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Bu caligmada iilkemiz i¢in endemik olan ve tiirii tehlike altinda oldugu bildirilen
Baskil Ters Lalesi (Fritillaria baskilensis Behget)’nin in vitro cogaltimi amaglandi.
Eksplantlar bitkinin sogan, agmamis ¢igek tepalleri ve ¢igek saplarindan elde edildi.
Deneylerde MS (vitaminli) temel besi ortami, %3 ve %6 siikroz ile NAA, IAA ve BA gibi
bitki biiyiime diizenleyicileri (PGR) kullanildi. Yiizey sterilizasyonu islemleri etil alkol ve
sodyum hipoklorit (NaOCl) kullanilarak yapildi. Eksplantlar 20+1 °C’de gelismeye
birakildi. 8 saat karanlik ve 16 saat 151k fotoperiyot uygulanda.

Ilk 30 giinliik inkiibasyon sonunda, canli kalan (%85,94) sogan eksplantlarinin
%38.4’tinde kallus olusumu, % 8.6 ‘sinda sogancik olusumu goriildii.120 giinliik
inkiibasyon siiresinin sonunda en iyi sonu¢ %3 siikroz igeren yliksek sitokininli ortam (1
BA + 0.6 NAA + 0.4 IAA)’da alindi. Bu ortamda sogan eksplantlarinin % 96.42’°sinde
direkt veya endirekt organogenez, geriye kalan % 3.57’sinde sadece kallus olusumu
goriildii. PGR igermeyen temel besi ortaminda siikroz bulunmadigi zaman %48.13
oraninda kallus olusumu goriilmesine ragmen organogenez gerceklesmedi. %3 silikroz
orant % 6 siikroza gore kallus + siirglin olusumunda %147.2, kallus + sogancik
olusumunda %153.3 oranlarinda daha fazla etkili oldu. %3 siikroz ve yiiksek sitokinin (1

mg/L BA + 0.6 mg/lL NAA + 0.4 mg/L TAA) birlikte bulundugu zaman toplam
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organogenez arttl. Kallus + siirglin olusum hizinda %3 siikroz iceren yiiksek sitokininli
ortam, kallus + sogancik olusum hizinda % 3 siikroz iceren diisiik sitokininli ortam (0,1
BA + 0.6 NAA + 0.4 TAA) daha etkili oldu. %3 siikroz iceren yiiksek sitokinin oram
endirekt organogenezle meydana gelen siirglin sayisint %50 oraninda arttirdi. Eksplant
basina endirekt siirgiin olusumu ortalama 13.7 adet ile %3 siikroz igeren yiiksek sitokininli
ortamda, endirekt sogancik olusumu 13.9 adet ile %3 silikroz igeren diislik sitokininli
ortamda elde edildi. Siirgiin ve sogancik olusumu goriilen eksplantlar /2 MS+ %0.6 agar+
%3 stikroz + Smg/L NAA+0.5 mg/L BA igeren ortamda kdklenmeye alindi. 329 eksplantin
ilk 30 giinliik inkiibasyonu sonunda %48.32’sinde, 60 giinliik inkiibasyonu sonunda
%77.50’sinde koklenme gergeklesti. Sogan eksplantlarindan in vitro sartlarda elde edilen
tam bitkiciklerin dis ortama adaptasyonunda kayda deger bir sonug¢ elde edilemedi. Dis
ortama (saksilara) aktarimin 40. giiniinde bitkiciklerin %981 6ldii. Ayrica agmamis ¢igcek
petalleri ile ¢icek saplarinin eksplant olarak kullanildigi deneylerde kallus olusumu dahil

direkt ve endirekt organogenez gerceklesmedi.

Anahtar Kelimeler: Fritillaria baskilensis, in vitro, mikro c¢ogaltim

v



ABSTRACT
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MICROPROPAGATION OF BASKIL REVERSE TULIP ( Fritillaria baskilensis
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Committee Chair: Prof. Dr. Omer MUNZUROGLU
2016

The aim of this study is to provide in vitro micropropagation of Fritilla baskilensis
Behget which is an endemic plant of our country and has a risk of becoming extinct. Parts
of bulb scales of Fritillaria baskilensis tepals of not open flowers and flower stalks were
used as the explant source. In experiments, MS (with vitamins) basic nutrition medium, %3
and %6 sucrose and plant growth regulators as NAA, IAA and BA were used. Ethyl
alcohol and sodium hypochlorite (NaOCl) were used for surface sterilization. Explants
were allowed to grow at 20 £1 °C. A Photoperiod of 8 hours dark+16 hours light were
applied.

At the end of first 30 days of incubation period, the formation of callus was
observed on %38.4 and formation of bulblets was observed on %8.6 of survived bulb
explants (survived bulb explants: %85.94). At the end of 120 days of incubation period, the
best result was obtained from the medium (1 BA + 0.6 NAA + 0.4 IAA) suplemented with
high cytokinin and %3 sucrose. In this medium, direct and indirect organogenesis was
observed on %96.42 of bulb explants and callus formation was observed on the % 3.57.
When PGR free basic medium does not contain sucrose, ratio of callus formation was be
%48.13 but the organogenesis was not observed. As a comparison, medium containing %?3
sucrose to medium containing %6 sucrose; at medium containing %3 sucrose is more
effective on formation of callus + shoot (relatively %147.2 more effective) and on

formation of bulblet (relatively %153.3 more effective). When %3 sucrose and high
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cytokinin (1 mg/BA + 0.6 mg/L NAA + 0.4 mg/L 1AA) are used together, the probability
of organogenesis is increased. Medium supplemented with high cytokinin and %3 sucrose
is more effective on rate of formation of callus and shoot; medium supplemented with low
cytokinin and %3 sucrose (0.1 BA + 0.6 NAA + 0.4 IAA) is more effective on rate of
formation of callus and bulblet. Quantity of shoot formed by indirect organogenesis was
increased %50 by medium supplemented with high cytokinin and %3 sucrose. Average
13.7 units of shoot formation per explant were obtained in medium supplemented with
high cytokinin and %3 sucrose; average 13.9 units of bulblet formation per explant were
obtained in medium supplemented with low-cytokinin and %3 sucrose. Explants which
observed formation shoot and bulblet were allowed to take root in medium supplemented
with %2 MS+ % 0,6 agar+ %3 sucrose + 5 mg/L NAA+0.5 mg/L BA. At the end of first 30
days of incubation period, rootings were observed on %48.32 of 329 units of explants and
at the end of 60 days of incubation period, rootings were observed on %77.50 of 329 units
of explants. Significant result regarding adaptation of little plants obtained from bulblet
explants in vitro conditions to open field could not be obtained. %98 of little plants were
died after transportation to external environment (flowerpots). In addition, callus formation
and direct + indirect organogenesis was not observed in the experiments where

cleistogamus and pedicles were used as explants.

Key terms: Fritillaria baskilensis, in vitro, micro multiplication.
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TESEKKUR

Fritillaria baskilensis tiirtiniin in vitro kosullarda liretimi iizerine ¢alismalar konulu
arastirmayi ylkseklisans tezi olarak veren, ¢alismalarimda beni yonlendiren , arastirmanin
her asamasinda yardim ve destegini esirgemeyen ¢ok degerli hocam Prof. Dr. Omer
Munzuroglu’na ve Yrd. Dog¢. Dr Murat Kiirsat’a tesekkiirii bir borg bilirim . Ayn1 zamanda
tez hazirlik asamasinda emegi gecen arkadasim Aysegiil Celik ve destegiyle yanimda olan

hayat arkadasima sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRiS

Tiirkiye, topografya, iklim ve jeomorfolojik yonden genis ¢esitlilik gostermesinin
dogal sonucu olarak, bitki genetik ¢esitliligi bakimimdan 6nemli bir zenginlige sahiptir.
Avrupa ve Asya Anakaralarma yayilmis ortalama 78 milyon ha alanda toplam 12.476
takson bulundurmaktadir (Karagéz ve ark. 2010). Tiirkiye florasinin énemi, sahip oldugu
tiir zenginliginin yaninda, ¢ok sayida endemik tiir de icermesinden kaynaklanir (Ekim ve
ark. 2000; Yaylaci ve ark. 2013). Diger Avrupa iilkelerindeki endemik taksonlarin toplami
2750 kadar iken, iilkemizde bu say1 4.080 (Giiner ve ark. 2000; Sahin ve ark. 2015;
Yaylaci ve ark. 2013; Ozhatay ve Kiiltiir 2006) dir.

Diinyada toplam 165 tiirii bulunan Fritillaria cinsi Tiirkiye’de 48 takson ile temsil
edilmektedir. Bu taksonlarindan 27 takson endemik olup endemizm orani1 %36.53’tir. Bu
yilksek oran Tiirkiye florasinin bu cinsin genetik ¢esitliliginin merkezi olabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, Fritillaria cinsine ait tiirler tarimsal ve ekonomik acidan

yiiksek éneme sahiptirler (Teksen ve Aytag 2008; TURKTAS ve ark. 2012).

Fritillaria cinsine ait tlirler morfolojik 6zellikleri ve g¢evreye karst fizyolojik
uyumlar1 bakimindan genis bir varyasyon gostermekte, bu varyasyonun bir sonucu olarak

yaygin bir sekilde soganli siis bitkisi olarak kullanilmaktadirlar (Teksen ve Aytac 2011).

Bazi Fritillaria tiirleri geleneksel Cin tibbinda oksiiriik giderici ve balgam
soktliricii olarak kullanilmaktadirlar (Shujun ve ark. 2006). Fritillaria cinsine mensup

bitkiler 1200-2000 m yiikseklikler arasinda yayilis gostermektedir.

Ik defa 1998 yilinda Elazig - Baskil ilgesinden toplanan ve bilim diinyasina yeni
tir olarak kazandirillan Fritillaria baskilensis Tirkiye’nin endemik ters lale tiirlerinden
biridir (Behget, 1998) . Su ana kadar bilinen tek yasam alani tip 6rneginin alindigi bu
popiilasyon olup, giiniimiize kadar baska kayit bulunmamistir. Bitki Baskil ilgesine bagl
Kulusagi koyiinde selil daginda iki tepenin alt kesimlerinde dogal popiilasyonlar
olusturmakta olup, toplam olarak ortalama 20 dekar sayilabilecek bir alanda tek veya
birkag¢ birey bir arada dogal olarak yetismektedir. Soganlar1 1.5 cm capinda ve kiireseldir.
Govdesi 9-12 cm boyunda dik ve piiriizsiizdiir. Mizrak seklinde 4-5 yaprakli ve yaprak
dizilisi alternattir. Cogu zaman tek cicek agar. Cigceklenme donemi Mart -Mayis aylaridir.
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Soganli bitkiler dogal ortamda sinirli sayida bulunmakta, kagak sokiimler nedeniyle
stirekli bir baski altina bulunmaktadirlar. Nesli tiikenme tehlikesi ile karsi karsiya olan
tiirlerin basinda Fritillaria tiirleri gelmektedir. Gerek siis bitkisi olarak, gerekse de tibbi
amacla kullanilan Fritillaria tirlerinin Tiirkiye icin ekonomik 6nemi oldukg¢a fazladir.
Tiirkiye'nin Fritillaria tirleri bakimindan ¢ok zengin oldugu gz Oniinde tutulursa; bu
tiirlerin toplanmamasi ve dogada korunmasi ve generatif veya vejetatif yollarla cogaltilma
tekniklerinin arastirilmasi ve yetistiriciliginin gelistirilmesi gereklidir.

Fritillaria cinsine ait olan Baskil ters lalesi (Fritillaria baskilensis) nesli tiikenme
tehlikesi altinda olan, estetik amacla kullanilabilecek tiirlerden biridir. Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi’nin 06.12.2012 tarih, 2012/77 tebli§ no ve 28489 sayili Resmi
gazetede yayimlanan tebliginde dogada toplanmak suretiyle ihra¢ edilmesi yasak olan

cicek soganlari arasindadir.

Bu c¢aligmada bir geofit olan endemik baskil ters lalesi (Fritillaria baskilensis) *nin
in vitroda doku kiltiirli ile ¢ogaltilmas1 amacglanmistir. Fritillaria baskilensis tiiriine ait
sogan pul yaprag: parcalar1 kullanilarak direkt organogenesis, kallus olusumu ve indirekt
organogenesis elde edilecektir. Siirgiin ve kok olusumunun en iyi gerceklestigi kosullar
tespit edilmeye ve bitkinin rejenere bitkicik potansiyelleri belirlenmeye calisilacaktir.
Ayrica bu ters lale tiirliniin doku kiiltlirliyle cogaltilmasinda en uygun eksplant tipi
belirlenmeye calisilacaktir. Bunun icin bitkinin agmamis ¢icek, bu ¢iceklerin saplart ve
bitkinin govdesinden elde edilen parcalar eksplant kaynagi olarak kullanilacaktir. Yiizey
sterilizasyonu islemlerinde en iyi sterilizasyonu saglamak i¢in, literatiir bilgileri de goz
Oniine almarak c¢esitli on protokoller hazirlanacak ve farkli konsantrasyonlarda alkol,
sodyum hipoklorit ve Tween 20 kullanilacaktir. Calismada besin ortami olarak MS
bilesimi ve degisik biiylime diizenleyicileri ve dozlar1 (NAA, IAA, BA, Kinetin )

kullanilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Tiirkiye Geofit Uretimi ve Ihracati

Dogal cicek soganlarinin ihracati 1875 yilindan beri diizenli olarak yapilmakla
birlikte, 1960’lardan itibaren ihracati giderek artmis, 1984—85 yillarinda 84 milyon adete
kadar ¢ikmis; daha sonra azalarak giiniimiize kadar gelmistir. Ihracatin biiyiik ¢ogunlugu
Hollanda’ya, az miktarda Almanya, Ingiltere, Japonya ve Danimarka’ya yapilmaktadir.

Hollanda bizden aldig1 soganlarin biiyiik kismini1 A.B.D.’ne ihra¢ etmektedir (Ulug 1997).

Tiirkiye’nin soganli, yumrulu ve rizomlu bitki tiirlerinin satin alinmasinda tercih
edilen iilkelerden birisi olmasinin ana nedeni bu materyalin dogada hazir olarak ve ucuz
saglanmasidir. Bu olgunun yiizyili agkin bir ge¢mise dayanmasi dogada onarilmasi ¢ok zor
bir tahribatin ve tiir azalmasinin nedeni olmustur. Nitekim salep yapiminda kullanilan
Orchidaceae familyasina dahil tiirler stirekli olarak dogadan sokiilmesinden dolay1
kaybolma tehlikesi ile kars1 karsiya kalmislardir. 1981-84 yillar1 arasinda yiiriitiilen iki
TUBITAK projesinin sonuglanmasindan sonra bazi tiirlerin ihracati yasaklanmis; bazi
tiirlerde de tlretime gecilmistir.1989 yilinda bir yonetmeligin ¢ikarilmasi, Dogal Cicek
Sogancilar1 Dernegi’nin kurulmasi ile bu bitkilerin koruma 6nlemleri artirilmis, ihracatina
sinirlamalar getirilmistir. Bu arada dis tilkelerdeki ¢evre orgiitlerinin girisimleri ile CITES
heyetlerinin Tiirkiye’de yaptiklar1 incelemeler de etkili olmustur. Tarim ve Koy Isleri
Bakanlig1 tarafindan 1989 yilinda ¢ikarilan yonetmelik 1991, 1995 ve 2005 yillarinda
yeniden diizenlenerek yayinlanmistir. Bu yonetmelikle tilkemiz florasinin korunmasi, ¢igek
soganlarinin tahrip edilmeden ve tiiketilmeden dogadan toplanmasi, tretilmesi,

depolanmasi ve ihracati konulari disiplin altina alinmistir (Ulug 1997).

Tiirkiye Cumhuriyeti Hiikiimeti CITES (Convention an International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora: Nesilleri Tehlike Altindaki Dogal Bitki ve
Hayvan Tiirlerinin Uluslararas1 Ticaretini Diizenleme Antlagmasi)’e 1996 yilinda taraf
olmustur. Ancak daha once Tirk bilim adamlarimin girisimi ile Galanthus, Cyclamen ve
Eranthis cinslerine giren tilirler CITES Ek II listesine alinmistir. 2005°te gelistirilerek ve
daha kapsamli hale getirilen yeni yonetmelige gore Tarim ve Koy isleri Bakanligi nezdinde

olusturan teknik komite her yil ihracati yapilan ¢icek soganlarinin cins, tiir, miktar, doga



kontenjani, sokiim takvimini belirlemekte ve hazirlanan dogal ¢icek sogani ihracat listesi

de her y1l ekim-kasim aylarinda resmi gazetede teblig edilmektedir.

Bu listenin disinda teknik komitenin izni olmadan dogadan ticari amagclarla ¢igek
sogani toplayip ihrag etmek yasaktir. Bu yonetmelik geregince hazirlanan 2006 yil1 dogal
cicek soganlari ihracat listesine gore, ihracat yasagi veya izni olan tiirler dikkate alinarak 3

grupta olusturulmustur (Tablo 2.1.). Bunlar;
1-Dogadan toplanarak ihracati yasak olan dogal ¢i¢ek soganlari
2- Thracat kotayla sinirlandirilan dogal cicek soganlar

3- Uretilme kaydiyla ihracati serbest olan dogal ¢igek soganlart

Tablo 2.1 2016 Yili Dogal Cigek Soganlarinin Ihracat Listesi Tablosu

Dogadan Toplanmak - : : fhracat: Uretimden
Suretiyle [hra¢ Edilmesi Ihracati1 Kotaya Tabi Olan Cigcek Serbest Olan Cicek
Yasak Olan Cicek Soganlari Sosanlart ¢
Soganlari £
Tiir ismi Tiir ismi Y111}k limit (“Ade‘t ) Tiir Ismi
Doga Uretim

tl.:Allli.un.fz (E abe.lnl sogan) 1. Anemone 1. Lilium candidum
o Cro e blanda (Yogurt ~ 4.000.000. 2.000.000 (Miszambagi)

-~ rocus (Cigdem) cigegi) 2. Iris tuberosum
tiirlerinin hepsi (Sisen)*
3.F rl.tzllarza. tiirleri ( F. > Arum italicum 50.000 300,000 3. Calla aethiopica
fler‘szi‘a, F. imperalis (Yilan yastig1) . . (Kalla)*

o Arum 4. Pol

o . Polyanthus

f-: Lllllw(nL (Zamdl?;k) dioscorides 50.000 200.000 o berosa

tirleri (L.candidum ve 1
L. martagon haric) 3. Cyclamen 200.000 300000 (Sumbilteber)*
s M  (Muskari cilicium 5. Fritillaria
t’: 1 u;cqrzh( us arl) (Siklamen) persica (Adiyaman
tirlerinin hepsi Cvel :
6.Sternbergia (Kara — yrt <" 700000 250000 1es)
cigdem) tiirleri (S.lutea Cyclamen
harig) hed Ii
7 Tulipa (Lale) (Seﬂflg f{fer’l;‘m 200.000  3.000.000
tiirlerinin hepsi 4 Dracunculus
S Eminiun WrEriniyjgaris (ilan 50000 300000

°ps! . bicag)
9.Biarum tiirlerinin 35 Eranthis
hepsi hyemalis (Sart ~ 2.000.000  1.000.000

10.Nympheaceae kar cicegi)




(Niliifer) tlirlerinin
hepsi

11.0rchidaceae (Salep)
tiirlerinin hepsi
12.Arum (Y1ilan yastig1)
tiirleri (Arum italicum,
Arum dioscorides harig)
13.Pancratium
maritimum (Kum
zambagi)
14.Hyacinthus
orientalis (Sark
stimbiilii)

15.Gentiana lutea
(Censiyan)
16.Cyclamen
(Siklamen) tiirleri (C.
coum, C. cilicium ve C.
hederefolium harig)
17.Galanthus
(Kardelen) tiirleri (G.
elwesii ve G. woronowii
haric)

18.Iris (Siisen) tiirleri
19.Paeonia ( Sakayik )
tiirleri

20.Diger yumrulu ve
soganl1 tiirler

6. Galanthus
elwesii (Toros
kardeleni)
Galanthus
WOoronowii
(Karadeniz
kardeleni)

4.000.000 3.000.000

3.000.000 2.000.000

7. Leucojum
aestivum (GOl
sogant)

- 6.000.000

8. Urginea
maritima (Ada
sogant)

50.000 10.000

9. Geranium
tuberosum (Deve
tabani)

500.000  400.000

10. Fritillaria
imperalis (Ters
lale)

- 50.000

11. Sternbergia
lutea
(Karagigdem)

- 2.500

* Uretimi yapilan egzotik tiirler.

Ulkemizin zengin floras1 iginde geofitler 26 cins ve 540 tiirle temsil edilmektedir

(Giiner ve ark. 2000). Bu tiirlerin yaklasik 1/3’ii endemik olup hemen tamamindan insanlar

cesitli sekillerde yararlanmaktadir. Bu bitkilerden 29 tiir 41 taksonla temsil edilen

Fritillaria tiirlerinin ayr1 bir yeri ve dnemi vardir. (Giiner ve ark. 2012)

2.2.

Liliaeceae Familyasi

Tiirkiye Florasi’na gore 36 tiir ve 7 alt tiir ile temsil edilen Fritillaria L. cinsinin ait

oldugu liliaceae familyas1 Monokotiledonae siifindan bir familyadir. Diinyada yaklasik

250 cins ve 3500 tiirle temsil edilen Liliaceae familyas: ¢ok yillik (nadiren bir yillik) otsu,

genellikle rizomlu, soganli, yumrulu nadiren dikenli tirmanicilardir. Yapraklar tabanda
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veya govdededir. Bazen korelmis olup govdede pul, ovat veya linear kladotlar seklindedir.
Cicek durumu panikula, ragsem, umbel, korimboz veya tek ¢i¢ek halindedir. Perigon 2 seri
halinde, tepaler (4-) 6 (-8) adet, serbest veya tabanda birlesik, genellikle parcalar birbirine
benzerdir. Stamenler (3-) 6 (-10) adettir. Nektaryumlar septumda, tabanda veya perigonun
tizerindedir yada bulunmaz. Ovaryum tist durumlu, 3-bdlmelidir. Ovuller ¢ok sayida ve her
lokulusta iki sira halinde dizilmistir. Stilus 1-3, nadiren 5, basit veya lobludur. Stigma
genellikle 3 veya 1 tane olup 3 lobludur. Plasentasyon aksillardir. Meyve septisit veya
lokulusid kapsiil veya bakkadir. Tohumlar ¢ok sayida, yuvarlak, ii¢ koseli veya disk
seklinde ve endospermlidir. Endosperm yaglidir. Tohumlar kanatli (6rnegin; Lilium L.)
veya kanatsiz olabilir. Embriyo klorofilsizdir (Fritillaria ve Tulipa L.). Testa kahverengi
ve acgik kahverengidir. Tozlagma bocekler ile olmaktadir (Davis 1965; Heywood 1978;
Teksen ve Aytac 2011; Watson ve Dallwitz 1999; Choe 2003)

Fritillaria cinsinin yer aldigi Liliaceae familyas1 Diinyada yaklasik 250 cins ve
3500 tiir ile temsil edilirken, Tiirkiye’de 44 cins ve 426 tiir ile temsil edilir. Kozmopolit bir
familya olup daha ¢ok tropikal ve iliman bdlgelerde dogal yayilis gosterir. Familya tibbi
tirleri, Onemli siis bitkilerini icermekte ve bazi tiirleri de gida maddesi olarak
kullanilmaktadir. Liliaceae familyasi endemizm orani yiiksek bir familyadir. Yurdumuzda
familyanin 227 tiirii endemiktir. Liliaceae familyas: iiyeleri siis bitkisi (lale, siimbiil,
zambak ve ters lale) ve sebze (sogan, pirasa ve sarimsak) olarak kullanilabildigi gibi
icerdikleri kimyasal maddeler nedeniyle tibbi bitki olarak ta kullanilabilmektedirler
(Heywood 1978).

2.3.  Fritillaria Cinsinin Taksonomik tarihi

Fritillaria cinsinin 1753 yilinda ilk tanimlanan tiirleri F. imperialis L., F. persica
L., F. pyrenaica L., ve F. meleagris L.’dir. Bunlardan F. imperialis ve F. persica
Tiirkiye’de de yetismektedir (Marshall 1988). Bu cinsin 0Ozellikleri ilk olarak 1754’te
Linnaeus’un Genera Plantarum adli eserinde verilmistir. Bu eserde Linnaeus, Petilium L.
ve Corona Fisch et R. Grah cinslerini Fritillaria’ nin sinonimi olarak belirtmistir
(Linnaeus. 1960). Fritillaria ile ilgili ilk 6nemli ¢alisma Baker’e aittir (Baker 1874). Baker
1874 yilinda Petilium, fmperialis Adans, Ambrilion Rafin, Theresia K. Koch,
Rhinopetalum Fisch., Sarana Fisch., Liliorhiza Kellogg, Monocodon Salisb., Lyperia
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Salisb., Eucrinium Neuttall, Notholirion Wall., Tozzettia Parl ve Korolkovia Regel
cinslerini Fritillaria’nin sinonimi olarak vermis ve bu cinsi 10 altcinse uyarlamistir.
Boissier 1884 yilinda Flora Orientalis’de Petillium, Rhinopetallum ve Theresia cinslerini
Fritillaria nin sinonimi olarak vermis, seksiyon ve seriler seklinde bir siniflandirma
yapmistir (Rensted ve ark. 2005). 1968 yilinda Rus florasinda Fritillaria cinsini yazan A.
Lozina-Lozinskaya da Amblirion, Corona, Imperialis ve Monocodon cinslerini sinonim
olarak belirlemis Korolkovia ve Rhinopetalum’u ayr1 cinsler olarak degerlendirerek
siiflandirmay1 seksiyon ve seriler seklinde yapmistir (Komarov 1968). Daha sonra Rix,
Fritillaria’lar izerinde 1975 ve 1979 yillarinda yogun c¢alismalar yapmis (Rix 1975, 1979)
ve Tirkiye Florasin’nda bu cinsi yazmistir (Davis 1965). 1998’de Khaniki, Fritillaria nin
sinonimi olan Rhinopetalum cinsinin nektaryum 0&zelliklerinden dolay1 farkli bir cins
oldugunu belirtmistir (Bakhshi Khaniki 1998). 2001 yilinda Rix tarafindan hazirlanan
diinyadaki Fritillaria tiirlerinin listesinde Fritillaria altcins, seksiyon ve seriler seklinde
simiflandirilmistir (Rix 2001). Rhinopetalum ve Korolkovia cinsleri Rix tarafindan

Fritillaria cinsinin altcinsi olarak degerlendirilmistir.

Fritillaria cinsi lizerine farkl alanlarda calismalar yapilmistir. Rusya’da Kosenko
(Kosenko 1991b, 1991a, 1992, 1999), Schulze (Schulze 1980)ve Tiirkiye’de (Ozler 2001)
tarafindan Fritillaria cincinin polen &zellikleri incelenmistir. Zaharof (Zaharof 1989b,
1989a), Kamari (Kamari 1991), Khaniki (Khaniki 1995; Khaniki 1997; Khaniki 1998)
Schweizer (Schweizer 1973), Basak (Basak 1991) ve La Cour (La Cour 1978) bu cinsin
cesitli tiirlerinin karyolojisi lizerine c¢alismuslardir. Fritillaria cinsi lizerinde o6zellikle
Cin’de molekiiler ¢calismalar yapilmaktadir (Cai ve ark. 1999; Bian ve ark. 2000; Li ve ark.
2003). Bet Mu adh ilacin elde edildigi Fritillaria tirlerinin soganlarini kullanarak
molekiiler incelemeler yapilmistir. Bazi tiirlerin igerdikleri alkoloidler(Akhtar ve ark.
2003; Akhtar ve ark. 2002; Li ve ark. 1999; Lin ve ark. 2001; Farooq ve ark. 1994; Bingol

1997) ve tibbi alanda kullanimlart ile ilgili ¢alismalar da bulunmaktadir.

2.4.  Fritillaria Cinsinin Genel Ozellikleri

Alem: Plantae- Bitkiler
Altalem: Tracheobionta- Tracheopyta (Damarl Bitkiler)
Ustbéliim: Spermatophyta (Tohumlu Bitkiler)
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Boliim: Magnoliophyta (Cigekli Bitkiler)

Smif: Liliopdisda- Monocotyledonae (Tek ¢enekliler)

Altsimif: Liliidae

Ustordo: Liliiflorae

Ordo: Liliales

Familya: Liliacea- Zambakgiller

Altfamilya: Lilioideae

Tribus: Lilieae

Cins: Fritillaria

Fritillaria ismi Latince zar kutusu anlamina gelen fritillus kelimesinden
gelmektedir. Fritillaria cinsi soganli ve ¢ok yilliktir. Sogan, globoz, ovat, obovat, ig
seklinde, nadiren birlesmis iki bobrek tanesi seklinde; az sayida pul ve genellikle soganin
bliylimesiyle goriinmeyen ince, seffaf bir tunikaya sahiptir. Taban yapragi, govde
olugsmadan Once veya nediren ¢i¢ceklenmeden Once kurur. Govde dik; basit; yaprakls;
tabanda ve alt yapraklarin etrafinda papillali veya diizdiir. Yapraklar vertisillat, opozit veya
alternattir; brakte yapraklari ¢ogunlukla tek veya 2 ya da 4’lidiir. Cicek tek veya
ciceklenme durumu umbel ya da rasemdir. Perigon genellikle asagi dogru dontiktiir.
Perigon kampanulat, konik veya tabak seklinde; tepaller diiz renk veya mozaik taglari gibi
renkli ve bazen de boyuna c¢izgilidir. Nektaryumlar belirgin olup tabanda veya tepallerin
biikiilme noktasinda bulunur. Filamentler bazifiks, papillali veya diiz. Stilus boliinmemis,
3- pargali veya ugta 3- loblu; yiizeyi papillali veya diiz; dokiiliictidiir; stigma diiz veya
klavattir. Meyve lokulisit kapsiil, kapsiil dik, oblong, ovat, obovat, ovat-lanseolat, tabani
kuneat, bazen sapli, tepesi trunkat, bazen boyuna 6 kenarlidir. Tohumlar ¢ok sayida, her
bdlmede iki sira halinde dizilmis, yassi, orbikular ile ovat arasinda degisik sekillere sahiptir
(Ozler ve Pehlivan 2007; Rushden 1993).

Tiirkiye Florasi’nda Liliaceae familyasinin 23. cinsi ile temsil edilmektedir.

Fritillaria, Lilium, Tulipa ve Erythronium L. birbirine yakin olan cinslerdir.

2.5.  Fritillaria Cinsinin Dogal Yetisme Ortamlar:

Fritillaria cinsine ait tiirler kalker kayaliklar, taslik alanlar, tarlai¢i, tarla kenarlari,
tagh tarlalar, cayirlik alanlar, sulu cayirlar, yol kenarlari, Pinsu L., Juniperus L., Cedrus

Link ormanlari, dokiiliicii Quercus L. ormanlari, orman acikliklari, Quercus coccifera L.



makilikleri, ¢caliliklar, daglik step, Umbelliferae ve Astragalus L. stepleri, serpantin alanlar,
denize yakin kayalik ve kumlu alanlar, karin yeni kalktig1 yerler, gevsek yamaglar gibi ¢ok
farkl1 habitatlarda bulunabildigi gibi benzer kiiltiir alanlarina da ¢ok iyi bir sekilde adapte
olur. Deniz seviyesinden 3500 m’lere kadar yayilig gosterir. Ciceklenme zaman1 Subat ve

Temmuz aylar1 arasindadir.

Fritillaria tiirlerinin soganlar1 ince bir tunika igerir. Boylece yaz aylarindaki asiri
kurakliga kars1 savunma mekanimasi gelistirmistir. Yaz kurakli§i baslamadan Once
ciceklenme ve tohum verme periyodunu tamamlar. Fritillaria soganlari ilkbahar
mevsiminde kisa bir siire i¢erisinde besin maddesi depolar ve kis1 1lik ve yagish yazi sicak

ve kuru olan Akdeniz ikliminin hiikiim siirdiigii bolgeleri tercih eder.

2.6.  Fritillaria Cinsinin Diinya Uzerinde Yayihsi

Diinyada 139 tiir, 17 alttlir ve 9 varyete olmak iizere toplam 165 taksonla ifade
edilen Fritillaria cinsi Avrupa, Orta Dogu ve Merkezi Asya ve Kuzey Amerika’nin
batisinda yayilis gostermektedir (Rix 2001) (Sekil 2. 9). Fritillaria cinsinin tiir sayisi
acisindan llkemiz ve diger bazi iilkelerle karsilastirilmast Tablo 2. 3 ’de verilmistir
(Komarov 1968; Naginezhad ve Mehrvarz 2007; Tutin ve ark. 1964; Feinbrun-Dothan
1986; Tosheva ve Traykov 2013; Konchar ve ark. 2011; Pignatti 1982; Donner 1990). Bu
cins Tiirkiye’de 36, Yunanistan’da 25, Rusya’da 22, Cin’de 24, Iran’da 18 ve
Kaliforniya’da 20 tiir ile temsil edilmektedir. Ayrica Bulgaristan’da 6, Italya’da 4,
Ispanya’da 3, Liibnan, Suriye, Portekiz, Afganistan’da 2’ser tiir, Israil ve Pakistan’da 1’er

tir ve Afrika kitasinda 1 tir bulunmaktadir.

Ulkelerin icerdigi tiir sayilarina bakildiginda Fritillaria cinsinin en fazla tiirle
Tiurkiye’ de temsil edildigi goriilmektedir. Amerika kitasinda Kaliforniya, Avrupa
kitasinda Yunanistan, Asya’da Tiirkiye ve Cin’de tiir sayilarinin diger iilkelere gore fazla
ve cinsin bu iilkelerde farkl tiirler ile temsil edildigi goriilmektedir. Farkli bolgelerde farkli
tiirlerle temsil edildigi ve kesintili yayilis gosterdigi i¢in bu cinste ii¢ gen merkezinden s6z

edilebilir;

Birinci gen merkezi, Kaliforniya,



Ikinci ge merkezi, Yunanistan ve Tiirkiye,

Ucgiincii gen merkezi, Cin’dir.

Tablo 2.2 Fritillaria cinsinin tiir sayist agisindan farkli bolgelerdeki tilkelerle

karsilastirilmast
Kita Ulke Toplam Tiir Sayisi Endemik
Tiirkiye 36 19
Cin 24 15
Rusya 22 13
fran 18 7
Asya Kitasi Japonya 6 -
Irak 5 1
Liibnan 2 -
Suriye 2 -
Afganistan 2 -
Pakistan 1 -
Yunanistan 25 13
Bulgaristan 6 -
Avrupa Kitasi italya 4 -
Ispanya 3 -
Portekiz 2 -
A.B.D.
(Kaliforniya 20 13
Amerika Kitasi eyaleti)
A.B.D. (Oregon | )

eyaleti)

Fritillaria cinsinin diinya Ulzerindeki dagilimi Sekil 2.1.°de goriilmektedir. Bu
haritaya gore diinyadaki yayilis itibariyle Holoarktik aleme ait bir cinstir. Bu alemin Tetis
altaleminin Akdeniz ve Iran-Turan, Boreal altaleminin Avrupa-Sibirya ve Dogu Asya,
Madrean altaleminin Madrean fitocografik bolgelerinde yayilis gosterir. Holoarktik alemin

tliman iklimi, 6zellikle Akdeniz iklimine sahip 30° ve 40° enlemleri arasinda yayilis

gosterdigi goriilmektedir (Rix 2001).
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Sekil 2.1 Fritillaria cinsinin diinya {izerindeki yayiligi

2.7. Tiirkiye’deki Fritillaria Tiirleri

Tiirkiye Florasi’nin 11. cildi itibariyle Monocotyledonae igerisinde Fritillaria ( 36
tiir ve 43 Tiir ve tiir alt1 takson), Allium ( 160 tiir ve 184 tiir ve tiir alt1 takson), Iris ( 40 tiir
ve 47 Tiir ve tiir alt1 takson) ve Crocus L. ( 36 tiir ve 63 tiir ve tiir alt1 takson)’dan sonra en

fazla tiir igeren 4. cinstir (Duran ve Duman 2002; Guner ve ark. 2000; Yildirimli 1988)

Sekil 2.2 Fritillaria imperialis

Fritillaria cinsinin Tirkiye’deki yayilist Sekil 2.12¢ de verilmistir (Duran ve
Duman 2002; Giiner ve ark. 2000) Akdeniz ve Dogu Anadolu Bolgesi icerdikleri tiir sayisi
bakimindan Fritillaria cinsinin en yogun oldugu bdlgelerdir. En az tiir Karadeniz,

Giineydogu Anadolu ve I¢ Anadolu bolgelerinde bulunmaktadir. Tiir sayis1 acisindan en
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zengin iller ise Mugla, Antalya, Igel, Kahramanmaras, Hatay, Erzurum, Van ve
Hakkari’dir. Tiirkiye Florasi’ nda Akdeniz fitocografik bolgesi 21, Iran-Turan fitocografik
bolgesi 17, Avrupa-Sibirya fitocografik bolgesi ise 4 tiir ve tiiralti seviyede takson ile

temsil edilmektedir.

Sekil 2.3 Mersin kokenli F. persica bitkisi

Tiirkiye Flora’sinin 8. Cildine gore 31 tiir ile temsil edilen Fritillaria cinsinden
1987 yilindan beri bes yeni tiir ( Fritillaria kittaniae Sorger (Tan ve McBeath 1987),
Fritillaria sororum J. Persson ve K. Persson (Persson ve Persson 1998), Fritillaria
baskilensis Behcget (Behget 1998), Fritillaria pelineae Kamari, Fritillaria byfieldii N.
Ozhatay ve Rix (Guner ve ark. 2000) ve bir alttiir (Fritillaria sibthorpiana (Smith) Baker
subsp. enginiana Byfield ve N. Ozhatay (Ozhatay ve Byfield 1995)) tanimlanmistir. Yeni

tiirler Tiirkiye Florasi’nin 2000 yilinda yayinlanan 11. cildinde verilmistir.

Sekil 2.4 Siverek kokenli F. persica bitkileri
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Sekil 2.5 Fritillaria Cinsinin Tiirkiye’deki yayilist

Tablo 2.3 TUBITAK-Tiirkiye Taksonomik Tiir Veritabani’na gére Tiirkiye’de bulunan

Fritillaria tur ve alttiir taksonlar1

F. acmopetala Boiss.

*F. acmopetala Boiss. subsp. wendelboi

F. alfredae Post

F. alfredae Post subsp. platyptera

F. assyriaca Baker

*F. assyriaca Baker subsp. melananthera
Rix

*F. baskilensis Behget

*F. byfieldii N. Ozhatay & Rix

F. carica Rix subsp. carica
F. caucasica J. F. Adam
*F. crassifolia Boiss.
Crassifolia

F. crassifolia Boiss. & Huet subsp. kurdica
*F. fleischeriana Steudel & Hochst ex
Schultes & Schultes fil.

F. hermonis Fenzl

F. imperialis Linnaeus

F. latakiensis Rix

*F. michailovskyi Fomin

*F. minuta Boiss & Noe

F. pinardii Boiss.

F. rhodia A. Hansen

*F. sibthorpiana (Sm.) Baker
enginiana Byfield & N. Ozhatay

F. straussii Bornm.

F. uva-vulpis Rix

*F. whittallii Baker

& Huet subsp.

subsp.

F. acmopetala Boiss. subsp. Acmopetala

*F. alburyana Rix

*F. alfredae Post subsp. Glaucoviridis

*F. armena Boiss.

F. assyriaca Baker subsp. Assyriaca

*F. aurea Schott

F. bthynica Baker

F. carica Rix

*F. carica Rix subsp. Serpenticola
F. crassifolia Boiss. & Huet

F. crassifolia Boiss.
Hakkarensis

*F. elwesii Boiss.

*F. forbesii Baker

F. hermonis Fenzl subsp. Amana
*F. kittaniae Sorger

F. latifolia Wild.

*F. minima Rix

F. persica Linnaeus

F. pontica Wahlenb.

F. sibthorpiana (Sm.) Baker

& Huet

subsp.

. *F. sororum Jim. Perss. & K.M. Perss.

F. stribrnyi Velen.
F. viridiflora Post
*F. zagrica Stapf

(*) ile isaretli olanlar endemik taksonlardir.
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Fritillaria tirleri arasinda tam endemik olanlar bulunmakta, ancak ¢i¢eklerinin siis
bitkisi olarak kullanilabilmesi potansiyeline sahip olan yar1 endemik iki tirli Fritillaria
imperialis ve Fritillaria persica’nin ticari 6nemi bulunmaktadir. Geofit bitkileri i¢inde en
gosterisli ve giizel tlirlerden birisi F. imperialis, Semdinli lalesi, ters lale, aglayan gelin,
Hakkari lalesi, Sahtugu ve Tugu Sahi kral taci olarak ta bilinmektedir. Fritillaria persica
tiirli ise Adiyaman ili ve ¢evresinde dogada sik¢a bulundugundan bu bitkiye de Adiyaman
lalesi veya karagoz lalesi ad1 verilmektedir. Bazen her iki tiire birden aglayan gelin olarak
genel bir isim verildigine de rastlanabilmektedir. Avrupa iilkelerinde park ve bahgelerde,
tarihi mekanlarin bahgelerinde kullanilan tiirler olmasina karsilik, Fritillaria tirleri
tilkemizde heniiz siis bitkisi olarak yeterince taninmamakta ve kullanilmamaktadir. Buna
karsilik ihrag potansiyeli yliksek tiirlerdir.

Fritillaria imperialis L., en eski siis bitkilerinden birisi olup, Osmanlilar zamaninda
lale, nergis, stimbiil kadar popiiler bir bitki olmustur, 1554-55 yillarinda lale ile birlikte
veya bundan hemen sonra yillarda Avrupa’ya gotiiriilmiistiir. 1576 yilinda Viyana’da saray
bahcesinde cicek actigy; Fritillaria persica L.’nin ise 1570 yilinda Avrupa’ya gonderildigi
ve 1583 yilinda ¢icek agtifi belirtilmektedir. Rix ve Phillips (Rix ve Phillips 1981),
Avrupa’da 16.yy’dan beri kiiltiirii yapilmakta olan Fritillaria imperialis L.’in Istanbul’dan

Viyana’ya getirildigini, oradan da Hollanda ve Ingiltere’ye yayildigini rapor etmistir.

Sekil 2.6 Selimiye camisinde Ters lale motifi

Fritillaria 400 y1l once Tirk bahgelerinin ¢ok kiymetli bitkilerinden birisiydi ve
I.Selim zamaninda en ¢ok sevilen bitki tiirlerindendi (GENCER, EROGLU, ve Ufuk
2009). Zaman igerisinde unutulan ve eski Onemini yitiren bitki, 1960’l1 yillarda
Adiyaman’da Ali Deniz tarafindan yeniden fark edilmis ve bunun ardindan dogadan

sokiilerek ihrag edilmeye baslamistir.
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Fritillaria imperialis L., Dogu ve Giineydogu Anadolu, Irak, Afganistan, iran ve
Kuzey Hindistan’in daglik bolgelerinde dogal olarak yetismektedir. Fritillaria imperialis
L.’e Van’da Ters Lale, Hakkari’de Giilnahun denilmektedir. Baz1 yerlerde Serefeli Lale de
denilen bu bitkiye Aglayan Gelin denilmesinin nedeni, ¢igeklerinin dip kisimlarindaki
gbzyasina benzeyen nektar bezlerinden kaynaklanmaktadir. Fritillaria persica L. Anadolu,
Filistin, Urdiin, Suriye, Irak ve iran’da dogal yayilis gosteren bir tiirdiir (Arslan ve
Gilimiiscii 2002). Adiyaman lalesi olarak adlandirilan bu bitki, birgok kaynakta, F.persica

L. cv. Adiyaman olarak da anilmaktadir.

2.8. Fritillaria Tiirlerinin Cogaltilmasi

Toprakalti 6zellesmis govde yapist bakimindan soganli bitkiler grubuna giren bu

bitkinin ¢ogaltimi, hem vejetatif hem de generatif yolla yapilabilmektedir.

2.8.1. Generatif Cogaltim

Tohum ile tiretim teknigidir. Cigeklenmeden sonra olgunlasan tohumlar toplanarak
hemen ekilebilecegi gibi uygun kosullarda tohum ekim zamanina kadar bekletilebilir.
Tohumlar1 kapsiil igerisine dizilmis ince pullar bi¢iminde olan Fritillaria tiirlerinde
¢imlenme yoniiyle herhangi bir sorun bulunmamakla birlikte, ¢ok kiiciik fideciklerden
bitkilerin gelismesi ve bunlardan ¢igek acacak biiyiikliikteki bitkilere ulasincaya kadar
yaklasik 6 y1l gegmektedir.

09909999 |

Sekil 2.7 Fritillaria tiirlerinde tohumla ¢ogaltim agamalari
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Bu nedenle ticari iiretim diisiintildiiglinde kisa siirede ¢ok sayida yeni {iiretim
materyalinin elde edilebilmesi Onem tasimaktadir. Ayrica genetik olarak ac¢ilim ve
varyasyon ¢ok genistir. Cicek renkleri, bitki boyu, ¢igek agma zamani, ¢igek sekli gibi siis
bitkisi yetistiriciliginde ilk sirada diisiiniilmesi gereken Ozellikler, agilim nedeniyle
tohumdan yetistirilen bitkiler arasinda genis bir varyasyon gosterecektir.

Tohumla ¢ogaltimin, genetik varyasyon ortaya ¢ikmasi nedeniyle oldugu kadar
cigceklenme asamasinda bir bitki elde edilmesine kadar gegen siirenen uzun olmasi

nedeniyle ticari bitki cogaltiminda tercih edilmesi miimkiin gériilmemektedir.

2.8.2. Vejetatif Cogaltim

Fritillaria tirlerinde soganlardan yapilan vejetatif ¢ogaltim, su anda bilinen ve
uygulanan en etkin yontemdir. Sogan, degisiklige ugramis 6zel bir toprakalti organi olup,
cogunlukla dikey duran tepesinde bir biiyiime konisi veya bir ¢igek taslagi bulunan, etli
yaprak pullarina sahip bir govde ekseninden ibarettir. Bu etli pullar o6zellikle
karbonhidratlar bakimindan 6nemli bir besin deposudur.

Soganin merkezinde ya vegatif biiyliime konisi veya uzamis bir ¢igek sap1 bulunur.
Biiyiime konileri gelisen pullarin koltugunda yavru soganciklar olusur. Ilkbaharda
ciceklenen soganlarda, gelismenin vegatif devresinde 6nce soganin gelismis bazi pullarin
koltugunda sogancik olusumu meydana gelir ve bu olusum soganin i¢ kisminda
oldugundan disaridan gézlenemez. Fritillaria’lar da da ayni durum séz konusudur ve yaz
boyunca sogan i¢inde ¢igek siirgiinlerinin farklilasmasi olur.

Genel olarak soganlar, kabuk yapisina sahip olup olmamalarina gore ikiye
ayrilmaktadir. Yemeklik sogan ve lale soganlarinin da yer aldig1 kabuklu (tunikli, laminal)
soganlarda dis pullar, kuru ve membranlidir. Pullar iizerindeki bu kabuk, sogan1 mekanik
zararlardan ve kurumaktan korumaktadir. Zambak soganlarinin da i¢cinde bulundugu diger
bir sogan grubu da tuniksiz (pullu) soganlardan olusmaktadir. Bu gruptaki soganlarda,
soganin biitiin yiizeyini kaplayan tek parcadan ibaret kabuk yoktur. Pullar ayr1 ayr1 olup,
sogana balik pulu gibi goriinlis verir. Fritillaria soganlar1 da tuniksiz sogan grubuna
girmektedir. Fritillaria tiirlerinde soganlar 2 ya da 3 etli sogan yapragindan (pul) meydana

gelir ve soganlarda kabuk bulunmaz (Ulus ve Seyidoglu 2006).
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Vegetatif yolla ¢ogaltmada kullanilan teknikleri yedi grup altinda toplayabiliriz.
Bunlar;
Yavru soganlar ile iiretim,
Yumru, rizom ve soganimsi yumrularin béliinmesiyle iiretim,
Koltukalt1 yavru soganlar ile tiretim,
Sogan pullart ile iiretim,
Parcacik ve ikiz pul ile tiretim,

Sogan tabanin kesilmesi ile iiretim

N o kR =

Doku kiiltiiri ile tretim teknikleri

Bu yontemlerden Fritillaria tiirlerinin ¢ogaltilmasinda kullanilanlar;

2.8.2.1. Yavru Soganlar ile Uretim

Vegetatif iiretim yontemleri icinde en ¢ok kullanilanidir. Bu yontemde, biiyiime
mevsiminde ana soganlarin yaninda olusan yavru soganlar iiretimde kullanilir. Ana sogana
bitisik yavru soganlar fizyolojik faaliyetlerin minimuma indigi (dormansi durumu),
yapraklarin sararip kurudugu donemde topraktan ¢ikarilip, ana sogandan ayrilir.
Biiytikliiklerine gore siniflandirilarak hazirlanan dikim yerlerine ¢igeklenme iriliginde
sogan elde etmek amaciyla dikimleri yapilmaktadir. Ana sogandan elde edilen yavru sogan
miktari, bitkinin tlirli, iiretim yapilan bolge, ana soganin biiyiikliigii gibi faktorlere bagh
olarak degismektedir.

Genellikle Fritillaria (Ters lale), Galanthus (Kardelen), Leucojum (Gol sogani),
Narcissus (Nergis), Iris, Lilium (Zambak), Tulipa (Lale) gibi cinslerde uygulanmaktadir.
Bu yontemle ¢icek meydana getirebilecek biiyiikliikte sogan elde etmek i¢in genellikle 1-3
yil gereklidir.

2.8.2.2. Sogan Pullari ile Uretim (Scaling)

14. yy.’dan beri bilinen bu teknik, sogandan koparilan her pulun dikilerek yeni bitki
elde edilmesi yontemidir. Pullama olarak da adlandirilan bu yontem, genellikle Lilium

tiirlerinin {iretilmesinde kullanilir. Sogan pulu sogan tabaninda kdk bolgesi igerecek
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sekilde ayrilir ve hastaliklara karsi fungusitle ilaglandiktan sonra dikilirler. En distaki
burusmus ve suyunu kaybetmis pullar kullanilmaz.

Distan ice dogru ilk iki veya li¢ sira sogan pulu kullanilmasi tavsiye edilmektedir.
Her bir pulun dip tarafinda adventif soganciklar meydana gelir. Genellikle her bir puldan
3-5 sogancik elde edilmektedir. Lilium tiirleri disinda, Hyacinthus, baz1 Fritillaria tirleri,
Muscari ve Scilla’larda da uygulanmaktadir (Rees 1992; Aksu ve ark. 2002; Ulus ve
Seyidoglu 2006).

2.8.2.3. Parcacik (Dilimlere Ayirma - Chipping) ve Ikiz Pul (Twin-
Scaling) ile Uretim

Sogan1 dilimlere ayirma (pargacik - Chipping) yontemi, biiylik miktarlarda sogan
elde etmek amaciyla kullanilan bir yontemdir. Bir sogami esit biiyilikliikkte pargalara
ayirmak amaciyla yapilan diklemesine kesme islemidir. Soganin bazal plakasinin
meristematik boliimiinden yararlanmayi, yani hiicre boéliinmesi yolu ile sogancik
iretilebilmesinden faydalanmay1 saglamaktadir.

Genellikle Galanthus, Fritillaria, Leucojum, Narcissus, Chionodoxa, Nerine,
Scilla, Sternbergia gibi cinslerde uygulanmaktadir. Cigeklenme biiyiikliigiindeki iyi bazal

plaka olusturan tercihen yuvarlak soganlar materyal olarak se¢ilmelidir.

2.8.2.4. Sogan Tabaninin Kesilmesi Ile Uretim

Bu iiretim teknigi icin ¢evre biiylikliikkleri daha fazla olan, saglikli, ¢cok iyi bazal
plaka igeren soganlar kullanilir. Capraz kesim, soganda merkez ¢ikarma ve sogan tabanin
oyulmasi seklinde iki farkli yontemle yapilir.

. Capraz kesim (cross cutting);

. Soganda merkez ¢ikarma ve sogan tabanin oyulmasi (scoopimg).
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2.8.24.1. Capraz kesim (cross cutting):

1930’lu yillardan beri kullanilan bu yontemdir. Bu yontemde ilk once sogan
tabanindaki kokler uzaklastirilir ve soganlar kurumaya birakilir. Soganlar kuruduktan
sonra, sogan tabaninda keskin bir bigak ile sogan biiytikliigline gore, 3 veya 4 ¢apraz kesim
yapilir. Kesim sogan tabaninin ayrilabilecegi sekilde yapilmalidir. Bu sekilde hazirlanan
soganlar, kesim kisimlar1 yukariya gelecek sekilde 25 °C de tutulurlar. Kesim yapilan yere
kum serpistirilir ve bununda tizeri 5 cm kalinliginda kum ile kapatilir. Yaklasik 1 hafta
sonra kesim yerinde ince bir mantar tabakasi olusmustur ve soganlar sokiilerek saglikli
olup olmadiklar1 kontrol edilir ve kesim yerleri asagiya gelecek sekilde 20-32°C de 2.5-3
ay lretim odalarinda dikilerek yavru sogancik olusumu saglanir. Yavru soganciklar ana
soganlarla birlikte acik alana dikilirler. ilk yil ana sogan parcalanip dagilir, daha sonraki
yillarda yavru soganlarin biiyiitiiliir, yavru soganlar her yil siniflandirmaya tabii tutularak
cicek verme biiylikliigiinde olanlar ayrilmaktadir (Aksu ve ark. 2002; Ulus ve Seyidoglu
2006).

2.8.2.4.2. Soganda merkez cikarma ve sogan tabanin oyulmasi (scoopimg):

Sogan dip kisminin oyulmasi, 19.yy’da gelistirilen bir yontemdir. Bu yontemde,
yapraklar sarardiktan sonra toplanan iri ve olgun soganlar, dncelikle 25°C’de depolanirlar.
Depodan ¢ikarilan soganlar temizlenerek ilaglanir ve kurutulur. Daha sonra soganlarin
kokleri kesilerek, kasik veya bigcak ile soganin taban kismi ¢ikarilir. Bu kesim sogan pullar
ile sogan tabaninin birlestigi sinirdan yapilir. Bu sekilde hazirlanan soganlar, birkag¢ hafta
kesim yerleri yukariya gelecek sekilde, daha sonra diiz olarak depoda tutulurlar. Sogan
tabanindaki yara yerlerinden yavru soganlar meydana gelmektedir. Bu yontem Hyacinthus
ve Muscari ve Scilla’ da uygulanmaktadir.

Merkez cikarmada ise, soganin merkezinde bulunan biiylime konisi ¢ikarilir.
Soganin biiyime potansiyeli soganin bazal plakasinda olusacak yavru soganlara
yonlendirilmis olur. Merkez ¢ikarma islemi yapildiktan sonra kesimlerde uygulandig: gibi
once soganlar kesim yeri yukariya, daha sonra asagiya gelecek sekilde depoda tutulurlar.

Bu yontem Hyacinthus ve Fritillaria’larda uygulanabilmektedir.
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2.8.2.5. Doku Kiiltiirii Yontemiyle Cogaltim

Bitki doku kiiltiirii; kontrol edilebilen 151k ve sicaklik kosullar1 altinda kiiltiir kaplar1
icerisinde, yapay besin ortaminda biitlin bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler,
siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki kisimlari=eksplant) veya organ
(apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel {iriinlerin
tiretilmesidir.

Doku kiiltiirii  ile dretim, geleneksel {iretim ydntemlerinden, biyolojik
komponentlerin sistemde ayrilmasi, her rejenerasyon ve gelisme siirecinde yiiksek diizeyde
kontrol olanagmin bulunmasi agisindan farklilik gostermektedir. Bu yontem Onceleri
bilimsel ¢alismalarda ve arastirmalarda kullanilmis, daha sonra pratik anlamda iireticiler
tarafindan benimsenmistir.

Yeni gesit gelistirmek ve mevcut ¢esitlerde genetik varyabilite olusturmak, hem ¢ok
sayida bitki iiretimini zamandan, yerden ve anaglik bitki materyalinden tasarruf ederek
gerceklestirmek hem de viriisten ve hastaliklardan ari, yiiksek kalitede bitki yetistirme
olanagi saglamak doku kiiltiiriiniin temel amaglar1 arasinda sayilabilir. Ayrica kaybolmakta
olan tiirlerin korunmasinda ve ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde de doku kiiltiirii
yontemleri uygulanmaktadir. Bitki doku kiiltiirii ile liretim bir¢ok bitkide oldugu gibi,
geofitlerde de diger vegetatif iiretim teknikleri ile basarisiz olunan tiirlerin ¢ogaltilmasini
saglamak, ¢ok sayida ve yiiksek kalitede bitki edilmesine imkan saglamasi agisindan tercih
edilebilmektedir (Rees 1992; Ulus ve Seyidoglu 2006; Babaoglu, Giirel, ve Ozcan 2001).

Doku kiiltlirii yonteminin basariyla uygulandigi familyalar ve bunlara ait cinsler

Tablo 2.4. 'de gosterilmektedir.
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Tablo 2.4 Doku Kiiltiirii Yontemiyle Uretilebilecek Baz1 Geofitler

Familya Cins

Lilium
Tulipa
Hyacinthus
Muscari
Fritillaria
Colchicum
Ornithogalum
Scilla

Liliaceae

Iris
Iridaceae Gladiolus
Crocus

Galanthus
Amarryllidaceae  Sternbergia
Leucojum

Eranthis

Ranunculaceae
Anemone

Primulaceae Cyclamen

Oxalidaceae Oxalis

2.8.2.5.1. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Tarihcesi

20. yiizyilin baslarinda, bilim adamlar1 ve botanistler, her bitki hiicresinin, bir
kiltiirde, kokler ve filizler olusturarak yeni bir bitki meydana getirme yetenegi oldugunu
ispatladilar. Yillarca siiren arastirmalar ve sonsuz olasiliklar neticesinde, yepyeni bir
tiretim teknigi ortaya ¢ikti. Bu teknikten ticari anlamda ilk faydalanan orkide endiistrisi
oldu.

Mikro c¢ogaltim teknikleri, 1930’larin ortalarina dogru odunsu bitkilere de
uygulandi. 1940’11 yillarda, zararh viriislerin mikro ¢ogaltim teknikleri yoluyla bitkilerden
ayrilabilecegi kesfedildi. Daha sonralari, bu alandaki calismalar hizlanmis ve sera
teknolojileriyle beraber daha kaliteli iiretimler gergeklestirilmeye baslandi.

1980’lerin baslarindan itibaren, o ana kadar agirlikli olarak siis bitkileri ve
ormancilik alanlarinda faaliyet gosteren mikro ¢ogaltim teknikleri, birkag iilkede daha
ticari bir kimlige biirlinmiis ve yiiksek {iretim maliyeti nedeniyle, bu teknik ¢ok fazla
cesitte uygulanamadi. Yiiksek pazar degeri olan iiriinler, bu teknik i¢in tercih edildi. Yeni

yeni gelisen bu endiistrinin kurulmasi i¢in tek yol, yiiksek kaliteli ve makul fiyath bitkiler
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tiretmek oldu. 2000'li yillara gelindiginde ise bitki doku kiiltiirii ile mikro c¢ogaltim,

hastaliksiz, viriisten ari, kaliteli ve saglikli bitki {iretimiyle giinlimiiziin ve gelecegin

tarimsal iiretimi i¢in tiim diinyada ¢ok énemli bir yer edindi.

Bitki doku kiiltiirii ile ilgili onemli ¢alismalar Tablo 2.5.’de verilmistir.

Tablo 2.5 Bitki doku kiiltiiriinde 6nemli ¢calismalar

Tarih Calismalar Arastiricilar
1902 [k izole hiicrelerin kiiltiirii Haberlandt
1904 Olgun embriyolarin kiiltiirti Hanning
1917 Biyoteknoloji teriminin ilk defa kullanimi Karl Ereky
1920 Oksin hormonunun kesfi ve tanimlanmasi Went ve ark.
1922 Kok ve siirgiin uglarlnlvn tek basina laboratuvarda Kotte ve Robbins
cogaltimi
1924 ‘ [k embriyo kurtarma teknigi (musir) Dieterich
1934 Ik siirekli olarak tek basina ¢ogalan kok kiiltiirleri White
\ (domates)
1934 Ik kallus (degismeden bq}ul}up ({‘ogalan hiicre toplulugu) Gautheret
kiiltiirleri
1942 [lk kallus kiiltiirlerinden sekonder metabolit eldesi Gautheret
1946 [k siirgiin uglarindan (apikal meristem) bitki eldesi Ball
1953 - DNA'mn yapisinin belirlenmesi Watson ve Crick
1954 . Ik hiicre stispansiyonlarindan bitki eldesi Muir ve ark.
1957 [k sitokinin hormonunun tanimlanmasi ve dneminin Skoog ve Miller
_ ortaya konulmasi
1958 Ik somatik embriyogenesis (havuc) Steward ve ark.
1960 Enzimler kullanilarak ilk canli protoplast izolasyonu Cocking
1962 MS doku kiiltiirii besin ortaminin gelistirilmesi Mursaligi)gge Ve
. . . Vasil ve
1965 Tek hiicreden bitki elde etme (rejenerasyon) Hilderbrandt
1967 [k haploid bitkinin {iretimi (anter polen kiiltiirii) Bourgin ve Nitsch
1968 BS5 ortaminin gelistirilmesi Gamborg ve ark.
1970 HEPA filtrelerin kullanilmaya baslanmasi
1978 Cinsler arasi ilk somatik melezleme Melchers ve ark.
1983-86 Transgenik ilk bltklnln(teiliiignc;dﬂmem ve tarla testleri Murai ve ark.

Sentetik tohum gelistirme ve hizli dondurma yoluyla

1990 germplazm muhafazasi ¢calismalarinin baglamasi

1995 [k rekombinant (genetik olarak degistirilmis) insan gidasi

(Flavr Savr,
domates)
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2.8.2.5.2. Bitkilerin Cogaltilmasinda Kullanilan in Vitro Teknikler

Bitkilerin ¢ogaltilmasinda kullanilan biitiin hiicre ve doku kiiltlirii tekniklerinde
gorilen farklilasma tipleri, kok ve siirglin iiretimidir. Bu iki olaya birlesik olarak
organogenez adi1 verilir. Bazen bu iki siire¢ kendiliginden diizenlenmis olarak (zigotik bitki
embriyolarindaki gibi) meydana gelir ve bu olay somatik veya adventif embriyogenez
olarak adlandirilir (Onay 2003, 2005). Somatik embriyolar bazi durumlarda zigotik
embriyolara benzer sekilde bir gelisme sirasi izlemektedir. Kok, silirglin ve somatik
embriyolarin olusumu ¢ok sayida biyokimyasal olayr kapsamaktadir. Farklilasmanin
diizenlenmesi i¢ kontrol mekanizmasi ile yapilir. Kiiltiirlerde morfolojik degisiklikler
goriilmesine karsin, morfolojik olarak ayni {iriin olusmasina neden olan baska

biyokimyasal farklilasmalar da meydana gelebilir.

2.8.2.5.2.1. Organogenez ve Embriyogenez’in Kokeni

Kiiltiirdeki hiicreler genellikle gruplar halinde bulunurlar. Grup igindeki hiicreler
sekil ve biiyiikliik bakimindan oldukg¢a degisiktirler. Organ ve embriyo olusumuna neden
olan olaylarin sirasint belirlemek olduk¢a zordur. Bitkilerin embriyogenez araciligiyla
karigik hiicre siispansiyonlarindan elde edilmesi, somatik hiicrenin ¢ok hiicreli kdkene
sahip oldugunu gostermez. Ciinkii cogu bitki tiirlerinde tek hiicreler izole edilerek, tam
bitkiler elde edilmistir (Onay 2000). In vitro morfogeneze neden olan doku kiiltiirii (hiicre
kiltiiriine karsit olarak) ya meristematik hiicrelerin ¢ogalmasi ya da dokulardaki
meristematik hiicrelerle olusur. Somatik embriyolar in vitro kiiltiire alinan diploid
hiicrelerin {i¢ kaynagindan olusabilirler;

1) Yash bitkilerin vejetatif hiicrelerinden,
2) Zigot hari¢ diger iireme dokularindan ve

3) Geng bitkilerin ve embriyolarin hipokotil ve kotiledonlarindan olusabilirler.
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2.8.2.5.2.2. Somatik Embriyogenez

Somatik embriyogenezde hiicre boliinme ve gelismesinin siras1  zigotik
embriyogenezden farklidir. Bunun nedeni; in vitro kiiltiirler arastiricinin kontrolii altinda
geligirken, biitlin bitki sistemini kontrol etmek zordur. Bu ylizden somatik embriyolar
zigotik embriyolardan sekil ve biiyiikliik bakimindan farkliliklar gosterir. Havug bitkisi
hiicre farklilasmasi ¢alismalar1 i¢in model bir sistem olarak kullanilmaktadir ve bilinen en
iyi kontrol edilebilen somatik embriyogenez siirecidir. Somatik embriyogenez, sadece in
vitro kiiltirde meydana gelmemekle birlikte; Citrus’un niiseller dokusunda oldugu gibi,
dogada kendiliginden de olusabilmektedir ki (nuseller embriyoni) bu somatik embriyo
olusumu iizerine genotipin etkisini géstermektedir (Koltunow, Hidaka, ve Robinson 1996).
Dogal olarak poliembriyogenik olan tiirler olduk¢a embriyojenik doku kiiltiirleri
olustururken; embriyogenik olmayan tiirler daha az somatik embriyo olustururlar. Kiiltiirde
embriyogenezin baslatilmasi i¢in gerekli bitki biiyiime diizenleyicileri (BBD) cesit ve
konsantrasyonu bitki tiirleri arasinda degisiklik gosterir. Fakat cogu kiiltiirler embriyo
olusumu i¢in gerekli olan hiicre bdliinmesinin hizli bir oranini elde etmek i¢in bu baglama
basamagindan dnce yiiksek oksine ihtiya¢ duyarlar.

Iki tip somatik embriyogenez vardir (Koltunow, Hidaka, ve Robinson 1996):

Dogrudan somatik embriyogenez: Zigotik embriyo, kotiledon, yaprak ve govde
gibi bitki dokularindan direkt olarak eseysiz olarak embriyolarin tiretimidir. Tek bir hiicre
(veya hiicre grubu), meristematik biliylimeyi baslatir ancak bu hiicre soyunun embriyoyu
olusturmas1 ¢ok nadir goriiliir. Bu durumun Citrus niiseller dokusunda, bazi anter
kiltiirlerinde ve bazen protoplastlarda meydana geldigi tespit edilmistir.

Dolayli  somatik embriyogenez: Farklilasmamis kallus ve silispansiyon
kiiltiirlerinden embriyolarin farklilagmas: olarak tanimlanir. Somatik embriyo Onceden
olusmus meristematik gruptaki bir hiicreden gelisir. Genel olarak bir gruptaki biitlin
hiicreler embriyogenez potansiyeline sahipse de, boyle bir grupta genellikle yiizeydeki bazi

hiicreler embriyo olusturur.,
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2.8.2.5.2.3. Organogenez

Organogenez ¢ok yaygindir ve embriyogeneze gore daha kontrol edilebilir bir
stirectir. Organogenezisin kontrolii uygun BBD’lerin kiilona. Bu BBD’lerin dogas: tiirler
arasinda farklilik gosterse de, oksin-sitokinin orani degisik sistemlerde belirli bir etkiye
sahiptir.

Kiiltiire alman hiicrelerin organogenezi, onceden var olan veya tesvik edilmis
meristematik primordiyumlarin varligima baghdir. Bu primordiyumlar hizlica boliinen
meristematik hiicre gruplarina sahiptirler ve biyokimyasal organizasyon derecesi
farklilasmaya yardimci olur.

Meristematik hiicre gruplari, uygun sartlar altinda genellikle yiiksek oksin
seviyelerinde ¢ok sayida vakuol iceren kiiltiire alinmis uyku halindeki hiicrelerden olusur.
Kiiltiire alinan dokular ve Onceden var olan aksillar meristemler durumunda, apikal
baskinligin etkisi uzaklastirilarak, bolinme tesvik edilebilir. Bu durum, sitokininlerin
ilavesi ile basarilir. Adventif meristemler ya dogrudan olarak kiiltiire alinan dokularin
hiicrelerinden ya da kallus olustuktan sonra olusur. Takip edilen bu yol rejenerasyonu

yapilan bitkilerin genetik yapisinda da etkili olur.

2.8.2.5.3. Doku Kiiltiirii Teknikleri ile Bitkilerin Cogaltilma Asamalar

Doku kiiltiiriinde cogaltim icin izlenebilecek her biri cok 6zel beslenme ve
inkiibasyon kosullar1 gerektiren temel dort asama tanimlamistir (Murashige 1974). Bu

asamalar sirasiyla su sekilde gerceklesmektedir;

2.8.2.5.3.1. Kiiltiirlerin baslatilmasi

Bu asamada eksplantlar1 (slirglin ucu, lateral tomurcuk, yaprak vb.) yiizeyinde
bulunan bulasiklardan arindirmak icin yiizey sterilizasyonuna tabi tutulur. Bu asamanin
ana hedefi, biiylime miktarina bakilmaksizin takip eden asamalarda kullanilabilecek
aksenik (steril) veya enfeksiyonsuz rejenerantlar elde etmektir. Bu asamada kiiltiirler

cogaltma metoduna uygun olarak siirekli ya da periyodik 1s1k altinda inkiibe edilirler.
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2.8.2.5.3.2.  Siirgiinlerin Cogaltilmasi

Uretilen bitkilerin sayisini belirledigi i¢in, herhangi bir ¢ogaltma programindaki en
onemli asamadir. Bu asamada planlanan ya da istenilen bitki sayisi elde etmek ig¢in
tekrarlanan alt kiiltiir ve yeniden kiiltiirle siirgiinler cogaltilir. Besi ortaminin fiziksel
durumu, kimyasal igerigi ve inkiibasyon kosullar1 siirgiinlerin ¢ogaltilmasinda oldukca

Onemlidir.

2.8.2.5.3.3. Koklenme

Onceki asamada iiretilen siirgiinler, bitki tiiriine gore degisen uzunluklarda
kesilerek, yiiksek oksin igeren bir ortamda bireysel olarak koéklendirilir. Bu asamada, iyi
bir kok sistemi olugur ve tam bitkiler elde edilir.

2.8.2.5.3.4. Adaptasyon (Alstirma)

Epidermislerinde kutikula tabakasi tam olarak gelismedigi ve fonksiyonel stomalara
sahip olmadiklar1 (Czynczyk ve Jakubowski 2004) icin in vitro rejenerasyonla gelisen
bitkiler heterotroftur (Adelberg, Kroggel, ve Toler 2000). In vitro iiretilen bitkiler direkt
olarak dis ortama aktarildiklarinda, fazla miktarda su kaybettikleri i¢in birgogu hemen o6liir.
Bu nedenle rejenerasyon sonucu olusan bitkiler kademeli olarak dogal gelisme ortamina
alistirilmas1 gerekir. Dogal biiylime ortamina alistirma safhasinda bitkicikler modern
tesislere sahip olmayan isletmede polietilen torbalarla kapatilir ve ge¢en zamanla birlikte
torbada delikler acarak, dis ortama tedricen uyumu saglanir veya 151k, sicaklik ve nemin
kontrol edilebildigi 6zel biiyiime odalar1 veya kabinlerinde dis ortama alistirilir. Alistirma
yapilmayan bitkiler dis ortama aktarildiginda hemen 6liir. Bu yilizden in vitro ¢ogaltilan
bitkiler topraga transfer edilmelerinden 6nce kutikula gelisimi ve stoma fonksiyonlarinin
baslatilmasi ve fotosentezi uyarmak i¢in adaptasyona veya alistirmaya tabi tutulmalidir. Bu
nedenle bu safha biitliin ¢cogaltim siirecindeki en énemli agamadir. Bu yiizden bu agama
toprak, 151k, sicaklik ve sulama ile ilgili kosularin diizenlenmesi yoluyla yapilmalidir. Bu
asamadan Onceki biitlin agamalarda her bitki tiirii kendi ¢ok 6zel ihtiyaclari gz Oniine

alinmalidir.
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Doku kiiltiirti ile ¢ogaltilacak her bitki tiirli icin asagida belirtilen parametrelerin
degerlendirilmesi gerekir:

1) Eksplant kaynagi,
2) Besi ortamu igerigi ve fiziksel kosullar,

3) Isik yogunlugu, sicaklik, 1s1k-karanlik periyodu ve nemlilik ile ilgili inkiibasyon

kosullarinin belirlenmesi ve

4) Adaptasyon kosullar1 ve topraga aktarma.

2.9.  Fritillaria Tiirlerinin Kullanim Alanlari Ve Ekonomik Onemi

2.9.1. Kullanim Alanlar

29.1.1. Peyzaj Diizenlemelerinde Kullanimi

Ters lalenin bazi tiirleri Avrupa ve Amerika’da ¢ok eski yillardan beri bilinmekte
ve yetistirilmektedir. Avrupa ve Amerika’da genel olarak bordiirlerde ve kaya
bahgelerinde, agac ve ¢ali altlarina dikilerek yer oOrtiiciiler gibi, baz: tiirleri ise saksi bitkisi
olarak kullanilmaktadir.

Fritillaria’ lar, sicak ve kurak yaz sezonunu toprak altinda dormant halde sogan
olarak gegirirler. Bu nedenle Fritillaria saganlarinin sicak ve kurak kosullara adaptasyon
kabiliyetleri yliksektir. Yaz sezonunda su ve bakim ihtiyaclar1 yoktur. Bu 6zelliklerinden
dolay1 kiiresel 1sinma nedeniyle kisith olarak kullandigimiz su kaynaklarinin ekonomik
kullanimi1 prensipleri dogrultusunda, az su ve bakim isteyen, ayrica ¢ok gosterisli ¢iceklere
sahip olan Fritillaria’ lar ve benzeri tiirlerin peyzaj diizenlemeleri ve bitkilendirme

calismalarinda kullanimlarina 6ncelik verilmeye baslanmistir.
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Sekil 2.8 Potsdam (Almanya) sehri saray bahgesinde Fritillaria bitkileri

Peyzaj amagl kullanilabilmeleri, bu bitkilerin soganlarinin genis bir ticaret hacmine
sahip olmasina olanak tanimistir. Bu sebeple Fritillaria ‘ lar, tim diinyada siis bitkisi olarak
en cok tercih edilen ve soganlarinin ticareti yapilan bitkilerdendir (Kahraman ve

Ozzambak 2006).

2.9.1.2. Medikal Kullanim

Fritillaria soganlar1 Cin’de “Bei-mu” veya “Pei-mu” adiyla, Japonya’da ise “Bai-
mo” adiyla yaygin olarak bilinmekte olup, Cin geleneksel tedavisinde Onemli bir yer
tutmaktadir (Kitajima ve ark. 1981; Yuoh-Fong, Kao, ve Chang 1936). Basta uzak dogu
olmak tizere yayilis gosterdigi iilkelerdeki insanlar tarafindan binlerce yildan beri ilag
olarak kullanilmaktadir (Rensted ve ark. 2005; Wang ve ark. 2005). Bu nedenle ¢ok eski
tarihlerden beri ekonomik 6neme sahiptirler. Bu bitkilerin soganlarinin atesi ve yiiksek
tansiyonu diislirticti; akcigeri nemlendirici, astimi1 ve bronsiti tedavi edici, bogaz agrisini
giderici ve balgami soktiirlicii olarak kullanildigr bildirilmektedir (Akhtar ve ark. 2002;
Wang ve ark. 2005; Ronsted ve ark. 2005; Seon ve ark. 1997).
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Sekil 2.9 Chan Bei Mu

Fritillaria cinslerinin farmasotik endistrideki 6nemleri 6zellikle soganlarinda
depoladiklar1 steroidal alkaloitlerden kaynaklanir. Saponin, terpenoid, steroid, suksin asidi
(kehribar asidi), tymidin, adenosin, imperiallin, peiminie ve peiminine gibi bilesikler
Fritillaria soganlarinda depolanan bilesiklerden bazilaridir (Wang ve ark. 2005).

Major bilesik olan imperialin’in, kolinerjik ve kolinesteraz enzim inhibitorii etkiye
sahip oldugu tespit edilmistir. Kolinerjik aktivite bitkinin Cin tibbinda astimda kullanilma
sebebini dogrulamaktadir.

Alzheimer hastaliinin  tedavisinde kolinesteraz  enzim  inhibitorlerinden
yararlanilmaktadir. Fritillaria tirleri igerdigi alkaloitler nedeniyle, kolinesteraz enzim
inhibitorii olarak da 6nemli bir potansiyele sahiptir (Arslan ve Giimiiscii 2002).

Fritillaria thunbergii tiirlinde bulunan peimine ve peiminine alkaloidlerinin kan
sekerini diisiirmede yardimci oldugu konusunda raporlar vardir (Paek ve Murthy 2002).

Ayrica Fritillaria tirlerinden F. camschatcensis, Hokkaido adasinda yasayan

yerlilerin diyetinde yer alan 6nemli bir bitkidir.

2.9.1.3. Gida Olarak Kullanimi

Fritillaria tiirleri {izerinde yapilan arastirmada, alkaloitlerin disinda sterol,
polisakkarit, nisasta, flavonoit, yag asitleri, organik asitler ve ugucu yaglarin bulundugu

belirlenmistir. Fritillaria soganlar1 patatese benzer besin igerigine sahiptir, ancak %350
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daha fazla protein, 6 kat daha fazla kalsiyum ve 30 kat daha fazla demir igerir (Norton ve
ark. 1984).
Nisastanin toplam organik madde iceriginin yaklasik %80'1 olusturdugu bazi

Fritillaria tiirleri, 6zellikle Uzakdogu'da gida olarak kullanilmaktadir (Wang ve ark. 2005).

2.9.2. Ekonomik Onemi

Ters Lale, giizel goriiniimiiyle park ve bahgeleri siislerken diger yandan kozmetik
sanayisinde ve ila¢ sanayisinde hammadde olarak kullanilir. Yayilis alani dar ve
popiilasyonu sinirli oldugu i¢in dogadan toplanmasi ya da habitatlarinin tahrip edilmesi,
bitkinin gelecegini tehlikeye atmistir.

Fritillaria' lar, Tirkiye'nin de taraf oldugu CITES (Nesilleri Tehlike Altindaki
Dogal Bitki ve Hayvan Tiirlerinin Uluslararasi Ticaretini Diizenleme Antlagsmasi)
kurallarinda ve Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 , "Dogal Cigek Soganlarinin fhrag
Listesi" hakkindaki tebliglerinde dogadan toplanarak ihracati yasak olan dogal ¢igek
soganlar1 arasinda yer almaktadir.

Cikarilan Dogal Cigek soganlar1 Yonetmeligi ile alinan koruma 6nlemleri sayesinde
ters lale tiirlerinin dogadan toplanmasi yasaklanmistir. Dogadan toplanma konusunda
yapilan diizenlemelerden sonra, baz1 Fritillaria tiirlerini iiretmek kosulu ile ihracatina izin
verilmektedir.

Fritillaria tirleri bakimindan diinyanin en zengin florasinin iilkemizde bulundugu
g0z Oniine alindiginda iki 6nemli sonug ortaya ¢ikmaktadir:

-Birincisi  Fritillaria tirlerinin dogada korunmasidir. Bu amagla soganlarinin

toplanmasinin tiir bazinda planl ve bilingli bir sekilde yapilmasi gerekir.

-Ikincisi  Fritillaria tiirlerinin ~ generatif veya vejetatif yollarla ¢ogaltilma
tekniklerinin arastirilmasi ve yetistiriciliginin gelistirilmesidir. Bu hem tehlike altindaki
Fritillaria tirlerinin korunmasina katki saglayacak hem de soganlarinin iiretiminin daha
hizl1 ve yaygin bir sekilde gergeklesmesine yonelik bir kismi modifiye edilmis alternatif

yontemler sunacaktir.
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2.10. Literatiir Ozeti

Fritillaria tiirleri, siis bitkisi olma potansiyeli ¢ok yiiksek olan, dogal kosullarda
yetisen soganli bitkilerdir. Bu bitki tiirlerinin yurtdisinda park ve bahgelerde siklikla
kullanildiginin bilinmesi, kesme ¢icek olarak da degerlendirilmesi; ayn1 zamanda igermis
olduklar1 dogal tibbi hammadde kaynagi kimyasal maddeler nedeniyle ihra¢ alaninda
yogun talep gormeleri, bu bitki tiirleri konusu son yillarda iilkemizde de artan bir ilgiye
neden olmustur. Geleneksel ¢ogaltma yontemleriyle yeteri kadar bitkisel materyalin
cogaltilmas: giic oldugundan, doku kiiltliriiyle ¢cogaltim ticari anlamda sogan ¢ogaltimi
konusunda avantaj saglayabilecektir. Bununla birlikte bu bitkilerin in vitro kosullarda

cogaltimi1 konusundaki ¢aligmalar olduk¢a sinirlidir.

1971°de yapilan bir calismada Fritillaria tiirlerinin giinesli-yar1 gblge alanlarda ve
kiregli topraklarda yetisebildigini, soganlarinin kisa dayanikli ¢icek soganlari grubuna
girdigini ve bu bitkinin Nisan-Mayis aylarinda turuncu renkte ¢icek acip yaklasik 80 cm
ulagabildigini bildirilmistir. Ayrica bu g¢alisma, F. imperialis’in kendine has kokusunun
farelere karsi repellent etkiye sahip oldugunu, nadir ve tehlike altinda olan bitkilerin
etrafinin bu bitki ile ¢evrilmesinde farelerin zararin aza indirilebilecegini gozler Oniine
sermektedir (Scanzoni 1971).

Sun ve ark. Fritillaria tirlerinde doku Kkiiltiirii ile mikrogogaltim konusunda ilk
caligmalar1 (Sun, Chu, ve Wang 1977) basglatmistir. Sonraki yillarda in vitro rejenerasyon
protokolleri hakkindaki ¢aligmalar hizla bir artis kazanmistir (Kukulczanka, Kromer, ve
Czastka 1988; Sun ve Wang 1991; Gao ve ark. 1999; Paek ve Murthy 2002; Ozcan ve ark.
2007).

F. meleagris L ¢ok estetik ve giizel ¢icekli bir tiir olmasina karsilik bu tiirdeki doku
kiiltiiri calismast sayis1 ¢ok yetersizdir. Kukulczanka ve ark. F. meleagris’in doku kiiltiirii
il ¢ogaltilmasi1 konusunda yaptiklar1 calismalarinda pul yapragi pargalarindan veya tiim
soganciklardan in vitro kosullarinda adventif soganciklar olusturmaya gayret etmislerdir
(Kukulczanka, Kromer, ve Czastka 1988). Yapilan bu caligmada en yliksek sogancik
olusumu, denenen besin ortami bilesimleri arasinda 1.0 mg/L NAA ve 2.0 mg/L BA igeren

MS ortaminda meydana gelmistir.

Fritillaria tiirleri igerisinde Ozellikle tibbi alanda kullanimlar1 6n panda olanlarin

dogrudan veya kallus iizerinden morfogenezisi yoluyla yeni bitkilerin elde edilmesi,
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Fritillaria tiirlerinde doku kiiltiirii ¢alismalarimin biiyiik bir bolimiinii kapsamaktadir. Tang
and Wu, F.ussuriensis tiiriinde sogan pul yapraklarindan (bulb scales) olusturduklar1 doku
parcalarin1 makro elementleri MS, mikro elementleri N6 ortam kompozisyonuna uyacak
sekilde hazirladiklar1 besin ortamlarina dikmislerdir (Tang 1993). Eksplantlarin %95’ inden

sadece kallus gelisimi elde edilirken, %1°lik bir boliimiinden bitkiler gelistirilebilmistir.

Tang ve ark. F.ussuriensis tlirlinde bagka bir ¢alisma daha yapmislar; bu defa geng
yapraklardan hazirladiklar1 eksplantlar1 MS besin ortaminda kiiltiire almislardir (Tang
1995b). 2.4-D tek basma kullanildiginda kallus gelisimi iizerine etkenligi diisiik
bulunurken, kinetin ve BA’nin birlikte kullanilmasi halinde kallus gelisimi daha iyi
olmustur. Kinetin dozu artirildiginda kallus olusumu daha fazla olmustur. Ancak kallus
olusumunun en yiikksek oranda elde edildigi ortam icerisinde 2.4-D, kinetin, BA ve
kazeinhidrolizat bulunmakta oldugu ifade edilen arastirmada elde edilen kalluslar, BA,
kinetin ve NAA igeren N6 ortamlarina aktarilmis, burada sekiz hafta icerisinde adventif
soganciklar meydana gelmistir. Soganciklar NAA igeren ortama alindiginda ise iki hafta
sonra koklenme elde edilebilmistir. Somatik embriyogenezis asamasinda 2.4-D’nin tek

basina kullanilmasinin gelisim {izerine engelleyici etkisinin bulundugu rapor edilmistir.

Yapilan baska bir calismada F.ussuriensis tliriinde, in vitro kosullarda elde edilmis
olan yapraklarin karanlik kosullarda MS ortaminda kiiltiire alinmasiyla bir ay igerisinde
acik sar1 renkli kallus gelisimi saglanmistir (Tang 1995a). 2 mg/L 2.4-D, 0.5 mg/L BA,
0.5 mg/L kinetin ve 500 mg/L kazeinhidrolizat igeren MS ortaminda, 28 giin sonra
kalluslar iizerinde somatik embriyolar goriilmeye baslanmis ve bu embriyolar daha sonra
0.5 mg/L kinetin ve 100 mg/L kazeinhidrolizat bulunduran N6 ortamina aktarilmiglardir.
Somatik embriyolar bunun ardindan 0.1 mg/L NAA iceren MS ortamina transfer edilmisler

ve burada 2 hafta icerisinde saglikli birer bitkicige doniismiislerdir.

1991°de Yamagishi, triploid F.camtschatcensis (L.) Ker-Gawl. bitkisinden in vitro
kosullarda ¢ogaltim yaparak materyali hizli ¢ogaltmak amaclamistir (Yamagishi 1991).
Sogan, yaprak ve gévde pargalarindan eksplantlar hazirlayarak bunlar1 degisik bilesimlere
sahip Linsmaier and Skoog ortamina dikmistir. Sogan parcalarindan gelisen in vitro
soganciklardan alinan yeni eksplantlar, 5 mg/L NAA ve 0.005 mg/L BA iceren LS
ortamina alindiklarinda ¢ok sayida sogancik olusturmustur. Bu soganciklar 2°C’de 100 giin
bekletildikten sonra topraga aktarilarak seraya alinmiglar; burada birkag¢ hafta sonra yaprak

ve siirgiin olusturmaya baslamislardir.
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Paek ve ark., tibbi bitki olarak kullanilan Fritillaria tirlerinde, eksplant tipi ve
yasinin, kiiltlir ortami bilesiminin (degisik oksin, sitokinin ve siikroz kombinasyonlarina
sahip MS ortamlar1), mikro ¢ogaltim iizerindeki etkilerini aragtirmiglardir (Paek, Sung, ve
Park 1996). Sogan pul yapragi eksplant1 alinacak ana soganlar kuru depolarda +4 °C’de 2-
4 hafta veya nemli depolarda 10°C’de 4-6 hafta bekletildikten sonra alirsa, in vitro
kosullarda sogancik olusumu elde edilebilmistir. Pul yapragi eksplantina gore,
bogumlardaki tomurcuklar veya govde segmentleri, daha iyi sogancik olusumu
saglamislardir. Kinetinin etkinligi de BA’e gore daha yiiksek bulunmustur. Optimum
kinetin dozu, eksplant tipine gore farklilik gostermekle birlikte, 1-5 mg/L arasinda
degismistir. Govde segmentlerinin sogancik olusturma kapasitesi de eksplant yasina bagli
olarak degisiklik gostermis olup genc gévde eksplantlar1 bu konuda, yash segmentlere gore
daha i1yi sonuglar vermistir. En yiiksek cogalma katsayis1 20 olmus ve bu, govde

segmentlerinde elde edilmistir.

Bagka bir ¢alismada, F. Camtschatcensis L. Ker-Gawl. tlirlinlin sogan pul yapragi
pargalari, biiylime diizenleyici igeren veya icermeyen MS Ortaminda, karanlik/isik ve 15, 2
veya 25°C inkiibasyon sicakligi parametrelerinin kullanildigi inkiibasyon sartlarinda in
vitro kiiltiire alinmistir (Ohkawa ve Kitajima 1998). Arastiricilarin devam eden
caligmalarinda bitki hormonlarinin yaprak gelisimi, sogancik gelisimi ve kdklenme
tizerindeki etkileri incelenmistir. Soganciklar farkli dozlarda kinetin NAA veya 24-
epibrassinolid (EB) ya da bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi MS ortamlarina
dikilmis, bu ortamlarda 8 hafta boyunca 1500 lux 1siklandirma kosullarinda inkiibe
edilmistir. 0.01 ppm EB, sogancik gelisimi ve kdklenmeyi saglarken, 0.1 ppm kinetin, en

1yi yaprak slirmesini ve gelisimini tesvik etmistir.

Ohkawa ve ark.’nin yaptigi denemelerde; sogancik olusumu i¢in en uygun
kosullar; 0.1 mg/L NAA ve 0.1 mg/L 24 epibrassinolide ilave edilen MS ortami, 20°C ’de
ve karanlikta inkiibasyon olmustur (Ohkawa ve ark. 1999). Arastiricilarin devam eden
calismalarinda bitki hormonlarinin yaprak gelisimi sogancik gelisimi ve koklenme
tizerindeki etkileri incelenmistir. Soganciklar farkli dozlarda kinetin, NAA veya 24-
epibrassinolide (EB) ya da bunlarin kombinasyonlarinin ilave edildigi MS ortamlarina
dikilmigler, bu ortamlarda 8 hafta boyunca 1500 lux 1siklandirma kosullarinda inkiibe
edilmislerdir. 0.01 ppm EB, sogancik gelisimi ve koklenmeyi saglarken, 0.1 ppm kinetin,

en 1yi yaprak slirmesini ve gelisimini tegvik etmistir (Ohkawa ve ark. 1999).
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F. camtschatcensis L. Ker-Gawl ilizerinde yogun bir sekilde calisan Japon
arastiricilar, bu tiirlin doku kiiltiirii kosullarin1 optimize etmek ic¢in 151k ve sicaklik
kosullarim1 da incelemisler, inkiibasyon sirasinda gerekli olan optimum degerleri
belirlemislerdir (Ohkawa ve Nishino 1999). F. camtschatcensis Ker-Gawl. tiirlinde doku
kiiltiirti ortamina ilave edilen PEG ve siikkroz dozlarindaki degisimin, yaprak gelisimi,
koklenme ve sogancik gelisimi {izerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, 60 g/L siikroz
konsantrasyonu yaprak gelisimi i¢in uygun bulunurken, 60 ve 120 g/L siikroz
konsantrasyonu koklenme i¢in uygun bulunmustur. 30 ve 60 g/L silikroz, sogancik gelisimi
icin yetersiz kalmistir. PEG ilavesi, yaprak gelisiminde olmamakla beraber, Koklenme
tizerinde etkili bulunmus, bunun i¢in 10 mg/L doz en iyi sonuglar1 vermistir (Ohkawa ve
Nishino 1999). Ohkawa (Ohkawa 2001), benzer bir deneyi, ayni tiirde bir yil sonra sivi
besin ortami kullanarak ve c¢alkalayici iizerinde kiiltiirleri ¢alkalayarak gerceklestirmistir.
Arastiric, %6 siikkroz ve %1’ lik standart MS ortaminin, pul yapraklarindan sogancik

olusumunda en iyi sonucu verdigini rapor etmistir.

F. pallidiflore tiiriinde in vitro kallus kiiltiirlinlin alt kiiltiirleri boyunca kromozom
sayilarindaki degisiminin incelendigi bir ¢aligmada (Wang ve ark. 1990), alt kiiltiirlerin
sayist arttikca kromozom sayilarinda degisikliklerin olusabildigi; bunun en fazla 2.4-D
bulunduran ortamlarda ortaya ¢iktigi, IAA igeren ortamlarin ise ikinci sirada yer aldigi ve
NAA igeren ortamlarda az da olsa ilerlemis alt kiiltiirlerde kromozomal farkliliklarin

ortaya ¢ikabildigi acikca belirtilmistir.

Onemi yillardan beri degisik kaynaklarda vurgulanan ve gerek siis bitkisi
potansiyelinin, gerekse ila¢ endiistrisi alaninda degerlendirilmesinin gerekliligi ifade edilen
Fritillaria tirleri ile ilgili son yillarda gerceklestirilen iki 6nemli projeden birisi, Gazi
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii tarafindan yiiriitiilen ve TUBITAK tarafindan
desteklenerek bir Doktora ¢aligmasi kapsaminda sunulan taksonomik revizyon programidir
(Ekim ve ark. 1991; Tiimen ve ark. 1994; Arslan ve Giimiis¢ii 2002). Bu ¢alismada, daha
onceden yapilan revizyon ¢alismalar1 kaynak olarak kullanilmis ve Fritillaria tiirlerinden
bol 6rnekler toplanarak morfolojileri incelenmis, morfolojik resimleri ¢izilmis, slaytlar
cekilmis olup, anatomi, polen ve tohum ylizeyi morfolojileri, DNA ve karyolojik
calismalarin da 1s181inda tiirlerin benzerlik ve farkliliklar1 (yakinlik dereceleri), sinonim

olup olmadiklari, eksiklikler, problemler giderilmesine yonelik 6neriler olusturulmustur.
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Cin tibbinda ‘Bei-mu’ adiyla kullanilan ve ates diistiriicii 6zelligi basta olmak {izere
Oksiiriik giderici, ekspektoran olarak geleneksel tedavide dnemi olan F. hupahesis Hsiaoet
C. Hsia tiriiniin doku Kkiiltlirii tizerinde c¢alisan arastirmacilar, bu bitkinin mikro
soganciklarinin elde edilebilmesi i¢in dnceden pek cok asamasimin kendileri tarafindan
optimize edildigini, bu eserde de 1siklandirma ve besin ortami bilesiminin soganciklarin
koklenmesi ve aklimatizasyon iizerindeki etkilerini aragtirdiklarini belirtmektedir (UeiChin
ve ark. 2000). Dogadan toplanan soganlarin, Cin tibbinda ¢ok degerli olan bu bitkiye olan
talebi karsilayamadigini ve bu nedenle hizli iiretimi konusunda doku kiiltiirlerinden
yararlanilmas1 konusunda calisildigini belirten arastiricilar in vitro kosullarda elde edilen
soganciklarin koklendirilmesi asamasinda 2 mg/NAA kullanilmasinin kdklenmeyi tesvik
ettigini; 2 MS , %3 siikroz, 0.5 mg/L BA, 4 mg/L NAA ortaminda 60 giin inkiibe edilen
soganciklarin %65 oraninda iyi bir kok sistemi olusturduklarini belirlemislerdir.
Koklenmesi iyi olan soganciklarin, otoklavlanmis toprak, peat yosunu ve kumda olusan
(2:1:1 ) karisima aktarilmasi halinde biiylitme dolaplarinda bir ay sonra %90°lik bir yagsama

orani sergilediklerini gézlemlemislerdir.

Bei-mu bitkisinde embriyogenik kallus elde edilmesi ve bundan da sogancik
olusturulmasi1 konusunda calisan bir bagka arastirma ekibi de yine Cin’den YihJuh ve
ark.,’dir. (YihJuh ve ark. 2000). Besin ortamina ilave edilen biiylime diizenleyicileri
tizerinde deneyler yapan ekip 6zellikle koklenme agamasinda 4 mg/L. NAA kullaniminin

cok 1yi sonuglar verdiginden s6z etmektedirler.

Uzerinde calisilan bir baska Fritillaria tiri F. unibracteata Hisao et K. C.
Hsia.’dir. Gao ve ark., bu tiirlin yavru soganlarimin ribavirin, jasmonik asitin metil esteri,
brassinolide veya sodyum humat ilave edilmis besin ortamlarinda kiiltiire alindigini
bildirmektedirler (Gao ve ark. 1999). Calismada Ribavirin maddesinin, 6zellikle 10 mg/L

dozda kullanildiginda sogancik olusumunu 6nemli oranda artirdig1 belirlenmistir.

F. unibracteata Hisao et K. C. Hsia. tiirtinde bir baska calisma da Gao ve ark.,’na
aittir (Gao ve ark. 1999). Arastiricilar, soganlarin kii¢iik parcalar haline getirilerek besin
ortamina dikilmesi sonucunda ¢ogaltilabildiginden bahsetmektedirler. 50 giinliik bir kiiltiir
doneminden sonra olusan soganciklarin hasat edilebildigini, bunun i¢in en uygun hormon
bilesiminin 4.44 uyM BA ve 5.7 uM IAA oldugunu ve MS besin ortaminin yeterli
gortldiiglinii kaydetmektedirler. Geleneksel ¢ogaltma yontemlerine gore 3-50 kat fazla

cogalma katsayisi elde edildigi bildirilen arastirmada kiiltiirdeki soganciklarin alkaloit ve
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diger yararlanilan bilesikler bakimindan igeriklerinin, dogal kosullarda yetisenlerden daha
zengin oldugu da belirlenmistir. Bu nedenle bitki tiirliniin endiistriyel anlamda tiretimi igin

bu ¢alismanin 6nemli bir adim oldugundan bahsedilmektedir.

F. thunbergii’nin sogan pul yapragi parcalari, 3-5 mg/L kinetin ilave edilen MS
ortaminda adventif sogancik olusturmustur. Eksplantlarin alinacagi ana soganlarin nemli
kosullarda 10°C’de, 4-6 hafta bekletilmesinin sogancik olusturma oranmi artirdig
belirlenmistir. Cigek saplari, diger tiim eksplant tiplerine gore sogancik olusumunda en iyi
sonucu vermistir. Doku kiiltiiriinden elde edilen soganciklarin gelistigi ortama Vidarabine
(50 mg/L’den az olacak dozlarda) katilmasi, gelisim kalitesi ve hizini1 artirmig olmakla
birlikte, virlis enfeksiyonlarin1 tamamen ortadan kaldiramamistir. Doku kiiltlirtinden ¢ikan

bitkilerde TMV viriisiiniin belirtilerinin devam ettigi kaydedilmistir (Seon ve ark. 1997).

Paek ve Murthy (Paek ve Murthy 2002), Fritillaria thunbergii soganlarindan, 1.62
uM NAA ve 4.65 uM KN ile takviye MS ortami lizerinde optimum sogancik gelisimini
elde etmistir ve 25 °C' de 16 saat florasan 15181 (40 umol m™ s™) ve 8 saat karanlik
cevriminde inkiibe edilen kiiltiirlerin, 25 °C' de siirekli karanlik altinda inkiibe edilen
kiiltiirlerle karsilastirildiginda daha uygun sogancik tiretiminin saglandigini belirtmistir.

Yapilan baska bir ¢alisma ile Koyuncu, F.persica L.’nin Bolu, Adiyaman ve {zmir-
Bozdag’da iiretim caligmalarinin bulundugunu, bu c¢alismalardan basarili sonuglar
alindigini, kisa siire 29 giin igerisinde dogadan sokiim yerine bu bitki tiirlerinde {iretim
yapilmasi yoluna gidilecegini timidettigini ifade etmektedir (Koyuncu 2000).

Arslan ve ark., farkli sogan kesme yoOntemlerinin Fritillaria persica L.’nin
ozellikleri tlizerine etkisini aragtirarak, sogan kesme yontemlerinin bitki basina sogan
sayisina ve sogan verimine bagl oldugunu bulmustur (Arslan ve Giimiiscii 2002).

Rahimi ve ark., yaptiklar1 calismada Fritillaria imperialis soganlarinin in vitro da
bitkicik olusturma ve rejenerasyon yeteneklerini incelemistir (Rahimi, Daneshvar, ve
Heidari 2014). Rejenere siirglin sayisi; 0.5 mg/L TDZ ve 30 g/L siikroz ile takviye MS
ortam1 iizerinde en yiiksek; kok sayis1 0.2 mg/L NAA, 30 g/L siikroz ile takviye MS ortami
tizerinde en yliksek olarak bulunmustur.

Kizil ve Khawar (Kizil ve Khawar 2014), bitki biiyiime diizenleyicileri ve
inkiibasyon sicakliginin Fritillaria persica L.’de sogan olusumu ve koklenme iizerine

etkilerini arastirmistir.
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1997 yilinda Trakya Universitesi’'nde yapilan bir Yiiksek Lisans tezinde, Adryaman
Lalesinin Soganlarinin Degisik Vejetatif Yontemlerle Uretilmesi konusunda calisiimis ve
bu konuda degerli bir basvuru kaynagi olugmasi saglanmistir (Ulug 1997).

Ozcan ekonomik 6nemi yiiksek olan endemik geofit (soganli-yumrulu) bitkilerin
kiiltire alinmasi ve in-vitro kosullarda hizli g¢ogaltimi iizerinde yaptigi c¢alismada
Fritillaria, Ornithogalum, Muscari, Bellevalia, Tulipa, Galanthus, Sternbergia, Crocus,
Arum ve Biarum cinslerinin endemik tiirler icerdiklerini ve bu tiirlerin soganlarina,
Ozellikle Avrupa’dan biiylik talep geldigini, bu tiirlerin icerdigi alkaloitlerin ve ugucu
yaglarin ilag ve parfiimeri sanayinde de énemli bir yere sahip oldugunu belirtmistir (Ozcan
2005).

1995 yilinda, Prof. Dr. Tuna Ekim ve Prof. Dr. Mehmet Koyuncu tarafindan,
Siverek’te F.persica L. nin tarlalardan yabanci ot kapsamindan sokiiliip atildigi belirlenmis
ve bu durum Gida, Tarim ve Kdyisleri Bakanligi’na rapor edilmistir. Sonradan yapilan
incelemelerde, yoreden ¢ok miktarda sogan sokiildiigii ve sokiilen soganlarin firmalara
satilarak ihra¢ edildigi anlagilmistir. Bunun iizerine bitkinin iiretilmesini tesvik etmek
amactyla Sirnak-Hakkari yoresinden 150 bin adet soganin damizlik olarak sokiilerek
tireticilere dagitilmasi igin iki yil iist tiste izin verilmis olmakla birlikte, hedeflenen sokiim,
dagitim ve iretime ulasilamamis, glinlimiizde de Fritillaria iiretiminde sikintilar devam
eder olmustur (Arslan ve Glimiisgii 2002).

Fritillaria tiirlerinde doku kiiltiirii caligmalar1 diinya genelinde iki temel boliimde
ilerlemektedir. Bir boliimii Cin tibbinda kullanilan tiirlerin doku kiiltiire alinmasi, diger bir
boliimii ise siis bitkisi olarak kullanilan tiirler olan Fritillaria tiirlerinin dogrudan veya
kallus iizerinden morfogenezisi yoluyla yeni bitkilerin elde edilmesi bi¢imindedir. Bu
konudaki ¢aligmalar diinyada, iilkemizdekinden daha fazladir. Diinyada Fritillaria tiirleri
konusunda Cin, Polonya ve son yillarda Iran’da yayinlara rastlanmaktadir.

Ulkemizde Fritillaria tiirlerinde doku kiiltiirii calismalar1 2000°1i yillarin basinda,
Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimiinde baslatilmis ve 2003—2006
yillart arasinda Fritillaria imperialis ve Fritillaria persica’nin ¢igek sap1 eksplantlar ile
doku kiiltlirlinde ¢ogaltilmas1 konusunda yapilan Yiiksek Lisans calismasinda (Kartal
2015) belli oranlarda sogancik ve kallus olusumu saglanabilmistir.

Ulkemizde geofit tiirleri ile yapilan doku kiiltiirii calismalar1 yok denecek kadar
azdir. Peyzaj ve farmasotik endiistride 6nemli bir yere sahip olan Fritillaria tiirleriyle ilgili

iilkemizde yapilan doku kiiltiirii ¢aligmalar1 birka¢ tane ile sinirli kalmistir. Bu nedenle
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iilkemizde c¢ok sayida endemik tiirii bulunan ve bazi tilirleri risk altinda olan
Fritillaria’larn in vitro kosullarda ¢ogaltilma yontemlerinin arastirilmasinin 6nemi agiktir.
Doku kiiltiiri ¢alismalar1 6ncelikli olarak risk altinda bulunan Fritillaria tiirlerinin
korunmasina ve popiilasyonlarinin genisletilmesine 6nemli katkilar saglayacaktir. Bu

alandaki ¢alismalarin ¢ok sinirli olmasi konunun 6nemini daha da arttirmaktadir.
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3. MATERYAL ve METOT

Calismalarda bitkisel materyal olarak dogal yasam ortamlarinda toplanan Baskil
Ters Lalesi (Fritillaria baskilensis Behcet) bitkilerinin soganlari, agmamis ¢igeklerinin
petalleri ve cicek saplari eksplant kaynagi olarak kullanildi. Deneylerde temel besi ortami
olarak Murashige and Skoog (MS, vitaminli - Duchefa), siikroz (Duchefa), plant agar
(Duchefa), bitki biiylime diizenleyicisi (PGR) olarak oksin (NAA=a-Naphtalene acetic aid
ve IAA=Indole-3-acetic acid, SIGMA) ve sitokinin (BA=6-Benzylaminopurine, SIGMA)
hormonlari, ayrica etil alkol, sodyum hipoklorit (NaOCI), Twenn 20 gibi kimyasallar
kullanildi.

3.1. Besiortamlarinin hazirlanmasi:

Deneylerde Murashige and Skoog (MS, vitaminli) temel besi ortaminin siikroz
icermeyen, siikroz ile farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicisi (Plant Growth
Regiilator = PGR) igeren ortamlart kullanildi. Kullanilan besi ortami kombinasyonlari
eksplant tipine gore asagidaki sekilde hazirlandi:

Eksplantlarin kiiltiire alindig1 besi ortamlari:

1) ik olarak ‘MS (Murashige and Skoog, vitaminli) + %0.6 agar besi ortami1’
hazirlandi. Bu besi ortamimin her 1000 mL’si i¢in steril bir erlene 4.4 g MS konuldu.
Uzerine toplam hacim 1000 mL olacak sekilde duble distile su (ddH,O) eklenerek
manyetik karigtiricitda tamamen c¢ozdiiriildii. Daha sonra ¢ozeltinin pH’1 1 N sodyum
hidroksit (NaOH) ve 1 N hidroklorik asit (HCI) kullanilarak 5.8’e¢ ayarlandi ve
otoklavlanmak i¢in 300’er ml’lik hacimler seklinde cam siselere aktarildi (MS besi
ortam1). Cam siselerdeki bu 300 ml’lik besi ortamlar1 %0.6 agar (Plant agar, Duchefa)
icerecek sekilde kombine edildi. Bunun i¢in her bir cam sisedeki 300 ml’lik besi ortamina
1.8 gram agar eklendi. Bu 300 ml’lik ¢ozeltilerin tamami manyetik karistiricida iyice

karistirildi.

2) Ikinci olarak MS (Murashige and Skoog, vitaminli) + %6 siikroz (bir seri olarak
da (%3 siikroz) + %0.6 agar ve farkli miktarlarda bitki biiylime diizenleyicileri i¢eren besi
ortami1 hazirlandi. Burada litresinde 4.4 gram MS bulunan besi ortamina 60 g siikroz

eklendi (+ %6 siikrozlu ortam) ve manyetik karistiricida iyice karistirildi. Daha sonra bu

39



MS + %6 siikroz besi ortami 300 ml’lik hacimler seklinde cam siselere aktarildi. Bu

sigelerin her birine %0.6 gram agar igerecek oranda 1.8 gram agar eklendi.

Bu 300 mI’lik ¢ozeltiler otoklavlanmadan once ii¢ (a, b ve ¢) gruba ayrildi.
Bu gruplardan;
a) Bitki biliylime diizenleyicisi igermeyen ortam [MS+ %6 siikroz (veya %3siikroz)

+%0.6 agar besi ortami]

b) Yiksek sitokininli ortam (Cam siselerde bulunan her bir 300 ml’lik MS+
%6stikroz (veya %3 siikroz) +%0.6 agar besi ortamina 30 pul BA, 18 ul NAA ve 12 pul IAA
ilave edildi. Bu sekilde 1 mg/L BA + 0.6 mg/L NAA + 0.4 mg/L TAA igeren ortam

hazirland).

¢) Diistik sitokininli ortam (Cam siselerde bulunan her bir 300 ml’lik MS+
%6stikroz (veya %3) +%0.6 agar besi ortamina 3 pl BA, 18 pul NAA ve 12 pl IAA ilave
edildi. Bu sekilde 0.1 mg/L BA + 0,6 mg/L NAA + 0.4 mg/L IAA igeren ortam hazirlandi).

Calismada kullanilan  bitki  biliylime diizenleyicileri uygun ¢oziiciilerde
¢Ozdirtildiikten sonra +4°C karanlik ortamda saklandi. Caligmada BA sivi soliisyon
halinde kullanildi. IAA duble distile su (ddH20)’da, NAA ise IN NaOH soliisyonunda

¢Ozdiiriilerek kullanildi.

Yukaridaki gibi hazirlanan ve 300 ml’lik cam sislere aktarilan besi ortamlarinin
tamami 121°C ‘de 25 dakika otoklavlandi. Otoklavlanan besin ortamlar1 flow kabin i¢inde
40 °C’ye kadar sogutuldu. Bu besi ortamlar1 flow kabin ig¢inde daha once steril hale
getirilmis petrilerin (90 x 15mm) her birine 30 ml olacak sekilde aktarildi. Bu petrilere
ylizey sterilizasyon isleminden gecirilmis sofan, agmamis c¢icek ve bu cigeklerin

saplarindan elde edilen eksplantlar flow kabin i¢inde ekildi.

3.2.  Bitkisel Materyalin Toplanmasi ve Eksplantlarin Hazirlanmasi

Fritillaria baskilensis Behget tiirline ait bitkiler iki farkli lokaliteden toplandi.
Bitkilerin toplandig1 lokaliteler ve toplanma tarihleri asagida verilmistir;

B7 Elaz1g: Baskil. Yukar1 Kulusagi koyti. Selil dagi. 1300 m. 10.04.2014 ve 12.04.
2015
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B7. Elaz1g. Baskil. Hasan dag1. Step, 2000-2100 m, 19.04.2014 ve 26.04.2015

427
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Sekil 3.1 Fritillaria baskilensis (Baskil Ters Lalesi) bitkisinin toplandigi lokaliteler

Bitkiler dogal ortamlarindan soganlarinin ¢evresindeki bir miktar toprak ile birlikte
toplandi ve kiigiikk saksilara yerlestirildi. Bu sekliyle laboratuvara tasinan bitkiler
dokunulmadan 16 saat beyaz floresan 1s1k (30 pmolm™s™) ve 8 saat karanlik fotoperiyot
uygulanarak +4 °C de 2 giin siireyle bekletildi. Bu siirenin sonunda saksilardan alinan
dokunulmamis bitkiler eksplant kaynagi olarak kullanilmak tizere 6nce akar musluk suyu

altinda dort saat stireyle yikandi.

Eksplantlar bu bitkilerin soganlari, ¢igek tag yapraklar (tepalleri) ve ¢igek saplart

olmak iizere ii¢ farkli kismindan elde edildi.
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Sekil 3.2 Fritillaria baskilensis Behget bitkisin dogal ortamindaki goriintimii
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Sekil 3.3 Fritillaria baskilensis Behget bitkisin laboratuvarda, musluk suyu altinda yikandiktan sonraki
gorinimil

3.3. Soganlardan eksplant elde edilmesi ve Kiiltiire alinmasi

Sogan eksplantlar1 dogal ortamlarindan toplanan bitkilerin ¢aplari 0.5 ile 1.3 cm
arasinda degisen soganlarindan elde edildi. Bitkilerin taze soganlar1 ilk 6nce musluk suyu
altinda temizce yikanarak sagak koklerinden ve dig kabugundan arindirild: ve yaklasik dort
saat slireyle akan musluk suyu altinda bekletildi. Bu soganlar daha sonra yiizey

sterilizasyon islemine tabi tutuldu.

Sekil 3.4 Fritillaria baskilensis Behcet bitkilerinden elde edilen soganlar
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Yiizey sterilizasyonunda, en iyi sterilizasyonu saglamak amaciyla daha Once
yapilmis 6n denemelerin sonuglar1 dikkate alindi. Literatiir bilgileri de de gbz Oniine

alinarak yapilan bu 6n denemeler i¢in asagida verilen alt1 farkli protokol hazirlandi.
1. Protokol

4 saat siireyle musluk suyu altinda yikanarak dis kabugundan ve koklerinden
arindirilmis soganlar 70% etanolde 1 dakika tutuldu. Sonra birka¢ damla Twenn 20
damlatilmis % 20 sodyum hipoklorit (NaOCl)’te 20 dakika bekletildi. Son olarak 4 defa
5’er dakika duble distile su (ddH,0) ile yikandi.

2. Protokol

4 saat siireyle musluk suyu altinda yikanarak dis kabugundan ve koklerinden
arindirilmis soganlar %96 etanolde 30 saniye tutuldu. Sonra birka¢ damla Twenn 20
damlatilmis %20 sodyum hipoklorit (NaOCl)’te 20 dakika bekletildi. Son olarak 4 defa
5’er dakika duble distile su (ddH,O) ile yikandi.

3. Protokol

4 saat siireyle musluk suyu altinda yikanarak dis kabugundan ve koklerinden
arindirilmis soganlar %70 etanolde 2 dakika tutuldu. Sonra birka¢ damla Twenn 20
damlatilmis %30 sodyum hipoklorit (NaOCl)’te 20 dakika bekletildi. Son olarak 4 defa
5’er dakika duble distile su (ddH,O) ile yikandi.

4. Protokol

4 saat siireyle musluk suyu altinda yikanarak dis kabugundan ve koklerinden
arindirilmis soganlar %96 etanolde 1 dakika tutuldu. Sonra birkag damla Twenn 20
damlatilmis %30 sodyum hipoklorit (NaOCI)’te 20 dakika bekletildi. Son olarak 4 defa
5’er dakika duble distile su (ddH,0) ile yikandi.

5. Protokol

4 saat siireyle musluk suyu altinda yikanarak dis kabugundan ve kdoklerinden
arindirilmis soganlar %70 etanolde 1 dakika tutuldu. Sonra birka¢c damla Twenn 20
damlatilmis %30 sodyum hipoklorit (NaOCl)’te 30 dakika bekletildi. Son olarak 4 defa
5’er dakika duble distile su (ddH,O) ile yikandi.

6. Protokol
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4 saat siireyle musluk suyu altinda yikanarak dis kabugundan ve koklerinden
arindirilmis soganlar %96 etanolde 1 dakika tutuldu. Sonra birka¢ damla Twenn 20
damlatilmis %30 sodyum hipoklorit (NaOCl)’te 30 dakika bekletildi. Son olarak 4 defa
5’er dakika duble distile su (ddH,0) ile yikandi.

Sterilizasyon amaciyla yapilan 6n denemelerde en iyi sonug 5. protokolden elde
edildi. Bu nedenle soganlarin sterilizasyonunda 5. protokol uygulandi. Yiizey sterilizayon
isleminden sonra soganlar flow kabin i¢inde asagidaki sekilde verildigi gibi steril bisturi ve

pensler yardimiyla dort pargaya boliindii.

Sekil 3.5 Fritillaria baskilensis Behcet’in soganlarindan elde edilen eksplantlar

Her sogandan dort eksplant elde edildi. Bu eksplantlar koklerin ¢iktigi alt kisimlart
besi ortamiyla temas edecek sekilde daha Onceden hazirlanmis petriler ig¢indeki besi
ortamlarina ekildi. Bu islemlerin tiimii flow kabin i¢inde yapildi. Besi ortami olarak
asagida verilen farkli kombinasyonlar kullanildi. Her bir besi ortami igin 8 petri (90 x 15
mm) hazirland1 ve 32 eksplant gelismeye birakildi. Eksplantlar besi ortamlarina ekildikten
sonra petrilerin kapaklari kapatildi. Stre¢ film ile tamamen sarilan petriler 20+1°C’de 16
saat beyaz floresan 151k (30 pmolm™s™) ve 8 saat karanlik fotoperiyot uygulanarak kiiltiire

alindi.
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Sekil 3.6 Fritillaria baskilensis Behcet’in soganlarindan elde edilerek petrilere ekilen sogan eksplantlarinin
goriiniimleri

Sogan eksplantlarinin besi ortamlar1 olarak asagida verilen protokoller uygulanda.
1) Sadece Murashige and Skoog (MS, vitaminli) temel besi ortami1
2) MS + %6’lik siikroz (veya %3) + %0.6 agar
a) Bitki bliylime diizenleyicisi (Plant Growth Regulator = PGR) igermeyen
b) 1 mg/l BA + 0.6 mg/L NAA + 0.4 mg/L IAA iceren
c¢) 0.1 mg/L BA + 0.6 mg/L NAA + 0.4 mg/L IAA igeren

30 giin boyunca gelisimleri izlenen sogan eksplantlarda her 10 giinde bir 6l¢iimler
yapildi. Bu dl¢timlerle enfekte olan ve olamayan eksplant orani, gelismeyen eksplant orant,

kallus veya sogancik olusumu goriilen eksplant orani gibi farkli parametreler belirlendi.

Ik 30 giinliik siirenin sonunda canli kalan eksplantlar ilk kiiltiire alindiklari besi
ortaminin aynisini igeren magentalara aktarildi. Aktarilma islemi flow kabin i¢inde yapildi.
Magentalardaki besi ortamlarini yenileme ve eksplantlar1 aktarma islemleri her 30 giinde
bir tekrarlandi. Eksplantlar magenta ortamlarinda 90 giin boyunca izlendi. Bu arada her 30
giinde bir ol¢iimler yapilarak sonuglar kaydedildi. Bu 6l¢limler sirasinda; enfekte olan
eksplant orani, canli kalan eksplant orani, sadece kallus olusumu goriilen eksplant oran,
kallus + siirgiin olusumu goriilen eksplant orani, kallus + silirgiin olusumu goriilen
eksplantlarda eksplant basina siirgiin sayisi, kallus + sogancik olusumu goriilen eksplant
orani, kallus + sogancik olusumu goriilen eksplantlarda, eksplant basina sogancik sayisi,

direkt siirglin olusumu goriilen eksplant orani, direkt siirglin olusumu goriilen eksplantlarda
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eksplant bagina siirgiin sayisi, direkt sogancik olusumu goriilen eksplant orani ve direkt
sogancik olusumu goriilen eksplantlarda eksplant basina sogancik sayisi gibi 11 farkl

ozellik ol¢iildii.

Magentalardaki 90 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda endirekt ve direkt
organogenezle siirgiin ve sogancik olusumu goriilen eksplantlar koklendirme amaciyla
hazirlanmis magentalardaki besi ortamlarina aktarildi. Koklendirme ortami olarak, literatiir
bilgileri de gbz oniine alinarak (UeiChin ve ark. 2000) 1/2 Murashige and Skoog (MS) +
0.6 agar + %3 siikroz + 4 mg/L NAA ve 0.5 mg/L BA igeren besi ortami kullanildi. Bu
besi ortamlarinin hazirlanmasinda, daha onceki deneylerde kullanilan besi ortamlarinin
hazirlants metodu izlendi. Magentalardaki eksplantlarin  koklendirme ortamina
aktarilmasinda, eksplantin tipine gore davramldi. Ornegin endirekt siirgiin olusumu
goriilen eksplantlar biiyiikliigline gore; ya tek parca halinde ya da iki - {i¢ parcaya
boliinerek, direkt siirgiin olumu goriilen eksplantlar tek par¢a halinde besi ortamina
yerlestirildi. Uzerinde sogancik gelisimi goriilen eksplantlarda, sogancigin biiyiikliigii goz
oniine alind1. Ornegin ¢aplar1 ortalama 4 mm ve daha biiyiik olan soganciklar teker teker,
1-2 mm capindaki mikrosoganciklar iizerinde gelistikleri eksplantla birlikte koklendirme
ortamina aktarildi. Bu islemlerin tamami flow kabin i¢inde yapildi. Her bir besi ortamina
ayni tiirden 2-5 arasinda eksplant aktarildi. Eksplantlar besi ortamlarina ekildikten sonra
magentalarin kapaklar1 kapatildi, streg film ile tamamen sarildi. 20+1°C’de 16 saat beyaz
floresan 151k (30 pmolm™s™) ve 8 saat karanlik fotoperiyot uygulanarak 60 giin boyunca
kiiltiire alind1. Bu siirenin 30. giiniinde besi ortamlar1 yenilendi. Bu arada her 15 giinde bir,
flow kabin i¢inde olacak sekilde, magentalarin kapaklar1 agilarak ortam havalandirildi. 30.

ve 60. giinlerde kok gelisimi goriilen eksplantlar belirlenerek sonuglar kaydedildi.

Koklendirme ortamindaki 60 giinliik siirenin sonunda siirglin ve kok olusturmus
bitkicikler icinde esit miktarlarda (175 g) torf bulunan 350 cm”’liik saksilara ekildi. Her
saksiya 2 - 4 arasinda bitkicik aktarildi. Daha sonra musluk suyu ile bolca sulanan her
saksinin {ist kismina, ekilen bitkiciklerle temas etmeyecek sekilde seffaf poset gecirildi. Bu
islemle, bitkiciklerin ekildigi ortamin nemli kalmasi amaglandi. Bu sekilde hazirlanan
biitiin saksilar 20+£1°C’de 16 saat beyaz floresan 1s1k (30 pmolm'zs'l) ve 8 saat karanlik
fotoperiyot uygulanan ortama alinarak, bitkicikler gelismeye birakildi. Gelisme siiresi
boyunca her saksi 4 giinde bir 6 ml musluk suyu ile sulandi. Her 10 giinde bir bitkiciklerin

geligmeleri {izerine nicel ve nitel gdzlemler yapilarak sonuglar kaydedildi.
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3.4. Ciceklerin ta¢ yapraklarindan eksplant elde edilmesi ve Kkiiltiire

alinmasi

Bitkiler bir biitiin olarak akar musluk suyu altinda iyice yikandi. Daha sonra
bitkilerin yesil ve yesil-mor renkli kapali ¢icek (veya c¢icek tomurcuklari)’leri steril bir
pens yardimiyla bitkiden koparildi. Koparilan ¢icekler 1 saat siireyle bir erlen igindeki saf

suda bekletildi.

Saf suda 1 saat bekletilen cicekler yiizey sterilizasyonu i¢in dnce %70’lik alkolde
yirmi (20) saniye, daha sonra birka¢ damla Tween 20 damlatilmis %1,5 sodyum hipoklorit
(NaOCl) ¢ozeltisinde yirmi (20) dakika tutuldu. Sodyum hipoklorit ¢6zeltisinden ¢ikarilan
cicekler 4 defa 5’er dakika distile su (ddH,O) ile iyice yikandi. Bu sekilde yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulan ciceklerin yapraklari eksplant olarak kullanildi. Yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulan agmamig veya agmaya yakin ¢igeklerin yesil veya yesil-mor
renkteki petalleri asagidaki sekilde verildigi gibi gibi kesilerek steril bir pens cifti

yardimiyla besi ortamlarina alindi.

Sekil 3.7 Fritillaria baskilensis Behget bitkisinden koparilan agmamis yesil veya mor-yesil renkteki
cigeklerin goriiniimii

Her ¢igekten dort eksplant elde edildi ve ¢igek sapina baglanan taban kisimlar1 besi
ortamiyla temas edecek sekilde daha dnceden hazirlanmis, ayn1 petri i¢cindeki besi ortamina
ekildi. Bu islemlerin tamami flow kabin i¢inde yapildi. Sogan eksplantlar1 i¢in kullanilan 4
besi ortami cesidi ¢icek eksplantlarinin kiiltiiriinde de kullanildi. Her bir besi ortami

protokolii i¢in 8 petri (90 x 15 mm) hazirland1 ve 32 eksplant gelismeye birakildi.
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Eksplantlar besi ortamlarina ekildikten sonra petrilerin kapaklar1 kapatildi. Stre¢ film ile
tamamen sarilan petriler 20+1°C’de siirekli 1s1k altinda 151k (30 umolm'zs'l) gelismeye

birakildi.

Agmanms vesil gicek Ag¢maya yakin
tomurcuklar: morumsu ¢icekler
)
&’?
| Z
|
i
N ) —
Cigeklerin parcalara

ayrilmug petalleri

Sekil 3.8 Fritillaria baskilensis Behget bitkisin agmamuis yesil ¢igeklerinin ve agmaya yakin morumsu
renkteki ¢igeklerinin petallerinden elde edilen eksplantlar

Sekil 3.9 Fritillaria baskilensis Behget bitkisin agmamis yesil ¢igeklerinin ve agmaya yakin morumsu
renkteki ¢iceklerinin petallerinden elde edilerek petrilerdeki besi ortamlarina ekilen eksplantlarin
goriiniimleri

30 giin boyunca gelisimleri izlenen c¢icek eksplantlari, bu siirenin sonunda ilk
kiltiire alindiklar1 besi ortaminin aynisini igeren petrilere aktarildi. Aktarilma islemi flow

kabin icinde yapildi. Petrilerdeki besi ortamlarini yenileme ve eksplantlar1 aktarma
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islemleri her 30 gilinde bir tekrarlandi. Bu siire i¢inde eksplant gelisimi devamli olarak

izlendi.

3.5. Cicek saplarindan eksplant elde edilmesi ve Kiiltiire alinmasi

Bitkilerin ¢i¢ek saplarinin kullanildig1 deney serilerinde eksplantlar, ¢igeklenmenin

basinda olan ve heniiz tam agilmamuis bitkilerin ¢igek saplarindan elde edildi.

Dogal ortamlarindan toplanan ve musluk suyu altinda iyice yikanan bitkilerin dnce
cicegin tabanindan asagiya dogru yapraksiz kisimlari bir biitiin olarak steril bir pens
yardimuiyla kesilerek alindi. Bu pargalar saf su iceren bir beherde bir saat tutulduktan sonra

yiizey sterilizasyonuna tabi tutuldu.

Yiizey sterilizasyonu i¢in kesilen ¢igek saplar1 dnce %70’lik etanolde 20 saniye
sireyle tutuldu. Daha sonra birka¢ damla Tween 20 damlatilmis %10’luk sodyum
hipoklorit (NaOCl) ¢ozeltisinde 20 dakika bekletildi. Ardindan 4 defa beser dakika siireyle
duble distile su (ddH,0) ile yikanan materyalden ¢igek saplari laminar kabin i¢inde, steril
bisturi uglar1 ve pensler yardimiyla yaklasik 5 mm’lik parcalara kesildi. Bu sekilde elde

edilen eksplantlar, laminar kabin i¢inde besi ortamina transfer edildi.

ST

\ )

Sekil 3.10 Fritillaria baskilensis Behget bitkisinin eksplant kaynagi olarak kullanilan c¢igek saplar
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Ug kisimdan alt kisimdaki
vapraklara kadar kesilen ¢igek
sap1

Cigek saptun 0.5 mm'lik parcalar
halilnde kesilerek eksplant
olarak kullamlan kisimlan

Sekil 3.11 Fritillaria baskilensis Behget bitkisinin ¢icek saplarindan eksplant elde edilmesi

Her bitkinin ¢i¢cek sapindan ortalama dort eksplant elde edildi. Eksplantlar dogal
ortamlarindaki pozisyonlar1 dikkate alinarak, taban kisimlart besi ortamiyla temas edecek
sekilde daha onceden hazirlanmig, ayni petri i¢indeki besi ortamina ekildi. Bu islemlerin
tamami flow kabin i¢inde yapildi. Besi ortami olarak ¢icek soganlari i¢in kullanilan
protokoliin aynisi uygulandi. Her bir besi ortam1 protokolii i¢in ¢igek sap1 eksplantlarindan
8 petri (90 x 15 mm) ve 8 x 4 = 32 eksplant hazirlandi. Streg¢ film ile tamamen sarilan
petriler 20+1°C’de siirekli 151k altinda 151k (30 pmolm™s™) 30 giin siireyle gelismeye
birakildi.

Sekil 3.12 Fritillaria baskilensis Behget bitkisin ¢igek saplarindan elde edilen ve petrilerdeki besi ortamlarina
ekilen eksplantlarin goriintimleri
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30 giin boyunca gelisimleri izlenen ¢igek sap1 eksplantlari, bu siirenin sonunda ilk
kiiltiire alindiklar1 besi ortaminin aynisini igeren petrilere aktarildi. Aktarilma islemi flow
kabin icinde yapildi. Petrilerdeki besi ortamlarin1 yenileme ve eksplantlar1 aktarma
islemleri her 30 giinde bir tekrarlandi. Bu siire i¢inde eksplant gelisimi devamli olarak

izlendi.

3.6. Istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel yorumu R programinin 3.2.4. versiyonu kullanilarak yapildi.
Istatistiksel analizler yapilirken R programinin igerigindeki “stats” istatistiksel analiz

kiitiiphanesinden faydalanildi (R Core Team, 2016).
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4. BULGULAR

4.1. Sogan Eksplantlarimin Kullanildig1 Deneylerden Elde Edilen Bulgular

F. baskilensis Behget bitkisinin soganlarindan elde edilen eksplantlarin besi
ortaminda gelisimleri ilk bir ayin her 10 gilinlinde bir olacak sekilde gozlemler yapilmistir.
Bu gozlemler sirasinda enfekte olan ve olmayan eksplantlarin sayisi, canli kalan
eksplantlarin sayisi, lizerinde kallus olusumu veya sogancik olusumu goriilen eksplantlarin
sayist gibi parametreler géz Oniine alinmis, elde edilen sonuglardan asagidaki tablolar
(Tablo 4.1, Tablo 4.2) olusturulmustur. Kararan veya koyu kahverengi renk alarak biizlisen

eksplantlar gelismeyen eksplantlar kategorisinde degerlendirilmistir.

Ik 30 giinde besi ortamlarindaki eksplantlarda goriilen enfeksiyon orani %6.25 ile
%12.50 arasinda degismistir. Ilk bir aylik siirenin sonunda besi ortamlarindaki
eksplantlarin ortalama % 9.765 oraninda enfeksiyon goriilmiistiir. Yine ilk bir aylik siirenin
sonunda eksplantlarin % 4.3’tinde enfeksiyon goriilmedigi halde gelisme olmamistir. Bu
sekilde, toplam eksplantlar (256) icinde enfeksiyon goriilen ve gelisme gOstermeyen
eksplantlarin orant %14.06 olarak gergeklesmistir. Geriye kalan %85.94 oranindaki canli
eksplantlar i¢inde 30. gilinlin sonunda kallus olusumu goriilen eksplant orani %38.4,

sogancik olusumu goriilen eksplant oran1 %8.6 olarak dl¢iilmiistiir.

Sekil 4.1 Fritillaria baskilensis Behcet’in soganlarindan elde edilerek petrilere ekilen sogan eksplantlarindan
gelisen kalluslarin goriiniimleri
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Tablo 4.1 F. baskilensis Behget bitkisinin soganlarindan elde edilen eksplantlarin, besi ortamlarina ekimlerinden itibaren ilk bir aylik siire
icinde her on giinde bir yapilmis 6lciimler ile belirlenmis, gelisme oranlar1 (%6°lik siikroz ortami)

Kallus olusumu  Sogancik olusumu
— Enfekte olan Enfekte Gelismeyen Canli kalan goriilen goriilen
Besi ortami = eksplantlar olmayan eksplant}ar (Enfekte eksplantlar eksplantlar eksplantlar
5 eksplantlar + gelismeyen) (Canli eksplantlar  (Canli eksplantlar
icinde) icinde)
Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Murashige and 10 2 6.250 30 93.750 2 6.250 30 93.750 0 0.000 0 0.000
Skoog (MS) + %0, 20 3 9.375 29 90.625 4 12.50 28 87.500 1 3.571 0 0.000
6 agar 30 3 9.375 29 90.625 5 15.625 27  84.375 5 18.518 0 0.000
Murashige and 0 0 0000 32 10000 0 000 32 1000 0 0.00 0 0000
Skoog (MS) + %0,
6 agar + %6 sikkroz 20 2 6.250 30 93.75 3 9.375 29 90.625 4 13.793 0 0.000
(Bitki Biiyltime
maddesi yok) 30 3 9.375 29 90.625 4 12.50 28 87.50 8 28.571 1 3.571
Murashige and
Skoog (MS) + %0, 10 2 6.250 30 93.75 2 6.250 30 93.750 0 0.00 0 0.000
6 agar + %6 siikroz
2
(IBAP+ 0.6NAA + 20 4 12.50 28 87.50 4 12.50 28 87.50 3 10.714 0 0.000
O4IAA, (Yiksek 5,y 1550 28 8750 4 1250 28 8750 11 39285 3 10714
sitokininli ortam)
Murashige and
Skoog (MS) + %0, 10 1 3.225 31 96.875 1 3.225 31 96.875 1 3.225 0 0.000
6 agar + %6 siikroz
0.1BAP+ 0.6NAA 20 2 6.250 30 93.750 2 3.225 30 93.750 5 16.666 0 0.000
FOAIAA, (Disik 5, 650 30 93750 4 1250 28 8750 14 48275 4 14.285

sitokininli ortam)
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Tablo 4.2 F. baskilensis Behcet bitkisinin soganlarindan elde edilen eksplantlarin, besi ortamlarina ekimlerinden itibaren ilk bir ayhk
siire icinde her on giinde bir yapilmis élciimler ile belirlenmis, gelisme oranlari (%3’lik siikroz ortami)

Gelismeyen Kallus olusumu  Sogancik olusumu

._ Enfekte olan = Enfekte olmayan eksplantlar Canli kalan baslayan goriilen
: = eksplantlar eksplantlar (Enfekte + eksplantlar cksplantlar eksplantlar
Besi ortami - clismeyen) (Canli eksplantlar ~ (Canli eksplantlar
© gelismey iginde) iginde)
Sayt (%)  Sayt (%) Say1 (%)  Sayt (%) Say1 (%) Say1 (%)

. 10 39375 29 90.625 3 9375 29  90.625 0 0.000 0 0.000
Murashige and
Skoog (MS) +%0.6 20 4 1250 28 8750 4 1250 28  87.500 3 10.714 0 0.000
agar 30 4 1250 28 87.50 5 15625 27  84.375 6 22.222 0 0.000
Murashige and 10 1 3225 31 96.875 2 6.250 30 93.750 1 3.333 0 0.000
Skoog (MS) + %0. 6
agar + %3 siikroz 20 2 6250 30  93.750 4 1250 28  87.50 8 28.571 0 0.000
(Bitki Biiylime
maddesi yok) 30 39375 29 90.625 5 15625 27 84375 13 48.148 3 11.111
Murashige and 10 I 3225 31 96875 2 6250 30  93.750 1 3.333 0 0.000
Skoog (MS) + %0. 6
agar + %3 siikroz 5
(IBA+ 0.6NAA + 20 39375 29 90.625 4 1250 28  87.50 11 39.285 0 0.000
0.4 TAA, (Yiksek
sitokininli ortam) 30 39375 29 90.625 4 1250 28  87.50 13 46428 4 14.285
Murashige and 0 2 6250 30  93.750 2 6250 30  93.750 1 3.333 0 0.000
Skoog (MS) + %0. 6
agar + %3 siikroz 5
01BA+ 06NAA+ 20 39375 29 90.625 4 1250 28  87.50 12 42.857 1 3.571
0.4 IAA, (Diisiik

30 39375 29 90.625 5 15625 27 84375 15  55.555 4 14.814

sitokininli ortam)
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Gerek kallus ve gerekse sogancik olusumu zamana ve besi ortaminin niteligine gore
baz1 6nemli farkliliklar gdstermistir. Ornegin siikroz ve bitki biiyiime maddesi igermeyen
MS + % 0,6 ik agar ortaminda; ilk 10 giinde kallus ve sogancik olumu gergeklesmemistir.
20. ve 30. giinlerde kallus olusumu goriilen eksplant orani sirasiyla %7.14 ve %20.37

olarak dl¢lilmiisken sogancik olusumu her iki zaman diliminde de gézlenmemistir.

Bitki biiyiime maddesi icermeyen MS + %0.6 agar + %6’lik siikroz ortaminda 10.,
20. ve 30. giinlerde canli kalan eksplantlar i¢inde kallus olusumu goériilenleri orani sirasiyla
% 0.00, %13.8, %28.58; sogancik olusumu goriilenlerin oran1 %0.00, %0.00 ve %3.57
olarak Ol¢iilmistiir. Bu degerler ayn1 parametrenin %3 siikroz igeren besi ortaminda

%3.33, %28.58, %48.15 ve %0.00, %0.00, %11.11 olarak dl¢iilmiistiir.

MS + %0.6 agar + %6 siikroz ile yiiksek oranda sitokinin iceren (1 BA + 0.6 NAA+
0.4 TAA) ortamda 10., 20. ve 30. giinlerde canli kalan eksplantlar i¢inde kallus olusumu
goriilenleri oran sirasiyla %0.00, %10.71, %39.3; sogancik olusumu goriilenlerin orani %
0.00, %0.00 ve %10.71 olarak olgiilmiistiir. Bu degerler ayni parametrenin %3 siikroz
igeren besi ortaminda %3.33, %39.3, %46.43 ve %0.00, %0.00, %14.3 olarak Ol¢iilmiistiir.

MS + %0.6 agar + %6 siikroz ile diisiik oranda sitokinin iceren (0.1 BA + 0.6
NAA+ 0.4 TAA) ortamda 10., 20. ve 30. giinlerde canli kalan eksplantlar i¢inde kallus
olusumu goriilenleri orant sirastyla %3.22, %16.7, %48.3; sogancik olusumu goriilenlerin
orani % 0.00, %0.00 ve %14.3 olarak Olcililmiistiir. Bu degerler aym1 parametrenin %3
silkroz igeren besi ortaminda %3.33, % 48.9, % 55.5 ve % 0.00, %3.6, %14.8 olarak

Olclilmiistiir.

30 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda canli kalan sogan eksplantlar: (kararma ve
bliziigme goriilmeyen, kallus ve mikro sogancik olusumu goriilen), ilk kiiltiire alindiklar
besi ortaminin aynisini igeren magentalara aktarilmistir. Magentalardaki besi ortamlart 30
giinde bir yenilenmis ve eksplantlarin gelisimi 90 giin boyunca gozlenmistir. Bu siire
icinde, 30 giinde bir dlgiimler yapilmistir. Olgiimii yapilan parametreler ve elde edilen
sonuglar tablo 4.3., tablo 4.4., tablo 4.5. ve tablo 4.6.’da verilmistir. Magentalardaki 90
giinliik gelisme siiresine, eksplantlarin ilk kiiltiire alindiklar1 30 giinliik siire de eklendigi
icin Ol¢lim yapilan araliklar tablolarda 60. giin, 90. giin ve 120. giin seklinde belirtilmistir.
Bu sekilde, eksplantlarin besin ortamlarma aktarilmalarinin ilk giliniinden itibaren
gosterdikleri gelismeler daha saglikli bir sekilde izlenebilmistir. Bu tablolardaki her besin
ortam1 i¢in verilen eksplant sayisi, bastaki 32 eksplantin petrilerdeki 30 giinliik inkiibasyon
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stiresinin sonunda canli kalan (kallus olusumu goriilen + sogancik olusumu goriilen +
kallus veya sogancik olusumu baslamamis canli goriinen) eksplantlarin sayisidir. Ornegin
Tablo 4.3’te MS + %0.6 agar besi ortam1 i¢in verilen toplam 27 eksplant, bu besi ortaminin

tablo 4.1°de verilen 30 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda canli kalan 27 eksplanttir.
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Tablo 4.3 Magentalardaki besi ortamlarina aktarildiktan sonra (inkiibasyonun ilk 30 giiniinden sonra) 90 giin boyunca gelisimleri izlenen
sogan eksplantlarindan her 30 giinde bir ¢esitli parametreler i¢in yapilmis 6l¢iimlerden elde edilen bulgular

Murashige and Skoog (MS)

Murashige and Skoog (MS)
+ % 0, 6 agar + % 6 siikroz

+ QS 28 (Bitki Bilyiime maddesi yok)
60. giin 90 giin 120. giin 60. giin 90 giin 120. giin
Say1 % Say1 V4 Say1 Yo Say1 Yo Say1 % Say1 %
Enfekte olan eksplant 1 3.70 0 3.70 0 3.70 1 3.57 0 3.57 0 3.57
Canli kalan eksplant 26 96.3 22 81.5 12 44 .4 27 9643 25 89.3 23 82.14
Sadece kallus olusumu goriilen eksplant 8 29.6 8 29.6 8 29.6 11 39.3 12 42.8 12 42.8
Kallus + siirgilin olusumu goriilen eksplant 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 3.57 3 10.71 3 10.71
Kallus + siirgiin olusumu goriilen
eksplantlarda eksplant basina siirgiin 0 i 0 i 0 i 3 i 4.3 i >
Kallus + sogancik olusumu goriilen 0O 000 0 000 O 000 2 714 3 1071 4 143
eksplant
Kallus + sogancik olusumu goriilen
eksplantlarda eksplant basina sogancik 0 i 0 i 0 i 33 i 33 i 4.25
Direkt siirgiin olusumu goriilen eksplant 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 - 0 - 2 7.14
Direkt stirgiin olusumu goriilen 0 i 0 i 0 i i i i i 35
eksplantlarda eksplant basina siirglin ’
Direkt sogancik olumu goriilen eksplant 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 3.57 2 7.14 2 7.14
Direkt sogancik olumu goriilen 0 i 0 i 0 i 6 i 55 i 55

eksplantlarda sogancik
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Tablo 4.4 Magentalardaki besi ortamlarina aktarildiktan sonra (inkiibasyonun ilk 30 giiniinden sonra) 90 giin boyunca gelisimleri izlenen

sogan eksplantlarindan her 30 giinde bir ¢esitli parametreler i¢in yapilmis 6l¢iimlerden elde edilen bulgular

Murashige and Skoog (MS)
+ %0.6 agar + %6 siikroz

Murashige and Skoog (MS) +
%0. 6 agar + %6 siikroz

(1IBA+ 0.6NAA + 0.4 TIAA, 0.1BA+ 0.6NAA + 0.4 TAA,
(Yiiksek sitokininli ortam) (Diisiik sitokininli ortam)
60. glin 90. giin 120. giin 60. giin 90. giin 120. giin
Sayt % Sayt1 % Sayt1 % Sayt1 % Sayt1 % Say1 %
Enfekte olan eksplant 0 - 0 - 0 0 0 - 0 0 0 -
Canli kalan eksplant 28 100 28 100 28 100 28 100 28 100 28 100
Sadece kallus olusumu goriilen eksplant 15 536 13 4642 6 2143 13 4643 12 4286 7 25
Kallus + siirgilin olusumu goriilen eksplant 3 1071 5 1786 9 3214 1 357 2 714 5 17.86
Kallus + siirgiin (.)'lusuumu goriilen eksplantlarda 43 i 6.0 i 57 i 4 i 55 i 6.7 i
eksplant basina siirgiin sayisi
Kallus + sogancik olusumu goriilen eksplant 4 14.3 5 1786 6 2143 6 2143 8 2858 9 32.14
Kallus + sogancik f)lusumu goriilen eksplantlarda 45 i 56 i 79 i 48 i 73 i 3.4 i
eksplant basina sogancik
Direkt siirgiin olusumu goriilen eksplant 1 3.57 31071 4 14.3 0 - 1 3.57 1 3.57
Direkt stirgiin olusumu goriilen eksplantlarda eksplant 4 i 54 i 56 i 0 i 5 i 9 i
basina siirgiin
Direkt sogancik olumu goriilen eksplant 2 714 2 7.14 31071 4 14.3 5 1786 6 2143
Direkt sogancik olumu goriilen eksplantlarda sogancik 6.5 - 65 93 63 - 6.7 - 8.4 - 10.2 -
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Tablo 4.5 Magentalardaki besi ortamlarina aktarildiktan sonra (inkiibasyonun ilk 30 giiniinden sonra) 90 giin boyunca gelisimleri izlenen
sogan eksplantlarindan her 30 giinde bir ¢esitli parametreler i¢in yapilmis 6l¢iimlerden elde edilen bulgular

Murashige and Skoog (MS)
+ % 0. 6agar + %3 siikroz
(Bitki Biiylime maddesi yok)

Murashige and Skoog (MS)
+ % 0. 6 agar

60. giin 90. giin 120. giin 60. giin 90. giin 120. giin

Sayt % Say1 % Sayt1 % Sayt1 % Sayt1 % Sayt1 %

Enfekte olan eksplant 1 3.70 1 7.41 0 7.41 0 0.00 1 3.70 0 3.70
Canli kalan eksplant 26 963 23 8518 18 6428 27 1000 26 963 26 963
Sadece kallus olusumu goriilen eksplant 9 3333 9 3333 9 3333 18 66.67 14 5185 9 3333
Kallus + siirgilin olusumu goriilen eksplant 0O 000 O 000 O 0.00 1 370 3 11.11 5 1852
Kallus + siirgiin (.)'lusuumu goriilen eksplantlarda 0 i 0 i 0 i 5 i 79 i 73 i
eksplant basina siirgiin

Kallus + sogancik olusumu goriilen eksplant 0O 000 O 000 O 000 4 1481 5 1852 7 25.9
Kallus + sogancik f)lu§umu goriilen eksplantlarda 0 i 0 i 0 i 6.4 i 2.3 i 2.6 i
eksplant basina sogancik

Direkt siirgiin olusumu goriilen eksplant 0O 000 O o000 O 000 O 000 O - 1 3.70
Direkt stirgiin olusumu goriilen eksplantlarda eksplant 0 i 0 i 0 i 0 i 0 i 7 i
basina siirgiin

Direkt sogancik olumu goriilen eksplant 0O 000 O 000 O 000 4 1481 4 1481 4 1481
Direkt sogancik olumu goriilen eksplantlarda sogancik 0 - 0 - 0 - 6.8 - 8.4 - 8.4 -
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Tablo 4.6 Magentalardaki besi ortamlarina aktarildiktan sonra (inkiibasyonun ilk 30 giiniinden sonra) 90 giin boyunca gelisimleri izlenen

sogan eksplantlarindan her 30 giinde bir ¢esitli parametreler i¢in yapilmis 6l¢iimlerden elde edilen bulgular

Enfekte olan eksplant
Canli kalan eksplant
Sadece kallus olusumu goriilen eksplant

Kallus + siirgiin olusumu goriilen eksplant

Kallus + siirgiin olusumu goriilen eksplantlarda
eksplant basina siirgiin sayisi

Kallus + sogancik olusumu goriilen eksplant

Kallus + sogancik olusumu goriilen eksplantlarda
eksplant basina sogancik

Direkt siirgiin olusumu goriilen eksplant

Direkt siirgiin olusumu goriilen eksplantlarda eksplant
basina siirgiin

Direkt sogancik olumu goriilen eksplant

Direkt sogancik olumu goriilen eksplantlarda sogancik

Murashige and Skoog (MS)
+ %0. 6 agar + % 3 siikroz

Murashige and Skoog (MS)
+ 9%0. 6 agar + %.3 siikroz

IBA+ 0.6NAA + 0.4 TAA, 0,1BA+ 0,6NAA + 0,4 TAA,
(Yiiksek sitokininli ortam) (Diistik sitokininli ortam)
60. giin 90. giin 120. giin 60. giin 90. giin 120. giin
Sayti % Sayt1 % Sayt1 % Sayt1 % Sayt1 % Say1 %
0O 000 O o000 O 000 O 000 O 000 O 0.00
28 100.0 28 100.0 28 100.0 28 100.0 28 100.0 28 100.0
12 4285 6 2143 1 357 11 3928 5 1785 2 7.4
5 1786 10 3571 14 500 2 7.14 5 1785 6 2142
3.4 - 12.8 - 13.7 - 6.5 - 8.4 - 9.8 -
5 1786 6 2142 7 25.0 8 2857 11 3928 13 4643
54 - 4.9 - 7.8 - 12.4 - 13.7 - 13.9 -
1 3.57 2 714 2 714 1 3.57 2 7.14 2 7.14
6 - 7.5 - 7.5 - 7 - 55 - 8.5
4 1428 4 1428 4 1428 5 1785 5 1785 5 17.85
8.1 - 8.1 - 12.7 - 8.3 - 11.6 - 12.4 -
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Magentalardaki besi ortamlarinda enfeksiyon ya hi¢ goriilmemis ya da ¢ok diisiik
oranda ortaya ¢ikmistir. Besi ortamlarindaki toplam 221 eksplantin sadece 5’inde (%2.26)
enfeksiyon gelismistir. Enfeksiyon gelismesi bitki biiyiime maddesi igermeyen besi
ortamlarinda gorilmiistiir. Bu bulagsma da, muhtemelen eksplantlarin tazelenmis besi

ortamlarina aktarilmasi sirasinda gergeklesmistir.

Eksplantlarin magentalardaki besin ortamlarina aktarilmalarindan itibaren (30.
giinden itibaren) 90 giinliik inkiibasyon sirasinda besi ortaminin ¢esidine gore eksplantlarin
gelisme oraninda ve 6zellikle de gelismenin niteliginde 6nemli farkliliklar gozlenmistir.
Ormnegin siikroz ve bitki biiyiime maddesi icermeyen MS + %0.6’lik agar ortaminda 90
giinlik inkiibasyon sonunda (120. giinde) toplam 54 eksplantin %54.6’s1 canli
kalabilmistir. Bu canli eksplantlarin %57.63’linde sadece kallus gelisimi (Sekil 4.3)
goriilmiis direkt veya endirekt organogenezis ile siirgiin, kok veya sogancik olusumu

gozlenmemistir (Tablo 4.3 ve 4.5).

Sekil 4.2 120. giinden sonra F'ritillaria baskilensis sogan pulu eksplantlarindan elde edilen kallus yapilari

Bitki biliylime maddesi igermeyen MS + %0.6 agar + %6’lik siikroz ortaminda 90
giinliik stirenin sonunda (120. giinde) canli kalan eksplant oram1 % 82.12 olarak
Olclilmiistiir. Bu canli eksplantlarin %52.1’inde sadece kallus olusumu, %13.04’{inde
kallus + siirgiin olusumu, %17.41’inde kallus + sogancik olusumu, %8.7’sinde direkt
stirglin olusumu ve % 8.7’sinde de direkt sogancik olusumu goriilmiistiir (Tablo 4.3). Bu
degerler ayn1 parametrenin %3 siikroz igeren besi ortaminda sirasiyla; %96.3, %34.61,

9%19.23, %26.7, %3.84 ve % 15.38 olarak ol¢iilmiistiir (Tablo 4.5).
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MS + %0.6 agar + %6 siikroz ile yiiksek oranda sitokinin iceren (1 BA + 0.6 NAA+
0.4 TAA) ortamda 90 giinliik stirenin sonunda (120. giinde) canli kalan eksplant oran
%100 olarak oOl¢iilmiistiir. Bu canli eksplantlarin %21.43’linde sadece kallus olusumu,
%32.14’linde kallus + siirgin olusumu, %21.43’linde kallus + sogancik olusumu,
%14.3’ilinde direkt siirgiin olusumu ve %10.71’inde direkt sogancik olusumu goriilmiistiir
(Tablo 4.4). Bu degerler ayn1 parametrenin % 3 siikroz igeren besi ortami igin sirasiyla;

%100, %3.57, %50.0, %25.0, % 7.14 ve % 14.28 olarak belirlenmistir (Tablo 4.6).

MS + % 0.6 agar + % 6 siikroz ile diisiik oranda sitokinin igeren (0.1 BA + 0.6
NAA+ 0.4 TAA) ortamda 90 giinliik siirenin sonunda (120. giinde) canli kalan eksplant
orant %100 olmustur. Bu canli eksplantlarin %25’inde sadece kallus olusumu,
%17.86’sinda kallus + silirgiin olusumu, %32.14’linde kallus + sogancik olusumu,
%3.57’sinde direkt siirgiin olusumu ve %21.43’iinde direkt sogancik olusumu goriilmiistiir
(Tablo 4.4). Bu degerler ayni parametrenin %3 silikroz igeren besi ortaminda sirasiyla;

%100, %7.14, %21.42, %46.43, % 7.14 ve % 17.85 olarak Slgiilmiistiir (Tablo 4.6).

Tablo 4.7 Sitokinin ve Siikroz Konsantrasyonlarinda Indirekt Sogancik Olusumu

Sitokinin Seviyesi
Sifir Diistik Yiiksek Toplam

Siikroz Konsantrasyonu Yok Var Yok Var Yok Var Yok Var

%0 Siikroz 54 0 - - - - 54 0

%?3 Siikroz 20 7 15 13 21 7 56 27

%06 Siikroz 24 4 19 9 22 6 65 19
Toplam 98 11 34 22 43 13 175 46
Not: “-““ igaretli hiicreler ¢alismanin dizayninda bos birakilmistir.

Tablo 4.7°de goriilecegi iizere siikroz ve sitokinin olmadigi kosullarda indirekt
sogan tespit edilememistir. Indirekt sogan olusumu igin sitokinin ya da siikroz
gerekmektedir. Analizin bundan sonraki adimlarinda hem ortamda siikroz hemde sitokinin
olmayan 54 gozlem calisma dis1 birakilmistir. Oncelikle, sitokonin seviyesi’nin ve siikroz
konsantrasyonu’nun indirekt sogan iizerindeki etkilesim etkisi sapma istatistigi ile test

edilmig, etkilesimin & =.05seviyesinde anlamli olmadigi sonucuna varilmistir

(r° (2) =0.239, p=.888). Ikinci adimda sitokonin  seviyesi ve  siikroz

62



konsantrasyonu’nun indirekt sogan olusumu iizerindeki etkileri bir lojistik regresyon

modeli ile anlagilmaya ¢alisilmis, sonuglar Tablo 4.8’de rapor edilmistir.

Tablo 4.8 indirekt Sogan Olusumu Lojistik Regresyon Sonuglari

Tahmin Standart Hata t P

Kesen -1.144%* 0.372 -3.073 .0021
Stikroz
Konsantrasyonu

%06 Siikroz -0.515 0.357 -1.440 .1499
Sitokinin Seviyesi

Diisiik Sitokinin 0.959* 0.437 2.194 .0283

Yiiksek Sitokinin 0.188 0.465 0.403 .6868

Not: *p<.05, **p<.01, ***p<.001. %3 Siikroz Konsantrasyonu ve Sifir Sitokinin seviyeleri

referans kategorisi kabul edilmis, karsilagtirmalar referans kategorisine kiyasla yapilmistir.

Tablo 4.8’de belirtilen Lojistik Regresyon sonuglarina gore %3 Siikroz iceren ve
hormon i¢ermeyen besin ortamindaki bitkilerde indirekt sogan olusumu olasilig1 .242°dir
ve bu olasilik a =.05seviyesinde anlamli olarak .50 olasiligindan diisiiktiir (p=.0021).
Siikroz konsantrasyonu ayni olmak iizere, diisiik sitokinin’e tabi tutulan bitkilerde sifir
sitokinin’e tabi tutulan bitkilere gore « =.05seviyesinde anlamli bir indirekt sogan
olusumu olasilig1 artis1 gozlemlenmistir (p=.0283). %3 siikroz ve diisiik sitokinin igeren
ortamdaki bitkiler 454; %6 siikroz ve diisiik sitokinin iceren ortamdaki bitkiler ise .332
olasiligiyla indirekt sogan olusturmaktadirlar. Diger iliskiler i¢in anlamli bir farklilik s6z

konusu degildir.

Tablo 4.9 Sitokinin ve Siikroz Konsantrasyonlarinda Indirekt Siirgiin Olusumu

Sitokinin Seviyesi
Sifir Diisiik Yiiksek Toplam

Stikroz Konsantrasyonu Yok Var Yok Var Yok Var Yok Var

%0 Stikroz 54 0 - - - - 54 0
%3 Stikroz 22 5 22 6 14 14 58 25
%6 Siikroz 25 3 23 5 19 9 67 17
Toplam 101 8 45 11 33 23 179 42

Not: “-““ igaretli hiicreler ¢alismanin dizayninda bos birakilmistir.

Tablo 4.9°da goriilecegi tizere siikroz ve sitokinin olmadigi kosullarda indirekt

siirgiin tespit edilememistir. Indirekt siirgiin olusumu igin sitokinin yada siikroz
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gerekmektedir. Analizin bundan sonraki adimlarinda hem ortamda siikroz hemde sitokinin
olmayan 54 gbzlem calisma dis1 birakilmistir. Oncelikle, sitokonin seviyesi’nin ve siikroz
konsantrasyonu’nun indirekt siirgiin lizerindeki etkilesim etkisi sapma istatistigi ile test
edilmig, etkilesimin & =.05seviyesinde anlamli olmadig1 sonucuna varillmistir
(r° (2): 0.159, p=.9236). likinci adimda sitokonin seviyesi ve siikroz

konsantrasyonu’nun indirekt siirgiin olusumu iizerindeki etkileri bir Lojistik Regresyon

modeli ile anlagilmaya ¢alisilmis, sonucglar Tablo 4.10’de rapor edilmistir.

Tablo 4.10 Indirekt Siirgiin Olusumu Lojistik Regresyon Sonuglari

Tahmin Standart Hata t P

Kesen -1.512%%* 0.414 -3.652 .0003
Stikroz
Konsantrasyonu

%06 Siikroz -0.563 0.376 -1.498 1341
Sitokinin Seviyesi

Diistik Sitokinin 0.361 0.512 0.705 4810

Yiiksek Sitokinin 1.426** 0.423 3.015 .0026

Not: *p<.05, **p<.01, ***p<.001. %3 Siikroz Konsantrasyonu ve Sifir Hormon seviyeleri

referans kategorisi kabul edilmis, karsilastirmalar referans kategorisine kiyasla yapilmistir.

Tablo 4.10°da belirtilen Lojistik Regresyon sonuglarina gore %3 siikroz
konsantrasyonu igeren ve hormon igermeyen besin ortamindaki bitkilerde indirekt siirgiin
olusumu olasiligi .181’dir ve bu olasilik « =.05seviyesinde anlamli olarak .50
olasiligindan diistiktiir (p=.0003). Siikroz konsantrasyonu ayni olmak iizere, yliksek
sitokinin iceren besin ortamindaki bitkilerde hormon i¢cermeyen besin ortamindaki bitkilere
gore a =.05seviyesinde anlamli bir indirekt siirglin olusumu olasilig1 artis1
gbzlemlenmistir (p=.0026). %3 siikroz ve yliksek sitokinin iceren besin ortamindaki
bitkiler .478; %6 siikroz ve yiiksek sitokinin igeren besin ortamindaki bitkiler ise .343
olasiligiyla indirekt siirgiin olusturmaktadir. Diger iliskiler i¢in anlaml bir farklilik s6z

konusu degildir.
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Tablo 4.11 Sitokinin ve Siikroz Konsantrasyonlariin Direkt Siirglin Olusumuna Etkisi

Sitokinin Seviyesi
Sifir Diisiik Yiiksek Toplam

Siikroz Konsantrasyonu Yok Var Yok Var Yok Var Yok Var

%0 Siikroz 54 0 - - - - 54 0

%?3 Siikroz 26 1 26 2 26 2 78 5

%6 Siikroz 26 2 27 1 24 4 77 7
Toplam 106 3 53 3 50 6 209 12
Not: “-*“isaretli hiicreler ¢alismanin dizayninda bos birakilmistir.

Tablo 4.11°de goriilecegi iizere siikroz ve sitokinin olmadigi kosullarda direkt
siirglin tespit edilememistir. Direkt silirgiin olusumu i¢in sitokinin yada siikroz
gerekmektedir. Analizin bundan sonraki adimlarinda hem ortamda siikroz hemde sitokinin
olmayan 54 gbzlem calisma dis1 birakilmistir. Oncelikle, sitokonin seviyesi’nin ve siikroz
konsantrasyonu’nun direkt siirgiin tlizerindeki etkilesim etkisi sapma istatistigi ile test

edilmig, etkilesimin « =.05seviyesinde anlamli olmadigi sonucuna varilmistir
( ;(2(2)= 1.024, p =.5992). ikinci adimda sitokonin seviyesi ve siikroz konsantrasyonu’

nun direkt siirgiin olusumu {izerindeki etkileri bir Lojistik Regresyon modeli ile

anlasilmaya calisilmis, sonuglar Tablo 4.12°de rapor edilmistir.

Tablo 4.12 Direkt Siirgiin Olusumu Lojistik Regresyon Sonuglari

Tahmin Standart Hata t P

Kesen -3.048%** 0.694 -4.392 <.0001
Stikroz
Konsantrasyonu

%6 Stikroz 0.356 0.610 0.583 560
Sitokinin Seviyesi

Diistik Sitokinin -0.016 0.840 -0.019 985

Yiiksek Sitokinin 0.737 0.735 1.003 316

Not: *p<.05, **p<.01, ***p<.001. %3 Siikroz Konsantrasyonu ve Sifir Hormon seviyeleri

referans kategorisi kabul edilmis, karsilastirmalar referans kategorisine kiyasla yapilmistir.

Tablo 4.12°de belirtilen Lojistik Regresyon sonuglarina gore %3 siikroz igeren ve

hormon i¢cermeyen besin ortamindaki bitkilerde direkt siirglin olusumu olasiligi .045’dir ve
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bu olasilik & =.05 seviyesinde anlamli olarak .50 olasiligindan diistiktiir (p<.0001). Diger

iligkiler i¢in anlamli bir farklilik s6z konusu degildir.

Tablo 4.13 Sitokinin ve Siikroz Konsantrasyonlarinin Direkt Sogancik Olusumuna Etkisi

Sitokinin Seviyesi

Sifir Diisiik Yiiksek Toplam
Siikroz Konsantrasyonu Yok Var Yok Var Yok Var Yok Var
%0 Siikroz 54 0 - - - - 54 0
%?3 Siikroz 23 4 23 5 24 4 70 13
%6 Stikroz 26 2 22 6 25 3 73 11
Toplam 103 6 45 11 49 7 197 24
Not: “-““ igaretli hiicreler ¢alismanin dizayninda bos birakilmistir.

Tablo 4.13’de goriilecegi lizere siikroz ve sitokinin olmadigi kosullarda direkt
sogancik tespit edilememistir. Direkt sogancik olusumu icin sitokinin yada siikroz
gerekmektedir. Analizin bundan sonraki adimlarinda Hem ortamda siikroz hemde sitokinin
olmayan 54 gbzlem calisma dis1 birakilmistir. Oncelikle, sitokonin seviyesi’nin ve siikroz
konsantrasyonu’nun direkt sogancik tlizerindeki etkilesim etkisi sapma istatistigi ile test

edilmis, etkilesimin a =.05 seviyesinde anlamh olmadig1 sonucuna
vartlmistir( ;(2(2) =0.747, p =.6883). ikinci adimda sitokonin seviyesi ve siikroz

konsantrasyonu’nun direkt sogancik olusumu tizerindeki etkileri bir Lojistik Regresyon

modeli ile anlagilmaya ¢alisilmis, sonuglar Tablo 4.14’de rapor edilmistir.

Tablo 4.14 Direkt Sogancik Olusumu Lojistik Regresyon Sonuglari

Tahmin Standart Hata t P

Kesen -1.998%** 0.480 -4.160 <.0001
Siikroz
Konsantrasyonu

%6 Stikroz -0.208 0.445 -0.468 .6400
Sitokinin Seviyesi

Diistik Sitokinin 0.690 0.548 1.259 2080

Yiiksek Sitokinin 0.152 0.592 0.257 7970

Not: *p<.05, **p<.01, ***p<.001. %3 Siikroz Konsantrasyonu ve Sifir Hormon seviyeleri

referans kategorisi kabul edilmis, karsilagtirmalar referans kategorisine kiyasla yapilmigstir.
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Tablo 4.14°de belirtilen Lojistik Regresyon sonuglarina gore %3 siikroz igeren ve
hormon i¢cermeyen besin ortamindaki bitkilerde direkt sogancik olusumu olasilig1 0.112°
dir ve bu olasilik « =.05 seviyesinde anlamli olarak 0.50 olasiligindan disiiktiir (p<.0001).

Diger iliskiler i¢in anlamli bir farklilik s6z konusu degildir.

Siirgiin veya sogancik olusumu goriilen (Sekil 4.3) eksplantlarda, eksplant basina
gelisen siirgiin ve sogancik sayilari ve yiizdeleri tablo 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’da verilmistir. Bu
tablolardan da goriillecegi iizere eksplantlarin magentalardaki besin ortamlarina
aktarilmalarindan itibaren (30. giinden itibaren) 90 giinliik siirenin sonunda (120. giinde)
stikroz ve bitki bliylime maddesi igermeyen besin ortamlarinda siirgiin ve sogancik gelisimi

gozlenmemistir.

Besin ortamlarinin %6 siikrozbulunanlarinda direkt veya endirekt organogenezis ile
sirglin veya sogancik olusumu goriilen eksplantlar icinde eksplant basina gelisen siirgiin
ve sogancik sayist; bitki bliylime maddesi icermeyen ortamlarda sirasiyla, 4.25, 4.875
(Tablo 4.3); yiiksek sitokinin iceren ortamlarda sirasiyla, 5.65, 6.75 (Tablo 4.4); diisiik
sitokinin igeren ortamlarda sirastyla, 7.85 ve 9.3 (Tablo 4.4) olmustur. Bu degerler %3
siikroz bulunan ortamlarda sirastyla, 7.4, 8.5 (Tablo 4.5); 10.6, 10.25 (Tablo 4.6); 9.15 ve
13.15 olarak Olgiilmiistiir.

Sekil 4.3 120. giinde Fitillaria baskilensis Behget Bitkisinde Siirgiin ve Sogancik olusumu

Magentalardaki 90 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda endirekt ve direkt
organogenezle siirgiin ve sogancik olusumu goriilen eksplantlarin koklendirme amaciyla
hazirlanmis magentalardaki besi ortamlarinda, inkiibasyon siiresinin 30. ve 60. gilinlerinde

Olciilmiis  koklenme  oranlart  asagidaki  tabloda  verilmistir (Tablo  4.15.).
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Tablo 4.15 Magentalardaki 90 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda endirekt ve direkt
organogenezle siirgiin ve sogancik olusumu goriilen eksplantlarin kdklendirme amaciyla
hazirlanmis magentalardaki besi ortamlarina aktarilmalarinin 30. ve 60. giiniinde yapilmis
Olciimlerden elde edilmis koklenme oranlari

Eksplantlarin kdklenme ortamlarina
aktarildiktan sonra gecen siire (Giin)

30 60

Kok olusumunun Kok olusumunun
Eksplant  goriildiigii eksplant  goriildiigii eksplant

sayis1 Say1 % Say1 %
Endirekt organogenezle olusmus 124 s4 43.54 37 70.16
slirgiin tastyan eksplant ' '
Direkt organogenezle olusmus 12 5 41.66 9 7500
stirgiin tastyan eksplant ' '
Endirekt organogenezle olusmus
birden fazla mikrosogancik 28 12 42.85 22 78.57
tagiyan eksplant
Direkt organogenezle olusmus
birden fazla mikrosogancik 13 7 53.84 10 76.92
tastyan eksplant
Endirekt organogenezle olusmus
sogancik 96 54 56.25 84 87.5
Direkt organogenezle olusmus
sogancik 56 29 51.78 43 76.78

Bu tablodaki verilerden de anlasilacag iizere toplam 329 eksplantin ilk 30 giinliik
inkiibasyon siiresinin sonunda ortalama %@48.32’sinde, 60 giinliik inkiibasyon siiresinin

sonunda %77.50’sinde koklenme (Sekil 4.4) ger¢eklesmistir.

Sekil 4.4 Endirekt ve Direkt Organogenezle Olusan Soganciklarin Kéklenme Ortamina Aktarildiktan 60 giin
Sonra Olusturdugu Kok Yapilart
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Koklendirme ortamindaki 60 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda koék ve siirgiin

olusumu gerceklesen 255 tam bitkicigin saksilara (Sekil 4.5) ekildikten sonra (dis ortama

aktarildiktan sonra) ki gelisme durumlar1 Tablo 4.16°de verilmistir.

Tablo 4.16 Kok ve siirglin olusumu goriilen bitkiciklerin dis ortama (saksilara)
aktarildiktan sonra, 60 giin boyunca her 10 giinde bir tespit edilen gelisme oranlari

. Su kaybindan 6len Olen siirgiinler yerine
Saksilara ekimden T . s Lo
. bitkiler yeni Canli kalan bitki yeni siirgiinler veren
?oPrrla)t gegen sure stirgiinler veren bitki bitki
v Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
10 163 63.9 92 36.1 -
20 206 80.8 49 19.2 -
30 220 86.3 35 13.7 7 2.7
40 250 98.0 5 2.0 12 4.7
50 250 98.0 5 2.0 21 8.2
60 250 98.0 5 2.0 21 8.2
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Sekil 4.5 Koklenen soganciklarin saksilara aktarilmast

Tablo 4.16’daki verilerden goriilecegi iizere saksilara (dis ortama) aktarilan 255
tam bitkicigin yaklasik %64’ ilk 10 giin i¢inde dlmiistiir (Tablo 4.16). Bu deger 20. giinde
%80.8, 30. giinde 86.3 Ol¢iilmiis ve 40.giiniin sonunda %98 gibi ¢ok yiiksek bir orana
cikmigtir. Bitkilerin dis ortama alinmalarinin 30 giiniinden itibaren siirgiinleri 6len
bitkicikler diisiik oranlarda da olsa yeni siirgiinler vermistir. ilk siirgiinlerini kaybedip yeni

stirgilin veren bitkilerin oran1 60. Giiniin sonunda % 8.2 olarak 6l¢iilmiistiir

4.2. Cicek Ta¢ Yapragr Eksplantlarinin Kullamldigi Deneylerden Elde
Edilen Bulgular

Cigek tag yapraklarindan elde edilen ve 90 giin boyunca (30 + 30 + 30) gelisimleri
izlenen eksplantlarda kayda deger bir gelisme olmamistir. A¢mamis ¢igeklerin tag
yapraklarindan alinan ve besi ortamlarina aktarilan eksplantlarda ilk etapta az miktarda bir
bliyime ve hacim artis1 goriilmiis, fakat bu siirec devam etmemistir. 90. giinde
eksplantlarin tamamina yakim1 canligini kaybetmistir. Bu parametre ile ilgili kallus

olusumu, siirgiin, kdk ve sogancik gelisimi gézlenmemistir.
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4.3. Cicek Sap1 Eksplantlarimin Kullanildigi Deneylerden Elde Edilen
Bulgular

Ciceklerin saplarindan elde edilen ve 90 giin boyunca (30 + 30 + 30) gelisimleri
izlenen eksplantlarda kallus olusumu, siirgiin, kok ve sogancik gelisimi gozlenmemistir.
Ag¢mamis ¢iceklerin saplarindan alinan ve besi ortamlarina aktarilan eksplantlarda ilk
etapta uzama ile kendisini karakterize eden bir gelisme goriilse de bu durum devam
etmemistir.  90. giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda eksplantlarin tamamina yakini

canliligimi kaybetmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°deki veriler sunlar1 gostermektedir; Fritillaria baskilensis
Behget ters lalesi soganlarin %70 etanolde 1 dakika, sonra birka¢ damla Twenn 20
damlatilmis %30 sodyum hipoklorit (NaOCl)’te 30 dakika bekletilmesi ve son olarak
olarak 4 defa 5’er dakika duble distile su (ddH,O) ile yikanmasi enfeksiyon oranini
%10’lar seviyesinde tutmustur. Bu deger doku kiiltiirii calismalarinin en biiyiik
sorunlarindan biri olan enfeksiyon riskinin azaltilmasi ve ortadan kaldirilmasi bakimindan
onemlidir ve bu protokoliin benzer c¢alismalarda kullanilabilirliginin kanimizca

gostergesidir.

Bu iki tablodaki degerlerden gikarilabilecek bir diger sonug 20 + 1 °C’de gelismeye
birakilan ve 16 saat 151k, 8 saat karanlik fotoperiyot uygulanan F. baskilensis Behcet
bitkisinin besi ortamindaki sogan eksplantlarinda kallus gelisiminin en erken yaklasik 2
hafta sonra, sogancik olusumunu yine en erken yaklasik 4 hafta sonra goriilmesidir. Kiiltiir
baslangic asamasinda inkiibasyon sartlar1 belirlenirken Onceki yapilan c¢aligmalar
incelenmis ve Fritillaria tirlerinin doku kiiltlirii yontemiyle ¢ogaltilmasinda en uygun
inkiibasyon sartlart degerlendirilmistir (Ohkawa ve Kitajima,1998). Ohkawa ve Kitajima
(1998), F. camtschatcensis L. Ker-Gawl. tiirtinde, sogan pul yapragi parcalarini in vitro
kiiltiire almiglardir. MS ortami, karanhk/isik 15, 20 veya 25 °C inkiibasyon sicakligi
parametrelerinin kullanildigr denemelerde, sogancik olusumu i¢in en uygun inkiibasyon
sicakliginin 20 °C oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada bizim ¢aligmamizdan farkli olarak
karanlik sartlarin sogancik olusumu i¢in daha uygun oldugu belirtilmistir. Kiiltiir
odasindaki 151k, sicaklik ve nem gibi g¢evresel faktorler bitki tiirlerinin istegine gore
degismekle birlikte 18-28 °C arasinda 16 saat 151k 8 saat karanlik fotoperiyot, genellikle 30
pumol m-2 sn-1 151k ve c¢ogunlukla beyaz floresan lambalar optimum kosullardir
(Werbrouck ve Debergh, 1994; Mansuroglu ve Giirel, 2001). Tablo 1 ve Tablo 2’ deki
degerlerin ortaya c¢ikardigi onemli sonuglardan biri de kallus gelisimi ile sogancik
olusumunun besi ortamindaki siikrozun ve bitki biliylime diizenleyicilerin yogunluguna
gore degisiklik gostermesidir. Buna gore, kallus olusumu MS + % 0.6 agardan ibaret, seker
ve bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen kiiltiir ortaminda da ger¢eklesmekte fakat bu hem
cok yavas olmakta hem de diisiik oranda gergeklesmektedir. Besi ortaminda sekerin

bulunmasi1 ve ayrica sekerin yogunlugu kallus olusumunu biiyiik oranlarda olacak sekilde
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hem hizlandirmis hem de yiikseltmistir. Ornegin ilk bir aylik inkiibasyon siiresinin sonunda
MS + %0.6 agar + %3 siikroz ortaminda kallus olusumu goriilen eksplant orani siikroz
icermeyen ortama gore %136, %6 siikroz iceren ortama gore %68 daha fazla olmustur.
Ortamda siikroz bulunmasi kallus olusumuna goére ¢ok daha diisiik oranlarda da olsa
sogancik olusumunu tesvik etmistir. Ik bir aylik inkiibasyon siiresinin sonunda siikroz
icermeyen ortamda sogancik olusumu goriilmezken %3 silikroz igeren ortamda yaklasik
%11, %6 siikroz iceren ortamda yaklasik %3 diizeyinde mikrosogancik olusumu

gozlenmistir.

Tiim bu sonuglar kullanilan MS ortaminin Fritillaria baskilensis Behget bitkisinin
in vitroda mikro ¢ogaltimi i¢in etkili oldugunu gostermistir. Bunu destekleyen bir ¢alisma
da Gao ve ark. (1999) tarafindan yapilmistir. [IAA, NAA ve BA’nin farkh
konsantrasyonlariyla desteklenmis MS ortaminda F. unibracteata bitkisinin soganlarini
kiiltiire alarak, MS ortaminin Fritillaria tlirlerinin mikrogogaltimi iizerine yiiksek biiylime

orani ve verimine sahip oldugunu belirtmislerdir (Gao ve ark. 1999).

Karbon kaynagi olarak %3 ve %6 oraninda siikroz konsantrasyonlari, sogancik
olusumunu saglamis ancak %3 siikroz konsantrasyonu bu anlamda daha basarili sonuglar
vermistir. Bu sonucu destekler nitelikte bir ¢alisma Rahimi ve ark. tarafindan Fritillaria
imperialis bitkisi ile yapilmistir (Rahimi, Daneshvar, ve Heidari 2014). Bu calismada da en
yiiksek rejenere bitkicik sayist 30 mg/L siikroz iceren MS ortaminda gerceklesmistir.
Yapilan bu caligmada ayrica koklenme i¢in de %3 oraninda siikroz kullanilan ortamda
basarili olunmustur. Fritillaria tiirlerinin doku kiiltiirii yontemiyle ¢ogaltilmasinda %3
siikrozun basarili bir mikro cogaltimi1 sagladigini rapor eden baska bir calisma da
Kukulczanka ve ark. (1989) tarafinan yapilmistir (Ulus ve Seyidoglu 2006). Bu ¢alismada
F. meleagris bitkisi kullanilmigtir. Witomska ve Lukaszewska (2000) siikroz dozu 30, 60
ve 90 g/L olacak sekilde farklilagtirilan MS ortamlarinda degisik eksplant tiplerini kiiltiire
almiglardir (Witomska ve Lukaszewska 2000). Hem govde, hem de sogan pul yaprag:
(geng sogancik segmenti) eksplantlarinda 60 g/L siikroz kullanilmasi, en yiiksek sogancik
olusum oranini, en biiylik sogan ¢apin1 vermistir. Bu ¢aligmada en iyi sonu¢ %6 siikroz
bulunan besin ortamindan alinmasina ragmen bizim yaptigimiz denemelerde en basarili
siikroz oram 30 mg/l olarak gdzlemlenmistir. Bununla birlikte Ankara Universitesinde
yapilan bir calismada Fritillaria imperialis ve Fritillaria persica tiirlerinden elde edilen

eksplantlar fruktoz veya glukoz iceren ortamlara aktarilmistir. Bu ortamlarda ¢ok belirgin
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ve dikkat ¢ekici olumlu gelisme kiiltiiriin ilk ayinda ortaya ¢ikmis, daha sonra ise saglikli
gelisen soganciklar, siikrozlu ortamlarda gelisenlere gore daha fazla olmustur (Dilik 2006).
Stikrozun sogancik olusumu tizerinde olumlu etkileri Bach and Pawlowska (1993), Gerrits
and De Klerk (1992) tarafindan rapor edildigi gibi, Witomska and Lukaszewska (2000)
tarafindan da vurgulanmaktadir (Bach ve Pawlowska 1993; Gerrits, Kim, ve De Klerk
1992; Witomska ve Lukaszewska 2000).

MS + %0.6 agar ortaminda siikroza ilave olarak bitki biiylime diizenleyicilerinin
bulunmasi kallus ve sogancik olusumunu arttirmistir. %3 siikroz bulunan diisiik sitokinin (
0.1 BA + 0.6 NAA + 0.4 TAA)’li ortamda 30 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda kallus
olusumu goriilen eksplant orani siikroz igermeyen ortama gore %172, bitki biiyiime
diizenleyicinin bulunmadig1 %6 siikroz i¢eren ortama gore %94, yiiksek sitokinin (1 BA +
0.6 NAA + 0.4 IAA)’in bulundugu %6 siikroz igeren ortama gore %41, diisiik sitokinin
(0.1 BA + 0.6 NAA + 0.4 IAA)’in bulundugu %6 siikroz igeren ortam ile bitki biiylime
diizenleyicinin bulunmadigi %3 siikroz igeren ortama gore %15 daha fazla olmustur. Biitiin
bunlar sunu gostermektedir; %3 siikroz Ozellikle kallus olumunu artirmakta, bu diisiik

sitokininli ( 0.1 BA + 0.6 NAA + 0.4 IAA) besi ortaminda daha fazla olmaktadir.

Burada ilging bir husus da %3 siikroz iceren ortamlarda kallus olusumun daha hizli
gergeklesmesidir. Ornegin bir aylik inkiibasyon siiresinin 20. giiniinde yapilan dl¢iimlerde,
%3 stikroz bulunan diisiik sitokinin (0.1 BA + 0.6 NAA + 0.4 [AA)’li ortamdaki kallus
olusumu siikroz orani %6 olan ayni ortamdaki kallus olusumuna gore %157, keza %3
siikroz bulunan yiiksek sitokinin (1 BA + 0.6 NAA + 0.4 IAA)’li ortamdaki kallus
olusumu siikroz orani %6 olan ayni ortamdaki kallus olusumuna gére %266, %3 siikroz
bulunan ve bitki biiylime diizenleyici igermeyen ortamdaki kallus olusumu siikroz orani

%06 olan ayn1 ortamdaki kallus olusumuna gore %107 daha fazla olmustur.

Bu dort tablo (Tablolar 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6)’daki bulgularin ortaya koydugu ¢arpict
sonuclar vardir. Bunlardan ilki temel besi ortami MS’nda siikrozun varhigi veya
yoklugunun ayrica yogunlugun eksplantlarin canli kalma oranlarini, Onceden de
belirttigimiz gibi kallus olusumunu ve énemli bir tespit olarak organogenezi etkilemesidir.
Ornegin magentalardaki 90 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda (120. giinde) bitki
bliylime maddesi bulunmayan %3 siikrozlu ortamda canli kalan eksplant oran1 %6 stikrozlu
ortama gore %17.26, siikroz bulunmayan ortama gore %76.37 daha fazla olmustur (Tablo

4.3 ve4.5).
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Hormonsuz temel besi ortamimin (MS + %0.6 agar) siikroz icermeyenlerinde canli
kalan eksplantlarin yaridan fazlasinda (%57.63) kallus olusumu gézlenmis fakat herhangi
bir doku ve organ farklilagmasi, yani direkt veya endirekt organogenezis ger¢eklesmemistir
(Tablo 4.3 ve 4.5). Olusan kalluslarin 6nemli bir kisminin sert ve kompak yapida, az bir

kisminin da yumusak ve dagilabilir nitelikte oldugu goriilmiistiir.

90
80
70
60
50
40
30
20
10
0
Bitki Bliylime %3 Sukroz %3 Sukrozve %3 Sukroz ve %6 Sukroz %6 sukroz ve %6 sukroz ve
Maddesi iceren ve Bitki Diisiik Sitokinin Yiiksek Sitokinin iceren ve Bitki Diisiik Sitokinin Yiiksek Sitokinin
icermeyen Biiyiime iceren iceren Biiyiime iceren iceren
Dizenleyicisi Dizenleyicisi
icermeyen icermeyen
BKallus EKallus+Sirgiin - O Kallus+Sogan
Sekil 5.1 Farkli Besin Ortamlarinda Kallus Olusumu ve Farklilasmasi (%)
25
20
15
10

2 1 I m

Bitki Biiyime %3 Sukroz iceren %3 Sukrozve %3 Sukrozve %6 Sukroz iceren %6 sukroz ve %6 sukroz ve
Maddesi ve Bitki Blylime Disiik Sitokinin Yiiksek Sitokinin ve Bitki Blylime Diusiik Sitokinin Yiiksek Sitokinin
icermeyen Diizenlevyicisi iceren iceren Diizenlevyicisi iceren iceren
icermeyen icermeyen

BSirgiin - MSogan

Sekil 5.2 Farkli Besin Ortamlarinda Direkt Siirgiin ve Sogancik Olusumu (%)
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Farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicisi ve siikroz iceren ortamlari
kullanarak yaptigimiz denemelerde kallus, kallus+siirgiin, kallus+sogancik, sogancik ve
stirgiin olusumu {izerine olumlu sonuglar alinmistir. Yalnizca bitki biiyiime diizenleyicisi
ve siikroz igermeyen ortamlarda sadece kallus olusumu saptanmis, 30 g/L ve 60 g/L siikroz

iceren ortamlarda az da olsa organogenezis gozlemlenmistir.

Organogenezi ortamda sadece siikkrozun bulunmasi degil ortamdaki siikrozun
yogunlugu da etkilemistir. Hormonsuz temel besi ortaminin (MS + %0.6 agar) %3 siikroz
icerenlerinde 120. giinde yapilan Slgiimler sonucu canli eksplantlarin yaklasik %65’inde
direkt veya endirekt organogenez, geriye kalan % 35’inde sadece kallus olusumu
goriilmustir (Tablo 4.5.). %6 siikroz igeren ortamda canli kalan eksplantlar icinde
organogenezin goriildiigii eksplant orani yaklasik %48 olarak olgiilmiisken (Tablo 4.3),
sadece kallus olusumu gozlenen eksplantlarin orani %52 olmustur. Yani organogenez
hormon igermeyen %3’liik siikroz ortaminda hormon igermeyen %6’lik siikroz ortamina
gore %35 daha fazla gerceklesmistir. Bu besi ortami ig¢in organogenezin gorildigi
eksplantlar incelendiginde %3 siikroz ortaminda %6 siikroz iceren ortama gore kallus +
stirgiin olusumu %47.2, kallus + sogancik olusumu % 53.3, direkt sogan olusumu %76.7
daha fazla olmustur. Burada sadece direkt siirgiin olusumunda bir sapma goriilmiis, %6°lik
siikroz ortaminda %3’liikk siikroz ortamina gore direkt siirgiin olusumu %126 daha fazla

gerceklesmistir (Tablo 4.3 ve 4.5).

Besin ortaminda siikrozun yaninda bitki biiylime maddesi (BA, NAA, [AA)

bulunmasi organogenezin hem siiresini hem de oranini biiyiik oranlarda etkilemistir.

MS + %0.6 agar + %3 siikroz ile yiiksek oranda sitokinin (1 BA + 0.6 NAA + 0.4
IAA) iceren ortamda magentalardaki 90 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda (120.
giinde) yapilan 6l¢iimlerde eksplantlarin %96.42°sinde direkt veya endirekt organogenez,
geriye kalan %3.57’sinde sadece kallus olusumu goriilmiistiir (Tablo 4.6). Bu besi
ortaminin %6 siikroz igereninde organogenezin gorildiigi eksplant oran1 %78.58, sadece
kallus olusumu gozlenen eksplantlarin oran1 %21.43 olarak 6l¢iilmiistiir. (Tablo 4.4) Yani
yiiksek sitokinin ve %3 siikroz igeren besi ortaminda organogenez yiiksek sitokinin ve %6
stikroz igeren besi ortamina gore %22.7, hormon igermeyen %3’liik siikroz ortamina gore

%48.3, hormon igermeyen % 6’lik siikroz ortamina gore %100 daha fazla olmustur.

Bu besi ortami i¢in organogenezin goriildiigii eksplantlar incelendiginde %3 siikroz

ortaminda %6 siikroz iceren ortama gore kallus + siirgiin olusumu %55.5, kallus +
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sogancik olusumu %16.8, direkt sogan olusumu %33.3 daha fazla olmustur. Burada yine
sadece direkt siirglin olusumunda bir sapma goriilmiis, %6’lik siikroz ortaminda %3’liik
siikroz ortamina gore direkt siirgiin olusumu % 99.8 daha fazla gerceklesmistir (Tablo 4.3

ve 4.5).

MS + %0.6 agar + %3 siikroz ile diisiik oranda sitokinin (0.1 BA + 0.6 NAA + 0.4
IAA) iceren ortamda magentalardaki 90 giinliikk inkiibasyon siiresinin sonunda (120.
giinde) yapilan ol¢iimlerde eksplantlarin %92.84’linde direkt veya endirekt organogenez,
geriye kalan %?7.16’sinda sadece kallus olusumu goriilmiistiir (Tablo 4.6). Bu besi
ortaminin %6 siikroz igereninde organogenezin goriildiigii eksplant orant %75, sadece
kallus olusumu gozlenen eksplantlarin orani %25 olarak Slgiilmiistiir (Tablo 4.4). Yani
diisiik sitokinin ve %3 siikroz iceren besi ortaminda organogenez diisiik sitokinin ve %6
stikroz igeren besi ortamina gore % 23.7, hormon igermeyen %3’liik siikkroz ortamina gore

%42.8, hormon icermeyen %6’lik siikroz ortamina gore %93.4 daha fazla olmustur.

Bu besi ortami i¢gin organogenezin goriildiigii eksplantlar incelendiginde %3 siikroz
ortaminda %6 siikroz iceren ortama gore kallus + siirgiin olusumu %19.9, kallus +
sogancik olusumu %44.4, direkt siirgiin olusumu %100 daha fazla olmustur. Burada ise
sadece direkt sogancik olusumunda bir sapma goriilmiis, %6’lik siikroz ortaminda %3’liikk
siikroz ortamina gore direkt sogan olusumu %20 daha fazla gergeklesmistir (Tablo 4.3 ve

4.5).

Temel besi ortamimin sadece siikroz ve silikroz + bitki biiylime maddesi
icerenlerinin hemen hepsinde belli oranlarda endirekt veya direkt organogenez
gorilmiistiir. Magentalardaki 90 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda (120. giinde)
yapilan dl¢iimlerde direkt + endirekt organogenezin goriildiigii eksplant oranlar1 %3 silikroz
iceren yliksek sitokininli ortamda %96.42 (Tablo 4.6) , %3 silikroz igeren diisiik sitokininli
ortamda %92.84 (Tablo 4.6), %6 siikroz iceren yiiksek sitokininli ortamda % 78.58 (Tablo
44) ve % 6 siikkroz igeren diisiik sitokininli ortamda %75 olarak (Tablo 4.4)
gerceklesmistir. Yani organogenez %3 siikroz igeren yliksek sitokininli ortamda %3
sitokinin igeren diisiik sitokininli ortama gore % 3.8, %6 siikroz igeren yiiksek sitokininli
ortama gore %22.7 ve %6 siikroz iceren diisiik sitokininli ortama gore %28.5 daha yiiksek

olmustur.

Diger taraftan endirekt organogenez direkt organogeneze gore daha yiiksek

oranlarda ger¢eklesmistir. Bu ortamlarin tamaminda, magentalardaki 90 giinliik
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inkiibasyon siiresinin sonunda (120. giinde) yapilan Sl¢iimler sonucu canli eksplantlarin
ortalama %75.4’linde organogenez gozlenmistir. Canli eksplantlar i¢inde endirekt
organogenez ortalamast  %53.73, direkt organogenezin ortalamast %Z21.68 olarak
belirlenmigtir. (Tablolar 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6). Yani endirekt organogenez direkt
organogeneze gore %139 daha fazla gerceklesmistir. Endirekt organogenez en fazla (% 75)
%3 siikroz iceren yliksek sitokininli ortamda goriilmiistiir. Bu deger %3 siikroz igeren
diisiik sitokininli ortama gore %11.3, %6 siikroz iceren yiiksek sitokininli ortama gore
%40, %6 siikroz iceren diisiik sitokininli ortama gore %50, %3 siikroz i¢eren hormonsuz

ortama gore % 63 ve %6 siikroz iceren hormonsuz ortama gore %145 daha ytiksektir.

Canli eksplantlar i¢inde direkt organogenez en yliksek %6 siikroz igeren yiiksek
sitokininli ve diisiik sitokininli ortamlarda (her ikisinde de yaklasik %25) goriilmiistiir
(Tablo 4.4). Bunu %22 oranlarinda %3 siikroz icerenlerin yiiksek ve diisiik sitokinin
ortamlari izlemistir (Tablo 4.6). Direkt organogenez %3 siikroz igeren hormonsuz ortamda
%19.22, %6 siikroz iceren hormonsuz ortamda %17.4 olarak Ol¢iilmiistiir ( Tablo 4.6,
Tablo 4.4). Yiiksek oranda direkt siirglin ve sogancik olusumunun gézlendigi bir ¢alisma
da Hannweg ve ark. (1996) tarafindan, Bowiea volubilis bitkisi kullanilarak yapilmistir
(Hannweg, Watt, ve Berjak 1996). Burda bitki biiyiime ortami olarak 30 mg/L siikroz, 1
mg/l oksin (2,4 D) ve 1 mg/L sitokinin (BA) igeren MS besin ortami kullanilmistir.
Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz sonuglara bakacak olursak bu oksin/sitokinin oraninda
(1:1) yiiksek bir basar1 elde edilmistir. Bir bagka calisma da Gol soganmi (Leucojum
aestivum) bitkisinin sogan pul yapraklari ve olgunlasmamis embriyo eksplantlar
kullanilarak in vitro hizli ¢ogaltim yapilmistir. Bu c¢alismada NAA ve BA’in farkh
konsantrasyonlarini igeren MS besin ortami1 kullanilmis ve bizim elde ettigimiz sonuglara
benzer olarak ( oksin/sitokinin=1:1) 1 mg/L BA ve 1 mg/L NAA iceren MS besin
ortaminda in vitro ¢cogaltim yiiksek oranda saglanmstir (KARAOGLU 2010).

Elde ettigimiz bulgulardan ¢ikarilabilecek Onemli bir sonugta da slirglin ve
soganciklarin olusum hizi ile ilgilidir. %3 siikroz iceren yliksek sitokininli ortamda siirgiin
olusumu daha hizli gergeklesmistir (Tablo 4.6). Bu ortamda, eksplantlarin magentalara
aktarilmalarinin  60. gilinlinde yapilan Ol¢limlerde kallus + siirglin olusumu goriilen
eksplantlarin orani, %6 siikroz igeren yiiksek sitokininli ortama gore %66,7, 90. giinde

yapilan Olglimlerde yaklasik %100 (%99.9) daha fazla olmustur (Tablo 4.6 ve 4.4). Bu
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degerler %3 siikroz igeren diisiik sitokinli ortama gore %150 ve %100, %6 siikroz iceren

diisiik sitokininli ortama gore %400 ve %400 olarak belirlenmistir. (Tablo 4.6 ve 4.4)

Kallus + sogancik olusum hizinin ise %3 siikroz i¢eren diisiiksitokininli ortamda en
yiiksek oldugu goriilmektedir (Tablo 4.6). Bu ortamda, eksplantlarin magentalara
aktarilmalarinin 60. gilinlinde yapilan Ol¢timlerde kallus + sogancik olusumu goriilen
eksplantlarin orani, %6 siikroz igeren diislik sitokininli ortama gore %33.3, 90. giinde
yapilan dl¢iimlerde yaklasik %37.4 daha fazla olmustur (Tablo 4.6 ve 4.4). Bu degerler %3
siikroz igeren yiiksek sitokinli ortama gore %59.9 ve %83.3, %6 siikroz iceren yiiksek
sitokininli ortama gore %99.7 ve %119.9 olarak belirlenmistir. (Tablo 4.6 ve 4.4).

Kallus + siirgin olusumu goriilen eksplantlar arasinda, eksplant basina siirgiin
say1s1 en fazla %3 siikroz igeren yliksek sitokininli ortamda gozlenmistir (Tablo 4.6). Yani
%3 siikroz iceren yiiksek sitokininli ortam endirekt siirglin olusumunu tesvik etmekle
kalmamus, siirglin sayisinda da 6nemli oranlarda artis saglamistir (Tablo 4.6). Bu hususla
ilgili bir baska veri endirekt siirgiin olusumunun tesvikinde %3 siikrozon %6 siikrozdan
daha etkili oldugudur. Tablo 4.6’daki verilere bakildiginda %3 siikroz iceren sitokininli
ortamlarda gerek endirekt siirglin olusturan eksplant oraninin gerekse eksplant basina
stirglin sayisinin %6 siikroz iceren hem yiiksek hem de diisiik sitokininli ortama gore daha
yiiksek oldugudur (Tablo 4.6 ve 4.4). Yani yiiksek sitokinin orani ve %3 slikroz endirekt

organogenezi hem hizlandirmakta hem de oranim yiikseltmektedir.
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Sekil 5.4 Farkli Besin Ortamlarinda Eksplant Basina Olusan Siirgiin ve Sogancik Sayis1

Koklenme ortami belirlenirken literatiir bilgileri gbz oniinde tutulmustur. Yapilan
incelemeler sonucunda kdklendirme ortami protokolii UeiChin ve ark.( 2000)’nin yapmis

oldugu c¢alisma esas alinarak belirlenmistir. Elde edilen sogancik ve siirgiinlerden 1/2 MS
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(Murashige and Skoog) + 0.6 agar + %3 silikroz + 4 mg/L NAA ve 0.5 mg/L BA igeren
besi ortami kullanilarak yiliksek oranda koklendirme elde edilmistir. Bu ¢alismada tibbi
degere sahip olan F.hupahesis Hsiao et C. Hsia tiirlinlin doku kiiltiirii ile ¢ogaltilmas1
saglanmistir (UeiChin ve ark. 2000). Arastiricilar, in vitro kosullarda elde edilen
soganciklarin koklendirilmesi asamasinda 2-4 mg/L NAA kullanilmasinin koklenmeyi
tesvik ettigini ; %2 MS, %3 siikroz, 0.5 mg/L BA, 4 mg/LL. NAA ortaminda 60 giin inkiibe
edilen soganciklarin %65 oraninda iyi bir kok sistemi olusturduklarini belirlemislerdir.
Kullandigimiz yliksek NAA konsantrasyonunu destekler nitelikte bir calisma Ault ve
James (1995) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada Eucomis zambesiac, E. comasa, E.
autumnalis’in ¢ift pul yapraklari kullanilarak in vitro ¢ogaltim saglanmis ve bu 3 tiirden
elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesi amaciyla farkli konsantrasyonlarda NAA iceren
besiyerleri test edilmistir. Bu ¢calisma sonucunda yiiksek NAA eksplantlarin iceren ortamda
tamaminda koklenme elde edilmistir (Ault 1995).

Koklenme ortamlarindaki eksplantlarin, iki aylik inkiibasyon siirecinin sonunda
yaklasik 2/3’tinde (%77.50) koklenme gozlenmistir (Tablo 4.15). Endirekt organogenezle
olusmus soganciklarda koklenme en fazla (%87.5), endirekt organogenezle olusmus
stirgiin tastyan eksplantlarda kdklenme en az (%70.16) olmustur (Tablo 4.15). Genel olarak
soganciklardaki koklenme (%79.95) siirgiin tasiyan eksplantlardaki koklenme (%72.58)’ye
gore %10 daha fazla olmustur. Bu siire i¢cinde herhangi bir enfeksiyon gelismesi
olmamistir. Koklenmeyen eksplantlarin 6nemli bir kisminda, eksplantin canlilik 6zelligini
kaybetmeye baglamasi (veya kaybetmesi) belirtileri olarak nitelendirdigimiz
kahverengilesme, kararma ve biiziisme goriilmiistiir.

Bitkileri dis ortama aktarilmalarindan sonraki siiregte biliyiik sorun yasanmuistir.
Fritillaria tiirlerinde dokularin gevsek olmasi ve su kaybi bu sorunu tetiklemistir. Zaten bu
tip calismalardaki temel sorunlardan biri budur (Giirlek 2011). Dis ortama (saksilara)
aktarilan tam bitkiciklerin yaridan fazlasinin (%64) toprak stii siirglinleri ilk 10 giinde
turgor durumunu tamamiyla kaybetmis, plazmolize ugrayarak Olmiistiir. Bu siire icinde,
canlt kalan bitkiciklerde dikkate deger bir gelisme gdzlenmemis, biiyiik bir kisminda
stirglin ucundan baslayarak asagi dogru inen dnce sararma, sonra nekrozis gézlenmistir.
Di1s ortama aktarimin 40. gliniinde biiyiik bir kism1 su kaybindan az bir kismi1 da su kayb1 +
klorozis + nekrozisten dolayr bitkiciklerin %98’1 dlmiistiir. Geriye kalan %2 oranindaki
bitkide biiyiime ve gelisme gozlenmistir. Toprak {istii siirgiinlerini kaybeden bitkilerin bir

kism1 yeni siirglinler vermeye baslamistir (Tablo 4.16). 60 giinliik siirenin sonunda yeni
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siirglin veren bitkilerin orant %8.2’ye ¢ikmistir. Yeni siirgiin veren bitkiler ve gelisme
gosteren %2’lik bitki grubunun geligsmesi ilave 60 giin daha izlense de herhangi bir sonug
alinamamustir. Frillaria tiirlerinden in vitro sartlarda elde edilen tam bitkiciklerin ve
soganlarin tarla kosullar1 veya saksi gibi dis ortamlara adaptasyonu asilmasi gereken son
engeldir. Bu son engelin asilmasina yonelik c¢alismalar yapilmasinin ve yoOntemler

gelistirilmesinin 6nemi agiktir.

Bu bulgularin ortaya koydugu bazi 6nemli sonuglar sunlardir; Temel besi ortaminda
siikrozun bulunmasi eksplantlarin canli kalma oranimi yiikseltmektedir. Bitki biiyiime
maddesi icermeyen temel besi ortaminda siikroz bulunmadigi zaman kallus olusabilmekte,
fakat organogenez gerceklesmemektedir. Bitki biiyiime maddesi igermeyen temel besi
ortaminda slikrozun bulunmasi kallus olusumunu arttirdigi gibi diisiik oranlarda da olsa
organogenezi saglayabilmektedir. %3 siikroz orani eksplantlarin canli kalmasi, kallus
olusumu ve organogenez lizerinde %6’lik slikroza gore daha etkili olmaktadir. %3 siikroz
oran1 %6 siikroza gore kallus + siirglin olusumu ve kallus + sogancik iizerinde daha etkili
olmaktadir. Temel besi ortaminda %3 siikroz ve yiiksek sitokinin birlikte bulundugu
zaman toplam organogenez (indirekt + direkt)’in oran1 daha yiliksek olmaktadir. Kallus +
stirgiin olusum hizinda %3 siikroz iceren yiiksek sitokininli ortam, kallus + sogancik
olusum hizinda %3 siikroz iceren diisiik sitokininli ortam daha etkili olmaktadir. %3
siikroz ve yiiksek sitokinin orani 6zellikle endirekt organogenezle meydana gelen siirgiin

sayisini arttirmaktadir.
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