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OZET

MOR PRENS LALESI YAPRAK EKSPLANTLARININ iN VITRO
REJENERASYON YETENEKLERININ BELIRLENMESI
Erdem M. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarimsal

Biyoteknoloji Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022.

Amag¢: Bu arastirmada Lale’nin yaprak eksplantlarimin kiiltiiri ile in vitro rejenerasyon

yetenekleri belirlenmesi amaglanmastir.

Materyal ve Yontem: Arastirmada, steril hale getirilen Lale soganlarindan elde edilen
yapraklarin in vitro kiltirii ve saksida ¢imlendirilmis lale soganlarindan elde edilen
yapraklarin steril hale getirilerek in vitro kiiltiire alinmasi neticesinde in vitro rejenerasyon
olusturulmaya galisilmistir. Bu amagla 2,4-D (2 mg/It), TDZ (2 mg/lt), Kinetin (2 mg/It),
NAA (2 mg/lt), 2,4-D+Kinetin (1 mg/lt + 1 mg/lt), 2,4-D+Kinetin (2 mg/lt + 2 mg/It),
[IAA+TDZ (1 mg/lt + 1 mg/lt), IAA+TDZ (2 mg/lt + 2 mg/lt), IAA+BAP (1 mg/lt + 1
mg/It), IAA+BAP (2 mg/lt + 2 mg/It), NAA+Kinetin (1 mg/lt + 1 mg/It), NAA+ Kinetin (2
mg/lt + 2 mg/lt), NAA+TDZ (1 mg/lt + 1 mg/lt), NAA+TDZ (2 mg/lt + 2 mg/lt), 2,4-
D+TDZ (1 mg/lt + 1 mg/It) ve 2,4-D+TDZ (2 mg/It + 2 mg/It) hormonlarini igeren MS besi

ortami kullanilmistir.

Bulgular: Mor Prens Lalesi soganlarinimn in vitro ortamda ¢imlendirilmesi ile elde edilen
yapraklarin kiiltiirinden 2,4-D (2 mg/It) ve NAA (2 mg/It) hormonu igeren MS ortamlarinda
%6 oraninda kallus olusurken, Kinetin (2 mg/It) hormonu igeren ortamda %10 oraninda

kallus olusumu tespit edilmistir.

Sonug: Arastirmaya konu besi ortamlari igerisinde sadece 2,4-D (2 mg/It), NAA (2 mg/lt)

ve Kinetin (2 mg/It) hormonlari igeren ortamlarda kallus rejenerasyonu gozlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Hormon, In Vitro, Lale, Kallus, Rejenerasyon
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ABSTRACT

DETERMINATION OF IN VITRO REGENERATION CAPABILITIES OF
PURPLE PRINCE TULIP LEAF EXPLANTS

Erdem M. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Science and Technology,
Agricultural Biotechnology Program, Master Thesis, Aydin, 2022.

Purpose: In this study, it was aimed to determine the in vitro regeneration abilities of Tulip
by leaf explants culture

Material and Method: In the study, in vitro regeneration created was tried as a result of in
vitro leaves culture obtained from sterilized tulip bulbs and leaves obtained from tulip bulbs
germinated in pots by sterilizing them in in vitro culture. For this aim the MS medium
containing the hormones of 2,4-D (2 mg/lt), TDZ (2 mg/lt), Kinetin (2 mg/lt), NAA (2
mg/lt), 2,4-D+Kinetin (1 mg/lt), 2,4 for callus formation 2,4-D+Kinetin (2 mg/It),
IAA+TDZ (1 mg/lt), IAA+TDZ (2 mg/lt), IAA+BAP (1 mg/lt), IAA+BAP (2 mg/lt),
NAA+Kinetin (1 mg/lt), NAA+ Kinetin (2 mg/lt), NAA+TDZ (1 mg/lt), NAA+TDZ (2
mg/lt), 2,4-D+TDZ (1 mg/lt) and 2,4-D+TDZ (2 mg/It) were used.

Results: While 6% callus was formed in MS medium containing 2,4-D (2 mg/It) and NAA
(2 mg/It) hormone, 10% callus developed in media containing Kinetin (2mg/It) hormone
from the culture of leaves obtained by in vitro germination of Purple Prince Tulip bulbs.

Conclusions: Callus regeneration was observed in media containing only 2,4-D (2 mg/It),
NAA (2 mg/lt) and Kinetin (2 mg/It) hormones among the nutrient media subject to the
study.

Keywords: Hormone, In Vitro, Tulip, Callus, Regeneration



1. GIRIS

Lale (Tulipa gesneriana L.), Liliales takimi, Liliaceae familyas1 Tulipa cinsine dahil
olup, diinyanin ilk 10 ¢icegi arasinda bulunmaktadir (Sekil 1.1). Aym1 zamanda, diinya
tizerindeki soganli siis bitkileri igerisindeki en biiyliik grubu olusturmakla birlikte, lale cinsi
icesinde 100-150 tiir bulunmakta ve bunu sirasiyla nergis, iris, siimbiil ve zambak bitkileri
takip etmektedir (Nayeem ve Qayoom, 2015). Ana vatan1 Orta Asya olup Sibirya,
Mogolistan, Cin, Kasmir, Hindistan, Afganistan, iran, Kafkasya ve Tiirkiye’de yayilis
gosterir (Polat, 2018). Soganli bitki olmalarindan dolay1 lale bitkisi ayn1 zamanda geofit
olarak da adlandirilmaktadir. Uretim sekli hem sogan ile hem tohum ile olabilmektedir.

Fakat tohum ile tiretimi ¢ok zor ve sogan veriminin 3 yil slirmesi nedeniyle ¢ok fazla tercih

edilmemektedir (Anonim, 2022a).

Sekil 1. 1. Lale bitkisinin genel goriiniimii (Anonim, 2022b)

Lale, zambak, nergis gibi soganli bitkilerde tohumla cogaltimin bazi sakincalari
bulunmaktadir. Bunlar; heterozigoti ile genetik yapida meydana gelen degisiklikler, tohumla
iretimde elde edilen lale soganlarinin ¢igeklenme olgunluguna 4-5 yil gibi uzun bir siirede
gelmesi, tohumlarin ¢imlenme oraninin diisiik olmasidir. Bu nedenle de bu tarz bitkilerin

ticari tiretiminde bitki soganlar1 tercih edilmektedir.

Ancak soganlar taginmasi ve muhafazasinin zor olmasi, ¢ok fazla alana ihtiyag
duyulmas1 ve hastalik etmeninin ana tasiyicist olmasindan dolay1 6zellikle doku kiiltiirti
caligmalarinda biiylik oranda risk olusturabilmektedir. Lale sogan1 tamamen pul seklinde
kabuklardan olusur, bu kabuklar iki kisimdir ve {ist iiste 6 kat icerir. Bu pullar biiyliyebilen
yapraklar olup depo gorevi goriirler. En distaki kuru ve kahverengi olan kabuk “tunik”dir,
sogani hastaliktan ve yaralanmalardan korur. Temel katman soganin kisa, etli gdvdesidir

(Le Nard ve De Hertogh, 1993a).



Filizlenme ve koklenme bu govde ile olur. Pul ve koklerden filize kadar olan damarli
yapiy1 kapsar. Kardes soganlar pullarin koltuk kisminda biiyiirler (Le Nard ve De Hertogh,
1993b) (Sekil 1.2). Lale; kesme ¢igek, saksili siis bitkisi, park, bahge ve peyzaj
diizenlemelerinde tasarim bitkisi olarak kullanilmaktadir (Benschop vd., 2010). Farkh
renkleri, ¢iceklenme déneminin uzun olmasi ve kokusunun giizel olmasindan dolay1 ticari
degeri yiiksek olup Tiirkiye, Hollanda ve Iran gibi iiretimin yapildig1 cesitli iilkeler
tarafindan tretilen Lale bitkisi milli ¢igek olarak kabul edilmektedir (Mu vd., 2020).
Lalelerin popiilaritesinin yliksek olmasi iiretimi i¢in de uygun olan farkli sekil ve renklerde
yeni ¢esitlerin olusturulmasi ihtiyacin1i dogurdugundan popiiler arastirma konusu haline
gelmektedir (Li vd., 2022). Diinya lale sogani iiretiminde lider konumunda olan iilke
Hollanda (108.000 da) olup bunu sirasiyla Japonya (3000 da), Fransa (2930 da), Polonya
(2000 da), Almanya (1550 da) ve Yeni Zelanda (1220 da) izlemektedir. Ulkemizde ise
Konya’da 6zel bir firma tarafindan 400 da alanda yillik 22 milyon adet lale sogani iretimi
yapilmaktadir. Bu soganlarin neredeyse tamami park ve bahgelerde tasarim bitkisi olarak

degerlendirilmektedir. Tiirkiye’de kesme ¢icek amaciyla kullanilan soganlar ise

Hollanda’dan ithal edilmektedir (Polat, 2018).

Bitkilerde ¢esitli klonal ¢cogaltim yontemleri mevcut olmakla birlikte sentetik tohum
da klonal g¢ogaltimm kullanim alanlarindan biridir. Sentetik tohum iiretimiyle tohumla
dretimi zor olan bitkilerin ¢ogaltilabilmesi saglanabilmektedir. Ancak sentetik tohum
olusturulabilmesi i¢in canli yapida kallus ve somatik embriyolara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Somatik embriyo olusumu somatik embriyogenesis yontemi kullanilarak olusturulmaktadir.
Bu yontemle olusturulan somatik embriyolarin kaplanmasiyla olusan yapi sentetik
tohumdur. Bu ¢alismada soganla c¢ogaltimi yapilan lale bitkilerinin yapraklari eksplant
kaynag1 olarak kullanilip farkli oksin ve sitokinin hormonlarinin bulundugu besi
ortamlarinda kiiltiire alinarak in vitro rejenerasyon yeteneklerinin belirlenmesi ve bu sayede

de somatik embriyo gelisimi ve sentetik tohum olusturabilme potansiyeli arastirilmistir.

Sekil 1. 2. Lale soganinin goriiniimii



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Lale (Tulipa gesneriana L.) Bitkisinin Ozellikleri

Zambakagiller (Liliaceae) familyasina ait olan lale bitkisi saplart 10-30 cm boylarinda
olan, sap iizerinde c¢anak seklinde bulunan cigeklere sahiptir. Kadeh seklinde, giizel
gorliniim ve renklerde olup, kokusu olmayan ¢igcekler genel olarak yukariya dogru dik bir
goriiniime sahiptir. Cigekler, ¢igek sapi lizerinde ¢ogunlukla tekli nadir olarak ikili veya
ti¢li sekilde bulunabilmektedir. Cigek ortiisii 6 parcali ve serbest yapida olup sari, kirmizi,
mor, pembe veya beyaz renklerde olmakla birlikte ara renk tonlarinda da olabilmektedir.
Lale bitkisinin ¢i¢gek agma zamanlar1 Mart ile Mayis aylaridir. Yapraklart 2-8 adet etli
yapida ve mavi yesil renkli olup, sap iizerinde kilig¢ seklinde ve kivrimli bir yapiya sahiptir
(Botschantzeva, 1982). Erkek organlari, 6 adet, filamentlerin dip kisimlari, bazi tiirlerde
siskin ve tiyliidir (Giirdal, 2017). Kesme c¢icek, saksi bitkisi veya dis mekan siis bitkisi
olarak yararlanilmaktadir (Malta, 2016). Soganlar sert ve kahverengi kabuklu olup, pullu
yaptya sahiptir. Bitki olusumunda soganin tam ortasindan siirgiin vererek gelisim goriiliir

(Sekil 2.1.).
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Sekil 2. 1. Lalede sogan yapisi (Hosier, 2011)



Her lale ¢igegi tohum olusturmaz ancak tohum olusumunu garantilemek icin ¢igekteki erkek
organlarin polen tozlarinin tam ortadaki disi organa bulagmasini (tozlama) saglamak
gerekmektedir. Tohumdan sogan tiretimi 3 yil1 bulmaktadir. Eger bitki tohum verecek ise bu
durumda kisa ve veya uzun sekilli kapsiil icerisinde sayica fazla olarak tohumlar

olusmaktadir (Anonim, 2022c) (Sekil 2.2).

Sekil 2. 2. Lale kapsiil ve tohumlar1

2.2. Lale Bitkisinin Yayihsi, Ekolojisi ve Ticari Degeri

Lale, Anadolu’nun daglik bolgelerinde, Kafkasya ve Himalayalar’in yaklasik 4000
m’ye kadar olan yiikseklige sahip kesimlerinde ayrica yazin kuru ve sicak, kisin ise soguk
ve nemli bir iklim yapis1 gosteren bolgelerde dogal bir sekilde yetismektedir (Benschop vd..,
2010; Van Tuyl ve Van Creji, 2006; Hernandez Bermejo ve Sanchez, 2009; Zonneveld,
2009). Genellikle Hollanda ile 6zdeslesmis olmasina ragmen lalenin ana gen merkezi Orta
Asya’daki Pamir Alai ve Tien Shan daglari arasinda bulunmaktadir. Bu bdlgelerde meydana
gelen cesitlilik, Fas’tan Bati Avrupa’ya ve Bati1 Cin’e kadar yayilim gdstermistir. Lalenin
ikinci gen merkezi ise Kafkaslar’dir (Sonyol, 2012). Laleler i¢in yar1 gblge ve serin yerler
daha uygundur. Yetistigi ortamda yeterli miktarda besin bulunuyorsa uygun miktarda
sulamak yeterli olacaktir ancak c¢icek acgtigi donemlerde diizenli bir sekilde sulama islemi

yapilmasi gerekmektedir. Soganlar sivri kisimlart yukar1 gelecek sekilde 10-15 cm derinlige



ekilmeli ve ekildikten hemen sonra sulanmalidir. Cok nemli ortamlar, ¢ok sicak ve soguk
hava bitkinin ¢igeklerine, koklerine ve yapraklarina zarar verebilmektedir (Anonim, 2022d).
Lale ticari iiretimi en ¢ok olan siis bitkisidir. TUIK (2021) verilerine gére siis bitkileri
iretim miktar1 2021 yilinda bir onceki yila gére %2,9 oraninda artis gostermektedir. Siis
bitkileri tiretimi igerisinde kesme ¢igekler %62,3’liik, diger siis bitkileri ise %37,7'lik bir
paya sahiptir.

Kesme ¢igek iiretimi 2020 yilina gore %5,2, i¢ mekan siis bitkilerinin {iretimi
%]11,4’lik bir artis gosterirken, dis mekan siis bitkileri iiretimi %1,8 oraninda azalma
gostermistir. Siis bitkileri icerisinde ticari iiretimde 6nemli bir paya sahip olan lale
bitkisinde 371.500 m? alana ekim yapilmis ve 27.830.000 adet kesme ¢igek iiretimi
gerceklestirilmistir. Ticari olarak lale sogani iiretiminde her ne kadar Hollanda 6n planda

olsa da ililkemiz igerisinde de ¢esitli yerlerde sogan tiretimi yapilmaktadir.
2.3. Bitki Doku Kiiltiirii ve Somatik Embriyogenesis

Aseptik sartlar altinda ve yapay bir besi ortaminda bitki, hiicre, doku, organ gibi bitki
kisimlariin kullanimiyla yeni doku, bitki, organ veya ¢esitli bitkisel kaynakli {irinlerin
retilmesi islemine bitki doku kiiltiirii denilmektedir (Sokmen ve Girel, 2001; Uysal vd.,
2007). Bitkilerin hizli bir sekilde klon olarak c¢ogaltilabilmesi, klasik yontemle zor
cogaltilan bitkilerde ¢ogaltimin saglanabilmesi, hastalik etmenlerinden arindirtlmig bitki
dretiminin saglanabilmesi, bitki 1slahinin etkinligini arttirip siiresini kisaltacak birgok
calismanin gergeklestirilmesi, somatik hiicrelerde varyasyon olusturabilmek, haploid (n)
yapida bitkilerin iretilebilmesi, bitki gen kaynaklarmin muhafaza edilmesi ve sekonder
metabolitler gibi biyokimyasal iiriinlerin tretilmesi gibi bir¢ok farkli amaglar i¢in doku
kiiltiiriinden yararlanilmaktadir (Tekin, 2015). Farklilasmamus bitki hiicreleri, steril ortamda
uygun sartlart saglandigi takdirde kiiltiire alma isleminden sonra yeni bitki veya bitkicikler
olusturabilmektedir (Mohammed vd., 2021). Steril kosullar altinda bitki olusumunu
saglayan bitki hiicrelerinin sahip olduklar1 yapisal fonksiyona “totipotensi” denilmektedir.
Totipotensi; bitkisel hiicre ve dokularin farklilasmasiyla yeni bir bitki meydana getirebilme
yetenegidir (Kurt, 2015).

Somatik embriyogenesis doku kiiltiirliniin en 6nemli ve en ¢ok kullanilan rejenerasyon
yontemidir (Ipekci, 2002). Somatik embriyogenesiste olusan embriyolar somatik
hiicrelerden embriyo gelistirme yontemi olup, déllenme sonucu meydana gelen embriyolar

ile benzerlik gostermektedir (Merkle vd., 1995). 1950’lerde bitki doku kiiltiiriinde kallus



yapisindan embriyo ve embriyoya benzeyen yapt olusumu gergeklesse de somatik
embriyogenesis ilk defa 1958 yilinda Steward ve arkadaslari tarafindan havug (Daucus
carota) bitkisinin somatik dokulardan gerceklestirilmistir (Erdem ve Uysal, 2021).
Sonralarda pek ¢ok siis ve bahge bitkisinin de mikrogogaltiminda 6zellikle de orman
agaclarinin ¢ogaltilmasinda somatik embriyogenesis yontemi kullanilarak basarili bir
sekilde in vitro rejenerasyon protokolleri gelistirilmistir (Germena ve Lambardi, 2016).
Eksplant kaynagi, bitkinin genetik yapisi, besi ortaminda kullanilan bitkisel hormonlar, azot
kaynagi, ¢evre sartlar1 ve bitkinin fizyolojik durumu somatik embriyogenensis yonteminin
basarisim1 etkileyen faktorlerdir (Tisserat, 1985; Takamura vd., 1995; Ozcan vd., 2001;
Kogak vd., 2014). Somatik embriyo gelisiminin genetik yapiya bagli olmasi ve meydana
gelen embriyolarin  diisik oranda ¢imlenmesi bu metodun kullanilabilirligini

smirlandirmaktadir (Jalali vd., 2012).

Somatik embriyogenesiste embriyogenik gelisim siireci dikotiledon (gift ¢enekli)
bitkilerde; globular, kalp, torpedo ve kotiledon safhalarini igerirken, monokotiledon (tek
cenekli) bitkilerde ise globular, skutellar ve koleoptilar gelisim safhalarina sahiptir

(Babaoglu vd., 2001).

Glinlimiizde yapay kiiltiir kosulunda ve 6zellikle bitkisel hormonlarin kullanimiyla bir
bitki dokusu veya organinda bulunan somatik hiicreden ya direkt olarak ya da kallus
yapisinin meydana gelmesiyle indirekt olarak embriyo olusabilmektedir (Babaoglu vd.,
2001). Somatik doku hiicrelerinin ilk olarak yiliksek miktarda oksin hormonlar1 olan
(genelde 2,4-D), naftalin asetik asit, pikloram ve dikamba maddelerinin bulundugu yapay ve
steril ortamda kiiltiire alinmasinin ardindan oksin hormonunun bulunmadigi ikinci bir kiiltiir
ortamina aktarilmasiyla embriyo olusturabilme potansiyeli gosterirler (Monnier, 1990).
Somatik embriyogenesis yoluyla olusan embriyolar organogenez yoluyla olusan
embriyolardan farkli bir yapiya sahiptir. Ciinkii kok ve govde ekseni olarak iki kutuplu
yapida olup gelisen kallus dokusuyla vaskiiler baglantilar1 olmadigindan bu dokudan ¢ok
kolay bir sekilde ayrilabilirler (De Jong vd., 1993). Eger somatik embriyogenezde olusan
embriyolar direk olarak eksplant yapisindan olusarak ayni yapiya sahip klon olusturuyorsa
dogrudan somatik embriyogenesis ile embriyo gelisimi s6z konusudur. Ama eksplantlar
yiiksek oranda oksin hormonu bulunan ortamda kiiltiire alindiginda embriyonik kallus
olusup sonrasinda oksin hormonunun bulunmadig tekrar besi ortamina aktarilir ise sartlarin
elverisli olmas1 durumunda bu yapidan bitki ve bitkicikler gelisiyorsa burada da dolayli

somatik embriyogenesis s6z konusu olmaktadir. Ayrica dolayli somatik embriyogenez



yonteminde genel olarak bir oksin hormonu olan 2,4-D kullanilmaktadir (Tisserat, 1985).
Somatik embriyogenesis; klonal g¢ogaltim, gen transferi ve sentetik tohum alanlarinda
onemli kullanim potansiyeline sahiptir (Temiz, 2019). Somatik embriyolarin Kkiiltiire
alindiklar1 bitki eksplantinin somatik hiicrelerinde olusmasi ve eksplant alinan bitkinin
genetik yapisini tasidiklarindan dolayr zigotik embriyolara gore genetik agilimin olmamasi
en Onemli istiinliikleridir. Ciinkii bu sekilde klonal ¢ogaltim gergeklestirilmis olmaktadir

(Parrot vd., 1991).
2.4. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Kompleks yapilar gosteren yliksek organizasyonlu canlilar diizenli olarak biiytytip
gelisebilmek icin hiicreler arasi iletisime ihtiya¢ duyarlar. Bitkilerde bu iletisimi saglayan
temel arag, bilgiyi kimyasal mesaj olarak hiicreden hiicreye tasiyan bitki biiylime
diizenleyicileridir (Ozen ve Onay, 1999). Dogal olarak bitkilerde iiretilen, biiyiime ve buna
bagli olarak diger gesitli fizyolojik olaylar1 kontrol eden, iiretildigi yerden bitkilerin diger
kisimlarina da tasinarak tasindigi bolgelerde de etkin olabilen, ¢ok az miktardaki
konsantrasyonlarda bile etkisini gdsterebilen organik molekiillere hormon (bitki biiylime

diizenleyicileri) ad1 verilmektedir (Oktiiren ve Sénmez, 2005).

Bu hormonlar yiiksek yapidaki bitkilerin ¢esitli organlarindan ve bir kisim
mantarlardan elde edilmektedir (Morsiinbiil vd., 2010). Ancak dogal bitki hormonlarinin
etkilerine benzer etkiler gosterebilen hatta bazen daha fazla etkili olabilen, kimya endiistrisi
tarafindan meydana getirilen sentetik yapida hormonlar da bulunmaktadir (Cetin, 2002).
Bitkisel hormonlarin bir kismi bitki biiylimesini ve gelismesini uyarip bu siireci olumlu
yonde hizlandirmaktayken bir kismi ise bitki biiylime ve gelismesini gerileten hatta
durduran etkilere sahiptir. Bitki biiylime ve gelismesini olumlu yonde etki eden bitkisel
hormonlar stimiilatdr olarak adlandirilir; bitki biiylime ve gelismesini olumsuz etkileyen
hormonlar ise inhibitér olarak adlandirilir. Stimiilatér grubuna oksinler, sitokininler ve
giberellinler dahil iken inhibitor grubuna absisik asit ve etilen hormonlar1 dahil olmaktadir.
Bitkinin biiyiime ve gelismesi bu iki gruptaki hormonlarin etkisi altinda gerceklesmektedir.
Bu nedenle giinlimiizde bu hormonlardan bitki biiylime ve gelismesini diizenleyebilmek

amaciyla c¢ok gesitli sekillerde yararlanilmaktadir (Bozcuk ve Topguoglu, 1982).

Bu ¢alismada somatik embriyogenesis yoluyla kallus ve somatik embriyo gelisimini

tesvik etmek amaciyla 2,4-D (2,4-dichlora phenoxy asetic acid), IAA (indole-3-asetic acid),



BAP (6-benzylaminopurine), NAA (a-Naftalen asetic acid), Kinetin ve TDZ (thidiazuron)

bitkisel hormonlart kullanilmistir.

2.4.1. 1AA (Indole-3-Asetic Acid), NAA (a-Naftalen Asetic Acid) ve 2,4-D (2,4-

Dichlora Phenoxy Asetic Acid ) — Oksin Hormonlari

[k olarak kesfedilen bitki biiyiime maddesi ve tarimda en eski kullanilan bitkisel
hormonlar oksin yapisindadir (Ozen ve Onay, 1999; Halloran ve Kasim, 2002). Bitkilerde
dogal olarak sentezlenen tek hormondur. Fakat iiretimi yapilan bir¢ok sentetik oksin
hormonunun da IAA'ya benzer nitelikte etkiler gosterdigi belirtilmistir (Kumlay ve Eryigit,
2011). Bitkilerin yaprak, tepe tomurcuklart ve ¢igek gibi meristematik dokularinda
sentezlenir ve tasinmasi yukaridan asagi yone dogrudur (Algiil vd., 2016).

Hiicre genislemesi ve biiylimesine yardimci olan aym1 zamanda da doku gelisimi,
hiicre uzamasi ve kok olusumunu tesvik eden unsurlar hormonlardir (Grunewald vd., 2009).
Ayrica bitkinin tiiri ve yasina bagli olarak degismekle birlikte genellikle diistik
konsantrasyonda kullanimi adventif ve primer kok olusumunda artig, tohum ¢imlenmesi,
disi cicek olusumu, partenokarpik meyve olusumu ve floem dokusunda asimilat taginimini
tesvik etmekte olup bitkide etilen sentezinin daha ¢ok arttirilmasiyla ¢igceklerde yumurtalik

gelisimini diizenler. Oksin grubu hormonlar kdk olusumunu tesvik eder (Giilerytiz, 1982).

2.4.2. BAP (6-Benzylaminopurine), Kinetin ve TDZ (Thidiazuron) — Sitokinin

Hormonlar:

Bitkilerde hiicre bdliinmesini baglatan hormonlar olup hiicre bdliinmesinde etkili
olduklar1 i¢cin dokularin ve organlarin farklilasmasinda gorevlidirler (Cetin, 2002). Sitokinin
grubu hormonlar siirgiin olusumunu tesvik eder (Giileryiiz, 1982). Ozellikle bitkinin kok
meristemlerinde sentezlenir ve ksilem dokusuyla bitkinin yesil olan tiim kisimlarina iletilir.
Ayn1 zamanda hayvanlarda da sitokinin hormonu bulunur (Kumlay ve Eryigit, 2011).
Zeatin, musir tohumlarindan elde edilen ilk bitki kaynakli sitokinin hormonudur (Unsal,
1993). Doku kiiltiiriinde kullanilan besi ortamlarinda hem organ olusumu hem de organ
gelisimine katki saglar. Ayrica dormansi (uyku hali) kirilmasinda, karbonhidrat transferinin
hizlandirilmasinda, tepe siirgiinii baskinliginin engellenmesinde etkili olmakla birlikte
Kinetin (6-furfurylamino purine) protein ve niikleik asit sentezinin devam ettirilmesini

saglayarak kesme g¢igeklerin uzun bir siire canliliklarini siirdiirmesine yardimci olurken,



BAP ise yesil sebzelerin hasat edilmesinden sonraki zamanda daha uzun siire dayanmasini

saglar.

Oksin hormonlarina gore sitokinin hormonlar1 bitki 1slah1 ve doku kiltiirii
calismalarinda daha ¢ok kullanilmaktadir (Giileryiiz, 1982; Kaynak ve Ersoy, 1997).
Sitokininler doku kiiltiiri uygulamalarinda siirgiin ve kok farklilagmasi, lateral
tomurcuklarin biiyiimesi, kloroplast ve yaprak gelisimi ayrica da senesens iizerine etkisi
olan hormonlardir. Ancak biitiin bu gelisimler genel olarak oksin hormonu ile birlikte
kullanildig1 zaman miimkiindiir Bundan dolay1 kullanilan besi ortamlarinin icerisine oksin

ve sitokinin hormon karisimlar1 eklenir (Ozen ve Onay, 1999).
2.5. Sentetik Tohum

In vitro rejenerasyonun en yaygin kullanim alanlarindan birisi sentetik tohumlarin
olusturulmasidir. Normal tohumlar erkek ve disi gametlerin birlesmesiyle meydana gelip,
embriyo, besi doku ve tohum kabugu boéliimlerinden olusurken; sentetik tohumlar, sodyum
alginat gibi bilesenler ve besin maddeleriyle somatik embriyolarin kaplanmasindan olusan
yapilardir (Erdem ve Uysal, 2021). Sentetik tohum iiretiminde somatik embriyolar, siirgiin
uclari, kalluslar, silirglin tomurcuklari, protokorm benzeri yapilar, sacakli kokler,
organojenik ve embriyojenik tiim hiicreler kullanilmaktadir (Khor ve Loh, 2005; Magray
vd., 2017). Fakat sentetik tohum iretimi i¢in yapilan g¢alismalarin ¢ogunda genellikle
somatik embriyolar kullanilmaktadir (Soneji vd., 2002). Genellikle somatik embriyo
yapilar1 kullanildig1 i¢in bunlarin ekim zamanina kadar canli kalabilmesi ve gelisim
stirecinde ihtiyag duydugu besin maddelerini karsilayabilmek amaciyla bu embriyolarin
uygun jel maddeleriyle kaplanmasi, kurutulduktan sonra ekimi ile sivi igine ekimi olmak
tizere gesitli metodlar tecih edilmektedir (Babaoglu vd., 2001). Sentetik tohum olusturmak
icin somatik embriyolarin kaplanmasinda genel olarak; potasyum alginat, agar, gelrite,
sodyum pestat, karagenan, karbosksimetil seliilozlu sodyum alginat, kitre zamki, guargum
gibi kaplama materyalleri kullanilmakta olup en ¢ok kalsiyum alginat kullanilmaktadir (Rai
ve Jaiswal, 2008; Kocak, 2019). Fakat bunlarin igerisinde sodyum alginat; uygun
vizkozitesi, hizli jellesmesi, maliyetinin diisilk olmasi ve biyo-uyumluluk etmenlerinden
dolay1 en ¢ok tercih edilen kaplama materyalidir (Saiprasad, 2001; Swamy vd., 2009).
Sentetik tohum asamalari; bitki se¢imi, somatik embriyogenez, somatik embriyolarin
olgunlastirilmas1 ve somatik embriyolarin uygun jel kapsiililyle kaplanmasini icermektedir

(Murashige, 1978). Murashige tarafindan 1978 yilinda sentetik tohum gelistirme ¢aligsmalari



yapilmig olup, ardindan Lavrence tarafindan kapsiilasyon iglemi 1981 yilinda
gergeklestirildikten sonra Redenbaugh tarafindan 1984 yilinda hidrojel ile kaplama islemi
ve son olarak sentetik tohum ile bitki gelistirme ¢alismasi 1989 yilinda Fujii tarafindan
gerceklestirilmistir (Ara vd., 2000). Sentetik tohumlar yas ve kuru tohumlar olmak tizere iki
cesittir. Yas (hidratlanmis) tohum, ¢esitli somatik yapidaki dokularin sodyum alginat, agar,
gelrit ve karragenan gibi farkli jeller kullanilarak kapsiile alinmasiyla olugurken kurutulmus
tohumlar ise somatik yapidaki dokularin polietilen glikol ile kaplanmasi, steril kosullar
altinda teflon bir ylizeyde saatlerce kurumaya birakilmasinin ardindan yapay kiiltiir
ortamina almip suyun uzaklastirllmasi saglanarak olusturulan tohum gesididir. Boylelikle

embriyolarin canliliginin stirmesi saglanmis olur (Colgecen ve Toker, 2006).

Ik olarak Kitto ve Janick (1982) tarafindan havug bitkisinin embriyolarmnin
kaplanmasinda kurutulmus tohum yontemi kullanilmistir. Sentetik tohumlar kullanim
alanlart bakimindan; benzer yapida ve ¢ok sayida embriyo iiretimi, tohum {iretemeyen
bitkilerin tiretimi, boyutlart kiiciik oldugu i¢in depolama, nakliye ve dikim kolayligi, bir
bitkinin {liretiminin saglanmasi (monokiiltiir), nesli tilkenmis ve tiikenmekte olan bitkilerin
genetik yapilarinin muhafazasi, transgenik bitkilerin esas bitki genotipinin korunmasi,
hastaliksi1z bitki olusturabilmek, maliyetnin diisiik olmasi, belli bir zaman ve mevsime bagl
olmaksizin istenilen zaman igerisinde iiretiminin gergeklestirilebilmesi, tohum kisirligi
gosteren hibrit yapidaki bitkilerin iiretilebilmesi gibi bir¢cok avantaja sahip olmaktadir
(Rihan vd., 2017; Ravi ve Anand, 2012; Colgecen ve Toker, 2006; Magray vd., 2017;
Saiprasad, 2001). Sentetik tohumlarin avantajlarinin yaninda; mikrogogaltim saglamak canli
yapilarin az miktarda olmasi, somatik embriyolarin ayni zaman igerisinde gelisememesi,
gelisen embriyonik yapilarda strese tolerans ve dormant durumun eksik olmasi, uygun
olmayan olgunlagmalardan dolay1 kolaylikla ¢imlenme olmamas1 ve olgun bir bitki yapisina

doniisme kapasitesinin diisiik olmasi gibi bazi dezavantajlar da bulunmaktadir (Ara vd.,
2000; Singh vd., 2020).

2.6. Lale’de Yapilan Biyoteknolojik Calismalar

Lale cicek sap1 Kkiiltiirlerinde somatik embriyogenesis olusumu igin prosediir
gelistirilen ¢aligmada, somatik embriyogenesis diisiik sicaklik ile muamele edildigi
“Apeldoorn” soganlarindan elde edilen ¢icek sap1 eksplantlar1 kullanilarak yapilmistir.
Soganlar sogukta bekletilmemis ya da 12 ile 24 hafta boyunca 5 °C’ de bekletilmistir.
Eksplantlar 1-100 uM ekzojen oksin olan 2,4-D (2,4-dikloro fenoksi asetik asit), Picloram
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(4-amino-3,5,6-trikloropikolinik asit) ve NAA (a-Naftalen asetik asit) ortamlari ile 0,5-50
uM BA (Benzil adenin) ve ZEA (Zeatin) ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlarda yiiksek
konsantrasyondaki oksin, eksplantlarin yogun bir sekilde kallusa ve damar demetlerinin
sarims1 nodiiler kallusa doniismesi saglanmistir. Picloram, embriyonik kallus olusumunun
tesvikinde daha etkili olurken 2,4-D hormonunun renksiz kallus olusumunda etkili oldugu
belirlenmigtir. 12 hafta boyunca sogutulan soganlardan gelisen g¢igek saplarinin alt
kisimlarinin kallus olusumunda en iyi eksplant oldugu kanitlanmistir. En yiiksek sayida
somatik embriyonun 25 uM Picloram ve 0,5 uM BA hormonu igeren ortamlarda gelistigi
belirlenmistir. Ortamda 2,4-D varliginda adventif kok olusumu ve ayni zamanda 5 uM BA
hormonu ile 0,5 uM NAA hormonunun etkisi altindaki globiiler embriyolarin torpedo

asamasindaki embriyolara doniistiigli goriilmiistiir (Ptak ve Bach, 2007).

Podwyszynska ve Ciolakowska (2020) yaptiklart Lale’nin somatik embriyogenesis
yoluyla mikrogogaltilmas: c¢alismasinda eksplant olarak sogutulmus soganlardan kesilen
cicek sapt pargalarimi  kullanmiglardir. Yalmizca oksin  hormonlart  olan 2,4-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), 1-naftalin asetik asit (NAA) ve 4-amino-3,5, 6-trikloro-2-
piridin karboksilik asit (pikloram) hormonlarin1 kapsayan MS ortamlar1 veya 0.1 ve 0.5 mg
L-1'de tidiazuron (TDZ) ile kombine edilmis modifiye besi ortamlarini kullanmiglardir.
Damar yiginlarinin dokularindan kesilen yiizeylerde biitlin oksinlerin varligiyla graniiler bir
yapiya sahip olan sarimsi beyaz kallus gelistigini gozlemlemislerdir. Oksinli ortama TDZ
eklenmesi somatik embriyo olusumunu 6nemli dl¢lide uyarmis olup bundan embriyonik
kallus hatlar1 elde etmislerdir. Embriyonik kallusun en yiiksek doniisiimii ve ¢ogalmasi hem
de embriyo olusumunu 0,1 mg L™ 2,4-D’nin 0,5 mg L™ TDZ ile kombinasyonunda
oldugunu belirlemislerdir. Prolin eklenmesi halinde ya kallus ¢ogalma oraninin ya da
embriyo olusum frekansini arttirdigini gozlemlemislerdir. Sogan olusturabilen 10 mm'den
uzun kotiledonlara sahip en kaliteli embriyolar, 0,1 mg L™ konsantrasyonunda TDZ'nin 6-

benzilaminopurin (BAP) ile degistirilmesiyle olustugunu belirlemislerdir.

Calisma sonucunda embriyonik hiicreler, kii¢iik hacimleri, diizenli sekilleri, yogun
sitoplazmalar1 ve biiylik ¢ekirdekleri ile karakterize edilmis olup, globiiler embriyolarin ayri
bir periderm tabakasiyla kaplandigi ve embriyolarin prokambiyal bir iplik ve vejetatif
apeksin (stolon) yana dogru yonlendirilmis bir meristemi ile yaprak seklinde kotiledonlara
sahip yapilar haline geldigini ayn1 zamanda da kotiledon embriyolarinin ana doku ile

vaskiiler baglant1 gostermeyip embriyonik kokler olusturmadiklarini gézlemlemislerdir.
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Sun vd. (2022), Jasmonik asitin TgLOX4 ve TgLOX5 biyosentetik genlerinin lalede
yavru sogan gelisimine etkisi arastirmistir. Sonugcta; lale ¢esitlerinin farkli sogan boyutlari
varyasyonu gosterdikleri gézlemlemislerdir. Yapilan transkriptomik analizlerin, iki
lipoksijenaz gen olan TgLOX4 ve TgLOXS5 dahil olmak tizere bitki hormonlar1 ve bitki
gelisiminde rol oynayan genlerin, lale sogani biiylimesiyle birlikte ekspresyonunda énemli
degisiklikler gosterdigini belirlenmislerdir. Arabidopsis'te TgLOX4 ve TgLOXS5 genlerinin
ektopik ekspresyonu, endojen JA igerigini arttirdigi, bitki biiyiimesini iyilestirdigi ve yan
kok sayilarin arttirdigini gézlemlemislerdir. Ayrica, eksojen JA (jasmonik asit) muamelesi
lale  sogam1  biiylimesini  desteklerken, JA  biyosentez  inhibitorii = sodyum

dietilditiyokarbamatin (DIECA) bu siireci engelledigini belirlemislerdir.

Farkli konsantrasyonlarda BA'nin in vitro kiiltiir ile lale (Tulipa gesneriana L. cv.
arma) tomurcuklarinin siirgiin gogalmasi tizerine etkisinin arastirildig bir ¢alismada; 0.5 mg
L™t NAA ve ¢esitli seviyelerde (0,5, 1, 1,5, 2 ve 2,5 mg L'l) BA hormonlarinin bulundugu
MS ortamlar1 kullanilmistir. Sonugta, 1 mg L™t BA muamelesinin, sekiz haftalik kiiltiirden
sonra %83,33'e ulasan siirgiin ¢gogalmasinda 6nemli bir artis gosterdigi belirlenmistir. Fakat,
apikal tomurcuklar kullanilan higbir konsantrasyonda siirgiin ¢ogalmasi gostermedigi
gozlemlenmistir. Bununla beraber, 1 mg L™ BA konsantrasyonuna sahip MS ortaminda
biliyliyen aksiller tomurcuklar, sirasiyla eksplant basina 5,33 siirgiin ve 5,67 cm ile diger
muamelere gore siirgilin sayisinda ve uzunlugunda onemli bir artis gosterdigi belirlenmistir
en diisiik siirglin ¢cogalmasi, siirglin uzunlugu ve siirgiin basina yaprak sayisi (sirasiyla
siirgiin basina %61,0, 2,33 cm ve 1,67 yaprak) 0,5 mg L* BA hormonunun bulundugu
ortamda belirlenmistir (Ibrahim ve Draaj, 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma lale soganlardan elde edilen yaprak eksplantlarindan somatik embriyo ve
sentetik tohum gelistirmek amaciyla Aydin Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi
Tarimsal Biyoteknoloji Bolimii Bitki Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda  yiiriitilmistiir.
Calismada Mor Prens Lalesi (Purple Prince) ve karisik lale soganlari kullanilmistir. Lale
soganlarinin bir kismi in vitro kosullarda ¢imlendirilirken bir kismi ise %2 saksi topragi ve Y4

oranlarinda bahge topragi igeren saksilarda ¢imlendirilmistir.
3.1. Calismada Kullanilan Besi Ortamlan ve icerigi

Calismada steril bitkileri elde etmek amaciyla lale soganlart MS (Duchefa Biochemie,
Katalog No: M0222) besi ortami kullanilarak ¢imlendirilmis; eksplantlarin alt kiiltiirii
asamasinda bu ortama oksin ve sitokinin hormonlarmin hem ayr1 ayr1 hem de
kombinasyonunu igeren besi ortamlari kullanilmistir. Besi ortami igerigi Cizelge 3.1°de ve

kullanilan hormonlar ve konsantrasyonlar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Arastirmada kullanilan besi ortaminin igerigi

Kimyasal Madde Miktar Kimyasal Madde Miktar
mg/It mg/It
KNO3 1900 Na,Mo00,.H,0 0,25
CaCl,.H,0 332,2 CuS0,.5H,0 0,025
NH;NO3 1650 CoCl,.6H,0 0,025
MgS0,.7H,0 180,7 Glycin 2,0
KH,PO, 170 Myo-Inostol 100
Na,-EDTA 37,25 Nicotinic asit 0,5
FeS0,.7H,0 27,85 Pyrodoxine-HCI 0,5
H3BOs 6,2 Thiamin HCI 0,1
MnSQ4.H,0 16,9 Sukroz 30 000
ZnS0,4.7H,0 8,6 Agar 7000
Kl 0,83 pH 5,8
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Cizelge 3. 2. Arastirma kapsaminda kullanilan MS besi ortamina ilave edilen hormon tipi ve
konsantrasyonlari

MS Ortamina Ilave Edilen Hormonlar mg/It
2,4-D 2,0
TDZ 2,0
NAA 2,0

Kinetin 2,0
2,4-D+ Kinetin 1,0+1,0
2,4-D+Kinetin 2,0+2,0
NAA+Kinetin 1,0+1,0
NAA+Kinetin 2,0+2,0
IAA+TDZ 1,0 +1,0
[AA+TDZ 2,0+2,0
[AA+BAP 1,0+1,0
IAA+BAP 2,0 +2,0
NAA+TDZ 1,0+1,0
NAA+TDZ 2,0+2,0
2,4-D+TDZ 1,0+1,0
2,4-D+TDZ 2,0+2,0

3.2. Sogan Sterilizasyonu ve Dikimi

Calisma kapsamina soganlarmin in vitro dikimi amaciyla asagidaki sterilizasyon
yontemleri denenmistir. Sogan dikimlerinde pensler herhangi bir kontaminasyon riskine

kars1 kullanimdan 6nce otoklavda 121°C’de steril edilmistir.
1. Yontem

Lale soganlar1 bir miktar deterjanli su ile yikanip musluk suya altinda durulandiktan
sonra %80’1lik ¢amasir suyunda karistiricida 30 dakika muamelenin ardindan %0,05
oraninda fungusit (%37,5 Cyprodinil + %25 Fludioxonil etken madde) ¢ozeltisinde
20 dakika karistiricida sterilizasyona tabi tutulmustur. Son olarak soganlar steril su
ile karistiricida 3 kez 5’er dakika durulama islemi yapilarak dikime hazir hale
getirilip 10 kavanoz ve her kavanozda bir adet sogan olarak hormonsuz besi ortamina

dikimler geceklestirilmistir.
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2. Yontem

Lale soganlar1 10 dakika musluk suyunda bekletilip, % 70’lik EtOH’de karistiricida
20 dakika, 3 damla Tween 20 bulunan %20’lik camasir suyu ¢ozeltisinde 20 dakika
karistiricida ve igerisinde %0,3 oraninda fungusit (% 50 Captan etken madde)
bulunan ¢ozelti igerisinde karistiricida 20 dakika muamele edildikten sonra son
olarak 4 kez 5’er dakika steril su ile karistiricida durulama islemi yapilmistir.
Sterilizasyonu gergeklestirilen soganlar 10 kavanoz ve her kavanozda bir adet sogan

olacak sekilde hormonsuz besi ortamina dikimler gergeklestirilmistir.
3. Yontem

Lale soganlar1 yaklagik 1 saat musluk suyunda bekletilip, %70’lik EtOH’de 20
dakika, 3 damla Tween 20 bulunan %20’lik ¢amasir suyu ¢6zeltisinde karistiricida 20
dakika ve 90,3 oraninda fungusit (%50 Captan etken madde) bulunan c¢ozelti
icerisinde karistiricida 20 dakika muamele edildikten sonra son olarak 4 kez 5’er
dakika steril su ile karistiricida durulama islemi yapilmistir. Sterilizasyonu
gerceklestirilen soganlar kurumalarini saglamak amaciyla steril kurutma kagitlart
tizerinde yaklagik yarim saat bekletildikten sonra her kavanozda bir adet sogan

olacak sekilde hormonsuz besi ortamina dikimler gergeklestirmistir.
4. Yontem

Lale soganlar1 deterjanl su ile yikandiktan sonra musluk suyunda 3 saat bekletilerek
strastyla %70’lik EtOH’de karistiricida 20 dakika, birka¢ damla Tween 20 bulunan
%20’lik ¢amasir suyunda karistiricida 20 dakika ve %0,3 oraninda fungusit (%50
Captan etken madde) bulunan ¢6zelti icerisinde karistiricida 20 dakika muamele
edildikten sonra son olarak 4 kez 5’er dakika steril su ile karistiricida durulama
islemi yapildiktan sonra steril kurutma kagitlarinda bir siire bekletilip kurumalari
saglandiktan sonra her kavanozda bir adet sogan olacak sekilde hormonsuz besi

ortamina dikimler gerceklestirilmistir.

Ayrica ayn1 yontemler sogan ve sterilizasyon c¢ozeltilerinin bulundugu agzi kapali steril

kavanozlar kullanilarak elde calkalama yoluyla da uygulanmistir.

Soganlar in vitro ortama dikildikten sonra g¢imlenebilmesi igin soguklama ihtiyacindan
dolay1 buzdolabinda yaklasik 4 hafta bekletilmistir. Buzdolabinda bekletildikten sonra
iklimlendirme kosullarina (16 saat aydinlik 8 saat karanlik ve 24 °C sicaklik) alinan

soganlarin bir kism1 daha ideal ¢cimlenme saglayacaklar varsayilarak 20°C’de tutulmustur.
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In vitro' da yeterli eksplant elde edilemeyecegi anlasildigindan soganlarin toprakta
cimlendirilip elde edilen lale yapraklarimin steril hale getirilerek besi ortamina ekimi yoluna

gidilmis ve lale soganlarinin saksilara dikimleri de yapilmustir.
3.3. Soganlarm Dikimi ve Cimlenmesi

Lale soganlar in vitro ortamda her kavanozda birer adet olacak sekilde biyogiivenlik
kabininde hormonsuz MS ortamina ve 1/1 oraninda bahge topragi ve ticari saksi topragi
karisimi ihtiva eden saksilara dikilmistir (Sekil 3.1). Saksilara dikim 5 Ekim 2020 - 21
Kasim 2020 ve 17 Ekim 2021 - 1 Ocak 2022 tarihleri arasinda gergeklestirilmistir.
Saksilara dikilen soganlar fazla soguk ve yagmurdan korumak ic¢in naylon ortii ile

kapatilarak sera ortami1 olusturulmustur (Sekil 3.2).

Sekil 3. 1. Lale soganlarinin in vitro ortamda dikimi ve ¢imlenmesi

Sekil 3. 2. Lale soganlarinin topraga dikimi ve ¢imlenmesi
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3.4. Invitro Ortamdan Elde Edilen Yapraklarin Alt Kiiltiiri

In vitro ortama ekilen soganlardan elde edilen yaprak eksplantlar1 farkli oksin ve
sitokinin hormonlarmin bulundugu ortamlara her petride 10 ar eksplant olacak sekilde alt
kilttirleri yapilmigtir (Sekil 3.3). Alt kiiltiir islemi i¢in kullanilacak pens ve bistiiriler olasi
kontaminasyon riskini 0nlemek amaciyla kullanimdan once otoklavda 121°C’ de steril
edilmigtir. Alt kiiltiir yapilan petriler 16 saat aydinlik 8 saat karanlik 24°C iklimlendirme
kosullarinda muhafaza edilmistir. Ayrica bazi petriler rejenerasyonu tesvik etmek maciyla
karanlik ortamda bekletilmistir. Calismada her ortam icin bes petri ve her petride 10’ar
eksplant kiiltiirti hedeflenmis olup eksplant sayisi yeterli olmadigindan dolayr kiiltiir

isleminde tekerriir sayis1 farklilik gostermistir.

Sekil 3. 3. Lale in vitro yaprak eksplantlarinimn alt kiiltiirleri

3.5. Topraktan Elde Edilen Yapraklarin Kiiltiire Alinmasi

Topraga ekilen soganlardan elde edilen yaprak eksplantlari dis ortamdan alindiklari ve
steril halde olmadiklari i¢in kiiltiire alinmadan Once sterilizasyon islemi gergeklestirilmistir.
%70’lik EtOH ¢ozeltisinde 5 saniye, %10 ¢camasir suyu + 3 damla Tween 20 ¢ozeltisinde 10
dakika ve %0.1°lik fungusit (%37,5 Cyprodinil- %25 Fludioxonil etken madde) ¢ozeltisinde
10 dakika muamele edildikten sonra 3 kez durulama isleminin ardindan farkli oksin ve
sitokinin hormonlarinin bulundugu ortamlara her petride 10’ar adet eksplant olacak sekilde
kiltiirleri yapilmistir (Sekil 3.4). Ayrica yapraklar %0,3’lik fungusit (%50 Captan etken
madde) ¢6zeltisi kullanilarak da kiiltiir islemi yapilmistir. Alt kiiltiir yapilan petriler 16 saat

aydinlik 8 saat karanlik 24°C iklimlendirme kosullarinda muhafaza edilmistir. Ayrica bazi
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petriler rejenerasyon gelisimi i¢in karanlik ortama alinip gézlemlenmistir. Calismada her
ortam igin bes petri ve her petride 10’ar adet eksplantin kiiltiirii hedeflenmis olup elde edilen

yapraklarin durumuna gore tekerriir sayisi farklilik gostermistir.

Sekil 3. 4. Toprakta gelisen lale yapraklarindan in vitro kiiltiir

Kiiltiire alinan eksplantlarin gelisimleri diizenli olarak takip edilmis olup, herhangi bir
kontaminasyona rastlanmasi durumunda kurtarilabilecek eksplantlar ayni ortama aktarilarak
kurtarilmistir. Yine kallus olusumu baslayan eksplantlar da 4-5 hafta boyunca haftada bir
kez taze ortama aktarilarak kallus olusumunun ve somatik embriyo gelisiminin

hizlandirilmasi hedeflenmistir.
3.6.  Verilerin Analizi

Calismadan elde edilen verilerin analizinde Microsoft Excel paket programindan

yararlanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Invitro Ortamda Dikimi Yapilan Lale Soganlarinda Cimlenme

Mor Prens Lalesi ve karisik lale soganlarmin in vitro ortamda ¢imlenme yiizdeleri

Cizelge 4.1.” de gosterilmistir.

Cizelge 4. 1. In vitro lale soganlarinin ¢imlenme oranlari

Mor Prens Lalesi Sogani Karisik Lale Sogam
Toplam Ekim Sayis1 (adet) 91 [Toplam Ekim Sayis1 (adet) 60
Toplam Cimlenme (adet) 5 | Toplam Cimlenme Sayis1 (adet) 1
Yiizde Cimlenme Orani (%) 5,5 | Yiizde Cimlenme Orant (%)

Cizelge 4.1’in incelenmesinden de anlasilacagi gibi in vitro ortama toplam 91 adet
Mor Prens Lalesi sogani dikilmis ve 5 tane soganda ¢imlenme gozlemlenmis olup ¢imlenme
orant %5.5 olarak tespit edilmistir. Karigik lale soganlarindan ise 60 adet ekim yapilmig

olup 1 tanesinde ¢imlenme gézlemlenmis ve ¢imlenme orani1 %?2 olarak belirlenmistir.

Yapilan bu kadar ekime ragmen c¢imlenme oranlarinin ¢ok diisiik kalmasinin
gerceklestirilen sterilizasyonun basariya ulasmamasindan kaynaklandigini sdyleyebiliriz. In
vitro ¢alismalarda her ne kadar kullanilan bitki eksplantlarinda yiizey sterilizasyonu yapilsa
da eksplantlarin i¢ ylizeyindeki bulasmalarin Oniine gegilememekte ve bu da in vitro
calismalarin basaris1 acisindan ¢ok biiyiik riskleri beraberinde getirmektedir. Ozellikle bu
durum lale gibi soganli veya yumrulu bitkilerde siklikla karsilagilan bir olgudur. Bazen
cimlenme gerceklestikten sonra dahi sogan/yumru igerisinden c¢ikan yeni siirgiinlerde
kontaminasyonlar ortaya ¢ikmakta ve bu siirgiinlerin in vitro g¢alismalarda kullanimi
imkansiz hale gelmektedir. Bu tez ¢alismasinda da benzer durumlarla siklikla karsilagiimig
olup in vitro kiiltirde ¢imlendirilen lale soganlarindan elde edilen ekplantlardan efektif bir

alt kiiltiir caligmasi yiirtitiilememistir.
4.2. Topraga Dikimi Yapilan Lale Soganlarinda Cimlenme

Mor Prens Lalesi ve karigik lale soganlariin topraga yapilan ekimlerinde ¢imlenme

yiizdeleri Cizelge 4.2.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4. 2. Topraga dikilen lale soganlarinin ¢imlenme oranlari

Mor Prens Lalesi Sogani Karisik Lale Sogam
Toplam Ekim Sayis1 (adet) 43 [ Toplam Ekim Sayis1 (adet) 35
Toplam Cimlenme (adet) 39 [ Toplam Cimlenme Sayisi (adet) 35
Yiizde Cimlenme Orant (%) 91| Yiizde Cimlenme Orani (%) 100

Cizelge 4.2’nin incelenmesinden de anlasilacagi gibi topraga dikilen toplam 43 adet

Mor Prens Lalesi soganindan 39 adet ¢imlenme tespit edilmistir. Cimlenme orani %91

olarak belirlenmistir. Karisik soganlardan ise 35 adet dikilmis olup tamami ¢imlenme

gostererek ¢cimlenmede %100 oraninda basar1 saglanmustir.

4.3. In Vitro Ortamda Cimlendirilen Lale Soganlar Yapraklarinda Alt Kiiltiir

Sonugclari

In vitro ortamda ¢imlendirilen Mor Prens Lalesi soganlarindan yapilan alt kiiltiirlerden

elde edilen kallus olusum oranlari ve somatik embriyo olusum oranlar1 Cizelge 4.3’de

verilmistir.

Cizelge 4. 3. Mor Prens Lalesi in vitro ortamdan gelisen kallus sayilar1 ve oranlari

Mor Prens in vitro kallus ve somatik embriyo

Besiyeri (mg/It) Eksplant Sayisi | Kallus Sayis1 | % Kallus Olusumu
2,4-D (2 mg/lt) 50 3 6
TDZ (2 mg/lt) 50 0 0
KINETIN (2 mg/lt) 90 9 10
NAA (2 mg/lt) 70 4 6
2,4-D+KINETIN (1 mg/It + 1 mg/It) 30 0 0
2,4-D+KINETIN (2 mg/It + 2 mg/It) 20 0 0
IAA+TDZ (1 mg/It + 1 mg/It) 30 0 0
IAA+TDZ (2 mg/It + 2 mg/It) 20 0 0
IAA+BAP (1mg/lt + 1 mg/It) 30 0 0
IAA+BAP (2 mg/It + 2 mg/It) 20 0 0
NAA+KINETIN (1 mg/It + 1 mg/It) 30 0 0
NAA+KINETIN (2 mg/It + 2 mg/It) 20 0 0
NAA+TDZ (1 mg/lt + 1 mg/It) 30 0 0
NAA+TDZ (2 mg/lt + 2 mg/It) 20 0 0
2,4-D+TDZ (1 mg/It + 1 mg/l) 30 0 0
2,4-D+TDZ (2 mg/It + 2 mg/It) 20 0 0
TOPLAM 560 16 22
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Cizelge 4.3’lin incelenmesinden de anlasilacagi gibi in vitro ortamda ¢imlendirilen
soganlardan elde edilen yaprak eksplantlarindan besi ortami basina minimum 20 adet olmak
iizere toplam 560 adet yaprak eksplant1 kiiltiire alinmistir. Elde edilen yapraklarin alt kiiltiiri
neticesinde 2,4-D besi ortaminda %6 kallus, Kinetin besi ortaminda %10 kallus (Sekil 4.1),
NAA Dbesi ortaminda %6 oraninda kallus olustururken TDZ ve oksin-sitokinin
kombinasyonu olan ortamlarda kallus dahil olmak tizere herhangi bir rejenerasyon olusumu

gbozlemlenmemistir.

In vitro ortamda geliserek kiiltiire alinan karisik lalelerin yapraklarmm kiiltiirlerine

iligkin veriler Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4. 4. In vitro ortamda ¢imlendirilen karisik lale soganindan kiiltiire alinan yaprak
eksplant sayilar

Karisik in vitro eksplant sayisi

Besiyeri Eksplant Sayisi| Toplam Eksplant Sayisi
2,4-D+KINETIN (1 mg/It + 1 mg/It) 20
2,4-D+KINETIN (2 mg/lt + 2 mg/It) 10
[AA+TDZ (1 mg/It + 1 mg/It) 20
IAA+TDZ (2 mg/It + 2 mg/It) 10
IAA+BAP (1 mg/lt + 1 mg/It) 20
1AA+BAP 2 mg/lt + 2 mg/lt) 10 ™
NAA+KINETIN (1 mg/lt + 1 mg/lt) 20
NAA+KINETIN (2 mg/It + 2 mg/It) 10
NAA+TDZ (1 mg/It + 1 mg/It) 20
NAA+TDZ (2 mg/lt + 2 mg/It) 10
2,4-D+TDZ (1 mg/lt + 1 mg/lt) 20
2,4-D+TDZ (2 mg/lt + 2 mg/lt) 10

In vitro ortamda ¢imlendirilen karisik lale soganlarindan elde edilen yaprak
eksplantlarindan minimum 10 adet eksplant olmak {izere toplamda 180 adet yaprak
eksplant1 kiiltiire alinmig ancak bu ecksplantlarda herhangi bir rejenerasyon tespit

edilememistir (Cizelge 4.4.).
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Sekil 4. 1. Mor Prens Lalesi in vitro ortamdan gelisen kalluslar

4.4. Topraga Dikilerek Cimlendirilen Lale Soganlar1 Yapraklarinda Alt Kiiltiir

Sonuclar
Toprakta geliserek steril edilip kiiltiire alinan Mor Prens Lale’lerinin yapraklarinin
kiiltiirlerine iligkin veriler Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4. 5. Toprakta ¢imlendirilen Mor Prens Lalesi soganindan kiiltiire alinan yaprak
eksplant sayilari

Mor Prens toprak eksplant sayisi

Besiyeri Eksplant Sayis1i| Toplam Eksplant Sayis1
2,4-D (2 mg/lt) 140
TDZ (2 mg/It) 170
KINETIN (2 mg/lt) 130
NAA (2 mg/lt) 130
2,4-D+KINETIN (1 mg/lt) 120
2,4-D+KINETIN (2 mg/lt) 110
IAA+TDZ (1 mg/It + 1 mg/It) 110
IAA+TDZ (2 mg/It + 2 mg/It) 130 1920
IAA+BAP (1 mg/lt + 1 mg/It) 110
IAA+BAP (2 mg/It 2 mg/It) 120
NAA+KINETIN (1 mg/It + 1 mg/It) 120
NAA+KINETIN (2 mg/It + 2 mg/It) 70
NAA+TDZ (1 mg/lt + 1 mg/It) 100
NAA+TDZ (2 mg/It +2 mg/It) 60
2,4-D+TDZ (1 mg/lt + 1 mg/It) 140
2,4-D+TDZ (2 mg/lt + 2 mg/lt) 130
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Toprakta ¢imlendirilen Mor Prens Lalesi soganlarindan elde edilen yapraklardan besi
ortami bagina minimum 60 adet yaprak eksplant1 olmak {izere biitliin ortamlarda kiiltlirleme
islemi gergeklestirilmis ve toplamda 1920 adet yaprak eksplanti kiiltiire alinmis ancak bu

eksplantlarda herhangi bir rejenerasyon tespit edilememistir (Cizelge 4.5.).

Toprakta geliserek steril edilip kiiltiire alinan karigik lalelerin yapraklarinin

kiiltiirlerine iligkin veriler Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4. 6. Toprakta ¢imlendirilen karisik lale soganindan kiiltiire alinan yaprak eksplant
sayilari

Karisik toprak eksplant sayisi

Besiyeri Eksplant Sayis1i| Toplam Eksplant Sayisi
2,4-D+KINETIN (1 mg/It + 1 mg/It) 140
2,4-D+KINETIN (2 mg/It + 2 mg/It) 140
[AA+TDZ (1 mg/It + 1 mg/It) 180
[AA+TDZ (2 mg/It + 2 mg/It) 160
IAA+BAP (1 mg/lt + 1 mg/It) 100
iAA+BA.P 2 mg/lt + 2 mg/lt) 140 1670
NAA-+KINETIN (1 mg/lt + 1 mg/It) 140
NAA+KINETIN (2 mg/It + 2 mg/It) 100
NAA+TDZ (1 mg/lt + 1 mg/It) 160
NAA+TDZ (2 mg/lt + 2 mg/It) 160
2,4-D+TDZ (1 mg/lt + 1 mg/It) 140
2,4-D+TDZ (2 mg/lt + 2 mg/lt) 110

Toprakta ¢imlendirilen karigik lale soganlarindan elde edilen yapraklardan besi ortami
basina minimum 100 adet olmak tizere her bir besi ortaminda kiltir islemi
gergeklestirilmis; toplamda 1670 adet yaprak eksplanti kiiltire alinmis ancak bu
eksplantlarda herhangi bir rejenerasyon tespit edilememistir (Cizelge 4.6.).

In vitro ortamda basar1 genotip, besi ortaminin bilesimi, eksplant biiyiikliigii, verici
bitkilerin yetisme kosullari, sterilizasyon kosullari, kiiltlirlerin gelistigi ortamdaki 151k,
sicaklik, nem gibi faktorler tarafindan etkilenmektedir (Hatipoglu, 2015). Mor Prens Lalesi
soganlar1 ve karigik lale soganlarindan elde edilen yaprak eksplantlarinin herhangi bir
rejencrasyon gosterememesinin farkli nedenleri olabilir. Bunlar; i) kullanilan besi
ortamlarmin bilesimi, i) soganin igsel kaynakli hastalik tagimasindan dolayr yaprak
sterlizasyonunun yetersiz kalmasi1 sonucu bu eksplantlarda kontaminasyon olugsmasindan,

iii) her ne kadar eksplantlar genel itibari ile in vitro kiiltiir i¢in ideal biiyiikliikte kesilmeye
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Ozen gosterilmis olsa da eksplantlarin boyutunun lale yapraklarinda in vitro kiiltiir i¢in ideal
olmamasindan, iv) yapraklarin sterilizasyon asamalarindaki siirelerin olmasi1 gerekenden
fazla siirede gerceklesmesi ve sterilizasyonda kullanilan maddelerin yaprak eksplantinin
canliligina zarar vermesinden veya sterilizasyonun tam olarak saglanamamasindan, V)
yaprak eksplantlarinin madde salgilayip besi ortaminda allelopatik etki olusturmasindan ve
vi) diger kiiltir kosullar1 ve g¢evresel faktorlerden kaynaklanmis olabilecegi

diistiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada Mor Prens Lalesi ana materyal olmak tizere lale soganlarinin
cimlendirilmesi ile elde edilen yapraklarin kiiltiirii ile in vitro rejenerasyon ve somatik

embriyo olusumu amaglanmis olup bu yolla sentetik tohum iiretim imkanlar1 aragtirilmigtir.

Calismada in vitro ortama ekilen soganlarda yeterli Olglide sterilizasyon
saglanamamasi ve soganlarin i¢ ylizeylerinde ortaya g¢ikan kontaminasyonlar nedeni ile
toprakta ¢imlendirilen soganlardan elde edilen yapraklarin in vitro kiiltiirleri denenmistir.
Topraga ekilen karisik lale soganlar1 Mor Prens Lalesi soganlarina gére %100 ¢imlenme

gostererek daha fazla sayida eksplant kaynagi olusturmustur.

Lale soganlarinin sterilizasyonunu saglayabilmek amaciyla farkli sterilizasyon
denemeleri yapilarak bu sikintinin Oniine gecilebilir. Ancak burada lale soganlarinin i¢
yiizeylerinin de etkin bir sekilde sterilize edilmesi 6nem arz etmektedir. Yapilan bu
arastirmaya konu olan Mor Prens Lalesi soganlarmin karisik olarak kullanilan lale
soganlarina kiyasla %35.5 oraninda ¢imlenme gostererek eksplant kaynagi olarak
kullanimmin daha avantajli durumda oldugunu sdyleyebiliriz. Birgok oksin, sitokinin
hormonu bulunduran besi ortami ile bu hormonlarin kombinasyonunu igeren besi
ortamlarinda her ne kadar kallus ve somatik embriyo gelisimi gézlemlenemediyse de Mor
Prens Lalesi yapraklarinin alt kiiltiiriinde sadece 2,4-D (2 mg/lt), Kinetin (2 mg/It) ve NAA
(2 mg/lt) hormonlarinin bulundugu ortamlarda kallus olusumu gozlemlenmis olup bu
ortamlar sirastyla %6, %10 ve %6 oranlarinda kallus iiretmislerdir. Buradan da anlasilacagi
tizere en iyi oranda kallus olusum orani Kinetin (2 mg/lt) hormonu iceren besi ortaminda
tespit edilmistir. Bu arasgtirmanin sonuglarina gore Kinetin lale yapraklarinda kallus olusumu
amaciyla kullanilabilir. Ancak daha iyi sonuglar i¢in daha farkli konsantrasyonlarin ve daha
farkli oksin-sitokinin hormonlarinin ayri ayri veya karisimlarinin denenmesi hem in vitro

rejenerasyon hem de somatik embriyo olusumu agisindan yararli olacaktir.
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