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OZET

TERS LALE (Fritillaria imperialis L.) BITKISINDE IN VITRO
KOSULLARDA ORGAN REJENERASYONLARININ
SAGLANMASI

ILHAN, Esra

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Damigmant: Prof. Dr. Aynur GUREL
Agustos 2015, 61 sayfa

Liliaceae familyasindan Fritillaria cinsine baglh olan ters lale (Fritillaria
imperialis L.), tilkemizde yar1 endemik olarak yetisen bir tiirdiir. F. imperialis,
cok uzun zamandir bahge siis bitkisi olarak kullanildigindan basta Hollanda

olmak iizere Avrupa’ya ihra¢ edilmektedir ve dogadan sokiimii yasaktir.

Bu tez caligmasinda, vejetatif ve generatif ¢ogaltim islemlerinde pek ¢ok
kisit barindiran F. imperialis tiiriiniin, gesitli in vitro besin ortamlarinda ve
farkl kiiltiir kosullarinda doku kiiltiirti teknikleri ile gogaltimi hedeflenmistir.
Bu amagcla, F. imperialis L. bitkisinden alinan gesitli eksplantlardan (sogan,
yaprak, govde, kok), in vitro kosullarda organ rejenerasyonlarinin
gerceklestirilmesine calisilmistir. Siirgiinler tizerindeki yesil yaprak ekplantlari
icin en yiiksek kallus gelisim orani (%59.26) 1.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA +
0.4 mg/l TAA ile 60 g/l siikkroz igeren B5 besin ortaminda, petal yaprak
eksplantlarinda ise (%33.33) ayni igerige sahip MS besin ortaminda tespit
edilmistir. Yesil yaprak eksplantlari ile yapilan ¢alismalarda; MS temelli besin
ortamlarinda rejenere olan kalluslarin, B5 temelli besin ortaminda rejenere
olanlara goére hem somatik embriyo (sirasiyla en yliksek embriyogenik kallus
oranlart %92.31 ve %56.25), hem de siirglin rejenerasyonuna yonelme
bakimindan (sirasiyla en yiiksek siirgiin olusturan kallus oranlar1 %88.89 ve

37.50) daha uygun olduklar1 kaydedilmistir. Bu ortamlar arasinda ise oksinlerin
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(0.5 mg/l NAA + 0.4 mg/l IAA), yiiksek dozda BAP (1.0 mg/l) ile kombine
edildikleri MS ve B5 besin ortamlarinda siirglin olusturan kallus oranlari
(sirastyla %88.89 ve %37.50), daha diisitk BAP (0.1 mg/l) konsantrasyonunda
gelisenlere (sirastyla %53.85 ve %16.67) gore daha basarili bulunmuslardir.

Baglangi¢ materyali olarak yesil yaprak eksplantlarinin kullanildig:
calismalarda, dolayli organogenez bakimindan oksinlerle birlikte besin
ortamina eklenen BAP sitokinini siirgiin rejenerasyonunda, Kin veya TDZ
sitokininleri ise genellikle kallus uyariminda daha etkili bulunmuslardir. F.
imperialis tiiriinde, depolama siiresince soganlar tizerinde kendiliginden gelisen
koklerin ilk defa baslangi¢ materyali olarak kullanildigi ve 1.0 mg/l NAA + 2.0
mg/l 2,4-D igeren MS besin ortamiin ele alindigi denemelerde ise kallus
rejenerasyonu bakimindan 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot
kosullarmin (%33.33), karanlik kosullara goére daha elverisli oldugu ortaya
konulmustur. Yesil yaprak eksplantlari altkiiltiire alindiktan 6 hafta sonra
toplamda 146 adet olmak iizere yesil yaprak eksplanti bagina 1.35 adet siirgiin
rejenere olmustur. Kiiltiirde 36 hafta boyunca altkiiltiire alinmadan inkiibe
edilen yesil yaprak eksplantlarindan gelisen kalluslar {izerinde toplamda 62
adet sogancik rejenerasyonu gerceklesirken, petal yapraklarinin eksplant
kaynagi oldugu denemeler sonucunda ise sogancik gelisimi gozlenmemistir. 36
haftalik kiiltir periyodu sonunda yesil yaprak eksplanti basina 1.89 adet
sogancik (FS7: BS + 1.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA + 0.4 mg/l 1AA besin

ortaminda) elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ters Lale, Fritillaria imperialis, in vitro, Sogancik,

Rejenerasyon,



ABSTRACT

PROVIDING ORGAN REGENERATIONS UNDER IN VITRO
CONDITIONS IN CROWN IMPERIAL

(Fritillaria imperialis L.)

ILHAN, Esra

MSc in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Aynur GUREL
August 2015, 61 pages

Crown imperial (Fritillaria imperialis L.) which belongs to Fritillaria
genus of Liliaceae family, is grown as semi-endemic in our country. Since
crown imperial (F. imperialis L.) is used as ornamental plant for a long time
because of its splendid flowers, it is exported to Europe especially Holland and

it is forbidden to remove from nature.

Aim of this study is to propagate using various in vitro nutrient mediums
and different tissue culture techniques in F. imperialis species, which includes
lots of restrictions in both vegetative and generative production. For this
purpose, organ regeneration under in vitro conditions was performed by using
various explants (bulb, leave, shoot, root) of F. imperialis L. For the green leaf
explants, the maximum callus formation ratio (59.26%) was obtained on B5
medium containing 1.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA + 0.4 mg/l IAA and 60 g/l
sucrose, while for the petal explants, the maximum callus formation ratio
(33.3%) was detected on MS medium with the same content. In the studies was
made by using the green leaf explants, it is recorded that regenerated callus in
MS based nutrient media had more tendency to form both somatic embryo (the
maximum embryogenic callus ratios 92.31% and 56.25%, respectively) and
shoot regeneration (the maximum shoot forming callus ratios 88.89% and
37.50%, respectively) than regenerated callus in B5 based nutrient media.

Among these media, MS and B5 media supplemented with higher concentration



of BAP (1.0 mg/l) combined with auxins (0.5 mg/l NAA + 0.4 mg/l IAA) were
more successful (88.89% and 37.50%, respectively) than low concentration
BAP (0.1 mg/l) combined with same auxins (53.85% and 16.67%, respectively)

regarding callus ratios forming shoot.

In the studies which used green leaf explants as starting material, the
medium supplemented with BAP cytokinin and auxins was more efficient in
shoot regeneration, while the medium containing Kin or TDZ cytokinins and
auxins was more effective in callus stimulation. At the F. imperialis species that
using MS medium include 1 mg/l NAA + 2 mg/l 2,4-D and roots as initial
explants the first time which was grown by themselves on bulbs during storage
and, photoperiod conditions of 16 hours light/8 hours dark were more suitable
than fully dark conditions in terms of callus regeneration. The green leaf
explants were subculture after six weeks of culture, 1.35 shoots per green leaf
explant and total 146 shoots regenerated. Total 62 bulblets were obtained from
callus that developed on green leaf explants which maintained 36 weeks in
culture without subculture, while the petal leaves formed no bulblets. At the end
of the 36 weeks culture periods, 1.89 bulblets were obtained per green leaf
explant (at the FS7 coded medium which was included B5 + 1 mg/l BAP + 0.5
mg/l NAA + 0.4 mg/l IAA).

Keywords: Crown imperial, Fritillaria imperialis, in vitro, Bulblet,

Regeneration.
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1. GIRIS

Liliaceae familyasindan Fritillaria cinsine bagli olan ters lale (Fritillaria
imperialis L.), iilkemizde Dogu ve Giineydogu Anadolu bdélgelerinin yiiksek
rakimli  arazilerinden, Iran, Afganistan, Pakistan platolarma uzanan
Himalaya’larin eteklerine kadar yetisme gosteren yart endemik bir bitki
tiirtidiir. 60 cm’den 1 metreye kadar uzayabilen bir govdenin tepesinden yere
dogru bakan ¢iceklerin iizerinde tag seklinde yapraklar bulunmaktadir. Her
govdede 3 ile 8 lalenin ters biiyiidigi Fritillaria imperialis, sogan seklinde
toprak alt1 organlarina sahip geofit bir bitkidir. Dogada ¢ogunlukla turuncu-
kirmizi renklerde ¢igekleri goriilmekle birlikte, yetistirilen tiirlerde renkler

koyu kirmizidan sariya kadar da degisebilmektedir (Anonim 1).

Diinya’da Fritillaria cinsine ait 100 civarinda tiir mevcuttur. Tiirkiye'de ise
bu say1 toplam 37 olup, bunun %35'i endemiktir. Bu degerler, Diinya’daki
Fritillaria tiirlerinin yaklasik ti¢te birinin Tiirkiye'de dogal olarak yetistigini ve
%15'inin ise sadece Tirkiye'de bulundugunu géstermektedir (Dilik, 2006).

Bitki yogun olarak Hakkari ve Semdinli bolgesinde yetistigi i¢in halk
arasinda Semdinli lalesi ve Hakkari lalesi olarak da taninmaktadir. F.
imperialis, gorkemli gigekleri nedeniyle ¢ok uzun zamandir bahge siis bitkisi
olarak kullanildigindan basta Hollanda olmak {izere Avrupa’ya ihrag

edilmektedir ve dogadan sokiimii yasaktir (Anonim 2).

19601 yillarda artan dis talebe bagli olarak ihracatta ortaya ¢ikan
yiikselis, ililkemizde cazibe kazanan bu tiirlerin dogadan bilingsizce ve ¢ok
miktarlarda kontrolsiiz olarak toplanmalarina neden olmustur. Bu durum, dogal
floranin agir sekilde tahrip edilmesiyle sonuglanmistir. Dolayisiyla bazi tiirlerin
yok olma tehlikesine karsin yasal tedbirlerin alinmasi kaginilmaz olmustur. Bu
kapsamdaki ilk yonetmelik 1989 yilinda ¢ikartilmig, ancak daha sonra 1991 ve
1994 yillarinda iki kez daha revize edilmis ve 24 Agustos 2004 tarih ve 25563
saylll Resmi Gazete’de “Dogal Cicek Soganlarmin Soékiimii, Uretimi ve
Ticaretine Iliskin Yonetmelik” adi1 altinda yayimlanarak yiiriirliige girmistir.

Bu yonetmelik ile dogal ¢igek soganlarmin iiretimi, hasadi, depolanmasi ve



ihracati tamamen denetim altina alinmaya ¢alisilmistir. 19 Temmuz 2012 tarih
ve 28358 sayili Resmi Gazete’de bu yonetmelik de kaldirilarak, “Dogal Cigek
Soganlarmin Uretimi, Dogadan Toplanmasi Ve Ihracatina iliskin Y&netmelik”
olarak yayinlanmistir (Anonim 3). Ayrica 1994 yilinda Tiirkiye Biiyiik Millet
Meclisi’nde onaylanan, nesli tehlike altinda olan yabani bitki ve hayvan
tiirlerinin uluslararasi ticaretini diizenleyen ‘CITES’ anlagsmasinin resmi {iyelik
prosediirii 1996 yilinda tamamlanmis ve Tiirkiye resmen CITES iiyesi olmustur

(Karagiizel vd., 2007).

S6z konusu yonetmelige gore her yil sokiim alanlar1 CITES komitesi,
Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi ile Cevre ve Orman Bakanligi’nin
koordineli ¢alismalar1 sonucu bolgeler bazinda goérevlendirilen bilim adamlari
ve teknik elemanlar tarafindan yerinde izlenmekte ve gerekli raporlar ilgili
mercilere sunularak ihracat kotalar1 belirlenmektedir (Cizelgel.1) (Anonim 4;
Dilik, 2006). Teknik komite toplantisinda ise bu kota; ihracat yeterliligi tespit
edilmis ve Teknik Komite tarafindan onaylanmis olan firmalara kontenjan
puanlari oraninda dagitilmaktadir. Her yil yeniden diizenlenen bu listenin
disinda teknik komitenin izni olmadan dogadan ticari amaglarla ¢igek sogani
toplayip ihra¢ etmek yasaktir (Bozkurt vd., 2006). Dagitilan bu kotalar; aktif
halde bulunan ihracat¢1 firmalara (Yasemin, Tezel, Marla, Bilgin vb.) tiretim,
biiyiitme (elek alt1 diye tabir edilen ihra¢ boyutunun altindaki soganlarin tekrar
yerine dikilip biiyiitilmesi) ve dogadan sokiim seklinde gruplar halinde
ayrilmaktadir (Karagiizel vd., 2007).



Cizelge 1.1. 1997-2003 yillar1 aras1 Tiirkiye’deki bazi firmalarin ters lale sogani ihracat

kontenjanlar1 (%)

Yillar itibar Ile Kontejan Puanlan (%)
FIRMALAR
1997 1998 1999 2003 ULKELER
Marla (Yalova) 57.34| 56.33| 55.43|- 53.51 |Hollanda-Isvicre
Yasemin (Izmir) 17.58 18.08 18.67| 22.29|Hollanda
Bilgin (Trabzon) 13.2 13.54| 13.83| 10.72|Hollanda-Isvicre
Tezel (izmir) 13.2 13.54 13.83 13.48 | Hollanda

Kaynak: Anonim 4; Dilik, 2006.

CITES komitesi her yil ihracati yapilan ¢igek soganlarinin cins, tiir,
miktar, doga kontenjani, sokiim takvimini belirlemekte ve hazirlanan dogal
cicek sogani ihracat listesi de her yil Ekim-Kasim aylarinda resmi gazetede
teblig edilmektedir. Hazirlanan 2006 yil1 dogal ¢igcek soganlar ihracat listesine
gore, ihracat yasagi veya izni olan tiirler dikkate alinarak 3 grup

olusturulmustur:
1. Dogadan toplanarak ihracati1 yasak olan ¢icek soganlari,

2. Thracat1 kotayla veya baska herhangi bir kayitla sinirlandirilan gigek

soganlari,
3. Thracat: {iretimden serbest olan ¢icek soganlari.

F. imperialis bu diizenlemede 2. gruba, yani ihracati kotayla veya baska
herhangi bir kayitla sinirlandirilan ¢igek soganlar grubuna dahil edilmistir. Bu
gruptaki ¢igek soganlarinin iiretimi i¢in dogadan materyal toplanmasi, Dogal
Cicek Soganlar1 Uzman Kurulu’nun goriisleri alinmak suretiyle Bakanligin

iznine tabidir.



Tiirkiye’de siis bitkileri iiretiminin %48’ini kesme cicek, %47 sini dis
mekan bitkileri, %3’iinii i¢ mekan bitkileri, %2’sini ise ¢igek soganlari
olusturmaktadir. Cigek soganlari, Tiirkiye’de siis bitkilerinin taninmasina ilk
olarak onciiliik eden siis bitkisi grubudur. 1970’1i yillarda yasanan doviz kithig
sorununun ¢odziimiinde dogal cicek soganlari ihracatindan gelen 2 milyon

dolarlik biiyiik gelir oldukga biiyiik bir katki1 saglamistir (Karagiizel vd., 2007).

Diger bitkiler yoniinden oldugu kadar ¢icek soganlari bakimindan da
olduk¢a zengin olan iilkemiz yaklasik 700 adet soganli, yumrulu ve rizomlu
bitki tlriiniin anavatanidir. Uzun yillardan beri dogadan sdkiilen ¢igek
soganlari, park ve bahge siis bitkisi, 1slah materyali veya tibbi bitki olarak
degerlendirmek iizere ¢esitli lilkelere ihrac edilmektedir. Tiirkiye disariya ¢icek
sogani ihra¢ eden tek lilke olmamakla birlikte, diinya ¢igcek sogani ihracatinda

ilk siralarda yer almaktadir (Karagiizel vd., 2007).

Diinya c¢icek sogan ticaretinde en 6nemli rolii oynayan Hollanda'nin
dogal ¢igek soganlari ithalatinda Tirkiye'nin pay1; Galanthus'ta %65,
Cyclamen'de %99, Fritillaria'da %99, Leucojum'da %80, Anemone'da %90
Eranthis’de %95, Ornithogalum'da %1, Arum’da %98, Sternbergia'da
%100'diir. Hollanda ithal ettigi geofitlerin biiyiik bir kismin1 ambalajlanmis
halde, basta A.B.D. olmak iizere, diger alici {ilkelere ihra¢ etmektedir.
Tiirkiye'nin dogal ¢i¢ek soganlarindan elde ettigi gelir, yilda 2-2.5 milyon dolar
civarindadir (Kahraman, 2006).

Fritillaria tiirleri tilkemizde heniiz siis bitkisi olarak hak ettigi konuma
ulagamamis olmalarina ragmen, Avrupa iilkelerinde park ve bahgelerde, tarihi
mekanlarin bahgelerinde kullanilan tiirlerdir ve ihra¢ potansiyelleri oldukga
yliksektir. F. imperialis’in ge¢mis yillara ait ihracat kayitlarma bakildiginda,
1989 yilinda {ireticilere dogadan damizlik olarak 150.000 adet sogan sokiimii
icin izin verildigi ve 2000 yili i¢in F. imperialis ihracatinin yasaklandigi
goriilmektedir. Bu yasaklamanin amaci, 1999 yilinda F. imperialis igin
sokiilmek iizere izin verilen 100.000 adet damizlik sogan kontenjaninin
thracata gitmesini Onleyerek iiretimde kullanilmasini saglamak olmustur

(Kahraman ve Ozzambak, 2011).



Cizelge 1.2.°de TUGEM Kkayitlarindan alman 2000-2005 yillarina ait
sogan ihracat miktarlar1 yer almaktadir. 2010 yilina ait verilen kota 75.000 adet
olmus, ancak gerceklesen ihracat miktar1 yine kotaya ulagsamamustir.
Dolayisiyla son yillarda 6zellikle F. imperialis tiiriinde ihracat sikintisi

yasanmaktadir.

Cizelge 1.2. F. imperialis tiiriinin 2000-2005 yillar1 arasinda {ilkemiz tarafindan

gerceklestirilen ihracati

Villar F.imperialis

(adet) | Verilen kota (adet) Thrag miktar
2000 | Yasaklama -

2001 | 100.000 19.810

2002 | 200.000 53.960

2003 | 200.000 98.860

2004 | 60.000 22.890

2005 | 100.000 38.527

Kaynak: Dilik, 2006.

Ulkemiz agisindan, gerek yurt icinde siis bitkisi olarak tanmirligmin
arttirtlmasi ve kullaniminin yayginlastirilmasi, gerekse dogal florayr koruyarak
ihracatin arttirilabilmesi i¢in bu bitkide iiretimin artirilmasi olduk¢a Onem

tasimaktadir.

Yavru soganlarin ayrilmasi, pullarina ayirma ve dilimlere ayirma gibi
vejetatif olarak c¢ogaltilmasi miimkiin olan F. imperialis’in ayn1 zamanda
tohumla tiretimi de yapilmaktadir. Tohumlar, tohum kapsiilleri kuruduktan
sonra toplanmaktadir. Bitkinin bir ¢igeginde yaklasik 3 - 5 tohum kapsiilii ve
her kapsiil icerisinde de yaklasik 200 tohum bulunmaktadir. Bu agidan
bakildiginda, generatif yontemin vejetatif yontemden daha fazla {iriin sagladigi
diistincesi dogmaktadir (Aksu, 2011). Ancak tohumla g¢ogaltimda genetik
varyasyonlar ortaya c¢iktigindan, elde edilen bireylerin c¢icek rengi, yapisi,
ciceklenme zamam gibi Ozellikler bakimindan ana bitkiye benzememesi ve

ayrica ekilen bir tohumun satilabilir ebatta bir sogan haline gelmesinin 4-5



seneyi bulmasi gibi ¢esitli sorunlart barindirmaktadir. Vejetatif yolla soganlar
iizerinden gerceklestirilen iiretimde ise g¢ogalma katsayis1 ve hizi yavag
olmakta, buna ek olarak ana soganin kaybi1 da ortaya ¢ikmaktadir. Biitiin bu
sorunlarin ortadan kaldirilmasi ve iretimin arttirilmasi ile ihracat agiginin
karsilanabilmesi adina doku Kiiltiiriiyle cogaltim yontemi yeni bir alternatif

olusturmakta ve oldukga biiylik bir potansiyel barindirmaktadir.

Tohumla ya da g¢elikle iiretimin zor oldugu bitkilerin doku kiiltiiri
teknikleri ile iiretilmeleri onemli ve popiiler tekniklerden biridir. Optimum
aseptik kosullar altinda 6zellesmis ve olgunlagmis hiicre ve dokularin ana bitki
ile ayn1 olan c¢ok sayida bitkinin eldesi i¢in manipiile edilmeleri ile
gergeklestirilen doku kiiltiirii teknikleri, klonal gogaltim teknikleri olarak da
adlandirilirlar (Razavizadeh and Ehsanpour, 2008).

Bu c¢alismanin amaci kapsaminda, vejetatif ve generatif c¢ogaltim
islemlerinde pek ¢ok kisit barindiran F.imperialis tiirliniin, gelecek vaat eden
alternatif bir yol olarak, ¢esitli in vitro besin ortamlarinda ve farkli kiiltiir
kosullarinda doku kiiltiirii teknikleri ile ¢ogaltimi hedeflenmistir. Buradan
hareketle, F. imperialis L. bitkisinden alinan cesitli eksplantlardan (sogan,
yaprak, govde, kok), in vitro kosullarda organ rejenerasyonlarinin

gerceklestirilmesine caligilmastir.



2. LITERATUR OZETI
2.1. Geofitlerle Ilgili Genel Bilgiler

Antik donemden giinlimiize kadar kesme c¢icek, celenk, cevre
diizenlemesi, gida ve boya maddesi ile geleneksel tip gibi pek ¢ok alanda
kullanilan soganl bitkilerin, ¢evre diizenlemesinde kullanilmalar1 her zaman en
on sirada yer almistir. Park, hastane, saray, tapinak, resmi binalar, villa
bahgeleri ve apartman balkonlar1 gibi ¢evre diizenlemelerinde, ¢icek soganlar
yizyillardir kullanilmaktadir. Antik donemden giiniimiize gelindiginde
geofitler; halen, tip alaninda, boya sanayinde, siis bitkisi olarak peyzaj
diizenlemelerinde, kesme c¢icek olarak aranjmanlar halinde olduk¢a genis

kullanim alanina sahiptirler (Eling ve Baktir, 20006).

Geofitler, “Dogal Cicek Soganlar1” olarak ifade edilen soganli, rizomlu
veya yumrulu siis bitkileri olarak bilinirler. Govde, yaprak ve ¢icek gibi toprak
istii organlar1 gelisme mevsimini tamamladiktan sonra kuruyarak 6lmekte ve
yasamlarin1 yaz aylarinda toprak altinda sogan, soganimsi govde (corm),
yumru Ve rizom seklindeki depo organlari ile devam ettirmektedirler (Aksu,
2011). Geofit bitkiler, bordiirlerde, koruluklarda, ¢imler ile birlikte, ¢icek
parterlerinde (giceklerin dikilmeleri igin ayrilan yerler), bahgelerde ya da
saksilarda kullanilabilmektedirler (Alp ve Asur, 2006).

Geofitler, deniz kiyilarindan yiiksek daglarin sert kosullarina kadar,
olduk¢a ekstrem kosullarda dahi yetisebildiklerinden, genetik olarak iistiin
ozelliklere sahiptirler. Tirkiye’de ekonomik degeri bulunan 498 geofit
tiirtinden 162 tiirii endemiktir (Eling ve Baktir, 2006). Bu geofitlerin biiyiik
kismi, endemik tiirler bakimindan zengin olan; Zambakgiller (Liliaceae),
Nergisgiller (Amaryllidaceac) ve Siisengiller (Iridaceae) familyalart
icerisindedirler (Titiz vd., 2000).

Ulkemizde Osmanli déneminden beri ihracati yapilan bazi geofit
tiirlerinin, ticari amaclarla dogadan kontrolsiiz bir sekilde toplanmalar1 ve
doganin tahrip edilmesi nedeniyle dogal popiilasyonlarinda meydana gelen

bozulmalar, bu tiirlerin yasam alanlarinin daralmasiyla sonuglanmistir. Buna



ragmen, dogal cicek soganlari ihracatt 1960 yilindan itibaren hiz kazanmis ve

gliniimiize kadar da giderek artan oranda siiregelmistir (Onay, 2008).

2.2. Ters Lalenin Bitkisel Ozellikleri

Fritillaria cinsine ait tiirler, Tiirkiye’'nin Dogu Anadolu ve Trakya
Bolgeleri ile Akdeniz bolgesi basta olmak iizere, Karadeniz ve i¢ Anadolu
Bolgeleri ve Iran, Irak, Afganistan, Rusya, Suriye, Liibnan, Filistin, Urdiin,
Pakistan, Cin, Japonya, Yunanistan, Bulgaristan, Italya, Ispanya, Portekiz,
Kuzey Afrika ve Amerika’nin Kaliforniya ile Oregon eyaletlerinde yayilig

gostermektedirler (Teksen and Aytag, 2011).

Ik olarak 1753 yilinda, Fritillaria cinsinden F. imperialis L., F. persica
L., F. pyrenaica L., F. meleagris L. tiirleri tanimlanmistir ve tiim diinyada 7
altcins, 2 boliim (section) ve 165 takson (139 tiir, 17 alttiir ve 9 varyete) ile
temsil edilmektedirler (Linnaeus, 1753; Teksen, 2004). Bu tiir ve alttiir
taksonlar; Tiirkiye’de 39 (33 tiir ve 6 alttiir), Yunanistan’da 25, Cin’de 24,
Rusya’da 22, Kaliforniya’da 20 ve Iran’da 18 adet olmak iizere dagilim
gostermektedir (Teksen and Aytag, 2014).

Tiirkiye, tiir sayilarinin karsilastirildig: tlkeler arasinda ilk sirada yer
almaktadir (Cizelge 1.3). Tiirkiye Florasi’nin 11. cildine gore Fritillaria (36

tlir, 43 tiir ve tiir alt1 takson) en fazla tiir iceren 4. cinstir (Teksen, 2004).



Cizelge 1.3. Ulkelere gore Fritillaria cinsine ait tiirlerin bulunma durumlari

Kita Ulke Toplam Tiir Endemik
Sayisi

Tiirkiye 36 19
Cin 24 15
Rusya 22 13

ran 18 7

Japonya 6 -

Asya pony

Irak 5 1

Liibnan 2 R

Suriye 2 -

Afganistan 2 -

Pakistan 1 _

Yunanistan 25 13

Bulgaristan 6 -

Avrupa Kitasi italya 4 )
ispanya 3 -

Portekiz 2 -

A.B.D.
e . 20 13
Amerika Kitast (Kaliforniya Eyaleti)
A.B.D. 1 ]
(Oregon Eyaleti )

Kaynak: Teksen and Aytag, 2011.

2011 yilinda yaymlanan bir revizyonda ise Tiirkiye Florasi’ndaki
Fritillaria cinsi, 35 tiir ve 6 alttiir ile yer almistir. Daha 6nce 19 olarak bilinen

endemik tiir sayis1 ise 21 olarak belirlenmistir (Teksen and Aytag, 2011).

F. imperialis’in (sahtugu, aglayan gelin, ters lale, kerbela, imparator
lalesi, kral lalesi, kral tact, Meryem’in gozyaslari), gosterisli ¢igekleri sebebiyle
yogun bir sekilde kiiltiirii yapilmakta ve basta Hollanda olmak iizere bir¢ok
Avrupa ilkesine ihrag edilmektedir. Soganlarmin ¢api 8 cm’ye kadar
bliyliyebilmekte ve bir metreye kadar uzayabilen gdvdesi ile sahip oldugu
umbel ¢igek durumu iizerinde yogun bir yaprak kiimesi bulundurmasi ile
Fritillaria cinsi igerisindeki diger tiirlerden ayrilabilmektedir. Ayrica diger

tiirler arasinda en biiylik polen dl¢iilerine sahiptir. Molekiiler genetik 6zellikleri
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bakimindan (2n=24), F. persica haricinde diger tiirlerden ¢ok uzaktir ve ayni
zamanda morfolojik olarak da F. persica’dan oldukga farklidir (Teksen, 2004).

F. imperialis, ilkbaharin baslarinda toprakalt1 soganlarindan gelisen bir
bitkidir. Cimlenen tohumlariin ¢igeklenme asamasina gelebilmesi en az 8 yil
stirmektedir. Sar1 ¢icekli bitkiler ise digerlerine gore daha da geg
ciceklenmektedir. Soganlarda olduk¢a giiclii nahos bir koku mevcuttur.
(Burquez, A. 1989).

2.3. Ters Lalenin Yetistirilme Kosullar:

Fritillaria tiirlerinin soganlari, kisa dayanikli ¢icek soganlari grubuna
girmektedir ve dikim i¢in en uygun zaman Eylil-Ekim-Kasim aylar1 iken,
ciceklenme genellikle Nisan-Mayis aylarinda gerceklesmektedir. Asidik
olmayan (pH’s1 7 civarinda), iyi drenajli, humuslu ve kumlu topraklar, F.
imperialis’in gelisimi i¢in uygundur (Pala, 2006). Ters lale soganlar1 kisa
dogru sogukta aktiflesmekte ve kis sonundan bahar ortasina kadarki dénemde
ise ciceklenmektedirler. Cigekli bir ters lalenin boyu cinsine gore ve toprak
kalitesine gore 30 cm’den 1 metreye kadar degismektedir. Giin 15181n1 seven bir
bitkidir. Ancak yiiksek sicakliga hassastir (Anonim 5). Bu nedenle, yar1 golge
veya giiniin en sicak zamaninda golge kalan yerler en uygun alanlardir

(Anonim 6).

Ters lale soganlar1 agikta bekletilmemelidir. Ciinkii soganlarin toprak
disinda bekletilme durumunda bozulma ve ¢iiriime ihtimalleri yiiksektir. Biiytlik
soganlar 20 cm, kii¢iik soganlar ise 10 — 15 cm kadar derine gomiilmelidirler.
Soganlarin dondan korunmalar1 6nemlidir, ancak soguktan dogabilecek
hasarlar, sicak yerde muhafaza edilmelerinden dolayr dogacak hasarlardan
daha azdir. Saksida yetistirmek i¢in toprak karisiminda torf kullanilmamasi
tavsiye edilmektedir. Suyu iyi siizdiiren, ¢abuk kuruyan, organik besleyiciligi
yiiksek toprak kullanilmalidir (Anonim 5). Soganlar, suya olduk¢a hassastirlar
ve suya hassasliklar1 koklendikten sonra bile devam etmektedir. Saks1 topragi
asir1 derecede kurumadikga sulanmamalidir ve bir kez sulama yaklasik 1,5-2 ay

gidebilmektedir (Anonim 7).
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2.4. Ters Lalenin Uretim Yollar

F. imperialis tiri tohumdan ¢imlenmeyle, farkli vejetatif {iretim
yontemleriyle (yavru sogandan iiretim, capraz kesim, dilimlere ayirma,
pullarina ayirma, merkez ¢ikarma vb.) ve doku kiltiri teknigi ile

uretilebilmektedirler.

Tohumla Uretim: Tohumla iiretim, generatif bir iiretim yontemi olarak

bol miktarda {iriin eldesine olanak saglamasina karsin, tohum ekiminden ¢igek
acma biiyiikliigiinde sogan elde edilmesine kadar gegen siirenin (Fritillaria
cinsinde 4 ile 8 yil arasi) ¢ok uzun siirmesi nedeniyle dezavantajlidir (Aksu,
2011). Ayrica tohumla cogaltimda genetik varyasyonlar ortaya ¢iktigindan,
elde edilen bireylerin ¢icek rengi, yapisi, ¢igeklenme zamani gibi 6zellikler

bakimindan ana bitkiye benzememesi gibi kisitlar da s6z konusudur.

Vejetatif Uretim_Yéntemleri: Ana sogandan ayrilan yavru soganlarin

0zel tavalara dikilmesi yoluyla yapilan iiretimden baska; soganin tepesindeki
biiylime noktasinin tahrip edilmesi ile apikal dominansinin kirilmasina
dayanan; dilimlere ayirma (chipping), capraz kesim, pullarina ayirma (scaling),
ikigerli pullarina ayirma (twin-scaling) ve merkez ¢ikarma (scooping)
yontemleri de Fritillaria tiirleri i¢in uygulanabilirligi bulunan vejetatif iretim

teknikleridir.

Dilimlere ayirma yonteminde dilim sayist arttik¢a elde edilecek sogan
blytikligli azalmakta ve daha gec c¢iceklenme iriligine ulasilabilmektedir. F.
imperialis tirinde sogan dilimleri 25C’de inkiibe edilerek, 2-3 yillik bir
biiylime periyodundan sonra ancak ticari boya ulasabilmektedirler. Pullarina
ayirma yonteminde (scaling) her pul bir miktar bazal kisim igerecek sekilde
ayrilarak 0zel yetistirme tavalarina dikilirken, ikiserli pullarmma ayirma
yonteminde (twin-scaling) ise; dilimleme yonteminin bir asama ilerisi olarak
her sogan dilimindeki pullarin birbirine bazal kisim ile bagl ikiserli gruplar
halinde ayrilarak 6zel tavalara dikilmesi seklinde uygulanmaktadir. Dilimleme
yontemi ile elde edilecek soganlar, ikiserli pullarina ayirma yontemi ile elde

edilecek soganlara gore daha biiyilk olmalar1 nedeniyle, daha kisa siirede
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ciceklenme biiyiikliigiine ulasabilmektedirler. Ancak ikiserli pullarina ayirma
yonteminde boyutlar kiiciik olsa da ana sogandan ¢ok daha fazla sayida sogan
elde edilmektedir. Dolayisiyla vejetatif tiretim tekniginin se¢imi, elde edilmek

istenen soganin amacina gore degisiklik gostermektedir (Aksu, 2011).

F. persica tiiriinde yapilan bir ¢alismada, degisik kesim yontemleri ile
farkli gruplar olusturulmus ve bu soganlardan elde edilen bitkilerin bazi
ozellikleri ve olusan yavru soganlarin 6zellikleri incelenmistir. Uygulanan
kesim yontemleri; soganin alt kismindan ortasina kadar dikey kesim, iist
kismindan orta kismina kadar dikey kesim, tabana derin dairesel kesik atma ve
alt taban1 oyarak c¢ikarma ile hi¢ kesim yapilmamis kontrol grubundan
olugsmaktadir. Arastirma sonucunda, bitki basimna en yiiksek yavru sogan
olusumunun alttan kesilen soganlarda tespit edildigi ve ayni zamanda bu
yavrularin deneme igerisinde en kiiciik ¢evre uzunluguna sahip olduklar
belirtilmistir. Ayn1 zamanda en diisiik yavru sogan verimi, istten kesim
yonteminde ortaya ¢ikmistir. Sonugta, sogani ¢cogaltmak, yavru sogan sayisini
arttirmak i¢in se¢ilmesi gereken yontemin alttan kesim yontemleri oldugu ifade

edilmistir (Arslan vd., 2008).

Capraz kesim yonteminde ise olgun soganin dip kismi, dip tablasini ve
bliylime konisini gececek sekilde 3-4 kez kesilerek, sogan pullarinin
koltuklarindaki  biiylime noktalarinin  sogancik  seklinde  gelismeleri
hedeflenmektedir. Soganin dip kisimlarinin oyulmasi (scooping) yonteminde
de amag soganlarin koklenme bolgesi olan dip kisimlarinin ¢ikarilmas: sonucu
apikal dominansinin kirilmas: ile oyulan bdlgede soganciklarin olusumunu
tesvik etmektir. Bu yontemden farkli olarak merkez c¢ikarma tekniginde,
soganin merkezinde bulunan biiyiime konisi, elma ¢ekirdek bdlgesini
cikarmaya yarayan 6zel bir bigakla ya da uygun bir mantar delicisiyle tamamen
cikarilmaktadir. Boylece biitiin biiyiime potansiyeli, soganin dip tablasinda
olusan soganciklarin gelismesi tlizerine toplanmaktadir. Bu yontem F.

imperialis tiiriinde oldukga basarili sonuglara yol agmaktadir (Aksu, 2011).

Ulug et al. (2010), F. persica tiiriinde bes farkli vejetatif tiretim teknigi

(capraz kesim, merkez ¢ikarma, yatayda kesik atma, dikey 4’¢ dilimleme ve
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dikey 8’¢ dilimleme) ile gergeklestirdikleri c¢alismalarinda, elde ettikleri
sogancik sayisi, soganciklarin agirliklar1 ve ¢evre uzunluklari bakimindan bu
yontemleri karsilastirmislardir. Sonugta en fazla yavru sogancik olusumu yatay
olarak kesik atilan soganlar iizerinde ve en az sayida sogancik olusumu ise
hicbir teknigin uygulanmadigi kontrol grubunda ve merkez c¢ikarma

yonteminde tespit edilmistir.
2.5. Ters Lalenin Tibbi Kullanimi ve Sekonder Metabolit Icerigi

Siis  bitkisi olmasmin yaninda, Fritillaria cinsi igerdigi steroidal
bilesiklerden dolayi, bir¢ok hastaligin tedavisinde umut vaat etmektedir.
Fritillaria tiirlerine ait soganlarin geleneksel Cin tibbinda binlerce yildir
onemli bir ila¢ olarak kullanilan “Bei mu”; yiiksek ates, siit yetersizligi, abse,

romatizma ve goz hastaliklarmnin tedavisinde kullanilmaktadir (Ozler, 2001).

Literatiirlerdeki ¢aligmalarda soganlarin igerdigi alkaloidlerin oksiirigii
engelleyici temel biyolojik aktif maddeler oldugu, bunlarin tipleri ve
iceriklerinin tiirler igerisinde farklilik gosterdigi ortaya konulmustur. Fritillaria
tirlerinin, alkaloidler haricinde; saponinler, terpenoidler, steroidler, suksin
asidi (kehribar asidi), tiymidin, adenosin, polisakkaritler, nisasta, flavonoid,
yag asitleri, organik asitler ve ugucu yaglar gibi bilesenler icerdiklerine dair
veriler de bulunmaktadir. F. thunbergii tiirlinde bulunan “peimine” ve
“peiminine” alkaloidlerinin kan sekerini diisiirmede yardimci oldugu, okstiriik
giderici ve ekspektoran ilaglarin bilesiminde kullanildiklart belirtilmektedir
(Dilik, 2006). Fritillaria tiirlerinin soganlarinda bulunan alkaloidlerin oksiiriik
giderici etkilerinin incelendigi kapsamli bir ¢aligmada; imperialin, vertisin,
vertisinon ve ebeidin adli izosteroidal alkaloidlerin, siganlardan izole edilen
trakeal ve bronsiyal preparatlar tizerindeki antitusif (Oksiiriikk onleyici) etkileri

arastirtlmis, olumlu sonuglara ulagilmistir (Chan et al., 2011).

F. imperialis tiirii ise antik ¢caglardan bu yana hem tibbi bitki olarak, hem
de nisasta iiretimi amaciyla yetistirilmistir. Giliniimiizde daha c¢ok icerdigi
imperialin alkolodi nedeniyle ya da siis bitkisi olarak kiiltiire edilmektedirler.

F. imperialis tiirtine ait bitki ekstreleri, 6ksiiriik, bronsit, astim ve salgibezi
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timorleri igin; antibakteriyel, anti-trombosit, anti-kolinerjik ve damar
genisletici etkileri gosterebilmektedirler (Hanelt, 2001). Anti-kolinerjik etkinin
incelenmesi amactyla yapilan 6rnek bir ¢alismada, F. imperialis soganlarindan
ckstrakte edilerek saflastirilan; sevanin-tip alkaloidler olan imperisin ve fortisin
ile steroidal alkaloidler olan delavin, persikanidin ve imperialin bilesiklerinin,
asetil-kolinesteraz ve biitiril-kolinesteraz enzimleri iizerine inhibisyon etkileri
incelenmistir.  Beyindeki bu enzimlerin  inhibisyonunun  Alzheimer
hastaligindan kaginmaya olumlu etki saglayabilecegi diistiniilmektedir (Atta-
ur-Rahman et al., 2002). Ayni arastirmaci grubu tarafindan gerceklestirilen bir
sonraki ¢aligmada ise, F. imperialis soganlarindan ii¢ yeni steroidal alkaloid
(impranin, dihidroimpranin ve fetisin) tanimlanmis ve izole edilmistir (Akhtar

etal., 2002).

Fritillaria tiirleri, sahip olduklar1 gosterisli ¢igeklerinden dolay1
cogunlukla bahgelerde siis bitkisi olarak yetistirilmektedirler. Ancak;
soganlarindan, govdelerinden, yapraklarindan ve ¢igeklerinden yayilan keskin
ve hos olmayan kokudan dolay1 i¢ mekan bitkisi  olarak
kullanilamamaktadirlar. Bu rahatsiz edici kokudan sorumlu bilesenin kimyasal
yapisi heniliz tanimlanamamigssa da, Helsper et al. (2006) tarafindan, bazi
Fritillaria imperialis tiirlerinde bu kokuya “3-metil-2-biiten-1-tiyol” isimli tek

bir bilesigin sebep oldugu ifade edilmistir.

2.6. Nektar Bilesimi

Ters lale (F. imperialis), her biri dip kisminda nektar salgilanan kisimlar1
iceren alt1 ¢icek yapragmin bulundugu biiylik ciceklere sahip bir bitkidir.
Nektar salgilanmasi, ¢igeklerin agmasiyla baslayarak tiim ¢i¢ek dmrii boyunca
devam etmektedir. Giindiizleri 6zellikle de sabahin erken saatlerinde en yiiksek
seviyesine ulasan nektar salgisi, cice§in yaslanmasi ile birlikte azalma

gostermektedir (Burquez and Corbet, 1991).

Bitkilerde vertebralilar (omurgali hayvanlar) tarafindan gergeklestirilen
polinasyon, bol ve seyreltik nektar varlhigr ile iliskilendirilmektedir. F.

imperialis tiirtinde de nektarin miktar1 ve konsantrasyonu, diger passerin grubu
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kuslar tarafindan tozlanan bitkilerde karsilagilan Olgiilerdedir. Nektar
salgilanmasi; 4-8 ml/gigcek ve 2.1 mg seker/saat.¢igek miktarlarinda iken,
nektar bilesimi siikrozdan yoksun, temel olarak glukoz ve fruktoz karisimindan
olusmaktadir. Kirmiz1 ve sar1 ¢icekli bitkilerin her ikisinde de nektar salgisi
aminoasit igerigi bakimdan benzerlik gostermekte ve baslica aminoasit olarak
aspartik asit igerilmektedir. Bu konudaki en belirgin farklilik, sar1 ¢icekli
bitkilerin nektarinda; fenilalanin, izoldsin, 16sin ve histidin bulunmamasidir

(Burquez, 1989).

2.7. Doku Kiiltiirii ile Yapilan Calismalar

2.7.1. Sterilizasyon calismalari

Geofitlerin in vitro kosullarda mikrogogaltimlari i¢in; sogan pullarindan,
stirgiin uclari, cicek yapraklari, nodlar, kokler ve olgun yapraklara, olgun
tohumlardan, ince hiicre tabakalarina kadar ¢ok genis bir yelpazede farkli
eksplant tipleri kullanilabilmektedir (Uranbey, 2011).

Yapilan literatiir arastirmalar1 kapsaminda F. imperialis’in de dahil
oldugu soganl bitkiler ile gergeklestirilen doku kiiltiirii ¢aligmalarinda siklikla
sogan pul pargalarinin eksplant olarak kullanildigi belirlenmistir. Ancak
eksplant kaynagi olarak bitki soganlarmin kullanilmas: olduk¢a agir
kontaminasyonlara sebebiyet vermekte, her F. imperialis soganinin ortalama 3-
5 pul igermesi bu riski daha da arttirmaktadir. Ayrica F. imperialis, Liliaceae
familyasindaki diger tiirlere gore daha az aktif meristematik bolge
icerdiginden, bu tiir i¢in sogan parcalar1 ile yapilan doku kiiltiirleri yeterince

etkili olamayabilmektedir.

F. imperialis’in doku kiiltiirii yoluyla ¢ogaltimi ile ilgili literatiirde
olduk¢a az galigma bulunmaktadir. Witomska ve Lukaszewska (1997), siirgiin
dibindeki geng soganciklar, siirgliniin dip kismi, yapraksiz siirgiiniin alt kismi,
yaprakli silirgiin pargalari, reseptakulum ve ¢icek sapindaki yapraklar gibi farkli
bitki eksplantlarin1  kullandiklar1 ¢alismalarinda en basarili sterilizasyonu
toprakla en az temas eden bitki kismi olan gen¢ soganciklardan elde

etmiglerdir. Buna karsin siirgiiniin dip kismindan alman eksplantlardan
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neredeyse hi¢ temiz materyal saglanamamistir. Ayrica reseptakulum ve ¢igek

sapindaki yapraklar haricinde tiim eksplantlarda rejenerasyon elde edilmistir.

Dilik (2006) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada F. imperialis ve F.
persica tiirlerinde gévde segmentinden (¢igek sap1) alinan eksplantlar 1 mg/L
BA ve 0.5 mg/L NAA veya KNA, %6 siikroz iceren MS (Murashige and
Skoog, 1962) besin ortaminda, karanlikta kiiltiire alinmis ve 90 giinliik kiiltiir
sonunda bu segmentlerde gelisen kallus dokusu tizerinden adventif soganciklar
rejenere edilmistir. S6z konusu ¢alismada yiizey sterilizasyonu i¢in sodyum
hipoklorit ve kloramin ¢ozeltisinin kullanildig: farkli denemeler uygulanmis ve
ayrica besin ortamlarina da antibiyotik eklenmistir. Sonugta Augmentin’in
bulundugu kiiltiirlerde enfeksiyon orani en aza indirilirken, kallus ve sogancik
gelisiminin de olumsuz etkilendigi belirtilmistir. Sodyum hipokloritin
enfeksiyon oOnleme bakimindan kloraminden daha etkili oldugu, besin
ortaminda KNA bulunmasimin kallus ve sogancik olusumunu NAA’ya gore
daha olumlu etkiledigi rapor edilmistir. Yiizey sterilizasyonu i¢in kloraminin
kullanildig1 ve antibiyotigin eklenmedigi besin ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlarda enfeksiyon oraninin en yiiksek oldugu, buna ragmen gelisen
eksplant oraninin da en yiiksek bulundugu kaydedilmistir. Hem Augmentin,
hem de hipoklorit parametresinin bir arada bulundugu kombinasyonlarda ise en

diistik kallus ve sogancik olusum oranlar1 gozlenmistir.

2.7.2. Rejenerasyon calismalari

Geofitlerin yetistiriciligindeki en 6nemli sorunlardan biri, diisiik cogalma
hizlaridir. Bu nedenle, bitkisel materyalin hizli ve kisa siirede ¢ogaltimina
olanak saglayan bir yontem olan, in vitro kosullarda bitki doku kiiltiirii teknigi,
kisa siirede ve ¢ok sayida sogancik tiretimi i¢in uygun bir yontemdir. Geofitler
ile yapilan doku kiiltiirii ¢aligmalar1 sogancik {iretiminden baska, viriislerden
ari materyal tiretimi ve sekonder metabolit eldesi amaciyla da siklikla
gergeklestirilebilmektedir (Allahverdikhan-Vaziri, 2009). Toprak alti depo
organlarinin baslangic materyali olarak kullanilmalari durumunda ortaya ¢ikan
eksplant kokenli kontaminasyon sorununun asilmasinda, olgunlagsmamis

embriyolar daha avantajli eksplant kaynagi olabilmektedirler (Uranbey, 2011).
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F. meleagris tiiriiniin olgun zigotik embriyolarinin baglangic materyali
olarak ele alindig1 bir ¢aligsmada, sitokinin (TDZ) igeren besin ortaminda kallus
uyarimi ve yine ayni besin ortami ile yapilan altkiiltiir sonrasinda sogancik
olusumu basarilmistir. Calismada elde edilen bu in vitro soganciklar da
pullarina ayrildiktan sonra farkli oranlarda oksin (2,4-D) veya sitokinin (TDZ)
iceren besin ortamlarina aktarilarak, bu pul kisimlarindan da somatik embriyo

rejenerasyonu ve sogancik eldesi saglayabilmislerdir (Marija et al., 2011).

Olgunlagsmamis zigotik embriyolarin eksplant olarak kullanilmasi basarili
bir in vitro teknik olsa da, s6z konusu eksplant kaynagi generatif kokenli
oldugundan ve her embriyo farkli bir genetik bilgiyi tasidigindan, tam
anlamiyla vejetatif bir ¢ogaltim kapsaminda degerlendirilememektedir (Dilik,

2006).

Sogan pullarindan baglatilan in vitro kiiltiirlerde bitki biiylime
diizenleyicilerinin rejenerasyon basarisina etkilerinin; yari kati, calkalamali sivi
ve duragan sivi faz olmak tizere farkl kiiltiir tipleri ile birlikte ele alindig1 bir
calisma Paek ve Murthy (2002) tarafindan F. thunbergii tiirlinde
gerceklestirilmistir. Sonug olarak sogan pul eksplantlarindan, in vitro sogancik
rejenerasyonunun saglanabilmesi i¢in sitokininin varliginin ¢ok 6nemli oldugu
ve NAA’nin en etkin oksin tipi olarak onerildigi belirtilmigtir. Hem yar1 kati,
hem de calkalamali siv1 kiiltiirlerin, F. thunbergii tiiriniin kitlesel gogaltim1

igin etkili bir sekilde kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

F. imperialis L. tiirtinde, ilk olarak sogan pullarinin eksplant olarak
kullanilmasiyla baglatilan in vitro vejetatif gogaltim ¢alismalar1, daha sonralar
yapilan arastirmalarla ayrintili bir sekilde ele alinarak; eksplant tipi ve
1isiklanma, ana soganlarin depolanmasi sirasindaki sicaklik derecesi ve in vitro
kosullarda kiiltiirde kalma siiresi, ortamdaki bitki biliyiime diizenleyicileri ve
besin ortamindaki seker konsantrasyonu gibi birgok degisik parametrenin,

adventif sogancik olusumu iizerine etkileri incelenmistir (Dilik, 2006).

F. imperialis bitkisinin farkli kisimlar1 arastirildiginda, govdenin st

kisminda ABA konsantrasyonunun en diisiik seviyede oldugu ve bu bolgede
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rejenerasyon kabiliyetinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Buradan
hareketle, bitkinin alt kisimlarinda ise ABA konsantrasyonu yaklagik olarak iki
kat daha yiiksek bulunmus ve dolayisiyla bu kisimlarin rejenerasyon yetilerinin

daha diisiik oldugu ifade edilmistir (Lukaszewska et al., 1998).

Witomska (2001), bitki bliylime diizenleyicilerinin in vitro rejenerasyon
tizerine etkilerini inceledigi bir baska arastirmasinda F. imperialis bitkisine ait
geng sogancik segmentleri ve govde eksplantlarini kullanmis ve en yiiksek
sogancik olusum oranin1 0.5 mg/L NAA + 1 mg/L BA igeren MS ortaminda
tespit etmistir. Stirgiin eksplantlar1 6nce 0.5 mg/L NAA + 1 mg/L BA eklenmis
ortama transfer edilmis ve daha sonra hormonsuz MS ortamina

aktarildiklarinda en iyi sonug elde edilmistir.

F. imperialis L. bitkisinin petallerinin baslangi¢ materyali olarak
kullanilmas1 ile in vitro kosullarda dogrudan sogancik rejenerasyonunun
gerceklesebildigi rapor edilmistir (Mohammadi-Dehcheshmeh et al., 2008).
Yesilimsi ¢icek koncasi (nektar salgilanmasindan 6nce) ve kirmizimsi ¢igek
koncas1 (nektarin salgilanmaya basladigi) gibi farkli gelisim basamagindaki
petallerin eksplant olarak kullanildigi bu ¢alismada, farkli oksin ve sitokinin
oranlarinin  dogrudan  sogancik  olusumu  iizerine olan  etkileri
degerlendirilmistir. Dogrudan sogancik rejenerasyonuna dair literatiirdeki ilk
olan bu ¢alismada, in vitro morfogenez olayinin baslatilabilmesi i¢in kiiltiir
ortaminda bulunan eksojen biiylime diizenleyicileri tarafindan endojen hormon
seviyesinin arttirilmasi gerektigi, ancak yolagin tamamlanabilmesi i¢cin devam
eden altkiiltiirlerde  besin  ortamindan  biiylime  diizenleyicilerinin
uzaklastirilmas1 ile dogrudan sogancik rejenerasyonunun gerceklesebilecegi
rapor edilmistir. Ayrica kirmizimsi haldeki ¢igcek koncasindan alinan petallerin
(nektar salgisinin baglamis halde oldugu) dogrudan sogancik rejenerasyonunun
uyarilmast ve tamamlanmasinda ¢ok daha yiiksek performans gosterdiklerini,
bu durumun seker igerikli nektar salgisinin bir etkisi olarak agiklanabilecegini

de eklemislerdir.

Ayni arastirmacilar yayimladiklar bir dnceki raporlarinda (Mohammadi-

Dehcheshmeh et al., 2007) da petal eksplantlarinin biiyiime diizenleyici igeren
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besin ortami ile diizenli olarak altkiiltiire alindiklarinda, besin ortaminin
tazelenmesi ve endojen hormon seviyesinin artmaya devam etmesi sonucu
dogrudan sogancik rejenerasyon yolaginin baskilandigini, kallus ve dogrudan

olmayan rejenerasyon yolaginin harekete gectigini belirtmislerdir.

Kiiltiir ortaminda farkli oksin (IAA ve NAA) ve sitokinin (BAP ve TDZ)
miktarlarinin ~ kullanilmast  ile  dolayli  sogancik  rejenerasyonunun
gergeklestirildigi bir bagka calismada ise eksplant kaynagi olarak yine nektar
salgilanmaya baslamamis haldeki petaller, yaprak taslaklar1 ve sogan pullar
kullanilmistir. Karanlikta muhafaza edilen 6 haftalik kiiltiirlerde en fazla kallus
miktart (2.1 g) 1 mg/L NAA igeren MS ortamindaki pul eksplantlarindan elde
edilmistir. 6 hafta sonunda eksplantlar, kallustan dolayli organ rejenerasyonunu
basarmak amaci ile farkli konsantrasyonlarda TDZ, NAA ve IAA igeren 7
farkli MS besin ortamina aktarilarak aydinlik kosullarda muhafaza
edilmiglerdir. 12 hafta sonunda tiim ortamlarda sogancik rejenerasyonu
gbzlenmis, ancak sogan pulu ve yaprak taslaklarindan koken alan kalluslarin
rejenerasyon oraninin petal eksplantlardan kdken alan kalluslardan daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak TDZ ile birlikte diisik
konsantrasyonda oksin i¢ceren MS besin ortaminda, yalnizca TDZ igeren MS

besin ortamina gore daha yiiksek rejenerasyon orani kaydedilmistir (Rahimi et
al., 2013).

Dilik (2006), F. persica ve F. imperialis tiirlerinin gévde eksplantlarini
kullanarak, sogancik ve kallus olusumunu 1.0 mg/L BA ile birlikte 0.5 mg/L
KNA veya NAA iceren MS besin ortamlarinda gerceklestirmistir. KNA
uygulamasi, sogancik olusumu bakimindan F. imperialis tiiriinde F. persica
tiirline gére daha basarili bulgular elde edilmistir. Ancak yine de, NAA igeren
ortamlarda KNA igeren ortamlara gore daha basarili sonuglar belirlenmistir.
Yapilan seker denemelerinde, glukoz ve fruktozun, siikroza kiyasla daha etkili

oldugu ifade edilmistir.

F. imperialis ve F. persica tiirlerinin olgunlagsmamis embriyolarinin
baslangi¢ eksplanti olarak kullanildigi en giincel ¢alismada, F. imperialis

tiirlinde kallus ve siirgiin olusturan eksplant orani ¢ok diisilk bulunmus,
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sogancik olusturan eksplant orani 7.22 ile 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA
iceren besin ortaminda elde edilmistir (Giirlek, 2011). Ayn1 ¢alismada; yaprak,
yaprak sapi ve cicek eksplantlar1 sterilizasyondan sonra tamamen kararmis,
sogan pul eksplantlarinin ise {i¢ farkli sterilizasyon yontemi dahilinde; fungusit
on uygulamasi, %70 etanolde bekletme, %50 hidrojen peroksit, %50 ticari
camasgir suyu, %100 ticari camagir suyu muamelerine ragmen tamamina yakini

kontamine olmustur.

Ince Hiicre Tabaka (TCL) teknigi, homojen bir dokunun sinirli sayida
hiicresinden kdken alan kiiciik boyutta eksplantlara dayanan basit, ancak etkili
bir sistemdir. Dolayisiyla, bu sistemde hiicreler, hizli difiizyona olanak
saglayan yakin temas mesafeleri ve igsel faktorlerin etkilesiminin indirgenmis
olmas1 nedeniyle kiiltiir ortam1 bilesenlerine daha ¢ok duyarlidir. Diger bir
ifade ile tamamen kiiltiir ortami ile dogrudan iliskili sistemlerdir (Silva et al.,
2003).

TCL teknigi, bitkilerin farkli organlarinin boylamasina (longitudinally,
ITCL) veya enlemesine (transversely, tTCL) kiiciik boyutlu eksplantlar halinde
kesilmesiyle ele alinmaktadir (Shivani et al., 2010). Bu teknik, bitkilerin ¢igek
sap1, damar, yaprak ve petiol gibi floral kisimlarindan, kok, rizom ve sogan
pullar1 gibi toprak alti kisimlarina kadar olduk¢a farkli organlarindan
boylamasina veya enlemesine kiiclik boyutlu eksplantlarin kesilmesiyle
uygulanmaktadir. Ince hiicre tabaka tekniginde hiicre sayisiin az miktarda
olmasi, hiicrenin gelisimsel veya morfogenetik programlart icin oldukga
onemlidir (Rout et al., 2006). Kiiltiir kosullarinin yonetilmesi ile sadece birkag
hiicre tabakasini igeren ¢ok kiiciik eksplantlardan istenen morfogenetik yanitlar
elde edilebilmektedir. Bu durum ise, Ince Hiicre Tabaka teknigini ekonomik
degeri yiikksek olan pek cok bitki tiirliniin kitlesel g¢ogaltimi icin etkin
kilabilecektir (Shivani et al., 2010). Sis bitkisi biyoteknolojisinde ve
mikrogogaltiminda bu teknigin kullanilmasi, transformasyon araciligiyla
genetik 1slah caligmalarini ve bitki rejenerasyonunda somatik embriyogenez ve

organogenez konularini 6ne ¢ikarmaktadir (Rout et al., 2006).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Bu calisma kapsaminda kullanilan ¢esitli biiytikliikteki soganlar,
Adiyaman-Gerger’de ters lale liretimi yapan Abdiilselam Acar tarafindan temin
edilmistir. Bu soganlarin bir kismi in vitro kiiltiir ig¢in eksplant olarak
kullanilirken (Sekil 3.1), bir kismi da topraga dikilerek olusan g¢igekli
bitkilerden denemeler igin gerekli ¢esitli eksplantlar (yesil yapraklar,
govde/cigek sap1 ve petaller) saglanmistir (Sekil 3.2). Soganlardan depolama
stirecinde gelisen kokler de in vitro doku kiiltliri i¢in baslangic materyali

olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.1. Dikime alinan soganlar.

Sekil 3.2. F. imperialis soganlarindan gelisen ¢icekli bitkiler.
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3.2. Metod

3.2.1. Soganlarin topraga dikimi

Soganlarin dikimi i¢in 20x15 cm ve 20x20 cm boyutlarinda 5-6 L
hacimli plastik saksilar kullanilmistir. Bir 6l¢li bahge toprag: ile bir 6l¢ii ince
kum karistirilarak har¢ hazirlanmistir. Soganlarin nemli kalmamasi1 gerektigi
icin torf kullanilmamistir. Ayrica saksilar yerden yiiksek kopiik 1zgaralar

iizerine yerlestirilerek drenajin etkinligi arttirilmistir.

Ortalama 5-6 cm c¢apindaki soganlarin her biri ayri bir saksiya iizeri
yaklagik olarak 1 cm hargla ortiilecek sekilde dikilmis ve bu asamada verilen
cansuyundan baska sulama yapilmamistir. Saksilar, Kasim 2013- Mart 2014

arasinda Bornova’da arazi kosullarinda birakilmislardir.

3.2.2. In vitro kosullarda sterilizasyon ¢calismalari

3.2.2.1. Yesil vaprak eksplantlarinda sterilizasyon calismalari

Giimiis nanopartikiil kullanimi: Ters lale bitkilerinin alt ve {ist
kisimlarindaki yesil yapraklarin yiizey sterilizasyonlar1 i¢in Gentiana cruciata
ekstraktr ve Rubia tinctorum oziitii araciligiyla gergeklesen yesil sentez sonucu
elde edilmis Ag nanopartikiil ¢ozeltileri ve %50 konsantrasyonda hazirlanmis
sodyum hipoklorit (NaOCl) c¢o6zeltileri ile sterilizasyon c¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Yesil yapraklar Tween 20 damlatilmis deterjanli suda
yaklagik olarak bir dakika boyunca g¢alkalandiktan sonra akan suyun altinda
durulanarak &n yikama islemine tabi tutulmuslardir. On yikama isleminin
sonrasinda laminar akigl steril kabinde dnce %70’lik etil alkol ¢6zeltisinde bir
dakika bekletilmisler ve ardindan G ve R sterilantlarinda 15 dakika ve 30
dakika siirelerinde bekletilerek, durulanmadan kiiltiire alinmiglardir. G ve R

sterilantlarinin hazirlanma prosediirleri asagida verilmistir:

¢ G sterilant1 igin, in vitro kosullardaki G. cruciata bitkisinin taze
yapraklarinin suda kaynatilmasi ile elde edilen G. cruciata ekstrakti

AgNOs ¢ozeltisi ile karigtirilarak bir gece bekletilmistir.
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oR sterilant i¢in ise, R. tinctorum bitkisinin in vitro kosullardaki
siispanse hiicre kiiltlirlinden ayristirilan hiicrelerin mekanik olarak
parcalanmas1 ile elde edilen ekstrakt yine AgNOs; ¢ozeltisi ile

karistirtlarak bir gece bekletilmistir.

NaOC! Kullanimi: NaOCI (ticari ¢camasir suyu - Domestos %4 etken
madde) ile yapilan sterilizasyon denemeleri sirasinda ise 6n yikama prosediirii
ayni sekilde izlenmis ve eksplantlar 4 dakika ile 6 dakika siirelerinde %50
NaOCl ¢ozeltisi ile muamele edildikten sonra {i¢ kez steril su ile
durulanmiglardir. Yaklasik 7-10 cm boylarinda ve 1.5-2 ¢cm genisliginde olan
bu yapraklar daha sonra, aseptik kosullar altinda ortalama birer santimetrelik
kareler halinde kesilerek Cizelge 3.2’de belirtilen alt1 farkli besin ortaminda
(FS5, FS6, FS7, FS8, FS9 ve FS10) kiiltiire alinmiglardir. Bu ortamlardan ilk
dordiinde 12 hafta sonra gelisen kalluslarin bir kismu altkiiltiirlenerek, bir kismi

ise altkiiltiire alinmayarak 36 hafta siiresince inkiibe edilmislerdir.

3.2.2.2. Petal yaprak eksplantlarinda sterilizasyon calismalari

F. imperialis bitkilerinin ¢igekleri nektar salgilanmasindan Onceki
doénemlerinde toplanmis, bir dakika boyunca Tween 20 damlatilmis deterjanli
suda yikanarak deterjan kalintilar1 uzaklastirilmistir. Sterilizasyon i¢in petaller
kesilmeden 6nce %350 konsantrasyonda NaOCIl ile 4 dakika ve 6 dakika
muamele edilerek, li¢ kez steril suda durulanmislardir. Yaklasik 4 cm boyunda
ve 1.5 cm genisliginde olan bu petal yapraklar (Sekil 3.3-a ve 3.3-b) daha
sonra, aseptik kosullar altinda 1.5x2 cm boyutlarinda kesilerek petal ug
kisimlar1 ve petal dip kisimlar1 (nektar salginin gergeklestirildigi bolge) olmak

tizere kiiltiire alinmislardir.
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Sekil 3.3. Petal yaprak eksplantlari, (a) Petal yaprak boylari, (b) 1.5x2 cm boyutlarinda kiiltiire

alinmuis petal dip eksplanti.

3.2.2.3. Sogan eksplantlarinda sterilizasyon calismalari

F. imperialis soganlarina ait pul pargalarmma dort farkli sterilizasyon
yontemi uygulanmigtir. Birinci yontemde, soganlar biitiin halde %0.06'lik
(0.06g/100ml) Benolex (etken madde %350 benomil) fungusit ¢ozeltisi
icerisinde bir gece bekletilmis ve ardindan akan suyun altinda 10 dakika
durulanarak fungusit kalintilarindan uzaklastirilmistir. Daha sonra soganlar
dikey olarak 8-10 dilime ayrilmigtir. Bu asamanin ardindan sogan dilimleri
laminar akigli steril kabin igerisinde once %70'lik etanolde bir dakika,
sonrasinda da %0.1'lik HgCl,’de 3, 5 ve 7 dakika ¢alkalanmislardir.

Ikinci yontemde ise goriilen gereklilik {izerine bir &nceki
sterilizasyon yontemindeki %0.1'lik HgCl, muamele siiresi 10-20-30 dakika

olarak uzatilmistir.

Uciincii  yontemde ise kullanilan fungusit konsantrasyonu 10 Kkat
arttirllarak  9%0.6'lik  Benolex’de biitiin halindeki soganlar 5 saat siireyle
bekletilmislerdir. Fungusitte bekletmenin ardindan dilimlenen soganlar, diger
uygulamalarda da oldugu gibi steril kabin igerisinde 6nce %70'lik etanolde,
sonra %0.1'lik HgCl, ¢ozeltisinde 3, 4 ve 5 dakika siirelerde sterilizasyon

islemine tabi tutulmuslardir.
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Dérdiincii yontemde s6z konusu fungusit konsantrasyonu daha artirilarak
baslangicin yirmi katina, yani %1.2 ye ¢ikarilmistir. %21.2'lik Benolex
icerisinde yarim saat bekletilerek dilimlenen soganlar, kabinde %70'lik
etanolde bir dakika bekletilmenin ardindan %0.1'lik HgCl,'de 5 dakika siireyle

calkalanmislardir.

Steril edilen sogan dilimleri steril pens ve bisturi yardimi ile 2-3 mm
kalinliginda dikey olarak kesitlere ayrilmis ve farkli dozlarda BAP ve NAA ile
modifiye edilmis 60 g/l siikroz iceren, FS1, FS2, FS3 ve FS4 kodlu (Cizelge

3.1) MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmislardir.

3.2.2.4. Govde eksplantlarinda sterilizasyon calismalari

F. imperialis siirgiinlerinden yesil yapraklarin uzaklastirilmasi ile elde
edilen govde kisimlar1 1 dakika siiresince deterjanli suda yikanarak 15 dakika
boyunca akan suyun altinda durulanmis, boylelikle 6n yikama islemleri
tamamlanmistir. On yikamanin ardindan steril kabin igerisinde %0.1°lik HgCl,
cozeltisi ile 6 dakika ¢alkalanmislar ve ii¢ kez steril su ile durulanmislardir.
Durulanan govde kisimlarindan steril pens ve bisturi yardimiyla 1 mm
kalnliginda yatay govde kesitleri (TCL-Ince Hiicre Tabaka) alinarak besin

ortamlarina aktarilmiglardir.

3.2.2.5. Kok eksplantlarinda sterilizasyon calismalari

F. imperialis soganlarimin denemelerde kullanilmasina kadar gecen
muhafaza siireci igerisinde soganlarin iizerinde kendiliginden gelisen kokler
kesilerek, %50 konsantrasyonda NaOCI ile 4 dakika muamele edilmis ve ¢
kez steril suda durulanmislardir. Daha sonra farkli dozlarda NAA ve 2,4-D
oksinlerinin eklendigi MS besin ortamlarinda (K1, K2, K3 ve K4 kodlu
ortamlar) (Cizelge 3.3) yaklasik 1 cm uzunlugunda parcalar halinde kiiltiire
alimmiglardir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. F. imperialis soganlarimin muhafaza siireci igerisinde, soganlarin {izerinde

kendiliginden geligsen koklerden alinan 1 cm uzunlugunda eksplantlar
3.2.3. Eksplantlarin kiiltiire alindig1 besin ortamlari

Gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda kullanilan besin ortamlar1 Cizelge
3.1, Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’de gosterilmektedir. MS ve B5 (Gamborg et al.,
1968) temel besin ortamlar1 60 g/l siikroz igcerecek sekilde hazirlanarak, pH
degeri diistik ise NaOH, ytiksek ise HCI kullanilarak 5.8’e ayarlanmiglardir. pH
degerleri ayarlandiktan sonra 3 g/l Gelrite® (Duchefa) ile katilastirilan besin
ortamlarmm 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilizasyonlari

gergeklestirilmistir.

Sogan pul eksplantlar1 i¢in kullanilan besin ortamlar1 ve igerikleri
Cizelge 3.1°de, yesil yapraklar i¢in kullanilan besin ortamlar1 ise Cizelge
3.2°de gosterilmistir. Govde kisimlari ile yapilan TCL calismalari i¢in FS1,
FS2, FS3, FS4, FS5, FS6, FS7 ve FS8 kodlu besin ortamlari, petal yapraklar
icin ise FS1, FS2, FS5, FS6, FS7 ve FS8 kodlu ortamlar kullanilmislardir
(Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2). Ayrica kok eksplantlar1 Cizelge 3.3’de gosterilen
K1, K2, K3 ve K4 kodlu besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Denemelerde

tekerriir basina 6-9 eksplant kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. Sogan pul eksplantlar i¢in kullanilan besin ortamlar1

Besin . .

KOD Ortam: Siikroz Miktar1 (g/) | BAP (mg/l) | NAA (mg/l)
FS1 MS 60 2.0 0.25
FS2 MS 60 1.0 0.5
FS3 MS 60 - 1.0
FS4 MS 60 - 2.0

Cizelge 3.2. Yesil yaprak eksplantlari i¢in kullanilan besin ortamlari
op | Besin | SHKFOZ | BAp | Kin | TDZ | NAA | IAA
Ortam g/l (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mgll)
FS5 MS 60 1.0 - - 0.5 0.4
FS6 MS 60 0.1 - - 0.5 0.4
FS7 B5 60 1.0 - - 0.5 0.4
FS8 B5 60 0.1 - - 0.5 0.4
FS9 MS 60 - 1.0 - 0.5 0.4
FS10 MS 60 - - 1.0 0.5 0.4
Cizelge 3.3. Kok eksplantlari i¢in kullanilan besin ortamlari
KOD Besin Siikroz NAA 2,4-D
Ortam Miktan (g/l) (mg/l) (mg/l)
K1 MS 30 1.0 1.0
K2 MS 30 1.0 2.0
K3 MS 30 2.0 1.0
K4 MS 30 2.0 2.0
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3.2.4. Kiiltiir kosullar:

Denemeler, 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta (3.500 lux
altinda) ve 24°C + 1 sicaklikta inkiibasyona birakilmiglardir. Govde
eksplantlar1 ile kurulan TCL denemeleri ve kok denemeleri ayrica karanlik

kosullarda da birakilmislardir.
3.2.5. istatistiksel degerlendirme

Ug tekerriirlii olarak kurulan denemelere ait sonuglar, tek faktodrlii (besin
ortami) ve iki faktorlii (kiiltir kosulu*besin ortami) tesadiif parselleri deneme
desenine gore TARIST (Acikgdz vd., 2004) istatistik programi kullanilarak

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Topraga Dikilen Soganlarin Gelisimleri

5-6 cm capindaki 6 adet F. imperialis sogani saksilara dikildiklerinden

itibaren 12 haftanin sonunda, soganlarin 4’tinde ilk filizlenmeler kaydedilmistir

(Sekil 4.1 a-d).

Sekil 4.1. Soganlarin dikiminden 12 hafta sonra elde edilen F. imperialis siirgiinlerinin
goriiniimleri, a) birinci siirgiin, b) ikinci siirgiin, ¢) liglincii siirgiin, d) doérdiincii

surgun.



30

Dikimden 15 hafta sonra yapilan 2. gozlemde ilk filizlenen soganda

cigceklenmenin basladigi kaydedilmistir (Sekil 4.2, sag on).

Sekil 4.2. Dikimden 15 hafta sonra F. imperialis’de siirgiin durumu ve ¢igeklenme.

Soganlarin dikiminden 18 hafta sonra ise 6 adet sogandan 4’iinde

turuncu renkli ¢igekler elde edilmistir (Sekil 4.3 a-f).

VAR ) R ()
Sekil 4.3. 18 haftanin sonunda biiyiimekte olan ters laleler, a-d) ¢igeklenmis bitkiler,

e-f) gelismenin olmadig1 soganlar.
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4.2. Sterilizasyon Calismalar1 ve Kararma

4.2.1. Yesil yaprak eksplantlar ile kurulan sterilizasyon ¢alismalar:

ve kararma durumlari

6 farkl: sterilizasyon yonteminin uygulandigi, 12 hafta siireyle in vitro’da
kiiltiire alinan yesil yaprak eksplantlarinda en basarili sterilizasyon sonucu
(%100), %50’1ik NaOCI ile 6 dakika siireyle ¢alkalanan eksplantlarda elde
edilmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.4). En diisiik kararma oranina (%38.46) ise 4
dakika stireli %50 NaOCIl uygulamas: ile ulagilmig, ayrica bunu takip eden
ikinci en disiik kararma orani (%46.15) da yine NaOCl’nin kullanildigi
yontemle ortaya c¢ikmistir. Sterilizasyon yontemleri i¢in yapilan istatistiki

degerlendirmede anlamli bir fark yakalanmamustir.

Cizelge 4.1. Sterilizasyon yontemlerinin sterilizasyon bagari durumlart (%) ve kararma

yiizdeleri (%)
Sterilizasyon Yontemi Sterilizasyon (%) Kararma (%)
15R 95.24 78.95
15G 89.47 84.21
30R 84.20 73.68
30G 77.27 77.27
4NaOCl 92.31 38.46
6NaOCl 100.00 46.15

En yiiksek kontaminasyon orani, 30 dakika siireyle gerceklestirilen G
sterilanti muamele isleminde bulunmustur. Glimiis nanopartikiil ¢ozeltilerinde,
30 dakika siiren sterilizasyon islemlerinin 15 dakika siiren Sterilizasyon
islemlerine kiyasla beklenenin aksine daha diisiik sterilizasyon oranina sahip
olmalari, bu siiregte nanopartikiillerin bozunmaya ugradiklar1 ve etkinliklerini

kaybettikleri olasiligini diisiindirmektedir.
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NaOCl ile gerceklestirilen sterilizasyon islemlerinde ise beklenildigi gibi
sterilant ile muamele siiresi arttirildiginda kontaminasyon orani diismiis, ancak

bununla birlikte kararma orani artmistir.

12 Haftalik Kiiltiir Sonrast Farklr Sterilizasyon Tekniklerinin Yesil
Yaprak Eskplantlarinda Kararma Uzerine Etkileri

100,000 -

80,000 v &
m Kararma (%)
% 60,000 -
Sterilizasyon
4 .
0,000 %)
20,000 -

,000
30G 4NaOC| 6NaOCI

Sterilizasyon Y ontemleri

Sekil 4.4. Yesil yaprak eksplantlarina uygulanan sterilizasyon yontemlerine ait 12 haftalik

kiiltiir sonrasinda sterilizasyon yiizdeleri.

4.2.2. Petal yaprak eksplantlar ile kurulan sterilizasyon calismalar:

ve kararma durumlari

4 dakika boyunca %50°lik NaOCl ile sterilizasyon islemi: Bu islem,
toplam 57 adet petal eksplantina uygulandiktan sonra 8 farkli besin
ortaminda kiiltiire alinmiglardir. 57 adet eksplantin 40 tanesi kontamine

olmus, sterilizasyon yiizdesi ise %29.82 olarak bulunmustur (Sekil 4.5).

6 dakika boyunca %50’lik NaOCl ile sterilizasyon islemi: 14 adet
eksplanta uygulanmis ve bunlardan 5 tanesinin kontamine olmasiyla,
sterilizasyon yiizdesi %64.29 (9/14) olarak tespit edilmistir (Sekil 4.5).
NaOCl ile muamele siiresinin uzamasi sterilizasyon basarisinda artisla

sonuglanmistir. Siirenin uzamasi ile kararma orani da artma gostermistir

(Sekil 4.6).
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Petal Eksplantlar1 Uzerinde Farkli Sterilizasyon Tekniklerinin
Karsilastirilmalari

80,000 -

60,000 -

% 40,000
20,000 -
,000

4 dakika %50 NaOCIl 6 dakika %50 NaOClI

m Steril Eksplant (%)

Sekil 4.5. Petal eksplantlari tizerinde farkli sterilizasyon tekniklerinin karsilagtirilmasi.

12 Haftalik Kiiltlir Sonras1 Farkli Sterilizasyon
Tekniklerinin Petal Yaprak Eksplantlarinda Kararma
Uzerine Etkileri
70,000 + .
& Steril
60,000 - Eksplant
(%)
50,000 -
40,000 -

% m Kararma
30,000 - (%)
20,000 -

10,000 -
,000 r i
4 dakika %50 NaOCl 6 dakika %50 NaOCI

Sekil 4.6. Petal yapraklarinda sterilizasyon yontemlerine gére sterilizasyon basarisi ve

kararma oranlari.

4.2.3. Petal yaprak ve yesil yaprak eksplantlarnmin NaOCI ile

sterilizasyon basarilar:

NaOCl’ye dayali aynmi sterilizasyon yontemlerinin uygulandigi petal

yaprak ve yesil yaprak eksplantlari arasinda sterilizasyon basarilar1 ve kararma
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oranlari1 farklilik gostermistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Yesil yaprak
eksplantlarinda sterilizasyon basaris1 daha yiiksek bulunurken (%2100), petal
yapraklarinda ise kararma orani daha yiiksek (%64.29) tespit edilmistir.

Petal Yaprak ve Yesil Yaprak Eksplantlarinin NaOCl ile
Sterilizasyon Basarilari
100,000 -
80,000 - @ Petal
yapraklar
60,000 - .

% - Y: srlzilklar
40,000 - yap
20,000 -

,000 T .
4 dakika %50 NaOCI 6 dakika %50 NaOCI

Sekil 4.7. Petal yaprak ve yesil yaprak eksplantlarinin NaOCl ile sterilizasyon basarilari.

Kararma Oranlarmin Eksplant Tipine Gore

Kargilagtirilmalart
80,000 - & Petal
yapraklar
60,000 -
9440.000 - B Yesil
740, yapraklar
20,000 -
,000

4 dakika %50 NaOCl 6 dakika %50 NaOCI

Sekil 4.8. Kararma oranlarinin eksplant tipine gore karsilastiriimalari.
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4.2.4. Sogan eksplantlarinda sterilizasyon calismalar1 ve kararma

durumlari

Denemeye alinan sogan parcalariyla yapilan g¢alismalarin ¢ok biiyiik
cogunlugunda etkili bir sterilizasyon yontemi tespit edilememistir.

Eksplantlarin tamamina yakini kontamine olmus ve kararmistir.

4.2.5. Govde eksplantlarinda sterilizasyon calismalar1 ve kararma

durumlari

F. imperialis bitkisinin yapraksiz gévde kisimlarindan aliman 1 mm
kalinligindaki eksplantlar (TCL), 6 dakika siireyle %0.1 konsantrasyonda
HgCl, ile muamele edildiklerinde %100 sterilizasyon basarist saglanmis, ancak

bu eksplantlarin higbirisinde bir gelisme gdzlenememistir.

4.2.6. Kok eksplantlarinda sterilizasyon c¢alismalar1 ve kararma

durumlari

F. imperialis soganlarimin depoda muhafaza siirecinde kendiliginden
gelistirdikleri koklerin baglangi¢ eksplanti olarak kullanildigi denemelerde,
%350 konsantrasyonda NaOCl ile 4 dakika boyunca muamele edilerek kiiltiire
alman 144 adet kok ekplantindan sadece 16 tanesi kontamine olmustur.
Dolayisiyla %89.12 oraninda bir sterilizasyon basarisi elde edildiginden (Sekil

4.9) baska sterilizasyon yontemlerinin denenmesine gerek goriillmemistir.

Kiltire alinan ekplantlarin biiyiik ¢ogunlugunda kararma (%54.42)
gozlenmisse de (Sekil 4.9) kararan eksplantlar lizerinde kallus rejenerasyonlari
meydana gelmistir. Sekil 4.10 incelendiginde karanlik kosullarda kiiltiire alinan
kok eksplantlarinin (%100-%66.67), aydinlik kosullarda kiiltiire alinanlara gore
daha yiiksek oranda karardiklari goriilmektedir. Aydinlik kosullarda ise en
diisiik kararma ytizdesi kok eksplantlarinda %40.00 olarak belirlenmistir.
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Kok Eksplantlarinin NaOCl ile Sterilizasyon Basarilari
ve Kararma Oranlari
89.12
100,000 ~
54.42
%
50,000 -
,000 . .
Steril eksplant Kararma (%)
(%)

Sekil 4.9. Kok eksplantlarinin NaOCl ile sterilizasyon basarilari ve kararma oranlart.

Farkli Besin Ortamlarinda ve Farkli Fotoperiyot
Kosullarinda Kok Eksplantlarinin Kararma Yiizdeleri (%)
100,000
100,000 -
78.57
80,000 - 71.43 66.67
60,000 - 5 55.56
% 44.44 40.00
40,000 -
20,000 -
,000
K1|K2|K3|K4| |K1|K2|K3|K4|
AYDINLIK KARANLIK

Sekil 4.10. Farkli besin ortamlarinda ve fotoperiyot kosullarinda koék eksplantlarinin

kararma durumlari.

4.3. Rejenerasyon Bulgular:

4.3.1. Yesil yaprak eksplantlar ile yapilan ¢alismalarin 12 haftahk

kiiltiir periyodu sonundaki rejenerasyon sonuclari

Kiiltiire alinan 1’er cm®’lik yesil yaprak eksplantlarinda yaklasik 4 hafta
sonra sisme ve kallus baglangiclari gozlenmistir (Sekil 4.11a). Kiiltiirtin 12.

haftasinda ise 0.1 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA + 0.4 mg/l IAA igeren MS besin
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ortaminda (FS6) %40.00 oraninda embriyogenik kallus olusumunun yani sira

embriyogenik olmayan kallus olusumlart (%60.00) da gergeklesmistir (Sekil
4.11b ve Sekil 4.12).

Sekil 4.11. Kiiltiire alinmig yesil yaprak eksplantlari, a) Kiiltiiriin heniiz baglangicinda sisme
halindeki eksplant, b) 12 haftalik kiiltiir periyodu sonunda embriyogenik olmayan

kallus olusumlari.

Sekil 4.12. 12 haftalik kiltiir periyodu sonunda yesil yapraklardan embriyogenik kallus

rejenerasyonlart.

Kararma oranlari, besin ortamlarma gore ¢ok belirgin bir farklilik
gostermemistir ve %60.00 ile %85.71 araliginda degismistir (Sekil 4.13). En
yiiksek kallus olusturan yesil yaprak eksplant yilizdeleri sirasiyla %59.26,
%43.33 ve %42.86 olarak FS7, FS6 ve FS9 ortamlarindan elde edilmistir (Sekil
4.13 ve Cizelge 4.2). Bu besin ortamlarini, FS10 kodlu TDZ igeren besin
ortam1 %38.10 ile takip etmistir. Kallus rejenerasyonunun gergeklestigi yesil

yaprak eksplant yiizdesine bakildiginda, diisiik konsantrasyonda BAP igeren
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MS temelli besin ortam1 (FS5-%30.00) ile yiiksek konsantrasyonda BAP igeren

ancak B5 temelli olan FS8 ortami1 (%30.00) en basarisiz sonucu vermistir.

En yiiksek kallus olusumunun elde edildigi ortamlar olan FS6 ve FS7
kodlu besin ortamlarinda, somatik embriyo olusturan yesil yaprak eksplant
yiizdeleri; sirastyla %40.00 ve %33.33 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Siirgiin olusturan yesil yaprak eksplant yiizde degerleri, kullanilan besin
ortamlarinda %5.00 ile %26.67 aralifinda degisim gosterirken, bu degerler
sirastyla FS8 ve FS5 ortamlarinda elde edilmistir (Cizelge 4.2). Ayrica
denemelerde, yesil yaprak eksplanlarinda siirgiin olusturan kallus ylizdesi en
yiikksek FS5 besin ortaminda %88.89 ve FS10 ortaminda ise %62.50 olarak
belirlenirken, en yiiksek embriyogenik kallus oranlar1 FS6’da %92.31 ve
FS5°te %66.67 olarak saptanmistir (Cizelge 4.2).

Yesil yaprak eksplantlari ile yapilan denemelerden elde edilen verilerin,
3 tekerrtirlii tesadiif parselleri deneme desenine gore degerlendirilmeleri ile
gerceklestirilen varyans analizi sonucunda, besin ortami interaksiyonlar1 LSD

siiflandirmasina gére anlamli bulunmamustir.

12 Haftalik Kiiltlir Sonrast Farkli Besin Ortamlarinin Yesil
Yaprak Eksplantlarinin Karsilagtirilmalar

90,000
80,000 WFS5
70,000 EFS6
60,000 BES7
o 0,000
40,000 BFS8
30,000 BFS9
20,000
10,000 mFS10
,000
Kararan Yesil Kallus Siirgiin Somatik
Yaprak Olusturan Olusturan Embriyo

Eksplant1 (%)  Yesil Yaprak  Yesil Yaprak Olusturan
Eksplant1 (%) Eksplantt (%)  Yesil Yaprak
Eksplant1 (%)

Sekil 4.13. 12 haftalik Kiiltiir Sonrasi Farkli Besin Ortamlarinin Karsilastirilmalari.
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Cizelge 4.2. 12 haftalik kiiltiir sonras farkli besin ortamlarinda meydana gelen kararan yesil
yaprak eksplant yiizdesi (%), kallus olusturan yesil yaprak eksplant yiizdesi
(%), somatik embriyo olusturan yesil yaprak eksplant yiizdesi (%), siirgiin
olusturan yesil yaprak eksplant yiizdesi (%), yesil yaprak eksplantlarindan

stirglin olusturan kallus yiizdesi (%) ve embriyogenik kallus orani (%)
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p
FS5 60.00 30.00 20.00 26.67 88.89 | 66.67
FS6 70.00 43.33 40.00 23.33 53.85 | 92.31
FS7 62.96 59.26 33.33 22.22 37.50 | 56.25
FS8 75.00 30.00 15.00 5.00 16.67 | 50.00
FS9 85.71 42.86 14.29 19.05 44.44 | 33.33
FS10 61.90 38.10 23.81 23.81 62.50 | 62.5

Yesil yaprak eksplantlarinin kiiltiire alindiklar1 besin ortamlarinin
hepsinde, farkli oranlarda kalluslar rejenere olmuslardir (Sekil 4.13). Bu

kalluslar iizerinde de kendiliginden hem siirgiin, hem de somatik embriyo
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gelisimleri meydana gelmistir. MS temelli besin ortamlarinda (FS5 ve FSG6)
olusan kalluslarin, B5 temelli besin ortaminda (FS7 ve FS8) olusan kalluslara
gore, hem siirgiin hem de somatik embriyo rejenerasyonlarina daha elverisli
olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.14).

12 Haftalik Kiiltiir Sonras1 MS-B5 Temeli Farkli Besin
Ortamlarimin Karsilastirilmalar
100,000 - 928l 88.89
| FS5-MS
80,000 - 66.6
. 53.85 H FS6-MS
60,000 - 0
% . mFS7-B5
40,000 -
m FS8-B5
20,000 -
,000 .
Embriyogenik Kallus Siirgiin Olusturan
Orani (%) Kallus Orani (%)

Sekil 4.14. Farkli besin ortamlarinda gelisen kalluslar arasinda embriyogenik kallus orani (%)

ve siirgilin olusturan kallus orani (%) .

1 mg/l konsantrasyonlarda farkl tipte sitokininler (BAP, Kin ve TDZ)
ile birlikte 0.4 mg/l IAA + 0.5 mg/l NAA’nin eklendigi MS temelli besin
ortamlarinda (sirasiyla FS5, FS9 ve FS10) kiiltiire alman yesil yaprak
eksplantlarinda kallus, siirglin ve somatik embriyo rejenerasyonlarr Sekil
4.15°de goriilmektedir. Buna gore, farkl: sitokinin tipleri karsilastirildiginda, en
yiiksek kallus olusturan eksplant oranlari (sirasiyla %42.86 ve %38.10) Kin ve
TDZ igeren besin ortamlarinda (FS9 ve FS10 kodlu) elde edilirken, siirgiin
olusturan eksplant orani ise en iyi (%26.67) ile BAP iceren besin ortaminda

(FS5) ortaya ¢ikmustir (Sekil 4.15).
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12 Haftalik Kiiltiir Sonras1 Farkl1 Tipte Sitokinin Igeren MS
Besin Ortamlarinin Karsilastirilmalari
50,000 - 42.86 mFS5
38.10
40,000 - m FS9
o 26.67
?30,000 - AR mFS10

20,000 -

10,000 -

,000 . .
Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan
Eksplant Yiizdesi (%) Eksplant Yiizdesi (%)

Sekil 4.15. Farkli tipte sitokinin (BAP, Kin, TDZ) i¢eren MS besin ortamlarinda Kkallus
olusturan yesil yaprak eksplant yiizdesi (%) ve siirgiin olusturan yesil yaprak eksplant yiizdesi
(%).

4.3.1.1. 12 hafta sonunda altkiiltiire alinan kalluslar

Yesil yaprak eksplantlarmin kiiltiire alinmalart ile 12 hafta sonra FS5,
FS6, FS7 ve FS8 kodlu besin ortamlarinda rejenere olan embriyogenik
kalluslar, kesilerek pargalara ayrilmis ve ilk kiiltiire alindiklar1 besin ortami
igeriklerinin oldugu besin ortamlarinda altkiiltiire alinmiglardir. Altkiiltiirden 6
hafta sonra embriyogenik kalluslarin gelisimleri ve siirglin rejenerasyonu

durumlar1 degerlendirilmistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.16).

En fazla siirgiin sayis1 87 adet ile FS6 besin ortaminda saptanmistir. En
diisiik sayida siirgiin rejenerasyonu ise Sekil 4.16’da goriildiigi gibi FS8 kodlu
besin ortammda 1 adet olarak tespit edilmistir. Ikinci en diisiik siirgiin
rejenerasyonu da FS7 kodlu besin ortaminda 14 adet olarak belirlenmistir. Bu
besin ortamlarinda kiiltiire alinan 108 adet eksplanttan toplamda 146 adet
siirglin olmak iizere yesil yaprak eksplanti basina 1.35 adet siirgiin rejenere
olmustur. En yiiksek siirgiin sayisinin elde edildigi FS6 kodlu besin ortaminda
gelisen 87 siirgiinden 34 adedinde (%39.08) camsilasma goriilmiistiir. En
yiksek camsilasma ise %78.57 ile FS7 besin ortaminda rejenere olan

stirgiinlerde gézlenmistir.
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ortamlarina gore rejenere olan siirgiin sayilar (adet)

Rejenere Olan Toplam
Camsilasmis
Besin Ortam Saghkh Siirgiin Siirgiin Sayisi
Siirgiin Sayis1 (adet)
Sayisi (adet) (adet)
FS5 30 14 44
FS6 53 34 87
FS7 3 11 14
FS8 0 1 1
Toplam 86 60 146

Adet

Altkiiltiire alinan kiiltiirlerde saglikli ve camsilagsmuis siirgiin

sayilari

80 -

70 -

60 -

mFES5

50 -

40 +

30 -
20 A
10 -

mFS6
mFS7
m FS8

Saglikli Rej. Siirgiin

Camsilagmig Siirgiin

Toplam Siirgiin

Sayist

Sekil 4.16. 12. Haftada altkiiltiire alinan embriyogenik kalluslar iizerinde 6 hafta sonra elde

edilen saglikli ve camsilagmis siirgiin sayilart (adet).
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4.3.1.2. Altkiiltiire alinmavip 36 haftalik kiiltiiriinii tamamlayan

kalluslar

Yesil yaprak eksplantlarmin in vitro kiiltire alinmalarindan itibaren
altkiiltiirleme yapilmadan 36. haftalari1 tamamlayan kalluslar tizerinde 3-8
mm arasi1 ¢aplarda soganciklarin gelistigi gézlenmistir (Sekil 4.17 ve Sekil
4.18). B5 temelli ortamlarin (FS7- 51 adet ve FS8- 9 adet) sogancik
rejenerasyonunda daha basarili sonuglar verdikleri Cizelge 4.4’de belirtilen
rejenere toplam sogancik sayisindan anlagilabilmektedir. Bu ortamlar arasinda
ise goreceli olarak yiiksek miktarda BAP (1 mg/l) iceren besin ortaminda
(FS7), diistik miktarda (0.1 mg/l) BAP’l1 besin ortaminda (FS8) elde edilen
sogancik sayisinin  5.67 katt kadar daha fazla sogancik rejenerasyonu
gerceklesmistir (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). Bu ¢alismada, 5-8 mm ¢apindaki
sogancik olusumlari, 3-4 mm c¢apindaki soganciklara gére 36 haftalik kiiltiir

sonunda daha fazla sayida elde edilmistir.

1 12 13

10

Sekil 4.17. Altkiiltiire alinmayan kalluslardan 36 hafta sonra rejenere olan soganciklar.
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Cizelge 4.4. Altkiiltiire alinmayan yesil yaprak kokenli kalluslardan 36 hafta sonra sogancik

rejenerasyonu®
Yesil Yaprak Kokenli | Kiiltiire Alinan
) Kalluslardan Yaprak Eksplanti
Sogancik Biiyiikliikleri Besin ]
Rejenere Olan Basina Dolayh
(mm) Ortam
Toplam Segancik Olarak Elde
Sayis1 (adet) Edilen Sogancik
Sayis1 (adet)
FS5 0 0.00
3-4 mm Capindaki FS6 0 0.00
Kiigiik Soganciklar
FS7 20 0.74
FS8 4 0.20
FS5 2 0.07
5-8 mm Capindaki ri Fse 0 0.00
Soganciklar Fs7 31 115
FS8 5 0.25
FS5 2 0.07
FS6 0 0.00
Toplam
FS7 51 1.89
FS8 9 0.45
Toplam 62 241

*Tekerriirlerde yesil yaprak eksplant sayisi: 9
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Sekil 4.18. Rejenere olan bazi soganciklarin tiipte ve mikroskop altinda goriintimleri.

60 -
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< 40 -
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0 ST A A A
FS5 | FS6 | FS7 | FS8 | FS5 | FS6 | FS7 | FS8 | FS5 | FS6 | FS7 | FS8

3-4 mm Capindaki 5-8 mm Capindaki Iri Toplam
Kiigiik Soganciklar Soganciklar

Sekil 4.19. 36 haftalik kiiltirde rejenere olan soganciklarin (adet) besin ortamlarina goére

dagilimlari.
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Sekil 4.20. Kiiltiire alinan yesil yaprak eksplanti bagina dolayli yoldan elde edilen sogancik
sayilar1 (adet).

4.3.2.Petal Yaprak Eksplantlan1 ile Yapilan Calismalarin Rejenerasyon

Sonuclari

Kiiltire alinan petal eksplantlarinda, 12 hafta sonra dip kisimlarinin
etrafinda gelisen embriyonik olmayan kalluslardan bazilar1 Sekil 4.21°de
gosterilmigtir.  Bu kalluslarin  kullanilan farkli besin ortamlarina gore
dagilimlar1 ve eksplantlarin bu ortamlarda gosterdikleri kararma oranlar1 Sekil

4.22’de gosterilmistir.

Sekil 4.21. Petal eksplantlarinda 12 hafta sonra gelisen ve embriyonik olmayan kalluslar.
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Petal Eksplantlarindan Kallus Rejenerasyonu (%)
70,00 +
60,00 - m Kararma (%)
50,00 -
40,00 - 33,30
%
30,00 4 0,00 = Kallus
20,00 - ! Olusturan Petal
Eksplant
10,00 1 00 00 00 Yiizdesi (%)
,00 r . : . .
FS1 FS2 FS5 FS6 FS7 FS8

Sekil 4.22. Kallus olusturan petal eksplant yiizdesi (%) ile kararma yiizde (%) degerleri.

12 hafta sonra embriyonik olmayan bu kalluslar, bilylime diizenleyicisi
icermeyen 60 g/l siikroz konsantrasyonuna sahip B5 veya MS temel besin
ortamlarinda altkiiltiire alinmislardir. Biiyiime diizenleyicisi igermeyen temel
besin ortamlarinda altkiiltiire alinan bu kalluslarda diisiik miktarlarda da olsa

dahi somatik embriyo ve siirgiin gelisimleri tesvik edilebilmistir (Sekil 4.23).

Sekil 4.23. Petal kokenli kalluslarda somatik embriyo ve siirgiin geligimleri.

Rejenere olan siirgiinlerden bazilar1 oldukca kalin gdvdeli ve coklu
yaprakli olarak gelismeye devam etmisler (Sekil 4.24), devam eden altkiiltiir

periyodu sirasinda tam bir F. imperialis bitkisi gibi, bir gbévde lizerinde
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yerlesmis st yapraklart ve asagi kisimda ise daha genis yiizeye sahip alt
yapraklari olusturmuslardir (Sekil 4.25).

Sekil 4.24. Petal kokenli kalluslarda gelisen kalin g6vdeli siirgiinler.

¥
1 #

N,

-

Sekil 4.25. Bir govde iizerinde yerlesmis {ist yapraklar ve daha asagi kisimda alt yapraklar

olusturmus stirgiin.
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4.3.3. Kok eksplantlar1 ile yapilan cahsmalarin rejenerasyon

sonuclari

Calismada farkli kompozisyonlardaki besin ortamlarinda kiiltiire alinan
kok eksplantlarinin bir kismi karanlik kosullarda, diger bir kismi ise
fotoperiyot (3500 lux 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik) kosullar1 altinda inkiibe
edilmislerdir. Bu kosullarda gerceklesen kallus rejenerasyonlarina ait veriler
Cizelge 4.5°te gosterilmistir. Fotoperiyot kosullarinda kiiltiire alinan kok
eksplantlarinda, kallus olusturan eksplant yiizdesi %18.99 iken, karanlik

kosullarda kiiltiire alinanlarda bu sonug %13.06 olarak tespit edilmistir.

Fotoperiyot kosullarinda ve K2 kodlu besin ortaminda kiiltiire alinan 1’er
cm uzunlugundaki kok eksplantlarindan %33.3’e varan oranda kallus
rejenerasyonu gerceklestirilebilmistir Aydinlik kosullarda kiiltiire alinan
eksplantlarda rejenere olan kalluslarin tamami embriyogenik kallus olmakla
birlikte (Sekil 4.26), karanlik kosullarda rejenere olan kalluslardan da sadece
bir tanesi hari¢ digerleri embriyogenik formda olusmustur (Sekil 4.27). Sekil
4.26 ve Sekil 4.27 de goriildiigii tizere ana eksplantlar oldukc¢a kararmigsa da
bu durum kallus gelisimi i¢in bir olumsuzluk yaratmamistir. Aydinlik ve
karanlik kosullarda gergeklesen kallus rejenerasyonlart (Sekil 4.26 ve Sekil

4.27) incelendiginde aydinlik kosullarda rejenere olan kalluslarin daha iyi

gelistikleri gozlenebilmektedir.

Sekil 4.26. Aydinlik kosullarda kok eksplantlarinda gelisen kalluslar, a-d) embriyogenik
kalluslar.
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Sekil 4.27 Karaklik kosullarda kok eksplantlarinda gelisen kalluslar, a-c) embriyogenik

kalluslar, d) embriyogenik olmayan kallus.

Farkli kompozisyonlardaki besin ortamlarinda kiiltiire alinan kok
eksplantlarinda karanlik ve fotoperiyot kosullarda gergeklesen kallus
rejenerasyonlarina ait veriler Cizelge 4.5’te gosterilmistir. Kok eksplantlar
denemelerinden elde edilen verilerin gergeklestirilen varyans analizi
sonucunda, besin ortami ve besin ortamr*kiiltiir kosulu interaksiyonlar1 anlaml
bulunmamistir. Ancak kiiltiir kosulu (fotoperiyot ve karanlik) faktori %1
diizeyinde Onemli bulunmustur (Cizelge 4.6). LSD smiflandirmasina gore
kallus olusumunun en fazla (%18.99) oldugu fotoperiyot kosullar1 1. grupta yer
alirken, karanlik kosul 2. grupta (%13.06) yer almistir.

Cizelge 4.5. Fotoperiyot ve karanlik kiiltiir kosullarinda, farkli besin ortamlarinda kiiltiire

alman kok eksplantlari arasinda kallus rejenerasyonu goriilen kok eksplanti

yiizdesi (%)
Fotoperiyot Kosul Karanhk Kosul
Besin Kallus Olusturan Eksplant Kallus Olusturan Eksplant
Ortam Yiizdesi (%) Yiizdesi (%) ORT

T1 T2 T3 Ort. T1 T2 T3 Ort.
K1 16.67 | 50.00 0 22.23 | 13.33 | 12.00 | 8.00 | 11.11 j 16.67
K2 33.33 | 16.67 | 50.00 | 33.33 | 11.67 | 11.67 | 10.00 | 11.11 § 16.86
K3 33.33 0 0 11.11 | 28.33 | 28.33 | 26.67 | 27.78 } 19.44
K4 0 33.33 | 16.67 | 16.67 0 16.67 0 5.56 | 11.12

ORT 18.99a 13.06b

*Kiltlire alinan kok eksplanti sayisi her tekerriirde 6 adet olmak iizere deneme bagina 18’dir.
**Kiiltir kosullart igin HKO degeri 126.876; LSD degeri 12.554’dir
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Cizelge 4.6. Kok eksplantlarinin, karanlik ve fotoperiyot kosullarinda farkli besin ortamlarinda
kiiltire alinmalar1 sonucunda kallus rejenerasyonu goriilen kdk eksplanti

yiizdeleriyle ilgili varyans analiz sonuglar1

F F
Serbestlik | Kareler | Kareler |Bulunan | Tablo | Tablo
Varyasyon kaynagi .
derecesi | toplamu | ortalamasi | F degeri | degeri | degeri
(9%65) | (%01)
Kiiltiir Kosulu 1 945.173 | 945.173 7.450* | 4.960 |10.040
Besin ortam 3 202.062 | 67.354 | 0.531ns | 3.710 | 6.550
Kiiltiir kosulu*Besin Ortam 3 457.549 | 152.516 | 1.202ns | 3.710 | 6.550
Hata 10 1268.756 | 126.876
Genel 17 2873.540| 169.032

*= 0:0,05 onemlilik diizeyi
**=0:0,01 6nemlilik diizeyi
ns= anlamsiz

Farkli konsantrasyonlarda NAA + 2,4-D igeren MS besin ortamlarinda
kiiltire alinmis kok eksplantlarinda en 1iyi kallus gelisimleri, aydinlik
kosullarda K2 kodlu besin ortaminda (%33.33), karanlik kosullarda ise K3
kodlu besin ortaminda (%27.78) elde edilmistir (Sekil 4.28).

Farkli Besin Ortamlarinda ve Farkli Fotoperiyot
Kosullarinda Kallus Uyarimi (%)

40,000 -
30,000 -
20,000 -
10,000 -
,000 ,
K1|K2|K3|K4| |K1|K2|K3|K4|
AYDINLIK KARANLIK |

Sekil 4.28 Farkli besin ortamlarinda ve farkli fotoperiyot kosullarinda kok eksplantlarinda

geligen kallus rejenerasyon durumlart.
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5. TARTISMA VE SONUC

Zambaklar (Liliaceae) ile yapilan doku kiiltiirii ¢aligmalarinda,
baslangi¢c materyali olarak ikiserli pullarina ayrilmis eksplantlar yaygin olarak
kullanilmaktadir (Gangopadhyay et al, 2010). F. imperialis’in de dahil oldugu
soganli bitkilerin doku kiiltlirii calismalarinda en c¢ok sogan pul parcalari
eksplant olarak kullanilmigsa da eksplant kaynagi olarak bitki soganlarinin
kullanilmas1 olduk¢a agir kontaminasyonlara sebebiyet vermekte ve her F.
imperialis soganinin ortalama 3-5 pul igermesi bu riski daha da arttirmaktadir.
Dolayisiyla, F. imperialis soganlarinin eksplant olarak kullanildigi literatiir
caligmalarinda uygun sterilizasyon ve organ rejenerasyonu i¢in mevcut

protokoller hala yetersiz kalmistir.

Yapilan bu c¢alismada, F. imperialis bitkisine ait sogan pul parcalari,
yesil yaprak, petal yaprak ve kok eksplantlar1 kullanilarak vejetatif yolla etkili
bir ¢ogaltim gerceklestirilmeye calisilmistir. Petal yaprak ve yesil yaprak
eksplantlarindan basarili sonuglar alinsa da, sogan pul pargalarinin
sterilizasyonlar1 i¢in basarili bir protokol gerceklestirilememistir. Toprakalti
organt olmasit dolayisiyla soganlarin  baslangic  materyali  olarak
kullanimlarindaki sterilizasyon zorluklar literatiirde de sikc¢a karsilasilan bir
durumdur. Girlek (2011), F. imperialis soganlarina denedigi ti¢ farkli
sterilizasyon yonteminde de eksplantlarin tiimiinii kontaminasyon nedeniyle
kaybetmistir. Bu yontemler deterjanli suda 6n yikama ve %70’lik etanolde
bekletme iglemlerinin ardindan; 1- Tween 20 iceren %50’lik hidrojen peroksit
ile muamele, ayrica %]1’lik PPM (Plant Protection Medium)’da bekletilerek
soganlarin parcalanmadan biitiin halde kiiltiire alinmasi, 2- Tween 20 igeren
%350’lik ticari ¢amasir suyunda muamele ve ayrica fungusit igeren saf suda
bekletilerek soganlarin parcalanmadan biitiin halde antibiyotik igeren besin
ortaminda kiiltire almmmasi, 3- %100’lik camasir suyu ile ylizey
sterilizasyonuna tabi tutulan soganlarin 5 x 5 mm? olacak sekilde parcalanarak
kiiltire alinmalar1 seklinde gerceklestirilmistir. Arastirmact soganlardaki
kontaminasyon sorunu nedeniyle ¢alismasina olgunlasmamis embriyolardan ve
in vitro ¢imlendirilen tohumlardan devam etmisse de bu eksplant kaynaginin

generatif kokenli bir materyal olusu, her embriyonun ayr1 bir bireyi temsil
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etmesi nedeniyle s6z konusu bu teknik tam bir vejetatif ¢ogaltmaya karsilik
gelmemektedir. Bu ¢ogaltim sekli, ticari olarak 6zel bir ¢esitten veya seg¢ilmis
bir klondan yapilacak vejetatif klonal ¢ogaltima olanak saglamayacagi igin
vejetatif dokulardan alinacak eksplantlardan yapilacak klonal ¢ogaltim teknigi

biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu calismada, yesil yaprak eksplantlarindan yesil sentez yoluyla elde
edilen glimiis nanopartikiil ¢ozeltileri ile yapilan sterilizasyon denemelerinde
%77 ile %95 arasinda degisen basar1 oranlari tespit edilmistir. %50’lik NaOCl
ile 6 dakika siiresince calkalanan yesil yaprak eksplantlarinda ise %100
sterilizasyon basaris1 saglanmistir ve kararma orant %38’e (4 dakika %50’lik
NaOCl yontemi ile) kadar diistiriilebilmistir. Dilik (2006) ise %30’luk ticari
camasir suyunda 15 dakika bekletme isleminin %2’lik kloramin ¢6zeltisinde 30
dakika bekletme islemine gore daha etkili bir sterilizasyon yontemi oldugunu
ifade ettigi calismasinda, %30’luk ticari ¢amasir suyunda 15 dakika ¢alkalama
isleminde %91 oraninda (kullanilan iki besin ortaminda toplamda elde edilen
sonug) steril eksplant elde edebilmistir. Ancak aragtirmanin ikinci yilinda
kullanilan biitiin gévde eksplantlar1 kontaminasyon nedeniyle kaybedilmistir.
Piyasada ticari formda temin edilebilen ve kimyasal olarak sentezlenmis giimiis
nanopartikiil ¢ozeltilerinin, doku kiiltiiriinde baslangic materyali olarak
kullanilacak eksplantlarin yiizey sterilizasyonunda kullanildigi ¢aligmalar son
yillarda ortaya ¢ikmaya baslamistir. Bu konudaki 6ncii bir ¢alisma Abdi et al.
(2008) tarafindan, Valleriana officinalis bitkisinde gergeklestirilmistir.
Arastirmacilar, yiizey sterilizasyonundan Once ve yiizey sterilizasyonundan
sonta NS “Nano-silver” soliisyonuna daldirdiklar1 eksplantlart ve ylizey
sterilizasyonu yapilmamis, yalnizca NS soliisyonuna daldirilmig eksplantlar
kiltire almislardir. Yiizey sterilizasyonu olmadan NS soliisyonu uygulamasi
kontaminasyon i¢in etkili bulunmamistir. Yiizey sterilizasyonundan 6nce NS
soliisyonu ile muamele edilen eksplantlarda sterilizasyon yiizdesi sadece %32
iken, ylizey sterilizasyonunu takiben ise 180 dakika boyunca 100 mg/L “Nano-
silver” (NanoCid ‘L2000’- iran) iceren NS soliisyonu muamelesinde %89
sterilizasyon basaris1 elde edilebilmistir. Ancak bu calismada NS soliisyonu
uygulamasi fungal kontaminasyonlar i¢in etkili bulunmamistir. Shokri et al.

(2014), 200 ppm konsantrasyonda Nano-silver ¢ozeltisine daldirdiklar1 giil
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nodlarinda %80 steril eksplant oranini elde etmislerdir. Caligmamizda, in vitro
kokenli Gentiana cruciata yapraklari ve Rubia tinctorum kallus ekstrakti
kullanilarak  yesil sentez  yoluyla sentezi gergeklestirilen  giimis
nanopartikiillerin uygulandig: ters lale bitkisi yesil yaprak eksplantlarinda %77
ile %95 arasinda sterilizasyon basarist ortaya konmustur. Yesil sentez ile elde
edilen giimiis nanopartikiillerinin yine bitki eksplantlarinin  ylizey
sterilizasyonunda kullanilmalar1 alaninda gerceklestirilen oncii bir calisma
olma niteligindedir. Bitkiler kullanilarak giimiis nanopartikiil iiretimi, diger
fiziksel ve kimyasal yontemlere gore daha diisiik maliyetli, dlcek biiyiitmeye
elverisli ve sentez sirasinda herhangi bir toksik kimyasal kullanimi
gerektirmeyen ¢evre dostu bir yontem olarak avantaj saglamaktadir (Malabadi
et al., 2012). Ozellikle bitkisel sistemler kullanilarak giimiis nanopartikiillerin
eldesi geleneksel kimyasal sentez yontemine gore daha ¢evre dostu, daha hizli
ve daha diisiik maliyetli olmas1 gibi ozellikleri ile giiniimiiziin ilgi c¢eken

basgliklarindan biri haline gelmistir (Tran et al., 2013).

Gergeklestirilen ~ ¢alismada, = NaOCl’ye  dayali  sterilizasyon
yontemlerinin uygulandig1 petal yaprak ve yesil yaprak eksplantlari arasinda
sterilizasyon basarilar1 ve kararma oranlar1 farklilik gostermistir. Petal
yapraklarda, kontaminasyon oraninin daha yiiksek olmasinin, siikroz igerikli
nektar salgisinin petal eksplantlari tizerindeki mikrobiyal yiikii arttirabilecegi
ihtimalinden kaynaklanabilecegi disiiniilmiistiir. Benzer sekilde petal
eksplantlarinda kararma oranlarinin da yiiksek olmasi petallerin daha hassas
yapida olmalart nedeniyle c¢alkalanma isleminden daha ¢ok zarar gormiis
olabileceklerinden kaynaklanabilecegi ifade edilebilir. Giirlek (2011), tarlada
ekili olan F. imperialis soganlarindan ilk ¢ikan yesil yapraklara uyguladig:
%70’lik etanolde 2 dakika bekletme ve ardindan %50’lik ticari ¢amasir suyu
(ACE) ile 10 dakika c¢alkalama seklinde gergeklestirdigi sterilizasyon isleminin
ardindan eksplantlar1 24’Cde karanlikta kiiltiire almistir. Yesil eksplantlarin
hicbirinde gelisme kaydedilemedigini ve karardiklarmi ifade etmistir.
Dolayisiyla yesil yaprak eksplantlar1 kullanilarak — gergeklestirdigimiz

sterilizasyon ¢alismalariin basariyla sonu¢landigini belirtmemiz miimkiindiir.
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Tarafimizdan gerceklestirilen ¢alismada, petal yaprak eksplantlari ile
yesil yaprak eksplantlar1 ayni besin ortamlarinda (FS5, FS6, FS7 ve FS8 kodlu
ortamlar) kiiltiire alindiklarinda, 12 hafta sonunda yesil yaprak eksplantlarinda
kallus gelisimleri ve bu kalluslar iizerinde somatik embriyo ile siirgiin
rejenerasyonlart gerceklesirken, petal yaprak eksplantlarinda ise yalnizca
embriyogenik olmayan kallus uyarimlar1 gerceklesmistir. Bu kalluslar biiyiime
diizenleyicisi icermeyen MS ve BS5 temel besin ortamlarinda altkiiltiire
alindiklarinda diistik miktarlarda olsa dahi somatik embriyo ve siirgiin
gelisimleri tesvik edilebilmistir. Yesil yaprak ekplantlari i¢in en yiiksek kallus
gelisimi orant B5 temelli besin ortaminda 9%59.26 iken, petal yaprak
eksplantlarinda MS temelli besin ortaminda bu oran %33.33 olarak tespit
edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda hem yesil yapraklar hem de petal yapraklar
ile yapilan denemeler kiyaslandiklarinda, petal yaprak eksplantlarinda en
yiiksek kallus olusturan eksplant oran1 %33.3 ile FS5 (1 mg/l BAP, 0.5 mg/I
NAA, 0.4 mg/l TAA ve 60 g/l siikroz iceren MS) besin ortaminda elde
edilirken, bu besin ortaminda yesil yapraklar ile gerceklestirilen denemelerde
kallus olusturan eksplant oran1 %30 olarak bulunmustur. Ayn1 besin ortaminda
petal yaprak ve yesil yaprak eksplantlarindan benzer kallus olusum oranlar
elde edilse de, yine ayni biiylime diizenleyici kombinasyonunun (1 mg/l BAP,
0.5 mg/l NAA, 0.4 mg/l IAA ve 60 g/l siikroz) MS yerine BS temelli besin
ortamina uygulandig1 FS7 kodlu besin ortaminda yesil yaprak eksplantlarindan
%359.26 oraninda kallus rejenerasyonu elde edilmistir. Sonug olarak, yesil
yapraklar i¢in B5 temelli besin ortami yaklasik olarak iki kat daha yiiksek

oranda kallus rejenerasyonunu miimkiin kilmigtir.

Siirgiinler tizerindeki yesil yapraklarla yapilan ¢aligmalarda; MS temelli
besin ortamlarinda rejenere olan kalluslarin, B5 temelli besin ortaminda
rejenere olanlara gére hem somatik embriyo (sirastyla en yiiksek embriyogenik
kallus oranlar1 %92.31 ve %56.25), hem de siirgiin rejenerasyonuna yonelme
bakimindan (sirasiyla en yiiksek siirglin olusturan kallus oranlar1 %88.89 ve
37.50) daha uygun olduklar1 kaydedilmistir. Bu ortamlar arasinda ise oksinlerin
(0.5 mg/l NAA+ 0.4 mg/l 1AA), yiksek dozda BAP (1 mg/l) ile birlikte
kombine edildikleri MS ve B5 besin ortamlarinda siirgin olusturan kallus
oranlar1 (sirasiyla %88.89 ve %37.50), daha diisik BAP (0,1 mg/l)
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konsantrasyonunda gelisenlere (sirastyla %53.85 ve %16.67) gore daha basarili

bulunmusglardir.

Yesil yaprak eksplantlari, farkli sitokininler igeren MS besin
ortamlarinda 12 hafta boyunca kiiltiire alindiklarinda, en yiiksek kallus
olusturan eksplant oranlar1 (sirasiyla %42.86 ve %38.10) Kin ve TDZ igeren
besin ortamlarinda elde edilirken, siirglin olusturan eksplant orani ise en iyi
%26.67 ile BAP igeren besin ortaminda elde edilmislerdir. Dolayisiyla
baslangic materyali olarak yesil yaprak eksplantlarinin kullanildigi bu
caligsmada, dolayli organogenez bakimindan oksinlerle birlikte besin ortamina
eklenen BAP sitokinini siirgiin rejenerasyonunda, Kin veya TDZ sitokininleri

ise genellikle kallus uyariminda daha etkili bulunmuslardir.

F. imperialis soganlarinin iizerinde gelisen kok kisimlarindan alinan
eksplantlar, ilk kez bu ¢alisma kapsaminda in vitro kosullarda doku kiiltiirii igin
baslangi¢ materyali olarak kullanilmiglardir. Farkli konsantrasyonlarda
NAA+2,4-D igeren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmis kok eksplantlarinda
en iyi kallus gelisimleri, aydinlik kosullarda K2 kodlu besin ortaminda
(%33.33), karanlik kosullarda ise K3 kodlu besin ortaminda (%27.78) elde
edilmistir. Bu ortamlar, diger ortamlardan daha yiiksek dozda (K2: 1mg/I
NAA+2mg/l 2,4-D ve K3: 2mg/l NAA+1mg/l 2,4-D olmak iizere toplamda 3
mg/1) oksin icerdiklerinden, yiiksek oksin konsantrasyonunun kallus uyarimi ve

gelisimi iizerinde olumlu yanitlarin alindig: belirlenmistir.

Yesil yaprak eksplantlarinin  fotoperiyot kosullarinda  kiiltiire
alinmalarindan 12 hafta sonra rejenere olan embriyogenik kalluslarin, kesilerek
parcalara ayrilmasi ve ilk kiiltiire alindiklar1 ortamlar ile ayni igerige sahip
besin ortamlarinda altkiiltire alinmasit sonucu, embriyogenik kalluslarin
gelisimleri ve siirglin rejenerasyonu durumlari incelendiginde; altkiiltiirden 6
hafta sonra MS temelli besin ortamlarinin (FS5 ve FS6), B5 temelli besin
ortamlarina (FS7 ve FS8) gore siirgiin rejenerasyonunu tesvik etmede daha
uygun olduklar1 belirlenmistir. Yesil yaprak eksplantlar altkiiltiire alindiktan 6
hafta sonra toplamda 146 adet olmak {izere yesil yaprak eksplanti bagina 1.35

adet slirgiin rejenere olmustur. Buradan hareketle yesil yaprak eksplantlari i¢in
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fotoperiyot kosullarinin, Giirlek (2011) de uygulanan karanlik kosullara gore
daha elverisli oldugu ifade edilebilir.

F. imperialis bitkisinin petal yapraklar1 ile gergeklestirilen bir
calismada (Mohammadi et al., 2007), farkli dozlarda BAP, NAA ve IAA ve 30
g/L siikroz iceren BS besin ortamlarinda, kiiltiire aliman eksplantlarin canli
kalma oranlart (%) ile dolayli yoldan somatik embriyogenez olusturma
potansiyellerini incelenmistir. Toplamda 27 farkli besin ortami igerisinde en
yiiksek canli kalma orani1 %83 olarak, “1 mg/l BAP + 0.3 mg/l NAA + 0.4 mg/I
IAA” ve “0.1 mg/l BAP + 0.6 mg/l NAA + 0.4 mg/l IAA” kompozisyonunda
biiylime diizenleyicileri igeren iki besin ortaminda elde edilmistir. Bu sonuglar
petal yaprak eksplantlar1 ile gerceklestirilen denemelerimizde en diisiik
kararma oranlarmin (%33-%38 arasinda), bahsedilen bu biiyiime diizenleyici
kombinasyonlarina benzer sekilde biiylime diizenleyicisi igerigine sahip FS2,
FS5 ve FS7 kodlu ortamlarimizda ortaya ¢ikmasini desteklemektedir (FS2:
MS+1mg/l BAP+0.5mg/l NAA, FS5: MS+1mg/l BAP+0.5mg/l NAA+0.4mg/I
IAA ve FS7: B5+1mg/l BAP+0.5 mg/l NAA+0.4mg/l IAA).

Ayni arastirmacilar tarafindan yapilan bir sonraki caligmada
(Mohammadi et al., 2008) ise F. imperialis bitkilerinin petal yapraklarini
baslangi¢ eksplanti olarak kullandiklar1 ¢aligsmalarinda, BS besin ortamini 0.6
mg/l NAA ve 0.4 mg/l IAA oksinlerinin yant sira, diisiik konsantrasyonda (0.1
mg/l) BAP ve goreceli olarak yiiksek konsantrasyonda (1 mg/l) BAP ile
modifiye ederek dogrudan sogancik rejenerasyonunu hedeflemislerdir.
Arastirmacilar, petal eksplantlarinin goreceli olarak yiiksek konsantrasyonda (1
mg/l) BAP iceren ortamda 1.3 kat gibi daha yiiksek oranda cevap
olusturduklarmi, ancak diisiik konsantrasyonda (0.1 mg/l) BAP ile kombine
edilmis ortamlarda sogancik olusum ylizdesinin 1.45 kat daha yiiksek
bulundugunu ifade etmislerdir. Dolayisiyla, calismamizda petal yaprak
eksplantlarindan 1 mg/l BAP ile 0.5 mg/l NAA ve 0.4 mg/L IAA igeren FSS5 ve
FS7 ortamlarinda en yiiksek kallus olusum yiizdelerinin (%33.3 ve %15.4) elde
edilmesi bu ¢alisma ile paralellik gostermektedir. Mohammadi et al (2008), s6z
konusu arastirmasinda dogrudan organogenezi tesvik etmek amaciyla biiylime

diizenleyicisi igeren ortamda kiiltiire alinan eksplantlarin, daha sonra biiylime
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diizenleyici igermeyen besin ortamlari ile altkiiltiire alinmalarini 6nermisler ve
bu sayede kallus olusumuna gerek olmaksizin petal eksplantlar {izerinden
sogancik rejenerasyonu gergeklestirebilmislerdir. Bu bilginin 1s18inda, petal
yapraklar1 ile yapilan denelemerde elde edilen embriyogenik olmayan
kalluslar, biiytime diizenleyicisi igermeyen, MS veya B5 besin ortamlar1 (60 g/l
stikroz) ile altkiiltiire alindiklarinda, bu kalluslar {izerinde somatik embriyo ve

stirglin gibi organ rejenerasyonlar1 saglanabilmistir.

. Kiiltiirde 36 hafta boyunca altkiiltiire alinmadan inkiibe edilen yesil
yaprak eksplantlarinda toplamda 62 adet sogancik rejenerasyonu
gerceklesirken, petal yapraklarimin eksplant kaynagi oldugu denemeler
sonucunda ise sogancik gelisimi gozlenmemistir. Rahimi et al. (2013), F.
imperialis bitkisinin petal, yaprak taslagi ve sogan pul eksplantlar1 ile
gerceklestirdigi dolayli organogenez ¢alismasinda, petal eksplantlardan koken
almig kalluslarin organ rejenerasyonu oranlarinin, yaprak taslaklarindan koken
almis kalluslarin organ rejenerasyonu oranlarina gére daha diisiik bulundugunu

kaydetmislerdir.

Kiiltiire alinan yesil yaprak eksplantlarindan rejenere olan kalluslarin
altkiiltiire alinmadan 36 hafta boyunca inkiibe edilmeleri sonucu kalluslar
iizerinden kendiliginden sogancik rejenerasyonlart meydana gelmistir. 36
haftalik kiiltiir periyodu sonunda yesil yaprak eksplanti basma 1.89 adet
sogancik (FS7: B5+1mg/l BAP+0.5mg/l NAA+0.4mg/l IAA besin ortaminda)
elde edilmesi sonuglarin basarisini ortaya koymaktadir. Arzate-Fernandez et al.
(1997) da Lilium longiflorum Thunb. bitkisinin anterli veya antersiz flament
eksplantlar1 ile gergeklestirdigi in vitro doku kiiltlirii ¢alismalarinda kiiltiir
baslangicindan yaklagik 7-8 ay sonra kalluslarin kendiliginden soganciklara
farklilastigin1 ifade etmis, 1 g yas kallustan ortalama 21 adet sogancik
gelistigini belirtmistir. Allium sativum L. bitkisinin ge¢ olgunlasan ‘“Howaito-
roppen” ¢esitinde siirglin uglarindan alinan eksplantlarin 6 ay boyunca diisiik
sicaklikta in vitro kiiltiire alinmasiyla siirglin ¢ogaltiminin gergeklestirildigi bir
calismada ise, bu siirgiinlerin %6-12 oraninda siikroz igeren LS besin

ortamlarina (Linsmaier and Skoog, 1965) aktarilmalariyla sogancik olusumu
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ancak kiiltlir baslangicindan itibaren § ay sonra saglanabilmistir (Nagakubo et

al., 1993).

Bitkilerde organogenez konusunda ince hiicre tabaka tekniginin
uygulanmasi ilk olarak 1970’11 yillarda ortaya konulmaya baglanmistir. Daha
sonralari, tiitiin, zambak ve krizantemi de kapsayan bir¢ok tlirde uygulanmaistir.
Ozellikle ginseng gibi ticari olarak degerli tiirler icinde uygulanmasi
miimkiindiir. Ayrica TCL sistemlerinin kullanimi; eksplantin kiiltiir ortamiyla
dogrudan temasini saglamasi dolayisiyla daha etkili besin ve hormon alimina
ve birincil siirgiin/kdk ve embriyo gibi farkli yapilarin olusumuna olanak
saglamasi gibi ¢esitli avantajlara sahiptir (Nhut, 2012). Calismamizda F.
imperialis bitki tiiriinde ilk kez denenen TCL (Ince Hiicre Tabaka) teknigi
kullanildiginda, eksplantlarda kararma gozlenmemistir ve renk kayiplar1 da
meydana gelmemistir. Bu durumlar, sterilizasyondan kaynaklanan bir sorunun
olugmadigin1 gosterse de eksplantlarda herhangi bir sisme ya da organ
rejenerasyonu yaklasik 5 aylik bir kiiltiir siirecinde gergeklesmemistir. Soganl
bitkilerde gerceklestirilen TCL calismalari konusunda yapilan Ornek bir
caligmada, Lilyum longiflorum bitkisinin siirgiin eksplantlarinin in vitro
kosullarda kiiltire alinmalar1 ile elde edilmis dort haftalik psodo-
soganciklardan, steromikroskop altinda alinan 0.2-0.4 mm kalinligindaki tTCL
(enlemesine ince hiicre tabaka) eksplantlari, bir feniliire tiirevi olan ve sitokinin
aktivitesine sahip CPPU (Forklorfenuron, N-(2-Chloro-4-pyridyl)-N'-feniliire)
igceren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir (Le et al., 1999). Sonucta
kiiltire alman tTCL eksplanti basina 16-17 adet siirgiin gelisimi elde
edilebilmistir.

F. imperialis bitkisine ait govde disklerinin baslangi¢c materyali olarak
kullanildig1 bir c¢alismada (Dilik, 2006), ilk yil uygulanan %30’luk ticari
camagsir suyunda 15 dakika ¢alkalama isleminde %91 oraninda steril eksplant
elde edebilmigse de arastirmanin ikinci yilinda kullanilan biitiin govde
eksplantlar1 kontaminasyon nedeniyle kaybedilmistir. Bu agidan TCL
calismalarimiz i¢in kullanilan sterilizasyon yonteminin gerekli basariy1
gosterdigi ifade edilebilir. Ayn1 ¢alismada aragtirmaci, MS besin ortamini, 1

mg/l BAP ve 0.5mg/l NAA veya 0.5mg/l KNA ile kombine ettikleri besin
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ortamlar1 arasinda en yliksek “kallus veya sogancik™ rejenerasyonunu %37.6
oraninda KNA igeren besin ortaminda elde etmistir. Bu besin ortamina benzer
oranlarda biiyiime diizenleyici igeren FS7 kodlu, 1 mg/l BAP, 0.5 mg/l NAA
ve 0.4 mg/l IAA igeren B5 besin ortaminda ise yesil yaprak eksplantlarindan
%359.26 oraninda kallus olusumu, %22.2 oraninda siirgiin rejenerasyonu ve
%33.3 oraninda somatik embriyo gelisimi elde edilmesi oldukg¢a basarili olarak
nitelendirilebilmektedir. Lingfei et al. (2009), Lilium davidii var. unicolor
bitkisinin in vitro kokenli yaprak eksplantlarini baslangi¢ materyali olarak
kullandiklar1 ¢alismalarinda, en yiiksek rejenerasyon oranini 0.5 mg/l TDZ ve
1.0 mg/l NAA ekledikleri Nitsch and Nitsch (1969) besin ortaminda eksplant
basina 3.83 adet olarak bulmuslardir.
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6. ONERILER

Sonug olarak, F. imperialis bitkisinde in vitro doku kiiltiirtinde etkili bir
mikrogogaltim i¢in petal yapraklari ve yesil yapraklarin baslangi¢c materyali
olarak kullanilmalar1 tavsiye edilebilir. Bu materyallerin yiizey sterilizasyonlari
icin %50’lik NaOCl’de 6 dakika calkalamak basarili olabildigi gibi, yesil
sentez yolu ile elde edilen giimiis nanopartikiil ¢ozeltilerinin de alternatif bir
teknik olabilecegi ortaya c¢ikarilmistir. Petallerden elde edilen embriyogenik
olmayan kalluslarin biliylime diizenleyici icermeyen besin ortamlar1 ile
altkiiltire alinmalar1 durumunda somatik embriyo rejenerasyonunun tesvik
edilebildigi belirlenmistir. Ayrica yesil yaprak eksplantlari ile baslatilan doku
kiiltiirlerinde cogunlukla embriyogenik-kalluslar elde edilmis, bu kalluslarin
ayn1 besin ortamlari ile altkiiltiirlenmeleri sonucunda siirgiin sayisinda ciddi bir
artis kaydedilirken, altkiiltiire alinmayan kalluslarda ise 36 hafta sonunda
sogancik rejenerasyonlar1 tespit edilmistir. Ilerleyen calismalar igin sogan pul
eksplantlarinda sterilizasyon c¢alismalarinin yogunlastirilmast ve yapilan
caligma kapsaminda kullanilan sitokinin tipinin degistirilmesi ile farkli oksin

kombinasyonlarinin birlikte denenmeleri 6nerilebilir.

TCL teknigi ile yapilacak ileriki calismalar i¢in kullanilacak besin
ortamlarinin, BAP ve Kin’e gore ¢ok daha ytiksek frekansta siirgiin olusumunu
tesvik ettigi bilinen CPPU ile modifiye edilerek denenmesi tavsiye
edilebilmektedir.

12 haftalik kiiltiir periyodunu tamamladiktan sonra altkiiltiire alinan yesil
yaprak eksplantlarindan koken almig kalluslar tizerinde gelisen siirgiinlerde
onemli Olgiide camsilasma gozlenmistir. Camsilasan siirgiin  oraninin
diistiriilebilmesi i¢in farkli agar tiplerinin, kiiltiir kaplarinin ya da mineral

tuzlarinin kompozisyonlarinin denenmesi gerekmektedir.

Elde edilen soganciklarin gii¢lendirilmesi ve  koklendirilmesi

caligmalarini takip eden bir aklimatizasyon prosediirii ortaya konulmalidir.
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