalari
gerceklestirilememistir. Svanesan ve ark. (2011), Crocus vernus tlirlinde yapmis
olduklar1 ¢alismada siirgiin elde etmisler fakat elde ettikleri bitkiciklerin
aklimatizasyonunu gerceklestirememislerdir. Morata ve ark.(2013), Crocus sativus

L. tiirtinde yapmis olduklar1 ¢alismada yiiksek oranda sitokinin ve 9 aylik soguk
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uygulamasina tabii tutulan Crocus soganlarinin, in vitro sonrasi aklimatizasyonunu
gerseklestirmiglerdir. Soguk uygulamasinin in vitro’da oda (25 °C) kosullarindaki
iklimlendirme odalarinda besi yerlerinde kiiltiire alinan mikro yumrulara oranla daha
fazla siirgiin verdigini ve akklimatizasyon i¢in daha uygun bitkicikler gelistigini

gozlemiglerdir.

1 '-”T‘— '-‘.Ilr...-,lr:l-:

by J_u'!.].dl [[FLAEFSY]
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Sekil 4.6. A-B) Somatik embriyolarin torpedo sathalari, C-D) Somatik embriyolarin
bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen besi yerinde kiiltiire alinmasi, E-F)
Bitkiciklerin olusumu.

4.1.3. Crocus sativus L. Histolojik Analiz Bulgular:
Yapilan analiz sonucunda, kallus yapilarmin 2 mg L 2,4D + 0,8 mg L™ MS

ortaminda gelisen eksplantlarda, 21. giinde basladigi gozlenmistir (Sekil 4.7,
Sekil4.8, Sekil.4.9). Winkelmann ve ark. (2010)’larinin yaptig1 ¢alismada ise kallus
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yapilarmm 2 mg L' 2,4D + 0,8 mgL" % MS iceren ortamda gelisen eksplantlarda

14. giinde meydana geldigi gozlenmistir.

. ’ . s | ,ﬁ.

3 B NN e (et il e
Sekil.4.7. A) Eksplantin 1. haftadaki gelisimi, B-C) Eksplantin histolojik goriiniimii .

e

Histolojik analizler sonucunda alinan goriintiilerde, diger dokulara oranla
kallus dokularinin daha diizensiz hiicrelere sahip olduklar1 gézlenmistir (Sekil4.10).
Kallus dokularindaki hiicre zarlarinin tam gelismemis ve yigin halinde olduklari
belirlenmistir. Kallus olusumlarinin biiyiik oranda kesit alinan eksplantlarin kenar
kisimlarinda yani dis tarafa bakan epidermal tabakada olusmaya basladigi
goriintiilenmistir. Yapilan ¢alismada dokulardaki ¢cogalma boélgeleri tespit edilmistir.

Ayrica eksplantlardaki kallus dokular1 ile diger dokular arasindaki vakuol
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farkliliklar1 da gozlenmistir (Sekil.4.9). Morata ve ark. (2013)’lar1 yapmis olduklari
calismada meydana gelen kalluslarin dokularindaki farklilagmalar1 histolojik
caligmalarla gozlemislerdir. Yaptiklar caligmada, eksplantin yiizeyinde parankimatik
ve epidermal hiicrelerin farklilagmalarinin meydana geldigini saptamislardir.
Aragstiricilarin bulgulari, yapilan bu tez ¢alismasi ile biiyiik benzerlik gostermektedir.
Eksplanttaki farklilasmanin daha c¢ok dis ylizeyde meydana geldigi ve kallus
yapisinin genelde eksplantin dis yiizeyinde olustugu gozlenmistir (Sekil.4.9) (Sekil
4.10). Bunun nedeni ise eksplantlarin besi yerlerine yerlestirilmeden 6nce kesilirken
olusan yara dokular1 ve apikal tomurcuklarin dis ylizeyde yer almasi olarak

distiniilmistiir.
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Sekil 4.8.A) Eksplantin 2. haftadaki gelisimi, B-C) Eksplantin histolojik goriiniim,
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Sekil 4.9. A) Eksplantin 3. haftadaki kallusgelisimi, B-C) Eksplantta olusan kallus
P g P
yapisinin  yiginlasmis hiicreleri ve normal dokularinin histolojik
goruntuist,
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Sekil.4.10. A) Eksplantin 4.haftadaki kallus olusumu, B-C) Olusan kallus dokusunun

yigmlagmis hiicreleri ve normal doku ile vakuol (V) farkliliklarinin
histolojik goriintiisii,
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Sekil 4.11. A) Eksplantda 3. haftada gozlenen biiylime bdlgelerinin (BB) olusumu,
B) Epidermal tabakadan (ET) olusan kallus olusumlarinin histolojik
analiz goriintiileri

4.2.1. Crocus pallasii subs. pallasii Soganlarinin Yiizey Sterilizasyon Bulgulari

Yapilan ¢alismada, Crocus pallasii subs. pallasii tiirli i¢in belirlenmis olan
protokol yetersiz kalmis, enfeksiyon problemi ile karsilasilmistir. Enfeksiyonlarin
genelde fungal kaynakli oldugu goézlenmistir. Eksplant kaynagi olarak toprak alti
organinin kullanilmasi ve dolayisiyla toprak igerisindeki mikroorganizmalarin fungal
etkilerinden dolay1 enfeksiyon problemi ile karsilagildig1 diisiiniilm{istiir

Enfeksiyon probleminin asilmasi i¢in materyal ve metodda belirtilen
yonteme (30 dk. musluk altinda, % 0,1°lik HgCl, de 10 dk., %70’lik EtOH da 1 dk.
%20’lik NaOCI’ de 15 dk.) ek olarak; zarlari, yapraklar1 ve cicekleri ayrilmis olan
soganlar, ¢esme suyu altina konulmadan 6nce antibakteriyel sabunla yikanmistir. Bu
sekilde kurulan denemeler, enfeksiyon problemini azaltmis fakat kesin olarak
ortadan kaldiramamistir. Bundan dolay1 ylizey sterilizasyon protokoliinde belirtilen
HgCl, miktar1 iki katina cikarilarak enfeksiyon problemi ortadan kaldirilmistir.
Yiizey sterilizasyon protokolii yeniden sekillendirilmis ve Crocus pallasii subs.

pallasii tiirline ait yeni sterilizasyon protokolii gelistirilmistir.
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4.2.2. Crocus pallasii subs. pallasii Soganlarimmin Somatik Embriyogenesis

Bulgular:

Yiizey sterilizasyon asamasinda basar1 saglanan ve sterilizasyon protokolii
gelistirilen Crocus pallasii subs. pallasii soganlari, farkli konsantrasyonlarda (0, 0.5,
1, 1.5,2 mg L") oksin ve sitokininlerle (NAA, BA, 2.4 D, 2iP) kombine edilmis MS
besi yerinde kiiltiire alinmis, kallus olusumu ve somatik embriyo gelisimleri
gozlenmistir (Sekil.4.12).

Yapilan caligmada, bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkl
konsantrasyonlarinda kallus ve somatik embriyo gelisim oranlar1 nitel olarak
gozlenmis olsada, toplanan eksplantlarin sterilizasyon denemelerinde biiyiik bir
kisminin enfeksiyon olusturmasi ve bu problemin asilmasi ¢alismalarinda ¢ok sayida
sogan harcanmasi nedeniyle istatistiksel analiz gerceklestirilememistir. Haftalik

alinan gozlemler neticesinde bulgular ytlizde olarak verilmistir.

Sekil 4.12. A) Crocus pallasii ssp. pallasii ’de 3. haftada kallus olusumu, B-C)
Kalluslarin renklerinin kahverengiye doniisiimii, kalluslarin gelisimi, D)
Kalluslarin farklilagmasi ve embriyojenik kallusa doniistimii, E-F)
Somatik embriyolarin farkli sathalarinin goriiniimii.
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Crocus pallasii  subs. pallasii soganlarinin  somatik embriyogenesis
caligmalarinda, Crocus sativus L. tiirline benzerlik gosterdigi saptanmistir. Somatik
embriyo denemelerinde, en etkili kallus gelisiminin, %75 orani ile 2 mg L™ 2.4D + 2
mg L' 2iP ve 2 mg L' 24D + Img L 2iP iceren MS besi yerinde elde edildigi
gozlenmistir. Kallus olusumlarinin yiiksek oldugu diger konsantrasyonlar ise % 50
ile2mg L' NAA + 1 mg L 2iP ve 2 mg L'24D+0 mg L' BA iceren besi yerleri
olarak saptanmistir (Sekil 4.12).

Demeter ve ark. (2010)’ lar1 Crocus heuffellainus tiirii ile yapmis olduklar
somatik embriyogenesis ¢calismasinda, Gambourg vitaminleri ve 10 mg L' NAA ve
Img L' BA iceren MS besi yerinde yiiksek oranda embriyojenik kallus elde
ettiklerini belirtmislerdir. Yapilan tez ¢alismasina benzer olarak oksin miktar1 yiiksek
olan besi yerinde embriyojenik kallus olusumunun daha fazla oldugunu
saptamiglardir (Sekil 4.12.). Yaptiklar1 ¢alismada, rejenerasyonun yiiksek oranda
sitokinin igeren besi yerlerinde olustugunu bildirmislerdir. Bu sonuclar, tez
caligmasinda elde edilen sonuglar ile paralellik gostermektedir.

Crocus pallasii ssp. pallasii embriyojenik kalluslarin, Crocus sativus L.
tiiriindeki embriyojenik kalluslara oranla daha koyu renkte olduklari gozlenmistir.
Embriyojenik kalluslarin koyu kahverengiye yakin olduklar1 saptanmistir. Ayrica bu
yapilarin, embriyojenik olmayan kalluslara oranla daha sert yapida olduklar1 ve
bazilarmin yilizeye yayilmis olup bazilarinin ise daha kompak yapida olduklari
gbzlemlenmistir. Crocus pallasii subs pallasii tiiriiniin kalluslarinin, Crocus sativus
L. bitkisinin kalluslarina oranla besin ortami yiizeyine daha ¢ok yayildig1 ve Crocus

sativus L. bitkisine oranla daha koyu renkte oldugu saptanmistir (Sekil.4.13).
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Sekil 4.13. A) Crocus sativus L. soganlarmin embriyojenik kalluslarinin renk
goriintimil, B) Crocus pallasii ssp. pallasii soganlarinin embriyojenik
kallus renginin goriiniimii.

Mikroskobik acidan bakildiginda ise, kallus olusumlarinin ilk haftalarda
seffaf olduklar1 ve ilerleyen zamanlarda agik kahverengi ve koyu kahverengi rengine
dontstiikleri gozlenmistir. Kallus olusumlarinin, apikal tomurcuklarin fazla oldugu
dis ylizeyde gelistikleri saptanmistir (Sekil 4.14).

Somatik embriyo ¢alismasinda, embriyolarin 8. haftadan sonra globular, kalp
ve torpedo asamalar1 gozlenmistir. Ayni eksplant {izerinde olusan embriyolarin
zamanla farkli sekil aldiklar1 ve ayni hafta igerisinde globular, kalp ve torpedo
asamalarinin goriildigii  belirlenmistir. Somatik embriyolarin sathalar1 ve bu
sathalardan sonra mikroyumru olusumlart mikroskop altinda incelenmistir (Sekil

4.13).
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Sekil.4.14. A) Crocus pallasii ssp. pallasii soganlarinin baslangic asamasindaki
seffaf hali, B) Kalluslarin gelisim asamasinda renklerinin koyulagmasi ve
kahverengiye donlismesi

Eksplant basina diisen somatik embriyo, ortalama 90 adet olarak saptanmaistir.
Eksplant basma diisen somatik embriyo sayisi, olusan somatik embriyolarin
cimlendirilmek iizere biiylime diizenleyicisi icermeyen MS besi yerine alinirken
teker teker ayrilarak sayilmasi ile bir eksplanttaki somatik embriyo sayisi baz

alinarak hesaplanmistir.

Sekil.4.15. Crocus pallasii ssp. pallasii A) Globular safhadaki somatik embriyo (G)
goriintlisii, A) Kalp sathasindaki somatik embriyo (K), B) Somatik
embriyolardan olusan mikroyumrular (MY)

Bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen besi yerine alinan mikroyumrularda

stirgiin olusumlar1 gézlenmemistir (Sekil.4.15).
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4.3.1. Crocus ancyrensis Soganlarinin Yiizey Sterilizasyon Bulgulari

Tez ¢alismasi sirasinda, bitki toplama asamasinda iklim sartlarindan dolay1
bitkinin erken ¢iceklenmesi ve normal zamanindan Once c¢igeklerini dokmesinden
dolayr bitkisel materyal sayisi yetersiz kalmistir. Ayrica ylizey sterilizasyonu
acisindan metodda belirtilen yontem yetersiz kaldigindan dolayi, belirtilen
kimyasallarin oranlari ve bekleme siirelerinde degisiklikler yapilmis, Crocus
ancyrensis bitkisi i¢in sterilizasyon protokolii gelistirilmistir.

Enfeksiyon problemi ise, 30 dk. musluk suyu altinda %0,1°lik HgCl,’de 10
dk., %70’lik EtOH’da 1 dk., %20’lik NaOCl’de 15 dk. ek olarak anti bakteriyel
sabun ile yitkama ve 30 dk. ¢esme suyu altinda %0,1°lik HgCl, ‘de 20 dk. %70’lik
EtOH’da 1 dk., %30’lik NaOCI de 20 dk. olacak sekilde yapilarak agilmistir.

4.3.2. Crocus ancyrensis Soganlarinin Somatik Embriyogenesis Bulgulari

Sterilizasyon ¢alismalarinda basar1 saglansa da, gerek iklim sartlarindaki
olumsuzluklardan dolay1, gerekse sterilizasyon asamasinda c¢ok sayida soganin
kullanilmast bu tiir i¢in kapsamli bir deneme yapilmasini engellemistir.

Bu nedenle, Crocus sativus L. ve Crocus pallasii subs. pallasii soganlarinin
kallus olusum oranlarina bakilarak istatistiksel olarak da 6ne ¢ikan 2 mg L'24D +2
mg L' 2ip iceren ortam kullanilarak deneme kurulmustur (Sekil.4.16).

Tez ¢alismasinda, bu tiirdeki eksplantlarin yetersizliginden dolay: istatistiksel
analiz yapilamamis, fakat gelisme gozlenen besi yerlerinde petri basina diisen kallus
sayis1 yiizde olarak belirlenmistir. Haftalik gelisimlere gore gozlem alinan
petrilerdeki eksplantlarin her petrideki gelisim oranlarina bakildigindan kallus
olusturma yiizdesi %65 olarak belirlenmistir.

Crocus ancyrensis tiriinde kallus olusumunun 4. haftada basladigi alinan
haftalik gdzlemlerle tespit edilmistir. Kalluslarin somatik embriyoya doniisiimlerinin
ise 12. haftada meydana geldigi gdzlenmistir. Kalluslarin renk bakimindan,
Crocus sativus L. ve Crocus pallasii subs. pallasii kalluslarina oranla beyaza yakin

derecede agik sar1 renkte olduklar1 saptanmistir. Yap1 bakimindan ise Crocus sativus
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L. ve Crocus pallasii subs pallasii kalluslarina gére daha kompakt ve sert olduklari
gbzlenmistir. Crocus ancyrensis kalluslari besi yeri iizerinde hacimsel olarak Crocus
pallasii subs. pallasii bitkisinin kalluslarina oranla daha az yer kaplamaktadir.

Elde edilen somatik embriyolarin, globular, kalp, torpedo asamalari mikroskobik

incelemeler sonucunda gozlenmistir (Sekil 4.16).

Sekil.4.16. Crocus ancyrensis soganlarimin kallus ve somatik embriyogenesis
asamalar1 A) Crocus ancyrensis bitkisinde 4. haftada olusan seffaf ve
beyaz renkli kalluslar, B) Kalluslarin koyulagsmasi ve sararmasi, C)
Somatik embriyolarin olusumu, D-E-F) Farkli somatik embriyo
sathalarinin olusumu ve globiiler ve kalp sathasi (K)

Eksplant bagina diisen somatik embriyo sayisi ise ortalama olarak 75 adet
olarak saptanmistir. Somatik embriyolar, eksplantin yetersizliginden dolay1 gelisme
gosterdigi eksplant lizerinde sayilmis ve ortalama bir rakam verilerek hesaplanmistir.

Mikro yumru olusumlart gozlemlense de, eksplantlar ¢imlendirme ortamina

alinamamustir.

Cizelge 4.3. Crocus tiirlerinde eksplant bagina diisen embriyo sayilari.

Crocus sativus L. Crocus  pallassii  ssp. | Crocus ancyrensis
pallasii
130 90 75
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5. SONUC VE ONERILER

Crocus tiirlerinin 6nemi giin gegtikce deger kazanmaktadir. Tibbi aromatik ve
endiistriyel bitki olarak bilinen Crocus cinsi, son zamanlarda siis bitkisi sektorii icin
de 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. Giin gectikce artan sehirlesme, yol agma ve
hayvan otlatma nedenleriyle bu tiirler tehlike altina girmektedir .

Tez caligmasinda kiiltiirli yapilan ve ekonomik olarak biiyiik degere sahip
olan Crocus sativus L. tlriiniin yanisira endemik ve tehlike altinda bulunan Ankara
cigdemi olarak da bilinen Crocus ancyrensis bitkisinde somatik embriyogenesis
calismalar1 gerceklestirilmistir. Crocus sativus L. ’nin atast olarak bilinen Crocus
pallasii subs. pallasii tirinde de somatik embriyolar elde edilmistir. Calisma
sonucunda, farkli bitki biiyiime diizenleyicilerini iceren 60 farkli konsantrasyondaki
besi yerlerinden 34’iinde embryojenik kallus gelisimi gdzlenmistir. Ug tiirde de
yiiksek oksin konsantrasyonlarinin bulundugu ortamlarda somatik embriyo olusumu
saptanmistir.

Kallus yapilarmin gelistigi en etkili besi yeri 2 mg L' 2.4D + 1 mg L™ 2 iP
bliylime diizenleyicilerini igeren MS besi yeri olarak saptanmigtir. Kalluslarin
mikroyumruya doniistiigii en etkili besi yeri, %60 orani ile 2 mg L' NAA, 2 mg L™
BA igeren MS ortami olarak belirlenmistir. En az siirgiin ve mikroyumru olusumu ise
% 5 ile 0,5 mg L' 2.4D ve 0,5 mg L' 2ip igeren MS ortamindan elde edilmistir..
Embriyojenik kalluslar, biiylime diizenleyicisi icermeyen MS besi yerine alindiginda
mikroyumrularin siirgiine verdigi saptanmaistir.

Eksplant basmma diisen somatik embriyo sayisi, Crocus tlrleri arasinda
farklilik gostermistir. Crocus sativus L. tiiriinde soganlardan alinan eksplant basina
130 somatik embriyo olusumu gozlenirken, Crocus pallasii ssp. pallasii tiiriinde 90,
Crocus ancyrensis tiirlinde ise 75 olarak tespit edilmistir. Crocus sativus L. bitkisinin
soganlariin dis yiizeyinde bulunan apikal tomurcuk sayisinin fazla olmasi, endemik
olan Crocus ancyrensis ve dogal olarak yetisen Crocus pallasii ssp. pallasii tiiriine
oranla daha fazla sayida kallus ve somatik embriyo olusturmasina neden olmustur.
Endemik olan Crocus acnyrensis tiiriindeki embryojenik kallus olusumunun, Crocus

sativus L. kiiltir tiriinden farkli olarak daha ge¢ gelistigi gozlenmistir.Crocus
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ancyrensis tliriiniin inat¢1 olmasinin nedeni endemik olusu ve dogada bir¢ok iklimsel
olayla kars1 karsiya kalmasindan kaynaklandig diistiniilmektedir. Crocus pallasii
ssp. pallasii tiiriinde ise kallus ve somatik embriyo olusumlarinin Crocus sativus L.
tiirli ile ayn1 zaman araliginda meydana geldigi gozlenmistir.

Akklimatizasyon asamasi i¢in ii¢ tliirde de sogan zart olusumu ve kok
olusumu goriilmemis, dolayisiyla dis ortama adaptasyon gergeklestirilememistir.
Sogan zar1 olusumlarinin uzun siireli soguk uygulamasi sonucunda olusabilecegi
diistiniilmektedir.

Crocus sativus L. bitkisinde yapilan histolojik analizler sonucunda kallus
olusumunun 3. haftada meydana geldigi ve kallus yapilarinin epidermis tabakasinda
olustugu gozlemlenmistir. Ayrica kallus olusumlarinin epidermal tabakaninin
yanisira apikal tomurcuk bulunduran biiylime bolgelerinde olustugu saptanmustir.
Normal dokulara oranla kallus dokularindaki hiicreler arasi bosluklarin daha az
oldugu, vakuollerin ise daha biiylik oldugu Kallus dokularinda ise daha kiiciik
olduklar1 saptanmustir.

Yapilan caligmalar ve elde edilen bulgular sonucunda Crocus tiirlerinde farkli
biiyime diizenleyicileri ile denemeler kurulara somatik embriyogenesis
kapasitelerine bakilmasi, in vitro kosullarda elde edilen soganlarin koklenme ve
sogan zar1 olusumlari i¢in in vitroda kiiltiire alinmadan uzun siireli soguk uygulamasi
yapilmali, iilkemize endemik olan ve siis bitkisi potansiyeline sahip diger Crocus
tiirlerinde somatik embriyo c¢alismalar1 yapilmali ve erkek kisir olarak bilinen Crocus
sativus L. bitkisinde protoplast fiizyonu ile biyoteknolojik yontemler kullanilarak
ilerisi i¢in 1slah caligmalarina temel olusturulmalidir. Endemik tiirler i¢in genetik
materyalallerin muhafazasi konusunda biyoteknolojik yontemlerden yararlanilmali
ve Crocus pallasii spp. pallasii ve Crocus ancyrensis tiiriinde histolojik analiz
calismalar1 arastirilmali ve kallus asamalarinin baglangic zamani tespit edilmelidir.
Endemik tiirlerde genetik materyallerin biyoteknolojik yontemler ile korunmasi
amaciyla kriyoprezervasyon caligsmalar1 arastirilmalidr. Daha etkili rejenerasyon ve
somatik embriyogenesis protokollerinin gelistirilmesi i¢in enkapsiilasyon yoOntemi

ile sentetik tohumlarin olusturulmasi 6nerilmektedir.
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