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OZET

Bu ¢alismada, in vitro sartlarda safran (Crocus sativus L.) bitkisinin soganlarindan
elde edilen siirgiin uglari kullanilarak, somatik embriyo tiretimi amaglanmistir. Bu amagla;
besin ortamlarina farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri

eklenmis ve bunlarin somatik embriyo olusumu {izerine etkileri incelenmistir.

On sterilizasyon ve yiizey sterilizasyonu islemleri yapilan safran soganlari, icerisine
bitki biiyiime diizenleyicisi eklenmemis, % 3 sukroz ve % 0.8 plant agar iceren ve pH’s1
5.8’e¢ tamponlanmis, 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilen MS (Murashige Skoog)
besiyerine ekilmistir. Kiiltiir ortami1 olarak 2422 °C ve 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlk
fotoperiyot kullanilmistir. Siirgiin olusumunun ardindan siirgiin uglar1 kesilerek, somatik
embriyo olusumu icin eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. In vitro somatik embriyo
tiretiminde sukroz ve plant agar iceren MS besiyeri igerisine bitki bliylime diizenleyicisi
olarak; iki farkli konsantrasyonda (1 ve 0.5 mg/l) BAP (6-Benzilaminopiirin) ile
desteklenmis farkli konsantrasyonlarda (1, 0.5, 0.25 mg/l) 2,4-D (2,4-Diklorofenoksiasetik
asit), P (Pikloram), NAA (Naftalin asetik asit), IBA (Indol-3-Biitirik asit), IAA (indol-3-
Asetik asit) eklenmistir. Farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda BBD igeren besi
ortaminda kiiltiire alinan stirgilinlere iki ayda bir alt kiiltiirleme islemi yapilarak yaklasik
151 giinde sonuglar alinmis ve siirglinlerden somatik embriyolar rejenere edilmistir.
Siirgiinlerden somatik embriyo rejenerasyonu i¢in 1 mg/L BAP igeren ortamlardan en iyi
sonuglar almmustir. TAA ve 2,4-D igeren ortamlarda somatik embriyo gelisimi
gozlenmemistir. Stirglinlerden somatik embriyo rejenerasyonunda en iyi sonu¢ veren BBD
konsantrasyonu 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA olmustur. Rejenere edilen somatik embriyo
sayis1t 104’tiir. Bunun haricinde en iyi sonug veren diger iki BBD konsantrasyonlar1 1 mg/1
BAP + 0,25 mg/l P igeren ortam ve 1 mg/l BAP + 0,25 mg/l IBA iceren ortam olmustur.

Bu iki ortamdan rejenere edilen somatik embriyo sayisi sirasiyla 77 ve 79’dur.

Yapilan bu in vitro kiiltiir calismalar1 sonucunda, somatik embriyolar siirgiinlerden
basarili bir sekilde rejenere edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Crocus sativus L., safran, korm, in vitro, rejenerasyon, somatik
embriyo, 2,4-D, NAA, BAP, Pikloram, IBA, IAA, BBD



SUMMARY

Micropropagation of Saffron (Crocus sativus L.)

In this study, it was aimed to produce somatic embryo in vitro using shoot tips
obtained from corm of saffron (Crocus sativus L.). For this purpose; plant growth
regulators have been applied to the nutrient media at different combinations and

concentrations and their effects on somatic embryo formation have also been examined.

The saffron corms subjected to pre-sterilization and surface sterilization were MS
(Murashige and Skoog), which had no plant growth regulator added, 3% sucrose and 0.8%
plant agar and pH 5.8 buffered, sterilized in autoclave at 121°C for 15 minutes, 24 + 2 °C
and 16 h light / 8 h dark photoperiod were used as culture media. After shoot formation,
shoot tips were cut and used as explant source for somatic embryo formation. As a plant
growth regulator in MS medium containing sucrose and plant agar in in vitro somatic
embryo production, 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid), Picloram, NAA (Naphthalene
Acetic acid) at different concentrations (1, 0.5, 0.25 mg/l) supplemented with BAP (6-
Benzylaminopurine) at two different concentrations (1 and 0.5 mg/l), IBA (Indole-3-
Butyric acid), IAA (Indole-3-Acetic acid). At different combinations and concentrations,
cultures were cultured in medium containing BBD and sub-cultivation was performed
every two months. The results were obtained in about 151 days and somatic embryos were
regenerated from shoots. Best results were obtained from media containing 1 mg/l BAP for
somatic embryo regeneration from shoots. Somatic embryo development was not observed
in IAA and 2,4-D containing media. Best results were obtained from media containing 1
mg/l BAP for somatic embryo regeneration from shoots. Somatic embryo development
was not observed in IAA and 2,4-D containing media. The best result for somatic embryo
regeneration from shoots was the concentration of BBD 1 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA. The
number of somatic embryos regenerated is 104. Apart from this, the two other best
performing BBD concentrations were medium containing 1 mg/l BAP + 0.25 mg/l P and
medium containing 1 mg/l BAP + 0.25 mg/l IBA. The number of somatic embryos

regenerated from these two mediums was 77 and 79, respectively.

VI



As a result of these in vitro culture studies, the somatic embryos are successfully
regenerated from shoots.

Key Words: Crocus sativus L., saffron, corm, regeneration, somatic embryo, in vitro, 2,4-
D, NAA, BAP, Picloram, IBA, IAA, PGR
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1. GIRIS

1.1. Safran (Crocus sativus L.) Genel Bilgi

Tibbi ve aromatik bitkiler 6zellikle son yillarda diinyadaki tiim toplumlarda daha
fazla 6nem kazanmaya ve kullanilmaya baslamistir [1]. Bu bitkilerden biri de “Safran”
(Crocus sativus L.)’dir [2]. Safran (Crocus sativus L.) tibbi ve aromatik bir iiriin olarak
ekonomik degeri yiliksek olan bir bitkidir ve bu bitki antik ¢caglardan beri bilinmekte, en az
3500 yildir da baharat, boya, ilag kaynagi olarak kullanilmakta ve diinyanin pek g¢ok
tilkesinde yetistirilmektedir [3, 4, 5, 6, 7].

Safran (Crocus sativus L.) “sar1” anlamina gelen Arapga “za-faran” kelimesinden
tiretilmistir [8]. Bu altin degerindeki baharat Sanskritce’de “Kum Kum” ve “Kesar”,

Kesmirce’de “Koung” olarak gegmektedir [9].

Safranin kullanimi ¢ok eskilere dayanmaktadir. Safran aym1 zamanda oksiiriik,
mide rahatsizliklari, kolik, astim ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde de ilag olarak

kullanilmaktadir [10].

1.2. Safran (Crocus sativus L.) Bitkisinin Tarihcesi

Arkeolojik ve tarihi kayitlar, bir bolgedeki safran bitkisinin varligini kanitlamak,
baska yerlerde yayilimini izlemek ve son olarak da ayni bolgelerdeki safranin muhtemel
gelecegi hakkinda belli bir sonuca varmak ic¢in oldukc¢a onemlidir [11]. Koku verici,
renklendirici ve tibbi 6zelliklere sahip olan pahali safran ¢i¢eklerinin kurutulmus stigmalari

eski ¢aglardan beri ¢ok degerli olmustur [10].

Safranin tarihgesi M.O 3000’lere kadar uzanmaktadir [12]. Safranin kokeni tam
olarak bilinmemekle beraber, bitkinin kokeninin Dogu Akdeniz muhtemelen de Anadolu
ve Iran’a kadar dayandigina inanilmaktadir [9, 10, 13]. Baz1 kaynaklara gore, safranin
Anadolu’ya Orta Asya’dan go¢ eden Tiirkler tarafindan getirildigi bilinmektedir [14].
Safranin Kiiciik Asya’nin daglik bolgelerinden Yunanistan’a, Bati Asya’ya, Misir’a veya

Kesmir’e kadar olan kékeni hakkinda farkli fikirler de vardir [9].



Homeros ve Hipocrates, safran bitkisinin ¢aglar boyunca Iran ve Hindistan’in
Kesmir Bolgesi’nde yetistirildigini kaydetmistir. Mogollar, safran1 Cin’e; Araplar,
Ispanya’ya ve Haglilar ise, Bat1 Avrupa’ya tanitmislardir [11, 12]. Eski Yunan, Roma ve
Misir uygarliklarinda safran; boyama, parfiim, ilag ve yemek pisirme gibi amaclarla
kullanilmistir. Orta Dogu’da da en az 4000 yildan beri aroma verici, tatlandirici, parfiim,
boya, ilag olarak kullanilmak iizere yetistirilmistir. Hatta, safran zaman zaman altin ile

esdeger tutulmustur [12].

Safran, Hititler doneminden beri Anadolu’da bilinen ve ilag olarak kullanilan bir
bitki olmustur. Yunanlilar déneminde Izmir yoresinde yetistirilmistir. Bir zamanlar,
Ingiltere’nin Essex Bolgesi’nde kiiciik bir kasabada ticari olarak safran yetistirilmis ve bu
kasabaya “Safran Walden” ismi verilmistir. Osmanlilar doneminde de 6nemini korumus ve
1858 yilinda 9.705 kg safran Ingiltere’ye satilmistir. Tahminen 20.yy’a kadar hatta
20.yy’m ilk ¢eyreginde Anadolu’da safran tarimimimn yapildigi bolge Safranbolu’dur [12].
Safranin dogada bulunan onciilii Crocus cartwrightianus’un kisir bir mutant formu olarak
Crocus sativus Bronz Cagi’nda Girit’te ortaya ¢ikmustir [12, 13]. Uzmanlara gore ise,
safrandan bahseden ilk dokiiman M.O 7.yy’dan Asurlular déneminden kalma Asurbanipal

tarafindan toplatilan bir botanik kaynakcasidir.

1.2.1. Dogu Akdeniz

M.O 1500-1600 arast Minos Uygarligi zamanminda saframin tedavi amagh
kullanildigin1 gosteren saray freskleri bulunmustur. Misirh saglikgilar her tiirlii tedavi igin
safran1 kullanmigtir. Safran, Sidan ve Tyre gibi sehirlerde de dokumacilikta boyama amagl

kullanilmigtir [12].



Resim 1. “Xeste 3" binasindaki freskten "Safran Toplayicilar1" [14]

1.2.2. Asya

Irak’ta 50000 yillik tarih Oncesi hayvan tasvirlerinde safran bazli pigmentlere
rastlanmistir. Antik Persler, M.O 10.yy’da Derbera, Isfahan ve Horasan sehirlerinde Fars
safranin1 (Hausknechtii) yetistirmistir. Kesmir ve Cin verilerine gore safran, 900 ile 2500

yil 6nceki bir zamanda buralara ulagsmistir [12].

1.2.3. Avrupa

Avrupa’da, Roma Imparatorlugu’nun ¢okiisiinden sonra safran yetistiriciligi
azalmaya baslamustir. Safran, Avrupa’ya Endiiliisler’in Ispanya, Fransa ve Italya’ya

girmesiyle birlikte geri donmiistiir [12].

Safranin 19.yy sonlarmma kadar en biiyiik ireticisi olan Tirkiye’de, oOzellikle
Virangehir safraninin en kaliteli safranlardan biri oldugu bilinmektedir. Bu durum,
tilkemizin safran {retimi agisindan Onemli bir potansiyele sahip oldugunu da
gostermektedir. Safran, tarthimizde Osmanli’nin ilk doénemlerinden 19.yy’in sonlarina
kadar 6nde gelen tarimsal tirtinlerden biri olmustur. Osmanli arsiv kayitlarina gore, tarimin
azalmaya basladig1 1858 yilinda bile yalnizca ingiltere’ye 9705 kg safran ihrag edilmistir.
Bu dénemde safran Anadolu’da; Safranbolu, Adana, Sanlurfa, Tokat ve Izmir illeri basta
olmak tizere yaygin olarak yetistirilmistir. 1913 yilina gelindiginde ise safran iiretimi

yalnizca Safranbolu ve Sanliurfa’da yapilmis ve 794.500 kg safran elde edilmistir [12].



1.3. Safran (Crocus sativus L.)’ in Taksonomisi

Safran (Crocus sativus L.), sonbaharda ¢igek acan ¢ok yillik bir bitkidir [15, 16].
Safran bitkisinin taksonomisi incelenecek olursa; Magnoliophyta Bolimii, Liliopsida
Sinifi, Asparagales Takimi ve Iridaceae (Siisengiller) Ailesi’ne ait bir bitkidir [16, 17, 18,
19, 20].

Tablo 1. Crocus sativus L. nin Bilimsel Siiflandirilmasi [10]

ALEM Plantae
BOLUM Magnoliophyta
SINIF Liliopsida

ALT SINIF Liliidae
TAKIM Asparagales
AILE Iridaceae
CINS Crocus
TUR Crocus sativus L.

Iridaceae (Siisengiller) ailesi, yaklasik olarak 65 cins ve 2.025 tiirii kapsamaktadir.

Bu aile igindeki bitkiler; rizom, korm ve soganhidir [21].

Crocus cinsi ise diinya genelinde 80 tiir icermektedir. Bu 80 tiiriin yaklasik 32
tanesi Tiirkiye florasinda bulunmaktadir. Bu 32 tiir arasinda safran (Crocus sativus L.) da
bulunmaktadir [10]. Crocus cinsi Avrupa, Kuzey Afrika ve Bati Asya’nin kurak
tilkelerinde yayilma gostermektedir [13].

1.4. Safran (Crocus sativus L.)’min Morfolojisi

Crocus cinsi bitkiler, dolgun yer altt kormlara (sogan) sahiptir. Bu kormlar;
genellikle simetriktir ve gesitli sekillerde (lifli, zarl1) olup, sert bir tabaka ile kaphdir. Cogu
Crocus tiirii yillik yenilenen bu kormlar araciligiyla ¢ogaltilir [1]. Safran (Crocus sativus

L.)’da ¢ok yillik, otsu ve 3-5 cm ¢apinda steril geofit bir bitkidir [9, 10].



Resim 2. Safran (Crocus sativus L.) soganlari [33]

Safran bitkisinin aktivasyonu yaklasik olarak, giindiiz sicakliginin 25°C ve gece
sicakliginin 15°C’ye ulastigi Eyliil ayindan itibaren baslamaktadir. Her bir korm, bazilari
cicek olusumunu saglayan 1-4 filiz tiretir. Maksimum apikal tomurcuk boyutu elde etmek
1 yil siirer ve her kormun tam kabuklu hale gelmesi igin 1 yil daha geger. Bu siirecin tam
ortasinda bitki dormansi (bekleme) asamasina girer. Kormlar, sonbaharda ¢igeklendikten
sonra kis1 yaprakli gecirerek mayis ayindan itibaren toprak ylizeyine ¢ikan yapraklarin
kurumas: ile dormansi asamasina girer. Iste bu dormansi sirasinda ¢igekli ve bitkisel
tomurcuklar ile kokler farklilasmaya baslar. Yaz boyunca dormant halde kalan kormlar,
sonbaharda tekrar ¢i¢ek acar ve yaprak cikarir. Haziran ay1 ortasinda, kormlardaki % 67
seviyesindeki toplam kuru madde i¢inde nisasta konsantrasyonunda asamali bir azalma
gbozlemlenir. Nisasta; Sukroz ve diger c¢oziiniir sekerlere dondiistiiriilir ve bunlar,

tomurcuklar farklilagtirilmis ve gelistirilmis dokulara yonlendirilir [9, 22].

Bitkisel faz; ciceklenme bittikten hemen sonra Kasim ayinda baslar. Geng filizler,
kardes kormlara doniisiir ve gen¢ kormlar i¢in alan birakan anne kormlarin katkisiyla

fotosentezle gelismeye baslar [9].

Safran (Crocus sativus L.) bitkisinin toprak tstii kism1 tek yillik, toprak alti kismi
ise ¢ok yilliktir. Toprak istiindeki kisminda serit seklinde, ince uzun yapraklar1 vardir.
Toprak altindaki kismi olan kormlar ise, bir tabaka ile ¢evrilmis olup diigiim olusturur ve
bu sayede i¢ten nisasta igeren parankima hiicreleri olusur [10]. Bu kormlar ¢ap1 yaklasik 5
cm, iistten ve alttan hafif basik diiz bir tabana sahip ¢evresi kahverengi kabuklarla ortiilmiis

kiirelerdir [2, 22]. Her bir korm 6-9 yaprak iiretir [1, 10].



Safran kormlar1 iki farkli yapisal ve fonksiyonel kok modu iiretir. Bunlar fibroz
kokler ve kontraktil koklerdir. Fibroz kokler; kormlarin tabaninda tek bir halkadan ¢ikan,
diiz ve ince koklerdir (¢ap1 yaklasik 1 mm). Kontraktil kokler ise; basta tomurcuk olarak

adlandirilan ¢ok genis ve beyazimsi bir yumru organi gériintimiindedir [1, 13].

Ciceklenme, Ekim ayinin 3. ya da 4. haftasindan baslayarak Kasim ayimnin ortalarina
kadar stirmektedir. Korm ¢evre uzunlugu 8 cm’den biiyiiktiir ve ortalama olarak her
bitkiden 7-8 adet ¢igek alinmaktadir. Bitki boyu, ortalama 20-25 cm’den 50 cm’ye kadar
cikabilmektedir. Cigekler lale biyiikliiglinde ve zambaga benzemektedir [14, 22]. Her bir
bitki ti¢ adet ¢anak yaprak (sepal) ve ii¢ adet ta¢ yapraga (tepal) sahiptir; ancak hem ¢anak
yaprak hem de tag¢ yaprak mor renkte oldugu i¢in birbirinden ayirt etmek olduk¢a zordur
[13]. Her gigekte ii¢ adet sar1 renkte erkek organ (stamen) bulunmaktadir. Cigegin asil
onemli organi ise disi organ (pistil)’dir. Bir adet olan disi organ yumurtalik (ovaryum),
yumurta borusu (stilus) ve tepecik (stigma)’ten olusmaktadir [13, 14]. Pistil, turuncu-

kirmiz1 renktedir ve boru seklindeki ovaryumun merkezidir. Stigma ise soluk sar1 renktedir

[10].

Resim 3. Safran bitkisi morfolojisi [34]
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— Tepecik (Stigma) (pistil'in, gigedin

\ digi organinin ucu).
— Stamen (gigedin erkek organlar).
& — Corolla ( Tag yapraklarin

olugturdudgu sarmal).

|

i Sogan (Ureme organi).



1.5. Safran (Crocus sativus L.) Yetistirme Sartlar

Safran diisiik rakimli bolgelerden 2000 m yiikseltiye kadar uyum saglayabilen bir
bitki olmakla birlikte, farkli yiikseltilerde de basariyla yetistirilebilmistir [22]. Safranin
cogaltimi insan yardimina baglidir; soguk kis aylarindan etkilenmez hatta ¢iceklenmeden
hemen 6nce kisa siireli kar yagisi safran verimini de arttirmaktadir. Stirekli nemli ve sicak

kosullar ise bitkiye zarar vermektedir [19].

Safran bitkisinin biylime siiresi yaklasik 220 giindiir. Sonbaharda yagzs, 1lik yazlar
ve 1lik kislar safran icin yiiksek verim saglayan iklim kosullaridir. Safranin su ihtiyaci
dugiktir [1, 10, 20]. Safran (Crocus sativus L.), diisiik yogunluklu, iyi drenajli kil ve
yiiksek organik igerige sahip kiregli topraklarda yetisir [19]. Toprak; kuru, Killi veya
kalkerli (kiregli), havalandirilmis, diiz ve agagsiz olmalidir. Crocus sativus L. ekilecek
topragin organik karbon ve kalsiyum karbonat i¢erigi yaklasik % 0.35 ve % 4,61 olmalidir.
Topragin pH degeri 6,3 ile 8,3 arasinda, elektrik iletkenligi 0.09 dsm™ ile 0,30 dsm™
arasinda hafif alkali olmalidir [9].

Resim 4. Cigeklenmis safran bitkisi [35]

Erozyon riskini onlemek icin toprak organik malzeme ile dengelenmeli, suyun
tahliye edilmesine izin verilmeli ve kormlarin hasar gérmemesi i¢in uygun derinlik
saglanmalidir [5]. Ana kormlar derine ekildiginde daha Kaliteli safran elde edilir. Ekim;
Haziran-Temmuz aylarinda gergeklestirilir. Kormlar yaklasik olarak, en fazla 20 cm
derinlige yerlestirilmeli ve kormlar arasindaki mesafe de 10 cm olmalidir [5]. Ilk ekimde

tercih edilen korm iriligi 4-6 gr’dan kiiglik olmamahidir [22].



Hem Kkormlarin ekimi ve hem de safran gigeklerinin toplanmasi oldukga zordur;
¢linkii ¢igekler hizla solar, stigmalar renk ve aromasini kaybeder. Bu nedenle ¢igekler safak
vakti ile sabah saat 10’a kadar toplanmalidir. Ayrica, safran stigmalari yiiksek nem

seviyesine sahiptir; onlar1 en iyi sekilde muhafaza etmek igin kurutmak gerekir [5].

1.6. Safran (Crocus sativus L.) Baharatinin Elde Edilisi

Safran adi yaygin olarak hem baharat hem de bitkinin kendisini ifade etmek i¢in
kullanilmistir [10, 20]. Safran (Crocus sativus L.) diinyadaki en pahali baharat tiirlerinden
biridir [20]. Safran baharati, Crocus sativus’un kurutulmus stigmalarindan elde edilir [3,
20, 23].

Resim 5. Safran bitkisinin toplanmasi ve stigmalarin ayrilmasi [36, 37]




Crocus ¢igeklerinin toplanmasi, stigmalarinin ayiklanmasi ¢ok yogun bir el emegi
gerektirdigi i¢in, safran baharatinin elde edilisi ¢ok zahmetli bir siirectir ve bu nedenle de
pahal1 bir baharattir. Safran stigmalar1 yiiksek nem seviyesine sahip oldugundan, onlar1 ¢ok
1yl muhafaza etmek i¢in kurutmak gerekir. Kurutma isleminden sonra, safran stigmalari
orijinal boyutunun 1/5 ine iner. Bu da, 1 kg ham stigmadan tiiketime hazir 200 g safran
baharat1 elde edilebilir demektir [5].

1 kg safran baharati iiretmek i¢cin 150.000 ¢icek stigmasi gereklidir [1]. Safran
yetistiriciliginde ortalama 80-120 bin ¢igekten 5 kg yas tepecik bundan da 1 kg kuru iiriin
alinmaktadir [22].

1.7. Safran (Crocus sativus L.)’in Kimyasal Yapisi

Safranin ticari degerinin Onemli olmasi, baharat kaynagi olarak kullanilan
stigmalarindan ileri gelmektedir. Essiz aroma, renk, tat ve tibbi 6zellikleri ile taninmaktadir
[24]. Safran; antioksidan, hastalik Onleyici 6zelliklere sahip oldugu bilinen birgok bitki
tirevli bilesik igermektedir [5]. Safran g¢igeklerinin kurutulmus stigmalari yalnizca
yiyeceklerin tatlandirilmasi, renklendirilmesi i¢in bir baharat kaynag: olarak degil, ayrica
150’den fazla ugucu ve aromatik bilesik ile bir¢ok ucgucu olmayan aktif bilesen de
icermektedir [5, 13, 14, 16]. Bunlar; karotenoid, zeaksantin, likopen ve bir¢ok farkli
karotendir [13].



Safran baharatinin ayrintili kimyasal analizi yapildiginda, ana bilesenlerinin
karotenoid olan krosetin (a-krosetin veya krosetin-1 olarak da adlandirilir.), glikosidik
formlar1; digentiobiosid (krosin), gentiobiosid, glukozid, gentioglukozit ve diglukozid, B-
krosetin (monometil ester), y-krosetin (dimetil ester), trans krosetin izomer, 13-cis-krosetin
izomer; A-karoten, B-karoten, likopen, zeaksantin ve bir ksantan-karotenoid glikosidik
konjugat olan mangiksin oldugu ortaya konmustur. Safrana renklendirici 6zelligi veren
bilesen, suda c¢oziinlir karotenoid olan krosinlerdir (krosetinin cis ve trans glukozil
esterleri). Monoterpen aldehitler, pikrokrosin ve onun glikotlanmis tiirevi safranal
(dehidro-pB-sikloitral) sirasiyla aci, lezzet ve aromadan sorumludur ve safranin en 6nemli
komponentleri pikrokrosinin hidrolizi ile elde edilmistir [1]. Koku (safranal), tat
(pikrokrosin), renk verici pigment (krosin) komponentleri Crocus sativus ¢igeklerinin

kirmizi stigmatik bolgelerinde lokalizedir [1, 16].

Safran altin sarisi-turuncu rengini a-krosine borgludur. Bu krosin trans-krosetin di-
(B-D-gentiyo biyosit) ester’dir (sistematik (IUPAC) adi: 8,8-diapo-8,8-karotenoik asit).
Yani safranin aromasinin altinda yatan karotenoid, krosetinin digentiobioz esteridir. Ayni
zamanda krosetin bir konjuge polien dikarboksilik asittir, ayrica hidrofobiktir ve
dolayisiyla da yagda ¢oziiniir. Krosetin iki adet suda ¢ozlinen gentibioz ile birlesince
ortaya cikan iriin de suda c¢oziiniir. Ortaya ¢ikan o-krosin, kuru safran kiitlesinin

%10’undan fazlasi olusturan bir karotenoid pigmentidir.

Bu iki esterlesmis gentibioz, suda ¢6ziiniir hale gelmis olan a-krosini piring pilavi

gibi su bazli yemekleri renklendirmek i¢in ideal bir iiriin yapar [14].

Safranin keskin tadi pikrokrosinden ileri gelir [13]. Pikrokrosin (kimyasal formiilii:
CeH2607; sistematik adi: 4-(B-D-glukopiranosiloksi)-2,6,6-trimetilsikloheksa-1,3-dien-1-
karboksaldehit) diye bilinen bir aldehit alt eleman1 bir karbonhidratin bilesiminden olusur.
Bocek oldiiriicii 6zellikleri olan pikrokrosin kuru safranin %4 kadarimi olusturur. Ozellikle
pikrokrosin, zeaksantin karotenoit (oksidatif parcalanma ile) kisalmis bir seklidir ve terpen
aldehit olan safranalin bir glukozit tlirevidir. Safran, hasattan sonra kurutuldugunda
sicaklikla birlesen enzim etkisi sonucunda pikrokrosin D-glukoz ve serbest bir safranal
molekiiliine ayrisir. Ugucu bir yag olan safranal, safranin ayirt edici aromasinin énemli
bilesenlerinden biridir. Safranal, pikrokrosinden daha az keskindir ve baz1 6rneklemelerde

kuru safranin ugucu boliimiiniin %70’ini olusturur [14].
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Tablo 2. Safranin Kimyasal Bilesimi [14]

ICERIK % KUTLE
Karbonhidratlar 12.0-15.0
Su 9.0-14.0
Polipeptit 11.0-13.0
Seliiloz 4.0-7.0
Lipidler 3.0-8.0
Cesitli Nitrojen
icermeyen maddeler 40,0

1.8. Safran (Crocus sativus L.)’in Ekonomik Onemi

Safran; yiizyillardan beri boya, kozmetik, ilag ve gida sanayiinde kullanilmaktadir.
Kendi agirliginin 100 bin kat1 kadar suyu sar1 renge boyamaktadir. Parlak sar1 renk vermesi

nedeniyle boyamacilikta, kumas ve hali ipliklerinin boyanmasinda kullanilmustir [14].

Safranin ekonomik 6nemi, diinyada cesitli endiistri dallarinda ¢ok genis kullanim
alant bulunmasindan ileri gelmektedir [14]. Bugiin diinya piyasalarinda safranin grami

altinin gramina esdeger tutulmaktadir [22].

Safran; diinyadaki en yiiksek fiyath baharat olarak kabul edilmektedir [1]. Kaliteye
bagli olarak diinya pazarinda 200 ila 1600 USD/kg arasinda satilmaktadir [25]. Su anda
safran; Iran, Hindistan, Yunanistan, Fas, Ispanya, italya, Tiirkiye, Fransa, Isvigre, Israil,
Pakistan, Azerbaycan, Cin, Misir, Birlesik Arap Emirlikleri, Japonya ve yakin ge¢miste
Avustralya’da (Tazmanya) az ya da ¢ok yogun bir sekilde yetistirilmektedir [12, 14, 18,
22, 26].

Diinya safran iiretiminin yilda 205 ton oldugu tahmin edilse de, Iran’m safran
tiretiminde 47200 hektar ekili alan ve toplam safran {iretiminin %80’ini yani 160 tonunu
iireten onde gelen iilke konumundadir [1, 2]. Baslica Iran’in safran iiretim alanlari;
Horasan, Fars ve Cermen illeridir. Horasan eyaleti tek basina 46000 hektar ve 137 ton
{iretim yapmaktadir [1]. Iran’da yetistirme alan1 son 10 yilda yaklasik olarak %22 artis
gostermistir. Bununla birlikte, yillik {iretim de yaklasik %14 artmistir [14].

Hindistan’in Kesmir Bolgesi de, kendi ihtiyacina gore 8-10 ton safran {iretimi

yapmaktadir. Yunanistan’in iiretimi ise yaklasik 4-6 tondur. Fas, 0,8-1 ton arasinda iiretim
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yapmaktadir. Buna karsilik safran iiretimi bir¢ok iilkede de azalmistir ve hatta Ingiltere ile
Almanya gibi tilkelerde artik yapilmamaktadir. Giiniimiizde, La Mancha ve Teruel
alanlarinda asirlardir 4184 hektarlik alan {izerinde safran iiretimi yapilmaktadir. Diger
iilkelerdeki iiretim miktarlar; italya (Sardinia, Akila, Cascia)’nin 100 kg, Tiirkiye’nin
(Safranbolu) 30 kg, Fransa (Gatinais, Quercy)’nin 4-5 kg ve Isvigre (Mund)’nin iiretimi ise

neredeyse énemsizdir [1]. iran; {iretim miktar1 ve kalite agisindan énde gelen iilkedir [22].

Tiirkiye nin baz1 bdlgeleri (Safranbolu, Tokat, izmir, Adana ve Sanlrfa) safranin

orjini kabul edilmektedir [22].

Tablo 3. Tiirkiye’de Safranbolu’da Safran Bitkisinin Yillara Gore Ekim Alanlari [14]

1999 Y 6ritk 500 m?
2001 Asagigiiney 500 m*
2002 Davutobasi, Geren 1200 m*
2003 Asagigiiney 310 m?
2005 Asagigiiney, Yazikdy, Degmencik 12000 m?

Safran; geleneksel olarak 3 yilda bir Tiirkiye’den hasat edilir ve herhangi bir

smiflandirma olmaksizin nakledilir [18].

2014 verilerine gore, safranin 11 kdyde 40 iretici tarafindan 37 dekar alanda
yetistiriciligi yapilmakta olup, 1 da alandan optimum kosullarda 0,5 kg safran elde
edilmektedir. Bu bitki Ulkemizde sadece Safranbolu'da (Asagigiiney, Yazikdy, Diizce,
Davutobasi ve Geren kdylerinde) yetismektedir [27].

1.9. Safran (Crocus sativus L.)’min Yetistirme Zorluklari

Safran; Iridaceae (Siisengiller) ailesinin monokotil bir iiyesidir. Nispeten, soganli

ve kormlu monokotiller zor invitro materyaller olarak kabul edilmektedir [1].

Safran; yillik yenilenen soganlar iireten ve yalnizca onlardan ¢ogalan steril geofittir
[7, 20, 24, 28]. Yapilan ¢alismalar safranin steril triploid (2n=3x=24) bir bitki oldugunu
gostermektedir. Ototriploid olarak kabul edilmis olmasina ragmen, yine de bir alloploid ya
da otoploid olup olmadigina dair de hipotezler vardir [10, 17]. Safran kormlar1 araciligiyla
vejetatif olarak cogaltilir [3, 24]. Ciinkii safranin triploid dogasi vejetatif ¢ogaltima izin

verir, diizenli eseyli tiremeye izin vermez [10].
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Safran cicekleri; sterildir ve canli tohum iiretmede basarisiz oldugu i¢in kormlar
tarafindan ¢ogaltilir. Bir korm sadece bir sezon hayatta kalir ve sonunda “kormlet” adinda

yeni bitkiler tiretir. Cogalmasi insan faktoriine baghdir [2, 17].

Vejetatif olarak cogalan safran kormlar1 bir¢ok bocek zararlis1 ve patojeni
barindirir. Sihhi tedbirler ve meyve 1slah1 bu patojenleri kontrol altina basarili olamamustir.
Bakterisidler ve fungusitler bu patojenleri kontrol etmede kullanilabilir; ancak bu 6nlemler

hem ytiksek maliyetlidir hem de ¢evre kirliligine neden olur.

Son yillarda, diinyada safran yetistirme alani artmaktadir. Bununla birlikte, bir
takim Avrupa ilkelerinde yiiksek maliyet ve kirsal alanlarin sehirlesmesi nedeniyle ¢igek

tiretimi azalmistir. Hala, safran talebi iiretimden ¢ok daha yiiksektir.

Safran icin diinya capinda artan talep, biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi da
dahil olmak tizere ¢ogaltimla ilgili bir¢cok arastirmayi da tesvik etmektedir. Safran da dahil
olmak tizere farkli kiiltiirler mikrogogaltim tekniklerinin gelistirilmesine yonelik cesitli
biyoteknolojik arastirmalar yiiriitmektedir. In vitro biyoteknoloji, safrandan molekiiler
patojenlerden arindirilmis ekim materyali elde etmenin yani sira, safranin molekiiler

genetik gelisiminde de gelecek ilerlemelerin saglanmasinin temeli olarak da goriiliiyor [4].

Doku kiiltiirii ile safran bitkisinin ¢ogaltimi, patojen igermeyen yiiksek kaliteli
materyal tiretmek i¢in bilyiik bir potansiyel sunmaktadir. Safran kormlarina farkli patojen
kaynaklar1 saldirdig1 i¢in ¢iirlimeye, nekroza neden olurlar; biliylimeyi onemli OSlgiide
distiriirler ve cigek agmayr geciktirirler. Patojenlerin daha fazla isgali, ¢iceklenmenin
azalmasma ve dolayistyla her yil diisiik verimlilige neden olur. Bu nedenle, patojen
bulasmis kormlarmn ekilmesinin yeni kurulan veya yeniden ekilen ciftliklerde belirgin
verim disiisiiyle sonuglanacagi agiktir. Patojensiz korm iiretmek ig¢in uygun bir metot
bulmak, onlar1 hizli-verimli bir sekilde uygulamak bu problemi azaltabilir, dolayisiyla bu
durum verimi de arttirir. Doku kiiltiirii teknikleri hizlidir ve patojen icermeyen saglikli
bitkilerin de genis ¢apta ¢ogaltimini saglar [28]. Bu nedenle mikrogogaltim, kaliteli dikim
materyali / tohum ftiretimi ile safranin genis ¢apta gogaltilmasi i¢in ¢ok iyi bir alternatiftir

[17].
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1.10. Onceki Cahsmalar

Safran kormlar1 %70-80 EtOH ile muamele edildikten sonra 2-3 defa steril saf
sudan gegcirilmistir. Ardindan Tweeen-20 ilave edilmis c¢esitli seyreltmelerle %5 bazik
madde ihtiva eden NaOCI ¢o6zeltisinde yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra %
0,7-0,8 agar, farkli oranlarda sukroz (30, 60, 90 g/1) ve farkli konsantrasyonlarda BAP, 2,4-
D ve KiN iceren, pH’1 5.6-5.8 ¢ sabitlenmis kat1 besi ortamina ekilmistir. Yapilan ekimler
kiiltiir sartlarinin 21°C %70-80 nem diizeyine sahip oldugu ekim odalarma kaldirilmistir
[1]. Baska bir c¢alismada, iki farkli safran (Crocus sativus L.) genotipinin in-vitro
kosullarda mikrogogaltimi yapilmistir. Safranbolu ve Horasan elde edilen safran kormlari,
ilk olarak 4 farkli konsantrasyonda hazirlanmis Thidiazuron (TDZ) i¢eren ortamda MS +
1.0, 2.0, 3.0 ve 4.0 mg/l TDZ + 0.5 mg/l NAA + 0.1 mg/l GAg3 siirgiin olusumunu tesvik
etmek icin kiiltiire alinmistir. ikinci alt kiiltiir ortaminda 4 farkli Paclobutrazol (PAC)
konsantrasyonu igeren MS + 0.5, 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/l PAC + 0.5 mg/l NAA'da mikrokorm
olusumu tesvik edilmistir. Elde edilen eksplantlar 4 farkli Indol-3-biitirik asit (IBA) MS +
0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l IBA + 0.1 mg/l Gibberellik asit (GA3) i¢eren koklendirme ortaminda
kok olusumu incelenmistir. Calisma sonunda elde edilen veriler degerlendirildiginde,
stirglin olusturmada Safranbolu genotipi i¢in 4.0 mg/l TDZ ve Horasan genotipi i¢in 3.0
mg/l TDZ ortamlarinin bagarili oldugu belirlenmistir. Ayrica Safranbolu siirgiin iiretiminde
Horasan genotipinden daha basarili goriilmiistiir. Mikrokorm {iretimi i¢in 2.0 mg/l PAC
iceren ortam her iki farkli genotip i¢in basarili bulunmustur. Horasan genotipi Safranbolu
genotipinden daha basarili olsa da iki genotip arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
bulunmamistir. Koklenme ortaminda da 1.0 mg/l ve 2.0 mg/l IBA igeren ortamlar arasinda
onemli fark goriilmemis ve her iki ortamin da kok olusumu i¢in uygun oldugu tespit
edilmistir. Iki farkli genotip karsilastirilirsa, Horasan genotipi daha yiiksek oranda

koklenme ortalamasina sahiptir [13].

Baska bir ¢alismada, ¢alismanin amact dogrudan ve dolayli organogenez kullanarak
safranin (Crocus sativus L.) in vitro mikro yayilimi ayrica, bitki biiyiime diizenleyicilerinin
ex-vitro kosullarda, korm iiretimi, filizlenme siiresi ve ¢imlenme orani gibi biiyiime
parametreleri lizerine etkisi arastirilmistir. Safranin in vitro rejenerasyonu igin baglangicta
2,4-D (2,4-diklorofenoksiasetik asit) ve BAP (6-benzilaminopurin) etkileri test edilmistir.
Direkt organogenez igin 1 mg/1 2,4-D ve 1 mg/l BAP kombinasyonu uygun iken, 0,25 mg/I
2,4-D ve 1 mgl BAP kombinasyonunun dolayli organogenezis i¢in daha uygun oldugu
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gozlemlenmistir. Direkt organogenez deneylerinin gelistirilmesi sirasinda, 2,4-D olmadan
BAP (1 mg/l), daha fazla siirgiin gelisimi saglanmistir. Adventif korm ve kok indiiksiyonu
icin NAA ve BAP kombinasyonlari incelenmistir. Birkag korm olusmasina ragmen, bu
uygulamalarla kok gelisimi gozlenmemistir. 1 mg/l IBA ile desteklenen kiiltiir ortaminda
yapilan diger deneyler ve % 5 sukroz, kontraktil kok olusumu ve Korm sayisinin
artmasinda etkili olmustur. Sonugcta, toplam verimlilik, kontraktil kék olusumu icin %
59.26, korm olusumu ig¢in % 35.19 ve siirgiin gelisiminde % 100 olarak hesaplanmistir
[10]. Yapilan baska bir ¢alismada da, ¢icekli pargalar ve korm pargalar1 de dahil olmak
tizere cesitli eksplantlar, farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri ile takviye
edilen farkli besi ortamlari tizerinde kiiltiire alinmistir. 6 aylik kiiltirden sonra 2 mg/l BAP
ve 0,5 mg/l NAA ile desteklenmis MS besi ortami iizerinde yeni kormlar iretilmistir.

Rejenere edilen kormlar 5 °C'de 5 hafta tutulduktan sonra bir saksiya aktarilmistir [15].

Son olarak yapilan baska bir calismada ise, safranin in vitro rejenerasyonu icin
baslangicta 2,4-D ve BAP etkileri test edilmistir. Dogrudan organogenez i¢in 1 mg/l 2,4-D
ve 1 mg/l BAP kombinasyonunun, 0,25 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP kombinasyonunun ise
dolayli organogenezde daha basarili oldugu gdzlenmistir. In vitro indirekt organogenez ile
rejenerasyon frekansinin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir. Kallus indiiksiyon oraninin %5
olarak hesaplanmistir. Dahasi, tiim parcalar embriyojenik kallus iiretmemis, ayrica ¢ogu

embriyo gelisimi de basarisiz olmustur. En iy1 sonug direkt organogenez ile elde edilmistir

[6].
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2. MATERYAL-METOT

2.1. Materyal

Bu ¢alismada, Karabiik ili, Safranbolu ilgesi, Yukar ¢iftlik koyii ( 41°17°51.36 K,

32°43'22.44' D)’ tiinden toplanan safran (Crocus sativus L.) kormlar1 kullanildi.

Fotograf 1. Safran (Crocus sativus L.) kormlari




Fotograf 2. Dis kabugu soyulmus haldeki safran kormu

Resim 6. Safran (Crocus sativus L.) kormlarinin temin edildigi Karabiik ili, Safranbolu ilgesi, Yukar1 ¢iftlik

koyii uydu goriintiisii

C
MLETTAITILS
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gitalGlobe l

Goruntu Tarihi:

Arastirma hedeflenen amaca gore birbirini izleyen 2 farkli asamada gergeklestirildi.
Ik asamada doku kiiltiirii ile canli ve yeni bir bitkiyi {iretebilen kormlardan siirgiinler elde
edildi. Ikinci asamada elde edilen bu siirgiinlerin u¢ kisimlar1 somatik embriyo iiretmek

icin, yeni alt kiiltiir ortamlarina alindu.
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2.2. Metot
2.2.1. Kullanilan MS Besi Ortamu ve Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Besiyerinin hazirlanmasi igin, karbon kaynagi olarak sukroz (Carlo Erba), MS
(Duchefa), jellestirici olarak; plant agar (Duchefa) kullanildi. Bitki biiylime
diizenleyicilerinden ise; BAP (Roth), NAA (Caisson), IAA (Merck), IBA (Merck), 2,4-D

(Acros) ve P (Duchefa)’dan kullanilmak {izere besi ortami i¢in stok soliisyonlar1 hazirland.

Tablo 4. Murashige Skoog (MS) Bilesenleri

Bilesenler mg/L
Amonyum nitrat 1,650.0
Borik asit 6.20
Kalsiyum Klorit (anhidrit) 332.20
Kobalt klorit 0.0250
Bakar siilfat pentahidrat 0.0250
Disodyum EDTA dihidrat 37.260
Demir siilfat heptahidrat 27.80
Glisin 2.0
Magnezyum siilfat (anhidrit) 180.70
Manganez siilfat monohidrat 16.90
Myo-inositol 100.0
Nikotinik asit 0.50
Potasyum iyodiir 0.830
Potasyum nitrat 1,900.0
Potasyum fosfat monobazik 170.0
Pridoksin hidroklorit 0.50
Sodyum molibdat dihidrat 0.250
Tiamin diklorit 0.10
Cinko siilfat heptahidrat 8.60

2.2.2. Besin Ortaminin Hazirlanmasi:

Besiyeri hazirlanirken, ilk olarak; 1 litrelik ortam i¢in, % 3 sukroz ve 4,4 gr MS
hassas terazi (SHIMADZU TXB622L)’de tartildi ve manyetik karigtirict (JEIO TECH TM-
14S ve ISOLAB MS-010)’da karistirilarak iyice ¢oziinmesi saglandi. Ardindan pH-metre
(THERMO SCIENTIFIC ORION STAR Al11) vasitasiyla pH 6l¢iimii yapilarak, pH; 1N
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HCI veya 1N NaOH ile 5.7-5.8’¢ ayarlandi. pH 6l¢limiiniin ardindan 1 litre besi ortami igin
% 0,8’lik plant agar tartildi. Sadece MS’li besi ortam1 kormlardan siirgiin ¢ogaltimi i¢in

hazirlandi.

Stirgiinlerden somatik embriyo ¢ogaltimi i¢in ise, MS’li besi ortamina plant agar
eklendikten sonra son olarak farkli konsantrasyonlarda BAP, NAA, IAA, IBA, 2,4-D ve
Picloram olmak iizere 6 farkli bitki biiylime diizenleyicisi uygun mikropipetler (BRAND)

araciligryla eklendi.

Tablo 5. Siirgiinden somatik embriyo rejenerasyonu i¢in besi ortamina eklenen bitki bitylime diizenleyici

konsantrasyonlari
Bitki Biiyiime Diizenleyici BAP (1 mg/l) BAP (0,5 mg/l)

1 mg/l 1 mg/l

2,4-D 0,5 mg/l 0,5 mg/l
0,25 mg/I 0,25 mg/I

1 mg/l 1 mg/l

IBA 0,5 mg/l 0,5 mg/l
0,25 mg/I 0,25 mg/l

1 mg/l 1 mg/l

IAA 0,5 mg/l 0,5 mg/l
0,25 mg/I 0,25 mg/I

1 mg/l 1 mg/l
NAA 0,5 mg/l 0,5 mg/l
0,25 mg/I 0,25 mg/l

1 mg/l 1 mg/l
Picloram 0.5 mgll 0,5 mgll
0,25 mg/I 0,25 mg/I

Bitki biiytime diizenleyicileri de eklendikten sonra besi ortamlari 121°C’de 15 dk
otoklavlandi (JEIO TECH ST-85G). Otoklavlanan besi ortamlari Laminer Flow kabin
(THERMO SCIENTIFIC S2020 1.2)’e koyularak katilagmasi i¢in beklenildi.
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2.2.3. Sterilizasyon Islemleri

In vitro doku kiiltiirlinde en onemli nokta sterilizasyon islemleridir. Boylelikle
calismada istenmeyen bakteriyal veya fungal kontaminantlarin engellenmesi amaglandi.

2.2.3.1. Ekim Esnasinda Kullanilacak Malzemelerin Sterilizasyonu

Ekim esnasinda on sterilizasyon isleminden sonra Laminer Flow kabinde yapilacak
olan yiizey sterilizasyonu ve ekim islemi igin gerekli olan; beher, bistiiri, pens, fayans
(materyallerin kesimi i¢in) gibi malzemelerin sterilizasyonu 200°C’de Kuru Hava

Sterilizatorii (JEIO TECH ON-21E)’nde yapild:.

2.2.3.2. On Sterilizasyon Islemi

On sterilizasyon isleminde safran kormlar1 2-2,5 saat akan musluk suyu altinda
bekletildi.

2.2.3.3. Safran Kormlarmn Yiizey Sterilizasyonu:

Safran bitkisi kormlarinin yiizey sterilizasyonu i¢in birgok farkli sterilizasyon
protokolii uygulandi. Bunlar arasinda sterilizasyonun en yiiksek diizeyde saglandigi

protokol belirlenmeye calisildi.

Tablo 6. Uygulanan Sterilizasyon Protokolleri ve Teknikleri

Sterilizasyon Protokolii Sterilizasyon Teknigi

» 15 dk %70’lik EtOH

1 » 20 dk %30’luk Ticari NaOCI+2-3 damla
Tween-80
» 15 dk %70’lik EtOH
2 » 10 dk %30’luk H,0,

» 10 dk %70’lik EtOH
3 » 15 dk %30’luk H,0,

4 » 2 dk %70’lik EtOH
» 5-10-20 dk %0.5 ve %1°lik AgNO3
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5 > PPM (1 mg/L)

» 5dk %70’1lik EtOH
6 » 10 dk %30’luk H,0,
» PPM (1 mg/L)

7 » 7 dk %70’1lik EtOH
» 20 dk DOMESTOS+Tween-80 (2-3 damla)

6.protokoliin safran kormlarmin yiizey sterilizasyonunda ve somatik embriyo

gelisiminde en iyi sonug veren sterilizasyon protokolii oldugu gozlemlendi.

2.2.4. Safran Kormlarimin Kiiltiire Alinmasi

Safran kormlarinin kiiltiire alinmasi iki asamada gergeklestirildi. Birinci asama
BBD’siz MS Besi Ortaminda Siirgiin Rejenerasyonu, ikinci agsama ise elde edilen stirgiin

u¢larindan Somatik Embriyo Rejenerasyonu

2.2.4.1. BBD’siz MS Besi Ortaminda Siirgiin Rejenerasyonu

Doku kiiltiirii ¢aligmalarina temel eksplant kaynagi temini icin sterilize edilen
kormlar korm boyutuna gore tiim (¢ap uzunlugu 0,3 cm-1,5 cm) ya da 4 esit pargaya (¢ap
uzunlugu 1,5 cm ve istii) ayrilarak MS besi ortami bulunan magenta kaplarinda, 24 (£2)
°C sicaklik ve 3000 lux 151k siddeti kiiltiir kosullarinda kiiltiire alindi. Uygun siirgiin
uzunlugu (2,5 cm - 12 cm) elde edilene kadar bu besi ortaminda kiiltiire devam edildi.

2.2.4.2. Siirgiin Uclarindan Somatik Embriyo Rejenerasyonu

Uygun siirgiin uzunlugu (2,5 cm — 12 cm) elde edildikten sonra siirgiinlerin ug
kisimlarindan alinan eksplantlar Tablo 5°deki BBD konsantrasyonlarmi igeren besi
ortaminda siirgiin uglarindan somatik embriyo rejenerasyonu i¢in magenta kaplarinda 24
(£2) °C sicaklik ve 3000 lux 151k siddeti kiiltiir kosullarinda kiiltiire alindi.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. SONUCLAR
3.1.1. Safran Kormlarindan Siirgiin Rejenerasyonu

BBD i¢ermeyen MS besi ortaminda kiiltiire alinan safran kormlarindan Fotograf
3’de goriildiigii gibi siirgiin rejenerasyonunun baslatilmasi saglandi. Bu asamada ekimin 1.

haftas1 sonunda yaklasik olarak siirglin boylar1 1 cm - 1,5 cm olarak kaydedildi.

Fotograf 3. Safran kormlarindan siirgiin rejenerasyonunun baglamasi (1. hafta)
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Ekimin 15. giinlinde siirgiin boyu yaklasik olarak 4 cm - 5 cm olarak kaydedildi.

Fotograf 4. Safran kormlarindan siirgiin rejenerasyonu (15.giin)
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Ekimin 29. giiniinde siirgiin boyu yaklasik olarak 9 cm — 11 cm arasinda olarak
kaydedildi.

Fotograf 5. Safran kormlarindan siirgiin rejenerasyonunda 29.giin

BBD icermeyen MS’li besi ortaminda siirgiin rejenerasyonu saglanip, uygun siirgiin
uzunluklar1 elde edildikten sonra siirgiin uglarindan somatik embriyo rejenerasyonu igin

ikinci asamaya gegildi.

3.1.2. Siirgiin Uclarindan Somatik Embriyo Rejenerasyonu

Siirgiin uglarindan somatik embriyo rejenerasyonu igin, Tablo 5’de verilen BBD
konsantrasyonlari ilave edilerek 1 cm uzunlugunda kesilen siirgiin uglar1 kiiltiire alind1 ve

gelisim stireci gozlemlendi.
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Safran kormlarindan siirglin rejenerasyonu saglandiktan ve siirgiinler elde

edildikten sonra siirglinler kormlardan bistiiri yardimiyla kesilerek alindi.

Fotograf 6. Safran kormlarindan kesilerek alinan siirgiin uglart
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Stirgiinler kormlardan kesilip alindiktan sonra 1 cm’lik kiigiik parcalara bistiiri

yardimiyla kesildi.

Fotograf 7. Kiigiik parcalara ayrilan siirglinler

1 em’lik pargalar halinde kesilen siirgiinler, Tablo 5’deki BBD kombinasyonlar1 ve

konsantrasyonlarini igeren besin ortaminda ilk kiiltiire alindu.
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Ekimin 1.haftasinda siirgiin uglarinda kalinlasma ve boylarinda uzama gézlemlendi.

Fotograf 8. Kalinlagma gozlemlenen siirgiin uglari (1.hafta)
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Fotograf 9. Boyunda uzama goriilen siirgiin uglar1 (1.hafta)

Kiiltiire alinan siirgiin uglari, Fotograf 8 ve Fotograf 9’daki degisimler
gozlemlendikten 21 giin sonra alt kiiltiire alindu.

Alt kiiltiirleme isleminden 43 giin sonra, kalinlagmaya baslayan siirgiin uglarinin alt

kisimlarindan somatik embriyo gelisimi gozlemlenmeye basladi.
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Fotograf 10. Alt kiiltiirleme isleminden sonra somatik embriyo gelisiminin baslangici

Fotograf 10’daki gibi ilk somatik embriyo olusumu gézlemlendikten 15 giin sonra

sonra ikinci kez bir alt kiiltiirleme islemi yapildi.

Bu alt kiiltiirleme isleminden sonra gelisim siirekli takip edildi. Tkinci alt kiiltiirleme

isleminden 52 giin sonra somatik embriyolarin daha fazla belirginlestigi gézlemlendi.
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Fotograf 11. Belirginlesen somatik embriyolar (ikinci alt kiiltiirlemeden sonraki 52.giin)

Ikinci alt kiiltiirleme isleminden 69 giin sonra, somatik embriyolarin
belirginlesmeye baslamasindan itibaren yaklasik 16 giin sonra somatik embriyolarin daha

fazla belirginlestigi gdzlemlendi.
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Fotograf 12. Belirginlesen somatik embriyolar (ikinci alt kiiltiirlemeden sonraki 70.giin)

Safran kormlarindan siirgiin olusumu ve ardindan elde edilen siirglinlerden somatik

embriyo rejenerasyonu uygun protokollere gore diizenli bir sekilde yapildi.

Yapilan ekimler sonucunda, safran kormlarindan siirgiin olusumunu takiben elde

edilen siirgiinlerden somatik embriyo rejenerasyonuna kadar ki gelismeler diizenli
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araliklarla takip edildi ve fotograflandi. Ekim caligmalar1 sonucunda, ilk olarak safran
kormlarindan siirgiin rejenerasyonu, elde edilen siirgiinlerden somatik embriyo
rejenerasyonu i¢in ilk ekim, ilk ekim tarihinden itibaren yapilan alt kiiltiirlemeler yaklasik
olarak 151 giin siirdii ve bu 151 giin sonunda istenilen somatik embriyolar elde edildi.
Siirgiinlerden somatik embriyo rejenerasyonunda Tablo 5’de verilen BBD kombinasyonlari
ve konsantrasyonlart uygulandi. Her BBD kombinasyonu ve konsantrasyonundan 3
tekerriirlii olmak tizere tek seferde toplam 90 tane ekim yapildi. Yapilan bu 90 tane ekimde

somatik embriyo gelisim %’leri hesaplandi.

Tablo 7. Somatik embriyo olusum %’leri

Somatik Embriyo Olusumu
(%)
Bitki Biiyiime BAP (1 mg/l) BAP (0,5 mg/l)
Diizenleyiciler
1 mg/l - 1 mg/l -
2,4-D 0,5 mg/l - 0,5 mg/l -
0,25 mg/l - 0,25 mg/l -
1 mgl/l 33,4 1 mg/l -
IBA 0,5 mg/l - 0,5 mg/l -
0,25 mg/l 66,6 0,25 mg/l 66,6
1 mg/l - 1 mg/l -
IAA 0,5 mg/l - 0,5 mg/l -
0,25 mg/l - 0,25 mg/l -
1 mg/l 33,4 1 mg/l -
NAA 0,5 mg/l 100 0,5 mg/l 66,6
0,25 mg/l 334 0,25 mg/I -
1 mg/l - 1 mg/l -
P 0,5 mg/l 66,6 0,5 mg/l -
0,25 mg/I 100 0,25 mg/l 33,4
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Asagida verilen Tablo 8, Tablo 9 ve Tablo 10’da NAA, IBA ve Pikloram BBD
konsantrasyonlarinin somatik embriyo gelisimi ve somatik embriyo sayisi lizerine etkisini
incelemek amaciyla elde edilen verilerin analizi, SPSS programinda ANOVA testi

yardimiyla yapildi.

Tablo 8. NAA’in somatik embriyo sayisi ve gelisimi tizerine etkisi

Somatik embriyo | Somatik embriyo | Somatik embriyo
NAA Eksplant sayisi gelisimi sayis1 sayis1
(mg/l) (Mean + SE) (Mean + SE)
1 6 0,17+0,167 16 4,67 +£2,667
0,5 6 0,83 + 0,167 104 15,83 + 3,807
0,25 6 0,17+ 0,167 11 1,83 £ 1,833
Tablo 8de ANOVA testi yardimiyla NAA’in farkli kombinasyon ve

konsantrasyonlarinda somatik embriyo gelisimi ve somatik embriyo sayisinin ortalama
(Mean) ve standart hata (SE) degerleri hesaplandi. Yaptigimiz ¢alisma ve elde ettigimiz
degerlerin dogrulugu testin anlamlilik diizeyine (p) gore belirlendi (p<0,05) NAA’in farkli
kombinasyon ve konsantrasyonlarina gore ayri ayri yapilan somatik embriyo gelisimi
(NAA/somatik embriyo gelisimi) ve somatik embriyo sayist (NAA/somatik embriyo
sayisi)’na gore yapilan ANOVA testinde anlamlilik degerleri (p) sirasiyla 0,018 ve
0,006’d1r. Test sonucuna gore p<0,05 olacagindan; elde ettigimiz 0,018 ve 0,006 degerleri

0,05°den kiictlik oldugu i¢in elde ettigimiz sonuglar anlamlidir.

Tablo 9. IBA’in somatik embriyo sayisi ve gelisimi tizerine etkisi

Somatik embriyo | Somatik embriyo | Somatik embriyo
IBA Eksplant sayisi gelisimi sayis1 sayis1
(mg/l) (Mean + SE) (Mean * SE)
1 6 0,17 +£0,211 11 1,83 +£1,833
0,5 6 0,00 £ 0,00 0 0,00 £ 0,00
0,25 6 0,67+0,211 79 13,33+ 4,318
Tablo 9’da ANOVA testi yardimiyla IBA’nin farkli kombinasyon ve

konsantrasyonlarinda somatik embriyo gelisimi ve somatik embriyo sayisinin ortalama

(Mean) ve standart hata (SE) degerleri hesaplandi.
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Yaptigimiz calisma ve elde ettigimiz degerlerin dogrulugu testin anlamlilik
diizeyine (p) gore belirlendi (p<0,05). IBA’in farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarina
gore ayr1 ayrit yapilan somatik embriyo gelisimi (IBA/somatik embriyo gelisimi) ve
somatik embriyo sayist (IBA/somatik embriyo sayisi)’na gore yapilan ANOVA testinde
anlamlilik degerleri (p) swrasiyla 0,018 ve 0,007°dir. Test sonucuna gore p<0,05
olacagindan; elde ettigimiz 0,022 ve 0,007 degerleri 0,05’den kiigiik oldugu i¢in elde

ettigimiz sonuglar anlamlidir.

Tablo 10. P’in somatik embriyo sayis1 ve geligimi {izerine etkisi

Somatik embriyo | Somatik embriyo | Somatik embriyo
P Eksplant sayisi gelisimi sayis1 sayis1
(mg/l) (Mean = SE) (Mean + SE)
1 6 0,00 + 0,00 0 0,00 £+ 0,00
0,5 6 0,33+0,211 33 5,50 +£3,538
0,25 6 0,67 +£0,211 77 12,83 + 4,549
Tablo 10°de ANOVA testi yardimiyla P’m farkli kombinasyon ve

konsantrasyonlarinda somatik embriyo gelisimi ve somatik embriyo sayisinin ortalama
(Mean) ve standart hata (SE) degerleri hesaplandi. Yaptigimiz ¢alisma ve elde ettigimiz
degerlerin dogrulugu testin anlamlilik diizeyine (p) gore belirlendi (p<0,05) P’ farkh
kombinasyon ve konsantrasyonlarina gore ayri1 ayri1 yapilan somatik embriyo gelisimi
(P/somatik embriyo gelisimi) ve somatik embriyo sayist (P/somatik embriyo sayisi)’na
gore yapilan ANOVA testinde anlamlilik degerleri (p) sirasiyla 0,048 ve 0,048°dir. Test
sonucuna gore p<0,05 olacagindan; elde ettigimiz 0,048 ve 0,048 degerleri 0,05’ den kiigiik

oldugu i¢in elde ettigimiz sonuglar anlamlidir.

Sonug olarak; safran bitkisinin kormlarindan siirgiin rejenerasyonu ve ardindan
BBD igeren besi ortaminda yapilan siirgiinlerden somatik embriyo rejenerasyonunda en

fazla verim alabildigimiz BBD’nin NAA, IBA ve P oldugu gézlemlendi.

1 mg/l BAP igeren ortamlardan en iyi sonuglar alinmig, IAA ve 2,4-D igeren
ortamlarda somatik embriyo gelisimi gozlenmemistir. Siirgiinlerden somatik embriyo
rejenerasyonunda en iyi sonu¢ veren BBD konsantrasyonu 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA
olmustur. Rejenere edilen somatik embriyo sayist 104’tiir. Bunun haricinde en iyi sonug

veren diger iki BBD konsantrasyonlart 1 mg/l BAP + 0,25 mg/l P iceren ortam ve 1 mg/I
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BAP + 0,25 mg/l IBA igeren ortamlar olmustur. Bu iki ortamdan rejenere edilen somatik
embriyo sayisi sirasiyla 77 ve 79°dur. Bunlarin haricinde somatik embriyo gelisimi
gozlenen diger BBD konsantrasyonlar: 1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA, 0,5 mg/l BAP + 1 mg/|
NAA, 1 mg/l BAP + 0,25 mg/l NAA, 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l P ve 1 mg/l BAP + 1 mg/I

IBA igeren ortamlar olmustur.

Bunlarin disinda, 0,5 mg/l BAP i¢eren BBD iginde 0,5 mg/l BAP + 0,25 mg/l IBA,
0,5 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA ve 0,5 mg/l BAP + 0,25 mg/l P kombinasyonlari hari¢ diger
hi¢cbir 0,5 mg/l BAP igeren BBD kombinasyon ve konsantrasyonlarinda somatik embriyo

gelisimi gozlenmedi.

3.2. TARTISMA

Safran kormlarindan BBD icermeyen ortamda yaptigimiz siirgiin rejenerasyonu
ardindan farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda BAP, NAA, IBA, 1AA, 2,4-D ve P
BBD’ni igeren besi ortaminda elde edilen siirglinlerden yapilan somatik embriyo
rejenerasyonunda elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda basarili bir sekilde safrandan

somatik embriyo rejenerasyonu yapildi.

Tablo 7’de elde edilen sonucglar gbz Oniine alindiginda; 2,4-D ve IAA’in farkh
kombinasyon ve konsantrasyonlarini igeren besi ortamlarinda somatik embriyo olusumu
gbzlenmedi. Daha Once yapilan ¢aligmalara bakildiginda, en iyi kallus biiylimesinin 1 mg/I
BAP + 0,25 mg/l 2,4-D igeren ortamda [29], en etkili embriyogenik kallus {iretiminin 1
mg/l BAP + 2 mg/l 2,4-D igeren ortamda [30], globular embriyolar i¢eren nodular
kalluslarin 4 mg/l KiN + 1 mg/l 2,4-D igeren ortamda [31] ve yine en iyi embriyogenik
kallus gelisiminin 1 mg/l BAP + 1 mg/l 2,4-D igeren ortamdan [32] elde edildigi
bildirilmistir.

En iy1 somatik embriyo gelisimi NAA, IBA ve P‘in farkli konsantrasyonlarini
iceren 1 mg/l BAP iceren besi ortamlarinda kaydedildi. Somatik embriyo gelisimi gézlenen
IBA konsantrasyonlari: 1 mg/l BAP + 1 mg/l IBA (%33,4), 1 mg/l BAP + 0,25 mg/l IBA
(%66,6) ve 0,5 mg/l BAP + 0,25 mg/1 IBA (%66,6)’dir. Elde ettigimiz bu sonuglara gore, 1
mg/l BAP igeren konsantrasyonlarda daha yiiksek, diisiik konsantrasyonlarda IBA igeren

ortamda daha yiiksek diizeyde somatik embriyo olusumu gozlemlendi. Buradan bu BBD

35



konsantrasyonlari i¢in sdyle bir ¢ikarimda bulunursak; yiiksek konsantrasyonda sitokinin
ve diisiik konsantrasyonda calisilan oksin degerleri somatik embriyo gelisimine olumlu etki
yapabilir diyebiliriz. Literatiirdeki ¢alismalarla kiyaslandiginda, en iyi siirgiin gelisiminin
1,5 mg/l BAP’ta ve en iyi korm, siirgiin ve kok gelisiminin ise 1 mg/l IBA’de gergeklestigi
calismada bildirilmistir [29]. Somatik embriyo gelisimi gozlenen NAA konsantrasyonlari:
1 mg/l BAP + 1 mg/l NAA (%33,4), 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA (%100), 1 mg/l BAP +
0,25 mg/l NAA (%33,4) ve 0,5 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA (%66,6)’dir. Buradan elde
ettigimiz sonuglara bakildiginda hemen hemen tiim NAA konsantrasyonlarinda somatik
embriyo gelisimi olmustur. Bagka bir ¢alismada elde edilen sonuglara baktigimizda, en
yiiksek somatik embriyo veriminin 1,1 mg/l BAP + 2,8 mg/l NAA igeren ortamda[15],
basgka bir ¢alismada ise, non-embriyojenik kallus {iretiminin 2 mg/l BAP + 2 mg/l NAA
iceren ortamdan elde edildigi de bildirilmistir [32]. En yiiksek filizlenmenin ise 1,5 mg/l
BAP + 0,50 mg/l NAA, 1,5 mg/l BAP + 0,75 mg/l NAA ve 1,5 mg/l BAP + 1 mg/l NAA
‘da gergeklestigi ise bir baska calismada bildirilmistir [14]. Bu da NAA’in filizlenme ve
somatik embriyo gelisiminde ¢cok dnemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Son
olarak somatik embriyo gelisimi gézlenen P konsantrasyonlari: 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l P
(%66,6), 1 mg/l BAP + 0,25 mg/l P (%100), 1 ve 0,5 mg/l BAP + 0,25 mg/l P (%33,4) dir.
Yine burada da IBA’da oldugu gibi yiliksek konsantrasyonda sitokinin ve diisiik
konsantrasyonda oksin degerleri somatik embriyo gelisimine olumlu etki yapabilir
diyebiliriz. Literatiirde P iizerine yapilan ¢alisma mevcut degildir. Ilk olarak biz kendi
calismamizda deneyerek somatik embriyo gelisimi gézlemledik ve P’in somatik embriyo
gelisiminde olumlu sonuglar verdigini yaptigimiz ¢alismalar sonucunda belirledik. Bunun
disinda gelisen ayn1 BBD konsantrasyonlarinda olmasina ragmen somatik embriyo
gelisimi olmayan siirgiin materyallerin de oldugunu goézlemledik. Bunun sebebi, belki de
ekimi yapilan eksplantlarda canli olan gelisme bolgelerinin olmayisindan kaynaklanmig

olabilir.

Sonug olarak; kullandigimiz farkli konsantrasyonlarda alti farkli BBD’nin safran
siirglinlerinden somatik embriyo rejenerasyonundaki etkilerini arastirdik ve yaptigimi
arastirmalar, laboratuvar ¢calismalarimiz ve elde ettigimiz veriler ile sonuglar dogrultusunda
basarili bir sekilde somatik embriyo olusumu gézlemledik. Béylece in vitro ortamda 151
giinliik bir siire¢ icerisinde safran (Crocus sativus L.) bitkisinin siirgiinlerinden somatik

embriyolar elde edilerek safranin mikrogogaltimini gergeklestirmis olduk. Bundan sonraki

36



asamalarda ise bu somatik embriyolar farkli besi ortamlarinda boyutlar1 biyiitiiliip,

filizlendirilerek topraga aktarma asamasina gegcilebilir.
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