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I. GİRİŞ

Türkiye 10400 civarında eğrelti ve tohumlu bitki taksonu ile (Seçmen, 1998) önemli bitki çeşitliliğine sahip ülkelerden biridir. Avrupa kıta florasının 12000 dolayında bitki türüne sahip olduğu ve bu kıtanın Türkiye’nin 10 katından daha geniş bir alan kapladığı düşünüldüğünde, ülkemizin floristik zenginliği daha da belirginleşir. Geofitler, sözü edilen bu bitkisel zenginliğin önemli bir bileşenidir. Büyük bir çoğunluğu, Liliaceae, Amaryllidaceae, Iridaceae ve Orchidaceae familyaları içinde bulunan geofitler, ülkemiz florasında 600 kadar tür ile temsil edilmektedir. 

          Geofitler, yılın büyük bir bölümünü toprak altında geçiren, soğan, rizom, yumru, korm gibi özelleşmiş toprak altı gövdelerini taşıyan otsu bitkilerdir. İlaç hammaddesi, besin ve baharat olarak değerlendirilmelerinin yanısıra, özellikle kesme çiçekçilikte yaygın olarak kullanılmaktadırlar. Güzel ve gösterişli çiçekleri ile dikkati çeken geofitler, önceleri sadece botanik bahçelerini zenginleştirmek amacı ile toplanırken, daha sonra bu durum ticari anlamda getirisi olan geniş çaplı sökümler halini almıştır. Galanthus L., Cyclamen L., Fritillaria L., Lilium L., Gladiolus L., Narcissus L., Colchicum L., Muscari Mill., Oxalis L.cinslerine ait türler doğadan sökülerek ihraç edilen başlıca Türkiye geofitleridir. Bu bitkiler Hollanda, Danimarka, İsviçre, Almanya, İtalya, İngiltere, Bulgaristan ve Fransa gibi Avrupa ülkeleri ile ABD ve Japonya’ya da satılmaktadır (Ekim ve ark., 1991; Ildır, 1993; Çakırlar ve ark., 1994 ).

          Doğal çiçek soğanları sökümü Türkiye’de 1960 yılından itibaren gündeme gelmiştir. 1970 yılında, dış talebin artmasıyla birlikte ihracatçı firmaların doğadan erken ve bilinçsizce yaptığı sökümler sonucunda, birçok tür tehdit altına girmiş ve 1973 yılında bu konuda bazı yasaklar uygulamaya sokulmuştur. 1980 yılına gelindiğinde, doğal çiçek soğanlarının ülkemizdeki durumunu aydınlatmak ve de gelecekte bazı türlerin yok olma tehlikesine karşın önlemler almak amacıyla, Tarım-Orman ve Köy İşleri Bakanlığınca desteklenen “Türkiye’nin Ekonomik Değer Taşıyan Geofitleri Üzerinde Taksonomik ve Ekonomik Araştırmalar” adlı proje TÜBİTAK işbirliğiyle  başlatılmıştır. Ayrıca, 1989 yılında “Soğanlı, yumrulu ve rizomlu süs bitkilerinin üretimi ve ihracatına ait yönetmelik” yayınlanarak yürürlüğe girmiştir. 1991 ve 1995 yıllarında yönetmelik tekrar gözden geçirilmiştir. Halen yürürlükte bulunan “Doğal çiçek soğanlarının sökümü, üretimi ve ihracatına ait yönetmelik” ise 11 Ağustos 1995 tarih ve 22371 sayılı resmi gazetede yayınlanarak yürürlüğe girmiştir (Türkiye’deki doğal çiçek soğanları ile ilgili gelişmeler
).

          Geofitlerin korunmasına yönelik yapılan çalışmalar sonunda, bazı bölgelere söküm yasağı, bazı bölgelere münavebeli söküm uygulaması getirilmiş ve ihracata esas olan türler ile yıllık limit ihracat miktarları belirlenmiştir. 

          Tüm bu önlemlere rağmen bilinçsiz, kontrolsüz ve aşırı miktarlarda yapılan sökümlere ek olarak, tarla açma, aşırı otlatma, bataklık alanlarının ıslahı, turizm faaliyetleri, orman yangınları, karayollarının imar faaliyetleri, baraj, göl ve sulama tesisi inşaatı gibi pek çok etmen, geofitik türleri çeşitli düzeylerde tehditle karşı karşıya bırakmaktadır.

          Geofitik türleri içine alan familyalardan biri olan Iridaceae, kozmopolit bir familya olup,  yaklaşık 70 cins ve 1800 kadar tür içerir. Türkiye’de ise 6 cins ve 86 tür ile temsil edilmektedir. Bu familya rizomlu, soğanlı veya soğansı gövdeli çok yıllık otsular ile nadiren çalıları içerir. Familyanın bazı üyeleri süs bitkisi olarak ve parfümeri sanayisinde kullanılmaktadır (Seçmen, 1995). Crocus L., Gladiolus L., Gynandriris Parl, Hermodactylus Miller, Iris L., ve Romulea Maratti bu familyanın Türkiye’de yayılış gösteren cinsleridir (Tubives veri tabanı
).


İhracata konu olan bitkiler içinde yer alan Gladiolus cinsi ülkemizde 9 tür ile temsil edilmektedir. Bu türler;

1. Gladiolus anatolicus (Boiss.) Stapf

2. G. antakiensis A.P. Hamilton

3. G. atroviolaceus Boiss.

4. G. halophilus Boiss. et Heldr.

5. G. humilis Stapf

6. G. illyricus W. Koc

7. G. italicus Miller

8. G. kotschyanus Boiss. 

9. G. micranthus Stapf  ‘dır.

Gladiolus üyeleri tipik olarak korm’lu bitkilerdir. Korm, kuru ve pul-benzeri yapraklarla kaplanmış gövde ekseninin şişkinleşmiş tabanına verilen isimdir. Yaprak pullarının hakim olduğu soğanın aksine, korm belirgin nodyum ve internodyumları ile katı bir gövde yapısıdır. İç kısmı, tamamen parankima hücrelerinden oluşmuş depo dokusu içerir. Olgun korm’da kuru yaprak tabanı her bir nod üzerinde kalır ve korm’u örter. Tunika olarak bilinen bu örtü korm’u incinme ve su kaybına karşı korur. Korm’un en uç tepesinde  sürgünlere dönüşecek terminal tomurcuk bulunur. Aksiller tomurcuklar ise her bir nod üzerinde üretilirler (Hartmann et al., 1997). 
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        Gladiolus türlerinin  toprak altı gövdeleri, besin depo etmesine rağmen, gerçek bir yumru da değildir. Çünkü, bir yumruda kök izleri olmadığı halde, korm’da kök izleri bulunur. Ayrıca yumruda kök ve sürgün çıkış yerleri tanımsız olduğu halde, bu bitkilerde toprak altı gövdesinde kök ve sürgünlerin çıktığı yerler ayrı noktalardadır. Bu nedenle, Gladiolus türlerinin besin depo etmek için özelleşmiş toprak altı gövdesine korm adı verilir (Şekil 1). Pratikte ise soğanlı bitki terimi kullanılır.

                   ( Hartmann et al., 1997).
 Gladiolus korm’ları köklendikten sonra, sürgün ekseninin dip kısmı kalınlaşıp, yapraklar 20 cm boya ulaştığında, ana korm üzerinde yeni yavru korm oluşmaya başlar. Yapraklar 40-60 cm boya ulaştığında ise yeni kormlar, ana korm kadar irileşmiştir. İrilişen ikinci nesil kormlar köklenir, eski ve yeni kormlar arasında çok sayıda yavru kormel meydana gelir. Yeni kormlar gelişmeye devam ederken, ana korm, içinde bulunan depo maddelerini çiçeklenme için kullanarak küçülüp, parçalanmaya başlar. Çiçeklenmeden sonra yapraklar gıda maddeleri üretmeye devam eder ve bunlar yeni korm’larda depolanır. Mevsim dönümüyle birlikte, yapraklar tamamen kuruduğunda, bir yada birkaç korm ve çok sayıda kormel üretilmiş olur (Altan, 1984;  Bailey, 1963;  Disperati, 1982).

         Gladiolus türleri korm ve kormel’ler kullanılarak üretilmektedir. Korm ve kormeller, çiçeklenme dönemi bittikten sonra toplanarak sonbaharda dikilmek üzere tüm yaz dönemi boyunca saklanırlar. Bir kormel’in çiçeklenme büyüklüğüne ulaşması için 1 veya 2 yıllık bir büyüme dönemi gereklidir. Büyük korm’lar, her kesilen kısımda bir tomurcuk olacak şekilde parçalara ayrılarak da üretilebilmektedir (Hartmann et al., 1997).

          Gladiolus türleri günümüzde herhangi ciddi bir tehdit altında bulunmamaktadır. Süs bitkisi sektöründe potansiyele sahip olan Gladiolus türleri, aynı zamanda söküm tehditine maruz kalabilecek organizmalar olarak düşünülmelidir. Bu bağlamda, söz konusu bitki türlerinin tehdit kategorileri içinde VU (Vulnerable: Zarar görebilir) olarak değerlendirilmeleri son derece yerindedir. Ekim ve ark. (2000), tarafından hazırlanan Türkiye Bitkileri Kırmızı Kitabında kullanılan VU kategorisi aşağıda sunulan bir takım kıstaslar ile sınırları çizilmiş bir değerlendirmedir.

a) Habitat özelliğinin değişimi ve türün kaplama derecesinin azalması,

b) Aktüel ve potansiyel bir toplama tehditi altında olması,

c) Başka bir taksonun istila tehditi, melezleme, hastalık, tohum bağlamama, kirlenme, rekabetçiler ve parazitlerin etkisi altında olması

 gibi tehditler karşısında son 10 yıl veya 3 nesil içinde populasyonda %20 oranında bir azalma olacağı düşünülen, yayılış alanı 10 lokasyondan fazla olmayan, yayılış alanı toplam 20000 km2, olgun birey sayısı 10000’den az veya arazi çalışmaları sırasında 100 yıl içinde populasyonda %10 azalma olabileceği düşünülen organizmalar VU kategorisine alınmaktadır.


Son yüzyılın önemli küresel sorunlarından biri, biyoçeşitliliğin azalması tehditinin giderek daha belirgin bir şekilde kendini hissettirmesidir. Çeşitli tehdit kategorilerinin oluşturulmasını takiben, bu kategorilere giren taksonların belirlenmesine ve kurtarılmasına yönelik çabaların her defasında, bu  sorunun umulandan daha  derin ve karmaşık çözümlü bir olgu olduğunu  ortaya çıkarması, multidisipliner yaklaşım ve çözüm çabalarının değerini arttırmaktadır. Bir organizmayı ya da organizma gruplarını koruma altına almak veya var olan koruma çalışmalarını daha etkin hale getirmek,  yalnızca bilimcilere ve onların yaptığı araştırmalara bağlı olmayıp; sosyolojik, ekonomik, politik, kültürel bir çok olgunun anlamlı ve uyumlu işbirliğini gerektiren çok yanlı bir süreçtir. Koruma alternatiflerinin oluşturulması  bilimsel çalışmalarla elde edilebilecek kazanımlardır. Bu bağlamda in situ ve  ex situ olarak  farklı stratejiler ve yaklaşımlar hali hazırda bilim dünyası tarafından kullanılabilir hale getirilmiştir. Bitkisel organizmaların korunması konusunda da, bekleneceği üzere çeşitli teknik yöntem ve yaklaşımlar günümüzde kullanılmaktadır.


 Bitki gen kaynaklarının etkili korunması farklı teknolojiler gerektirir. Falk (1990), “birleştirilmiş stratejiler” terimini kullanır ve rezervlerin kullanımını, arazi restorasyonunu, botanik bahçelerini ve tohum bankalarını ele alır. En uygun stratejinin hangisi olduğu türden türe değişiklik gösterir (Fay, 1994).

          Mistretta et al. (1991), taksonomi, bahçecilik, tohum bankası ve eğitimin rolünü referans alarak, bitki genetik kaynaklarının korunmasında botanik bahçelerinin rolüne değinir. O tarihlerden beri, bir çok botanik bahçesinin, üretim tekniklerinin gelişimi için merkezleri vardır ve türlerin yaygın bir şekilde üretimleri için gerekli bilgiler sağlanabilmektedir. Bu birikmiş bilgiler, ya klonlama yolu ile üretim ya da tohumlardan çok sayıda üretimle bitkilerin yenilenme, başlangıç ya da tekrar başlangıçlarını içeren koruma programlarında gerekli olabilir. Geleneksel tarım ve plantasyon uygulamalarından pek farklı olamayan yöntemler; sözgelimi  bitkilerin doğal yayılış ortamlarında çoğalmasına geleneksel yollarla yardım etmek, doğadan tohum toplayarak elde edilen fideleri doğal yaşam alanlarına tekrar getirip hızlı ve etkin bir çoğalmayı sağlamak, hem yoğun iş gücüne hem de doğal ritme (mevsimlere, periodisiteye vs.) sıkı bağımlılık gerektirir. Böylece ortaya çıkacak maliyet tablosu bir çok ekonominin kolayca kabullenebileceği boyutlarda olmayacağından, koruma çalışmalarının gerçekleşmesi veya tam haliyle uygulanmasında sürekli sorunlar yaratabilen girişimler halini alabilir. Böylesi bir tablo altında biyo-çeşitliliğin bir önemli de facto’ su olan “biyo-çeşitlilik açısından zengin ülkelerin fakir,  biyo-çeşitlilik açısından fakir ülkelerin ise (ki bunlar en üst düzeyde yer alan tüketicileri oluştururlar) zengin oluşu gerçeğini üst üste getirdiğimizde, uygulanacak programların ekonomik boyutlarının ne denli dikkate alınması gerektiği kendiliğinden belirir. Buradaki temel çelişki, zengin ülkelerin bir bakıma sahip olduğu zenginliklerinin, fakir ülkelerden ucuza mal edilen biyolojik ürünlerin hızlı ticaretine bağlı oluşudur. Yine fakir olarak isimlendirdiğimiz ülkeler, biyolojik kaynaklarını ticari bir meta olarak kullanarak ekonomilerine katkı sağlamak durumundadırlar. Klasik çevre korumacılarının, yasaklanmalı veya  durdurulmalı  gibi yaklaşımları, yaşamın gerçekleriyle pek uyumlu değildir. Söz edilen kaynaklar tel örgüler içinde korunmak yerine, seralarda ve hatta laboratuvarlarda geliştirilmeli ve insan yaşamına katkılarının sürekliliği sağlanmalıdır. Özetlersek, geniş biyolojik kaynaklara sahip yoksul ya da gelişmekte olan ülkelerin, kendi kaynaklarını hem kendi adlarına, hem de küresel bir miras bağlamında korumaları ve geliştirmeleri için, bunun ekonomik ve etkin yollarını araştırmaları ve belirlemeleri zorunluluktur. Doğal kaynakları bir minimum noktasında tüketen ve doğal ritm’leri basit uygulamalarla aşabilen, görece sofistike ve pahalı olmayan, küçük laboratuvarlarda maksimum sonuçlara götürebilen teknikler, özellikle biyolojik kaynaklarını koruma / geliştirme amacında olan ve kıt ekonomik kaynaklara sahip ülkeler için son derece önemlidir. Bu açıdan bakıldığında, sadece tehdit altında olan veya güncel ticari öneme haiz bitkisel kaynakların değerlendirilmesi konusunda değil, gelecekte bu iki noktada bir yer edinmesi olası bitki türlerinin şimdiden yukarıda saydığımız niteliklere sahip tekniklerle araştırılması da önem kazanmaktadır. 

Maunder (1992) adlı araştırıcı, mevcut teknikleri gözden geçirdiğinde in vitro tekniklerin öneminden söz etmektedir. Son yıllarda mikroçoğaltım ve diğer in vitro üretim teknikleri sorunlu bitkilerin üretimi için çok sayıda botanik bahçesinde kullanılır hale gelmiştir (Fay, 1992).


Mikroçoğaltım, bir bitkiden alınan ve tam bir bitkiyi oluşturma potansiyeline sahip bitki kısımlarından (embriyo, tohum, gövde, sürgün, kök, kallus, tek hücre yada polen tanesi vb.) yapay besi ortamlarında, aseptik koşullar altında yeni bitkilerin elde edilmesi olarak tanımlanabilir. Eğer, bitkilerin besin maddeleri ve hormonal gereksinimi ve kültür koşulları yeterince biliniyorsa, mikroçoğaltım tekniği kullanılarak tüm bitkilerin üretilmesi olasıdır (Hartman and Kester, 1975). Bitkilerin in vitro üretimi kullanılan eksplantın özelliğine göre (embriyo, meristem, anter, hücre veya protoplast kültürü gibi) adlandırılır. Mikroçoğaltımın genel olarak bitki yetiştiriciliği ve genetiği yönünden önemi ve avantajları aşagıdaki gibi sıralanabilir:

a. Hastalık ve zararlılardan arındırılmış bitkisel materyal elde edilmesi,

b. Kitlesel üretimde üretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik,

c. Alışılagelen yöntemlerden daha kısa kültür süresi, 

d. Zor üretilen türlerin daha kolay üretimi, 

e. Seçilen üstün genotiplerin hızlı üretimi, 

f. Üretimde daha az anaç kullanımı gibi yararların sağlanması,

g. Somaklonal varyasyondan dolayı yeni çeşitlerin/genotiplerin elde edilmesi (Babaoğlu ve ark., 2002 ).

Mikroçoğaltım, arttırılmış aksiller tomurcuk gelişimi, organogenesis, adventif tomurcuk oluşumu ya da somatik embriyogenesis ile gerçekleştirilmektedir. Bu kavramlara kısaca göz atarsak, in vitro’da rejenerasyon, bitkinin totipotensi gücüne bağlıdır. Totipotensi, yeniden bitki üretimi amaçlı kültürdeki, izole edilmiş bitki hücrelerinin dediferansiyasyon, rediferansiyasyon yeteneğidir. Organogenez, kök veya sürgün oluşumu için indüklenebilen tek kutuplu meristemlerin rejenerasyonunu kapsar. Somatik embriyogenesis, tam bir bitkiye veya geofitlerde olduğu gibi, doğrudan çok yıllık bir organa (korm) gelişebilen iki kutuplu meristemlerin, gelişimini içerir. In vitro’daki hücrelerin morfogenetik olarak ortaya çıkışındaki çeşitli adımlar şekil 2’de sunulmuştur.
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Şekil 2. Organ ve embriyo gelişimine önderlik eden in vitro morfogenetik yollar (Ziv,  1997). 

Günümüzde mikroçoğaltım ve diğer üretim teknikleri kullanılarak 1000’den fazla bitki türünün çoğaltımı sağlanmaktadır ( Fay, 1994).

Mikroçoğaltım amaçlı olarak bir çok bitki organı veya kısmı kullanılabilmektedir. Soğanlı, yumrulu ve kormlu bitkilerin klonal (mikroçoğaltım) çoğaltımı için de çeşitli eksplant tipleri kullanılmaktadır. Bunlar aşağıdaki gibi sıralanabilir:

Yapraklar- lamina, petiol, mezofil ve epidermal doku,

Infloresens- pedinkul, pedisel, tepaller, petaller, sepaller, ovaryumlar, anterler, ovuller ve embriyolar,

Soğan, korm ve yumrular- bazal düzlem, pulsular, ikiz pullar, nodal dokular ve depo dokuları (Ziv, 1997).
Yukarıda sayılan bu bitki kısımlarının hangisinin kullanılacağı bitkinin yaşam döngüsüne, araştırıcının veya araştırmanın hedeflerine ve ön denemelerde elde edilen kültür koşulu gereksinimlerine bağlıdır. Bundan dolayı, temel hedeflerini iyi belirlemiş ve buna ilişkin ön deneme ve gözlemleri sağlıklı yapmış olmak, araştırmanın sonuçlarının bilimselliği açısından büyük önem kazanmaktadır. Bir başka önemli nokta da, çalışmanın kapsadığı prosedür ve kavramların elden geldiğince çok boyutlu olarak algılanmış ve değerlendirilmiş olmasıdır. Bu amaçla çalışmamıza temel teşkil eden kavram ve prosedürlerin kısaca gözden geçirilmesinde yarar görmekteyiz.

Bitki hücre, doku veya organ kültürünün uygulama teknolojisindeki başarı derecesi bazı faktörlere bağlıdır. Bu faktörlerden en önemlisi, uygun besi ortamının ve büyüme düzenleyicilerinin seçimidir. Çeyrek yüzyıl içinde yayınlanmış çok sayıda bilimsel raporda, iki düzine dolayındaki temel ortam bileşenlerinin modifikasyonları ele alınmıştır (Street and Shillito,1977; Pierik, 1987; Torres, 1989).

Bir besi ortamı, inorganik tuzlar, karbon kaynağı, vitaminler ve bitki büyüme düzenleyicilerinden meydana gelir. Özel amaçlar için başka bileşenler de ilave edilebilir. MS (Murashige & Skoog, 1962)  veya LS (Linsmaier & Skoog, 1965)   geniş kullanıma sahip besi ortamlarıdır. MS besi ortamı, tütün için geliştirilmiş yüksek tuz içerikli bir besi ortamıdır. Özellikle düşük yoğunluklarda (1/4, 1/2) bir çok bitki türündeki köklendirme çalışmalarında başarıyla kullanılmaktadır. LS besi ortamı, MS besi ortamının organik bileşikleri bakımından farklı bir versiyonudur. Gamborg et al. (1968)’nın B5 besi ortamı, soya kallus kültürleri için geliştirilmiş nitrat azotu yüksek olan bir ortamdır. WH (White,1963) besi ortamı düşük tuz formülasyonlu ve domates köklerinin kültürü için geliştirilmiş bir besi ortamıdır. SH (Schenk & Hilderbrandt, 1972) besi ortamı ise hem monokotiledon hem de dikotiledonlar için uygun olabilmektedir. NN (Nitsch & Nitsch, 1969) besi ortamı anter kültürü için geliştirilmiştir. Tuz içeriği MS ve WH arasındadır. Bunun gibi pek çok bitki türü için geliştirilmiş çok sayıda özel besi ortamları da vardır.

Bitki besi ortamlarında yer alan komponentler, su, makro elementler, mikro elementler, vitaminler, şekerler, yarı katılaştırıcılar, bitki büyüme düzenleyicileri, tamponlar, amino asitler ve hindistan cevizi sütü gibi kimyasal yapısı tanımlanamayanlar şeklinde sınıflara ayrılabilir (George, 1993; Franklin and Dixon, 1994; Gamborg and Phillips, 1995).

Bir besi ortamının %90’ından fazlasını su oluşturur. Besi ortamı formülasyonunu tam olarak tutturabilmek için kullanılacak suyun deiyonize olmasına gayret göstermek çok önemlidir. Eğer bu imkan yoksa bidistile su kullanılmalıdır (Babaoğlu et al., 2002).

  
Makro ve mikro elementler besi ortamlarında farklı miktarlarda kullanılırlar. Bir besi ortamı çoğu amaçlar için en azından 30 mM inorganik nitrojen ve potasyum içermelidir. Amonyum tuzları 2-20 mM düzeylerinde, kalsiyum, magnezyum, sülfat ve fosfat tuzları genellikle 1-3 mM’lık konsantrasyonlarda  kullanılmaktadır. Bir besi ortamı için aynı zamanda iz elementleri de gereklidir. 


         
Vitaminler enzim reaksiyonlarında katalitik etkiye sahiptirler. Bitkiler tüm gerekli vitaminleri sentezlerler, fakat kültürdeki hücrelerin thiamine ihtiyaçları vardır (Gamborg et al., 1968). Sürgün çoğaltılması isteniyorsa ortamda vitaminlerden thiamin HCl ve myo-inositolün bulunması gerekmektedir (Gamborg and Syluk, 1981).

Şekerler, besi ortamının en önemli bileşenleri arasındadır. Kültüre alınan bitki hücre ve dokuları yeterli miktarda karbonhidrat sentezi yapamadıklarından enerji kaynağı olarak çeşitli şekerler kullanılmalıdır. Bitkiler glikoz, fruktoz, galaktoz, manoz, arabinoz, riboz, ksiloz, sakkaroz, maltoz, selebioz, trehaloz, laktoz, ve rafinoz şekerlerini kullanabilirler. Bunlar arasında doku kültüründe en fazla kullanılanı sakkarozdur. Besi ortamlarında sıklıkla kullanılan diğer şekerler sırasıyla glikoz, maltoz, rafinoz ve fruktozdur (George, 1993).

Jel yapıcı maddeler genellikle kırmızı deniz alglerinden elde edilen çeşitli polisakkarit bileşimleridir. Besi ortamlarını yarı-katı hale getirmek için kullanılırlar. En çok kullanılanlar, agar, agaroz, Sea-Kem agaroz, aljinat, Gelrite, silikajel, jelatin ve nişastadır (George, 1993).

Bitki büyüme düzenleyicileri 5 ana grup altında toplanmaktadırlar. Bunlar oksinler, sitokininler, gibberellinler, absisik asit ve etilendir. 

Oksinler, fotoperiyodizm, apikal dominans, hücre bölünmesi, hücre genişlemesi, yan sürgünlerin gelişiminin engellenmesi ve çoğunlukla köklenmenin teşviki için gereklidir. Oksinler, doku kültüründe tek başlarına kullanıldıklarında kallus uyarımını, somatik embriyo oluşumunun uyarımı, sitokininler ile birlikte yine kallus oluşumunu, sürgün rejenerasyonunu (organogenezis) ve somatik embriyo oluşumunun uyarılmasını sağlayabilirler. 

En çok kullanılan sitokininler adenin türevlidirler. Bunların içinde de BA en çok kullanılanıdır. Çoğunlukla kök ucu meristemi ve genç yapraklarda üretilirler. Hücre bölünmesi, yeniden farklılaşma, bitki rejenerasyonu ve sürgün çoğaltımında etkili olup (Smith, 1992), antioksidant özellik göstererek yaşlanmayı da geciktirirler. Sürgünlerde köklenmeyi ve embriyogenezisi engellerler. 

Gibberellinler, meristemlerden bitki rejenerasyonunun uyarılmasında, sürgün boylarının uzatılmasında, embriyo ve ovül kültürlerinde kullanılır. Kallus gelişimini, adventif  kök oluşumunu ve organogenezisi engellerler. 

Absisik asit, büyüme ve gelişme tarzını düzenleyebilir ve somatik embriyoların  olgunlaştırılmasında rol oynar. Yüksek derişimlerde büyümeyi engeller ve dormansiyi oluşturur. 

Etilen ise temel rolü tam olarak anlaşılamayan bir bitki büyüme düzenleyicisidir. Kültür edilen hücreler tarafından üretilir. Bazı kültürlerde, hücre büyümesini yeniden başlatabilir ve yaşlanmayı hızlandırır (Gamborg and Phillips, 1995).

         İn vitro teknikler uygulanırken kültür sırasında oluşan bazı fenolik maddeler gelişmeyi olumsuz yönde etkilemektedir. Bunu önlemek için besi ortamına aktif kömür tozu ilavesi yapılmakta, böylece aktif kömür bu maddeleri adsorbe ederek gelişmeyi teşvik etmektedir (Meyer, 1982).

Doku kültüründe en uygun eksplant kaynağını, daha önceden sterilize edilmiş tohumlardan elde edilen aseptik fideler oluşturur. Bu şekilde elde edilen eksplantların sterilizasyona ihtiyacı olmamakta ve yüzey sterilizasyonu işleminin zararlı etkilerinden sakınılmaktadır. Fakat her zaman çalışılacak materyalin tohumu elde edilemeyebilir. Bu durumda dış şartlardan alınan eksplantlar sterilize edildikten sonra kullanılmalıdır. Her bitki için kullanılacak sterilizan maddenin konsantrasyonu ve uygulama süresi denemelerle tesbit edilmelidir.

En çok kullanılan sterilizan maddeler, hidrojen peroksit, gümüş nitrat, civa klorür, kalsiyum hipoklorid ve sodyum hipoklorid’dir. Yaygın olarak, % 5 konsantrasyonlu NaOCl ile iki damla Tween-20 karışımı kullanılmaktadır. Sterilizasyon süresi parçanın alındığı  yere ve bitkinin özelliğine göre 5-20 dakika arasında değişmektedir. 


Araştırma konumuz ve materyalimizin seçimi esnasında yukarıda tartıştığımız olgular ve açıklamaya çalıştığımız kavram ve uygulamalar bize ışık tutmuştur.

Çalışma materyalimiz olan Gladiolus anatolicus (Boiss.) Stapf, Flora of Turkey (1984) ve Kürschner et al. (1997)  ve TÜBİVES veri tabanında endemik olarak verilmekte, ayrıca Türkiye Bitkileri Kırmızı Kitabı’nda VU kategorisinde yer almaktadır. Buna ek olarak, gelecekte süs bitkisi olarak kullanımda güçlü bir potansiyele sahip olabileceğini düşündüğümüz Gladiolus anatolicus (Boiss.) Stapf türünün mikroçoğaltımının araştırılmasına; elde edilecek sonuçların söz konusu türün gelecekte karşılaşabileceği çeşitli biyolojik sorunların çözümüne katkı sağlayabilmek amacıyla  karar verilmiştir.

2. KONU İLE İLGİLİ ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR

Geofitler üzerine uygulanan doku kültürü çalışmaları 30 yıllık bir geçmişe sahiptir. Bu süre içinde pek çok geofit geleneksel üretim yöntemlerinin yanısıra, in vitro tekniklerle de üretilerek temel ve uygulama kaynaklı problemlerin çözümüne çalışılmıştır. 

Gladiolus cinsi ile ilgili in vitro çalışmalar, genellikle bu cinsin kültüre alınmış formları ile gerçekleştirilmiştir. Bu cinsin doku kültürü ile çoğaltılmasına ilişkin ilk çalışmalar 1970’li yıllara rastlamaktadır. Ziv adlı araştırıcı (1970),  Gladiolus’un “Sans Souci” ve “Jo Wagonar” kültivarlarının infloresens gövdelerini eksplant olarak kullanarak 26.9, 53.8 (M NAA ve 2.3 (M KIN ilaveli MS ortamında kallus, kök ve sürgünler elde etmiştir. Yine aynı araştırıcı, tomurcuklardan ve infloresens saplarından elde ettiği kallusları kullanarak 2.3-4.6 (M KIN ilaveli MS ortamında sürgünler elde etmiştir.

Simonsen and Hildebrandt (1971), Gladiolus’un “Firmament” ve “Hit Parade” kültivarlarının kormel gövde uçlarını, 5.7 (M IAA, 0.5 (M NAA, 2.7 (M 2,4-D ve 0.2-23 (M KIN ilaveli katı ve sıvı MS ve WH besi ortamlarına kültüre almışlar, sonuç olarak kallus, kök, tomurcuk ve sürgünler elde etmişlerdir.

Wilfret (1971), Gladiolus’un “Spic and Span” kultivarlarının sürgün uçlarını 26.9 (M NAA ilaveli MS ortamı ve 26.9 (M NAA ve 2.3 (M KIN ilaveli LS ortamında kültüre almış,  kallus, kök ve sürgünler elde etmiştir.

Ginzburg and Ziv 1973 yılında yaptığı bir çalışmada, Gladiolus’un “White Friendship” kültivarlarının stolonlarını eksplant olarak kullanmış, 2.7 ve 26.8 (M NAA ve 2.3-23 (M KIN ilaveli MS besi ortamlarına kültüre ederek, kormeller elde etmişlerdir.

Hussey (1975), Gladiolus’un “Blue Conqueror”, “Fiat Lux”, “Forest Fire”, “Oscar” ve “Peter Pears” kültivarlarının korm parçası ve infloresens saplarını eksplant olarak kullanmış, bu eksplantları 45.7 (M IAA ve 0.16 (M NAA ilaveli MS besi ortamlarına kültüre ederek bitkicikler elde etmiştir. Yine aynı araştırıcı bu eksplantları 0.65-34 (M NAA ve 0.5-9 (M 2,4-D ilave edilmiş MS besi ortamlarına kültüre almış ve kalluslar elde etmiştir.

Hussey (1977), aynı cinse ait “Forest Fire” ve “Elvira” kültivarlarının korm tomurcuklarını 1.1, 2.2 ve 4.4 (M BA ilaveli yarı güçlü MS ortamında kültüre alarak, aksiller sürgünler elde etmiş ve 0.4 (M BA içeren 1/2 MS  ortamlarında da kormletlerin oluştuğuna işaret etmiştir.

Sutton (1978), Gladiolus’un “Oscar”, “White Lass”, “Sans Souci” ve “Friendship” kültivarlarının meristemlerini kullanarak MS ortamında bitkiler ve kormlar elde etmiştir.

Ziv (1979), Gladiolus’un “Eurovision” kültivarının aksiller tomurcuklarını 2.7 (M NAA ve  9.3 (M KIN ilave edilmiş MS ortamında kültüre almış ve sonuçta aksiller ve adventif sürgünler ile korm gelişimi gözlemiştir. 2.7(M NAA ve %0.3 AC içeren 1/2  MS ortamında da köklenmiş bitkicikler elde etmiştir.

Bajaj et al. (1983), Gladiolus’un “Oscar” ve “Snow Princess” kültivarlarının infloresens gövdelerini, çiçek, kormel, tomurcuk, brakte ve yapraklarını 53.8 (M NAA ve 2.3 (M KIN ilaveli MS ortamında kültüre almış, kallus ve sürgünler elde etmiştir. Aynı araştırıcı bu bitkinin anterlerini 2.3 (M 2,4 -D, 0.46 (M KIN ve  %5 CW ilaveli MS ortamında kültüre etmiş ve kallus, çok nukleuslu ve çok hücreli polenler elde etmiştir.

Logan and  Zettler (1985), Gladiolus’un bazı “Manate” kültivarlarının apikal meristemlerini ve aksiller tomurcuklarını kullanarak, 2.7 (M NAA, 4.6(M KIN ilave edilmiş  MS ortamında sürgünler elde ettikten sonra, 4.6- 9.3 (M KIN’li ortamda elde ettikleri sürgünleri çoğaltmışlardır. Bu sürgünleri, 5.3 µM NAA ve  %0.5 AC ilaveli 1/2 MS ortamında köklendirmişlerdir.

Lilien-Kipnis and Kochba (1987), “Kinneret”, “Yamit Adi” ve “Yacl” kültivarlarının aksiller tomurcuklarını 0.03-0.1 (M NAA ve 0.3-1(M BA’lı MS ortamında çoklu sürgünlere yönlendirmiştir. “Ranit” ve “Nirit” kültivarlarının aksiller tomurcuklarından ise farklı miktarlarda NAA ve % 0.5 AC ilavesi ile  köklü bitkiler elde etmişlerdir.

Kamo et al. (1990),  Gladiolus “Blue Isle” ve “Hunting Song” kültivarlarının infloresens saplarını kullanarak, 53,6 µM NAA ilaveli MS ortamında kompakt kalluslar elde etmişlerdir. Aynı araştırıcılar, “Peter Pears”, “Rosa Supeme”, “Jeny Lee” kültivarlarının kormel disklerini 2,4-D ilaveli MS ortamında kültüre aldıklarında ise kırılgan kalluslar elde etmişlerdir.

Sen and Sen (1995), Gladiolus’un "Green Bay", “Wine & Roses”, “Top Braos” ve “Mornio” kültivarlarının apikal tomurcuklarını 1mg/l BA içeren MS ortamına kültüre etmiş, 60 gün sonra bir tomurcuktan  40-60 sürgün elde etmiştir. Elde ettiği sürgünleri daha sonra hormonsuz MS’e aktarmış ve sürgünler 60-90 adete ulaşmış, sürgünler hormonsuz katı ortama aktarıldığında ise bu sayının daha da arttığı görülmüştür. Daha sonra hormonsuz sıvı MS’e aktarılan sürgünlerde basal korm oluşumu gözlenmiş ve  her kormda 5-6 küçük kormlet meydana gelmiştir .

Jager et al. (1998), Gladiolus carneus’un steril yetiştirilen fidelerinin kök, hipokotil ve yapraklarını eksplant olarak kullanmıştır. Eksplantlar 1mgl/ BA içeren MS ortamına yerleştirilmiş ve hipokotil bölmelerinden elde edilen sürgünler, 2 mg/l BA içeren ortama aktarıldığında çoklu sürgünler elde edilmiştir. Aynı ortamda  korm oluşumu gözlenmiş ve 4-6 cm boya ulaşan sürgünler birbirinden ayrılarak kök oluşumu için hormonsuz MS’e aktarılmıştır.

Kasumi et al. (1998a), Gladiolus’un “Traveler” kültivarının ovaryum ve periantının alt ve üst kısımlarını (çiçek açılmasından 2-3 gün önce)  5mg /1 NAA ve 5 mg /l BA içeren MS ortamında kültüre almışlardır. Periantın üst kısmından hazırlanan eksplantlardan %0, periantın alt kısmından alınanlardan %56 ve ovaryumlardan %79 oranında kallus elde etmişlerdir. Elde edilen tüm kalllusları  2 mgl/ BA ilaveli MS ortamına aktarmışlar ve  sırasıyla %64 ve  %63 oranında sürgün rejenerasyonu sağlanmıştır. Aynı araştırıcılar (1998b) yılında yayınladıkları bir çalışmada, Gladiolus’un “Topaz” ve “Traveler” kültivarlarının yapraklarını eksplant olarak kullanmışlardır. Yaprakların basal kısımlarını 5 mg/l NAA ilaveli MS ortamına aktardıklarında somatik embriyolar  elde etmişlerdir. Elde edilen somatik embriyolar 0.1 mgl/l BA ve hormonsuz  MS ortamında olgunlaştırılmış ve bitkiciklere dönüştürülmüştür. Aynı tip eksplant 5 mg/l NAA ve 1 mgl/l BA’lı ortamda kültüre alındığında  ise adventif tomurcuklar elde edilmiştir.

Kumar et al. (1999)  Gladiolus hybridus Hort.’un  "Her majesty", “Aldebaran” ve “Bright Eye” kültivarlarının kormelleri, kormel segmentleri ve infloresens saplarını  kullanılarak 1.0 µM BA ve 10.0 µM NAA ilaveli MS ortamında kallus ve sürgün tomurcukları elde etmişlerdir. Aynı sonuç, temel ortam olan MS’ de kültürlerin 50°C’ de 1saat boyunca (1 hafta süreyle) sıcaklık şoku uygulamasıyla da elde edilmiştir. 

Ziv and Lilien-Kipnis (2000), halen spata ile kapalı olan çiçeklerin 5-6 cm aşağısındaki pedinkül dokusunu kullanarak 5µM NAA, 10µM KIN ilaveli MS  ortamında tomurcuklar elde etmişlerdir. KIN/ NAA oranı  (10:5) olduğunda 3-4 mm’lik infloresens eksplantlarından 10 tomurcuk gelişirken, apikal tomurcuk eksplantlarından sadece  3 tomurcuk geliştiğini görmüşlerdir. 

Çalışma mateyalimiz olan Gladiolus anatolicus (Boiss.) Stapf türünün mikroçoğaltımı ile ilgili olarak günümüze değin herhangi bir araştırma rapor edilmemiştir.

3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Çalışmalarımızda Gladiolus anatolicus (Boiss.) Stapf türünün vejetatif  kısımları eksplant olarak kullanılmıştır. Materyal, Dilek Yarımadası Milli Parkından (Davutlar, Aydın) 2002 ve 2003 yıllarının  Mart ve Nisan aylarında toplanmıştır (bitkiler çiçek açmadan önce). Toplanan bitkilerin kormları, lateral tomurcukları ve lateral tomurcuklardan in vitro koşullarda elde edilen sürgünlerin yaprakları eksplant  olarak  kullanılmışlardır.

Türün Türkiye florasında (Davis, 1984) yer alan tanımı aşağıdaki gibidir:

Gladiolus anatolicus (Boiss.) Stapf

Syn: G. illyricus W. Koch var. anatolicus Boiss., 

G. communis L. var. longispatheata Stapf

Korm tunikası pulsu-kağıtsı. 30-40 cm boyunda bitkiler; yapraklar 3-4; lamina 2,5-4(-8) mm genişliğinde, tüysüz, damarlar düzensiz aralıklı; spika 3-4(-5) çiçekli, gevşek, belirgince hançersi değil; periant leylak-pembe; tüp hafifçe kıvrık, arkada 8,5-12mm, ön 11-13(-20) mm; üst segmentler eliptik veya eliptik-oblong, hafif pençelenmiş, subakut, orta (16-)25-28 x 9-12 mm, lateral (12-)22-24 x (3-)4.5-7(-12)mm; alt segmentler spatulat, uzun-pençeleşmiş (2/3-3/4 x segmentlerin total uzunluğu), obtus veya apikulat, orta 12-21 x 4(-11) mm, lateral 13-24 x (2-)4.5(-10) mm, lateral segmentler üst üste binmiş değil; anterler 8-10 mm, flamentler 10-14 mm; stilus 3 cm, 1.8 ve 2.5 mm eşit olmayan stigmalarla birlikte; kapsül elipsoid; tohumlar kanatsız; 2n = 60; çiçeklenme Mart-Mayıs; maki, Pinus brutia ormanları, kalkerli topraklarda, 1400m.

Yayılış alanları: Aydın, Antalya, İçel, İzmir, Konya, Muğla ve Karaman 
	


Şekil 3. Gladiolus anatolicus (Boiss.) Stapf  türünün yaşadığı habitatın genel görünümü.

	


Şekil 4. Doğal ortamında  Gladiolus anatolicus (Boiss.) Stapf

3.2. Metod

3.2.1. Besi Ortamlarının Hazırlanması

Çalışmalarımızda Murashige & Skoog (1962) besi ortamı temel ortam olarak kullanılmıştır (Çizelge 1). Besi ortamının içerdiği makro besin elementleri ayrı ayrı tartılarak, bir litrelik erlen içerisine konulmuş ve bir miktar distile su içerisinde çözündürülmüşlerdir. Mikro besin elementleri ve vitaminler için ise stok çözeltiler hazırlanmıştır. Stok çözeltiler, 5 ml içerisinde kullanılması gereken miktar olacak şekilde, 100 ml’lik stoklar halinde hazırlanmıştır. Önceden hazırlanmış olan bu stoklardan 5’ er  ml pipetlerle çekilerek erlene ilave edilmiş ve 30 g/l sakkaroz eklenerek hepsi birlikte distile suda çözündürülmüşlerdir. 

Bitki büyüme düzenleyicileri için de stok çözeltiler hazırlanmıştır. NAA NaOH’de, BA ise HCl’de  çözündürülmüş ve stok çözeltilerin pH’ı 5.0’e ayarlanarak saklanmıştır (Gamborg and Phillips, 1995). Kullanılacak bitki büyüme düzenleyicilerinden gereksinilen miktar, pipet veya mikropipet yardımı ile çekilerek ortama ilave edilmiştir.

Besi ortamının pH ayarı 0.1 N NaOH ve 0.1 N HCl çözeltileri ile (Barnes, 1979.; Fonnesbech and Fonnesbech, 1980) 5.8’e ayarlanmıştır. 

         Hazırlanan besi ortamının katılaştırılması için % 0.8 (w/v) agar kullanılmıştır.  Toz halindeki 8 gr agar erlende bulunan besi ortamına ilave edilmiş ve final hacime tamamlanmıştır. Hazırlanan besi ortamın da agarın çözülmesi ve homojenize olması için ortam benmaride yüksek derecede çalkalanmıştır.

         Besi ortamı homojen hale geldiğinde,  100 ml’lik erlenlerin her birine  25-30 ml olacak şekilde dökülmüş ve besi ortamının adı, kullanılan bitki büyüme düzenleyicisi ve miktarının yazılı olduğu  etiketler yapıştırılmıştır. Erlenlerin ağzı 3 katlı alüminyum folyo ile kapatılmış ve paket lastiği ile tutturulmuştur.  

 Çizelge 1. Murashige ve Skoog (1962) (MS) besi ortamı.

	Makro Elementler
	mg/l

	NH4NO3
	1650

	KNO3
	1900

	CaCl2.2H2O
	440

	MgSO4.7H2O
	370

	KH2PO4
	170

	Mikro Elementler

	KI
	0.83

	H3BO3
	6.2.

	MnSO4.4H2O
	22.3

	ZnSO4.7H2O
	8.6

	Na2MoO4.2H2O
	0.25

	CuSO4.5H2O
	0.025

	CoCl2.6H2O
	0.025

	Na2.EDTA
	37.3

	FeSO4.7H2O
	27.8

	Vitaminler ve Organikler

	Myo-inositol
	100

	Nikotinik asit
	0.5

	Pridoksin-HCl
	0.5

	Thiamin-HCl
	0.1

	Glisin
	2

	
	

	Sakkaroz
	30gr

	Agar
	8gr

	PH
	5.8


3.2.2. Sterilizasyon

3.2.2.1. Besi Ortamlarının, Alet ve Ekipmanların  Sterilizasyonu
Ağızları iyice kapatılmış ve etiketlenmiş erlenler 105 kPa basınç altında 1210C’de 15 dakika süreyle otoklavda sterilize edilmiştir. Sterilize edilen besi ortamları, otoklavdan çıkarılıp düz bir zeminde soğumaya bırakılmıştır. Soğuduktan sonra, kullanılıncaya değin karanlık koşullar altında dolaplarda saklanmıştır. 

Ekim sırasında kullanılacak tüm alet ve ekipmanlar da (pens, bistüri, makas, v.b.) alüminyum folyo ile sarılarak veya ağızları kapatılarak (erlen, beher, v.s) 121 0C’ de 20-25 dakika  otoklavlanarak  sterilizasyonları sağlanmıştır. 

Tüm çalışmalar laminar akımlı kabin içerisinde gerçekleştirilmiştir. Çalışmaya başlamadan yaklaşık bir saat önce kabinin iç kısmı % 70’lik etilalkol ile silinmiş ve ardından kabin iç kısmı bir saat UV ışığa maruz bırakılmıştır. 

3.2.2.2. Bitki Materyalinin Sterilizasyonu

 Çalışmalarımızda kullanılan eksplantların sterilizasyon prosedürleri ön denemeler sonucunda aşağıdaki gibidir.

Korm sterilizasyonu; çiçeklenme dönemi öncesi araziden toplanan kormlar 24 saat akan çeşme suyu altında bekletildikten sonra yüzeydeki pulları çıkarılmıştır. Daha sonra steril kabin içerisinde 17 dakika  boyunca % 70’lik etilalkol ile muamele edilmiştir (Ziv, 1989) ve % 4.5 lik NaOCl’de  20 dakika boyunca tutulduktan sonra 3  kez steril distile suyla çalkalanmıştır.

Lateral tomurcuklar; bu materyalin sterilizasyonunda kormların sterilizasyonu için uygulanan prosedürün aynısı uygulanmıştır.

Yaprak eksplantları; bu materyaller lateral tomurcuklardan in vitro koşullarda elde edildikleri için, bunlara herhangi bir sterilizasyon işlemi uygulanmamıştır.

Tüm sterilizasyon işlemleri laminar akımlı kabin içerisinde gerçekleştirilmiştir. Besi ortamını içeren erlenler, ekim sırasında kullanılacak araç ve gereçler de laminar akımlı kabin içerisine % 70’lik etilalkol ile silindikten sonra alınmıştır. Çalışma esnasında kabin içerisinde kalan vücut kısımları (el, kol) sabun  ve sterilizan madde (zefiran) ile yıkandıktan sonra çalışmaya başlanılmıştır. 

3.2.3 Bitki Materyallerinin Hazırlanması ve İnokulasyonu

Sterilize edilen eksplantlar varılmak istenilen hedeflere uygun olarak farklı büyüme düzenleyicileri içeren MS temel besi ortamlarına inokule edilmişlerdir. 

Sterilize edilen kormlar 2 gruba ayrılmıştır. 1.grup korm eksplantları enine diskler, 2. grup eksplantlar ise pasta dilimi şeklinde 6 parçaya kesilmiştir. Hazırlanan eksplantlar parçaların besi ortamlarına tam temasları (özellikle kesik yüzeyin) sağlanarak şekilde çizelge 2. deki ortamlara aktarılmışlardır. Kültürler 24 ± 2° C’ de karanlıkta inkübe edilmişlerdir. Denemeler her erlene 4 eksplant gelecek şekilde 3 tekrarlıdır. 

Çizelge 2. Korm parçalarından kallus eldesi için hazırlanan ortamlar.

	NAA (mg/l)
	Eksplant Sayısı

	0
	12

	2.5
	12

	5.0
	12

	7.5
	12

	8.5
	12

	10.0
	12


Korm parçalarından elde edilen kalluslar (~1 cm çapında) 2. alt kültürden sonra sürgün rejenerasyonu için çizelge 3. de sunulan besi ortamlarına aktarılmışlardır. Kültürler 24 ± 2° C’ de 16/8 fotoperiyot’da inkübe edilmişlerdir. Denemeler erlene başına 5 eksplant gelecek biçimde 3 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir.

Çizelge 3. Korm parçalarından elde edilen kallusların rejenerasyonu için kullanılan ortamlar.

	BA (mg/l)
	NAA (mg/l)
	Eksplant Sayısı

	0
	0
	15

	0
	1
	15

	0
	2
	15

	0
	4
	15

	0.2
	0
	15

	0.2
	1
	15

	0.2
	2
	15

	0.2
	4
	15

	1
	0
	15

	1
	1
	15

	1
	2
	15

	1
	4
	15


Rejenerasyon denemeleri sonucunda elde edilen sürgünler korm gelişimi  teşviki için aşağıdaki ortamlara aktarılmışlardır:

MS  

MS  +  0.1 mg/l BA

Kormlu sürgünlerin köklenmesi için ise aşağıdaki ortamlar denenmiştir:

MS  +  0.5 mg/l NAA 

MS  +  2.0 mg/l NAA

Steril edilen korm üzerinden yaklaşık 3 mm’lik bir üçgen korm parçasıyla birlikte alınan lateral tomurcuklar (Ziv, 1989) çizelge 4.’deki besi ortamlarına aktarılmışlardır. Kültürler 24 ± 2° C’ de 16/8 fotoperiyotta inkübe edilmişlerdir. Denemeler her erlene 4 lateral tomurcuk gelecek şekilde 3 tekrarlıdır. 

Çizelge 4. Lateral tomurcuklardan sürgün çoğaltımı için kullanılan ortamlar.

	BA (mg/l)
	        Eksplant  Sayısı

	0.5
	12

	1
	12

	2
	12


Lateral tomurcuklardan elde edilen sürgünlerin yaprakları somatik embriyogenesisi teşvik etmek için 1’er cm’lik kısımlara ayrılmış, petiole yakınlığı bakımından bazal, orta ve üst kısımları çizelge 5’de sunulan  besi ortamlarına aktarılmışlardır. Kültürler 24± 2°0 C’ de karanlıkta 6 hafta süreyle inkübe edilmişlerdir. Denemeler her erlene 5 eksplant gelecek şekilde 4 tekrarlıdır.

Çizelge 5. Yaprak kısımlarından somatik embriyogenesisi  teşvik etmek için

hazırlanan ortamlar.

	NAA (mg/l)
	BA(mg/l)
	Eksplant Sayısı

	0
	0
	20

	0
	1
	20

	5
	0
	20

	5
	1
	20

	10
	0
	20

	10
	1
	20


Yaprakların bazal ve orta kısımlarından elde edilen proembriyogenik yapılar, embriyo gelişimi ve çimlenmesi için çizelge 6’daki ortamlara aktarılmışlardır. Kültürler 24 ± 2° C’ de 16/8 fotoperiyotta  6 hafta boyunca inkübe edilmişlerdir. Denemeler her erlene 5 eksplant olacak şekilde 2 tekrarlıdır. 

Çizelge 6. Somatik embriyoların olgunlaştırılması  ve bitkiciklere dönüşümü için denenen ortamlar.

	          Ortamlar
	                   Eksplant Sayısı

	MS 
	10

	MS +  0.1 mg/l BA
	10

	MS + 1.0 mg/l BA
	10


3.2.4. Kültür Koşulları

Korm eksplantlarından kallus eldesi için kültürler 24 ± 2 0C’ de karanlıkta tutulmuşlardır. Kalluslardan ve lateral tomurcuklardan sürgün rejenerasyonu için 24 ± 2 0C’ de 16/8 fotoperiyot uygulanmıştır Lateral tomurcuklardan elde edilen steril yaprak eksplantları somatik embriyogenezisi teşvik etmek için 6 hafta süresince 24 ± 2 0C’de karanlıkta inkübe edilmişlerdir. Elde edilen proembriyonik yapıların olgunlaştırılması ve bitkiciklere dönüştürülmesi için kültürler 24 ± 2 0C’ de 16/8 fotoperiyot’da tutulmuşlardır. Fotoperiyot, 2000 lux’lük soğuk beyaz floresan lambalarla sağlanmıştır


Alt kültürler  4 haftalık aralıklarla gerçekleştirilmiştir.

4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA

4.1 Korm bölmeleri kullanılarak kallus ve sürgün rejenerasyonu                                                                    
      eldesi

Çiçeklenme dönemi öncesi toplanan kormlar için daha önce verilen sterilizasyon prosedürü uygundur. Bir hafta sonra kültürlerin % 99’unun steril olduğu gözlenmiştir.

İki farklı grup halinde hazırlanan eksplantlar çizelge 2 ’de belirtilen ortamlara aktarılmışlardır. Enine diskler halinde kesilen 1. grup eksplantlarda, bu ortamlarda hiçbir gelişme olmamış ve eksplantların zamanla karardığı gözlenmiştir (Şekil 5). Bu durum stres ilişkili yaralanma tepkisi ile ilgili olabilir. Kitlesel bir yaralanma reaksiyonu olasılıkla oksidatif stres tepkisini ortaya çıkarır. Böyle bir durumda serbest radikaller üretilir ve SOD, katalaz ve peroksidazların aktivasyonuna yol açan oksitatif hasar oluşabilir. Ayrıca aktif hale gelen polifenoloksidaz, polifenoliklerin üretimine ve bunlarda kararmaya ve doku ölümüne yol açar (Maarten et al. 1997). 

	


Şekil 5. Disk şeklinde kesilmiş korm eksplantlarının görünümü, bar = 1 cm.

	


Şekil 6. Pasta dilimi şeklinde kesilmiş korm eksplantlarının görünümü, bar = 0.2 cm.

Pasta dilimi şeklinde kesilen (Şekil 6) 2. grup eksplantlarda, NAA’nın farklı konsantrasyonlarında farklı oranlarda kallus oluşumu gözlenmiştir (Şekil7).

Sıfır seviyelerinden başlayarak 8.5 mg/l NAA konsantrasyonuna değin doğrusal olarak yükselen kallus oluşum oranlarında, 8.5 mg/l’nin ötesindeki (10 mg/l) değerlerde ani bir düşüş (8.5 mg/l öncesi değerlerden yüksek olmakla birlikte) gözlenmesi, bu düşüşün devam edeceğini ve 8.5 mg/l NAA konsantrasyonunun maksimum kallus eldesinde optimum noktayı oluşturabileceğinin bir göstergesi olarak düşünülebilir.

Literatürde Gladiolus korm bölmelerinden kallus oluşumu, genellikle 2,4-D’ nin farklı konsantrasyonlarından elde edilmektedir (Kamo et al., 1990). NAA’ nın farklı konsantrasyonlarından elde edilen kallusların ise kompakt ve düşük rejenerasyon yetenekli olduğundan söz edilmektedir. Araştırıcılar iki tip kallus tanımlamaktadırlar: 

1) Organ oluşturma kapasitesine sahip geniş hücreler içeren kırılgan kallus (Saunders and Daub, 1984; Nakashima et al., 1988; Ritchie et al., 1989; Konwar and Coutts, 1990),

2) Organogenik olmayan küçük hücreli, yeşil ve sıkı kallus (Tetu et al., 1987; Ritchie et al., 1989; Gürel, 1993).

Bizim çalışmalarımızda ise NAA’ nın farklı konsantrasyonlarından krem-beyaz ve kırılgan kalluslar elde edilmiştir (Şekil 8). Dört haftalık aralıklarla 2 kez alt kültür edilen kalluslar (yaklaşık 1 cm çapında) rejenerasyon denemelerine alınmışlardır. İlk onbeş gün içinde tüm ortamlarda açık yeşil sürgün tomurcukları görülmeye başlanmış ve daha sonra bu  tomurcuklar  sürgünler halini almıştır.

Şekil 9’dan da görülebileceği gibi, NAA ve BA tek başlarına sürgün rejenerasyonunu teşvik etmektedir. 0.2 mg/l BA, NAA ile birlikte kullanıldığında, artan NAA konsantrasyonuna (1 ve 2 mg/l)  karşılık eksplant başına ortalama sürgün sayısında bir artış olmakla birlikte (sırasıyla 2.8 ve 4.7 sürgün/eksplant), 4 mg/l NAA konsantrasyonunun eksplant başına ortalama sürgün sayısını bu konsantrasyonlara göre  azalttığı görülmüştür (1.7 sürgün /eksplant). 1 mg/l BA konsantrasyonu ise  NAA’nın farklı konsantrasyonları ile kullanıldığında eksplant başına ortalama sürgün sayısında  belirgin bir farklılık görülmemiştir. Rejenerasyon denemeleri sonucunda eksplant başına en yüksek sürgün sayısı (4.7 sürgün/eksplant) 0.2 mg/l BA ve 2 mg/l NAA ilaveli ortamda elde edilmiştir (Şekil 10).

	


Şekil 8.  8.5 mg/l NAA ilaveli MS ortamında korm eksplantlarından oluşan krem-beyaz ve kırılgan kallusların görünümü, bar = 0.5 cm.
 

Bu bulgular Kumar et al. (1999) ‘un Gladiolus hybridus kültivarlarının korm bölmelerinden sürgün rejenerasyonu elde ettiği çalışmasının sonuçlarıyla paralellik göstermektedir. Büyüme düzenleyicisi içermeyen ortamda sürgün rejenerasyonu görülmesi ise hormon-habituasyon ile açıklanabilir. Büyüme ve ardışık olarak rejenerasyon için bitki büyüme düzenleyicisine gereksinim duymayan kallus hormon-otonom (habitue edilmiş) olarak rapor edilmiştir (De Greef and Jacobs, 1979; Saunders and Shin, 1986).

	


Şekil 10. 0.2 mg/l BA ve 2 mg/l NAA içeren MS ortamında korm bölmelerinden elde edilen 8 haftalık sürgünlerin görünümü, bar  = 2 cm.
4-6 cm boyundaki çoklu sürgünler korm gelişimi için 0.1 mg/l BA ilaveli ve bitki büyüme düzenleyicileri içermeyen MS ortamlarına aktarılmışlardır. 0.1 mg/l BA içeren MS ortamındaki sürgünlerin taban kısımları şişkinleşmiş ve belirgin korm gelişimi gözlenmiştir (Şekil 11). Dört hafta sonra kormlu sürgünler birbirinden ayrılmış ve bir kısmı köklendirme ortamına alınırken (0.5 ve 2 mg/l NAA ilaveli MS) bir kısmı da korm gelişimi için aynı ortama alt kültür edilmişlerdir. Yaklaşık 2 hafta sonra kormlu sürgünler köklenmiş ve her kormun tabanında 5-6 kormlet oluşmuştur. MS temel ortamındaki sürgünlerde ise hiçbir gelişme gözlenmemiştir. 

Literatürde Gladiolus cinsi üyelerinin korm oluşumu ve gelişimi için genellikle büyüme düzenleyicileri içermeyen MS temel besi ortamı (Sutton, 1978.; Kumar et al., 1999, Kumar et al., 2002) ve 0.1 mg/l BA (Hussey, 1977) ilaveli MS besi ortamı önerilmektedir. Bizim çalışmalarımızda MS temel ortamında korm elde edilememesi sürgünlerin olasılıkla erken gelişme dönemlerinde, bitki büyüme düzenleyicileri içermeyen ortamlara alınmasından kaynaklanabilir. 

	


Şekil 11. 0.1 mg/l BA içeren MS ortamında kormlu çoklu sürgünlerin görünümü, bar = 1 cm.

	


Şekil 12. 0.1 mg/l BA ilaveli MS ortamında köklenme ve kormel gelişimi, bar  = 1 cm.

İn vitro köklenmenin teşviki için oksinler vazgeçilmez bir unsur olarak belirtilmesine  rağmen, bizim çalışmalarımızda bir sitokinin olan BA’nın köklenmeyi teşvik etmesi ve oksin içeren ortamda köklenmenin görülmemesi ilginç bir veri olarak karşımıza çıkmaktadır. Ancak  in vitro teknikler uygulanırken başta genotipik varyasyon olmak üzere, kullanılan eksplantın fizyolojik yaşı, büyüme düzenleyici konsantrasyonu ve eksplantın ana bitkiden alınma dönemi gibi pek çok faktörün eksplantın davranışını etkileyebileceği akıldan çıkarılmamalıdır. Bu konu ile ilgili daha ayrıntılı çalışmalar yapılması gerektiğine inanmaktayız.

4.2. Lateral tomurcuk eksplantlarından sürgün eldesi

Lateral tomurcuklar için uygulanan sterilizasyon işlemi sonucunda eksplantların % 95’inin steril olduğu gözlenmiştir. Korm üzerinden yaklaşık 3 mm’lik bir üçgen parçasıyla birlikte alınan lateral tomurcuklardan sürgün gelişimi için 0.5, 1 ve 2 mg/l BA ilaveli MS ortamları denenmiştir.

1mg/l BA ilaveli MS ortamındaki lateral tomurcukların tabanında  3-4 gün içerisinde bir şişkinlik oluşmaya başlamış ve bunu takiben tek sürgün uzaması gözlenmiştir. Bu durum Sen and Sen (1995) tarafından da rapor edilmiştir. Ancak uzayan sürgünler de bir müddet sonra klorofil parçalanması görülmüş (kloroz) ve sürgünler ölmüşlerdir. 0.5 ve 2 mg/l BA ilaveli ortamlarda bulunan lateral tomurcuklarda  ilk 10 gün içerisinde belirgin bir şişme görülmüştür (Şekil 13). 

	


Şekil 13.  2 mg/l BA ilaveli MS ortamında şişmiş lateral tomurcuk (sol)  ve

sürgün gelişiminin görünümü (sağ), bar = 1 cm.
Kültür başlangıcından 10-15 gün sonra sürgünler gelişmeye başlamıştır. Yaklaşık 8 hafta sonra 0.5  ve 2 mg/l BA ilaveli ortamlarda, eksplant başına ortalama 8 ve 11 sürgün elde edilmiştir (Şekil 14). Daha sonra bu sürgünler aynı ortamlarına alt kültür edilmişler ve 0.5 mg/l BA ortamındaki sürgünlerin tabanında bir şişkinlik oluşmaya başlamıştır. 2 mg/l BA’lı ortamda olan sürgünlerde ise böyle bir şişkinlik gözlenmemiş, sürgünlerin tabanında kallus oluşumu görülmüştür (Şekil 15). Buraya kadar ki bulgular araştırıcı Hussey’in (1977) sonuçları ile paralellik göstermesine rağmen, sürgünler korm oluşumu için önerilen bitki büyüme düzenleyicileri içermeyen ve 0.1 mg/l BA ilaveli MS ortamına alındıklarında, sürgünlerde korm oluşumu gözlenmemiştir. Bu durum eksplantların içsel BA konsantrasyonları ile ilgili olabilir. Elde edilen sürgünlerin yaprakları somatik embriyogenesisi teşvik etmek amacı ile eksplant kaynağı olarak kullanılmıştır.

	


Şekil 14. Kültür başlangıcından yaklaşık 12 hafta sonra  2 mg/l BA ilaveli MS ortamındaki sürgünlerin  görünümü, bar = 1 cm.

	


Şekil 15. 2 mg/l BA ilaveli MS ortamında sürgün ve kallus oluşumu, bar = 1 cm.
4.3. Yaprak eksplantlarından  somatik embriyo eldesi


Somatik embriyo eldesi için, lateral tomurcuklardan in vitro koşullarda elde edilen sürgünlerin yaprakları eksplant olarak kullanılmıştır. Yaprakların bazal, orta ve üst kısımlarından 1’er cm’ lik eksplantlar  çizelge 5’de görülen ortamlara  alınmış ve 24 ± 0 C’de 6 hafta süreyle karanlıkta tutulmuşlardır. 


Deneme sonuçlarına göre, yaprağın bazal kısmı kallus oluşturma yeteneği  açısından en aktif kısım olarak karşımıza çıkmaktadır. Bazal kısmından alınan eksplantlarda görülen yüksek oranlı kallus oluşumunun temel nedeni monokotil yapraklarının büyüme özgünlüğüdür. Bilindiği üzere monokotil yapraklarındaki interkalar meristeme bağlı uzama, taban kısımlarında bulunan interkalar meristemlerin çok daha yoğun etkinliği ile sağlanır   (Yentür, 1995). Meristematik merkezlerin yoğun olduğu bölgelerde oksinlerin aktivasyonu ile organize olmamış hücreler yığını olan kallusun fazla miktarlarda meydana gelmesi olağan görünmektedir. 

NAA  yüksek miktarlarda kullanıldığında kallus oluşmuştur. Bu  etki, BA ile birlikte kullanıldığı zaman azalmaktadır (Çizelge 7 ve 8). Bu sonuç Kasumi et al. (1998b)’nın  Gladiolus sp.’nin farklı kültivarlarıyla yaptığı çalışmanın sonuçlarına benzer şekildedir.

Çizelge 7. Yaprağın bazal kısmında  kallus oluşum oranları.

	NAA (mg/l)
	BA(mg/l)
	Eksplant sayısı
	% kallus oluşumu

	0
	0
	20
	0

	0
	1
	20
	0

	5
	0
	20
	 80

	5
	1
	20
	60

	10
	0
	20
	50

	10
	1
	20
	35


Çizelge 8. Yaprağın orta kısmında kallus oluşum oranları
	NAA (mg/l)
	BA (mg/l)
	Eksplant sayısı
	% kallus oluşumu

	0
	0
	20
	0

	0
	1
	20
	0

	5
	0
	20
	20

	5
	1
	20
	0

	10
	0
	20
	10

	10
	1
	20
	0


Oksinlerin somatik bitki hücrelerine embriyo üretmek için yeniden zigotik bir kapasite kazandırdığı bilinmektedir (Monnier, 1990). Kültüre alınan eksplantlardan hızlı bölünen embriyogenik hücreleri elde etmek için öncelikle yüksek konsantrasyonlarda oksine ihtiyaç duyulmaktadır.

Kültür başlangıcından 6 hafta sonra yaprağın bazal ve orta  kısımlarından elde edilen sarımsı yeşil ve kırılgan kallusların üzerinde proembriyonik yapıların oluştuğu görülmüştür (Şekil 16). Bu yapıların embriyolara dönüşümlerinin sağlanması için, çizelge 6’ daki ortamlara aktarılmışlardır. Bu ortamlardan sadece 0.1 mg/l BA içeren MS ortamında, yaklaşık 2 hafta sonra proembriyonik yapıların embriyolara dönüştüğü görülmüştür (embriyogenik yığınların % 18’i ).  Her embriyo yığınında 20-25 tane somatik embriyo belirginleşmiştir (Şekil 17 ve 18). 

Olgunlaşan embriyolar bitkicik gelişimi için  birbirlerinden ayrılarak aynı ortama alt kültür edilmişlerdir (Şekil 19). Ancak embriyolar bitkiciklere dönüştürülememiştir. Bitkicik gelişimi için çok düşük oranlarda sitokinin özellikle BA gerekli olmasına rağmen (Endres, 1994), embriyoları çimlendiremeyişimiz olasılıkla eksplantın içsel hormon seviyesine bağlıdır. Ancak bu konu ile ilgili kesin bir yargıya varmadan önce farklı büyüme düzenleyicilerinin farklı konsantrasyonlarının denenmesi gerektiğine inanmaktayız.

	


Şekil 16. Kültür başlangıcından 6 hafta sonra 5 mg/l NAA ilaveli MS ortamında proembriyogenik yapıların görünümü, bar = 1 cm

	


Şekil 17.  Embriyogenik kallusların üzerinde gelişmiş somatik embriyoların görünümü, bar = 0.1 cm.
	


Şekil 18. Gelişmiş somatik embriyo yapısının yakından görünümü, bar = 0.1 cm.
	


Şekil 19. Çimlendirilmek için birbirinden ayrılmış somatik embriyoların görünümü, bar =  1 cm.
5. SONUÇ VE ÖNERİLER

Gladiolus anatolicus (Boiss) Stapf’un mikroçoğaltımının gerçekleştirilmesi için çiçeklenme dönemi öncesi korm bölmeleri, lateral tomurcuklar ve lateral tomurcuklardan elde sürgünlerin yaprakları kullanılmıştır.

Korm bölmeleri pasta dilimi şeklinde kesildiğinde kallus ve sürgün rejenerasyonu elde edilmiştir. Eksplant başına en yüksek kallus oranı 8.5 mg/l NAA ilaveli MS besi ortamındadır (eksplantların % 75’i). Kültür başlangıcından 8 hafta sonra 1 cm çapındaki kalluslar rejenerasyon denemelerine alınmışlardır. Eksplant başına en yüksek sürgün rejenerasyonu 0.2 mg/l BA ve 2 mg/l NAA ilaveli MS besi ortamındadır (4.7 sürgün/eksplant). Elde edilen çoklu sürgünler 0.1 mg/l BA içeren MS ortamında korm gelişimi göstermişlerdir. Aynı ortamlarda köklenme (%20 oranında) ve kormel oluşumu gözlenmiştir (5-6 kormel / sürgün). Büyüme düzenleyicileri içermeyen ortamda korm elde edilememiştir.

Lateral tomurcuklar 2 mg/l BA ilaveli MS ortamında en yüksek sürgün sayısını vermiştir (11 sürgün / eksplant). Korm oluşumu ve köklenme sağlanamayan sürgünlerin yaprakları somatik embriyogenezisi teşvik etmek için  eksplant kaynağı olarak kullanılmıştır. 

Lateral tomurcuklardan elde edilen sürgünlerin yapraklarının bazal kısmından alınan eksplantların embriyogenik kallus oluşturma açısından daha aktif olduğu görülmüştür. En yüksek kallus oluşum oranı 5 mg/l NAA ilaveli MS besi ortamında elde edilmiştir (Eksplantların % 80’i). Bu kalluslar 0.1 mg/l BA ilaveli ortamda embriyolara dönüşmüştür (embriyogenik yığınların % 18’i).  Ancak aynı ortamda olgunlaşan embriyolar bitkiciklere dönüştürülememiştir.


Hemen hemen tüm bitki bilimi çalışmalarında vurgulandığı üzere, Türkiye sahip olduğu yüz ölçümüne oranla oldukça yüksek sayıda bitki türünü barındırmaktadır. Bu bitki türlerinin görece önemli bir kısmı tıbbi, ekonomik,  ve bitki coğrafyası (endemizm) vs. açısından öneme sahiptir. Dünya pazarlarında ticarete sahip olan bu biyolojik varlıkların in vitro koşullarda çoğaltılması hakkında temel bilgilerin oluşturulması, gelecekte ortaya çıkabilecek nesil tükenmesi riski ve çeşitli biyolojik araştırmalar (moleküler çalışmalar, ıslah çalışmaları vbg.) için son derece önemlidir. Ülkemizin yine sıkça söz edilen özelliklerinden biri de iyi planlanmış bir bilim politikası olmayışı veya uygulanamayışıdır. Var olan veya oluşturulacak bilim politikaları içinde, Türkiye  bitki türlerinin (en azından nadir ve çeşitli alanlarda öneme sahip olanların)  her türlü biyoteknolojik araştırma ve uygulamaya hazır hale getirilmiş bir veri tabanının oluşturulması konusunda  girişimler yapılmalıdır. Kanımızca, çeşitli bilimsel disiplinlerde bitki kaynaklı ürünlerle (sekonder metabolitler, yağ üretimi vb.) veya bitkilerin doğrudan kendisiyle (tür biyolojisi, bitki ekolojisi, fizyolojisi vb.) ilgili araştırmalarda en çok gereksinilen temel bilgiler böylesi bir yaklaşımla sağlanabilir. Sözgelimi, Türkiye Orkide türlerinin in vitro çoğaltımı konusunda hazır bir reçete(ler) bulunması, konuyla ilgili tüm bilimsel girişimler için zaman ve maliyet açısından önemli kolaylıklar sağlayabilecektir. Buna benzer bir çalışma Avustralya Orkide türleri için hazırlanmış ve kitap olarak basılmıştır (cf. Taji, 1996 ). Böyle bir bilginin ülkemiz sahlepleri için hazırlanmış olmasının önemi tartışma götürmez bir durumdur. Mevcut araştırıcı potansiyelimize baktığımızda,  bir çok üniversitemizde bu konuyla doğrudan ya da dolaylı olarak ilgili iyi yetişmiş ve birikimli personelin varlığı kendini göstermektedir. Hazırda bulunan bu potansiyelin iyi kanalize edilmesi ve vurguladığımız veri tabanının hazırlanması amacıyla organize edilmesi gerekliliği vardır. Gerçekleşmesi pek zor görünmeyen bir organizasyonla ülkemiz bitkilerinin in vitro  çoğaltımı konusunda önemli miktarda bilginin çok uzun olamayan bir sürede elde edilmesi olanaklıdır. 

ÖZET

Gladiolus anatolicus ( Boiss.) Stapf’un mikroçoğaltımı için, çiçeklenme dönemi öncesi korm bölmeleri, lateral tomurcuklar ve lateral tomurcuklardan in vitro koşullarda elde edilen sürgünlerin yaprakları eksplant olarak kullanılmıştır.


Araziden toplanan kormlar 24 saat boyunca akan çeşme suyu altında bekletilmiş ve  yüzeydeki pulları çıkarılmıştır. Materyaller steril kabin içinde  17 dakika  % 70’lik etilalkol ve 20 dakika % 4.5’lik NaOCl  ile muamele edildikten sonra steril distile suyla 3 kez çalkalanmıştır.

Steril edilen kormlar enine diskler ve pasta dilimi şeklinde 6 parçaya ayrılmış ve kesilen korm bölmeleri NAA’nın farklı konsantrasyonlarını içeren MS besi ortamlarına aktarılmışlardır. Enine diskler şeklinde kesilen eksplantlarda hiçbir gelişme gözlenmemiş ve eksplantlar zamanla kararmışlardır. Pasta dilimi şeklinde kesilen korm bölmelerinde NAA’nın farklı konsantrasyonlarında, farklı oranlarda kalluslar elde edilmiştir. En yüksek kallus oluşum oranı, 8.5 mg/l NAA  ilaveli MS besi ortamında gerçekleşmiştir (Eksplantların  % 75’i ).


Kültür başlangıcından 8 hafta sonra 1 cm çapındaki kalluslar rejenerasyon denemelerine alınmışlardır. Bu denemelerde NAA ve BA ‘nın tek başlarına ve farklı miktarlarda kombinasyonlarını içeren ortamlarda sürgün rejenerasyonu teşvik edilmiştir. Eksplant başına en yüksek sürgün sayısı 0.2 mg/l BA ve 2 mg/l NAA ilaveli MS ortamında elde edilmiştir (4.7 sürgün/eksplant). 4-6 cm boyuna ulaşan sürgünler korm teşviki için büyüme düzenleyici içermeyen ve 0.1 mg/l BA içeren MS ortamlarına aktarılmışlardır. 0.1 mg/l BA içeren ortamda alt kültürlemeler sırasında korm, kök ve kormel oluşumu gözlenmiştir. Ancak sürgünlerde köklenme oranı çok düşüktür (% 20). Köklenen sürgünlerde  alt kültürler sırasında  sürgün başına 5-6 kormel elde edilmiştir. Büyüme düzenleyici içermeyen ortamda korm oluşumu ve köklenme görülmemiştir.


Steril kormdan yaklaşık 3 mm’lik üçgen korm parçası ile alınan lateral tomurcuklar 0.5, 1 ve 2 mg/l BA içeren MS  ortamlarına aktarılmışlardır. 1 mg/l BA ilaveli ortamda tek sürgün uzaması görülmüştür. 0.5 ve 2  mg/l BA ilaveli ortamlarda sırasıyla eksplant başına 8 ve 11 sürgün elde edilmiştir. Bu sürgünler büyüme düzenleyici içermeyen MS ve 0.1 mg/l BA içeren MS ortamlarına aktarıldıklarında, korm ve köklenme görülmemiştir. Bu sürgünlerin yaprakları somatik embriyogenezisi teşvik etmek için eksplant kaynağı olarak kullanılmıştır.


Lateral tomurcuklardan elde edilen sürgünlerin yapraklarının bazal, orta ve üst kısımlarından 1’er cm’lik eksplantlar NAA ve BA’nın farklı konsantrasyonlarını içeren MS ortamına alınmışlardır. Yaprakların bazal kısımlarından alınan eksplantlar embriyonik kallus oluşum oranı açısından daha aktif bulunmuştur. Bu kısımlar 5 mg/l NAA ilaveli ortamda en yüksek kalluşlaşma oranı göstermişlerdir (Eksplantların % 80’i ). Kültür başlangıcından 6 hafta sonra proembriyonik yapılar büyüme düzenleyici içermeyen ve 0.1 mg/l BA içeren ortamlara alınmışlardır. Sadece 0.1 mg/l BA içeren ortamda proembriyonik yapıların embriyolara dönüştüğü gözlenmiştir ( Embriyonik yığınların % 18’i). Yaklaşık 2 hafta sonra her embriyonik yığında 20-25 somatik embriyo belirginleşmiştir. Olgunlaşan embriyolar birbirlerinden ayrılarak aynı ortamlara alt kültür edilmişler, ancak bitkiciklere dönüştürülememişlerdir.
SUMMARY

Corm sections before flowering period, lateral buds and leaves of shoots which were obtained under in vitro conditions from lateral buds have been used to micropropagate Gladiolus anatolicus (Boiss.) Stapf.


The corms, collected from nature were kept under running top water for 24 h and then scales on corms were removed. The materials were rinsed three times with sterile distilled water after the treatment with 4.5 % NaOCl for 20 min and nd 70 % ethanol for 17 min in laminar air flow cabinet. 


The sterilized corms were segmented into disks and pastry slices as six slices and then the segmented corms were transferred to the nutrient media containing different concentrations of NAA. No development was observed in disk shaped corm segments and blackening was observed.   In the pastry slice shaped corm segments, calli were obtained with variable rates in different concentrations of NAA. The highest rate of callus formation (75 %) was occured in MS medium containing 8.5 mg/l NAA.


Eight weeks after the culture was initiated, calli in 1 cm diameter were taken into regeneration experiments. In these experiments, shoot regeneration was promoted using NAA and BA only, and NAA + BA in different amounts. The highest number of shoots per explant was obtained in MS medium containing 0.2 mg/l BA and 2 mg/l BA ( 4.7 shoots per explant). The shoots in 4-6 cm length were transferred to media containing 0.1 mg/l BA and without growth regulators. During the subculturing in the medium with 0.1 mg/l BA, corm, cormel and rooting formation were observed but rooting rates in shoots were very low (% 20). In the rooted shoots, 5-6 cormel per shoot were obtained during subculturing. Corm formation and rooting were not observed in the medium without growth regulator.


  Lateral buds with triangular corm segment in 3 mm diameter from sterilized corm were transferred into media containing 0.5, 1 ve 2 mg/l BA. In the medium with 1 mg/l BA, single shoot elongation was observed. In the media containing 0.5 and 2 mg/l BA, 8 and 11 shoots were obtained in the same order. These shoots were transferred into MS media without growth regulators, no formation of corm and root was observed. Leaves of these shoots were used as explant resource to promote somatic embryogenesis.


The explants in 1 cm diameter which were taken from basal, middle and upper parts of leaves of shoots from lateral buds were taken into MS media containing different concentrations of NAA and BA. The explants from basal parts of leaves were found more active in embryogenic callus formation. These parts showed the highest callus formation rate (80 %). After six weeks of culture was initiated , proembryonic structures were transferred into media with 0.1 mg/l BA and without growth regulators. The proembryonic structures were differentiated to embryos only in the medium containing 0.1 mg/l BA. After two week, 20-25 somatic embryos were distinguished in each embriyonic mass. Matured embryos were subcultured  same media by dissecting but they could not converted to plantlets. 
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Sekil 1: Gladiolus korm. Sol: Dis goriiniis. Sag: Kat1 govde yapisim gdsteren boyuna kesit.







