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Baz1 Yabani Tulipa Tiirlerinde In Vitro Sogancik Uretimi

OZET

Tiirkiye’de yaklasik 10.014 adet civarinda bitki tiiri bulunmakta olup bunlardan 3.000
kadar1 da endemiktir. Bu tiir zenginligi i¢inde yer alan ve ihra¢ edilen geofit (soganli-
yumrulu) bitkilerinin yeri biiyiiktiir. Liliaceae familyasinda bulunan bir geofit olan Tulipa
(lale) ise gosterisli ¢igekleri sebebiyle siis bitkisi olarak tarihten giinlimiize kadar artan bir
ilgiye sahiptir. Geofitlerin diisiik tretim hizlar, kiiltiire alinarak genis alanlarda
iiretilmelerinin 6niindeki en biiyiik engeli teskil etmektedir. Bu ¢aligmada oncelikli olarak
Tiirkiye'de dogal olarak yetisen gosterisli ¢igeklerinden dolay siis bitkisi olarak énemli bir
potansiyele sahip endemik Tulipa sintenisii Baker ve Tulipa armena’nin olgunlagsmamis
embriyolarindan ilk kez in vitro sogancik iiretimi yapilmistir. Olgunlasmamis embriyolar
farkli oranlarda oksin ve sitokinin iceren MS (tek asamali protokol) ve Ns (4 asamali
protokol) besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baglangicindan 16 ay sonra 4
asamal1 protokolde 7. sintenisii tiiriinde eksplant basina ortalama 22.67 adet, T.
armena’da ise 16.42 adet sogancik iiretimi gerceklesmistir. 7. sintenesii tiirlinde tek
asamal1 protokol kullanilarak ise 27.10 adet sogancik elde edilebilmistir. Ayrica 7.
humulis ve T. karamanica (=Tulipa cinnabarina)’da sogan pul yapraklarinda in vitro
cogaltim denenmis, enfeksiyon sorunu ¢odziilememistir. Bu ¢alisma sonucunda Tulipa
sintenisii ve Tulipa armena tiirlerinde olgunlagsmamis embriyonun in vitro ¢ogaltim igin

en uygun eksplant oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: (1) Tulipa (2) geofit (3) mikrogogaltim (4) olgunlasmamis embriyo(5)

sogancik



In Vitro Bulblet Production In Some Wild Tulipa Species

ABSTRACT

There are nearly 10.014 plant species in Turkey and about 3000 of these species are
endemic. Beautiful flowering bulbous (geophytes) plants form an important part of this
rich biodiversity. Tulipa belongs to Liliaceae family and their importance is constantly on
increase with the passage of time. Low propagation rate inhibits large-scale cultivation of
flowerbulbs. The present study is the first report for in vitro bulblet production from
immature embryos of endemic Tulipa sintenisii Baker and Tulipa armena which have great
potential as ornamental plants because of their attractive and beautiful flowers. Immature
embriyos were cultured on MS (one step protocol) and Ns (4 step protocol) medium
supplemented with different auxins and cytokinins. High number of bulblets regeneration
in T. sintenisii with 22.67 and T. armena with 16.42 bulblets per explant was recorded after
16 months using 4 step culture. However prolific bulblet regeneration in 7. sintenesii was
obtained from one step culture (27.10 bulblets/explant). 7. humulis and T. karamanica
(=Tulipa cinnabarina) were tried to be propagated with bulb scale explants, but
contamination could not be eliminated. In present study immature embryos were found to

be the best explant for micropropagation in Tulipa sintenisii and Tulipa armena species.

Keywords: Key words: (1) Tulipa (2) geophytes (3) micropropagation, (4) immature
embryo (5) bulblets
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TESEKKUR

Bazi Yabani Tulipa Tiirlerinde In vitro Sogancik Uretimi ve Tarla Sartlarna Adaptasyonu
amacina yonelik olarak gerceklestirilen bu ¢alisma, TUBITAK tarafindan 105 O 242. No’lu
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

BAP 6 Benzilaminoplirin

4-CPA p-klorofenoksi asetik asit

Dikamba 3,6-Dikloro-2-methoksibenzoik asit

g, mg, ug gram, milligram, mikrogram

IBA Indol Butirik Asit

IAA Indol 3 Asetik Asit

KNA Naftalen asetik asitin potasyum tuzu
K.O. Kareler Ortalama

1, ml, pl litre, milli litre, mikro litre

M Molar

mm millimetre

MS Murashige ve Skoog Besin Ortami
NAA Naftalen Asetik Asit

Ort. ortalama

Pikloram 4-amino-3,5,6-trikloro pikolinik asit

PPM PPM (Plant Preservative Mixture)

SOO Sogancik Olgunlastirma ortami

SGO Sogancik Gelistirme Ortami

S.D. Serbestlik Derecesi

TDZ Thidiazuran (1 fenil-3-(1,2,3-thidiazol -5-yl) iire)
V.K. Varyasyon Kaynaklari
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1. GIRiS

Tiirkiye; gerek farkli iklimlere sahip olmasi gerekse ii¢c floristik bolgenin kesigsme
noktasinda bulunmasi sebebiyle bitki tiirlerinin ¢oklugu bakimindan diinyanin en zengin
iilkelerinden birisidir. Ulkemiz Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan fitocografik
bolgelerin kesistigi bir konumdadir. Anadolu’nun biiylik yilikseklik farklarina, zengin su
kaynaklarina orman, bozkir, bataklik- sulak alan, kumul gibi ¢ok farkli habitatlara sahip
olmas1 bu cesitliligin artmasinda 6nemli rol oynamistir. Bunun sonucu olarak en son
yapilan ¢aligmalara gore iilkemizde yaklasik ti¢te biri endemik olmak iizere toplam 10.014
adet bitki taksonu (tiir, alttiir, varyete vb.) bulunmaktadir (Giiner vd 2000). Y1ilin biiyiik bir
kismini toprak altinda sogan, yumru ve rizom gibi organlart ile geciren ve geofit ad1 verilen
soganli-yumrulu bitkilerde bu bitki cesitliliginin 6nemli bir kismini olustururlar. Son
derlemelere gore iilkemizde 688 adet geofit bulunmakta olup (Ozhatay vd 2003) ve
iilkemiz florasinin % 6’dan fazlasini teskil etmektedir. Bu ylizden olsa gerek, bazi yabanci

kaynaklarda Anadolu, geofitlerin anavatani olarak adlandirilmaktadir (Schacht 1955).

Toprak altinda sogan, yumru ve rizom gibi organlar1 bulunan ve bunlarda ¢esitli maddeleri
depo eden, aynm1 zamanda giizel ve gosterigli ¢icekleri olan otsu bitkiler olarak
tanimlanabilecek geofitler; gerek icerdikleri kimyasal bilesikler, gerekse gosterisli ¢igekleri
nedeniyle ylizyillardan beri dogada yetistikleri yerlerden sokiilerek i¢ ve dis piyasaya
sunulmaktadir. Ozellikle ihracat yoluyla yillar igerisinde artan talebi karsilama igin yapilan
sokiimler, bu degerli bitki tiirlerinin dogadaki stoklarin1 azaltmis ve bir¢ogunda neslinin
tehlike altina girmesine neden olmustur. Dogal cigek soganlarinin sokiimii, bu nedenle

yasalarla kontrol altina alinmis, bir¢ok tiirde ihracat yasaklanmis veya smirlandirilmistir.

Geofitler yabancilarin ilgisini ¢ekmis; ilk nce Istanbul bahgelerini siislemek amaci ile
dogadan toplanan bazi soganli bitkiler Avrupa’ya gotiirilmiistir (Mathew ve Baytop
1984). Sonraki yillarda bu is diizenli bir ticarete doniistiiriilmiis ve glinlimiize kadar devam

etmistir. Bunlarin miktar ve sayilar1 yillara gore onemli degismeler gostermistir. Bir



tebligde ihracat1 yapilan geofit sayisini1 25 cins ve 62 tiir olarak verilmistir (Demiriz 1987).
Eski ihracat kataloglari ve endemik olmasina ragmen bugiin bazi tlirlerin Avrupa
pazarlarinda satilmasi bunu dogrulamaktadir. Ancak, 1974-1989 arasinda yonetmeliksiz,
1989°dan sonra ise cikarilan bir yoOnetmelikle yapilan diizenlemelerle ¢ok Onemli
gelismeler saglanmig, bugiin ihra¢ edilen dogal ¢icek soganlart 14 cins ve 18 tiir ile
sinirlandirilmistir. Geofitlerin ¢ok biiylik bir kismi Liliaceae, Iridaceae ve Amaryllidaceae
familyalarina dahildir. Geofitlerin her biri ayr1 bir giizellikte ¢icege sahiptir. Liliaceae
familyasinda bulunan diger bir geofit olan Tulipa (lale) ise gosterisli cigekleri sebebiyle siis
bitkisi olarak tarihten giliniimiize kadar artan bir ilgiye sahiptir. Dogal florada Tulipa Dogu
ve Merkezi Asya ile Japonya, Kuzey Afrika ve Avrupa’da yayilis gosterir.. Hollanda ile
beraber anilmasina ragmen orjini iilkemiz olup, lale soganlar1 Avrupa’ya Tirkiye’den

gitmigtir.

Lale, adim Farsca"Toliban: turban" sozciiglinden almis soganli bitkidir. 7ulipa cinsi
monokotiledondur. Zambakgiller (Liliaceae) ailesinden olup, genellikle 2-8 yaprakli olan
laleler 10-30 cm boylarinda olup uzun bir sap lstlinde yer alan ¢anak seklindeki ¢igekleri,
Mart-Mayis arasinda agmaktadir. Yapraklar etlidir. Cigek sap ucunda ¢ogunlukla bir, bazen
iki adettir. Cigek Ortiisii 6 pargali ve serbest olup sar1, kirmizi veya beyaz ve ara tonlardadir.
Her bir parcanin dip kisminda genellikle koyu renkli olan bir leke bulunmaktadir. Ancak
kiiltiire alinan varyeteleri hemen hemen her renkte ve cesitli desenlerde olabilmektedir.
Erkek organlart koyu renkli ve 6 adettir. Sogan lizerindeki kabuk, derimsi ya da zar
bigimdedir. Kabugun i¢ kismu sik ya da seyrek tiiylii veya ¢iplaktir. Yiizlerce ¢esidi vardir.
Kesme cicekeilikte, saksi bitkisi ve dis mekan bitkisi olarak kullanilmaktadir. Asil orijini
Merkezi Asyadir. Tien San ve Pamir-Alai’den, Kuzey ve Kuzeydogu Asya’ya (Siberya,
Mogolistan ve Cin), giineyde Kasmir ve Hindistan, batida Afganistan, iran ve Tiirkiye’ye
kadar genis bir yayilis gosterir. 125 tiir i¢erirdigi halde, fakat ¢cok az sayida tiirii ticari olarak
iretilir. Tirler iki alt gruba (kisma) ayrilir. Eriostemones ve Leiostemones. Eriostemones:
30 tiir igerir. Zayif gelisirler, dar yapraklara sahiptirler. Gilinlimiiz bahge laleleri ise
Leiostemones grubuna aittir. Bu tiirler 16. yiizyilda Tiirkiye’den Avrupa’ya gotiiriilmiis ve
tanitilmuglardir. 11. yiizyilda Selguklular tarafindan yetistirilen lale, Osmanli imparatorlugu
doneminde ozellikle 16-18. yiizyillar arasinda siis bitkisi ve siisleme motifi olarak biiyiik
onem kazanmistir. Laleye gosterilen ilgiden dolayr 1718-1730 yillar1 arasindaki déneme

Lale Devri ad1 verilmistir. Bu donemde yabani lale tiirlerinden segme ve melezleme yoluyla



Istanbul'da elde edilen lale varyetelerinin sayis1 2.000'i bulmustur ve o yillarda "Mahbup"

adi1 verilen bir lale soganinin 500 altina satildig ifade edilmistir.

Tiirkiye'de lalenin yabani olarak yetisen 14 tiirii bulunmaktadir. Bu tiirlerden parlak kirmizi
renkli Tulipa armena ve T. julia’nin orijinin Anadolu oldugu kabul edilmektedir. Bu iki tiir
ozellikle Erzurum, Tortum, Hosap ve Van cevresinde dogal olarak yayilis gostermektedir.
Lalelerin dogal yetisme ortamlar1 her zaman daglik bolgelerdir. Ozellikle yiiksek rakimlarda
yetigen laleler, ki1 karin artinda gecirerek asir1 soguklardan kendilerini korumaktadirlar.
Ancak Hollanda'da yapilan melezleme calismalari sonucunda bugiin sayilari 5.500'i asan
lalelerin kiiltiir varyeteleri hemen her tiirlii ortamda yetisebilmektedir. Bugiin Hollanda
topraklarinin yaklagik dortte birinde lale yetistirilmektedir. Bu biiylik miktarda iiretim
sonucunda her yil yaklasik 3 milyar lale sogani liretilmekte ve bunun 2 milyar1 diger
iilkelere ihra¢ edilmektedir. Hollanda lalelerini alan {ilkelerin baginda A.B.D, Japonya ve
Almanya gelmektedir. Ulkemizde ise dogal alanlarin tahrip edilmesi sonucunda yabani lale
tiirleri ve bunlarin soganlarinin sayilar1 hizla azalmistir. Laleyi diinyaya tanitan bir ulus
olarak, onlarin dogal irklarint koruyup gelecek nesillerin de onlar1 tanimasini saglamamiz

gerekmektedir

Uretilen yeni melez tiirlerde; yeni renk tonlari, yeni formlar, farkli ¢igeklenme periyotlart
daha dayanikli ve uzun siireli ¢icek acabilecek ozellikler gelistirilmektedir. Ancak ticari
olarak piyasada bulunan miidahale edilmemis tiirlerde ise en dogal halleri ile iiretilmeye
calisilmaktadir. Melez tiirlerdeki diger bir 6zellik de ticari kaygilardan 6tiirli soganlarin
daha sonraki yillardaki ¢ogalma 6zelliginin engellenmesidir. Lale soganlar1 yumrulama

seklinde cogalmaktadir.

Ulkemizin dogal bitki ortiisii de lale tiirleri agisindan olduke¢a zengindir. Tulipa humulis
Herbert, Adana, Hakkari, icel, Konya, Van’da yayilis gostermektedir. Cicekleri leylak ve
pembemsi-leylak veya sar1 lekeli pembe mor veya mavi-mor renktedir. Kayalik kiregli
alanlarda volkanik egimlerde, dag steplerinde, Abies, Juniperus ormanlarinda 1150-3400
metrede yetisir. Tulipa armena Amasya, Usak, Konya, Kayseri, Mus, Bitlis, Van, Antalya,
Isparta, Mugla ve Icel, Hatay, da yayilis gostermektedir ve endemiktir. Halk arasinda
bolgesel olarak Halep lalesi, Tiirk lalesi, Bodur lale, Coban lalesi, Amasya lalesi, Trakya
lalesi (Baytop 1997) olarak bilinir. Cigekleri koyu kirmizi veya kirmizi, sar1 ya da agik
pembemsidir. Kayalik egimlerde, bataliklarda 1000 -2700 metrede yetisir. Endemik Tulipa
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tirlerinden olan Tulipa sintenisii Baker, Erzurum, Kayseri, Mus, Agri, Maras, Gaziantep,
Siirt, Hakkari ve Konya’da yayilis gostermekte olup Mus lalesi olarak anilir. Kirmizi ¢igek
acar. Endemik tiir olan Tulipa karamanica (=Tulipa cinnabarina), Karaman’in Sariveliler

ilcesinde dogal florada yetismektedir. Kirmizi ve pembe renkte ¢igek acar.

Gosterisli ciceklerinden dolayt Tulipa humulis soganlar 6zellikle Avrupa’da talep goriirken,
Tulipa sintenisii, Tulipa armena ve Tulipa karamanica (=Tulipa cinnabarina) da yine
gosterisli ¢igeklerinden dolay siis bitkisi olarak énemli bir potansiyele sahiptir. Bu tiirlere
ait 1slah cesitleri de yurt disindaki bahge diizenlemelerinde ve siis bitkisi yetistiriciliginde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yabani Tulipa tiirleri kiiltiir ¢esitlerinin gelistirilmesinde
kullanildig1 gibi, Fusarium solgunlugu etmeni (Fusarium oxysporum) ve cgesitli viriislere

dayanikli ¢esitlerin elde edilmesinde de 6nemli bir potansiyele sahiptirler.

Geofitlerin tohumla {iretiminde oOnemli problemlerle karsilasilmaktadir. Tohumun
ekiminden ancak 5-6 yil sonra ¢igek olusturabilecek biiyiiklikkte bitkiler elde
edilebilmektedir. Ana soganlarla iiretimde ise her bir sogan 3 yillik bir donemde ancak 1-3
yavru sogan iiretebilmektedir. Tulipa tiirleri ise ticari olarak tohumla ¢ogaltilamamakta ve
dogal vejetatif ¢ogaltim yavru soganlarla olmaktadir. Geofitlerin bu diisiik tiretim hizlar
kiiltiire alinarak genis alanlarda iiretilmelerinin 6niindeki en biiyiik engeli teskil etmektedir.
Bundan dolay1 geofitlerin kiiltiire alinabilmeleri icin alternatif hizli ¢cogaltim tekniklerinin
gelistirilmesi gerekmektedir. Son yillarda in vitro teknikler bir¢ok bitkinin mikro iiretiminde

yaygin olarak kullanilmaktadir.

In vitro mikrogogaltim, bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline
sahip bitki kisimlarindan (embriyo, tohum, govde, siirgiin, kok, kallus, tek hiicre ya da
polen tanesi vb.) yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni bitkilerin elde
edilmesi olarak tanimlanabilmektedir. Eger bitkilerin uygun besin maddeleri ihtiyaci,
hormon ve kiiltiir istekleri yeterince biliniyorsa, mikrogogaltim teknikleri kullanilarak tiim
bitkilerin iiretilmesi miimkiindiir (Hartman ve Kester 1975). Cogunlukla {iretimde tek-
bogum yontemi, aksiller dallanma, adventif siirgiin ya da tomurcuklarin rejenerasyonu,
kallus, hiicre ve protoplastlardan bitki rejenerasyonu gibi yontemler kullanilmaktadir.
Mikrogogaltimin genel olarak bitki yetistiriciligi ve genetigi yoOniinden Onemi ve

avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir:



a. Hastalik ve zararlilardan arindirilmig bitkisel materyal elde edilmesi
b. Kitlesel tiretimde,
-liretilen bitkilerde feneotipik ve genotipik benzerlik (homojenite) saglanmasi,
-aligilagelen yontemlerden daha kisa kiiltiir siiresine sahip olma,
-zor Uretilen tiirlerin daha kolay iiretimi,
-secilen belirli/listiin genotiplerin hizli tiretimi,
-liretimde daha az anag¢ kullanilmasi,

c. Somaklonal varyasyondan dolay1 yeni ¢esitlerin/genotiplerin elde edilmesi.

Mikrogogaltimin basaris1 eksplantlarin alindig1 anag¢ bitkinin genotipi, saglik durumu ve
yetisme kosullar1 (beslenme, 151k, bitki biiylime diizenleyicilerinin uygulanmasi, yetisme
mevsimi) ile dogrudan iligkilidir. Bu asama, esas olarak kontaminasyon problemlerinin
(6zellikle funguslar) en aza indirilmesi amaciyla, eksplant kaynagi bitkilerin hijyenik
kosullar altinda yetistirilmesini kapsamaktadir. Fakat endojen ve eksojen bakteriler ayirt
edilemediginden ¢ogunlukla bakteriyal kontaminasyonla ilgili sorunlar olusmaktadir. Bu
nedenle, eksplantin alinacag: bitkiler kontrollii kosullara sahip seralarda yetistirilmelidir.
Ayrica sogan, yumru, rizom ve diger organlar diisik ya da yiiksek sicaklik yaninda

dormansiyi kiracak 6zel bir uygulamaya ihtiya¢ duyarlar.

Mikrogogaltimda kullanilan eksplantlar aseptik kosullara konulmadan 6nce tam anlamiyla
steril edilmelidir. Sterilizasyon yontemleri anag¢ bitkinin yetistigi ortamin ve eksplantin
alindig1 organa gore farklilik gostermektedir. Kullanilacak dezenfektan maddenin cinsi,
konsantrasyonu ve uygulama siiresi sterilizasyonun basarisini etkilemektedir. Ayrica bitki

dokularmin zarar gormemesine dikkat edilmelidir.

Genel olarak baslangi¢ icin kullanilan ortamlar cogaltim asamasinda da kullanilmakla
birlikte, bazi durumlarda degisiklik yapilabilmektedir. Bitki dokularindan organ
farklilagmasinda oksin ve sitokininler énemli rol oynamaktadir. Sitokinin/oksin oraninin
yiiksek olmasi siirgiin olusumunu, oksin/sitokinin oraninin yiiksek olmasi kok veya kallus
olusumunu desteklemektedir. Bitkilerin hizli ¢ogaltilmasi onlarin totipotensi 6zelligine
baghdir. Kallustan siirgiin ¢ogaltilmasinin en hizli yontem olmasina karsin bitkilerin
mikrogogaltiminda bazi ¢ekinceler bulunmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni hiicrelerin stabil

olmamasi1 ve bir¢ok tiir i¢in uygulanamaz olmasidir. Aksiller tomurcuklar genellikle yaprak



koltuklarinda bulunur ve her tomurcuk bir siirgiin gelistirme potansiyeline sahiptir.
Mikrogogaltimda, aksiller siirglin olusumunun artirilmasi, uygun konsantrasyonda ve tipte
bir sitokinin igeren besin ortaminda yapilir. In vitro sartlarda olusan siirgiinler taze
ortamlara aktarilarak yan dal olusumu ile siirglin ¢ogaltilmasi siirdiiriiliir. Bdylece bir adet
bitkiden, 6rnegin ¢ilek ve karanfilden, bir yilda milyonlarca bitki elde edilebilir (Bhojwani
ve Razdan, 1983). Siirgiinler belirli bir uzunlugu eristikten sonra koklenmeleri amaciyla
koklendirme ortamina alinirlar. Tiirlerin ¢ogunda kdklenmenin desteklenmesi icin NAA ve
IBA (0.1-1 mg/l)’ya ihtiya¢ duyulur. Ayrica (% 3 -4) seker konsantrasyonlarida koklenmeyi
ve bitki kalitesini artirir. Steril kosullarda, diisiik 151k yogunlugunda, yiiksek nem iceren ve
tiim besin maddelerinin bulundugu bir ortamda gelistirilen bitkilerin, daha diisiik nem, daha
yiiksek 1s1k diizeyi ve steril olmayan kosullara sahip dis kosullara aktarilmasi dikkat isteyen
bir iglem olup bunun asamali olarak yapilmasi gerekmektedir. Alistirma islemine, bitkiler in
vitro’da iken lstten sogutma ile kiiltiir kaplarina ait kapaklarini¢ yiizlerindeki iizerinde
nemin azaltilmasiyla baglanabilir. Besin ortamindan c¢ikartilmadan 6nce bitkiler serada
kiiltiir kaplar igerisinde tutulabilir. Bitkilerin dis ortama aktarilmasinda dikkat edilmesi
gereken en 6nemli gereksinim yiiksek nemdir (% 90- 100). Bu nedenle ilk 10 -15 giin
bitkiler temiz plastik ile kaplanmali ya da g¢iselenmelidir. Ardindan, asamali olarak
plastiklerde kiigiik delikler acilarak hava sirkiilasyonu saglanmali, daha sonra ise seralarda
0zel alanlara tasiman bitkiler birka¢ giin golgede tutulmalidir. Yaklasik 4-6 hafta siiren bu
calismalardan sonra bitkiler normal sera kosullarinda yetistirilmeye hazir duruma

gelmektedir (Preece ve Sutter, 1993).

In vitro Kkiiltiir yoluyla yapilan mikroiiretim, glniimiizde saglikli karanfil, gerbera,
krizantem, orkide ve giil gibi siis bitkilerinin klonal iretiminde yaygmn olarak
kullanilmaktadir (Waithaka, 1987). Bu tez ¢alismasinin amaci da endemik ve ticari 6nemi
olan yabani lale tiirlerinde in vitro ¢ogaltim teknikleriyle sogancik iiretimi i¢in en uygun
kosullain belirlenmesi ve iiretilen soganciklarin topraga aktarilma asamasinin basariyla
tamamlanmasidir. Ayrica gelistirilen bu yontemin diger geofit tiirleri i¢in de kullanimi

amaclanmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Soganli bitkiler lizerine ¢ok sayida doku kiiltiirii calismasi olmasia ve bunlarin 6zellikle
siis bitkilerinde yogunlagsmasina ragmen, lizerinde c¢alistigimiz endemik Tulipa tiirlerinde
yapilan bir in vitro ¢aligmaya hi¢ rastlanmamustir. Ayrica, soganl bitkilerde bir¢ok eksplant
tipi kullanilmis olmasina ragmen, olgunlasmamis embriyo eksplanti kiiltiirii tizerine Tulipa

cinsinin haricinde baska bazi cinslerde ve oldukc¢a az sayida ¢alismaya rastlanmistir.

Alderson vd (1983), 17 “C’de kuru olarak depolanan lale soganlarindan hazirladiklar1 pul
yapragi ve yan tomurcuk eksplantlarini, 0-5 mg/l NAA ve 0-10 mg/l BA ile kazein
hidralizat ilave ettikleri MS ortaminda kiiltiire almislar, buradan kallus ve siirgiin olusumu

gozlemlemislerdir.

Nishiuchi (1986), tam olgunlasmamis lale soganlarimin yaprak pullarim1 baglangic
materyali olarak 0.3 mg/l NAA ve 0.03 mg/l kinetin iceren ortamlarda kiiltiire alarak
meristematik primordium olusturan dokulart MS ortamina transfer etmisdir. Yeni ortam
iizerinde sogancik olusumunun uyarildigini bildiren arastirmaci; sogan materyalinin 30-35
°C de 1-2 hafta siireyle depolanmasinin sogancik olusum hizi {izerinde olumlu etkisinin

bulundugunu belirtmistir

Taeb ve Alderson (1990), lalenin Merry Widow ¢esidinin govde eksplantlarindan 1 mg/l
NAA ve 1 mg/l BAP igeren MS ortaminda siirglin rejenerasyonu elde etmislerdir.
Eksplantlar bu ortamda 12 veya 16 hafta 20 °C ’de inkiibe edildiginde, eksplantin taban
kisminda sogan primordiumlari olusmaya baglamistir. Primodiumlarin gelismesi ve
artirilmast i¢in kiiltiir kaplarma 1 ve 10 ppm etilen veya 1, 10 ve 100 uM ACC (1-
aminocyclopropane-carboxylic acid) eklenmistir. Govde eksplantlarinda igsel ACC’nin
diizeyi 7 giinliik inkiibasyondan sonra artmuisg, fakat kiiltiir kaplarindaki atmosferde etilen

artist olmamistir. Arastiricilar, ¢igekli govde eksplantlariin inkiibasyonunun ilk déneminde



dokularin  ACC’den etilene doniisiim i¢in gerekli olan enzimleri igermedigini

bildirmislerdir.

Squires vd (1991), nergisin hizli ¢gogaltiminda transplantasyon safthalarini arastirmiglardir.
Calismada, hormon igermeyen ortamda alt kiiltiire alinan siirgiinlerin olusturdugu soganlar
kullanilmistir. Transplantasyonun en basarili oldugu ortam aktif karbon i¢eren ortam olarak
belirlenmistir. Siirglinler 6nce 20 °C de kiiltiire alinmis olusan soganciklar dis ortama
aktarilmadan Once dormansinin kirilmast i¢in 5 °C’de depolanmistir. Transplantasyon
basarisinin biiylik ¢apta ceside bagli oldugu ve % 47.8 ile % 81.2 arasinda basar1 saglandig1
bildirilmistir. En yiliksek basar1 0.2 g dan daha agir olan soganciklardan elde edilmis, ancak
soganciklarin boyutlarindaki artis ¢ok diisiik bulunmustur.

Hulscher ve Krijgsheld (1992), lale i¢cin mikrogogaltim yontemi tanimlanmistir. Stirglinler
gdvde eksplantindan ve aksiller tomurcuktan temin edilmistir. NAA, N° —[2-isopentenyl]
adenine (2iP) ve BAP veya Zeatin i¢eren ortamlarda kiiltiire alinmiglardir. Meristem igeren
stirgiinler secilmigtir. Bu slirgiinlerin ¢ogaltimi boylamasina kesilmeleriyle miimkiin
olmustur. Soguk muamelesinden sonra % 70’lik sukroz igeren ortamda bitki biiylime
diizenleyiciler olmadan sogancik olusumu saglanmistir. Bunlar basariyla topraga

aktarilmistir.

Cakirlar vd (1994), Galanthus elwesii ve G. ikariaenin doku kiiltlirii yontemleriyle
cogaltilmasi i¢in en uygun eksplant tipini ve besin ortamini arastirmislardir. Sogan parcasi
ile tek veya cift yaprakli sogan pul yaprakli eksplantlarin en iyi sogancik olusturma
yeteneginde olduklarim1 belirlemiglerdir. MS ortammnin  Galanthus (Kardelen) doku
kiiltiirtine uygun oldugunu, Gamborg ortaminin da sogancik olusumunu 6nemli diizeyde
artirdigini belirlemislerdir. Bu arastirmada, % 6 oraninda kullanilan sakkarozun en yiiksek

sogancik sayisini verdigini ortaya konmustur.



Ault ve James (1995), Eucomis zambesiaca, E. comasa, E. autumnalis’ in ¢ift pul
yapraklarini in vitro’da siirglin olusumu i¢in 4.4, 11.1 ve 22.2 uM BA ve 5.4 uM NAA
iceren MS ortamlarinda kiiltiire almislardir. Her ii¢ tiirden de elde edilen siirgiinler 0, 2.7,
5.4 ve 10.8 uM NAA igeren ortamlarda koklendirmeye alinmig olup sirastyla % 95, % 98,
% 100 koklenme basarist bildirilmistir.

Hannweg vd (1996), Giiney Afrikada dnemli bir ticari ¢icek sogan1 olan Bowiea volubilis
(Liliacea)’nin ¢icek sap1 parcalarindan organogenik bitki regenerasyonu elde etmislerdir. 10
mm uzunlugunda ¢icek saplar1 30 g/l sukroz, 10 g/l agar, 1 mg/l 2.4-D ve BAP iceren MS
besin ortaminda 6-8 hafta siireyle karanlikta kiiltiire alinmigtir. Daha sonra eksplantlar
biliylime diizenleyiciler olmayan yeni ortama aktarilmistir. Bu ortamda siirgiin ve sogan
olusumu meydana gelmis, bunun ardindan kdklenme 4-5 hafta icerisinde gerceklesmistir.

Eksplant basina 4.6 adet bitki elde edilmistir.

Borochov vd (1997)’ne gore dormansi bitki diinyasinda oldukg¢a yaygin bir fenomendir.
Bunun 6rnekleri tohumda, apikal ve lateral vejetatif tomurcukta, sogan, korm ve yumruda
goriilmektedir. Dormansi bir¢cok geofitin yillik yasam dongiistiniin 6nemli bir pargasidir.
Agaclardaki cigek tomurcuklart ve tohumun tam tersine geofitler tiim tip dormansilere
sahiptirler; endodormansi, paradormansi ve ekodormansi gibi. Dormansinin
mekanizmasinin anlagilmasi ¢ok énemlidir. Clinkii dormat bitkiler strese diger bitkilere gore
daha dayaniklidirlar. Absisik asitin dormansinin baglamasinda ve devamindaki rolii,
giberellilerin de dormansiyi kirdig1 acik olarak bilinmektedir. Bazi ¢aligmalarda etilenin
benzer roliinii desteklemektedir. Geofitlerdeki dormansi molekiiler diizeyde c¢ok az

bilinmektedir.

Kuijpers ve Langens (1997), lale i¢in bir ¢ogaltim metodu gelistirilmislerdir. Siirgiinler,
govde eksplantindan 5 pM zeatin ve 5 pM NAA igeren ortamda rejenere olmustur. Bu
sirgiinlerin % 90’1 meristem tagimadigr i¢in cogaltim i¢in kullanilmamistir. Gdvde

eksplantindan meristem olusumu giimiis tiyosiilfat ve paklobutrazol veya metiljasmonat



katkisiyla gelistirilmistir. Standart besin ortamlarinda 10 hafta iginde ¢ogaltim orani 1.5

olmus ve s1v1 ortamda da kiiltiire alindiginda daha artmustir.

Gude ve Dijkema (1997)’na gore dogal sartlarda lalenin ¢ogaltim orani oldukca diisiik
oldugu i¢in, modern 1slah yontemleri hizli in vitro ¢cogaltim yontemi gerektirmektedir. Hali
hazirda tespit edilmis en iyi metot gévde eksplantindan adventif silirglin rejenerasyonudur.
Stispansiyon kiiltiirii baslatmak i¢in, friable kallus olusumu 2,4-D ve Pikloram (0.5-50 uM)
iceren ortamda sogan pul yapraklar1 ve sap eksplantlart kiiltiire alinmistir. Farklilagmamus

ve meristematik tip kallus olusumu sogan pul yapraklar1 eksplantindan elde edilmistir.

Bonnier ve Van Tuyl (1997), zambagin genetik materyal olarak uzun dénem korunmasi i¢in
in vitro’da rejenere olan 10 zambak genotipinin soganlarini 28 ay —2 °C ve 25 °C de farkli
dort ortamda (1/4 MS veya tam MS , % 9 veya % 6 sukroz ) saklamislar ve filiz biiylimesi
ile sogan biiylimesini belirlemislerdir. Biitlin zambak genotiplerinde filizlenme ve sogan
biliylimesi agisindan en iyi sonucun, % kuvvetindeki MS ve % 9 sukroz iceren ortamda 25

°C de 28 ay depolanan uygulamadan elde edildigi bildirilmistir.

Nayak vd (1997), orkide (Acampe praemorsa Roxb.)’in siirgiin tomurcuklarindan alinan
yaprak eksplantlarinin bazal kisimlarin1 BA, KN, veya TDZ iceren MS ortamlarinda kiiltiire
almislardir. TDZ igeren ortamda olusan siirgiinler 2 mg/l NAA ve 0,5 mg/l BA igeren
ortama transfer edilmistir. Aragtiricilar BA, KN veya TDZ igeren MS ortamlarina diisiik
konsantrasyonlarda NAA eklenmesinin siirgiin rejenerasyonuna olumlu bir etkisinin
olmadigini ancak, slirgiin uzamasina ve yapraklarin gelismesine olumlu etkisinin oldugunu

bildirmiglerdir. Elde edilen siirglinler 1 mg/l IBA igeren ortamda kdklendirilmistir.

Marinangeli ve Curvetto (1997), Lilium (Zambak) tiirlerinde ve hibritlerinde ¢alismislardir.
Genotip farkliliginin soganlarin iirettigi biomas ve sayisinda oénemli bir farkliliga neden
oldugu analsilmistir. bildirilmistir. Aym1 degisiklik TA (traumatic acid) ile muamele

edildikten sonra da tesbit edilmistir. TA uygulamasi1 sogan sayisini % 20°den % 40’a ve
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soganlarin agirligini da % 20’den % 60’a ¢ikarmustir. Diisiik kaliteli soganlarin kullanilmasi
soganlarin biomasina ve sayisina olumsuz etki yapmis ve TA kullanimi bu olumsuzlugu

ortadan kaldiramamustir.

Ayabe ve Sumi (1998), sarimsak (A/lium sativum L.) dislerinden alinan govde disklerinin
hizli ¢ogaltim icin uygun bir eksplant oldugunu bildirmislerdir. Bu eksplantlar hem hormon
icermeyen LS (Linsmaier ve Skoog) ortamina hem de 0,1 mg/l NAA ve 0,1 mg/l BA iceren
ortamda kiiltiire alindginda 2 hafta sonra her bir eksplanttan ¢ok sayida siirgiin ucu gelistigi
belirtilmistir. Ancak, hormon icermeyen ortamin belirgin sekilde hormon igeren ortamdan
daha fazla (bir eksplanttan 15°den fazla siirgiin) siirgiin verdigi tespit edilmistir. Ayrica,
stirglinlerin % 90’nindan fazlasinin sogan olusturdugu ve rejenerasyon c¢alismasindan dnce
soganlarin yaklasik 8 hafta 4 °C’ de 6n muamele yapilmasinin hem siirgiin olusumunu hem

de sogan olusumunu arttirdigini bildirmislerdir.

Nhut (1998), zambak (Lilium longiflorum)’m goévde bogumlarinda ¢ikarilan siirgiin
uclarinin 2 MS igeren ortamda kiiltiire aldiginda olusan siirgiinlerin gelistirildigi, bunun
ardindan tek bogum igeren govde segmentlerini 1,0 uM BA igeren 2 MS ortamina
yerlestirdikten 1 ay sonra her bir bogum iizerinde yavru soganciklar olustugunu bildirmistir.
Ayrica, yavru soganlar1 2,3 uM BA igeren ortama aldiginda ¢ok sayida siirgiin olustugunu

ve bu siirgiinleri 1,1 uM NAA igeren ortamda koklendirebildigini belirtmistir.

Bhagyalakshmi (1999), Crocus sativus L.’un ovaryum eksplantindan dogrudan adventif
slirglin rejenerasyonu iizerine ortamin, inkiibasyon kosullarinin ve eksplant yasinin etkisini
incelemistir. En 1yi kallus olusumunun ve en fazla siirgiin olusumunun, ovaryum basina 1,5
adet ile 53,7 uM NAA ve 4,4 uM BAP iceren MS ortaminda karanlikta 20 “C’de inkiibe

edilen ovaryumlardan gelistigini bildirmistir.
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Selles vd (1999), bir nergis tiirii olan Narcissus confusus’un iki hattinin olgunlagmamig
tohumlarindaki alkoloid {iretimi kapasitelerini karsilagtirmistir. Bunun i¢in, hatlarin
olgunlasmis embriyo eksplantlarinda kallus olusumu, somatik embriyogenesis ve
organogenesis kapasiteleri belirlenmistir. Alkaloid igerigi HPLC ile belirlenmistir. Belirli
kalluslarin az miktarda galantamin {irettigi ve galantamin miktarinin doku farklilasmasinin
derecesiyle arttig1 bildirilmistir. Rejenere olan biitiin bitkilerin morfolojik karekterler

bakimindan normal oldugu da belirtilmistir.

Slabbert ve Niederwieser (1999), Lachenalia cinsine ait ii¢ varyetede in vitro sogan
olusumu ve olusan soganlarin topraga aktarilmasinda etkili bir metod gelistirdiklerini
bildirmislerdir. Arastiricilar, yaprak eksplantindan elde ettikleri siirgiinleri diisiik 1s1da (4-15
°C) biraktiktan 2 hafta sonra sogan olusumunun basladigini bildirmislerdir. Ayrica, adventif
stirglinlerin yasinin sogan olusumu i¢in ¢ok 6nemli oldugunu, 4 mm’den kiiciik siirgiinlerin
sogan olusturmadigini ve sogan olusumu icin % 3 sukroz ile % 6 sukroz iceren ortamlar
karsilastirildiginda % 6’nin daha iyi sonug¢ verdigini belirtmislerdir. Soganlarin toprakta

yasama sanslarinin da onlarin boyutlar ile dogrudan baglantili oldugu bulunmustur.

Santos ve Salema (2000), Narcissus triandrus nergis tlriinde sadece jasmonik asitli (JA),
JA+ (2-1P), JA+ NAA ya da sadece NAA igeren ortamlarda sogancik elde etmislerdir.
Caligmada JA+2-iP ve JA+NAA iceren ortamlar yaprak olusumunu hizlandirmislardir. JA
+2-iP ortaminda daha yiiksek yaprak olusumu saglanmistir. Sadece JA’in oldugu ortamda
ise yaprak olusum oram1 daha diisiik bulunmustur. JA’in oldugu ortamlar yaprak
tabanindan farkli biiyiikliiklerde sogan olusumunu saglamistir. JA+ NAA iceren ortamda
sogan sayis1 JA+2-iP i¢eren ortamdan ¢ok oldugu gibi, biiylikligli de 5 mm’ye ulagsmustir.
Fakat en fazla sogan olusumu sadece JA’in oldugu ortamda olmustur. Sadece NAA
bulunan ortamda ise ¢ok az sayida ve kii¢iik sogan elde edilmistir. Sadece JA’in oldugu
ortamda soganlar en yiiksek bilyiiklige ulagsmislardir. Gelisme ortaminda bulunan
soganlarin neredeyse tamami koklenmistir. Narcissus triandrus bitkisinde JA’in sogan

olusumunda ve sogan biiyiikliigiiniin artmasinda 6nemli rol oynayabilecegi gosterilmistir.

Sage vd (2000), iri cicekli bir nergis tiirli olan Narcissus pseudonarcissus’ a ait olan

“Golden Harvest” ¢esidinin yaprak eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu ve sogan
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eksplantlarindan somatik embriyo elde etmislerdir. Denemelerde somatik embriyogenesis
icin yaprak ayasi, yaprak tabani, sogan pul yapraklari gibi eksplantlar kullanilmistir.
Somatik embriyogenesis i¢in 5 uM 2,4-D ve 0,5 uM 2,4-D veya 5 uM BAP igeren
ortamlarin basarili oldugunu bildirilmistir. Ayrica, yaprak eksplantlarinda 2,4-D’nin etkili
oldugunu pikloramin ise etkisiz oldugu tesbit edilmistir. Somatik embriyolar 4 °C’de 4,9
uM IBA iceren ortamda bitkiciklere doniistiiriilmiis ve bu bitkiler dis kosullara alistirilarak

topraga aktarilmistir.

Hussey (2000), 12 tiiriin in vitro’da sogan olusturmaya verdikleri tepkiyi karsilastirmistir.
9 tiirde hig kallus olusmadan direkt olarak gévde dokusundan, 5 tiirde ovaryumdan, 4 tiirde
ise yaprak dokusundan bitki gelisimi olmustur. Gladiolus, Hyacinthus, Muscari,
Ornithogahim ve Scill cinslerinde MS ortamina biiyiime diizenleyici ilave edilmeksizin
bitkicik elde edilmistir. Hippeastrum, Schizoslylis, Sparaxis ve Ipheion’da ortama oksin
eklenerek olumlu sonu¢ elde edilmistir. Freesia, Tulipa ve Narcissus’da ise eksplant
iizerinden dogrudan bitki elde edilememistir. 10 adet tiirde sogan ve korm parcalari
kullanilarak sogancik elde edilmis olsa da bunlarda bulasiklik 6nemli bir engel teskil
etmistir. Tulipa ve Hippeastrum disindaki bitkilerde ise kallus elde edilmistir. Gladiolus,

Sparaxis ve Schizostylis disindaki tiirlerde ise kallustan bitki olusmustur.

Shibli ve Ajlouni (2000), endemik /ris’te somatik embiryogenesi kallus, siispansiyon ve
protoplast kiiltiiriinden elde etmislerdir. Kalluslarin alt kiltiiri 4.5 uM 2,4-D, 0.5 uM
Kinetin, 4.5 pM NAA ve 300 mg/l Prolin i¢eren ortamda, karanlik kosullarda yapilmistir.
Rejenerasyon ortami olarak BA, 2IP, Zeatin ve TDZ (0, 4, 5, 9 ve 13.5 uM)’nin 0.49 uM
IBA ve 0.45 uM 2,4-D ile kombinasyonu ile hazirlanan ortamlar kullanilmistir. Maksimum
embriyogenesis 4.5 uM BA’da elde edilmistir. Zeatin ve TDZ’nin embriyogenesis
iizerinde etkisi olmadigr gorilmiistir. 0.2 M Sukroz; Glukoz ve Fruktoz ile
karsilagtirildiginda daha etkili oldugu bulunmustur. 4.5 uM 2,4-D igeren ortamda 4 hafta
icinde siispansiyon kiiltiiriinden gelisen hiicreler 0.2 M sukroz, 4.5 uM BA iceren ortama
transfer edildiginde oldukca iyi sonuglar (3568 embriyo/g hiicre) elde edilmistir. Calisma
sonucunda gelisen embriyolarin % 90’1 koklenerek tam bir bitki haline gelmislerdir.

Uretilen bitkilerin ise % 95’1 dis kosullara aktarilmistir.
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Ziv ve Lilien-Kipnis (2000), geofitlerin doku kiiltiirii ¢alismalarinda genelde eksplant
kaynagi olarak sogan, korm ve diger depo organlarinin kullanildig bildirilmektedir. Depo
organlarindaki kontaminasyonu yenmek i¢in bu calismada ¢igek sapida alternatif eksplant
olarak kullanilmistir. Allium, Dichelostemma, Eucrosia, Gladiolus, Haemathus, Hyacinthus,
Narcissus, Nerine ve Ornithogalum da ¢igek sap1 eksplanti in vitro kiiltiir i¢in kullanilmistir.
Cicek sapinin regenerayon kabiliyeti sogan ikili pul yapragi veya corm’dan izole edilen
apikal tomurcugun regenerasyon kabiliyeti ile Kkarsilastirilmistir. Gladiolus (glaydl)
eksplantlar1 ¢icek agmadan alinan ¢igek sapindan izole edilmistir. NAA (1 mg/l) ve Kinetin
(1 mg/l) igeren ortamda oldukga iyi regenerasyon saglanmistir. Yine Nerine BA (10 uM) ve
2,4-D (5 uM) varliginda oldukg¢a iyi sonug elde edilmistir. Narcissus (nergis)’da ise yine
heniiz ¢icek agmamis yapraksiz cicek sapindan alinan eksplantlar 15 °C’de NAA, BA,
fosfat, adenin siilfat ve aktif karbonun varliginda tomurcuk regenerasyonu meydana
gelmistir.. Tim tilirlerde genel olarak ¢igek sapindan alinan eksplantlarin, sogan ve korm

eksplantlarindan daha basarili oldugunu bilidirmislerdir.

Chauvin vd (2000) Tulipa gesneriana L. tliriinde siispansiyon kiiltiirii yolu ile kallus

olusumu tizerinde ¢alismislar, ancak basarili sonug elde edememislerdir.

Chang vd (2000), bir zambak tiirii olan Lilium speciosum Thunb.var. gloriosoides Baker’da
cicek eksplanti kullanilarak 3 mg/l 2,4-D ve 0.25 mg/l BA iceren MS ortaminda totipotent
kalluslar elde etmislerdir. Kalluslar dnce soganciga, sonra da 0.1 mg/l NAA, 1g/l Aktif
karbon, 170 mg/l NaH,PO, iceren MS besin ortaminda bitkicige doniismiislerdir. Sonug
olarak 9 ay i¢inde 6000 bitkicik tretilmistir. 200 bitki seraya aktarilmig, bunlarin da % 98’1

hayatta kalmstir. 2 y1l i¢cinde bu bitkiler normal gelisimlerini siirdiiriip ¢igeklenmislerdir.

Famelaer vd (2000), Tulipa praestans lale tiiriinde soguk, karanlik, 1s1k gibi uygulamalar
yoluyla kallus olusumu bagsarmiglardir. Olgunlasmis ve olgunlasmamis embriyolarin soguk

ile muamelesin sonucu farkl: tipte kallus olusumlar1 gozlenmistir.

Wawrosch vd (2001), cok pahali bir tibbi bitki olan Nepal zambagi (Lilium nepalanse
D.Don) icin bir hizli ¢ogaltim protokolii gelistirmislerdir. Arastiricilar Calismalarinda,
olgunlasmamis soganlardan hazirlanan ¢ift sogan pul yaprak eksplantlarindan 20 uM Zeatin

iceren MS ortaminda siirgilinler elde etmislerdir. Caligmada, bir eksplanttan dort hafta sonra
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yedi silirgiinden fazla siirgiin olustugu bildirilmektedir. Ayrica, koklendirmenin 2 MS

ortaminda MS ortamina gore daha iyi sonug verdigi belirtilmistir.

Paek ve Murty (2002), Fritillaria thunbergii’nin sogan pul yapraklar1 ile yaptiklar
rejenerasyon c¢alismasinda en iyi sonucun 1,62 uM NAA ve 4,65 uM KN iceren MS
ortamindan (% 13,7) elde edildigini bildirmislerdir. Elde edilen soganlar kiiltiir sonunda 5
°C’ de bes hafta bekletilerek torf, vermikiilit ve perlit (1:1:1) igeren ortama aktarildiginda 10
mm ¢apindaki soganlarin % 100’iiniin siirgiin verdigi tespit edilmistir. Ayrica, rejenerasyon
calismasina baslamadan once soganlar1 10 °C de 6 hafta bekletmenin rejenerasyonu olumlu

yonde etkiledigi bildirilmistir.

Arslan vd (2003), in vitro hizli ¢ogaltim i¢in Sternbergia candida ve S. fischeriana tiirlerini
oncelikle sogan pul yaprak eksplantlari farkli oranlarda biiyiime diizenleyicileri i¢ceren besin
ortamlarinda kiiltiire almislardir. Sogancik olusturan eksplant orani (% 75.99) ve eksplant
basina sogancik sayisi (3.30 adet) birlikte diisiiniildiigiinde en yiiksek sogancik olusumu S.
candida tiriinde 4 mg/l BAP ve 0.50 mg/l KNA igeren besin ortaminda 2 pul yaprakli sogan
eksplantlarindan elde edilmistir. S. fischeriana’da ise en yliksek sogancik olusumu (% 76.67
ve 2.59 adet) 2 mg/l BAP ve 0.50 mg/l KNA igeren ortamda yine 2 pul yaprakl
eksplantlardan  {iiretilmistir. Ote vyandan, S. candida’nin olgunlasmamis zigotik
embriyolarinin 6 mg/l pikloram igeren besin ortaminda kiiltiire alinmasiyla 1.5 y1l sonunda
eksplant basina ortalama 80 adet sogancik iiretimi saglanmistir. Uretilen soganciklar
biiytikliiklerine gore siiflandirilarak 5 °C de muhafaza edilmistir. Soganciklar bu sartlarda

5 hafta bekletildikten sonra topraga aktarilmislardir.

Karaoglu (2004), gol sogani(Leucojum aestivum L.) bitkisinde in vitro hizli ¢ogaltim i¢in
sogan pul yapraklar1 ve olgunlasmamis embriyo eksplantlarini degisik BAP ve NAA igeren
ortamlarda kiiltiire almistir. En fazla sogancik olusumu sogan pul yapragi eksplantinda, 1
mg/l BAP ve 1 mg/l NAAigeren MS besin ortaminda elde etmistir. Elde edilen soganciklar
I mg/l NAA igeren MS besin ortaminda koklendirilmistir. Koklenen soganciklar dis

kosullara bagarili bir sekilde aktarmistir.
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Naik ve Nayak (2005), Ornithogalum virens’ te sogan pul yapragi kullanilarak kallus
olusumu ve indirekt organogenesis elde etmislerdir. Siirglin olusumu 1 mg/l NAA ve 2 mg/1
BA igeren ortamda saglanmistir. Sogan pul yapragi ile 2 mg/l 2,4-D iceren MS besin
ortaminda kiiltiire almman sogan pul yapraklarindan kallus elde.elde edilmistir. Kallustan
siirglin regenerasyonu ise 2 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA iceren ortamda en iyi olmustur.
Stirgtinlerden kok olusumu hormonsuz MS ortaminda saglanmistir. Rejenere olan bitkiler
MS sivi ortaminda gelistirilmistir. Saksilara basarili olarak aktarilmistir. Regenerantlardan
olusan soganciklar sukrozu artirilmis (45-90 g/1) MS besin ortamina alinmislardir. Direkt
sogancik olusumu ise sogan pul yapragindan 1 mg/l NAA, 2 mg/l BA ve 60 g/l sukroz
iceren ortamda ger¢eklesmistir. Sogan biiyiikligi ise 2 MS’de arttirllmistir. In vitro’® da

olusan soganciklar direkt olarak saksiya aktarilmstir.

Mirici vd (2005), in vitro hizli ¢ogaltim i¢in Sternbergia fischeriana’nin olgunlasmamis
embriyo eksplantlarii farkli oranlarda biliylime diizenleyicileri igeren besin ortamlarinda
kiiltiire alinmiglardir. Sogancik olusturan eksplant sayisi 4 mg/l BA ve 0.25 mg/l NAA ya da
2 mg/l 2,4-D igeren besin ortaminda eksplant basma ortalama 80 adet sogancik iiretimi
saglamistir. Uretilen soganciklar biiyiikliiklerine gore siiflandirilarak 5 °C’de muhafaza
edilmistir. Arastiricilar bu sartlarda 5 hafta tutulduktan sonra soganciklar1 topraga

aktardiklarini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada materyal olarak Liliaceae familyasina ait ve ililkemiz dogal florasinda
yayilis gosteren yabani Tulipa karamanica (= Tulipa cinnabarina), Tulipa sintenisii,
Tulipa humulis ve Tulipa armena tiirlerinin (Sekil 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4) farkli organ
eksplantlar1 (sogan, tohum ve olgunlasmamis embriyo, ¢icek, yaprak, yaprak sapi)
kullanilmistir.  Eksplantlar bu tiirlerin dogal yayilis gosterdigi alanlardan
toplanmistir. Bitkisel materyalin toplanmasi sirasinda kullanilacak olan eksplantin
fizyolojik doneminin in vitro kiiltiire uygunluguna dikkat edilmistir. Tulipa tiirlerinin
ciceklenme ve meyve baglama donemleri Nisan ay1 baslarindan Mayis ay1 sonlarina
kadar devam etmektedir. Bundan dolay1 1-2 Nisan tarihlerinde Pozanti-Adana-Hatay
ve yoresine gidilerek bir arazi ¢alismasi yapilmistir. Ancak bu donemde ¢icekli
bitkilere rastlanamadigindan dolay: tiirler teshis edilememistir. Yine 22 -23 Nisan
tarihlerinde Taskent-Sartveliler yoresinde yapilan arazi ¢alismasinda Tulipa armena,
Tulipa humulis ve Tulipa karamanica (=Tulipa cinnabarina) tirlerinin c¢icekli
donemde olduklar1 saptanmis,, bulunduklar1 yerler GPS cihazi ile belirlenmistir.
Ayrica, bu tiirlere ait sogan ve g¢igcek sap1 eksplantlar1 toplanarak laboratuvara
getirilmigtir. Yine, toplanan soganlardan bir kismi da saksilara dikilerek gelismeye
birakilmistir. Mayis ay1 ortalarinda bu bolgeye meyve toplamak icin tekrar bir arazi
calismasi diizenlenmistir. Tulipa armena’ya ait meyveler toplanmistir. Tkinci y1l 12—
13 May1s 2006 tarihlerinde Adana-igel (Pozanti-Taskent-Sariveliler), 02-04 Haziran
2006 tarihlerinde Mugla-Manisa ve 23-24 Haziran 2006 tarihlerinde de Konya-Icel
yoresine yapilan arazi ¢aligmasinda hem tiirlerin teshisi yapilmis, hem de sogan
materyali toplanmistir. Tulipa sintenisii’ye ait tiim eksplantlar tez ¢aligmasi boyunca

A.U Ziraat Fakiiltesi Deneme tarlasindan temin edilmistir
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Sekil 3.1. Tagkent-Sariveliler yoresinde dogal yetigme alanlarinda gelisen

Tulipa karamanica (=Tulipa cinnabarina) bitkileri

Sekil 3.2. A.U Ziraat Fakiiltesi Deneme Tarlasinda yetisen Tulipa sintenisii bitkisi
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3.2. Yontem

3.2.1 Besin Ortam ve Kiiltiir Kosullar:

Denemelerde temel besin ortami olarak MS (Murashige ve Skoog 1962), N (Chu vd
1975), SH (Schenk ve Hildebrandt 1972) ve BS (Gamborg vd 1968) besin ortami, mineral
tuzlar1 ve vitaminleri kullanilmistir (Cizelge 3.1). Bu temel besin ortamlarina kullanilan
eksplant tipine ve amaca gore farkli oranlarda biiylimeyi diizenleyiciler, sekerler,

vitaminler ve katilagtiricilar ilave edilmistir.

Besin ortaminin pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak pH 5.6’ya ayarlandiktan
sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve 121°C’de 20 dakika tutularak steril edilmistir. Tiim
kiiltiirler beyaz floresan 15181 altinda 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyotta veya
tamamen karanlikta, farkli sicaklik (18-24 °C) uygulamalarinda tutulmustur. Denemelerde
farkli eksplant tipleri (sogan pul yapraklari, tohumlar, olgunlasmamis embriyolar ve in
vitro gelisen fidelerden izole edilen eksplantlar) farkli besin ortamlarinda ve uygulamalarla

kiltiire alinmistir.
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Cizelge 3.1. Denemelerde kullanilan besin ortamlarinin igerigi (mg/1)

Bilesikler

Makro
besin
elementleri

Mikro

besin
elementleri

Vitaminler

NH;NO;

KNO;
CaCl,.2H,0
MgSO4.7H20
KH,PO,

KI

H;BO;
MI’ISO4.4H20
ZHSO4.7H20
NazMOO4.2Hzo
CuS0,4.5H,0
COC12.6H20
FeSO,.7H,O
NazEDTAszo
Fez(SO4)3
Inositol
Nikotinik Asit
Piridoksin-HCl
Thiamin-HCI
Glisin

MS (mg/l)

1650
1900
440
370

0.83
6.2
22.3
8.6
0.25
0.025
0.025
27.8
37.3
2.5
100
0.5
0.5
0.1
2

N6 (mg/l)

463
2830
166
185
400
0.8
1.6
3.33
1.5

27.85
37.25
100
1

0.5
0.1

B5(mg/l)

2500
150
250

0.75
3
2
0.25
0.025
0.025
27.8
73.3
100
1.00

1.00
10.00

SH(mg/1)

2500
200
400

1.00
5
1
1.00
0.20
0.10
15.00
56.0

1000
5.00
0.50
5.00

3.2.1.1. Sogan pul yapraklarin kiiltiiriinde kullanilan ortamlar

Sogan pul yapraklarindan izole edilen eksplantlarin kiiltiiriinde MS besin ortamina 0.25-0.5

mg/l KNA, 1-4 mg/l BAP, 0.2-0.4 mg/l TDZ, 0.25 mg/l NAA ve 20-60 g/l sukroz ilave

edilmis, 6 g/l agar ile katilastirilmistir. Sogancik olusumu iizerine karbon kaynaginin etkisi

bilindiginden, farkli sekerler (% 6 glukoz ve fruktoz vb.) de denenmistir. Kullanilan

bliylime diizenleyiciler ve kimyasallarin ¢6ziicii ve saklama kosullar1 Cizelge 3.2°de

verilmistir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan biliylime diizenleyicileri ve kimyasallarin ¢oziiciileri ve saklama

kosullar1

Biiylime Diizenleyicileri | Coziicii Saklama
Oksinler ve Kosullar1 (°C)
Sitokininler (stok soliisyon)
2,4-D Etanol 0-5

IBA Etanol 0

NAA NaOH 0-5

4- CPA Etanol 0-5
Pikloram DMSO 0-5
TDZ Etanol 0-5
BAP NaOH 0-5
Kinetin NaOH 0
Zeatin NaOH 0
Gibberellik asit Su 0
Jasmonic asit Etanol 0

3.2.1.2. Olgunlasmamis embriyolarin kiiltiiriinde kullanilan besin ortami

Temel besin ortami olarak, Ny veya MS mineral tuzlar1 ve vitaminleri kullanilmig, amaca
gore % 2-6 oraninda sukroz katilip, % 0.6’lik agar ile kat1 hale getirilmistir. Ayrica, bu
ortama sogancik olusumunu tesvik etmek i¢in; 2,4-D, pikloram, L-proline, kazein
hidrolizat ve mannitol gibi kimyasallar da ilave edilmistir. Olgunlasmamis embiryolardan

sogancik olusumu 4 farkli ortam {izerinde ve 4 ayr1 asamada yliriitiilmiistiir. Bu ortamlar;
Protokol 1 (4 agsamal1 protokol)

a) Kallus tesvik ortami (KTO): Ng mineralleri ve vitaminleri, 2.3 g/l L-proline, 200 mg/1
kazein hidrolisat, 20 g/l sukroz, farkli oranlarda 2,4-D veya pikloram, 6 g/l agar

b) Sogancik olusturma ortami (SOO): Kallus tesvik ortami1 ve 30 g/l mannitol
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¢) Sogancik gelistirme ortam1 (SGO): MS mineralleri ve vitaminleri, 60 g/l sukroz, 6 g/l

agar

d) Sogancik olgunlastirma ortami (SOGO): MS mineralleri ve vitaminleri, 20 g/l sukroz,
6 g/l agar

Protokol 2 (Tek asamali protokol)

Bu protokolde yiizey sterilizasyona tabi tutulan meyvelerden olgunlasmamis embriyolar
izole edilerek farkli oranlarda 4 mg/l BAP ile 1-0.5 mg/l NAA, iceren MS ortaminda. 16
saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperyotta kiiltiire alinmistir. Eksplantlar 4 haftada bir ayn1

ortamda alt kiiltiire alinarak gelisimleri gozlenmistir

3.2.2. Doku Kiiltiirii Tekniginin Yapilhisi

3.2.2.1 Sogan pul yapraklarimn kiiltiiri

Soganlar birka¢ damla deterjanh su ile yikanip daha sonra 2-3 saat cesme suyu altinda
tutulmustur. Kabin i¢ine alinan materyal 3 dakika saf etil alkolde bekletilmistir. Daha sonra
yiizey sterilizasyonuna gec¢ilmistir. 20 dakika % 35’lik sodyum hipokloridle steril edilmis
ve 3 kez 5 dakika olmak {izere saf su ile durulanmigtir. Yiizey sterilizasyonundan sonra
steril kabin igerisinde soganlarin dis pul yapraklari ¢ikartilip atildiktan sonra kalan sogan
kismi denemelerde kullanilmistir. En uygun eksplant sekli ve biiyiikliiglinii belirlemek i¢in;
dorde boliinmiis, ¢ift veya dort pul yaprakli 4-5 mm genisliginde 8-10 mm uzunlugunda ve

2 mm kadar bazal doku igeren sogan eksplantlar1 kullanilmistir.

3.2.2.2. Olgunlasmamis embriyolarin kiiltiiri

Olgunlagsmamis tohumlar1 iceren meyveler % 80’lik ticari ¢amasir suyunda 20 dakika
siireyle yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra sogan eksplantlarinda oldugu gibi 3
kez 5’er dakika steril saf su ile durulanmistir. Yiizey sterilizasyonundan sonra meyve

kabugu kesilerek igerisinden tohumlar ¢ikartilmistir. Pens ve bisturi yardimiyla
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tohumlardan ¢ikartilan olgunlagsmamis zigotik embriyolar, kok-siirgiin ekseni asag1 gelecek
sekilde KTO ortamimna (kallus tesvik ortami) yerlestirilmistir. Her petri kutusunda
eksplantlarin elveriglilik durumuna gore 5-10 adet zarar gormemis zigotik embriyo
(yaklasik 1 mm capinda) kiiltiire alinmistir. Bu ortamda zigotik embriyolar 25 + 1 °C’de
karanlikta 2 hafta siireyle inkiibe edildikten sonra, gelisen kalluslar SOO (sogancik
olusturma ortami) ortamina aktarilmistir. Bu ortamda 2 haftada bir alt kiiltiir yapilmigtir.
Daha sonra soganciklar1 tasiyan kalluslar SGO (sogancik gelistirme ortami) ortamina
aktarilarak, yavas yavas 11kl ortama alistirilmistir. Son olarak kiiltiirler SOGO (Sogancik

olgunlastirma ortami) ortamina aktarilarak 2 ayda bir bu ortamda alt kiiltiire alinmastur.

3.2.3. Yaprak, Yaprak Sapi, Cicek ve Cicek Organlar Kiiltiirii

3.2.3.1. Yaprak ve yaprak sap: kiiltiirii:

Tulipa armena, Tulipa karamanica (=Tulipa cinnabarina) ve Tulipa sintenisii’nin tarlada
ilk ¢ikan yapraklarindan deneme kurulmustur. Bu denemede yapraklar toplandiktan sonra
magnetik balik kullanilmadan sise i¢inde ¢alkalanip % 80’lik camasir suyunda 5 dakika
daha sonra % 50 lik ¢amasir suyunda 10 dakika sterilizasyon yapilmistir. Durulama 3 defa
5 dakika steril saf suyla yapilmistir. Yaprak boyuna ortadan kesilip daha sonra 0.5 cm lik
kiigiik pargalara boliinmiistiir. Yaprak sapidan da 0.5 cm’lik parcalara kesilerek
kullanilmistir. Tiim eksplantlar karanlikta kiiltiire alinmistir. Bu eksplantlar i¢in kullanilan

ortamlar asagida verilmistir:

SH besin ortami

2 ve 4 mg/l 2,4-D, 0.2 mg/l Kinetin, 5 g/l Prolin, 10g/l KCI, 30 g/l sukroz ve 6 g/l Agar

(Ayn1 ortamlarin Prolin ve KCI ‘siz olanlarida hazirlanmustir).

MS besin ortami

2-4 mg/1 2,4-D, 0.2 mg/l Kinetin, 5 g/l Prolin, 10 g/l KCl, 30 g/l sukroz ve 6 g/l Agar

N6 besin ortami
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2-4 mg/1 2,4-D, 0.2 mg/1 Kinetin, 5 g/l Prolin,10g/l KCI, 30 g/l sukroz, 6 g/l Agar

3.2.3.2. Cicek ve Cicek Organlan Kiiltiirii:

Tulipa armena, Tulipa karamanica (=Tulipa cinnabarina) ve Tulipa sintenisii’ye ait bu
eksplantlar cicek agmadan tomurcuk halinde iken temin edilmistir Bu denemede
tomurcuklar toplandiktan sonra magnetik balik kullanilmadan sise i¢inde ¢alkalanip % 80
lik camasir suyunda 5 dakika daha sonra % 50 lik camasir suyunda 10 dakika sterilizasyon
yapilmistir. Durulama 3 defa 5 dakika steril saf suyla yapilmistir. Pistil hari¢ diger
eksplantlar ylizey sterilizasyondan etkilenmislerdir. Biitiin eksplantlar karanlikta kiiltiire
alimmustir. Pistil, ¢igek tabani, anter ve filamentler eksplant olarak kullanilmistir. Cigek
sap1 ve pistil 0.5 cm’lik diskler halinde kesilip ortama gelisim yoniine uygun sekilde
yerlestirilmistir. Calismada yaprak ve yaprak sapi i¢in hazirlanan ortamlarla beraber

asagidaki ortamlarda kullanilmistir.

1. ortam: 1 mg/l BAP, 1 mg/l NAA, 30 g/l sukroz ve 6 gr/l Agar (MS)

2. ortam: 1 mg/l 2,4-D, 1 mg/l BAP, 30 g/l sukroz ve 6gr/l Agar (MS)

3. ortam:1 mg/l NAA, 2 mg/l Kinetin, 30 g/l sukroz ve 6gr/l Agar (MS)

4. ortam: 1 mg/l NAA, 2 mg/l BAP, 500 mg/l NaH, PO,4, 100 mg/l Adenin, 30 g/l sukroz ,
2.5 mg/l Aktif karbon ve 6 gr/ Agar (MS)

5. ortam: 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l BAP, 60 g/ fruktoz, 6 gr/ Agar (MS),

6. ortam: 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l BAP, 60 g/l sukroz, 6 gr/ Agar (MS),

7. ortam: 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l BAP, 60 g/l glukoz, 6 gr/ Agar (MS)

8. ortam: 100 mg/l myo-inositol, 0.5 mg/l niacin, 0.5 mg/l pyridoxin HCI, 0.1 mg/l
thiamine HCI, 2 mg/1 glicine, 1 g/l kazein hydrolysate, 3 mg/l 2,4-D, 0.5 mg/l BAP, 30 g/
sukroz, ve 6 gr/l Agar (MS)

3.2.4. Tohumlarin In Vitro Cimlendirmesi
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Tulipa sintenisii’ye ait tohumlar + 4 °C ‘de yaklasik 3 hafta bekletilmistir. Sterilizasyon %
80’lik ticari ¢amasir suyunda 20 dakika yapilmistir. Durulama 3 defa 5 dakika steril saf su
ile yapilmistir. Bu islemden sonra farkli yontemler kullanilarak ¢imlendirme denemeleri

kurulmustur.

3.2.5. Tulipa sintenisii’de olgunlasmamis ve olgunlasmis embriyo Kkiiltiirii (2006 yih

calismalari)

Oldukga fazla miktarda meyve temin edilen bu tiirde ¢ok daha iyi sonug¢ alabilmek i¢in
embriyolar 23 farkli ortamlar kullanilmistir. Olgunlagsmamis ve olgunlasmig embriyolar bu
ortamlarda 16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperyot ve karanlikta kiiltiire alinmistir. Bu

caligsmada kullanilan ortamlar asagida verilmistir:

1. ortam: MS temel besin ortami, Gamborg’s B5 vitaminleri, 5 mM Asparagin, 5 mg/1 2,4-
D, 30 g/l sukroz ve 6g/1 agar

2. ortam: SH mineral ve vitaminleri, 0.5 mg/1 2,4-D, 30 g/l sukroz ve 6g/l agar

3. ortam: SH mineral ve vitaminleri, 2 mg/l 4 CPA, 30 g/l sukroz ve 6g/l agar

4. ortam: N6 mineral ve vitaminleri 0.5 mg/I Kinetin, 0.1 mg/1 2,4-D, 30 g/l sukroz ve

6 g/l agar

5. ortam: SH mineral ve vitaminleri, 2 mg/l TDZ, 5 mg/l Dicamba, 30 g/l sukroz ve

6 g/l agar

6. ortam: MS temel besin ortami, Gamborg’s B5 vitaminleri, 1 mg/l NAA, 4 mg/l BAP,
30 g/l sukroz ve 6g/1 agar

7. ortam: MS temel besin ortami, Gamborg’s B5 vitaminleri, 0.5 mg/1 Kinetin,

0.1 mg/1 2,4-D, 0.75 g/l KCl, 30 g/l sukroz ,ve 6g/1 agar

8. ortam: MS, 6 mg/l 2,4 D, 2 mg/l BAP, 500 mg/I Prolin ve Kazein hidrolizat,

30 g/l sukroz ve 6g/1 agar

9. ortam: MS temel besin ortami, Gamborg’s B5 vitaminleri, 2 mg/l 2,4-D, 60 g/l sukroz
ve 6 g/l Agar

10. ortam: MS temel besin ortami, Gamborg’s B5 vitaminleri, 2 mg/l Dicamba, 60 g/l
sukroz ve 6 g/l agar

11. ortam: MS temel besin ortami1, 20 mg/1 2,4-D, 30 g/l sukroz ve 6 g/l agar

12. ortam: MS temel besin ortami, 20 mg/1 2,4-D, 5 mM Asparajin, 30 g/l sukroz ve
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6 g/l agar

13. ortam: MS temel besin ortami, 20 mg/1 2,4 D, 15 mM Glutamin, 30 g/l sukroz ve

6 g/l agar

14. ortam: MS temel besin ortami, 1 mg/l BAP, 1 mg/l pikloram, 30 g/I sukroz ve

6 g/l agar

15. ortam: MS temel besin ortami, Gamborg’s B5 vitaminleri, 400 mg/l Glutamin,

100 mg/l Asparajin, 1 mg/l Kinetin, 1 mg/l 2,4-D, 60 g/l sukroz ve 6 g/l agar

16. ortam:1/2 MS, 3 mg/1 2,4-D, 600 mg/I Prolin, 30 g/l sukroz ve 6 g/l agar

17. ortam: MS temel besin ortami, 0.1 mg/l Kinetin, 0.5 mg/l 2,4 D, 30 g/l sukroz ve

6 g/l agar

18. ortam: MS temel besin ortami, 100 mg/l askorbik asit 2g/l1 Aktif karbon, 1 mg/1 yeast
ekstrakt, 2 mg/1 pikloram, 60 g/l sukroz ve 6g/l agar

19. ortam: MS temel besin ortami, 100 mg/l myo-inositol,0.5 mg/I niacin,

0.5 mg/1 pyridoxin HCl, 0.1 mg/1 thiamine HCI, 2 mg/1 glicine, 1 g/l kazein hidrolizat,

3 mg/l 2,4-D ve 0.5 mg/l BAP, 30 g/l sukroz ve 6 g/l agar

20. ortam: MS temel besin ortami, 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l BAP, 60 g/l glukoz ve 6g/l agar
21. ortam: MS temel besin ortami, 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l BAP, 60 g/ fruktoz ve 6g/l agar
22. ortam: MS temel besin ortami, 0.5 mg/l NAA, 1 mg/l BAP, 60 g/l sukroz ve 6g/1 agar
23. ortam: MS temel besin ortami, 100 mg/l inositol, 10 mg/l nicotinic acid, 2 mg/l Bl
vitamini ve, 1 mg/l B6 vitamini, 500 mg/l kazein hidrolizat, 250 mg/I Prolin ve

1 mg/1 2,4-D ve 1 mg/1 Kinetin 30 g/l sukroz ve 6g/1 agar

3.2.6. Koklendirme ¢alismalari

Elde edilen soganciklar '/, ¥4 ve '/s kuvvete MS, 0.5-1 mg/l NAA veya 0.5-1 mg/l IBA, 0,5
g/l aktif komiir ve 30-60 g/l sukroz igeren ve 6 g/l agar ile katilastirilan besin ortaminda
koklendirilmeye alinmistir. Koklendirme denemeleri 3 asamali sekilde yiiriitiilmiistiir.
Denemenin bir kisminda kiiltiirler 24 °C'de bir kismu 15 °C’de bir kismui ise on iisiitmeye

(+4°C’de 3 hafta) tabi tutulduktan sonra yine 15 °C de kiiltiire alinmastir.

3.2.7. In vitro’da iiretilen soganciklarin dis sartlara ahstirnlmasi
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Soganciklarin  bir kismi koklendirilerek bir kismi da koklendirilmeden topraga
aktarilmigtir. Torf, vermikulit ve perlit 1:1:1 oraninda karistirilarak kullanilmistir. Bu
karisim 6nce hafif nemlendirilim sonra steril edilerek kullanilmistir. Torf organik maddece
zengin karisim olarak, perlit toprak dokusunu yogunlastirmak icin (dolgu maddesi olarak),
vermikiilit ise karisimdaki suyun buharlagmasini ve c¢abuk kaybolmasini onlemek igin
kullanilmistir. Saksilar iklim dolabina yerlestirirken iistleri ince plastiklerle kaplanmis
iizerlerine kiiclik hava delikleri yapilmistir. Bu sekilde 3-4 giin bekletildikten sonra bu ince
plastikler almmis iklim dolabindaki sartlara alistirilmak iizere birakilmustir. Iklim

dolaplarinda yiiksek nem oraninda (% 90) ve 15 °C de dis sartlara aligtirilmugtir.

3.2.8. istatistik Analizler

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus olup her muamele igerisinde
5-10 adet eksplantin bulundugu, 3-4 tekerriirlii 100 x 10 mm’lik petri kutular1 veya
Magenta kaplarindan olusmustur. Istatistik analizinden 6nce yiizde degerlere, Arcsin
doniistiirme iglemi yapilmistir. (Snedecor ve Cochran 1967). Muameleler arasindaki
onemlilik varyans analizi (ANOVA) ile belirlenerek ve ortalamalar arasindaki farklilik ise
MSTAT-C Bilgisayar Programi kullanilarak (Michigan State Universitesi) Duncan Testi

ile karsilagtirilmistir.

4. BULGULAR
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4.1. Tulipa sintenisii ve Tulipa armena’da 2005 yilinda yapilan calismalar
4.1.1. Tulipa sintenisii’nin olgunlasmamis embriyolarin kiiltiirii

1. protokol:

Dogal yetisme alanlarindan toplanan Tulipa sintenisii ve T.armena’ya ait meyveler yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra yaklasik 1-2 mm biiyiikliigiindeki olgunlagsmamis
embriyolar tohumlardan ¢ikartilarak 0.5, 1, 2 ve 4 mg/l 2,4-D ile 0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 mg/I
pikloram igeren 6 g/ agar ile katilagtirilan KTO (kallus tesvik ortami) ortamlarinda kiiltiire
almmistir. Kiiltiir baslangicindan 1 hafta sonra embriyolarin hacimlerinde bir artig
gozlenmis olup, 20-30 giin sonra da kallus (kii¢iik ve sert) olusumu baglamistir (Sekil 4.1).
Bu ortamda zigotik embriyolarin bir kism1 25 £ 1 °C de karanlikta 8 hafta siireyle inkiibe
edildikten sonra, gelisen kalluslar SOO (sogancik olusturma ortami) ortamina aktarilmastir.
Bu ortamda siirglin uglar1 da olusmaya baglamis ve 2 haftada bir alt kiiltiir yapilmstir.
Daha sonra stirgiinler SGO (sogancik gelistirme ortami) ortamina aktarilarak, yavas yavas
1s1kl1 ortama alistirilmistir. SGO ortamina aktarildiktan 8 hafta sonra eksplantlarda yavas
yavas siirgiin olusumu baslamistir. Yine bir bagka denemede ise 1-2 hafta siireyle +4 °C de
bekletilen meyvelerden elde edilen embriyolarda ayni ortamlarda kiiltiire alinarak ayr1 bir
deneme kurulmustur. Ayrica kiiltiire alinan embriyolarin bir kismida 16 saat aydinlik 8
saat karanlik fotoperyotta kiiltiire alinmistir. Calismada 14. ayda sayim yapildiktan sonra
sogancik sayisi ¢ok az oldugu i¢in sogancik sayisina olumlu etki ettigi bilinen soguk
uygulamasu yapilmistir. Kiiltiirler 1 ay siireyle + 4 °C de bekletilmistir (Sekil 4.2 ve 4.3).
Daha sonra ¢ikan kiiltiirler 60 g/l sukroz ve 100 uM Jasmonik asit iceren MS ortaminda 1
ay kiltire alinmistir. 16. ay sonunda siirgiinlerin ¢ogunun soganciga doniistiigi
goriilmiistiir. Yapilan bu denemeler i¢in 5. ve 9. aylarda siirgiin; 14. ve 16. aylarda
siirglin/sogancik sayimmi yapilmistir. 16. ayda bazi ortamlarda siirgiinlerin tamami
soganciga donligmiis bazi ortamlarda ise hem sogancik hem de siirgiin saymmi ayr1 ayri
yapilmistir. 16 aydan sonra olusan soganciklar bir siire 20 mg/l sukroz iceren MS’te
bekledildikten sonra koklendirmeye almmustir. Calismalarin tamamina ait analizler
cizelgelerde sira ile verilmigtir Muamele 1 karanlik, muamele 2 fotoperyot, muamele 3 ise
soguk uygulamaya (meyvenin sogukta bekletilmesi) karsilik gelmektedir. Kiiltiir
baslangindan 5 ay sonra siirgiin olusturan eksplant orani ve eksplant bagina siirglin sayisina

ait varyans sonuclar1 Cizelge 4.1’ de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 5 ay sonra farkli 2,4- D ve pikloram
dozlarmin stirgiin olusturan eksplant orani ve eksplant basina siirgiin sayisina etkisine ait

varyans analizi

VK Siirgiin olusturan eksplant orant Eksplant bagina siirgiin
sayist

S.D K.O F K.O F
Genel 89 - - - -
Ortam 9 1137.04 7.61%* 37.55 5.492%*
Muamele 2 1949.96 13.05%* 74.348 10.88%*
Ort.*muamele | 18 484.43 3.24** 20.10 2.94%*
Hata 60 149.45 - 6.84 -

** (.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.1 incelendiginde, siirglin olusturan eksplant orani ve eskplant basina siirgiin
sayisina ortamlarin, muamelenin ve ortam x muamele interaksiyonun etkisi 0.01 diizeyinde
onemli bulunmustur. Gozlenen farkliliginin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan

testi sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.1. Tulipa sintenisii’de kiiltlir baglangicindan 1 ay sonra 1 mg/l pikloram igeren
ortamda olgunlasmamis embriyo eksplanti (fotoperyot muamele)
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Sekil 4.2. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 5 ay sonra 0.5 mg/1 pikloram i¢eren
ortamda olgunlasmamis embriyo eksplantinda siirgiin gelisimi (fotoperyot muamele)

Sekil.4.3. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 14 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda 2 mg/] pikloram igeren ortamda sogancik olusumu (karanlik muamele)
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Cizelge 4.2. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 5 ay sonra olgunlagsmamig embriyo

eksplantinda farkli 2,4-D ve pikloram dozlarinin siirgiin olusturan eksplant oran1 ve

eksplant basina siirgiin sayisina etkisi

Biiyiime Siirgiin olusturan eksplant orani Eksplant bagina siirgiin sayisi
diizenleyiciler (%) (adet)
mg/1 Muamele Muamele Muamele Ort. Muamele Muamele Muamele | ort
(Karellnhk) (Fotoseryot) (Soéuk) (Karzlmhk) (Fotoseryot) (So3guk)
0.52,4-D 60.0DE b 100.0Aa 86.67ABa | 8222 | 6.25BCa 485ABCab | 1.32Ab | 4.14
12,4-D 93.33ABa 9333Aa 86.67ABa | 91.11 [ 6.78Ba 6.37AB a 1.00Ab | 4.72
22,4-D 93.33ABa 86.67AB a 93.33Aa 91.11 1537Aa 7.00A b 2.50A ¢ 8.29
424-D 100.0A a 100.0A a 100.0A a 100.00 | 1.00D a 1.00C a 1.00A a 1.00
0.5 pikloram 73.33BCDb 100.0A a 80.0ABCb | 84.44 [ 1.00DD 7.12A a 3.47A ab | 3.86
1 pikloram 53.33DE a 66.67B a 60.0C a 60.00 | 1.00D b 6.42AB a 2.11Ab | 3.18
2 pikloram 40.0E ¢ 9333Aa 66.67BCb | 66.67 | 2.00CDa 3.75ABC a 1.89Aa | 2.55
4 pikloram 86.67ABCa 100.0A a 40.0D b 75.56 | 1.00D a 3.60ABC a 1.00A a 1.87
6 pikloram 66.67CD b 9333Aa 66.67BCb | 75.56 | 2.42BCDa | 3.77ABCa 1.00Aa | 2.40
8 pikloram 93.33AB a 86.67AB a 93.33Aa 91.11 413BCDa | 1.70BCa 1.00Aa | 2.28
Ortalama 76.00 92.00 77.33 4.01 4.56 1.63

Ayt siitunda biiyiik harfler ve ayni satirdaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde

O6nemlidir.

Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 5 ay sonra olgunlagmamis embriyo eksplantinda

farkli pikloram ve 2,4-D dozlarinin siirgiin olusturan eksplant orani ve eksplant basina

stirglin sayisina etkisi Cizelge 4.2” de verilmistir. Cizelgede de goriildiigii gibi farkli 2,4-D

ve pikloram dozlar, siirgiin olusturan eksplant orani ve eksplant basina siirgiin sayisini

etkilemistir. Farkli 2,4-D ve pikloram dozlar1 birlikte degerlendirildiginde her ikisi de

benzer bir etki gostermistir. Ancak yliksek dozda 2,4-D siirgiin olusumunu azaltmigtir.

Tim ¢izelge genel olarak degerlendirildiginde ise, en yiiksek siirgiin sayis1 15.37 adet ile 2

mg/l 2,4-D iceren ortamda karanlik uygulamadan elde edilmistir.

Kiiltiir baglangicindan 9 ay sonra yine eksplant basina olusan siirglin sayilart kayit

edilmistir. Bu sonuglara iligkin varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 9 ay sonra olgunlagsmamis embriyo
eksplantinda farkli 2,4-D ve pikloram dozlariin eksplant basina siirgiin sayisina etkisine

ait varyans analizi

VK Siirgiin olusturan eksplant sayisi

S.D K.O F
Genel 89 - -
Ortam 9 12.62 4.44%*
Muamele 2 49.75 17.51%*
Ort.*muamele | 18 12.64 4.45%*
Hata 60 2.84 -

** (.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.3 incelendiginde, eksplant basina siirglin sayisimna ortamlarin, muamelenin ve
ortam X muamele interaksiyonun etkisi 0.01 diizeyinde oOnemli c¢ikmistir. Go6zlenen
farkliliginin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.4’de

verilmistir.

Cizelge 4.4. Tulipa sintenisii’de kiiltlir baglangicindan 9 ay sonra olgunlagsmamis embriyo

eksplantinda farkli 2,4-D ve pikloram dozlarinin eksplant bagina siirgiin sayisina etkisi

Biiylime Eksplant bagina siirgiin sayisi
diizenleyiler mg/1 (adet)
Muamele 1 Muamele 2 Muamele 3 ortalama
(Karanlik) (Fotoperyot) (Soguk)
0.52,4-D 4.67Ca 3.80ABC a 2.03A a 3.50
12,4-D 9.53A a 5.00AB b 1.00A ¢ 5.18
22,4-D 7.67Ab a 4.73AB b 1.00A ¢ 4.47
424-D 1.00D a 1.00C a 1.00A a 1.00
0.5 pikloram 1.00D b 4.80AB a 347 A ab 3.01
1 pikloram 1.00D b 593Aa 2.11A b 3.09
2 pikloram 1.33D a 4.20AB a 1.89A a 3.01
4 pikloram 1.00D b 4.40AB a 1.00A b 2.47
6 pikloram 2.42CD ab 3.95ABC a 1.00A b 2.13
8 pikloram 5.13BC a 2.22BCb 1.00A b 2.78
Ortalama 3.45 4.00 1.55

Aynt siitunda biiyiik harfler ve ayni satirdaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde

onemlidir.
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Cizelge 4.4’de Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 9 ay sonra olgunlasmamis
embriyo eksplantinda farkli 2,4- D ve pikloram dozlarinin eksplant basina siirgiin sayisina
etkisi incelenmistir. Biiyiime diizenleyiciler ve wuygulanan muameleler birlikte
diistintildiglinde eksplant basina en fazla siirgiin sayis1 9.53 adet ile 1 mg/l 2,4-D igeren
ortamda karanlik muameleden elde edilmistir. Karanlik uygulamasinda yiiksek dozda
pikloram igeren ortamlarda siirgiin sayisinin artig1 gézlenmistir. Soguk muamelesinde ise

her iki biliylime diizenleyicide siirgiin sayisinin daha az oldugu gozlenmistir.

Kiiltiir baglangicindan 14 ay sonra eksplantlar iizerinde soganciklar olugsmustur. Eksplant
basina slirglin ve sogancik sayisina iliskin degerlere ait varyans analiz sonuclar Cizelge

4.5’te verilmistir

Cizelge 4.5. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra olgunlagsmamis embriyo
eksplantinda farkli 2,4- D ve pikloram dozlarinin eksplant basma siirglin ve sogancik

sayisina etkisine ait varyans analizi

V.K Eksplant bagina siirgiin sayis1 Eksplant bagina sogancik sayisi
S.D K.O F K.O F

Genel 89 - - - -

Ortam 9 33.70 4.74%* 5.28 2.90%*

Muamele 2 324.90 45.70%* 14.44 7.927**

Ort.*muamele | 18 37.61 5.29%* 5.47 3.00%*

Hata 60 7.11 - 1.82 -

** (.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.5’te goriildiigii gibi eksplant basina siirgiin ve sogan sayisina ortamin, muamelenin
ve ortam x muamele interaksiyonun etkisi 0.01 diizeyinde énemli bulunmustur. G6ézlenen
farkliliginin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuclar1 Cizelge 4.6’da

verilmistir.
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Cizelge 4.6. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 14 ay sonra olgunlasmamis embriyo

eksplantinda farkli 2,4-D ve pikloram dozlarinin eksplant basina siirgiin ve sogancik

sayisina etkisi

Biiylime Eksplant basina siirgiin sayisi Eksplant bagina sogancik sayisi
diizenleyiciler (adet) (adet)
mg /1

Muamele Muamele Muamele Ort. Muamele Muamele Muamele | Ort.

1 2 3 1 2 3

(Karanlik) [ (Fotoperyot) (Soguk) (Karanlik) [ (Fotoperyot) (Soguk)
0.52,4-D 5.67A a 4.40CDE a 4.00A a 4.69 0.00A a 2.33BC ab 1.67A a 1.33
12,4-D 8.33A a 12.67A a 1.67A b 7.22 0.00A b 333Ba 0.00A b 1.11
22,4-D 5.00A b 9.67AB a 0.00A ¢ 4.89 0.00A a 0.00C a 0.00A a 0.00
42,4-D 0.00B a 0.00E a 0.00A a 0.00 0.00A a 0.00C a 0.00A a 0.00
0.5 pikloram 0.00B b 11.00A a 1.67A b 4.22 0.00A b 0.00Cb 1.67A a 0.56
1 pikloram 0.00B b 11.67A a 0.00A b 3.89 0.00A b 6.67A a 0.00A b 222
2 pikloram 0.00B b 6.00BC a 0.00A b 2.00 0.00A b 1.00C a 0.00A b 0.33
4 pikloram 0.00B b 7.35ABC a 0.00A b 2.45 0.00A a 0.00C a 0.00A a 0.00
6 pikloram 0.00B b 10.03AB a 0.00A b 3.34 0.00A a 0.00C a 0.00A a 0.00
8 pikloram 9.00A a 0.00D b 0.00A b 3.00 0.00A a 0.00C a 0.00A a 0.00
Ortalama 2.80 7.18 0.73 0.00 1.33 0.33

Ayni siitunda biiyiik harfler ve ayni satirdaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde

6nemlidir

Tulipa sintenisii’de kiiltlir baslangicindan 14 ay sonra olgunlagmamis embriyo
eksplantinda farkli 2,4-D ve pikloram dozlarinin eksplant bagina siirgiin ve sogancik
sayisina etkisi etkisi Cizelge 4.6° da verilmistir. Eksplant basina siirglin sayisina,
uygulanan muamele ve biiylime diizenleyicilerin etkisi incelendiginde en yiiksek siirgiin
sayis1 fotoperyot muamele i¢in 12.67 adet ile 1 mg/l iceren ortamda, karanlik muamele i¢in
ise 9.00 adet ile 8 mg/l pikloram iceren ortamda elde edilmistir. Eksplant basina sogan
sayis1 i¢in uygulanan muameleler, 2,4-D ve pikloramin farkli dozlar1 birlikte
degerlendiginde ise yliksek sonu¢ 6.67 ile 1 mg/l pikloram igeren ortamda fotoperyot

muamelede alinmigtir. Karanlikta ise sogancik olusumu gozlenmemistir.
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Kiiltiir basglangicindan 16 ay sonra siirgiinlerin ¢ogu soganciga doniigmiistiir. Eksplant

basina slirglin ve sogancik sayisina iligkin degerlere ait varyans analiz sonuclar1 Cizelge

4.7’te verilmistir.

Cizelge 4.7. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 16 ay sonra olgunlasmamis embriyo

eksplantinda farkli 2,4-D ve pikloram dozlarinin eksplant basina siirgiin ve sogancik

sayisina etkisine ait varyans analizi

VK Eksplant basina siirgiin sayis1 Eksplant basina sogancik sayisi
SD [K.O F K.O F

Genel 89 - - - -

Ortam 9 21.89 4.95%%* 113.09 4.57%*

Muamele 2 26.64 6.02 ** 457.70 18.50%*

Ort.*muamele | 18 23.75 5.37%* 75.62 3.06%*

Hata 60 4.43 - 24.74 -

** (.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.7 incelendiginde, eskplant basina siirglin ve sogancik sayisina ortamin,

muamelenin ve ortam X muamele interaksiyonun etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli ¢ikmigtir.

Gozlenen farkliliginin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuclari

Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 16 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda farkli 2,4- D ve pikloram dozlarinin eksplant basina siirgiin ve sogancik

sayisina etkisi

Biiylime Eksplant basina siirgiin sayist Eksplant bagina sogancik sayisi
diizenleyiciler (adet) (adet)
mg/

Muamele Muamele Muamele Ort. | Muamele Muamele Muamele | Ort.

1 2 3 1 2 3

(Karanlik) | (Fotoperyot) (Soguk) (Karanlik) | (Fotoperyot) [ (Soguk)
0.52,4-D 6.33A a 3.00BC ab 2.67TA b 4.00 | 22.67A a 10.50AB b 3.00A b 12.06
12,4-D 0.00B b 2.67BC a 0.00A b 0.89 | 0.00BD 8.83ABC a 0.00Ab | 2.94
224-D 0.00B a 0.00C a 0.00A a 0.00 | 0.00B b 15.00A a 0.00A b 5.00
424-D 0.00B a 0.00C a 0.00A a 0.00 | 0.00B a 0.00C a 0.00A a 0.00
0.5 pikloram 0.00B b 0.00C b 1.67A a 0.56 | 0.00B b 0.00Cb 1.67A a 1.11
1 pikloram 0.00B b 11.12A a 0.00A a 3.72 | 0.00B b 13.83A a 0.00Ab | 4.61
2 pikloram 0.00B a 0.00C a 0.00A a 0.00 | 0.00B b 10.50AB a 0.00A b 3.50
4 pikloram 0.00B a 533Ba 0.00A b 1.78 | 0.00B b 4.50BC a 0.00A b 1.50
6 pikloram 0.00B b 1.00A a 0.00A b 0.33 | 0.00B b 14.67A a 0.00Ab | 4.89
8 pikloram 8.00A b 0.00C a 0.00A b 2.67 | 0.00B a 0.00C a 0.00A a 0.00
Ortalama 1.43 2.32 0.433 2.27 7.95 0.47

Ay siitunda biiyiik harfler ve ayn1 satirdaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde
6nemlidir.

Cizelge 4.8’de eskplant basina siirglin sayisi i¢in uygulanan muamele ve biiylime
diizenleyicilerin etkisi birlikte incelendiginde en yiiksek deger fotoperyot i¢in 11.12 ile 1
mg/l pikloram iceren ortamda elde edilmistir. Eksplant basina sogan sayisi incelendiginde
ise en ylksek deger 22.67 ile 0.5 mg/l 2,4-D igeren ortamda karanlikta elde edilirken,
fotoperyotta ise hem pikloram, hem de 2,4-D igeren ortamlarda degisen sayilarda sogancik
olusumu goézlenmistir. Soguk uygulamanin ise siirgiin ve sogancik sayisini azaltigi

gozlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 16 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantindan 6 mg/1 pikloram igeren ortamda sogancik olusumu (karanlik muamele )

4.1.2. Tulipa armena’nin olgunlasmamis embriyolarmin kiiltiiri

Yapilan bu denemeler i¢in Tulipa sintenisii’de oldugu gibi 5. ve 9. aylarda siirgiin 14. ve
16. aylarda siirglin/sogancik sayimi yapilmistir. 16. ayda bazi ortamlarda siirgiinlerin
tamami soganciga doniismiis bazi ortamlarda ise hem sogancik hem de siirgiin sayimi ayr1
ayr1 yapilmistir. 16 aydan sonra olusan soganciklar bir siire 20 mg/l sukroz iceren MS’te
bekletildikten sonra koklendirmeye alinmistir. Caligmalarin tamamina ait analizler
cizelgelerde sirasiyla verilmistir. Muamele 1 karanlik, muamele 2, 16/8 saat
aydinlik/karanlik fotoperyota, muamele 3 ise soguk uygulamaya (meyvenin sogukta
bekletilmesi) karsilik gelmektedir. Kiiltiir baslangindan 5 ay sonra siirglin olusturan
eksplant oran1 ve eksplant basina siirgiin sayisina ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge

4.9°da verilmistir
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Cizelge 4.9. Tulipa armena’da kiiltiir baglangicindan 5 ay sonra olgunlasmamis embriyo

eksplantinda farkli 2,4-D ve pikloram dozlarinin siirgiin olusturan eksplant oran1 ve

eksplant bagina siirgiin sayisina etkisine ait varyans analizi

V.K Siirgiin olusturan eksplant orani Eksplant basina siirgiin
sayist

S.D K.O F K.O F
Genel 89 - - - -
Ortam 9 1090.45 5.84%%* 10.98 1.83
Muamele 2 39206.88 210.06** 489.23 81.36%*
Ort.*muamele | 18 626.52 3.35%* 14.05 2.34%*
Hata 60 186.65 - 6.01 -

** (.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.9 incelendiginde, siirgiin olusturan eksplant oranma ortamin, muamelenin ve
ortam x muamele interaksiyonun etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmus iken eskplant
basma siirgiin sayisina ortamin etkisi istatistiksel olarak Onemsiz ¢ikmigtir. Muamele,
muamele x ortam interaksiyonun etkisi 0.01 diizeyinde onemli bulunmustur. Gozlenen

farkliliginin 6nem diizeyini belirlemek icin yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.10°da

verilmistir.
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Cizelge 4.10. Tulipa armena’da kiiltiir baslangicindan 5 ay sonra olgunlasmamis embriyo

eksplantinda farkli 2,4-D ve pikloram dozlarinin siirgiin olusturan eksplant oran1 ve

eksplant basina siirgiin sayisina etkisi

Biiylime Siirgiin olusturan eksplant oran1 (%) Eksplant basina siirgiin sayisi (adet)
diizenleyiciler Muamele Muamele Muamele | Ort. Muamele Muamele Muamele | ort
mg/1 1 2 3 1 2 3

(Karanlik) | (Fotoperyot) (Soguk) (Karanlik) (Fotoperyot) (Soguk)
0.52,4-D 80.00 ABa | 73.33BCD a 0.00Ab | 51.11 9.87A a 7.25ABC a 0.00ADb | 5.70
12,4-D 93.33Aba | 46.67EF b 0.00Ac | 46.67 | 7.60ABCa 3.05CD b 0.00Ab | 3.55
224-D 33.33Da 40.00F a 0.00Ab | 24.44 | 9.08Aa 4.94BCD b 0.00 Ac | 4.67
42,4-D 73.33BCa | 73.33BCD a 0.00Ab | 48.89 [ 9.30Aa 4.08BCD b 0.00Ac | 447
0.5 pikloram 53.33CDa | 60.00DEF a 0.00Ab | 37.78 | 9.61Aa 4.44BCD b 0.00Ac | 4.68
1 pikloram 100.00A a 73.33BCD b 0.00A ¢ 57.78 | 9.30A a 5.75BCD a 0.00Ab | 523
2 pikloram 100.00A a 100.00A a 0.00Ab | 66.67 | 8.44Aba 8.67Aba 0.00ADb | 5.70
4 pikloram 100.00Aa | 66.67CDEDb 0.00A ¢ 55.56 | 3.47Ca 2.50D a 0.00Aa | 1.99
6 pikloram 86.67Ab a 86.67ABC a 0.00Ab | 57.78 | 4.32BCb 10.82A a 0.00Ac | 5.04
8 pikloram 86.67ABa | 93.33Aba 0.00Ab | 60.00 | 5.40ABCa 8.00AB a 0.00Ab | 447
Ortalama 80.67 71.33 0.00 7.71 5.95 0.00

Ay siitunda biiyiik harfler ve ayn1 satirdaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde

Onemlidir

Tulipa armena’da kiiltiir baslangicindan 5 ay sonra olgunlagmamis embriyo eksplantinda

farkli 2,4-D ve pikloram dozlarinin siirgiin olusturan eksplant orani ve eksplant basina

sirglin sayisina etkisi Cizelge 4.10°da verilmistir. Siirglin olusturan eksplant orani

bakimindan en yiiksek deger karanlikta 1, 2 ve 4 mg/l pikloram, fotoperyotta ise 2 mg/l

pikloram iceren ortamdan elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 i¢in ise uygulanan

mumele ve biiylime diizenleyicilerin etkisi birlikte diisiintildiiglinde, en yiiksek siirgiin

sayisina 10.82 adet ile 6 mg/l pikloram igeren ortamda ulagilmistir Pikloram ve 2,4-D

iceren ortamlarda her iki uygulamada da siirglin elde edilirken soguk uygulamada sonug

almamamustir (Sekil 4.5. ve 4.6.).
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Sekil 4.5 Tulipa armena’da kiiltiir baglangicindan 2 ay sonra 1 mg/l pikloram igeren
ortamda embriyodaki gelisim (karanlik muamele

Sekil 4.6. Tulipa armena’da kiiltiir baslangicindan 5 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda 1 mg/1 2,4-D igeren ortamda siirgilin gelisim (karanlik muamele)

Kiiltiir baglangicindan 9 ay sonra yine eksplant basina olusan siirglin sayilart kayit

edilmistir. Bu sonuglara ait varyans analiz sonuglart Cizelge 4.11°de verilmistir.
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Cizelge 4.11. Tulipa armena’da kiiltiir baslangicindan 9 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda farkl pikloram ve 2,4-D dozlariin eksplant basina siirgiin sayisina etkisine

ait varyans analizi

VK Eksplant basina siirgiin sayis1

S.D K.O F
Genel 89 - -
Ortam 9 18.11 2.08*
Muamele 2 460.56 52.81**
Ort.*muamele | 18 32.07 3.68%*
Hata 60 8.72

** (.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyine onemli

Cizelge 4.11°de goriildigii gibi eksplant bagina siirgiin sayisina ortamin etkisi 0.05
diizeyinde bulunurken, muamelenin ve ortam x muamele interaksiyonu ise 0.01 diizeyinde
onemli ¢ikmistir. Gozlenen farkliliginin 6nem diizeyini belirlemek ic¢in yapilan Duncan
testi sonuglar1 Cizelgede 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Tulipa armena’da kiiltiir baglangicindan 9 ay sonra olgunlagsmamis embriyo

eksplantinda farkli 2,4-D ve pikloram dozlariin eksplant bagina siirgiin sayisina etkisi

Biiylime Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet)
diizenleyiler mg/l | Muamele 1 Muamele 2 Muamele 3 ortalama
(Karanlik) (Fotoperyot) (Soguk)

0.52,4-D 9.87Ab a 8.08BC a 0.00A b 5.98
12,4-D 4.60BCD a 3.05CD a 0.00A a 2.55
22,4-D 6.35ABCD a 4.94CD a 0.00A b 3.76
42,4-D 10.53A a 4.08CD b 0.00A b 4.87
0.5 pikloram 7.55ABCD a 4.33CD ab 0.00A b 3.96
1 pikloram 9.31ABC a 8.38BCa 0.00A b 5.89
2 pikloram 3.87CD b 15.67A a 0.00A b 6.51
4 pikloram 9.98Ab a 4.67CD b 0.00A b 4.88
6 pikloram 242D Db 10.75B a 0.00A b 4.39
8 pikloram 6.47ABCD a 0.33Db 0.00A b 2.27
Ortalama 7.01 6.43 0.00b

Ayni siitunda biiyiik harfler ve ayni satirdaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde
6nemlidir.

Tulipa armena’da kiiltiir baglangicindan 9 ay sonra olgunlagsmamis embriyo eksplantinda
farkli 2,4-D ve pikloram dozlarinin eksplant basina siirgiin sayisina etkisi Cizelge 4.12°de

verilmigtir. Farkli 2,4-D ve pikloram dozlar birlikte degerlendirildiginde her ikiside benzer
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bir etki gostermistir. Cizelgede goriildiigii gibi en yiiksek siirgiin sayisi 15.67 adet ile
fotoperyot muamelede elde edilirken, soguk uygulamasindan her iki biiyiime diizenleyicide

de sonu¢ alinamamustir.

Kiiltiir baglangicindan 14 ay sonra eksplantlar iizerinde soganciklar olusmustur. Eksplant
bagina siirgiin ve sogancik sayisina iliskin degerlere ait varyans analiz sonuclar1 Cizelge

4.13’te verilmistir.

Cizelge 4.13. Tulipa armena’da kiiltlir baglangicindan 14 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda farkli 2,4-D ve pikloram dozlarinin eksplant basina siirgiin ve sogan sayisina

etkisine ait varyans analizi

VK Eksplant bagina siirgiin sayisi Eksplant basina sogancik sayisi
SD [K.O S.D K.O S.D
Genel 89 - - - -
Ortam 9 39.211 5.76** 12.84 5.37**
Muamele 2 148.23 21.77** 9.52 3.98%*
Ort.*muamele | 18 35.44 5.21** 6.28 2.63*%*
Hata 60 6.81 - 2.39 -

** (.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyine onemli

Cizelge 4.13’te goriildiigii gibi, eksplant basina siirgiin sayisina ortamin, muamele ve
ortam x muamelenin interaksiyonun etkisi 0.01 diizeyinde énemli bulunmustur. Eksplant
basina sogan sayisina ortamin etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Muamelenin etkisi
0.05 diizeyinde 6nemli, ortam x muamelenin interaksiyon etkisi ise 0.01 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Gozlenen farkliliginin énem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi

sonuclar1 Cizelge 4.14’de verilmistir.
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Cizelge 4.14. Tulipa armena’da kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra olgunlagsmamis embriyo

eksplantinda farkli 2,4-D pikloram ve dozlarinin eksplant basina siirgiin ve sogancik

sayisina etkisi

Biiylime Eksplant bagina siirgiin sayis1 Eksplant bagina sogancik sayisi
diizenleyiciler (adet) (adet
mg/l Muamele Muamele Muamele Ort. Muamele Muamele Muamele Ort.
(Karalmllk) (Fotoseryot) (Soéuk) (Karzlmhk) (Fotoseryot) (Soéuk)
0.52,4-D 3.00CD a 0.00B a 0.00A a 1.00 0.00B a 0.00B a 0.00A a 0.00
12,4-D 6.00BC a 0.00B b 0.00A b 2.00 333Aa 0.00B a 0.00A a 1.11
22,4-D 0.00D a 0.00B a 0.00A a 0.00 0.00B a 0.00B a 0.00A a 0.00
42,4-D 0.33Da 0.00B a 0.00A a 0.11 0.33Ba 0.00B a 0.00A a 0.11
0.5 pikloram 9.83ABa 0.00B b 0.00A b 3.28 0.00B a 0.00B a 0.00A a 0.00
1 pikloram 7.63AB a 2.33Bb 0.00A b 3.32 5.83Aa 5.00A a 0.00A a 3.61
2 pikloram 5.83BCb 13.25Aa 0.00A ¢ 6.36 0.00B b 5.00A a 0.00A b 1.67
4 pikloram 11.67A a 0.00B b 0.00A b 3.89 0.00B a 0.00B a 0.00A a 0.00
6 pikloram 0.00D a 0.00B a 0.00A a 0.00 0.00B a 0.00B a 0.00A a 0.00
8 pikloram 0.00D a 333Ba 0.00A a 1.11 0.00B a 0.00B a 0.00A a 0.00
Ortalama 4.43 1.89 0.00 0.95 1.00 0.00

Ay siitunda biiyiik harfler ve ayn1 satirdaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde

Onemlidir.

Tulipa armena’da kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra olgunlagsmamis embriyo eksplantinda

farkli pikloram ve 2,4-D dozlarinin eksplant basina siirgiin ve sogan sayisina etkisi Cizelge

4.14’te verilmistir. Cizelgeden de goriildiigli gibi soguk uygulamasi siirgiin ve sogancik

olusumunu engellemistir. Karanlik uygulamada ise pikloramin farkli dozlarinda siirgiin

olusumu goézlenmistir. Eksplant basia en yiiksek silirglin olusumu 13.25 adet ile 2 mg/I

pikloram igeren besin ortamda fotoperyot uygulamada elde edilirken, en yliksek sogancik

iretimi ise 5.83 adet ile 1 mg/l pikloram iceren ortamda karanlik uygulamasindan elde

edilmistir ( Sekil 4.7 ve 4.8).
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Sekil 4.7. Tulipa armena’da kiiltiir baglangicindan 14 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda 1mg/l 2,4-D igeren ortamda sogancik olusumu (karanlik muamele )

Sekil 4.8. Tulipa armena’da kiiltiir baglangicindan 14 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda 1 mg/I pikloram igeren ortamda sogancik gelisimi (fotoperyot muamele)

Kiiltiir baslangicindan 16 ay sonra eksplant basina siirgiin ve sogancik sayisina iliskin

degerlere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.15’te verilmistir.
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Cizelge 4.15. Tulipa armena’da kiiltiir baslangicindan 16 ay sonra olgunlagsmamis embriyo
eksplantinda farkli 2,4-D ve pikloram dozlarinin eksplant bagina siirgiin ve sogan sayisina

etkisine ait varyans analizi

VK Eksplant bagina siirgiin sayist Eksplant bagina sogancik
sayisl

S.D K.O F K.O F
Genel 89 - - - -
Ortam 9 60.73 7.53%* 38.50 3.29%*
Muamele 2 245.85 30.46%* 55.17 4.71*
Ort.*muamele | 18 49.54 6.14%* 46.79 3.99%*
Hata 60 8.07 - 11.71 -

** (.01 diizeyinde dnemli
*0.05 diizeyine 6nemli

Cizelge 4.15°de goriildgii gibi eksplant basina silirgilin sayisina ortamin, muamele ve ortam
x muamele interaksiyonunun etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Eksplant bagina sogan
sayisina ortamin etkisi 0.01 diizeyinde 6énemli bulunmustur. Eksplant bagina sogan sayisina
muamelenin etkisi ise 0.05 diizeyinde onemli, ortam x muamelenin interaksiyon etkisi ise

0.01 diizeyinde onemli ¢ikmugtir. Gozlenen farkliliginin 6nem diizeyini belirlemek igin

yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.16°da verilmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Tulipa armena’da kiiltiir baslangicindan 16 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda 2 mg/1 pikloram iceren ortamda sogancik gelisimi (karanlik muamele)
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Cizelge 4.16. Tulipa armena’da kiiltiir baslangicindan 16 ay sonra olgunlagsmamis embriyo
eksplantinda farkli 2,4-D ve pikloram dozlarinin eksplant basina siirgiin ve

sogancik sayisina etkisi

Biiylime Eksplant basina siirgiin sayisi Eksplant basina sogancik sayisi
diizenleyiciler (adet) (adet)
mg/1 Muamele Muamele Muamele Ort. Muamele Muamele Muamele Ort.
(Karflmhk) (F otop%eryot) (Soéuk) (Karflmhk) (F otop%eryot) (Soéuk)
0.52,4-D 3.00C a 0.00A a 0.00A a 1.00 1.33Ca 0.00Ba 0.00A a 0.44
12,4-D 16.67A a 0.00A b 0.00A b 556 | 5.00BCa 0.00B a 0.00A a 1.67
22,4-D 0.00C a 0.00A a 0.00A a 0.00 | 0.00Ca 0.00B a 0.00A a 0.00
42,4-D 0.33Ca 0.00A a 0.00A a 0.11 0.33Ca 0.00B a 0.00A a 0.11
0.5 pikloram 1.33Ca 0.00A a 0.00A a 0.44 8.43AB a 0.00B b 0.00A b 2.81
1 pikloram 19.07A a 2.89A b 0.00A a 7.32 11.30A a 2.17Bb 0.00A b 4.49
2 pikloram 333Ca 333Aa 0.00A a 222 0.00Cb 16.42A a 0.00A b 5.47
4 pikloram 8.67B a 0.00A b 0.00A b 2.89 | 0.00Ca 0.00B a 0.00A a 0.00
6 pikloram 0.00C a 0.00A a 0.00A a 0.00 | 0.00C a 0.00B a 0.00A a 0.00
8 pikloram 0.00C a 0.00A a 0.00A a 0.00 | 0.00C a 0.00B a 0.00A a 0.00
ortalama 5.24 0.62 0 2.64 1.86 0.00

Aynu siitunda biiyiik harfler ve ayni satirdaki kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 diizeyinde
onemlidir.

Tulipa armena’da kiiltiir baglangicindan 16 ay sonra olgunlagsmamis embriyo eksplantinda
farkli 2,4-D ve pikloram dozlarimin eksplant basina siirgiin ve sogancik sayisina etkisi
Cizelge 4.16’da verilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi i¢in uygulanan muameleler ve
farkli 2,4-D ve pikloram dozlar1 birlikte diisiiniildiiglinde en yiiksek siirgiin sayist 19.07
adet ile 1 mg/l pikloram igeren ortamda karanlik muamelede elde edilmistir. Fotoperyot
muamelede ise siirgiin sayisinin ¢ok az oldugu goriilmektedir. Eksplant basina sogancik
sayist incelendiginde ise karanlik muamelede sogancik olusumu gozlensede en yiiksek
sogancik olusumu 16.42 adet ile 2 mg/l pikloram igeren ortamda fotoperyot muamelede

elde edilmistir. Soguk uygulamasinda ise siirgiin ve sogancik olusumu gézlenmemistir
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4.1.3. Tulipa sintenisi’de tek asamah 2. protokol ile sogancik iiretimi

Tulipa sintenisii’de embriyolarin bir kismi1 protokol 1°deki gibi kiiltlire alinmis, diger kisnu
ise 4 mg/ 1 BAP ve 0.5 -1 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmgtir. {lk 2 ay
karanlikta daha sonra 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperyotta kiiltiire alinmis ve 4
haftada bir alt kiiltiire alinarak gelisimleri gézlenmistir. Calismada 14. ayda siirgiin sayim
yapildiktan sonra sogancik olugmunda olumlu etki ettigi bilinen soguk uygulama
yapilmistir. Kiiltiirler 1 ay + 4 °C de bekletilmistir. Daha sonra ¢ikan kiiltiirler 60 g/l sukroz
ve 100 pM Jasmonik asit iceren MS ortaminda 1 ay kiiltiire alinmigtir. 16. ay sonunda
siirgiinlerin ¢ogunun soganciga doniistiigli goriilmiistiir. Kontrol olarak normal kiiltiir
ortaminda birakilan eksplantlarda ise 16. ay sonunda sogancik olusumu goézlenmemistir.
Yapilan bu denemeler icin 5. ve 9. 14. aylarda siirgiin ve 16. ayda sogancik sayimi
yapilmistir. 16 aydan sonra olusan soganciklar bir siire 20 g/l sukroz igeren MS ortaminda
bekletildikten sonra koklendirmeye alinmistir. 5. ay sonunda siirgiin olusturan eksplant
orani her iki ortam i¢in de % 100 oldugu i¢in analiz yapilmamistir (Sekil 4.10). Buna gore
Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 5 ay sonra olgunlagmamig embriyo eksplantinda
4 mg/l BAP ve 0.5-1 mg/l NAA igeren ortamlarinin eksplant basina siirgiin sayisina

etkisine ait varyans analizi Cizelge 4.17°de verilmisitr.

Cizelge 4.17. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 5 ay sonra olgunlagsmamis embriyo
eksplantinda 4 mg/l BAP ve 0.5-1 mg/l NAA igeren ortamlarmin eksplant basina siirglin

sayisina etkisine ait varyans analizi

VK Eksplant basina siirgiin sayisi

S.D K.O F
Genel 5 - -
Ortam 1 10.14 2.99
Hata 4 3.39

Cizelge 4.17°de goriildiigl gibi eksplant bagina siirgiin sayisina ait varyans analizinde
ortam dnemsiz bulunmustur. Siirgiin sayisina ait sayisal degerler ise Cizelge 4.18’de

verilmistir.
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Cizelge 4.18. Tulipa sintenisii’de kiiltlir baglangicindan 5 ay sonra olgunlagsmamis embriyo
eksplantinda 4 mg/l BAP ve 0.5-1 mg/l NAA iceren ortamlarin eksplant basina siirgiin

sayisina etkisi

Ortam Eksplant bagina siirgiin
Sayis1 (adet)

4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA 6.33

4 mg/l BAPve 1 mg/l NAA 9.33

Cizelge 4.18. incelendiginde her iki ortaminda siirgiin sayisini1 benzer oranda etkiledigi

gorlilmektedir. Buna gore en yiiksek sonug 9.33 adet ile 4 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA igeren

ortamda elde edilmistir.

Sekil 4.10. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 5 ay sonra olgunlagmamis embriyo
eksplantinda 4 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA igeren ortamda siirgiin gelisimi

Kiiltir baslangicindan 9 ay sonra yine eksplant basina olusan siirglin sayilar1 kayit

edilmistir. Bu sonugclara ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.19°da verilmistir.
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Cizelge 4.19. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 9 ay sonra 4 mg/l BAP ve 0.5-1

mg/l NAA igeren ortamlarinin eksplant basina siirgiin sayisina etkisine ait varyans analizi

V.K Eksplant basina

surglin sayist

S.D K.O F
Genel 5 - -
Ortam 1 196.82 10.37*
Hata 4 18.02

*0.05 diizeyinde onemli

Cizelge 4.19°da eksplant basina siirgiin sayisina ait varyans analizi incelendiginde ortam
0.05 diizeyinde onemli c¢ikmustir. Gozlenen farkliligin 6nem diizeyini belirlemek igin

yapilan t testi sonuglar1 Cizelge 4.20°de verilmistir.

Cizelge 4.20. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 9 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda 4 mg/l BAP ve 0.5-1 mg/l NAA igeren ortamlarinin eksplant basina siirgiin

sayisina etkisi

Ortam Eksplant bagina siirgiin
sayist (adet)

4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA 9.00b

4 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA 22.16 a

Tulipa sintenisii’de kiiltiir basglangicindan 9 ay sonra olgunlagmamis embriyo eksplantinda
4 mg/l BAP ve 0.5-1 mg/l NAA igeren ortamlarinin eksplant basina siirgiin sayisina etkisi
Cizelge 4.20°de verilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi incelendiginde en yiiksek siirgiin

sayis1 22.16 ile 4 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA igeren ortamda elde edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 9 ay sonra olgunlagsmamis embriyo
eksplantinda 4 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA iceren ortamda siirgiin gelisimi

Kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra yine eksplant basina olusan silirglin sayilar1 kayit

edilmistir. Bu sonuglara ait varyans analiz sonuclar1 Cizelge 4.21°de verilmistir

Cizelge 4.21. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra olgunlasmamis
embriyo eksplantinda 4 mg/l BAP ve 0.5-1 mg/l NAA ortamlariin eksplant bagina siirgiin

sayisina etkisine ait varyans analizi

V.K Eksplant bagina siirgiin sayisi
S.D K.O F
Genel 5 - -
Ortam 1 166.43 2.53
Hata 4 65.69 -

Cizelge 4.21°de goriildiigii gibi eksplant basina siirgiin sayisina ait varyans analizinde
ortam Onemsiz bulunmustur. Siirgiin sayilarna ait sayisal degerler Cizelge 4.22°de

verilmistir.
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Cizelge 4.22. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra olgunlagsmamis
embriyo eksplantinda 4 mg/l BAP ve 0.5-1 mg/l NAA igeren ortamlarinin eksplant bagina

slirglin sayisina etkisi

Ortam Eksplant bagina siirgiin
sayis1 (adet)

4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA 11.40

4 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA 21.93

Cizelge 4.22°de Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra olgunlasmamis
embriyo eksplantinda 4 mg/l BAP ve 0.5-1 mg/l NAA igeren ortamlarinin eksplant bagina

stirgiin sayisina etkisi incelenmistir. Her iki ortamda siirgiin sayisina benzer oranda

etkilemistir. 14 ay sonunda en yiiksek siirglin sayis1 21.93 adet ile 4 mg/l BAP ve 1 mg/l
NAA igeren ortamda elde edilmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra olgunlasmamig embriyo
eksplantinda 4 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA iceren ortamda siirgiin gelisimi
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Kiiltiir baglangicindan 16 ay sonra eksplantlar iizerinde soganciklar olugsmustur. Eksplant
basina olusan siirgiin ve sogancik sayilar1 kayit edilmistir. Bu sonuclara ait varyans analiz

sonuglar1 Cizelge 4.23’te verilmistir

Cizelge 4.23. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 16 ay sonra olgunlagsmamis
embriyo eksplantinda 4 mg/l BAP ve 0.5-1mg/l NAA igeren ortamlarinin eksplant basina

slirglin ve sogancik sayisina etkisine ait varyans analizi

VK Eksplant bagina siirgiin sayis1 Eksplant basina sogancik
sayi1s1
S.D K.O F
Genel 5 - -
Ortam 1 64.68 0.59 80.67 7.35%
Hata 4 109.80 - 9.67

Cizelge 23’de eksplant basina siirgiin sayisina ait varyans tablosu incelendiginde ortam
onemsiz ¢ikmistir. Eksplant bagina sogancik sayisi incelendiginde 0.05 diizeyinde énemli

bulunmustur. Siirgiin ve sogancik sayisina ait sonuglar ise Cizelge 4.24’de verilmistir

Cizelge 4.24. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 16 ay sonra olgunlagsmamis
embriyo eksplantinda 4 mg/l BAP ve 0.5-1 mg/l NAA igeren ortamlarin eksplant bagina
siirgiin ve sogancik sayisina etkisi

Ortam Eksplant bagina Eksplant basina

stirglin sayisi1 (adet) sogancik sayisi (adet)

4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA 20.53 14.67b

4 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA 27.10 22.00a

Cizelge 4.24°de gorildiigli gibi eksplant basina siirgiin sayis1 incelendiginde en yiiksek
sonug 27.10 adet ile 4 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA igeren ortamda, eksplant basina en yiiksek
sogancik sayisi da yine 22.00 adet ile ayn1 ortamda elde edilmistir (Sekil 4.13 ve 4.14).
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Sekil 4.13. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 16 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda 4 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA iceren ortamda sogancik ve siirgiin olusumu

Sekil 4.14. Tulipa sintenisii’de kiiltlir baslangicindan 16 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda 4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren ortamda sogancik olusumu
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4.1.4. Tulipa sintenisii ’de siispansiyon kiiltiirii denemesi

Farkli konsantrasyonlarda 2,4-D ve pikloram iceren kiiltiir ortamlarinda olgunlasmamis
embriyo eksplanti yaklasik 3 ay kadar kallus olusumu i¢in beklenmis bunlarin i¢inden
yumusak ve belli biiyiikliikteki kalluslar secilip stvi BS ortami ve yine oksinle birlikte
kiiltiire alinmistir. 10 giin bu ortamda biiyiitiildiikten sonra BOI2Y ortamina ekimler
yapilmistir. Ekim yapilirken dipten hiicrelerin gelistigi yerden pastor pipetiyle alinip
petriye ekim yapilmis petrideki fazla sivi ortam alinip atilmis ve gelisimleri takibe

almmistir. Cok fazla yogun bir silispansiyon kiiltlirii elde edilemediginden bu calismada

kayda deger bir sonuca ulagilamamistir (Sekil 4.15 ve 4.16).

Sekil 4.15. Tulipa sintenisii’ ye ait 2 mg/l pikloram igeren ortamda olgunlagsmamisg
embriyo eksplantindan 3 ayda gelisen kalluslar
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Sekil 4.16. Tulipa sintenisii ’de siispansiyon kiiltiirii

4.2.2006 Yilinda Yapilan Calismalar

4.2.1. Yaprak, Yaprak Sapi, Cigek ve Cigek Organlart Kiiltiirti

Tulipa armena, Tulipa karamanica (=Tulipa cinnabarina) ve Tulipa sintenisii’nin tarlada
ilk ¢ikan yapraklarindan deneme kurulmustur. Bu denemede yapraklar toplandiktan sonra
magnetik balik kullanilmadan % 80 lik ¢amasir suyunda 5 dakika, % 50 lik ¢amasir
suyunda 10 dakika sterilizasyon yapilmistir. 3 defa 5 dakika steril saf suyla durulama
yapilmustir. Sise i¢inde ¢alkalanip karanlikta kiiltiire alinmistir. Ayrica yaprak sapi, yaprak
tabani pistil, ¢icek sapi, anter de kiiltliire alinmistir. Bu eksplantlar ¢igek agmadan tomurcuk
halinde iken temin edilmistir Cicek sap1 ve pistil diskler halinde kesilip ortama gelisim
yoniine uygun sekilde yerlestirilmistir. Bu calismada eksplantlar once karanlikta sonra
fotoperyotta kiiltiire alinmustir. Pistil hari¢ diger eksplantlar yiizey sterilizasyondan
etkilenmislerdir. Pistil eksplantinda kiiltiir baglangicinda oldukga iyi sonucglar alinmustir.
Kiiltiirler 16/8 saat fotoperyota alindiktan sonra kararmalar meydana gelmistir (Sekil 4.17

ve 4.18).
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Sekil 4.17. T. sintenisii’de 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda
cicek sapr kiiltiirii

Sekil 4.18. T. sintenisii’ de 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda pistil

kiilttirti

4.2.2 Tulipa sintenisii’de olgunlasmamis embriyo Kiiltiirii

Oldukga fazla miktarda meyve temin edilen bu tiirde ¢ok daha iyi sonug alabilmek i¢in
farkli ortamlarda kiiltiire alinmistir. Denemede materyal-yontem kisminda verilmis olan 23

adet ortam kullanilmistir Bu ortamlar kullanilarak embriyolar karanlik ve 16/8 saat

aydinlik/karanlik fotoperyotta kiiltiire alinmiglardir. Kiiltiirde kullanilan 23 adet ortamdan
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sadece 12 ortamda sonu¢ alinmistir. Bu ¢alismada 8. ayda siirgiin ve 12. ayda siirglin ve
sogancik sayimlar1 yapilmistir. Kiiltiir baglangicindan 8 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda farkli ortamlarin siirglin olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant basina siirgiin

sayisina etkisine ait varyans analizi Cizelge 4.25’de verilmistir.

Cizelge 4.25. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 8 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda farkli ortamlarin siirglin olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant basina siirgiin

sayisina etkisine ait varyans analizi

V.K Siirgiin olusturan eksplant orani Eksplant basina siirgiin
sayisi

S.D K.O F K.O F
Genel 71 - - - -
Ortam 11 2691.26 5.90%** 13.618 1.15
Muamele 1 1147.12 2.51 56.02 4.73%
Ort.*muamele | 11 1759.18 3.85%* 16.12 1.36
Hata 48 456.57 - 11.86 -

Cizelge 4.25°de gorildiigii gibi kiiltiir baslangicindan 8 ay sonra, siirgiin olusturan eksplant
oraninda ortam 0.01 diizeyinde onemli iken muamele tek basina 6nemsiz, muamele ve
ortam arasinda 0.01 énem diizeyinde interaksiyon bulunmustur. Iki muamele arasindaki
fark1 belirlemek i¢in t testi yapilmis ve t degerleride tabloya eklenmistir. Eksplant basina
stirglin sayis1 incelendiginde sadece muamele 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Bunlara
ait Duncan ve t-testi sonuglar1 Cizelge 4.26°da verilmistir. 1ki muamele arasindaki farki
belirlemek icin yine t testi yapilmis t degeride (2.092**) 0.01 diizeyinde Onemli

bulunmustur.
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Sekil 4.19. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 8 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantinda BS5 vit, 4 mg/l BAP, 1 mg/l NAA ve 30g/1 sukroz iceren MS besin ortaminda

stirglin, sogancik ve stolon olusumu

Sekil 4.20. Tulipa sintenisii’de kiiltlir baglangicindan 8 ay sonra olgunlagsmamis embriyo
eksplantinda 0.1 mg/l Kinetin, 0.5 mg/1 2.4-D, % 0.75 PEG (4000), ve 30 g/l sukroz igeren

MS besin ortaminda siirgiin, sogancik ve stolon olusumu
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Cizelge 4.26. Tulipa sintenisii’de kiiltlir baslangicindan 8 ay sonra olgunlasmamig embriyo

eksplantinda farkli ortamlarin siirgiin olusturan eksplant oran1 ve eksplant bagina siirgiin

sayisina etkisi

Ortamlar

Siirgiin olusturan eksplant

orani (%)

t degeri

Muamale
(Karanlik)

1

Muamele 2
(Fotoperyot)

Ort.

Eksplant basina siirgiin

sayisi (adet)

Muamale
(Karanlik)

1

Muamele 2
(Fotoperyot)

Ort.

1-SH, 0.5 mg/l, 2,4-
D, 30 g/l sukroz

86.67AB

86.67A

0.293

86.67

2.67

6.84

4.76

2-SH, 2 mg/1 4
CPA, 30 g/l sukroz

93.33 AB

86.67A

0.707

90.00

2.38

11.25

6.82

3-N6, 0.5 mg/1
Kinetin 0.1 mg/1
2.4-D, 30 g/l sukroz

53.33BCD

80.00A

1.736

66.5

2.89

7.03

4.96

4-SH, 2 mg/l TDZ,
5mg/1 dikamba,30
g/l sukroz

80.00 AB

100.00A

1.897*

90.00

3.70

3.20

3.45

5-MS, B5 vit, 4
mg/l BAP 1 mg/l
NAA, 30g/1 sukroz

60.00ABC

13.33B

2.567

36.66

2.20

3.70

2.95

6-MS, B5 vit, 0.1
mg/1 2,4-D, 0.5 mg/l
kinetin, 30 g/l
sukroz

26.67CDE

60.00A

0.881

43.34

2.17

4.33

3.25

7-MS, 2 mg/1 2.4-D,
60 g/1 sukroz,

20.00DE

73.33A

7.732%*

46.67

5.00

5.78

5.39

8-MS,
2 mg/l Dikamba,
60 g/l sukroz

93.33 AB

66.67A

0.676

80.00

3.07

3.68

3.38

9-MS 0.1 mg/1
Kinetin 0.5 mg/1 ,
2,4-D, %0.75
PEG(4000), 30 g/l
sukroz

93.33 AB

60.00A

2.659

76.67

6.35

6.39

6.37

10-MS, 1 mg/l
BAP,

1 mg/1 Pikloram,
30g/1 sukroz

100.00A

66.67A

8.292%

83.34

2.20

1.64

0.96

11-MS,B5 vit,400
mg/lglutamin,
100mg/1 arjinin ve
asparajin, 1 mg/l
2.4-D, 1 mg/l
kinetin, 30 g/l
sukroz

100.00A

6.67B

9.164

53.34

4.80

0.68

2.74

12-MS, 1 mg/1
BAP, 1 mg/l NAA,
60 g/l sukroz

6.67E

20.00B

0.422

13.36

2.00

6.11

4.06

Ortalama

60.00

60.00

5.05

3.28

*0.05 diizeyinde 6nemli
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Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 8 ay sonra olgunlagmamis embriyo eksplantinda
farkli ortamlarin siirgiin olusturan eksplant orani ve eksplant bagina siirgiin sayisina etkisi

Cizelge 4.26.da verilmistir. Eksplant basina siirglin olusum orani % 100.00 ile 1 mg/l
BAP, 1 mg/l Pikloram, 30 g/l sukroz BS vit, 400 mg/l glutamin, 100 mg/l arjinin ve
asparajin, 1 mg/l 2,4-D, 1 mg/l kinetin, 30g/1 sukroz iceren MS besin ortamlarinda karanlik
uygulamada elde edilirken, fotoperyot uygulamada ise; %100.00 ile 2 mg/l TDZ, 5 mg/l
dicamba ve 30 g/l sukroz i¢ceren SH besin ortamda elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin
sayis1 incelendiginde ise karanlik uygulama icin 6.35 adet ile 0.1 mg/l Kinetin 0.5 mg/l
2,4-D, PEG, 30 g/l sukroz igeren MS besin ortaminda, fotoperyot uygulamada ise 11.25
adet ile 2 mg/l 4 CPA ve 30 g/l sukroz iceren SH besin ortaminda elde edilmistir.
Eksplantlar 8. ay sayimlarindan sonra 100 uM JA, 1 mg/l NAA ve 60 g/l sukroz iceren MS
besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu asamadan 4 ay sonra tekrar sayim yapilmistir.

Cizelge 4.27 *de 12. aya ait sonuglar verilmistir.

Cizelge 4.27. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 12 ay sonra olgunlasmamis
embriyo eksplantinda farkli ortamlarla birlikte JA ve NAA’in eksplant basina siirgiin sayisi

sogancik sayisina etkisine ait varyans analizi

VK Eksplant bagina siirgiin sayis1 Eksplant bagina sogancik
sayisl

S.D K.O F K.O F
Genel 71 - - - -
Ortam 11 3.12 0.79 3.71 2.43*
Muamele 1 4.09 1.03 0 0.20
Ort.*muamele | 11 5.02 1.26 2.04 1.34
Hata 48 3.99 - 1.53

*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.27.de kiiltiir baslangicindan 12 ay sonra, eksplant bagina siirgiin sayisi
incelendiginde ortam muamele ve interaksiyon O6nemsiz bulunmustur. Eksplant basina
sogancik sayisi incelendiginde ortam 0.05 diizeyinde 6nemli ¢ikmistir. Gozlenen farkliligin

onem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.28°de verilmistir.
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Cizelge 4.28. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 12 ay sonra farkli ortamlarla

birlikte JA ve NAA’in eksplant basina siirgiin ve eksplant bagina sogancik sayisina etkisi

Eksplant basina siirgiin Eksplant bagina sogancik
Ortamlar sayisi Ort. sayisi Ort.
Muamele 1 Muamele 2 Muamele 1 Muamele2
(Karanlik) | (Fotoperyot) (Karanlik) | (Fotoperyot)
1-SH, 0.5 mg/l, 2,4-D, 3.24 2.75 3.00 2.00AB 0.67B 1.33
30g/1 sukroz
2-SH, 2 mg/l1 4 CPA, 2.39 3.33 2.86 0.33B 1.67AB 1.00
30 g/l sukroz
3-N6, 0.5 mg/1 Kinetin 1.00 4.44 2.72 0.33B 0.00B 0.17
0.1 mg/1 2.4-D,30g/1 sukroz
4-SH, 2 mg/l TDZ, 5 mg/1 3.70 3.20 3.45 1.33AB 0.67B 1.00
Dikamba,30 g/l sukroz
5-MS, B5 vit, 4 mg/l BAP, 1.33 2.70 2.01 0.67B 2.00AB 1.33
1 mg/l NAA,30g/1 sukroz
6-MS, B5 vit, 0.1 mg/1 2,4-D, 1.25 2.33 1.79 0.00B 1.67AB 0.83
0.5 mg/1 kinetin, 30 g/l sukroz
7-MS, 2 mg/1 2,4-D,60 g/l sukroz | 2.33 2.83 2.58 1.00AB 0.67B 0.83
8-MS, 2 mg/l Dikamba,
60 mg/l sukroz 3.50 4.43 397 | 3.17A 3.33A 3.25
9-MS, 0.1 mg/l Kinetin
0.5 mg/12,4-D, % 0.75 PEG
(4000), 30 g/l sukroz 0.67 4.27 2.47 0.92 AB 2.17AB 1.54
10-MS, 1 mg/l BAP, 1 mg/l
Pikloram, 30 g/ sukroz 2.40 0.67 1.53 0.92AB 0.00B 0.46
11-MS, B5vit,400 mg/l glutamin,
Img/1 arjininve asparajin, 1 mg/l
2,4-D, 1 mg/l kinetin,30 g/l 2.77 0.67 1.17 1.67AB 0.00B 0.83
sukroz
12- 1 mg/l BAP, 1 mg/l NAA, 60
g/l sukroz 3.33 2.00 2.67 1.00AB 0.00B 0.50
Ortalama 2.33 2.80 1.11 1.07

Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 12 ay sonra farkli ortamlarla birlikte JA ve

NAA’in eksplant basina siirgiin ve eksplant basina sogancik sayisina etkisi Cizelge 4.28’de

verilmistir. Eksplant basina siirgiin sayist i¢in kullaninlan ortamlar ve uygulanilan

muameleler birlikte diisiiniildiiglinde en yiiksek sonug fotoperyot uygulamasinda 4.44 adet

ile 0.5 mg/l Kinetin 0.1 mg/l 2,4-D, 30 g/l sukroz igeren N6 besin ortaminda fotoperyot

uygulamada elde edilmistir. Eksplant basina sogancik sayisi incelendiginde ise en yliksek

sonu¢ 3.33 adet ile 2 mg/l Dikamba, 60 g/l sukroz igeren MS besin ortaminda yine

fotoperyot uygulamada elde edilmistir ( Sekil 4.21 ve 4.22).
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Sekil 4.21. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 12 ay sonra olgunlagsmamis embriyo
eksplantinda 0.1 mg/1 Kinetin 0.5 mg/1 2,4-D, % 0.75 PEG (4000), 30 g/l sukroz igeren MS

besin ortaminda siirgiin, sogancik olusumu

Sekil 4.22.Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 12 ay sonra olgunlasmamis embriyo

eksplantinda 2 mg/l Dikamba, 60 g/l sukroz iceren MS besin ortaminda sogancik olusumu

4.2.3. Tulipa sintenisii’de Olgunlasmis Embriyo Kiiltiirii
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Tulipa sintenisii’de olgunlasmamis embriyodan elde edilecek sonug¢ ile karsilagtirma
yapmak i¢in olgun embriyo ile de deneme kurulmustur. Bu caligmada meyvenin oda
1s1sinda bir siire olgunlagsmasi beklenmistir. Daha sonra yiizey sterilizasyonu yapilmustir.
Materyal-yontemde verilen 23 farkli ortam denenmistir. Kullanilan bu ortamlardan sadece
7 ortamda sonug elde edilebilmistir. Kiiltiir baslangicindan 8 ay sonra siirgiin ve 12 sonra
ise slirglin ve sogancik sayimi yapilmistir. Kiiltiir baglangicindan 8 ay sonra olgunlagmis
embriyo eksplantinda farkli ortamlarin siirgiin olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant

basina siirgiin sayisina ait varyans analizi Cizelge 4.29°da verilmistir.

Cizelge 4.29. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baglangicindan 8 ay sonra olgunlagsmis embriyo
eksplantinda farkli ortamlarin siirgiin olusturan eksplant yiizdesi ve eksplant bagina siirgiin

sayisina ait varyans analizi

VK Siirgiin olusturan eksplant orani Eksplant  bagmna  siirgiin
saylst
S.D K.O F K.O F
Genel 20 - - - -
Ortam 6 9.02 3.41 9.02 3.41*
Hata 14 2.65 - 2.65 -

*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.29.°da goriildiigi gibi, siirglin olusturan eksplant oraninda ortam 6nemsiz
bulunmustur. Eksplant basina siirgiin sayist incelendiginde ise ortam 0.05 diizeyinde
onemli bulunmustur. Gozlenen farkliligin 6nem diizeyini belirlemek icin yapilan Duncan

testi sonuglar1 Cizelge 4.30°da verilmistir.
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Cizelge 4.30. Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 8 ay sonra olgunlagsmis embriyo

eksplantinda farkli ortamlarin siirglin olusturan eksplant orani ve eksplant basina stirgiin

sayisina etkisi

Ortam

Siirgiin olusturan

eksplant orani (%)

Eksplant basina

siirgiin sayis1 (adet)

SH, 0.5 mg/1, 2,4-D, 30 g/l sukroz 26.67 0.89 C
SH, 2 mg/l 4 CPA, 30 g/l sukroz 40.00 3.50 ABC
N6, 0.5 mg/l Kinetin 0.1 mg/l 2,4-D 60.00 6.25 A
30 g/l sukroz

SH, 2 mg/l TDZ, 5 mg/1 dicamba, 60.00 4.00ABC
30 g/l sukroz

MS, B5 vit, 0.1 mg/1 2,4-D, 66.67 3.11ABC
0.5 mg/I kinetin, 30 g/l sukroz

N6, 0.5 mg/l Kinetin 0.1 mg/l 2,4-D, 80.00 5.38AB
30 g/l sukroz

MS, 1 mg/l BAP, 1 mg/l NAA, 80.00 3.11BC
60 g/l sukroz

Ortalama 59.05 3,75

Cizelge 4.30.’da Tulipa sintenisii’de kiiltiir baslangicindan 8 ay sonra olgunlagmis embriyo
eksplantinda farkli ortamlarin siirgiin olusturan eksplant oran1 ve eksplant basina siirgiin
sayisina etkisi incelenmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 agisindan en iyi ortam 6.25 adet
stirglin ile 0.5 mg/l Kinetin, 0.1 mg/1 2,4-D iceren N6 besin ortam1 olmustur. Bu asamadan
sonra eksplantlar 100 uM JA, 1 mg/l NAA, 60 g/l sukroz iceren MS besin ortaminda

kiiltire alinmistir. Bu asamadan 4 ay sonra tekrar sayim yapilmistir. Bu sonuglara iligkin

varyans analizi Cizelge 4.31°de verilmistir.

Cizelge 4.31. Tulipa sintenisii’de olgunlagsmig embriyoda kiiltiir baslangicindan 12 ay

sonra farkli ortamlarin eksplant basina siirgiin ve sogancik sayisina ait varyans analizi
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VK Eksplant bagina siirgiin sayist Eksplant bagina
sogancik sayist
S.D K.O F K.O F
Genel 20 - - - -
Ortam 6 3.12 0.82 2.54 2.44
Hata 14 3.82 - 1.04 -

Cizelge 4.31’de goriildiigli gibi, eksplant basina siirglin ve sogancik sayisinda ortam

onemsiz ¢ikmistir. Bu ¢aligmaya ait sonuglar Cizelge 4.32°de verilmistir.

Cizelge 4.32. Tulipa sintenisii’de olgunlasmis embriyoda kiiltiir baglangicindan 12 ay

sonra farkli ortamlarin eksplant basina siirgiin ve sogancik sayisina etkisi

Ortam

Eksplant bagina

slirgiin sayis1 (adet)

Eksplant bagina

sogancik sayisi (adet)

SH, 0.5 mg/1, 2,4-D, 30 g/l sukroz 0.00 0.00
SH, 2 mg/l 4 CPA, 30 g/l sukroz 2.67 2.00
N6, 0.5 mg/l Kinetin, 0.1 mg/1 2,4-D, 1.33 2.00
30 g/l sukroz

SH, 2 mg/l TDZ, 5 mg/1 dicamba, 2.67 0.67
30 g/l sukroz

MS, B5 vit, 0.1 mg/1 2,4-D, 0.67 0.00
0.5 mg/1 kinetin, 30 g/l sukroz

N6, 0.5 mg/l Kinetin 0.1 mg/1 2,4-D, 1.17 1.73
30 g/l sukroz

MS, 60 g/l sukroz 1 mg/l BAP, 0.67 0.33
1 mg/l NAA

ortalama 1.31 0.96

Cizelge 4.32. incelendiginde 12 ay sonucunda eksplant bagina siirgiin sayis1 bakimindan en

yiiksek sonug 2.67 adet ile 2 mg/l 4 CPA ve 2 mg/l TDZve 5 mg/l dicamba iceren SH besin

ortamlarinda, eksplant basina sogan sayisi incelendiginde ise en yiiksek sonu¢ 2.00 adet

ile 2 mg/l 4 CPA, 30 g/l sukroz iceren SH besin ortaminda ve 0.5 mg/l Kinetin 0.1 mg/I

2,4-D, 30 g/l sukroz igeren N6 besin ortaminda elde edilmistir.
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4.2.4. Tulipa sintenisii tohumlarinin in vitro cimlendirilmesi

Tohumlar + 4 °C’de yaklasik 3 hafta bekletildikten sonra % 80’lik ticari ¢amasir suyunda
20 dakika steril edilmistir. Bu islemden sonra sirasiyla farkli yontemler kullanilarak
cimlendirme denemeleri kurulmustur. Sterilizasyondan sonra tohumlar MSO ortamina
konulmustur. Ikinci olarak sterilizasyondan sonra cimlendirme kagidina konulmustur.
Potasyum nitrat % 1 ve Giberellik asitin % 0.5 lik ¢ozeltileri hazirlanip bu soliisyonlarda
12 saat aydinlikta 12 saat karanlikta bekletildikten sonra 3 tekerriir yine aydinliga 3
tekerriir karanlik inkiibatére konulmustur. Tiim bu ¢imlendirme ¢aligmalarinin hi¢ birinden
sonu¢ almamamistir. Daha sonra tohumlar steril edildikten sonra i¢indeki embriyosu
cikarilip MS besin ortamina konulmustur. Bu ortamda zayif da olsa ¢ikis gozlenmistir.
Ama diizgiin bir ¢imlendirme elde edilememistir. En son olarak tohumlar ¢imlendirme
kagidi arasina konup iizeri bir miktar su ile kapatildiktan sonra + 4 ° C’de 6 hafta

bekletilmistir. % 90 oraninda ¢imlendirme basarilmistir. Cimlenen tohumlar sera

sartlarinda topraga aktarilmistir (Sekil 4.23.).

Sekil 4.23. Tulipa sintenisii tohumlariin in vitro ¢imlendirilmesi

4.3. Sogan Pul Yapraklarmin Kiiltiirii

4.3.1. Tulipa karamanica (=Tulipa cinnabarina)’nin sogan pul yapraklarinn kiiltiiri
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Dogal yetisme alanindan toplanan Tulipa karamanica (=Tulipa cinnabarina)’ya ait
soganlarin bir kismi1 toplanir toplanmaz, bir kismi ise +4 °C de 45 giin bekletildikten sonra
caligmaya baslanmustir. Ylizey sterilizasyonu tarif edilen sekilde yapilmistir. Soganlar
birka¢ damla deterjanli su ile yikayip sonra 2-3 saat ¢esme suyu altinda tutulmustur. Kabin
icine alman materyal 3 dakika saf etil alkolde bekletilmistir. Daha sonra yiizey
sterilizasyonuna gecilmistir. 20 dakika % 35 lik sodyum hipokloridle steril edilmis ve 3
kez 5 dakika olmak tizere saf su ile durulanmistir. Endemik olan bu tiiriin sogan materyali
dogal alaninda olduk¢a az sayida oldugu i¢in herhangi bir bulasiklik ihtimaline karsi
soganlar kesilmeden direkt olarak MS ortamma konulup siirekli kontrol altinda
tutulmustur. Soganlarda fungusla bulasiklik tespit edilir edilmez 24 saat fungusitle
muamele edilmistir. Bu islemden sonra kabin igerinde tekrar yiizey sterilizasyonu
yapilmistir. 3-5 giin icerisinde yine enfeksiyon rastlanan eksplantlar bu defa 48 saat
calkalanarak fungusitle muamele edilmistir. Yiizey sterilizasyonu sartlar1 agirlastirilmistir.
Bu defa etil alkol muamelesinden sonra % 60’lik sodyum hipokloritle yiizey sterilizasyonu
yapilmistir. Cok az sayida soganda yiizey sterilizasyonu saglanmistir. Bulagiklik tamamen
ortadan kalktiktan sonra steril kabin igerisinde soganlarin dis pul yapraklar1 ¢ikartilip
atildiktan sonra kalan sogan kismu denemelerde kullanilmistir. Eksplant olarak, dorde
boliinmiis, dort pul yaprakli 4-5 mm genisliginde 8-10 mm uzunlugunda ve 2 mm kadar
bazal doku iceren sogan eksplantlar1 kullanilmistir. Bu eksplantlar 2 mg/l Glisin, 2.5 mg/I
Fe,(SO4); ve 30 g/l sukroz, 4 mg/l Kinetin ve 0.25, 0.5 mg/l 2.4-D ya da 1, 2 ve 4 BAP
(mg/l), 0.25 veya 0.5 KNA (mg/l) iceren MS besin ortamina konulmus 6 ay boyunca 4
haftada bir alt kiiltiire alinarak gelisimleri izlenmistir. Bu siire igerisinde herhangi bir sonug
alinamamigstir. Yapilan son alt kiiltiirde ortamdaki sukroz miktar1 60 g/I’ye ¢ikarildiginda
yaklagik 15 giin sonra siirglin ¢ikist gozlenmis ve bu eksplant magentaya aktarilmistir

(Sekil 24).
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Sekil 4.24. Tulipa karamanica (=Tulipa cinnabarina) 'da kiiltiir baglangicindan 8 ay sonra
4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l KNA i¢eren MS besin ortaminda sogan pul yapragindan siirgiin
gelisimi

4.3.2. Tulipa humulis’de sogan pul yapraklarinn kiiltiiri

Tulipa humulis’e ait soganlar Pozanti-Tagkent-Sariveliler yapilan arazi caligmasindan
temin edilmistir. Soganlar araziden toplandiktan sonra 6-8 hafta karanlikta, oda 1sisinda
daha sonra dormansiyi kirmak i¢in + 4 °C de 10 hafta bekletildikten sonra ¢aligmaya
baslanmistir. Tulipa humulis’e ait soganlarin yiizey sterilizasyonu tarif edilen sekilde
yapilmistir. Soganlar birka¢ damla deterjanli su ile yikayip sonra 2-3 saat ¢esme suyu
altinda tutulmustur. Bu islemden sonra ve kabin i¢ine alinan materyal 3 dakika saf etil
alkolde bekletilmistir. Daha sonra yiizey sterilizasyonuna gecilmistir. 25 dakika % 75 lik
sodyum hipokloritle birkag damla Tween 80 de eklenenerek steril edilmis ve 3 kez 5 dakika
olmak iizere saf su ile durulanmistir. Herhangi bir bulasiklik ihtimaline karsi soganlar
kesilmeden direkt olarak MS besin ortamima konulup siirekli kontrol altinda tutulmustur.
Soganlarda fungusla bulasiklik 6n denemelerde gozlenen kadar fazla olmamistir. Bulasiklik
tamamen ortadan kalktiktan sonra kalan ¢ok az sayida soganla deneme kurulmustur.
Eksplant olarak; dorde boliinmiis, bazal doku igeren sogan pargalar1 kullanilmigtir. Bu
eksplantlar 2 mg/l Glisin, 2.5 mg/l Fe,(SO4); ve 30 g/l sukroz, 0.25-0.5 mg/l KNA, 1-4
mg/l BAP, 0.2-0.4 mg/l TDZ, 0.25 mg/l NAA, 1-2 mg/l Zeatin 0.5 mg/l NAA, igeren MS
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besin ortamina konulmustur. Deneme kurulduktan sonra da bazi eksplantlarda fungus ile
bulasiklik gozlenmistir (Sekil 4.25). Bu bulasikligin endojen oldugu diisiinilmiistiir.

Bulasik olmayan birkag petri ile ¢alismaya devam edilmistir.

Sekil 4.25. Tulipa humulis 'te kiiltiir basangicindan 1 hafta sonra sogan pul yapragi
ekspantinda gozlenen bulasiklik

PPM’li sterilizasyon: Materyalin bir kism1 10-12 hafta karanlik odada daha sonrada
+ 4 °C de 10 hafta bekletilmistir. Bu soganlar % 4-5 lik PPM (Plant Preservative
Mixture) ¢ozeltisine birka¢ damla da Tween 80 eklenip 4 saat steril edilerek direkt
olarak MS besin ortamina konulmustur. Bu yontem de enfeksiyonun ortadan
kaldirilmasinda etkili olmamistir. Soganlar 6nce % 4-5 lik ppm ¢ozeltisine birkag
damla da Tween 80 eklenip steril edilmistir. Daha sonra % 1 lik PPM bulunan MS
besin ortamina gomiilerek yerlestirilmislerdir. Bu yontem bulasikligi % 75 oraninda
Onlemistir. Bu asamadan sonra steril olan soganlarla deneme kuruldugunda petrilerin
cogunda enfeksiyon ortaya ¢ikmasi endojen fungusun PPM kullanimi ile de
engellenemedigini gdstermistir. Bulasiklik olmayan petrilerdeki denemelere devam
edilmistir. Yaklasik 1 yil sonrada sogancik olusumu gézlenmistir. Bu calisma ile

ilgili yeterli veri olmadig: i¢in istatistiksel analiz yapilmamistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Tulipa humulis te kiiltiir baglangicindan 12 ay sonra 2 mg/l Zeatin ve 0.5 mg/1

NAA igeren MS besin ortaminda sogan pul yapragindan siirgiin ve sogancik olusumu

4.3.3. Tulipa sintenisii ‘de sogan pul yapraklarimin kiiltiirii

Tulipa sintenisii soganlar1 A.U Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri .Boliimiine ait
deneme tarlasindan temin edilmistir. Ekimden sonra topraktan sokiilerek temin

edildigi i¢in bekletilmeden ¢aligma yapilmaistir.

PPM li sterilizasyon: Soganlar % 4-5 lik PPM ¢ozeltisine birka¢ damla da Tween
80 eklenip 4 saat steril edilmistir. Direkt olarak MS ortamina konulmuslardir. Bu
yontem bulasikligi onlemede yetersiz kalmistir. Bunun {izerine soganlar % 4-5’lik
PPM c¢ozeltisine birka¢ damla da Tween 80 eklenip steril edilmistir. Daha sonra % 1
lik PPM bulunan MS besin ortamina gomiilerek yerlestirilmiglerdir. Bu yontem
bulasikligt % 75 oraninda Onlemistir. Bu asamadan sonra steril olan soganlarla
deneme kuruldugunda petrilerin cogunda bulasikliga rastlanmasi endojen fungusun
PPM kullanimi ile de engellenemedigini gostermistir. Herhangi bir bulasiklik

ihtimaline kars1 soganlar kesilmeden direkt olarak MS besin ortamima konulup
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stirekli kontrol altinda tutulmustur. Soganlarda fungusla bulasiklik 6n denemelerde
gozlenen kadar fazla olmamistir. Bulasiklik tamamen ortadan kalktiktan sonra
soganlarla deneme kurulmustur. Eksplant olarak; dorde bdliinmiis, bazal doku iceren
sogan parcalar1 kullanilmistir. Bu eksplantlar 2 mg/l Glisin, 2.5 mg/l Fe,(SO4); ve 30
g/l sukroz, 0.25-0.5 mg/l KNA, 1-4 mg/l BAP, 0.2-0.4 mg/l TDZ, 0.25 mg/l NAA,
1-2 mg/l Zeatin, 0.5 mg/l NAA iceren MS besin ortamina konulmustur. Deneme

kurulduktan sonra eksplantlarin tamaminda fungus ile bulasiklik gézlenmistir.

4.4. Koklendirme Calismalar:

Elde edilen soganciklar '/;, ¥ ve '/s kuvvete MS, 0.5-1 mg/l NAA ya da 0.5-1 mg/l IBA,
0,5 g/l aktif komiir ile 30 g/l sukroz igceren ve 6 g/l agar ile katilagtirilan besin ortaminda
koklendirilmeye alinmistir. Koklendirme denemeleri 3 asamali sekilde yiiriitiilmiistiir.
Denemenin bir kisminda kiiltiirler 24 °C de bir kismu 15 °C de ve bir kismi ise on lisiitmeye
tabi tutulduktan sonra (+ 4 °C) yine 15 °C’de kiiltiire alimmustir. 24 °C de kiltiirlerde 3 ay
sonunda koklenme olmamustir. On iisiitme yapilan ve 15 °C de kiiltiire alinan soganciklarda
koklenme gergeklesmis, koklenme ile beraber stolon olusumu da gorilmistiir.
Koklenmeyle ilgili varyans analiz Cizelge 4.33°te verilmisir. Koklenenen bitkiler yine 15

°C ytiksek nem kosularinda saksilara aktarilmistir (Sekil 4.27 ve 4.28).

Cizelge 4.33. Tulipa sintenisii’de farkli MS konsanstrasyonlar, IBA ve NAA’nin

koklenme iizerine etkisine ait varyans analizi

VK Koklenme orani Kok sayis1 Kok uzunlugi
S.D K.O F K.O F K.O F
Genel 35 - - - - - -
Ortam |11 351.52 2.26* 3.52 1.96 1.27 2.12
hata 60 155.56 - 1.80 - 0.60 -

Cizelge 4.33’te goriildiigii gibi, koklenme orani i¢in ortam 0.05 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Kok sayis1t ve kok uzunlugunda ise 6nemsiz bulunmustur. Sayisal degerler

Cizelge 4.34°de verilmistir.
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Cizelge 4.34. Tulipa sintenisii’de farkli MS konsanstrasyonlari, IBA ve NAA asitin

koklenme lizerine etkisi

Ortamlar Koklenme orant Kok sayisi Kok uzunlugu
(%) (adet) (cm)

MS 26.67A 2.00 1.83

0.5 mg/l NAA

MS 0.00B 0.00 0.00

Img/l NAA

1/2 MS 0.00B 0.00 0.00

0.5 mg/l NAA

1/2 MS 1 mg/l NAA | 6.67AB 0.33 0.33

1/8 MS 26.67A 1.50 0.67

0.5 mg/l NAA

1/8 MS 1 mg/l NAA | 26.67A 3.33 1.83

MS 0.00B 0.00 0.00

0.5 mg/l IBA

MS 1 mg/l IBA 0.00B 0.00 0.00

1/2 MS 6.67AB 1.00 0.40

0.5 mg/l IBA

1/2MS 1 mg/lIBA | 13.33AB 2.00 0.50

1/8 MS 6.67AB 0.33 0.33

0.5 mg/l IBA

1/8 MS 1 mg/l IBA | 6.67AB 0.33 0.33

Ort 10.00 0.90 0.52

Cizelge 4.34’te Tulipa sintenisii’de farkli MS konsanstrasyonlari, IBA ve NAA asitin
koklenme iizerine etkisi incelenmistir. Bu sonuglara gore en yiiksek koklenme orani %
26.67 ile 0.5 mg/l NAA igceren MS, 0.5 ve 1 mg/l NAA iceren 1/8 MS ortamlarinda
goriilmistiir. En yiiksek kok sayisi 3.33 adet ile 1 mg/l NAA iceren 1/8 MS besin
ortaminda, en yliksek kok uzunlugu ise 1.83 cm ile 0.5 mg/l NAA iceren MS ve 1 mg/l
NAA i¢eren 1/8 MS besin ortaminda elde edilmistir.
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Sekil 4.27. Tulipa sintenisii’de 1 mg/l IBA igeren 1/2 MS besin ortamda koklenen

soganciklar

Sekil 4.28. Tulipa sintenisii’de 0.5 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda koklenen

sogancik
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Cizelge 4.35. Tulipa armena’da farkli MS konsanstrasyonlari, IBA ve NAA’nin kdklenme

iizerine etkisine ait varyans analizi

V.K Koklenme orani Kok sayist Kok uzunlugi
S.D K.O F K.O F K.O F
Genel 35 - - - - - -
Ortam 11 1223.23 1.50 2.74 1.84 0.81 1.50
24 60 811.11 - 1.49 - 0.54 -

Cizelge 4.35. incelenecek olursa, koklenme yiizdesi, sayis1 ve uzunlugu i¢in ortam dnemsiz

bulunmustur. Bu ¢alismaya ait sonuglar Cizelge 4.36’da verilmistir.

Cizelge 4.36. Tulipa armena’da farkli MS konsanstrasyonlari, IBA ve NAA’in koklenme

uzerine etkisi

Ortamlar Koklenme orani (%) | Eksplant basina kok | Eksplant basina kok
sayis1 (adet) uzunlugu (cm)

MS 13.33 1.00 0.33

0.5 mg/l NAA

MS 0.00 0.00 0.00

1 mg/l NAA

1/2 MS 0.5 mg/l | 46.67 3.00 1.48

NAA

1/2 MS 1 mg/l NAA | 33.33 1.33 1.07

1/8 MS 0.5 mg/l|13.33 0.33 0.33

NAA

1/8 MS 1 mg/l NAA | 6.67 0.33 0.33

MS 0.5 mg/l IBA 0.00 0.00 0.00

MS1 mg/l IBA 0.00 0.00 0.00

172 MS 0.5 mg/l]|0.00 0.00 0.00

IBA

1/2 MS 1 mg/l IBA | 46.67 1.23 0.33

1/8 MS 0.5 mg/l | 46.67 1.83 1.12

IBA

1/8 MS 1 mg/l IBA | 0.00 0.00 0.00

Ort 17.22 0.76 0.42
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Tulipa armena’da farkli MS konsanstrasyonlari, IBA ve NAA’in kdklenme iizerine etkisi
Cizelge 4.36’da verilmistir. Bu sonuglara gore en yiiksek koklenme yiizdesi % 46.67 ile
0.5 mg/l NAA ve 1mg/l IBA igeren 1/2 MS besin ortaminda ve 0.5 mg/l IBA igeren 1/8

MS besin ortamlarinda elde edilmistir. En fazla kék olusumu 3.00 adet ve en uzun kok ise
1.48 cm ile yine 0.5 mg/l NAA iceren 1/2 MS besin ortaminda elde edilmistir (Sekil 4.29
ve 4.30).

Sekil 4.29. Tulipa armena’da 0.5 mg/l NAA iceren 2 MS besin ortaminda koklenen

soganciklar

Sekil 4.30. Tulipa armena’da 0.5 mg/l IBA iceren 1/8 MS besin ortaminda kdklenen

sogancik
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4.5. In vitro’da Uretilen Soganciklari Dis Kosullara Alistiriimasi

Soganciklarin  bir kismi koklendirilerek bir kismi da koklendirilmeden topraga

aktarilmistir. Daha sonra farkli oranlarda kompost, vermikulit ve perlit karisimina

aktarilarak iklim dolaplarinda yiiksek nem oraninda ve 15 °C’de dis kosullara alistirilmigtir

(Sekil 4.31 ve 4.32).

Sekil 4.31. Tulipa sintenisii’ye ait soganciklarin dis kosullara alistirilmast

Sekil 4.32. Saksiya aktarilan Tulipa sintenisii soganciklarinda yeni kok gelisimi
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Olgunlasmamis Embriyolardan Sogancik Olusumu

Ulkemizde dogadan toplanarak ihracati yapilan tiir sayis1 yaklasik 347 adettir. Bu tiir
zenginligi i¢inde yer alan ve ihra¢ edilen, her biri ayrn1 bir giizellikte ¢igege sahip olan
tirlerin yer aldigi yumrulu ve soganli bitkiler (geofitler)’in yeri biiyiiktiir. Tulipa da bu
gruba giren 6nemli cinslerdendir. Gosterisli ¢iceklerinden dolay: da siis bitkisi olarak lale
tiirlerinin  &nemi gittikgce artmaktadir. Ote yandan, bir¢ogu yiiksek tehdit altinda
oldugundan dolay1 bu tiirlerin dogadan sokiilerek ihracatlar1 yasaklanmistir. Geofitlerin
cogunun tohumdan ¢icek acabilecek bir sogan boyutuna ulagabilmesi i¢in 4-5 yila, hatta
daha uzun yillara gerek duymalar1 ve bir kisminin da tohum olusturamamasi sebebiyle
sadece vejetatif olarak c¢ogalabildigi g6z Oniinde bulunduruldugunda bu bitkiler ig¢in
alternatif hizli ¢ogaltim tekniklerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu amagla farkli Tulipa
tirlerine ait olgunlagsmamis embriyo eksplantlar1 farkli oranlarda NAA, BAP, 2,4-D ve

Pikloram iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinmustir.

2005 yili i¢in; dogal yetisme alanlarindan toplanan Tulipa sintenisii ve T.armena’ya ait
meyveler ylizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra yaklasik 1-2 mm biiytikliigiindeki
olgunlagsmamis embriyolar tohumlardan ¢ikartilarak 0.5, 1, 2 ve 4 mg/l 2,4-D ile 0.5, 1, 2, 4,
6 ve 8 mg/l pikloram igeren 6 g/l agar ile katilastirllan KTO (kallus tesvik ortami)
ortamlarinda kiiltire alinmistir. Kiiltiir baslangicindan 1 hafta sonra embriyolarin
hacimlerinde bir artis gbzlenmis olup, 20 giin sonra da bazi kiiltiirlerde kallus olusumu
baslamistir. Bu ortamda zigotik embriyolarin bir kism1 25 £ 1 °C de karanlikta 8 hafta
sireyle inkiibe edildikten sonra, gelisen kalluslar SOO (sogancik olusturma ortami)
ortamina aktarilmistir. Bu ortamda 2 haftada bir alt kiiltiir yapilmistir. Daha sonra siirgiinleri
tastyan kalluslar SGO (sogancik gelistirme ortami) ortamina aktarilarak, yavas yavas 151kl
ortama alistirilmistir. SGO ortamina aktarildiktan 8 hafta sonra yavag yavas siirglin olusumu
gozlenmistir. Yine bir baska denemede ise 1-2 hafta siireyle +4 °C de bekletilen
meyvelerden elde edilen embriyolar da ayni ortamlarda kiiltiire alinarak ayri bir deneme

kurulmugtur. Bir ¢ok ortamda kallus olusumu gozlenmezken ortamlarin bazilarinda ise
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embriyolar ipliksi bir sekilde tek siirgiin vererek gelisim gdstermislerdir. Ozellikle kiiltiire
almmadan +4 °C’de bekletilen meyvelerden temin edilen embriyolar baslangigta ipliksi bir
gelisim gosterseler de ilerleyen asamalarda farkli agamalarda siirgiin ve sogancik elde
edilmesi basarilmigtir. Ayrica embriyolarin bir kismida 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
fotoperyotta kiiltiire alinmistir. Fotoperyottaki kiiltiirlerde direkt olarak siirgin olusumu
gozlenmistir. Calismada 14. ayda sayim yapildiktan sonra sogancik sayisi ¢ok az oldugu
icin, sogancik sayisina olumlu etki ettigi bilinen soguk uygulama yapilmistir. Kiiltiirler 1 ay
+ 4 °C’ de bekletilmistir. Daha sonra ¢ikan kiiltiirler 60 g/l sukroz ve 100 uM Jasmonik asit
iceren 2 MS ortaminda 1 ay kiiltiire alinmistir. 16. ay sonunda siirgiinlerin ¢ogunun
soganciga doniistiigli goriilmiistiir. Yapilan bu denemeler icin 5. ve 9. aylarda siirgiin 14. ve
16. aylarda siirgiin/sogancik saymmi yapilmistir. 16. ayda bazi ortamlarda siirgiinlerin
tamami soganciga doniismiis bazi ortamlarda ise hem sogancik, hem de siirgiin sayimmi1 ayr1
ayr1 yapilmistir. 16 aydan sonra olusan soganciklar bir siire 20 g/l sukroz igeren MS besin
ortaminda bekledildikten sonra koklendirmeye alinmistir. Soguk uygulamasi yapilincaya
kadar sogancik olusumu nadir olarak goériilmiisken, soguk uygulamanin ardindan kiiltiirler
60 g/l sukroz ve 100 uM Jasmonik asit iceren ortama alindiktan sogancik olusumu
hizlanmistir. Bazi ortamlarda siirgiinlerin tamami soganciga doniisiirken, bazi ortamlarda ise
siirgiin ve sogancik olusumu beraber gozlenmistir. Liliaceae familyasinda dormansi varligi
bilinmektedir. Bu uygulamada + 4 °C’de bekletmenin dormansiyi kirdig1 ve jasmonik asidin
de sogancik olusumunu sekerle beraber tesvik ettigi goriilmiistiir. Kontrol olarak normal
kiiltiir sartlarinda birakilan kiiltiirlerde sogancik olusumu goriilmemistir. Ayabe ve Sumi
(1998), sarimsakta yaptiklar1 yaklasik 8 hafta 4 °C ’de 6n muamele yapilmasinin hem
siirgiin olusumunu hem de sogan olusumunu arttirdigini bildirmislerdir. Yine, Sage vd
(2000), Narcissus pseudonarcissus “Golden Harvest” ¢esidinde 4 °C’de 4,9 uM IBA iceren
ortamda bitkiciklere doniismiis ve bu bitkiler ex vitro kosullara transfer edilmistir. Santos ve
Salema (2000) yaptiklar1 calismada Narcissus bitkilerinde JA’in sogan olusumunda ve
sogan biyilikliiglinlin artmasinda 6nemli rol oynayabilecegi gosterilmistir. Slabbert ve
Niederwieser (1999), Lachenalia cinsine ait ii¢ varyetede in vitro sogan olusumu ve olusan
soganlarin topraga aktarilmasinda etkili bir metod gelistirdiklerini bildirmislerdir.
Arastiricilar, yaprak eksplantindan elde ettikleri siirgiinleri diisiik 1sida (4-15 °C) biraktiktan
2 hafta sonra sogan olusumunun bagladigini bildirmislerdir. Yapilan calismalar bizim
calismamizi destekler niteliktedir. lkinci protokol ise sadece Tulipa sintenisii’de
uygulanmistir. Bu c¢alismada 4 mg/l BAP, 1 mg/l ve 0.5 mg/l NAA iceren MS besin
ortaminda 16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperyotta gerceklestirilmistir. 14. aydan sonra 1

79



protokoldeki uygulamalar yapildiktan sonra ise sogancik elde edilmistir.

Daha onceki c¢aligmalarda olgunlagmamis embriyo eksplantlarindan yiiksek oranda bitki
rejenerasyonu bugday (Vasil vd 1993), bezelye (Ozcan vd 1993), Korunga (Ozcan vd
1996), macar figi (Sancak vd 2000) ve misir (Ozcan, 2002) gibi bitkilerde elde edilmistir.
Geofitlerde ise in vitro kiiltiirde daha ¢ok sogan pul yapraklar1 ve govde eksplantlar
kullanilmistir. Ayrica, Seles vd (1999) Narcissus confusus’un olgun tohumlarmi pikloram
ve 2,4-D igeren MS besin ortaminda kiiltiire aldiklarinda embriyogenik kallus ve sonucta
sogancik elde ettiklerini bildirmektedirler. Ancak bu calismadan elde edilen sonuglar
oldukca diisiik bir basari oraninda kalmistir. Geofitlerde olgunlasmamis embriyolarin
kullanim: ilk defa A.U Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii laboratuvarlarimizda
Sternbergia candida ve S. fisheriana (Arslan vd 2003, Mirici vd 2005) tiirlerinde
gerceklesmistir. Olgunlasmis embriyolar kullanilarak her iki tiirde yiliksek oranlarda
sogancik iiretimi gercgeklestirilmistir. Benzer sonuglar bu calisma sonucunda Tulipa
sintenisii tiirlinde de elde edilmis olup, 1. protokolde olgunlagmamis embriyo basina
ortalama 22.67 adet sogancik elde edilmistir. Birinci protokolden 16 ay sonra Muamele 2
( 16/8 saat aydinlik/karanlik)’de en fazla sayida sogancik elde edilmistir. 2. protokolde ise
27.10 adet sogancikcik elde edilmistir. Tulipa armena’da ise 16.42 adet sogancik elde
edilmistir. Yine bu sonu¢ da 2. muameleden elde edilmis olup, 7. armena’da karanlik
uygulamada da yeteri kadar sogancik elde edilmistir. Ayrica, Tulipa armena tiiriinde elde
edilen soganlarin biiyiikliikleri dogal kosullarina benzer sekilde olmustur. Koklenme
ortamma alinan bu soganciklarin kok ile beraber, dogal kosullardaki gibi stolanda
olusturdugu gozlenmistir Uretilen soganciklar daha sonra kéklendirilerek dis kosullara
alistirma caligmalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglar, endemik ve ticari 6nemi olan Tulipa
tiirleri icin son derece onemlidir. Hussey (2000), calismasinda 12 tiiriin in vitro’da sogan
olusturmaya verdikleri tepki karsilastirmistir. Freesia, Tulipa ve Narcissus da ise direkt
eksplat iizerinden bitki elde edilememistir. 10 adet tiirde sogan ve korm parcalari
kullanilarak sogancik elde edilmistir ancak bunlarda da bulasiklik 6nemli bir engel teskil
etmistir.

2006 yilinda yapilan calismada ic¢in kullanilan 23 farkli ortamdan sadece siirli sayida
ortamda sonug elde edilmistir. Kiiltiir baglangicindan 8 ay sonra sayim yapildiktan sonra

100 uM JA, 1 mg/l NAA ve 60 g/l sukroz igeren ortamda kiiltiire alinmistir. 12. ay sonunda
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bu eksplantlarda siirgiin, sogancik, kok ve stolon olusumu ayni anda gozlenmistir. Stolon
olusumuda sogancik olusumuna eslik ettigi i¢in sogancik sayisi 2005 yilina oranla daha az
olmustur. Muamele 1 i¢in 3.17 adet, Muamele 2 i¢in 3.33 adet olmustur. Bu ¢alismada da

ozellikle sogukta bekletmenin sogancik olusumunu hizlandirdig1 goriilmiistiir.

Gerek daha oOnce yapilan c¢alismalarda gerekse bu proje calismasinda geofitlerin
olgunlagsmis embriyolarinin ¢ok sayida in vitro sogancik iiretimi i¢in 6dnemli bir potansiyel
oldugu ortaya konulmustur. Elde edilen soganciklar da basarili bir sekilde topraga
aktarilabilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada gelistirilen yontemin diger endemik ve tehlike
altindaki geofitlere de uygulanabilme durumu séz konusudur. Ileride yapilacak
caligmalarla bu yontemin diger tiirlere de uygulanmasi, endemik ve tehlike altinda bulunan

bu tiirlerin ¢ogaltilmasinda 6nemli basarilar saglayabilecektir.

5.2. Sogan Pul Yapraklarindan Sogancik Olusumu

Sogan pul yapraklan etil alkol ve % 60’lik ticari ¢amasir suyunda (sodyum hipoklorit)
yiizey sterlizasyonuna tabi tutulduktan sonra besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Cok
yiiksek oranda (80-90) mantari veya bakteriyel kokenli enfeksiyonlara rastlanmistir. Ayni
sekilde Cakirlar vd (1994) farkli yiizey sterilizasyon yontemleri uygulamalarina karsin,
Galanthus elwesii’de enfeksiyon oranmni % 29, G. ikariae’de ise % 50’nin altina
diisiirememislerdir. Yine, Girmen (1986) enfeksiyon oraminin Galanthus, Leucojum ve
Tulipa kiiltiirlerinde % 40-50 oldugunu bildirmistir. Enfeksiyon oranini en fazla etkileyen
faktorlin ise materyalin yetistigi yer ve iklim kosullar1 oldugu belirtilmektedir (Koch,
1974). Sogan materyali temininde karsilasilan sikintidan dolayr da oldukc¢a sinirli sayida
materyal ile deneme kurulmustur. Tulipa sintenisii’de bulasiklik orami oldukca yiiksek
cikmis, bulasikligin Oniine gegmek icin yapilan calismalar sonucunda 1-2 eksplantta

sterilizasyon saglansa da bunlarda canlilik kalmamustir.

Tulipa humulis ve T. karamanica’da ise PPM li sterilizayondan sonra, Kkiiltiir
baslangicindan 10-15 giin sonra bulasik olmayan ekplantlardan kiiclik ve zayif siirgiin

olusumu meydana gelmistir. Bitki biiyiime diizenleyicileri in vitro kiiltiirde bitki
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rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktorlerin basinda gelmektedir. Ortamdaki oksin-
stokinin dengesi i1yi kuruldugu durumlarda bir¢ok bitki tiirlinde yiliksek oranda bitki
rejenerasyonu  gerceklestirilebilmistir (Ozcan vd, 1993; Ozcan vd, 1996). Ayrica,
kullanilan bitki genotipi de rejenerasyonun basarisinda etkili olmaktadir (Khawar ve
Ozcan, 2002). Cakirlar vd (1994) Galanthus tiirlerinde sogan pul yapraklarindan sogancik
olusumu tizerine BAP’iin kinetinden, KNA’nin ise IAA’ten daha etkili oldugunu belirtip,
en yiiksek sogancik olusumunu 2 mg/l BAP ve 0.1 mg/l veya 0.2 mg/l KNA iceren
ortamlardan elde etmislerdir. Sage vd (2000) Narcissus pseudonarcissus’un sogan pul
yapraklarindan 5 uM 2,4-D ve 0.5 uM BAP iceren ortamda once somatik embryogenesis
daha sonra da sogancik elde etmislerdir. Ayni sekilde, Ziv ve Lilien-Kipnis (2000) A/lium,
Dichelostemma, Eucrosia, Gladiolus, Haemanthus, Hyacinthus, Narcissus, Nerine ve
Ortnithagalum cinslerinin; Wawrosch vd (2001) Lilium nepalanse’nin ve Paek ve Murty
(2002) Fritillaria thunbergii’nin sogan pul yapraklarindan degisik oranlarda 2,4-D, BAP,
Zeatin, Kinetin ve NAA igeren ortamlarda in vitro sogancik elde etmislerdir. Bizim
calismamizda ise soganh bitkiler iizerine ylriitiilen diger ¢alismalarin aksine sterilizasyon
konusundaki engelden dolay1 Tulipa tiirlerinde in vitro {iretim i¢in sogan pul yapraginin

uygun olmayip, olgunlagsmamis embriyonun daha uygun oldugu oldugu tespit edilmistir.

5.3. Yaprak, Yaprak Sapi, Cicek ve Ci¢ek Organlarimin Kiiltiiri

Bu calismada sterilizasyon onemli bir sorun olmustur. Diisiik oranda c¢amasir suyu
kullaniminda yogun fungal bulasiklik goriiliirken ¢amasir suyu orani yiikseltildiginde ise
istenilen sonug¢ elde edilememistir. Bu ¢aligmada sadece pistil zarar gérmemis bununla
beraber deneme kurulduktan sonra karanliktan aydinliga alistirma asamasinda
eksplantlarda kararma meydana gelmistir. (Slabbert vd 1994), Ziv ve Lilien-Kip (2000) ve
Chang vd (2000) yaptiklar1 calismalarda bizim ¢aligmamizin aksine cicek eksplantlarin

daha basarili sonug verdigini bildirmislerdir.

5.4. Tulipa sintenisii tohumlarinin in vitro cimlendirilmesi
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Tulipa sintenisii’ye ait tohumlarin c¢imlendirilmesinde baslangista farklt denemeler
kurulmasina ragmen basarili olmazken, direk olarak + 4 °C ’de kurulan denemede % 90
yakin ¢imlenme saglanmigtir. Bu denemede diger soguk uygulamalardaki basarilarda
oldugu gibi Tulipa’da yiliksek oranda dormansi oldugunu gostermektedir. Yiksek
rejenerasyon ve sogancik olusumu igin, ayrica ¢imlenme ve ¢imlenme i¢in mutlaka soguk
uygulama gerekmektedir. Borochov vd (1997)’de belirtigi gibi geofitlerin yasam
dongiisiliniin ¢ok dnemli bir pargasini dormansi olusturmaktadir. Dormansinin kirilmasinda

da soguk uygulama 6zellikle geofiitler i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.

5.5. Koklendirme ve Dis Kosullara Alistirma

Fotoperyot (16/8 aydinlik/karanlik) kosullarindaki soganciklarda 2 ay siiresince koklenme
elde edilememistir. 15 °C de ise koklenmeler meydana gelmistir. Koklenme asamasinda
soganciklarda dogada oldugu gibi stolon olusumu da goriilmiistiir. Genelde soganciklarin
cap1 0.2 cm-1 cm arasinda Olglilmiistiir. Bundan sonraki arastirmalarda sogancik c¢api
artirilmaya caligilmali, ayrica koklenme ylizdesini artirmak ic¢in yeni denemeler

kurulmalidir.

Dis kosullara aktarma g¢alismalarinda istenilen sonuglar yeterince elde edilmemis olup
bundan sonra yapilacak calismalarda bu konu iizerinde durulmalidir. Toprak igerigi ve 6n

muameleler gozden gecirilerek yeni denemeler kurulmalidir.

Nayak vd (1997), orkide (Acampe praemorsa Roxb.) ile yaptiklar1 ¢calismada elde edilen
siirginleri 1 mg/l IBA igeren ortamda koklendirmislerdir. Eucomis zambesiaca, E.
comasa, E. autumnalis’de li¢ tirden de elde edilen siirgiinler 0, 2.7, 5.4, ve 10.8 uM NAA

iceren ortamda koklendirmeye alinmistir ve sirastyla % 95, % 98, % 100 koklenme basarisi
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bildirilmistir Ault ve James (1995). Bizim elde ettigimiz sonuglarda koklenme yiizdesi

daha diistik bulunmustur.

5.6. Sonug¢

Dogal florada ¢ogaltim hizlar1 son derece diisiik olan yabani Tulipa tiirlerinde ilk defa in
vitro sogancik lretimine yonelik ¢ogaltim bu tez ¢alismasi ile baslatilmistir. Yogun
caligmalar sonucunda yabani Tulipa tiirlerinden in vitro sogancik iiretimine yonelik 6nemli
sonuglar elde edilmistir. Farkli bliylime diizenleyicileri ve kiiltiir uygulamalar1 sonucunda
iizerinde ¢alisilan tiirlerde in vitro sogancik tUretimi gerceklestirilebilmistir. Ancak bu
calismada yabani Tulipa tiirlerinde in vitro rejenerasyon ve sogancik liretiminin diger
geofitlerden ¢ok daha yavas ve zor oldugu sonucuna ulasilmistir. Elde edilen soganciklarin
koklendirilmesi ve topraga aktarilmasi da gercgeklestirilmistir. /n vitro sogancik iiretim
oraninin artiritlmasi ve dis sartlara alistirilmast konusunda daha detayli aragtirmalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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