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Ulkemiz genetik gesitliliginde énemli bir yere sahip olan ve geofit olarak adlandirilan
soganl bitkiler; igermis olduklar1 alkaloidler ve sahip olduklar giizel ¢i¢eklerden dolay1
parfiimeri ve ila¢ sanayisi ile silis bitkisi olarak Onemli bir potansiyele sahiptir.
Liliaceaea familyasimna dahil olan Fritillaria cinsine ait Fritillaria imperialis ve F.
persica (Siverek ve Mersin kokenli) tiirlerinde in vitro sogancik liretimi ve dis kosullara
adaptasyonla ilgili ¢alismalar yapilmistir. F. imperialis ve F. persica’nin olgunlagmamis
embriyolarindan, Siverek kokenli F. persica’nin in vitro’dan elde edilen yaprak, yaprak
saplarindan ve in vitro’da ¢imlendirilen tohumlardan gelisen soganciklarin kiiltiiriinden
yilksek oranlarda soganciklar elde edilmistir. Olgunlagmamis embriyolar farkl
oranlarda oksin ve sitokinin igeren MS (tek asamali protokol) ve Ng (4 asamali
protokol) besin ortamlarinda kiiltire almmistir. Tek asamali protokolde kiiltiir
baslangicindan 14 ay sonra Mersin kdokenli F. persica ve F. imperialis’te eksplant
basina en fazla sogancik sirasiyla 30.85 ve 7.22 adet ile 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA
iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Siverek kokenli F. persica’da ise eksplant
basina en fazla (12.62 adet) sogancik 2 mg/l Kinetin igeren MS besin ortaminda elde
edilmistir. Dort agamali protokol uygulanarak eksplant basina en fazla sogancik 23.70
adet ile karanlik ortamda Mersin kokenli F. persica’dan elde edilmistir. Siverek kokenli
F. persica’nin yaprak ve yaprak saplarimin kiiltlirinde en fazla sogancik 21 adet ile
yaprak sap1 eksplantindan 6 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/I Kinetin iceren MS besin ortamindan
elde edilmistir. In vitro’da Siverek kokenli F. persica’nin tohumlarinin
cimlendirilmesiyle gelisen soganciklarin kiiltiirtinde en fazla sogancik 22.86 adet ile 2
mg/l TDZ igeren MS besin ortamindan elde edilmistir. /n vitro’da iiretilen soganciklarin
dis kosullara aktarilmasinda degisik uygulamalar yapilmis olup, 10 g/l NaCl igeren MS
besin ortaminda 15 giinliik muamele sonucunda dis kosullara aktarimda en iyi sonuglar
alinmistir. Topraga aktarilan soganciklar 2 yil canliliklarin1 devam ettirseler de daha
sonra gelisememislerdir.
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Turkey has great genetic diversity of bulbous plants (geophytes) with beautiful flowers
used as an ornamental plant and also contained alkaloids which has considerable usage
potential in perfume and pharmaceutical industry. The study reports in vitro propagation
and acclimatization of Fritillaria imperialis and F. persica of Liliaceaea family.
Bulblets production was obtained from immature embryos leaves, prtioles and in vitro
grown bulblets of Fritillaria imperialis and F. persica. Immature embryos were
cultured on  MS (one-step protocol) and N6 (4-step protocol) nutrient medium
containing different concentrations of auxins and cytokinins. After 14 months of culture
using single-stage culture protocol, maximum of 30.85 and 7.22 bulblets per explant of
F. imperialis (Mersin origin) and F. persica were recorded on MS medium containing
0.5 mg/l TDZ and 0.5 mg/l NAA respectively. Whereas, maximum of 12.62 bulblets per
explant of F. persica (Siverek origin) were recorded on MS medium containing 2
mg /1 Kinetin. Using 4-stage protocol, maximum of 23.70 bulblets per explant
of F. persica (Mersin origin) were obtained under darkness. Maximum of 21.0 bulblets
per explant of F. persica (Siverek origin) from petiole was obtained on MS medium
containing 6 mg/l 2,4-D and 0.2 mg /I, whereas, 22.86 bulblets were obtained on MS
medium containing 2 mg/l TDZ using in vitro grown bulblets from seeds of
F. persica (Siverek origin). Regenerated bulblets were treated with different
concentrations of KCI, NaCl and CaCl, salts and treatment with 10 g/l NaCl followed
by transfer to greenhouse conditions after 15 days were supposed to be more suitable
for acclimatization. Bulblets transferred to soil continued to remain alive upto 2 years
but could not develop further.

September 2011, 146 pages

Key Words: Fritillaria persica L., Fritillaria imperialis L., crown imperial, geophytes,
micropropagation, in vitro, bulblets



TESEKKUR
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

BA, BAP 6-Benzilaminopurin

2,4-D 2,4 Diklorofenoksi asetik asit

AK Aktif komiir

ACC 1-aminosiklopropan-karboksilik asit

CaCl, Kalsiyum kloriir

CITES Nesli Tehlikede Olan Yabani Hayvan ve Bitki
Tiirlerinin Uluslararas: Ticaretine Iliskin S6zlesme

g, mg, ug gram, milligram, mikrogram

GA; Giberellik asit

IAA Indol-3-asetik asit

IBA Indol-3- butirik asit

K.O Kareler ortalamasi

KCl Potasyum kloriir

KTO Kallus tesvik ortami

1, ml, pl litre, mililitre, mikrolitre

M, uM Molar, Mikro Molar

mm, cm Milimetre, santimetre

MS Murashige ve Skoog temel besin ortami

MSO Biiylime diizenleyici igermeyen Murashige ve Skoog
temel besin ortami1

NAA a-Naftelin asetik asit

NacCl Sodyum kloriir

PPM PPM (Plant Preservative Mixture)

S.D Serbestlik derecesi

SGO Sogancik gelistirme ortami

SOGO Sogancik olgunlastirma ortami

SO0 Sogancik olgunlastirma ortami

TDZ Thidiazuran (1 Phenil 3- (1,2,3-thidiazol SyL urea)

VK Varyasyon Kaynaklari

Vii
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SEKILLER DiZiNi

A.U Ziraat Fakiiltesi Deneme Tarlasinda yetisen F. imperialis
DItKILCTT. .o
A.U Ziraat Fakiiltesi Deneme Tarlasinda yetisen Siverek kokenli F.
persica btKileri..........oooii i
A.U Ziraat Fakiiltesi Deneme Tarlasinda yetisen Mersin kokenli
F.persica bitkiSi.........oooiiiiiii i

F. persica’ya ait olgunlasmamis embriyolar1 i¢eren tohumlarin
yiizey sterilizasyonu ve sterilizasyondan sonra tohumdan
c¢ikarilan embriyolarin besin ortamina alimast.......................
F. imperialis tohumlarinin 2-3 ay igerisinde 4 °C’de ¢imlenmesi

(solda) ve 16 °C’ye alinmis tohumlarin siirgiin ve sogancik
olusturmast (Sag8da)........c.ovvriiiiiii i
F. persica (Siverek orijinli) tohumlarmin 2-3 ay igerisinde
4°C’de ¢imlenmesi (solda) ve 16 °C’ye aktarilmis tohumlarin
stirglin ve sogancik olusturmasi (sagda).............cocovvviiiniinnnn.
Fritillaria tohumlarimin filtre kagidi arasinda ¢imlenmesi..........
F. imperialis’in olgunlagmamis embriyo eksplantlarinda 1 ay
sonra 0.25 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA iceren MS besin
ortaminda kallus olusumu. ...

F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo eksplantlar1 {izerinde 5
ay sonra 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA igeren MS besin
ortaminda siirglin gelisimi.............cooiiiiiiiiiiniiiiiiiin,

Kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra 0.25 mg/l TDZ igeren ortamda
olgunlasmamis F. imperialis embriyolarindan  sogancik
OJUSUMU. ... e
F. imperialis’in olgunlasmamis embriyolarindan 14 ay sonra 0.5
mg/l TDZ igeren besin ortaminda olusan soganciklar...............
Kiiltiir baslangicindan 4 ay sonra 4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA
iceren MS besin ortaminda F. imperialis embriyolarindan
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1. GIRIS

Tirkiye, cografi konumu, degisik iklim ve toprak Ozelliklerine sahip olmasinin
sonucunda zengin bir bitki ¢esitliligine sahiptir. Ulkemiz Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve
[ran-Turan fitocografik bdlgelerin kesistigi bir konumdadir. Anadolu’nun biiyiik
yiikseklik farklarina, zengin su kaynaklarina, orman, bozkir, bataklik-sulak alan, kumul
vb. ¢ok farkli habitatlara sahip olmasi bu ¢esitliligin artmasinda énemli rol oynamistir.
Bunun sonucu olarak en son derlemelere gore iilkemizde yaklasik {icte biri endemik
olmak {izere toplam 11 014 adet bitki taksonu (tiir, alttiir, varyete vb.) bulunmaktadir
(Gliner vd. 2000). Yilin biiyiik bir kismint toprak altinda sogan, yumru ve rizom gibi
organlar1 ile geciren ve geofit adi1 verilen soganli-yumrulu bitkiler de bu bitki
cesitliliginin 6nemli bir kismini olustururlar. Son derlemelere gore tilkemizde 688 adet
geofit bulunmakta (Ozhatay vd. 2003) ve iilkemiz florasinin %6’dan fazlasim teskil
etmektedir. Bundan dolay1 yabanci kaynaklarda Anadolu geofitlerin anavatani olarak

adlandirilmaktadir (Schacht 1955).

Tiirkiye florast gegmisten beri yabancilarin ilgisini ¢ekmektedir. Bu nedenle iilkemize
her yil ¢cok sayida bilimsel, amator veya ticari amacli botanik¢i gelmekte; bunlarin ¢ok
az bir kism1 tlkemiz florasma ve bilime katkida bulunurken, bir kismi1 da kendi 6zel
meraklarini tatmin veya ticari amaglarla Anadolu’dan bitki toplamakta ve bunlar1 kendi
iilkelerine gotiirmektedirler (Koyuncu ve Ekim, 1987). Bu bitki gruplar igerisinde siis
bitkileri biiyilkk 6nem arz etmektedir. Bazi siis bitkileri tibbi 6zellikleri ile de dikkati
cekmektedir. Siis bitkileri son yillarda diinyada biiyiik talep arz etmektedir. Diinyada
yaklasik yilda 9-10 milyar Euro civarinda siis bitkileri ihracati yapilmaktadir. Tiirkiye
stis bitkileri ihracati liretime paralel olarak, her yil ortalama %25 artarak; 2000 yilinda
13 milyon dolar iken, 2009 yili sonunda yaklasik 50 milyon dolara ulagmstir.

Tiirkiye nin siis bitkileri ihracatinin yillar itibariyle gelisimi ¢izelge 1.1°de verilmistir.



Cizelge 1.1 Tiirkiye siis bitkileri ihracati

Yillar Deger (1.000 $)
2000 12.956
2001 14.282
2002 22.299
2003 31.485
2004 37.748
2005 36.229
2006 40.522
2007 46.447
2008 45.524
2009 49.150

Kaynak: Dis Ticaret Miistesarligi (DTM)

Cizelge 1.1°de gortldiigli gibi Tiirkiye siis bitkileri ihracati iiretime paralel olarak, her
y1l ortalama %25 artarak; 2000 yilinda 13 milyon dolar iken, 2009 yili sonunda 50
milyon dolara ulagmistir. Kiiresel krizin en derin sekilde hissedildigi 2009 yilinda diinya
siis bitkileri ticaretinde %30 oraninda bir gerileme yasanmasina ragmen iilkemiz siis
bitkileri sektorii %8 oraninda ihracat artig1 yakalayarak rekabet giiciinii uluslararasi

arenada ispatlamistir.

Tirk ihracatgilar1t Tiirkiye’nin cografi konumu ve biiyiik tiketim merkezlerine
yakinliginin avantajini kullanmaktadir. Tiirkiye’den diinya {izerinde 52 iilkeye siis
bitkileri ihracati yapilmaktadir (DTM). Siis bitkileri ihra¢ eden iilkeler igerisinde en ¢ok
Hollanda, Birlesik Krallik, Almanya, Rusya gibi iilkeler gelmektedir (DTM). 2009 yili
iilkelere gore Tiirkiye siis bitkileri ihracat ettigi iilkeler ve degerleri ¢izelge 1.2°de

verilmistir.



Cizelge 1.2 2009 Y1l iilkelere gore Tiirkiye siis bitkileri ihracati

Ulkeler Deger ($)

Hollanda 8.476.786
Birlesik Krallik 8.071.346
Almanya 6.253.684
Rusya federasyonu 4.472.310
Tiirkmenistan 3.667.986
Ukrayna 3.397.288
Azerbeycan-Nahcivan 3.071.179
Romanya 3.054.945
Bulgaristan 1.311.543
Irak 1.199.716
Libya 1.064.489
K.K.T.C. 999.121
Birlesik Devletler 594.906
Macaristan 468.690
Yunanistan 465.730
Giircistan 450.239
Diger Ulkeler 2.129.668
Toplam 49.149.625

Kaynak: Dis Ticaret Miistesarligi (DTM)

Tiirkiye nin soganli, yumrulu ve rizomlu bitki tiirlerinin satin alinmasinda tercih edilen
tilkelerden birisi olmasimnin ana nedeni bu materyalin dogada hazir olarak ve ucuz
saglanmasidir. Bu olgunun ylizyili agkin bir gegmise dayanmasi dogada onarilmasi ¢ok
zor bir tahribatin ve tiir azalmasinin nedeni olmustur. Nitekim salep yapiminda
kullanilan Orchidaceae familyasina dahil tiirler siirekli olarak dogadan sokiilmesinden

dolay1 kaybolma tehlikesi ile kars1 karsiya kalmislardir.



1981-84 yillar1 arasinda yiiriitiilen iki TUBITAK projesinin sonu¢lanmasindan sonra
baz1 tiirlerin ihracati yasaklanmis; baz tiirlerde de iiretime gegilmistir. 1989 yilinda bir
yonetmeligin ¢ikarilmasi, Dogal Cicek Sogancilari Dernegi’nin kurulmasi ile bu
bitkilerin koruma 6nlemleri artirilmis, ihracatina sinirlamalar getirilmistir. Bu arada dis
tilkelerdeki ¢evre oOrgiitlerinin girisimleri ile CITES heyetlerinin Tiirkiye’de yaptiklari
incelemeler de etkili olmustur. Tarim ve Koy Isleri Bakanhig tarafindan 1989 yilinda
cikarilan yonetmelik 1991, 1995 ve 2005 yillarinda yeniden diizenlenerek
yayinlanmistir. Bu yonetmelikle iilkemiz florasinin korunmasi, ¢igek soganlarinin tahrip
edilmeden ve tiiketilmeden dogadan toplanmasi, iiretilmesi, depolanmasi ve ihracati

konular1 disiplin altina alinmistir (Ulug 1997).

Tirkiye Cumhuriyeti Hiikiimeti CITES (Convention an International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora: Nesilleri Tehlike Altindaki Dogal Bitki
ve Hayvan Tiirlerinin Uluslararast Ticaretini Diizenleme Antlagmasi)’e 1996 yilinda
taraf olmustur. Ancak daha once Tiirk bilim adamlarinin girisimi ile Galanthus,
Cyclamen ve Eranthis cinslerine giren tiirler CITES Ek II listesine alinmigstir. 2005°te
gelistirilerek ve daha kapsamli hale getirilen yeni yonetmelige gore Tarim ve Kdyisleri
Bakanlig1 nezdinde olusturan teknik komite her yil ihracati yapilan ¢icek soganlarinin
cins, tiir, miktar, doga kontenjani, sokiim takvimini belirlemekte ve hazirlanan dogal
cicek sogani ihracat listesi de her yil Ekim-Kasim aylarinda Resmi Gazete’de
yayinlanmaktadir. Bu listenin disinda teknik komitenin izni olmadan dogadan ticari
amaclarla c¢igek sogani toplayip ihra¢ etmek yasaktir. Bu yonetmelik geregince
hazirlanan 2011 yil1 dogal ¢icek soganlari ihracat listesine gore, ihracat yasagi veya izni

olan tiirler dikkate alinarak 3 grupta olusturulmustur (Cizelge 1.3). Bunlar;

1-Dogadan toplanarak ihracati yasak olan dogal ¢igek soganlari,
2- hracati kotayla veya baska herhangi bir kayitla simirlandirilan gigek soganlari,

3- Thracati iiretimden serbest olan ¢igek soganlari.



Cizelge 1.3 2011 Yili dogal ¢igek soganlarinin ihracat listesi

(L) an (I
Dogadan Toplanarak ihracati Yasak Olan : . . - Thracati Uretimden Serbest
Cicek Soganlar Ihracat1 Kotayla veya Baska Herhangi Bir Kayitla Simirlandirilan Cigek Soganlar: Olan Cicek Soganlart
Yillik Limit (Adet) Cevre
Tiir ismi Tiir fsmi Doga Biiyiitme Uretim Uzunlugu Tiir ismi
(cm)
1. Allium (Yqbani sogan) t.ﬁr.lerinin. hepsi 1. Anemone blanda (Yogurt gigegi) 6.000.000 _ _ 4 1. Lilium candidum (Miszambagl)
2. Crocus (Cigdem) tiirlerinin hepsi 2. Sternbergia lutea (Karagigdem)
3. Fritillaria tirleri (F. persica, F. imperalis harig) 2. Arum italicum (Y1lan yastig1) 50.000 - 300.000 6 3. Iris tuberosum (Siisen)*
4. Lilium (Zambak) tiirleri (L.candidum ve L. martagon Arum dioscorides 50.000 - 200.000 6 4. Calla aethiopica (Kalla)*
harig) . 5. Polyanthus tuberosa
5. Muscari (Muskari) tiirlerinin hepsi 3. Cyclamen cilicium (Siklamen) 200.000 . 100.000 8 (Siimbiilteber)*
6. Sternbergia (Kara ¢igdem) tiirleri Cyclamen coum (Siklamen) 600.000 - 150.000 8
(S.lutea harig)
7. Tulipa (Lale) tiirlerinin hepsi Cyclamen hederefolium (Siklamen)** - - 2.000.000 10
8. Eminium tirlerinin hepsi 4. Dracunculus vulgaris (Yilan bigag) 50.000 ; 300.000 10
9. Biarum tiirlerinin hepsi
10. Nympheaceae (Niliifer) tiirlerinin hepsi 5. Eranthis hyemalis (Sar kar ¢igegi) 3.500.000 - - 3,5
11. Orchidaceae (Salep) tiirlerinin hepsi .. .
12. Arum (Yilan yastig) tiirlerinin hepsi (Arum italicum, 6. Galanthus elwesii (Toros kardeleni) 4.000.000 | 1.250.000 750.000 4
Arum dioscorides harig) Galanthus woronowii (Karadeniz
. 2.500.000 500.000 - 4
13. Pancratium maritimum (Kum zambagi) kardeleni)
14. Hyacinthus orientalis (Sark simbiilii) 7. Leucojum aestivum (GOl sogant) 1.500.000 - 2.500.000 7,5
15. Gentiana lutea (Censiyan)
16. Cyclamen (Siklamen) tiirleri (C. coum, 8. Scilla bifolia (Silla) 50.000 - - 4
C. cilicium ve C. hederefolium harig) . . -
17. Galanthus (Kardelen) tiirleri 9. Urginea maritima (Ada sogani) 10.000 5.000 - 20
(G. elwesii ve G. woronowii harig) 10. Ornithogalum nutans (Tikrik otu) 100.000 - - 7
18. Iris (Siisen) tiirleri -
19. Paconia ( Sakayik ) Tiirleri 11. Geranium tuberosum (Deve tabani) 700.000 - 300.000 5
20. Diger yumrulu ve soganls tiirler 12. Fritillaria persica (Adiyaman lalesi) . . 300.000 | 10+
Fritillaria imperalis (Ters lale) - - - 10+
13. Lilium martagon (Tiirk zambag1) - - 2.500 10+

* Uretimi yapilan egzotik tiirler.

** Dogadan sokiilen materyalin ¢evre uzunlugu 20 cm ve iizeri olacaktir.




Geofitlerin bliylik kism1 Liliaceae, Iridaceae ve Amarryllidaceae familyasina dahildir.
Ulkemizin zengin florasi iginde geofitler 26 cins ve 540 tiirle temsil edilmektedir
(Giiner vd. 2000). Bu tiirlerin yaklasik 1/3’ii endemik olup hemen tamamindan insanlar
cesitli sekillerde yararlanmaktadir. Bu bitkilerden 35 tiir 48 taksonla temsil edilen
Fritillaria tirlerinin ayr1 bir yeri ve Onemi vardir. Fritillaria cinsinin yer aldigt
Liliaceaea tamilyasi, Diinya’da yaklasik 250 cins ve 3500 tiir ile temsil edilmektedir.
Liliaceaea familyasi iiyeleri siis bitkisi (lale, siimbiil, zambak ve ters lale) ve sebze
(sogan, pirasa ve sarimsak) olarak kullanilabildigi gibi igerdikleri kimyasal maddeler
nedeniyle tibbi bitki olarak ta kullanilabilmektedirler (Heywood 1978). Diinyada 139
tiir, 17 alt tiir ve 9 varyete olmak iizere 165 taksonla temsil edilen Fritillaria cinsi,
Avrupa, Ortadogu ve Orta Asya ile Kuzey Amerika’nin batisinda yayilis gostermektedir
(Rix ve Phillips, 1981). Fritillaria cinsinin tiir sayis1 Tiirkiye’de 35 iken, Yunanistan’da
25, Rusya’da 22, Cin’de 24, Iran’da 18 ve Kaliforniya’da 20’dir. Ayrica Bulgaristan’da
6, Italya’da 4, Ispanya’da 3, Liibnan, Suriye, Portekiz, Afganistan’da 2’ser tiir, Israil ve
Pakistan’da 1’er tiir ve Afrika kitasinda 1 tiir bulunmaktadir. Ulkelerin igerdigi tiir
sayisina bakildiginda Fritillaria cinsinin en fazla Tirkiye’de temsil edildigi
goriilmektedir. Bu cinste li¢ gen merkezinden s6z edilebilmektedir: 1. gen merkezi
Kaliforniya, 2. gen merkezi Yunanistan ve Tiirkiye, 3. gen merkezi Cin’dir. TUBITAK

Tiirkiye Taksonomik Tiir Veritabani’'na (www.arbis.tubitak.gov.tr, 2004) gdore

Monokotiledonlar igerisinde Fritillaria (35 tiir ve 48 takson), Allium (160 tiir), Iris (40

tiir) ve Crocus (36 tiir)’dan sonra en fazla tiir iceren 4. cinstir (Teksen 2004).



Tiirkiye’de bulunan Fritillaria tiir ve alttiir taksonlar1 TUBITAK-Tiirkiye Taksonomik

Tiir Veritabani’na gore asagida verilmistir.
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F. acmopetala Boiss.
F. acmopetala Boiss. subsp. acmopetala
*F. acmopetala Boiss. subsp. wendelboi
*F. alburyana Rix
F. alfredae Post
*F. alfredae Post subsp. glaucoviridis
F. alfredae Post subsp. platyptera
*F. armena Boiss.
F. assyriaca Baker
F. assyriaca Baker subsp. assyriaca
*F. assyriaca Baker subsp. melananthera Rix
*F. aurea Schott
*F. baskilensis Behget
F. bthynica Baker
*F. byfieldii N. Ozhatay & Rix
F. carica Rix
F. carica Rix subsp. carica
*F. carica Rix subsp. serpenticola
F. caucasica J. F. Adam
F. crassifolia Boiss. & Huet
*F. crassifolia Boiss. & Huet subsp. crassifolia
F. crassifolia Boiss. & Huet subsp. hakkarensis
F. crassifolia Boiss. & Huet subsp. kurdica
*F. elwesii Boiss.
*F. fleischeriana Steudel & Hochst ex Schultes & Schultes fil.
*F. forbesii Baker
F. hermonis Fenzl
F. hermonis Fenzl subsp. amana
F. imperialis Linnaeus
*F. kittaniae Sorger

F. latakiensis Rix



32. F. latifolia Wild.

33. *F. michailovskyi Fomin

34. *F. minima Rix

35. *F. minuta Boiss & Noe

36. F. persica Linnaeus

37. F. pinardii Boiss.

38. F. pontica Wahlenb.

39. F. rhodia A. Hansen

40. F. sibthorpiana (Sm.) Baker

41. *F. sibthorpiana (Sm.) Baker subsp. enginiana Byfield & N. Ozhatay
42. *F. sororum Jim. Perss. & K.M. Perss.

43. F. straussii Bornm.

44. F. stribrnyi Velen.

45. F. uva-vulpis Rix

46. F. viridiflora Post

47. *F. whittallii Baker

48. *F. zagrica Stapf

(*) ile isaretli olanlar endemik taksonlardir.

Fritillaria tirleri arasinda tam endemik olanlar bulunmakta, ancak c¢igeklerinin siis
bitkisi olarak kullanilabilmesi potansiyeline sahip olan yar1 endemik iki tiirii Fritillaria
imperialis ve F. persica’nin ticari onemi bulunmaktadir. Geofit bitkileri i¢inde en
gosterisli ve glizel tiirlerden birisi F. imperialis, Semdinli lalesi, ters lale, aglayan gelin,
Hakkari lalesi, Sahtugu ve Tugu Sahi kral taci olarak ta bilinmektedir. F. persica tiri
ise Adiyaman ili ve ¢evresinde dogada sik¢a bulundugundan bu bitkiye de Adiyaman
lalesi veya karagdz lalesi adi verilmektedir. Bazen her iki tlire birden aglayan gelin
olarak genel bir isim verildigine de rastlanabilmektedir. Avrupa iilkelerinde park ve
bahgelerde, tarihi mekanlarin bahgelerinde kullanilan tiirler olmasina karsilik, Fritillaria
tirleri iilkemizde heniliz siis bitkisi olarak yeterince taninmamakta ve

kullanilmamaktadir. Buna karsilik ihrag¢ potansiyeli yiiksek tiirlerdir.



Fritillaria cinsinin tiir sayisi bakimindan en yogun oldugu bolgeler Akdeniz ve Dogu
Anadolu Bélgesi’dir. Karadeniz, Giineydogu Anadolu ve i¢ Anadolu bélgelerinde en az
tiirleri bulunmaktadir. Tiir sayis1 bakimindan en zengin iller ise Mugla, Antalya, Icel,

Kahramanmaras, Hatay, Erzurum, Van ve Hakkari’dir.

Fritillaria tirleri farmasotik endiistrisinde ve siis bitkisi olarak onemli bir yere sahip
tibbi bitkilerdir (Wang vd. 2005). Fritillaria soganlar1 halk tibbinda binlerce yildan beri,
Uzakdogu basta olmak iizere, yayilis gosterdigi iilkelerde kullanilmaktadir (Ronsted vd.
2005, Gao vd. 1999, Akhtar vd. 2003, Pack ve Murthy, 2002). S6z konusu iilkelerde
Fritillaria tirlerinin soganlarindan, 6ksiiriik ve bogaz agris1 giderici, balgam soktiiriicii,
ates diistiriicii, akciger nemlendirici, yiiksek tansiyon diisiiriicli, astim, siraca, salgi bezi
tiimdrleri ve bronsit tedavi edici olarak yararlanildig: bildirilmektedir (Kitajima vd.
1981, Kaneo vd. 1988, Gao vd. 1999, Akhtar vd. 2002, Wang vd. 2005, Ronsted vd.
2005). Icerdigi steroidal alkaloitler nedeniyle Fritillaria’larm, modern tipta ilag
sanayinde de kullanim alani s6z konusudur (Perry 1980, Bailey 1996, Gao vd. 1999,
Ronsted vd. 2005, Wang vd. 2005). Fritillaria tirleri lizerinde yapilan arastirmada,
alkaloitlerin disinda saponin, sterol, polisakkarit, nisasta, flavonoit, yag asitleri, organik
asitler ve ugucu yaglarin bulundugu belirlenmistir. F. imperialis’te bulunan imperallin
adindaki alkalodin, yapilan c¢alismalar sonucunda iki ana etkisinin bulundugu

belirlenmistir (www.giftpflanzencom):

1. Antitusif ve ekspektoran etkisi (akcigerlerdeki salgilanmanin azaltilarak oksiiriigiin
hafifletilmesi, burun ve gozlerdeki akintinin azaltilmasi gibi gribin semptomlarinin

giderilmesi),

2. Merkezi sinir sistemi ve kalp kaslar1 {tizerindeki etkisi (kalp atiglarindaki
diizensizligin giderilmesi, kalp atis hizinin azaltilarak tansiyonun diisiiriilmesi, motor

hareketlerinin diizenlenmesi vb.).

Ancak alkaloit yapisindaki bu maddelerin zehir etkisi olusturacagi goézden uzak

tutulmamalidir (www.giftpflanzencom).




Toplam sogan biyokiitle igeriginin yaklasik %80’i nisastadan olusan bazi Fritillaria
tiirleri, ayrica gida olarak da 6zellikle Uzakdogu’da kullanilmaktadir (Wang vd. 2005).
Fritillaria’larin diger bir kullanim alanin1 olusturan siis ve peyzaj bitkisi vasiflari ise 16.
yiizyilda kesfedilmistir. Yalnizca kesme cigek olarak degil ayn1 zamanda peyzaj amagh
olarak kullanilabilmeleri, bu bitkilerin soganlarinin genis bir ticaret hacmine sahip
olmasina olanak tanimistir. Bu sebeple Fritillaria’lar, tiim diinyada siis bitkisi olarak en
cok tercih edilen ve soganlarinin ticareti yapilan bitkilerdendir. F. imperialis L. Dogu ve
Giineydogu Anadolu, Iran, Irak, Afganistan ve kuzey Hindistan’in daglik bolgelerinde,
F. persica L. ise Anadolu, Filistin, Urdiin, Suriye, Irak ve Iran’da dogal yayilis
gostermektedir (Arslan 1999). Ulkemizin yillik 2,5-3 milyon dolarlik ¢icek sogani
ithracat1 i¢erisinde bu bitkilerinde 6nemli bir yeri vardir. Yeterli tiretim oldugu takdirde

ihracat potansiyelinin yiiksek oldugu vurgulanmaktadir (Arslan 1999).

Fritillaria tirlerinin gerek ihracati, gerekse yurt igindeki siis bitkisi yetistiriciligi
alaninda da tanman bir bitki olarak yayginlastirilmasi esas alindiginda bu bitkilerde
tiretimin artirilmasi gerektigi anlasilmaktadir. Tohumla {iretimi miimkiin olan bu bitki
tirlerinin aynt zamanda yumrularindan vejetatif olarak pargalanmak suretiyle
cogaltilmas1 da miimkiindiir. Ancak tohumla ¢ogaltimda genetik varyasyon oldukca
fazla oldugundan c¢icek rengi, yapisi, ¢iceklenme zamani bakimindan bir 6rnek bitki
elde edilmesi zorlastig1 gibi, vejetatif yolla soganlarindan tretilmesinde de ¢ogalma
katsayis1 ve hizi yavas olmaktadir. Bu gibi durumlarda doku kiiltiiriiyle cogaltim,
sorunun ortadan kaldirilmasinda onemli bir katki saglayabilmektedir. Etkin bir doku
kiiltiirii teknigi gelistirilmesi halinde, ¢ogaltilmasinda sorun bulunan ve istenen sayida
materyalin kisa siirede elde edilmesi miimkiin olamayan tiirlerde, ticari anlamda 6nemli
kazanglar saglanabilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, iilkemiz i¢in 6nemli bitki tiirlerinden
olan F. imperialis (Semdinli Lalesi) ve F. persica (Adiyaman Lalesi)’nin in vitro

kosullarda doku kiiltiirli yoluyla ¢ogaltilabilmesi amaglanmaigtir.

10



2. KAYNAK OZETLERI

Kukulczanka vd. (1989), Fritillaria meleagris L. tiiriniin doku kiiltiirii ile ¢cogaltilmasi
konusunda yaptiklar1 ¢alismalarinda pul yaprag: pargalarindan veya tiim soganciklardan
in vitro kosullarda adventif soganciklar olusturmuslardir. En yiiksek sogancik olusumu,

1.0 mg/l NAA ve 2.0 mg/l BA igeren MS ortaminda meydana gelmistir.

Taeb ve Alderson (1990), Merry Widow lale ¢esidinin gévde eksplantlarindan 1 mg/I
NAA ve 1 mg/l BAP iceren MS ortaminda siirgiin rejenerasyonu elde etmiglerdir. Bu
ortamda eksplantlar 12 veya 16 hafta 20 °C’de inkiibe edildiginde, eksplantin taban
kisminda sogan primordiumlarinin olugmaya basladig1 belirtilmistir. Primordiumlarin
gelismesi ve artirilmasi i¢in kiiltiir kaplarina 1 ve 10 ppm etilen veya 1, 10 ve 100 uM
ACC (l-aminosiklopropan-karboksilik asit) eklenmistir. Govde eksplantlarinda
endogenus ACC’nin diizeyi 7 giinlik inkiibasyondan sonra artmig fakat kiiltiir
kaplarindaki atmosferde etilen artist olmamistir. Cigekli govde eksplantlarinin
inkiibasyonunun ilk déneminde dokularin ACC’den etilene doniisiim icin gerekli olan

enzimleri icermedigi bildirilmistir.

Yamagishi (1991), Triploid F. camtschatcensis L. Ker-Gawl.bitkisinden in vitro
kosullarda ¢ogaltim yaparak materyali hizli ¢ogaltmay1 amaclamistir. Sogan, yaprak ve
govde parcalarindan eksplantlar hazirlayarak bunlar1 degisik bilesimlere sahip
Linsmaier and Skoog (LS) ortamina dikmistir. Sogan parcalarindan gelisen in vitro
soganciklardan almman yeni eksplantlar, 5 mg/l NAA ve 0.005 mg/l BA iceren LS
ortamina alindiklarinda ¢ok sayida sogancik olusturmustur. Bu soganciklar 2 °C’de 100
giin bekletildikten sonra topraga aktarilarak seraya alinmiglar; burada birkag hafta sonra

yaprak ve siirgiin olusturmaya baslamislardir.

Tang ve Wu (1993), F. ussuriensis tiiriinde sogan pul yapraklarindan olusturduklari
doku pargalarini makro elementleri MS, mikro elementleri Ng¢ ortam kompozisyonuna
uyacak sekilde hazirladiklar1 besin ortamlarinda kiiltiire almislardir. Bu eksplantlarin
%95’inden sadece kallus gelisimi elde edilirken, %1°lik bir bdliimiinden yesil bitkiler
gelistirilebilmistir.
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Cakarlar vd. (1994), Galanthus elwesii ve G. ikariae nin doku kiiltiirii yontemleriyle
cogaltilmasi i¢in en uygun eksplant tipi ve besin ortami aragtirmislardir. Sogan pargasi
ile tek veya cift yaprakli sogan pul yaprakli eksplantlarinin en iyi sogancik olusturma
yeteneginde olduklar1 belirtilmistir. MS ortaminin Galanthus doku kiltliriine uygun
oldugu, Gamborg ortaminin da sogancik olusumunu Onemli diizeyde artirdig1
bildirilmistir. Yine, %6 oraninda kullanilan sukroz ile en yiiksek sayida sogancik

tretilmistir.

Tang (1995), F. ussuriensis tiriinde, in vitro kosullarda elde edilmis olan yapraklarin
karanlik kosullarda MS ortaminda kiiltiire alinmasiyla bir ay igerisinde acik sar1 renkli
kallus gelisimi saglanmistir. 2 mg/l 2,4-D, 0.5 mg/l BA, 0.5 mg/l Kinetin ve 500 mg/I
kazeinhidrolizat iceren MS ortaminda, 28 giin sonra kalluslar {izerinde somatik
embriyolar goriilmeye baslanmis ve bu embriyolar daha sonra 0.5 mg/l Kinetin ve 100
mg/l kazeinhidrolizat bulunduran N6 ortamina aktarilmistir. Somatik embriyolar daha
sonra 0.1 mg/l NAA igeren MS ortamina aktarilmis ve burada 2 hafta icerisinde saglikl

bitkicige donligmiistiir.

Tang vd. (1995), F. ussuriensis tiiriinde gen¢ yapraklardan hazirladiklar1 eksplantlar
MS besin ortaminda kiiltiire almiglardir. Kallus gelisimi iizerine 2,4-D tek basina
kullanildiginda etkenligi diisiik bulunurken, Kinetin ve BA’nin birlikte kullanilmasi
halinde kallus gelisimi daha i1yi olmustur. Kinetin dozu artirildiginda kallus olusumu
daha fazla tesvik edilmistir. Ancak kallus olusumunun en yliksek oranda elde edildigi
ortam icerisinde 2,4-D, Kinetin, BA ve kazeinhidrolizat oldugu ifade edilen arastirmada
elde edilen kalluslar, BA, Kinetin ve NAA igeren Ny ortamlarina aktarilmis, burada
sekiz hafta icerisinde adventif soganciklar meydana gelmistir. Soganciklar NAA igeren
ortama alindiginda ise iki hafta sonra koklenme elde edilebilmistir. Somatik
embriyogenesis asamasinda 2,4-D’nin tek basina kullanilmasinin engelleyici etkisinin

bulundugu rapor edilmistir.

Zhang vd. (1995), F. sinica’ya ait geng ¢icek saplarini 2,4-D, BA ve Kinetin bulunan
MS ortaminda kiiltiire almig ve embriyogenik kallus ve sogan elde etmislerdir. Bu

kallus kiiltiirleri organ rejenerasyonu ve somatik embriyogenes i¢in 1 mg/l NAA, 0.5
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mg/l BA iceren ortamda 30-40 giin kiiltiire alinmistir. Genel olarak F. sinica’dan elde
edilen soganlarda 3 yol kullanilmistir. 1. eksplanttan olusum, 2. adventif tomurcuktan

iiretim ve 3. somatik embriyogenesis.

Liu vd. (1996), F. taipaiensis’i doku kiiltiirii yoluyla hizli ¢ogaltimini yapmisglardir. MS
ortamma 1 mg/l NAA ve 3mg/l BA kullanilan ortamda %93 oraninda kallus ve

sogancik olusumu elde etmislerdir.

Paek vd. (1996), tibbi bitki olarak kullanilan Fritillaria tiirlerinde, eksplant tipi ve
yasinin, kiiltiir ortami bilesiminin (degisik oksin, sitokinin ve sukroz kombinasyonlarina
sahip MS ortamlar1) mikrogogaltim iizerindeki etkilerini arastirmislardir. Sogan pul
yapragi eksplant1 alinacak ana soganlar kuru depolarda +4 °C’de 2-4 hafta veya nemli
depolarda 10 °C’de 4-6 hafta bekletildikten sonra eksplant alindiginda, in vitro
kosullarda sogancik olusumu elde edilebilmistir. Pul yapragi eksplantina gore,
bogumlardaki tomurcuklar veya govde segmentleri, daha iyi sogancik olusumu
saglamislardir. Kinetinin etkinligi de BA’e gore daha yiiksek bulunmustur. Optimum
Kinetin dozu, eksplant tipine gore farklilik gostermekle birlikte, 1-5 mg/l arasinda
degismistir. Govde segmentlerinin sogancik olusturma kapasitesi de eksplant yasina
bagli olarak degisiklik gostermis olup, gen¢ govde eksplantlar1 bu konuda, yash
segmentlere gore daha iyi sonug¢ vermistir. En yiiksek ¢ogalma katsayis1 20 olmus ve

bu, govde segmentlerinden elde edilmistir.

Borochov vd. (1997)’ne gore dormansi bitkiler aleminde olduk¢a yaygin bir
fenomendir. Bunun ornekleri tohumda, apikal ve lateral vejetatif tomurcukta, sogan,
korm ve yumruda goriilmektedir. Dormansi bir¢ok geofitin yillik yasam dongiisiiniin
onemli bir parcasidir. Agaclardaki ¢igek tomurcuklari ve tohumun tam tersine geofitler
tim tip dormansilere sahiptirler; endodormansi, paradormansi ve ekodormansi gibi.
Dormansinin mekanizmasinin anlasilmast ¢ok 6nemlidir. Ciinkii dormat bitkiler strese
diger bitkilere gore daha dayaniklidirlar. Absisik asitin dormansinin baslamasinda ve
devamindaki rolii, giberellilerin de dormansiyi kirdig1 agik olarak bilinmektedir. Bazi
calismalarda etilenin benzer roliinii desteklemektedir. Geofitlerdeki dormansi molekiiler

diizeyde ¢ok az bilinmektedir.
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Ohkawa ve Kitajima (1998), F. camtschatcensis L. Ker-Gawl. tiiriinde, sogan pul
yapragi parcalarimi in vitro kiiltiire almislardir. Biiyiime diizenleyici igeren veya
icermeyen MS ortami, karanlik/istk 15, 20 veya 25 °C inkiibasyon sicakligi
parametrelerinin kullanildigi denemelerde; sogancik olusumu i¢in en uygun kosullar 0.1
mg/l NAA ve 0.1 mg/l 24-epibrassinolid ilave edilen MS ortami, 20 °C’de ve karanlikta

inkiibasyon olmustur.

Witomska vd. (1998), F. imperialis L. soganlarina uygulanan sterilizasyon
yontemlerinin yasama ve rejenerasyon oranlart {izerindeki etkilerini incelemislerdir.
Soganlar tek asamali olarak kloramin ¢ozeltisi (%2, %4 veya %06) icinde bekletilerek, ya
da iki asamali olarak kloramin oOncesinde %0.2 benomil (Benlate) c¢o6zeltisine
daldirilarak sterilize edilmistir. Benomil uygulamasi, enfeksiyon oranini azaltmig
olmakla birlikte, rejenerasyon oranini ve koklenme miktarini azaltici etki de yapmuistir.
En yiiksek steril eksplant orani, %0.2’lik benomil’e daldirildiktan sonra %2 oranindaki

kloramin ¢ozeltisinde sterilizasyona tabi tutulan sogancik parcalarindan elde edilmistir.

Gao vd. (1999), F. unibracteata tiriinde yapilan caligmada arastiricilar, soganlarin
kiigiik pargalar haline getirilerek besin ortamina dikilmesi sonucunda c¢ogaltilabildigini
bildirmektedirler. 50 giinliik bir kiiltiir doneminden sonra olusan soganciklarin
gelistigini, bunun i¢in en uygun hormon bilesiminin 4.4 uM BA ve 5.71 uM [AA
oldugunu ve MS besin ortaminin yeterli goriildiigiinii kaydetmektedirler. Geleneksel
cogaltma yoOntemlerine gore 3-50 kat daha fazla c¢ogalma katsayisi elde edildigi
bildirilen arasgtirmada kiltiirdeki soganciklarin alkoloit ve diger yararli bilesikler
bakimindan igeriklerinin, dogal kosullarda yetisenlerden daha zengin oldugu da

belirlenmistir.

Seon vd. (1999), F. thunbergii’nin sogan pul yapragi parcalarini, 3-5 mg/l Kinetin ilave
edilen MS besin ortaminda adventif sofancik olusumu i¢in kiiltiire almiglardir.
Eksplantlarin alinacagi ana soganlar nemli kosullarda 10 °C’de, 4-6 hafta
bekletilmesinin sogancik olusturma oranini artirdigi belirlenmistir. Cigek saplari, diger
tim eksplant tiplerine gore sogancik olusumunda en iyi sonucu vermistir. Sogancik

gelisimi i¢in en 1yi uygulama yiiksek oranda seker igceren MS besin ortamina 10-100
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mg/l siiksinik asit, 2.2 mg/l dimetil hidrazit ya da kloromequet eklenerek elde edilmistir.
Uzun siireli soguk uygulamasindan sonra topraga aktarilan soganciklarda yaprak ¢ikisi

hizlanmstir.

Stabbert ve Niederwieser (1999) tarafindan Lachenalia cinsine ait ii¢ varyetede in vitro
sogan olusumu ve olusan soganlarin topraga aktarilmasinda etkili bir metot
gelistirdikleri bildirilmistir. Yaprak eksplantindan elde edilen siirglinler diisiik 1s1da (4—
15 °C) birakildiktan 2 hafta sonra sogan olusumunun bagladig bildirilmistir. Ayrica,
adventif siirgiinlerin yasinin sogan olusumu i¢in ¢ok 6nemli oldugu, 4 mm den kiigiik
siirglinlerin sogan olusturmadigi ve sogan olusumu i¢in %3 ile %6 sukroz iceren
ortamlar karsilastirildiginda %6’nin daha iyi sonu¢ verdigi belirtilmistir. Soganlarin

toprakta yasama sanslarinin da boyutlari ile dogrudan baglantili oldugu bulunmustur.

Tan ve Gao (1999), F. unibracteata tiriiniin yavru soganlarinin ribavirin, jasmonik
asitin metil esteri, brassinolid veya sodyum humat ilave edilmis besin ortamlarinda
kiiltiire alindigin1 bildirmislerdir. Calismada ribavirin maddesinin, 6zellikle 10 mg/I

dozda kullanildiginda sogancik olusumunu énemli oranda artirdig1 belirlenmistir.

Famelaer vd. (2000), Tulipa praestans tiriinde soguk, karanlik, 151k gibi uygulamalar
yoluyla kallus olusumu basarmigslardir. Olgunlasmis ve olgunlasmamis embriyolarin

soguk ile muamelesin sonucu farkli tipte kallus olusumlar1 gézlenmistir.

Shibli ve Ajlouni (2000), endemik /ris’te somatik embiryogenesi kallus, siispansiyon ve
protoplast kiiltiirlinden elde etmislerdir. Kalluslarin alt kiiltiirii 4.5 uM 2,4-D, 0.5 uM
Kinetin, 4.5 uM NAA ve 300 mg/l Prolin igeren 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 pM 2,4-D ile kombinasyonu ile hazirlanan ortamlar
kullanilmistir. Maksimum embriyogenesis 4.5 uM BA’da elde edilmistir. Zeatin ve
TDZ’nin embriyogenesis lizerinde etkisi olmadigr gorilmiistiir. 0.2 M Sukroz ve
Glukoz ve Fruktoz ile karsilastirildiginda daha etkili oldugu bulunmustur. 4.5 uM 2,4-D
iceren ortamda 4 hafta icinde siispansiyon kiiltiirlinden gelisen hiicreler 0.2 M sukroz,

4.5 uM BA igeren ortama transfer edildiginde oldukga i1yi sonuglar (3568 embriyo/g
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hiicre) elde edilmistir. Calisma sonucunda gelisen embriyolarin %90°1 koklenerek tam

bir bitki haline gelmislerdir. Uretilen bitkilerin ise %951 dis kosullara aktarilmustir.

Hussey (2000), 12 siis bitkisinin in vitro sogan olusturmaya verdikleri tepkiyi
karsilastirmistir. Dokuz tiirde hi¢ kallus olugsmadan direkt olarak gévde dokusundan, 5
tirde ovaryumdan, 4 tiirde ise yaprak dokusundan bitki gelisimi olmustur. Gladiolus,
Hyacinthus, Muscari, Ornithogalum ve Scilla’da MS ortamina hi¢ biiyiime diizenleyici
eklemeden bitkicik elde edilmistir. Hippeastrum, Schizoslylis, Sparaxis, ve Ipheion’da
ortama oksin eklenerek sonug elde edilmistir. Freesia, Tulipa ve Narcissus’da ise direkt
eksplant {izerinden bitki elde edilememistir. 10 tiirde sogan ve korm pargalari
kullanilarak sogancik elde edilmis olsa da bunlarda bulasiklik 6nemli bir engel teskil
etmistir. Tulipa ve Hippeastrum digindaki bitkilerde kallus elde edilmistir. Gladiolus,
Sparaxis ve Schizostylis digindaki tiirlerde ise kallustan bitki olugsmustur. Bulunan

farklar bu tiir ve aileler arasinda basit bir iligski olmadigini géstermistir.

Zaidi vd. (2000), soganli ve yumrulu bitkilerde yapilan in vitro calismalar
derlemiglerdir. Buradan elde edilen sonuglara gore; besin ortami olarak en fazla MS
besin ortaminin kullanildigini, istenen gelisim siirecine gore (somatik embriyogenesis,
organogenesis ve direkt organogenesis) BAP, Kinetin, 2,4-D gibi biiylime
diizenleyicilerinin farkli kombinasyonlarinin kullanildigini, 2,4- D’nin daha ¢ok kallus
olusturmada, diisiik oksin yiiksek sitokinin kombinasyonunun siirgiin olusturmada,
yiiksek oksin diisiik sitokinin veya sadece oksinin ise koklendirmede kullanildigi

bildirilmigtir.

Wawrosch vd. (2001), ¢cok pahal1 bir tibbi bitki olan Nepal zambag1 (Lilium nepalanse
D.Don) i¢in bir hizli ¢ogaltim protokolii gelistirmislerdir. Arastiricilar ¢alismalarinda,
olgunlasmamis soganlardan hazirlanan ¢ift sogan pul yaprak eksplantlarindan 20 uM
Zeatin iceren MS ortaminda siirgiinler elde etmislerdir. Calismada, bir eksplanttan dort
hafta sonra yediden fazla siirgiin olustugu bildirilmistir. Ayrica, kdklenmenin 2MS

ortaminda, MS ortamina gore daha iyi sonug verdigi belirtilmistir.
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Pack ve Murthy (2002), F. thunbergii’nin sogan pul yapraklar ile yaptiklar
rejenerasyon ¢aligmasinda en iyi sonucun 1.62 pM NAA veya 4.65 uM Kinetin iceren
MS ortamindan (%13,7) elde edildigini bildirmislerdir. Elde edilen soganlar kiiltiir
sonunda 5 °C’de bes hafta bekletilerek kompost, vermikulit ve perlit (1:1:1) igeren
ortama aktarildiginda 10 mm c¢apindaki soganlarin %100’iiniin siirgiin verdigi tespit
edilmistir. Ayrica, rejenerasyon ¢alismasina baslamadan 6nce soganlar1 10 °C’de 6 hafta

bekletmenin rejenerasyonu olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir.

Tipirdamaz (2003), Galanthus ikariae’ nin sogan pul yapraklarindan in vitro’ da elde
edilen adventif soganciklarin koklendirilmesi ve dis kosullara aktarmaya calismistir.
Koklendirme icin, soganciklar farkli konsantrasyonlarda sukroz (30 ve 60 g/l), aktif
komiir (AK) (%0.2, 0.5 ve 1.0) ve NAA (0, 0.01, 0.1 ve 0.5 mg/l) igceren tam, 1/2, V4 ve
1/8 kuvvette azaltilmis Murashige ve Skoog (DMS) ortamlarinda kiiltiire alinmistir.
Kiiltiirler 23°C sicaklik ve 16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperyoduna ayarlanmig iklim
dolabinda 16 hafta siireyle inkiibe edilmistir. En yiiksek koklenme oran1 0.5 mg/l NAA
iceren kiiltiir ortamlarinda elde edilmistir. Dis kosullara aktarma asamasi denemeleri
icin 1/8 DMS, 0.5 mg/l NAA, %0.5 AK ve 60 g/l sukroz iceren ortam ile 1/2 DMS, 0.5
NAA, % 0.5 aktif komiir ve 30 g/l sukroz igeren ortamlarda koklendirilmis soganciklar
ya direkt olarak ya da 8 hafta 4°C’ de inkube edildikten sonra %2 sukroz ve gibberelik
asittin (GA3) degisik dozlarin1 (10 ve 50 mg/l) igeren DMS ortaminda 4 hafta inkiibe
edildikten sonra topraga aktarilmiglardir. Bu uygulamalar i¢inde en yiiksek yasama
orani (%28) 1/2 DMS, 0.5 NAA, % 0.5 aktif komiir ve 30 g/l sukroz igeren ortamda

kiiltiire alinarak koklendirilen ve direkt topraga aktarilan soganciklarda goriilmiistiir.

Arslan vd. (2003) ve Mirici vd. (2005), In vitro hizli ¢ogaltim i¢in Sternbergia candida
ve S. fischeriana tiirlerinin 6ncelikle sogan pul yaprak eksplantlarini farkli oranlarda
bliylime diizenleyicileri igeren besin ortamlarinda kiiltiire almislardir. Sogancik
olusturan eksplant oran1 (%75.99) ve eksplant basina sogancik sayist (3.30 adet) birlikte
diisiintildiiglinde en yiiksek sogancik olusumu S. candida tiiriinde 4 mg/l BAP ve 0.50
mg/l KNA iceren besin ortaminda 2 pul yaprakli sogan eksplantlarindan elde edilmistir.
S. fischeriana’da ise en yiiksek sogancik olusumu (%76.67 ve 2.59 adet) 2 mg/l BAP ve
0.50 mg/l KNA igeren ortamda yine 2 pul yaprakli eksplantlardan iiretilmistir. Ote
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yandan, S. candida’nin olgunlasmamis zigotik embriyolarinin 6 mg/l pikloram igeren
besin ortaminda kiiltiire alinmasiyla 1.5 yil sonunda eksplant basina ortalama 80 adet
sogancik  iiretimi  saglanmistir.  Uretilen  soganciklar  biiyiikliiklerine  gdre
siniflandirilarak 5 °C de muhafaza edilmistir. Soganciklar bu sartlarda 5 hafta
bekletildikten sonra topraga aktarilmistir. Ancak, topraga aktarilan soganciklarda ya

gelisme olmamis ya da ciliz bir gelisme gozlenmistir.

Karaoglu (2004), gol sogan1 bitkisinde in vitro hizli ¢ogaltim i¢in sogan pul yapraklari
ve olgunlagsmamis embriyo eksplantlarini degisik BAP ve NAA iceren ortamlarda
kiiltiire almistir. 4 ve 2 pul yaprakli sogan eksplantlarinda en fazla sogancik olusumu
sirastyla 6.67 ve 5.83 adetle 1 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA ile 2 mg/l BAP ve 0.5 mg/l
NAA iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Olgunlasmamis embriyolarda ise en
fazla sogancik 2.27 adetle 0.5 mg/l BAP ve 4 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan
elde edilmistir. Elde edilen soganciklar 1 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda

koklendirilmistir. Koklenen soganciklar dis kosullara basarili bir sekilde aktarilmistir.

Naik ve Nayak (2005), Ornithogalum virens’te sogan pul yapragi kullanilarak kallus
olusumu ve indirekt organogenesis elde etmiglerdir. Siirgiin olusumu 1 mg/l NAA ve 2
mg/l BA iceren ortamda saglanmistir. Sogan pul yaprag: ile 2 mg/l 2,4-D igeren MS
besin ortaminda kiiltiire alinan sogan pul yapraklarindan kallus elde edilmistir.
Kallustan siirgiin regenerasyonu ise 2 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA igeren ortamda en 1yi
olmustur. Siirgiinlerden kok olusumu hormonsuz MS ortaminda saglanmistir. Rejenere
olan bitkiler MS sivi ortaminda gelistirilmistir. Saksilara bagarili olarak aktarilmistir.
Regenerantlardan olusan soganciklar sukrozu artirilmis (45-90 g/l) MS besin ortamina
alinmislardir. Direkt sogancik olusumu ise sogan pul yapragindan 1 mg/l NAA, 2 mg/l
BA ve 60 g/l sukroz igeren ortamda gergeklesmistir. Sogan biiyiikligi ise 2 MS’de

artmustir. In vitro® da olusan soganciklar direkt olarak saksiya aktarilmigtir.

Dilik (2006), Semdinli lalesi (F. imperialis) ve Adiyaman lalesi (F. persica)’nin in vitro
sogancik iretiminde govde segmenti (gicek sapi1) eksplantlarinin  kullanildig
denemelerde besin ortami olarak MS temel besin ortami bilesimi olumlu sonuglar

vermistir. 1.0 mg/l BA ile birlikte 0.5 mg/l KNA veya NAA kullanimi, sogancik ve
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kallus olugsumunu saglamis, ancak bunlarin orani farkli olmustur. Besin ortamina 500
mg/l Augmentin katilmasi, enfeksiyonu 6nleme bakimindan azda olsa etkili olmugsa da,
gelismeyi engelleyici bir etki sergilemistir. Sogancik olusumu orani bakimindan ‘A —
NAA IMP (Augmentin bulundurmayan NAA iceren F.imperialis)’ ve ‘A — NAA PER
(Augmentin bulundurmayan NAA igeren F. persica)’ uygulamalari, tercih edilebilir
bulunmustur. %6 sukroz yerine, anilan uygulamalara %6 fruktoz veya %6 glukoz ilave

edilmesi, sogancik olusum oranini ve olusan sogancik sayisini artirmistir.

Dogan-Kalyoncu (2007), Tiirkiye'de endemik olarak bulunan Tulipa sintenisii Baker ve
Tulipa armena’nin olgunlagmamis embriyolarindan ilk kez in vitro sogancik tiretimini
yapmustir. Olgunlasmamis embriyolar farkli oranlarda oksin ve sitokinin iceren MS (tek
asamal1 protokol) ve N6 (4 asamal1 protokol)) besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir.
Kiiltiir baglangicindan 16 ay sonra 4 asamali protokolde 7. sintenesii tiiriinde eksplant
basina ortalama 22.67 adet, 7. armena’da ise 16.42 adet sogancik iiretimi
gerceklesmistir. 7. sintenesii tiirlinde tek asamali protokol kullanilarak ise 27.10 adet
sogancik elde edilebilmistir. Bu ¢alisma sonucunda 7. sintenesii ve T. Armena’da sogan
eksplantlarinda goriilen bulagikliktan Gtiiri, olgunlasmamis embriyonun in vitro

¢ogaltim icin en uygun eksplant oldugu tespit edilmistir.

Karaoglu (2008), Sternbergia cinsine ait Sternbergia candida, S. fischeriana, S.
clusiana ve S.lutea tirlerinden in vitro sogancik eldesi ve dis kosullara adaptasyonla
ilgili ¢alismalar yapmustir. S. candida nin olgunlasmamis embriyolarindan ve ikili sogan
pul yapraklarindan in vitro kosullarda yiiksek oranda soganciklar elde edilmistir. S.
fischeriana’nin ikili sogan pul yapraklarindan en yiiksek sonug eksplant basia 10 adet
sogancik ile 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan, olgunlasmamis
embriyolardan en yiiksek sonug ise eksplant basina 2.9 adet sogancik ile 4 mg/l BAP ve
1 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan elde edilmistir. S. clusiana’nin ikili sogan pul
yapraklarindan ve olgunlagsmamis embriyolarindan sirasiyla; ekplant basina 2.1 ve 2.2
adet sogancik ile 2 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA iceren MS besin ortamindan en yiiksek
sonuglar elde edilmistir. S. /utea’nin ikili sogan pul yapraklarindan en yiiksek sonug ise
eksplant basma 15 adet sogancik ile 4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren MS besin

ortamindan elde edildigini bildirmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
Calismada bitki materyali olarak F. imperialis ve F. persica ( Siverek ve Mersin orijinli)

tiirlerine ait (Sekil 3.1-3.3) eksplantlar Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla

Bitkileri Boliimii deneme tarlasindan temin edilmistir.

Sekil 3.2 A.U Ziraat Fakiiltesi Deneme Tarlasinda yetisen Siverek kdkenli F. Persica
bitkileri
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Sekil 3.3 A.U Ziraat Fakiiltesi deneme tarlasinda yetisen Mersin kdkenli F. persica
bitkisi

3.2 Yontem

3.2.1 Besin ortamm ve doku Kkiiltiirii kosullar

Denemelerde MS (Murashige ve Skoog 1962), N6 (Chu vd. 1975) veya SH (Schenk ve
Hildebrandt 1972) mineral ve vitaminleri kullanilmistir (Cizelge 3.1). Bu temel besin
ortamlarina kullanilan eksplant tipine ve amaca gore farkli oranlarda biiylime
diizenleyicileri, sekerler, vitaminler ve katilastiricilar ilave edilmistir. Ortamlarin
hazirliginda bidistile su  kullanilmis, duruma gore besin ortamlarina farkl
konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri ilave edilmistir. Besin ortamlarinin
pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.7°ye ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer
basing altinda ve 121 °C’de 20 dakika tutularak steril edilmistir. Tiim kiiltiirler beyaz

florasan 1s181nda 16 saat 151k ve 8 saatlik karanlik fotoperiyotta 24 °C’de tutulmustur.
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Cizelge 3.1 Denemelerde kullanilan MS, N¢ ve SH temel besin ortamlarinin igerigi

MS (mg/1) N6 (mg/l) SH(mg/1)
Bilesikler
NH4NO: 1650 463 -
Makro KNO:s 1900 2830 2500
besin CaCl2.2H20 440 166 200
clementleri  MgSO4.7H20 370 185 400
KH2PO4 - 400 -
Mikro KI 0.83 0.8 1.00
besin Hs;BOs 6.2 1.6 5
elementleri MnSO04.4H20 22.3 3.33 -
ZnS04.7H20 8.6 1.5 1
Na:Mo0O4.2H20 0.25 - 1.00
CuS0a4.5H20 0.025 - 0.20
CoClL2.6H20 0.025 - 0.10
FeSO4.7H20 27.8 27.85 15.00
Na2EDTA.2H20 373 37.25 56.0
Fe2(S0O4)s 2.5 - -
Vitaminler Inositol 100 100 1000
Nikotinik Asit 0.5 1 5.00
Piridoksin-HCI 0.5 0.5 0.50
Thiamin-HCl 0.1 0.1 5.00
Glisin 2 - -

Biiyime diizenleyicileri uygun c¢oziiciilerde c¢oziildiikten sonra saf su ile istenen

miktarlarda ve oranlarda stok soliisyonlar1 hazirlanmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Kullanilan biiyiime diizenleyicileri, ¢oziiciileri ve saklama kosullar1

Biiyiime Diizenleyicileri Coziicii Saklama kosullar: (°C)
Oksinler ve Sitokininler
BAP 1 N NaOH +4
NAA 1 N NaOH +4
Kinetin 1 N NaOH 0
TDZ Etanol +4
2,4-D Su +4
Zeatin 1 N NaOH +4
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3.2.2 Eksplant izolasyonu

Denemelerde farkli organ eksplantlar1 (sogan etli pul yapraklari, tohumlar,
olgunlagsmamis embriyolar ve in vitro’da gelisen fidelerden izole edilen eksplantlar)
kullanilmistir. Eksplantlar Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii
deneme tarlasindan temin edilmistir. Bitki materyalinin alinmasi sirasinda kullanilacak
olan eksplantin fizyolojik déneminin in vitro kiiltire uygunluguna dikkat edilmistir.
Tarladan sokiilen soganlar kurumasi i¢in oda sicakliginda karanlikta 1-1,5 ay, dormansi

istedigi i¢inde 4 °C’de 1-2 ay kadar bekletilmistir

3.2.3 Eksplant sterilizasyonu

a- Olgunlagmamis tohumlarin ve meyvelerin yiizey sterilizasyonu

Olgunlagsmamis tohumlar1 iceren meyveler %80’lik ticari ¢amasir suyu (ACE, %5-6
NaOCl) ile 20 dakika stireyle yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra 3 kez 5’er
dakika steril saf su ile durulanmistir. Ayrica olgun meyvelerin i¢inden g¢ikarilan
tohumlar %40°1ik ticari camasir suyunda 20 dakika yiizey sterilizasyonuna tabi tutulup,
daha sonra 3 kez 5’er dakika steril saf su ile durulanmistir (Sekil 3.4). Steril edilen
olgunlagsmamis tohumlardan embriyolar, pens ve bistiiri yardimiyla ¢ikarilip steril

petriler igerisindeki besin ortamlarina konulmustur.
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Sekil 3.4 F. persica’ya ait olgunlasmamis embriyolar1 igeren tohumlarin yiizey
sterilizasyonu ve sterilizasyondan sonra tohumdan ¢ikarilan embriyolarin
besin ortamina alinmasi

b- Sogan sterilizasyon yontemleri

A.U. Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasindan sokiilen soganlarimn
kurumast i¢in oda sicakliginda karanlikta 1-1,5 ay, dormansi istegi i¢inde 4 °C’de 1-2 ay
kadar bekletildikten sonra sogan sterilizasyonu i¢in degisik yontemler uygulanmistir.

Bu yontemler asagida verilmistir.

Ilk yontemde soganlar birkag damla deterjan igeren su ile yikanip ¢esme suyu iginde 15
dakika, ardindan 1 saat fungusitte bekletilip durulanmistir. Durulanan soganlar sirasiyla

%70’lik ethanolde 2 dakika, %1.0 v/v’lik Tween 20 ve %50’lik hidrojen peroksit ile 15
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dakika manyetik karistiricida yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Sterilizasyonu
yapilan soganlar 3 kez 5’er dakika siireyle steril saf su ile durulanmistir. Son olarak %1
v/v’lik PPM (Plant Protection medium)’da 1 saat bekletilerek soganlar par¢alanmadan
tiim olarak MS besin ortami i¢ceren magenta kaplarina dikilmistir. Yiizey sterilizasyonu

yapilan soganlar iizerinde 1 hafta sonunda hepsinde fungus gozlenmistir.

Ikinci yontemde soganlar birka¢ damla deterjan igeren su ile yikanip ¢esme suyu
altinda 15 dakika bekletilmis, daha sonra %70’ lik ethanolde 2 dakika beklettikten sonra
%1.0 v/v’lik Tween 20 ve %50’lik ticari ¢amasir suyunda (ACE) 20 dakika yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulup, soganlar 3’er defa 5 dakika siireyle steril saf su ile
durulanmistir. Daha sonra 10 mg/l Amphotericin B ve Nystatin (fungusit) steril saf su
icerisine ilave edilerek 20 dakika bekletilmistir. Soganlar tekrar 3 kez 5’er dakika
stireyle steril saf su ile durulanmistir. Sterilizasyonu yapilan soganlar par¢alanmadan
tiim olarak 100 mg/l Augmentin igeren MSO besin ortamina dikilmistir. Bu yontem ile

de soganlar iizerinde 1 hafta sonucunda fungus gozlenmistir.

Uciincii yontemde soganlar birkag damla deterjanli su ile yikanip ¢esme suyu icinde 15
dakika, ardindan %70’ lik ethanolde 2 dakika bekletilmistir. Daha sonra %100 lik
camagir suyu ile 30 dakika yiizey sterilizasyonuna tabi tutulup, soganlar 3 kez 5’er
dakika siireyle steril saf su ile durulanmustir. Sterilizasyonu yapilan soganlar 5 x 5 mm?®
olacak sekilde parcalanarak MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu yontemle F.
persica’nin ylizey sterilizasyonunda fungus gozlenmemistir. Fakat diger tiirde fungus

gozlenmistir.

c- Yaprak ve yaprak sapi sterilizasyonu

F. persica’nin tarlada bulunan soganlarindan ¢ikan ilk yapraklart %70’lik ethanolde 2
dakika beklettikten sonra %50’lik ticari camasir suyu ile 10 dakika magnetik balik

kullanilmadan sise i¢inde calkalanip sterilizasyon yapilmistir. Durulama 3 kez 5’er

dakika steril saf suyla yapilmistir.
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d- Cicek ve cigcek organlar sterilizasyonu

F. persica’nin ¢icek ve ¢igek organlari cicek agmadan tomurcuk halinde iken temin
edilmistir. Tomurcuklar %50’lik hidrojen peroksit ile 10 dakika’ya kadar magnetik
balik kullanilmadan sise i¢inde calkalanip 3 kez 5’er dakika steril saf suyla durulanip

sterilizasyon yapilmistir.

3.2.4 Tohumlarin in vitro’da ¢cimlendirilmesi

Fritillaria tohumlar1 6nce %70’lik etanol ve %50’lik ticari camasir suyunda 20 dakika
yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra 3 kez 5’er dakika steril saf su ile
durulanmistir. Yiizey sterilizasyonuna tabi tutulan tohumlar MS besin ortami iceren
magenta kaplarinda 4, 16 ve 24 °C’de ¢imlendirmeye alinmistir. 4 °C’deki tohumlar 1-3
ay On lslitmeye tabi tutulmus ve daha sonra ¢imlenme durumunu gozlemlemek
amaciyla 1’er ay araliklarla 3’er adet magenta alinarak 16 °C’ye ¢ikarilmistir.

Tohumlarin sicaklik derecelerine gore ¢imlenme yiizdesi gozlemlenmeye caligilmistir.

3.2.5 Doku kiiltiirii tekniginin yapilhisi

a- Olgunlagmamis embriyolarin kiiltiirii

Olgunlagsmamis embriyolarin kiiltiirii igin temel besin ortami olarak, Ng ve MS mineral
tuz ve vitaminleri, %2—-6 oraninda sukroz ve %0.6’lik agar kullanilmistir. Ayrica,
sogancik olusumunu tesvik etmek icin MS besin ortamina 2,4-D, L-proline, casein
hydrolysate ve mannitol gibi kimyasallar da ilave edilmistir. Olgunlagsmamis

embriyolardan sogancik olusumu 2 farkli protokolde yliriitiilm{istiir.

Birinci protokolde yiizey sterilizasyona tabi tutulan meyvelerden olgunlasmamis
embriyolar izole edilerek farkli oranlardaki biiyiime diizenleyici iceren MS ortaminda
16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyotta kiiltiire alinmistir. Her petri kutusuna 10
adet zarar gormemis zigotik embriyo (yaklasitk 1 mm ¢apinda) kiiltiire alinmistir.
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Eksplantlar 4 haftada bir ayn1 ortamda alt kiiltiire alinarak gelisimleri gozlenmistir.
Eksplantlar 6 ay sonra 60 g/l sukroz igeren MS besin ortamina aktarilarak 4°C’de
yaklasik 5 ay dormansi i¢in bekletilmistir. Daha sonra buradan 16 °C’ye c¢ikarilarak
sogancik gelisimleri gozlenmistir. Olgunlasmamis embriyolardan sogancik olusumu
icin agagidaki verilen ortamlar kullanilmistir.

1- MS mineralleri ve vitaminleri igeren 0.25, 0.5 ve 1 mg/l TDZ ile 0 ve 0,5 mg/l NAA
2- MS mineralleri ve vitaminleri igeren 1, 2 ve 4 mg/l BAP ile 0, 0.25 ve 0,5 mg/l NAA
3- MS mineralleri ve vitaminleri igeren 0.5, 1 ve 2 mg/I Kinetin ile 0 ve 0.5 mg/l NAA
4- MS mineralleri ve vitaminleri i¢eren 1, 2 ve 4 mg/12,4 D

5- Ng mineralleri ve vitaminleri i¢eren 2 mg/1 2,4 D

[k dort ortam 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyotta, besinci ortam ise 16 saat

aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyotta ve 24 °C’de karanlikta kiiltiire alinmastir.

fkinci protokolde MS yerine Ny igeren besin ortaminda 4 ayr1 asamada asagidaki gibi
yiriitilmistir (Arslan vd. 2003, Mirici vd. 2005).

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

b) Sogancik olusturma ortami (SOO): Kallus tesvik ortami (KTO)+ 30 g/l mannitol

¢) Sogancik gelistirme ortami (SGO): MS mineralleri ve vitaminleri, 60 g/l sukroz, 6 g/l

agar

d) Sogancik olgunlastirma ortam1 (SOGO): MS, 20 g/I sukroz, 6 g/l agar

Bu protokolde embriyolar ilk olarak KTO (kallus tesvik ortami)’na yerlestirilmistir.
Ortamda zigotik embriyolar 25 + 1 °C’de karanlikta 2 hafta siireyle inkiibe edildikten
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sonra, gelisen kalluslar SOO (sogancik olusturma ortami) ortamina aktarilmistir. Bu
calismada 2 haftada bir alt kiiltiir yapilmistir. Daha sonra soganciklari tagiyan kalluslar
SGO (sogancik gelistirme ortami) ortamina aktarilarak, yavas yavas 1sikli ortama
alistirilmistir. Son olarak kiiltiirler SOGO (Sogancik olgunlastirma ortami) ortamina

aktarilarak 2 ayda bir alt kiiltiire alinmistir.

b- Etli sogan pul yapraklarin kiiltiirii

Etli sogan pul yapraklari i¢in MS mineral tuz ve vitaminleri, 4 mg/l BAP ile 0,5 mg/I
veya 1 mg/l NAA ve 6 g/l agar kullanilmistir.

c- Olgunlagmis tohumlarin in vitro’da ¢imlendirilmesiyle gelisen soganciklarin

kiiltiirii

Bu c¢alismada F. persica tohumlarinin ¢imlendirilmesiyle gelisen yaklasik 0,5 cm
capindaki soganciklar 2’ye kesilerek 0, 0.5, 1, 1.5 ve 2 mg/l TDZ igeren MS besin (MS
mineral tuz ve vitaminleri ve %0.6 agar) ortaminda 16 °C’de 16 saat aydinlik ve 8 saat
karanlik fotoperiyotta kiiltiire alinmistir. Ayda bir kez alt kiiltiir yapilmis olup, daha
sonra eksplantlar iizerinde sogan olusumu ve gelisimini saglamak amaciyla 60 g/l

sukroz igeren MS besin ortamina aktarilmistir.

d- In vitro’da geligen soganciklarin yaprak ve yaprak saplarinin kiiltiirii

In vitro’da gelisen soganciklarin yaprak ve yaprak saplar 2, 4 ve 6 mg/l 2,4-D ile 0,2
mg/l Kinetin igeren MS besin (MS mineral tuz ve vitaminleri ve %0.6’lik agar)
ortaminda 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyotta 24 °C’de kiiltiire alinmistir.
Yapraklar boyuna ortadan kesilip, dis kisimlar1 ve orta kisimdaki damarlar
uzaklastirilarak kalan pargalar 0,5 cm capinda, yaprak saplart da 1 cm uzunlugunda

kesilerek oksin ve sitokininleri iceren MS besin ortaminda kiiltlire alinmistir.
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e- Yaprak, Yaprak Sapi, Cicek ve Cicek Organlarinin Kiiltiirii

a- Yaprak ve yaprak sapu kiiltiirii
Tarlada ilk ¢ikan Fritillaria tirlerinin yaprak ve yaprak sapi sterilizasyon isleminden
sonra yaprak boyuna ortadan kesilip daha sonra 0,5 cm’lik yaprak ve yaprak sapi

eksplantlar1 karanlikta kiiltiire alinmistir. Her iki eksplantlar i¢in kullanilan ortamlar

asagida verilmistir.

i- SH besin ortami

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

ii- MS besin ortam

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

iii- N¢ besin ortamm

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

b- Cicek ve cigek organlan kiiltiirii

F. persica’nin ¢icek organlar yiizey sterilizasyonundan sonra ovaryum ve anterleri

alinarak eksplant olarak kullanilmistir. 5’er tane eksplant 1, 2, 4 ve 8 mg/l Zeatin ve 0,

0.5, 1 mg/l IBA igeren MS besin ortaminda karanlikta kiiltiire alinmistir.

3.2.6 Koklendirme calismalari

Soganciklarin koklenmesinde herhangi bir sorun yasanmamistir. Bu nedenle ayrica bir

koklendirme ¢alismasi yapilmamaistir.
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3.2.7 In vitro’da iiretilen soganciklarin olgunlastirilmasi ve dis sartlara ahstirilmasi

In vitro’da iiretilen Fritillaria soganciklarinin kii¢lik ve bitki dokularimin gevsek olmasi
sebebiyle soganciklarin olgunlastirilmasi ve bitki dokularinin sikilasmasini saglamak

amaciyla asagidaki denemeler yapilmustir.

i- Agar - jelrit denemesi

In vitro’da gelisen soganciklar degisik oranlarda agar ve jelrit katilagtiricilar1 kullanilan

MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir.

ii- Tuz denemesi

In vitro’da gelisen soganciklar 20 g/l sukroz igeren MS besin ortamima 10 ve 20 g/l
oranlarinda KCI, NaCl ve CaCl, ilave edilerek kiiltiire alinmistir. Tim kiiltiirler 16
°C’de 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyotta gergeklesmistir. Soganciklar 15
giin sonra MS besin ortamina aktarilmis, 1 ay sonrada kasalar igerisine dikilerek dis

kosullara aktarilmistir.

iii- Agar — jelrit — sicaklik denemesi

In vitro’da gelisen soganciklar degisik oranlarda agar ve jelrit katilagtiricilar1 kullanilan

MS besin ortamina alinarak 4, 16 ve 23 °C’de kiiltiire alinmastir.

Soganciklarin olgunlastirma c¢aligmalarindan sonra dis kosullara aktarilmasindan once
dormansinin kirilmasi i¢in 4 °C’de 2 ay bekletilmistir. Daha sonra steril edilmis 2:1:1:1
oraninda torf, vermikiilit, kum ve perlit karistmina dikilip {izerlerine nem kaybini

onlemek icin poset gecirilmis ve 23 °C’deki iklim odasina alinmistir.
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3.2.8 Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi

Rejenerasyon denemeleri 4 tekerriirlii olarak Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore
kurulmus olup, her bir tekerriirde 10 ekplantin kiiltiire alindigi 100x10 mm’lik petri
kutular1 kullanilmistir. Caligmadan elde edilen veriler bilgisayarda “SPSS for
Windows” programi ile tesadiif parselleri deneme desenine gore analiz edilmistir.
Uygulama ortalamalar1 Duncan testi ile karsilastirllmistir. Yiizde degerleri istatistik
analizi yapilmadan once “arcsin transformasyon”una tabi tutulmustur (Snedecor ve

Cochran 1967).
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4. BULGULAR

4.1 F. imperialis ve F. persica Tohumlarimin In Vitro Cimlendirilmesi

4.1.1 F. imperialis tohumlarinin in vitro’da ¢cimlendirilmesi

F. imperialis’e ait tohumlar ylizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra
¢imlendirilmesi i¢gin MSO besin ortamina yerlestirilerek 4, 16 ve 24 °C’de kiiltiire
alinmistir.  Soganli bitkilerdeki dormansi istegi g6z Oniine alinarak ¢imlenme
durumlarina gore 4 °C’deki tohumlar 1-3 ay 6n {islitmeye tabi tutulmus ve daha sonra
16 °C’ye cikarilmistir. F. imperialis’in degisik sicaklik ve siirelerin ¢imlenme oranina

ait varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1 Farkli sicaklik ve siirelerin F. imperialis tohumlarinin ¢imlenmesine
etkisine ait varyans analizi

Cimlenme oram (%)
VK S.D K.O F
Sicaklik 4 5560.00 166.80**
Hata 10 33.33 -
Genel 14 - -

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.1 incelendiginde, ¢imlenme oranina sicakligin etkisi 0.01 diizeyinde énemli
bulunmustur. Gézlenen farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi

sonugclari ¢izelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2 Farkli sicaklik ve siirelerin F. imperialis tohumlarinin ¢cimlenmesine etkisi

Cimlenme derecesi 4 °C’de kalma siiresi Cimlenme oram
((®) (ay) (%)
4 1 0.0c
4 2 46.7b
4 3 96.7 a
16 _ 00c
24 _ 0.0c

Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.2 incelendiginde, en yiiksek cimlenme orani %96.7 ile 4 °C’de 3 ay
sonucunda elde edilmistir. 24 °C’deki tohumlarda 1 hafta igerisinde kararma meydana
gelmis, cimlenme olmamistir. 16 °C’de bulunan tohumlarda ¢imlenme ve kararma
gorilmemistir. 4 °C’de 1 ay bekletilen tohumlar 16 °C’ye cikarildiginda kararma ve
cimlenme olmazken, burada 2-3 ay bekletilen tohumlarda ¢imlenme baslamistir. 16
°C’ye ¢ikarildiginda ise 1 hafta i¢erisinde ¢imlenen tohumlarda yesil siirglinler meydana

gelmigtir. Bundan 1 hafta sonra da ¢imlenen tohumlar sogancik olusturmaya baslamistir

(Sekil 4.1).

Sekil 4.1 F. imperialis tohumlarinin 2-3 ay igerisinde 4 °C’de ¢imlenmesi (solda) ve 16
°C’ye alinmig tohumlarin siirgiin ve sogancik olusturmasi (sagda)
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4.1.2 Siverek kokenli F. persica tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesi

Siverek kokenli F. persica tohumlar1 yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra
¢imlendirilmesi i¢gin MSO besin ortamina yerlestirilerek 4, 16 ve 24 °C’de kiiltiire
alinmistir.  Soganli bitkilerdeki dormansi istegi gbz Oniine alinarak ¢imlenme
durumlarina gore 4 °C’deki tohumlar 1-3 ay 6n {islitmeye tabi tutulmus ve daha sonra
16 °C’ye ¢ikarilmistir. Degisik sicaklik ve siirelerin F. persica tohumlarinin ¢imlenme

oranina ait varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3 Farkli sicaklik ve siirelerin Siverek kokenli F. persica tohumlarinin
¢imlenmesine etkisine ait varyans analizi

Cimlenme oranmi (%)
VK S.D K.O F
Sicaklik 4 7600.00 228.00%**
Hata 10 33.33 -
Genel 14 - -

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.3 incelendiginde ¢imlenme oranimna sicakligin etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Gozlenen farkliligin 6nem diizeyini belirlemek icin yapilan Duncan testi

sonuglar1 ¢izelge 4.4°te verilmistir.

34



Cizelge 4.4 Farkhi sicaklik ve siirelerin Siverek kokenli F. persica tohumlarinin
cimlenmesine etkisi

Cimlenme derecesi (°C) | 4 °C’de kalma siiresi (ay) | Cimlenme oram (%)
4 1 0.0b
4 2 86.7 a
4 3 96.7a
16 _ 0.0b
24 _ 0.0b

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.4 incelendiginde 24 °C’deki Siverek kokenli F. persica tohumlarinda 1 hafta
icerisinde kararmadan dolayr ¢imlenme olmamistir. 16 °C’de bulunan tohumlarda
¢imlenme ve kararma goriilmemistir. 4 °C’de 1 ay bekletilen tohumlar 16 °C’ye
cikarildiginda kararma ve ¢imlenme olmazken, burada 2-3 ay bekletilen tohumlarda
cimlenme baglamistir ve en yiiksek ¢imlenme orani %96.66°dir. 16 °C’ye ¢ikarildiginda

ise 1 hafta igerisinde ¢imlenen tohumlarda yesil siirgiinler meydana gelmistir. Bundan 1

hafta sonra da ¢imlenen tohumlar sogancik olusturmaya baglamistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 F. persica (Siverek orijinli) tohumlariin 2-3 ay igerisinde 4°C’de ¢imlenmesi
(solda) ve 16 °C’ye aktarilmis tohumlarin siirgiin ve sogancik olusturmasi
(sagda)
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4.1.3 Mersin kokenli F. persica tohumlarinin in vitro cimlendirilmesi

Mersin kokenli F. persica tohumlar1 ylizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra
¢imlendirilmesi i¢gin MSO besin ortamina yerlestirilerek 4, 16 ve 24 °C’de kiiltiire
alinmistir. Diger tiirlerde de goriildiigi gibi 16 ve 24 °C’de ¢imlenme olmamuis, 4 °C’de
cimlenme olmus fakat tohumlarinda endogenik funguslardan dolayr bulasik

gorilmiistiir.

Bir bagka calismada tohumlar filtre kagidi arasinda da ¢imlendirilmistir (Sekil 4.3).
Filtre kagid1 arasinda ¢imlenme diger besin ortamina gore daha cabuk ve %100’e yakin
c¢imlenme olmustur. Daha sonra siirgiin ve sogancik olusumu i¢in MSO besin ortamina

alinmustir.

Sekil 4.3 Fritillaria tohumlarinin filtre kagidi arasinda ¢imlenmesi

4.2 Fritillaria imperialis’te In Vitro Sogancik Elde Edilmesi

4.2.1 F. imperialis’in olgunlasmamis embriyolarimin kiiltiirii

Birinci denemede dogal yetisme alanlarindan toplanan F. imperialis’in olgunlagsmamis
meyveleri yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra yaklasitk 1-2 mm

bliyiikliiglindeki olgunlasmamis tohumlardan embriyolar ¢ikartilarak birinci protokole
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gore MS iceren besin ortamlarinda 16 °C’de 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik
fotoperiyotta kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baslangicindan yaklasik 1 hafta sonra
embriyolarin hacimlerinde bir artis olup, 1 ay sonra da kiigiik ve sert kallus olusumu

baslamistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4 F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda 1 ay sonra 0.25 mg/I
TDZ ve 0.5 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda kallus olusumu

Kiiltiirler ayda bir defa alt kiiltiire alinmistir. Bes ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantlarinda ¢ok sayida siirgiin gozlenmistir (Sekil 4.5). Alt1 ay sonra olgunlasmamis

embriyolar iizerinde silirgiin sayimi yapilmstir.

Sekil 4.5 F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo eksplantlari iizerinde 5 ay sonra 0.5
mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda siirgiin gelisimi
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Kiiltiir baglangicindan 6 ay sonra olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda farkli TDZ ve
NAA dozlarmin kallus olusturan eksplant oran1 ve eksplant bagina siirglin sayisina ait

varyans analizi sonuclari ¢izelge 4.5°te verilmistir.

Cizelge 4.5 Farkli TDZ ve NAA dozlarimin F. imperialis’in olgunlagsmamis embriyo
eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait varyans

analizi
Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan | Eksplant Basina
Eksplant Orani (%) Eksplant Orani Siirgiin Sayisi
V.K (%) (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 656.66 3.42%* 110.00 0.73 1.53 1.85%
Hata 18 191.66 - 150.00 - 0.82 -
Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.5 incelendiginde, kallus olusturan eksplant oranina ortamlarin etkisi 0.01 ve
eksplant basina siirgiin sayisina etkisi ise 0.05 diizeyinde onemli bulunmustur. Siirgiin
olusturan eksplant oranina ortamlarin etkisi istatistiksel olarak onemsiz bulunmustur.
Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek icin yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.6’da

verilmistir.
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Cizelge 4.6 Farklit TDZ ve NAA dozlarimin F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Biiyiime Kallus Siirgiin Eksplant Basina
Diizenleyicileri Olusturan Olusturan Siirgiin Sayisi
(mg/l) Eksplant Oran Eksplant Oram (adet)

0 (%)
(%0)

TDZ NAA
0.25 0 32.5ab’ 72.5 3.23b°
0.25 0.5 45.0a 75.0 4.40 ab
0.5 0 32.5ab 67.5 3.90 ab
0.5 0.5 25.0ab 77.5 5.06a
1 0 15.0b 77.5 3.77 ab
1 0.5 10.0b 65.0 4.14 ab

" Ayn siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
* Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.6 incelendiginde, F. imperialis’te kiiltir baglangicindan 6 ay sonra
olgunlagsmamis embriyo eksplantlarinda kallus olusturan eksplant oran1 bakimindan en
yiiksek deger %45.0 ile 0.25 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA, en diisiik deger ise %10.0 ile
1 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA iceren besin ortamindan elde edilmistir. Eksplant bagina
slirgiin sayis1 bakimindan en fazla siirgiin sayis1 5.06 adet ile 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/1
NAA ve en az 3.23 adet siirgiin sayis1 0.25 mg/l TDZ iceren besin ortamindan elde

edilmistir.

Sogancik olusumunu tesvik etmek amaciyla ilk 6 aylik siirgiin rejenerasyonundan sonra
eksplantlar 60 g/l sukroz iceren MS besin ortaminda 4 °C’de 6 ay bekletilmistir. Daha
sonra 4 °C’de bekletilen kiiltiirler 16 °C’ye alindiktan 2 ay sonra sogancik sayimi
yapilmustir (Sekil 4.6). Kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra sogancik olusturan eksplant
orani, eksplant bagina sogancik sayist ve sogancik capina ait varyans analizi sonuglari

cizelge 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.6 Kiiltiir baglangicindan 14 ay sonra 0.25 mg/l TDZ igeren MS besin ortaminda
olgunlagsmamis F. imperialis embriyolarindan sogancik olusumu

Cizelge 4.7 Farkli TDZ ve NAA dozlariin F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik olusumuna etkisine ait varyans
analizi

Sogancik Olusturan Eksplant Basina Sogancik Capi
Eksplant Orani (%) Sogancik Sayisi (mm)
VK (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 1996.66 | 31.25** 6.91 1.06* 0.53 1.20%**
Hata 18 63.88 - 6.48 - 0.44 -
Genel 23 - - - - - -

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

Cizelge 4.7 incelendiginde, sogancik olusturan eksplant orani ve sogancik capina
ortamlarin etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli iken, eksplant basma sogancik sayisina
ortamlarin etkisi ise 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini

belirlemek icin yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4. 8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8 Farkli TDZ ve NAA dozlarinin F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik olusumuna etkisi

Biiyiime Sogancik Eksplant Sogancik
Diizenleyicileri Olusturan Basina Cap1 (mm)
(mg/l) Eksplant Sogancik
Oram (%) Sayis1 (adet)
TDZ NAA
0.25 0 47510 5.12 ab’ 4.02a'
0.25 0.5 450b 4.78 ab 3.37 ab
0.5 0 52.5b 7.12 a 3.26b
0.5 0.5 95.0a 722 a 3.72 ab
1 0 85.0a 395b 3.95 ab
1 0.5 85.0a 5.92 ab 4.15a

! Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
? Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.8 incelendiginde F. imperialis’te sogancik olusturan eksplant orani en fazla
%95.0 ile 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA ve en az (%45.0) 0.25 mg/l TDZ ve 0.5 mg/I
NAA igeren besin ortamindan elde edilmistir. Eksplant basina sogancik sayisi ise en
fazla 7.22 adet ile 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA ve en az 3.95 ile 1 mg/l TDZ igeren
besin ortamindan elde edilmistir. Sogancik c¢ap1 en yiiksek 4.15 mm ile 1 mg/l TDZ ve
0.5 mg/l NAA iceren besin ortamindan elde edilirken, en diisiikk (3.26 mm) 0.5 mg/1

TDZ iceren besin ortamindan elde edilmistir.

F. imperialis’in kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra 0.5 mg/l TDZ iceren MS besin
ortaminda olgunlasmamis embriyolardan sogancik ve yaprak olusumu Sekil 4.7’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.7 F. imperialis’in olgunlasmamis embriyolarindan 14 ay sonra 0.5 mg/l TDZ

iceren MS besin ortaminda olusan soganciklar

Ikinci denemede F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo eksplantlar1 farkli BAP ve

NAA iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Denemede kallus olusumu ¢ok az

olurken cok sayida tek silirgiin olusumu goézlenmistir. 6 ay sonra kallus olusturan

eksplant orani, siirgiin olusturan eksplant orani ve eksplant basina siirgiin sayisina ait

varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9 Farkli BAP ve NAA dozlarinin F. imperialis’in olgunlagsmamis embriyo
eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait varyans

analizi
Kallus Olusturan Eksplant | Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Oram (%) Eksplant Orani Siirgiin Sayis1

V.K (%) (adet)

S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 68.75 3.53**% | 1188.19 | 6.48** 3.53 2.35%*
Hata 18 19.44 - 183.33 - 1.42 -
Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.9 incelendiginde, kallus olusturan eksplant orani, siirgiin olusturan eksplant
oran1 ve eksplant basina siirgiin sayisina ortamlarin etkisi 0.01 diizeyinde Onemli
bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari

cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10 Farklit BAP ve NAA dozlarinin F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Biiyiime Diizenleyicileri Kallus Siirgiin Eksplant
(mg/1) Olusturan Olusturan Basina Siirgiin
Eksplant Oram1 | Eksplant Oram Sayisi (adet)
BAP NAA (%) (%)
1 - 50b 55.0a 2.34 abc
1 0.25 25b 45.0 ab 2.49 abc
1 0.5 12.5a 35.0 abc 3.06a
2 - 00b 32.5bc 1.66 abc
2 0.25 00b 22.5¢cd 2.79 ab
2 0.5 25b 22.5cd 2.77 ab
4 - 0.0b 7.5d 1.0 be
4 0.25 00b 7.5d 1.0 bc
4 0.5 0.0b 7.5d 0.62 ¢

Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.

Cizelge 4.10 incelendiginde, F. imperialis’te kiiltiir baslangicindan 6 ay sonra
olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda kallus olusturan eksplant orani bakimindan en
yiikksek deger %12.5 ile 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde
edilirken, en diisiik deger ise %2.5 ile 1 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA veya 1 mg/l BAP
ve 0.25 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilmistir. Ayrica ortamda BAP orani
artis1 kallus olusumuna olumsuz etkisi goriilmiistiir. 2 mg/l BAP ile 0.5 mg/l NAA
iceren ortam disinda diger ortamlarda kallus gozlenmemistir. F. imperialis’te
olgunlagsmamis embriyo eksplantlarinda BAP ve NAA igeren MS besin ortaminda
diisiik oranda kallus ve siirgiin olusumu meydana gelmistir (Sekil 4.8). Eksplantlardan

tek silirgiinler meydana gelmis olup, istenilen oranda siirgiin ve sogancik olugsmamastir.
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Siirgiin olusturan eksplant oram1 %7.5-55.0 arasinda gozlenirken en yiliksek deger
%55.0 1 mg/l BAP ve en diisiik %7.5 siirgiin olusturan eksplant oran1 4 mg/l BAP ile 0,
0.25, ve 0.50 mg/l NAA igeren ortamindan elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin
sayis1 bakimindan 0.62 ile 3.06 adet arasinda kaydedilmistir. En fazla siirglin sayist 1
mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA ve en diisiik 0.62 ise 4 mg/l BAP ile 0.50 mg/l NAA

iceren ortaminda kaydedilmistir.

Sekil 4.8 Kiiltiir baglangicindan 4 ay sonra 4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren MS
besin ortaminda F. imperialis embriyolarindan slirgiin olusumu

Sogancik olusumunu tegvik etmek amaciyla ilk 6 aylik siirgiin rejenerasyonundan sonra
eksplantlar 60 g/l sukroz iceren MS besin ortaminda 4 °C’de 6 ay bekletilmistir. 4 °C’de
bekletilen kiiltiirler 16 °C’ye alindiktan 2 ay sonra sogancik sayimi yapilmistir. Kiiltiir
baslangicindan 14 ay sonra eksplantlar {izerinde sogancik olusturan eksplant orani,
eksplant basina sogancik sayisi ve sogancik ¢apina ait varyans analizi sonuglari ¢izelge

4.11°de verilmistir.
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Cizelge 4.11 Farkli BAP ve NAA dozlarinin F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik olusumuna etkisine ait varyans

analizi
Sogancik Olusturan Eksplant Basina Sogancik Capi
Eksplant Orani (%) Sogancik Sayisi (adet) (mm)
Y SpT xo F K.O F K.0 F
Ortam 5 3590.27 | 12.46** 23.08 5.59%%* 23.25 12.25%%*
Hata 18 287.96 - 4.13 - 1.89 -
Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.11 incelendiginde, sogancik olusturan eksplant orani, eksplant basina

sogancik sayist ve sogancik c¢apma ortamlarin etkisi 0.01 diizeyinde Onemli

bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari

Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12 Farkli BAP ve NAA dozlarimin F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik olusumuna etkisi

Biiyiime Diizenleyicileri Sogancik Eksplant Basina | Sogancik Cap1
(mg/l) Olusturan Sogancik Sayisi (mm)
Eksplant Orani (adet)
BAP NAA (%)

1 - 725a 4.81 ab 5.88a

1 0.25 70.0 a 4.07 abc 5.46 ab

1 0.5 65.0 ab 7.16 a 6.06 a

2 - 67.5 ab 3.67 bed 4.96 ab

2 0.25 17.5 cd 3.67 bed 6.04 a

2 0.5 42.5 be 5.82 ab 3.51b

4 - 17.5 cd 0.79 de 1.46 ¢

4 0.25 5.0d 1.12 cde 098¢

4 0.5 0.0d 0.0e 0.0c

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.
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Cizelge 4.12 incelendiginde F. imperialis’te Xkiiltir baslangicindan 14 ay sonra
olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda sogancik olusturan eksplant oran1 %0 ile 72.5
arasinda kaydedilmistir. Sogancik olusturan eksplant orani en fazla %72.5 ile 1 mg/l
BAP ve en az ise %5.0 ile 4 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA iceren besin ortamindan elde
edilmistir. Ayrica, 4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren besin ortamindan sogancik elde
edilememistir. Eksplant basina sogancik sayis1 bakimindan en yiiksek deger 7.16 adet
ile 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA ve en diisiik deger ise 0.79 adet ile 4 mg/l BAP iceren
besin ortamindan elde edilmistir. 6.06 mm ile 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren
besin ortaminda en yiiksek sogancik ¢api olusurken, 0.98 mm ile 4 mg/l BAP ve 0.25

mg/l NAA igeren besin ortaminda en diisiik sogancik cap1 elde edilmistir.

Uciincii denemede F. imperialis’te kiiltiir baslangicindan 6 ay sonra olgunlasmamis
embriyo eksplantlarinda farkli Kinetin ve NAA dozlarinin kallus olusturan eksplant
orani, siirgiin olusturan eksplant oran1 ve eksplant bagina siirgiin sayisina ait varyans

analizi sonuglari ¢izelge 4.13’te verilmistir.

Cizelge 4.13 Farkli Kinetin ve NAA dozlarinin F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait varyans

analizi
Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Eksplant Oram Eksplant Oram Siirgiin Sayisi
V.K (%) (%) (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 1406.66 | 4.96** 857.50 3.88%* 2.96 2,62%*
Hata 18 283.33 - 220.83 - 1.13 -
Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.13 incelendiginde, kallus olusturan eksplant orani, siirgiin olusturan eksplant
oran1 ve eksplant bagina siirgiin sayisina ortamlarin etkisi 0.01 diizeyinde Onemli
bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari

cizelge 4.14’te verilmistir.
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Cizelge 4.14 Farkli Kinetin ve NAA dozlarinin F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Biiyiime Diizenleyicileri Kallus Siirgiin Eksplant
(mg/1) Olusturan Olusturan Basina Siirgiin
Eksplant Eksplant Oram Sayis1 (adet)

. . o

0.5 - 40.0 ab 72.5a 523 a

0.5 0.5 62.5a 52.5ab 3.55ab
1 - 22.5bc 50.0 abc 4.30 ab
1 0.5 42.5 ab 57.5 ab 3.76 ab
2 - 10.0 c 47.5 be 3.81 ab
2 0.5 22.5bc 275¢c 2.62b

Ay siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.

Cizelge 4.14 incelendiginde F. imperialis’te kiltir baslangicindan 6 ay sonra
olgunlagsmamis embriyo eksplantlarinda kallus olusturan eksplant oran1 bakimindan en
yiiksek deger 9%62.5 ile 0.5 mg/l Kinetin ve 0.5 mg/l NAA ve en diisiik deger ise %10
ile 2 mg/l Kinetin igeren besin ortamindan elde edilmistir. Siirgiin olusturan eksplant
orani bakimindan en yiiksek deger %72.5 ile 0.5 mg/l Kinetin ve en diisiik deger ise
%27.50 ile 2 mg/l Kinetin ve 0.5 mg/l NAA iceren besin ortamindan elde edilmistir.
5.23 adet ile 0.5 mg/l Kinetin igeren besin ortaminda en fazla siirgiin olusurken 2.62
adet ile 2 mg/l Kinetin ve 0.5 mg/l NAA iceren besin ortaminda en az siirglin elde

edilmistir.

Sogancik olusumunu tesvik etmek amaciyla eksplantlar 60 g/l sukroz iceren MS besin
ortaminda 4 °C’de 6 aya kadar bekletilmistir. Daha sonra 4 °C’de bekletilen kiiltiirler 16
°C’ye alindiktan 2 ay sonra sogancik sayimmi yapilmistir. Kiiltiir baglangicindan 14 ay
sonra F. imperialis’in olgunlagsmamis embriyo eksplantlar lizerinde sogancik olusturan
eksplant orani, eksplant bagina sogancik sayis1 ve sogancik capina ait varyans analiz

sonugclari ¢izelge 4.15°te verilmistir.
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Cizelge 4.15 Farkli Kinetin ve NAA dozlarinin F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik olusumuna etkisine ait varyans

analizi
Sogancik Olusturan Eksplant Basina Sogancik Capi
Eksplant Oram (%) Sogancik Sayisi (mm)
V.K (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 1504.16 | 6.81%** 11.11 5.61%* 5.86 7.38%*
Hata 18 220.83 - 1.98 - 0.79 -
Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.15 incelendiginde, sogancik olusturan eksplant orani, siirgiin, eksplant basina

sogancik sayist ve sogancik c¢apma ortamlarin etkisi 0.01 diizeyinde Onemli

bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari

cizelge 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.16 Farkli Kinetin ve NAA dozlarinin F. imperialis’in olgunlagmamis embriyo
eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik olusumuna etkisi

Biiyiime diizenleyicileri Sogancik Eksplant Basina | Sogancik Capi
(mg/1) Olusturan Sogancik Sayisi (mm)
Eksplant Oram (adet)
Kinetin NAA (%)
0.5 - 87.5a 6.04 ab 6.18 a
0.5 0.5 87.5a 5.2 abc 4.66 b
1 - 82.5a 3.58 cd 5.07 ab
1 0.5 62.5b 6.79 a 5.28 ab
2 - 575¢ 4.25 bed 435b
2 0.5 400 ¢ 2.25d 257¢

Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.
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Cizelge 4.16’da goriildiigi gibi olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda sogancik
olusturan eksplant oran1 %40.0 ile 87.5 arasinda kaydedilmistir. En fazla sogancik
olusturan eksplant oranmi (%87.50) 0.5 mg/l Kinetin ile 0, 0.5 mg/l NAA iceren besin
ortamlarindan elde edilmistir. En az sogancik olusturan eksplant orani (%40.0) ise 2
mg/l Kinetin ve 0.5 mg/l NAA igeren MS besin ortamindan elde edilmistir. Eksplant
basina sogan sayist 2.25-6.79 adet ve sogan cap1 ise 2.57-6.18 mm arasinda
kaydedilmisitr. En fazla eksplant basina sogan sayis1 1 mg/l Kinetin ve 0.5 mg/l NAA
ve en az eksplant basina sogan sayisi ise 2 mg/l Kinetin ve 0.5 mg/l NAA iceren besin
ortamindan elde edilmistir. 6.18 mm ile 0.5 mg/l Kinetin igeren besin ortaminda en
yiiksek sogan ¢ap1 olusurken, 2.57 mm ile 2 mg/I Kinetin ve 0.5 mg/l NAA iceren besin

ortaminda en diislik sogan ¢ap1 elde edilmistir.

Dordiincii denemede F. imperialis’te kiiltiir baslangicindan 6 ay sonra olgunlasmamis
embriyo eksplantlarinda farkli 2,4-D dozlarinin kallus olusturan eksplant orani, siirgiin
olusturan eksplant oran1 ve eksplant bagina siirgiin sayisina ait varyans analizi sonuglari

cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17 Farkli 2,4-D dozlarinin F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait varyans

analizi
Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan | Eksplant Basina
Eksplant Oram (%) Eksplant Oram Siirgiin Sayisi
V.K (%) (adet)

S.D K.O F K.O F K.O F

Ortam 2 1158.33 | 13.90** 33.33 3.00%** 1.33 3.00%*
Hata 9 83.33 - 11.11 - 0.44 -
Genel 11 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.17 incelendiginde, kallus olusturan eksplant orani, siirgiin olusturan eksplant
oran1 ve eksplant bagina siirgiin sayisina ortamlarin etkisi 0.01 diizeyinde Onemli
bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari

cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18 Farkli 2,4-D dozlarinin F. imperialis’in olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Biiyiime Kallus Olusturan | Siirgiin Olusturan | Eksplant Basina
Diizenleyicileri Eksplant Oram Eksplant Oram Siirgiin Sayisi
(mg/l) (%0) (o) (adet)
2,4-D
1 0.0b 1.0 5.0
2 325a 0.0 0.0
4 7.5b 0.0 0.0

Ay siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.

Cizelge 4.18’de goriildiigii gibi kiiltiir baglangicindan 6 ay sonra olgunlasmamis
embriyo eksplantlarinda kallus olusturan eksplant oran1 bakimindan en yiiksek deger
%32.5 ile 2 mg/l 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilmistir. En diisiik deger ise
%7.5 ile 4 mg/1 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilmistir. 1 mg/l 2,4-D iceren besin
ortaminda kallus olusumu olmamistir. Eksplantlar iizerinde kallus olusumu olduktan
sonra, kalluslar lizerindeki kararmalar nedeniyle gelisme olmamis dolayisiyla siirgiin

olusumu gbézlenememistir.

4.2.2 F. imperialis’in etli sogan pul yapraklariin kiiltiirii
F. imperialis’in etli sogan pul yapraklariin yiizey sterilizasyonu icin 3 farkli yontem

denenmis ancak basarili olmamis ve eksplantlar {izerinde bakteriyel ve fungus kokenli

bulasikliklar giderilememistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 F. imperialis’in soganlarinin ylizey sterilizasyonundan 1 hafta sonra gozlenen
bulasiklik durumu

4.2.3 Yaprak ve yaprak sap kiiltiirii

F. imperialis’in tarladaki soganlarindan ¢ikan ilk yapraklar ylizey sterilizsayonu
yaptiktan sonra 24 °C’de karanlikta kiiltiire alinmistir. Ancak, tiim eksplantlar iizerinde

kararmalar olmus ve gelisme gozlenmemistir.

4.3 Siverek Kokenli Fritillaria persica’da In Vitro Sogancik Elde Edilmesi

4.3.1 Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyolarinin kiiltiirii

Ilk calismada dogal yetisme alanlarindan toplanan Siverek kdkenli F. persica’ya ait
meyveler yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra yaklagtk 1-2 mm
bliyiikliiglindeki olgunlasmamis embriyolar tohumlardan ¢ikartilarak Protokol 1’deki
gibi (TDZ ve NAA igeren) ortamlarda 16 °C’de 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik
fotoperiyotta kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baslangicindan yaklasik 1 hafta sonra
embriyolarin hacimlerinde bir artis ve meristematik silirgiinler gézlenmis olup, 1 ay
sonra da kallus (kiigiik ve sert) olusumu baslamistir. Daha sonra, kiiltiirler aylik kiiltiire
alimmistir. Kiiltiir baglangicindan 6 ay sonra siirgiin sayimi yapilarak, eksplantlarda
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sogancik gelisimini tesvik etmek amaciyla 4 °C’de 6 aya kadar bekletilmistir. Daha

sonra, 4 °C’de bekletilen kiiltiirler 16 °C’ye alinarak 2 ay sonra sogancik sayimi

yapilmigtir. Kiiltiir baglangicindan 6 ay sonra olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda

farkl1 TDZ ve NAA dozlarinin kallus olusturan eksplant oran1 ve eksplant bagina siirgiin

sayisina ait varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.19°da verilmistir.

Cizelge 4.19 Farklh TDZ ve NAA dozlarmin Siverek kokenli F. persica’nin

olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi
Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan Eksplant Basina

Eksplant Orani (%) Eksplant Oran Siirgiin Sayisi
V.K (%) (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 246.66 | 2.86** 64.16 0.48 0.26 0.58
Hata 18 86.11 - 131.94 - 0.44 -
Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.19 incelendiginde, ortamlarin kallus olusturan eksplant oranina etkisi 0.01

diizeyinde onemli bulunmustur. Ancak, ortamlarin siirgiin olusturan eksplant orani ve

eksplant bagina siirglin sayisina etkisi ise istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur.

Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek icin yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.20°de

verilmisgtir.
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Cizelge 4.20 Farklh TDZ ve NAA dozlarmin Siverek kokenli F. persica’nin
eksplantlarindan 6

olgunlagmamis

rejenerasyonuna etkisi

embriyo

sonra surgin

Biiyiime Kallus Olusturan | Siirgiin Olusturan | Eksplant Basina
Diizenleyicileri (mg/l) | Eksplant Oram Eksplant Oram Siirgiin Sayisi
(%) (%) (adet)

TDZ NAA
0.25 - 15.0 ab 40.0 2.39
0.25 0.5 15.0 ab 32.5 2.22
0.5 - 2.5Db 32.5 1.64
0.5 0.5 25.0a 37.5 1.99
1 - 15.0 ab 37.5 2.15
1 0.5 225a 42.5 2.17

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.20 incelendiginde, kiiltiir baslangicindan 6 ay sonra Siverek kokenli F.

persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda kallus olusturan eksplant orani

%2.5-25 arasinda bulunmustur. En fazla kallus olusturan eksplant oran1 0.5 mg/l TDZ

ve 0.5 mg/l NAA ve en az ise 0.5 mg/l TDZ iceren besin ortamindan elde edilmistir.

Siirgilin olusturan eksplant oran1 ve eksplant basina siirgiin sayisi sirastyla %32.50-42.50

ve 1.64-2.29 adet olarak kaydedilmistir.

Sogancik olusumunu tesvik etmek amaciyla eksplantlar 60 g/l sukroz igeren MS besin

ortaminda 4 °C’de 6 ay’a kadar bekletilmistir. Daha sonra 4 °C’de bekletilen kiiltiirler

16 °C’ye alindiktan 2 ay sonra sogancik sayimi yapilmistir. Kiiltiir baglangicindan 14 ay

sonra Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan sogan

olusturan eksplant orani, eksplant bagina sogan sayisi ve sogan ¢apina ait varyans analiz

sonuclari ¢izelge 4.21°de verilmistir.

53




421 Farkh TDZ ve NAA dozlarmin Siverek kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik
olusumuna etkisine ait varyans analizi

Cizelge

Sogancik Olusturan Eksplant Basina Sogancik Cap
Eksplant Orani (%) Sogancik Sayisi (mm)
V.K (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 597.50 3.18%* 18.17 2.09* 1.22 1.79*
Hata 18 187.50 - 8.6 - 0.68 -
Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.21 incelendiginde, ortamlarin sogancik olusturan eksplant oranina etkisi 0.01
diizeyinde 6nemli iken, eksplant basina sogancik sayist ve sogancik ¢apina etkisi ise
0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan

Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.22°de verilmistir.

Cizelge 4.22 Farklh TDZ ve NAA dozlarmin Siverek kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik

olusumuna etkisi

Biiyiime Diizenleyicileri Sogancik Eksplant Sogancik

(mg/1) Olusturan Basina Capi
Eksplant Oram | Sogancik Sayisi (mm)

TDZ NAA (%) (adet)
0.25 0 52.5 abc' 6.66 ab’ 5.29a°
0.25 0.5 47.5 be 10.19 a 5.03 ab
0.5 0 375¢ 7.96 ab 5.22 ab
0.5 0.5 72.5a 396 b 4.36 ab
1 0 50.0 be 5.64 ab 390b
1 0.5 62.5 ab 7.64 ab 5.02 ab

' Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
?Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.22 incelendiginde, kiiltiir baglangicindan 14 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantlarinda sogancik olusturan eksplant oran1 bakimindan en yiiksek deger %72.5
ile 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilmistir. En diistik
deger ise %37.5 ile 0.5 mg/l TDZ iceren besin ortamindan elde edilmistir. Eksplant
basina sogancik sayisi bakimindan en yiiksek deger %10.19 ile 0.25 mg/l TDZ ve 0.5
mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilmistir. En diisiik deger ise % 3.96 ile 0.25
mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilmistir. Sogancik ¢ap1 en
fazla 5.29 mm ile 0.25 mg/l TDZ iceren besin ortamindan elde edilirken, en diistik 3.9

mm ile 1 mg/l TDZ igeren besin ortamindan elde edilmistir.

Ikinci denemede Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlari
farkli BAP ve NAA igeren ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Eksplantlarinda kiiltiir
baslangicindan 1 ay sonra kiiclik ve sert kallus olusumu meydana gelmis olup,

meristematik u¢lar gdzlenmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10 Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan
kiiltiir baglangicindan 1 ay sonra kiigiik-sert kallus ve meristematik uclarin
olusumu

6 ay sonra Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda

somatik embriyolardan siirgiinler meydana gelmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda kiiltiir
baslangicindan 6 ay sonra 1 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren MS besin
ortaminda siirgiin olusumu

Kiiltiir baslangicindan 6 ay sonra farkli BAP ve NAA dozlarina ait varyans analizi

sonugclari ¢izelge 4.23’te verilmistir.

Cizelge 4.23 Farkli BAP ve NAA dozlarinin Siverek kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Eksplant Oram (%) Eksplant Orani Siirgiin Sayis1
V.K (%) (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 238.19 | 2.05%* | 584.02 4.32%* 0.74 0.41
Hata 18 115.74 - 135.18 - 1.81 -
Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.23 incelendiginde, ortamlarmin kallus olusturan eksplant orani ve siirgiin
olusturan eksplant oranina etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Ortamlarin

eksplant basina siirgiin sayisina etkisi istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur.
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Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek icin yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.24’te

verilmisgtir.

Cizelge 4.24 Farkli TDZ ve NAA dozlarmin Siverek kdkenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 6
rejenerasyonuna etkisi

ay

sonra surgln

Bilyiime Kallus Olusturan | Siirgiin Olusturan Eksplant
Diizenleyicileri Eksplant Oram Eksplant Oram1 | Basina Siirgiin
(mg/l) (%) (%) Sayisi (adet)

BAP NAA

1 - 7.50 b 20.0 be 2.04

1 0.25 17.5 ab 40.0 a 2.52

1 0.5 25.0 ab 40.0 a 1.95

2 - 20.0 ab 27.5 abc 2.6

2 0.25 30.0a 40.0 a 245

2 0.5 15.0 ab 35.0 ab 2.57

4 - 7.5b 10.0 c 1.87

4 0.25 10.0b 20.0 be 2.7

4 0.5 15.0 ab 12.5¢ 3.25

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.24 incelendiginde, kiiltiir baslangicindan 6 ay sonra olgunlagsmamis embriyo

eksplantlarinda kallus olusturan eksplant oran1 bakimindan en yiiksek deger (%30.0) 2
mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA ve en diisiikk deger (%7.5) 1 mg/l BAP ve 4 mg/l BAP

iceren besin ortamindan elde edilmistir. Siirgiin olusturan eksplant orani bakimindan en
yiiksek deger (%40) 1 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA, 1 mg/l BAP ile 0.5 mg/l NAA ve
2 mg/l BAP ile 0.25 mg/l NAA igeren besin ortamlarindan elde edilmistir. En diisiik

(%10.0) Siirgiin olusturan eksplant orant 4 mg/l BAP iceren besin ortamindan elde

edilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 ise 1.80 ile 3.25 adet kaydedilmistir.
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Sogancik gelisimini tesvik etmek amaciyla eksplantlar 60 g/l sukroz igeren MS besin
ortaminda 4 °C’de 6 ay’a kadar bekletilmistir. Daha sonra 4 °C’de bekletilen kiiltiirler
16 °C’ye alindiktan 2 ay sonra sogancik sayimi yapilmistir. Kiiltlir baslangicindan 14 ay
sonra eksplantlar iizerinde sogancik olusturan eksplant orani, eksplant basina sogancik

sayis1 ve sogancik ¢apina ait varyans analiz sonuclari ¢izelge 4.25°te verilmistir.

Cizelge 4.25 Farklh BAP ve NAA dozlarinin Siverek kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik
olusumuna etkisine ait varyans analizi

Sogancik olusturan Eksplant Basina Sogancik capi
Eksplant Oram (%) Sogancik Sayisi (mm)
VK (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 3590.27 | 12.46** 11.49 0.39 1.26 0.62
Hata 18 287.96 - 29.03 - 2.01 -
Genel 23 - - - - - -

**(0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.25 incelendiginde, ortamlarin sogancik olusturan eksplant oranina etkisi 0.01
diizeyinde onemli bulunmustur. Eksplant basina sogancik sayisi ve sogancik capina
ortamlarin etkisi ise istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini

belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.26’da verilmistir.
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Cizelge 4.26 Farklhi BAP ve NAA dozlarmin Siverek kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik
olusumuna etkisi

Biiyiime Sogancik olusturan | Eksplant Basina | Sogancik Capi
Diizenleyicileri (mg/1) Eksplant Oram Sogancik Sayisi (mm)
(%) (adet)
BAP NAA

1 - 20.0 cd 5.33 5.15

1 0.25 45.0 ab 10.03 4.58

1 0.5 37.5 abe 9.87 4.95

2 - 45.0 ab 10.9 5.18

2 0.25 525a 8.09 5.38

2 0.5 25.0 bed 7.12 3.74

4 - 10.0d 9.12 4.05

4 0.25 27.5 bed 7.99 4.28

4 0.5 25.0 bed 7.99 4.85

Ay siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.

Cizelge 4.26’da goriildiigli gibi, kiiltiir baglangicindan 14 ay sonra Siverek kokenli F.
persica’nin  olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda en fazla (%52.5) sogancik
olusturan eksplant oran1 2 mg/l BAP ve 0.25 mg/l NAA ve en az (%10) ise 4 mg/l BAP
igeren besin ortamindan elde edilmistir. Eksplant basina sogancik sayist 5.33-10.90 adet

ve sogancik cap1 3.74-5.18 mm arasinda kaydedilmistir.

Uciincii denemede Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlar:
farkli Kinetin ve NAA igeren ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baglangiicndan 6
ay sonra Kinetin ve NAA dozlarin kallus olusturan eksplant orani, siirgiin olusturan
eksplant oran1 ve eksplant basina siirgiin sayisina ait varyans analizi sonuclari ¢izelge

4.27°de verilmistir.
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Cizelge 4.27 Farkli Kinetin ve NAA dozlarmin Siverek kokenli F. persica’nin

olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra slirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi
Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Eksplant Oram Eksplant Oram Siirgiin Sayisi
VK (%) (%) (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 696.66 | 4.73** | 730.00 2.98%* 0.52 0.17
Hata 18 147.22 - 244.44 - 2.94 -
Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.27 incelendiginde, ortamlarin kallus olusturan eksplant orami ve siirgiin

olusturan eksplant oranina etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Eksplant basina

siirglin sayis1 ise istatistiksel olarak onemsiz bulunmustur. Farklili§in 6nem diizeyini

belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.28’de verilmistir.

Cizelge 4.28 Farkli Kinetin ve NAA dozlarinin Siverek kokenli F. persica’nin

olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra slirgiin
rejenerasyonuna etkisi
Biiyiime Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan | Eksplant basina
Diizenleyicileri (mg/l) Eksplant Oram Eksplant Oram siirgiin sayisi
(Y0) (Vo) (adet)
Kinetin NAA
0.5 - 15.0 be 22.5bc 4.68
0.5 0.5 35.0a 50.0 a 4.35
1 - 0.0c 25.0 abe 3.95
1 0.5 27.5 ab 47.5 ab 3.92
2 - 50c 17.5¢ 3.7
2 0.5 17.5 abe 32.5 abe 3.9

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.28 incelendiginde, kiiltiir baslangicindan 6 ay sonra olgunlagsmamis embriyo
eksplantlarinda kallus olusturan eksplant orani 0.0-35.0 arasinda kaydedilmistir. En
fazla (%35.0) kallus olusturan eksplant oran1 0.5 mg/l Kinetin ve 0.5 mg/l NAA ve en
az (%5.0) ise 2 mg/l Kinetin iceren besin ortamindan elde edilmistir. Stirgiin olusturan
eksplant oran1 bakimindan en fazla (%50.0) ve en (%17.50) sirasiyla 0.5 mg/l Kinetin
ile 0.5 mg/l NAA ve 2 mg/l Kinetin igeren besin ortamindan elde edilmistir. Eksplant
basina siirgiin sayisi ise 3.70-4.68 adet kaydedilmistir.

Sogancik gelisimini tesvik etmek amaciyla eksplantlar 60 g/l sukroz igeren MS besin
ortaminda 4 °C’de 6 ay’a kadar bekletilmistir. Daha sonra 4 °C’de bekletilen kiiltiirler
16 °C’ye alindiktan 2 ay sonra sogancik sayimi yapilmistir. Kiiltlir baslangicindan 14 ay
sonra Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda farkl
Kinetin ve NAA dozlarinin sogancik olusturan eksplant orani, eksplant bagina sogancik

sayis1 ve sogancik ¢apina ait varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.29°da verilmistir.

Cizelge 4.29 Farkli Kinetin ve NAA dozlarinin Siverek kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik
olusumuna etkisine ait varyans analizi

Sogancik Olusturan Eksplant Basina Sogancik Cap1
Eksplant Oram Sogancik Sayisi (mm)
V.K (%) (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 610.00 | 4.99** 20.00 1.00* 1.88 0.61
Hata 18 122.22 - 19.86 - 3.08 -
Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.29 incelendiginde, ortamlarin sogancik olusturan eksplant oranina etkisi 0.01
diizeyinde onemli iken, eksplant basina sogancik sayisina etkisi 0.05 diizeyinde énemli

bulunmustur. Sogancik ¢apma ortamlarin etkisi ise istatistiksel olarak ©Onemsiz
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bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari

cizelge 4.30’da verilmistir.

Cizelge 4.30 Farkli Kinetin ve NAA dozlarinin Siverek kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik
olusumuna etkisi

Biiyiime Sogancik Olusturan | Eksplant Basina | Sogancik Capi
Diizenleyicileri Eksplant Oran1 Sogancik Sayisi (mm)
(mg/l) (%) (adet)
Kinetin NAA
0.5 - 22.5b° 7.56 b' 5.96
0.5 0.5 50.0a 8.05 ab 6.02
1 - 22.5b 11.12 ab 6.57
1 0.5 325b 11.75 ab 7.72
2 - 150b 12.62 a 6.56
2 0.5 22.5b 12.5a 7.2

"Aym siitunda farkls harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde énemlidir.
*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde onemlidir.

Cizelge 4.30 incelendiginde, 14 ay sonra olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda en
fazla (%50) sogancik olusturan eksplant orani 0.5 mg/l Kinetin ile 0.5 mg/l NAA iceren
besin ortamlarindan elde edilmistir. En diistik deger ise %15 ile 2 mg/l Kinetin igeren
besin ortamindan elde edilmistir. Eksplant bagina sogancik olusumu bakimindan en
yiiksek deger 12.62 adet ile 2 mg/l Kinetin i¢eren besin ortamlarindan elde edilmistir.
En diisiik deger ise 7.56 mm ile 0.5 mg/l Kinetin iceren besin ortamindan elde
edilmistir. Sogancik ¢ap1 en yiiksek 7.72 mm ile 1 mg/I Kinetin ile 0.5 mg/l NAA iceren
besin ortamindan elde edilirken, en diisiik 5.96 mm ile 0.5 mg/l Kinetin iceren besin

ortamindan elde edilmistir.

Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda  kiiltiir

baslangicindan 14 ay sonra eksplantlar iizerinde soganciklar olusmustur (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan
kiltlir baglangicindan 14 ay sonra 2 mg/l Kinetin ve 0.5 mg/l NAA iceren
besin ortaminda sogancik olusumu

Dordiincii denemede Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo
eksplantlarinda farkli 2,4-D dozlar1 igeren ortamlarda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir
baslangicindan 6 ay sonra sonuglara ait varyans analizi sonuglar1 cizelge 4.31°de

verilmisgtir.

Cizelge 4.31 Farkli 2,4-D dozlarinin Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis
embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra siirgilin rejenerasyonuna etkisine ait
varyans analizi

Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan Eksplant basina
Eksplant Oram (%) Eksplant Oram siirgiin sayisi (adet)
VK (%)
SD | KO F K.O F K.O F
Ortam 2 758.33 | 5.80%* 233.33 1.03* 4.66 1.96*
Hata 9 130.55 |- 225.00 - 2.37 -
Genel 11 - - - - - -

** (.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde onemli
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Cizelge 4.31 incelendiginde, kallus olusturan eksplant oranina ortamlarin etkisi 0.01
diizeyinde 6nemli iken, slirgiin olusturan eksplant oranina ve eksplant bagina siirgiin
sayisina ortamlarin etkisi ise 0.05 diizeyinde onemli bulunmustur. Farklilifin 6nem

diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.32°de verilmistir.

Cizelge 4.32 Farkli 2,4-D dozlarinin Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis

embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Bilyiime Kallus Siirgiin Eksplant
Diizenleyicileri Olusturan Olusturan Basina Siirgiin
(mg/l) Eksplant Orani Eksplant Oram Sayis1

(%) (%0) (adet)
2,4-D
1 30.0b' 22.5b° 2330
2 32.5b 32.5ab 2.87b
4 55.0a 37.5a 441 a

TAyni siitunda farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde énemlidir.
Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde énemlidir.

Cizelge 4.32 incelendiginde, kiiltiir baglangicindan 6 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantlarinda en fazla kallus olusturan eksplant orani (%55), siirgiin olusturan
eksplant orani (%37.5) ve eksplant bagina siirgiin sayis1 (4.41 adet) 4 mg/l 2,4-D iceren
besin ortamindan elde edilmistir. En diisiik kallus olusturan eksplant orani (%30.0),
stirglin olusturan eksplant oran1 (%22.5) ve eksplant basina siirgiin sayis1 (2.33 adet) ise

%30 ile 1 mg/1 2,4-D iceren besin ortamindan elde edilmistir.

Eksplantlarda sogancik gelisimini tesvik etmek amaciyla eksplantlar 60 g/l sukroz
iceren MS besin ortaminda 4 °C’de 6 ay’a kadar bekletilmistir. Daha sonra 4 °C’de
bekletilen kiiltlirler 16 °C’ye alindiktan 2 ay sonra sogancik sayimi yapilmistir. Kiiltiir
baslangicindan 14 ay sonra Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo

eksplantlarindan gelisen siirglinler soganciga doniismiistiir (Sekil 4.13- 4.14).
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Sekil 4.13 Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyolarinda 14 ay sonra 2
mg/l 2,4-D igeren besin ortaminda gelisen siirgilinlerin soganciga doniismesi

Sekil 4.14 Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyolarindan 2 mg/l 2,4-D
iceren besin ortaminda gelisen soganciklar ve yeni olusan kokler

Kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis
embriyo eksplantlarindan farkli 2,4-D dozlarimin sogan olusturan eksplant orant,
eksplant bagina sogan sayis1 ve sogan ¢apina ait varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.33°te

verilmistir.
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Cizelge 4.33 Farkli 2,4-D dozlarinin Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis
embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik olusumuna etkisine ait
varyans analizi

Sogancik Olusturan Eksplant Basina Sogancik Capi
Eksplant Oram (%) Sogancik Sayisi (mm)
V.K (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 2 758.33 4.40%* 7.58 0.64 0.43 0.22
Hata 9 172.22 - 11.76 - 1.94 -
Genel 11 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.33 incelendiginde, sogancik olusturan eksplant oranina ortamlarin etkisi 0.01
diizeyinde onemli bulunmustur. Eksplant basina sogancik sayisi ve sogancik c¢apina
ortamlarin etkisi ise istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini

belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglar ¢izelge 4.34°te verilmistir.

Cizelge 4.34 Farkli 2,4-D dozlarimin Siverek kokenli F. persica’nin olgunlagsmamis
embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik olusumuna etkisi

Biiyiime Sogancik Olusturan | Eksplant Basina | Sogancik Capi
Diizenleyicileri (mg/l) Eksplant Oram Sogancik Sayisi (mm)
(0/0) (adet)
2,4-D
1 2750 10.72 5.52
2 525a 9.29 5.25
4 30.0b 7.97 4.87

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.34’te goriildiigii gibi kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra olgunlagsmamis
embriyo eksplantlarinda en fazla (%52.5) ve en az (%27.5) sogancik olusturan eksplant

orani sirastyla 2 mg/l ve 1 mg/l 2,4-D iceren besin ortamindan elde edilmistir. Eksplant
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basina sogancik sayisi ve sogancik capit énemsiz bulunurken sirastyla 7.97-10.72 adet

ve 4.87-5.52 mm arasinda kaydedilmistir.

4.3.2 Siverek kokenli F. persica’nin etli sogan pul yapraklarimin Kiiltiirii

Siverek kokenli F. persica’nin etli sogan pul yapraklarinin ylizey sterilizasyonu igin 3
farkl1 yontem denenmistir. Uygulanan iki yontemde fungus ve bakteriyel kokenli

bulasiklik gézlenmistir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15 Siverek kokenli F. persica soganlarinin ylizey sterilizasyonu sonucunda
gozlenen fungus ve bakteriyel kdkenli bulagiklik

Uciincii yiizey sterilizasyonu yonteminde bulasiklik gdzlenmedigi igin kiiltiire alman
eskplantlar tizerinde kiiltiir baslangicindan 1 ay sonra soganciklar olusmaya baslamistir
(Sekil 4.16). Sadece iki adet sogan eksplant1 lizerinde 12 adet sogancik olustugu icin

istatistik analiz yapilamamustir.
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Sekil 4.16 Siverek kokenli F. persica’nin sogan eksplantlar1 {izerinde kiiltiir
baslangicindan 1 ay sonra 4 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA igeren MS besin
ortaminda sogancik olusumu

4.3.3 Siverek kokenli F. persica’nin olgun tohumlarinin in vitro cimlendirilmesiyle
gelisen soganciklarin kiiltiirii

In vitro’da Siverek kokenli F. persica’nin tohumlarinin ¢imlendirilmesiyle gelisen
soganciklar ikiye kesilerek 0, 0.5, 1, 1.5 ve 2 mg/l TDZ igeren jelrit veya agar ile
katilagtirilan MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir (Sekil 4.17).

Sekil 4.17 F. persica tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesiyle gelisen soganciklar ikiye
kesilerek 0.5 mg/l TDZ igeren besin ortaminda kiiltiire alinmast

Kiiltiir baglangicindan yaklasik 3 hafta sonra kallus olusumu ve kalluslar iizerinde

stirglinler olusmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 F. Persica nin soganciklar lizerinde 3 hafta sonra gelisen kallus ve siirgilinler

Kiiltiirlerin ayda 1 defa alt kiiltlirii yapilmis olup, 3 ay sonunda siirgiin sayimi, 9 ay
sonucunda da sogancik sayimi yapilmistir. Eksplantlar iizerinde sogancik olusumu ve
gelisimini saglamak amaciyla 60 g/l sukroz iceren MS besin ortamina aktarilmistir.
Daha sonra gelisen soganciklarinin iyice koklenmesi ve soganciklarin olgunlasmasi
amaci i¢in 20 g/l sukroz igeren MS besin ortamina kiiltiire alinmistir. 2 ay sonra

adaptasyon saglamasi i¢in soganciklar dis kosullara aktarilmistir.

Kiiltiir baglangicindan 3 ay sonra in vitro’da Siverek kokenli F. persica’nin
tohumlarimin ¢imlendirilmesiyle gelisen soganciklarin kiiltiirtinde farkli TDZ dozlarinin
kallus olusturan eksplant orani, siirgiin olusturan eksplant orani, eksplant basina siirglin

sayisina ait varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.35’te verilmistir.

Cizelge 4.35 Farkli TDZ dozlarinin Siverek kokenli F. persica tohumlarinin in vitro

cimlendirilmesiyle gelisen soganciklarindan 3 ay sonra siirglin
rejenerasyonuna ait varyans analizi
Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan | Eksplant Basina
Eksplant Oram (%) Eksplant Orani (%) Siirgiin Sayisi
V.K (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 4 369.24 0.27 728.49 1.09* 7.16 0.29
Hata 10 1362.90 - 662.92 - 24.32 -
Genel 14 - - - - - -

*0.05 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.35 incelendiginde, siirgiin olusturan eksplant oranina ortamlarin etkisi 0.05
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Kallus olusturan eksplant orani ve eksplant basina
siirglin sayis1 ise istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini

belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.36’da verilmistir.

Cizelge 4.36 Farkli TDZ dozlarinin Siverek kdkenli F. persica tohumlarinin in vitro
cimlendirilmesiyle gelisen soganciklarindan 3 ay sonra siirgiin
rejenerasyonuna etkisi

Biiyiime Kallus Olusturan | Siirgiin Olusturan | Eksplant Basina
Diizenleyicileri Eksplant Oram Eksplant Oram Siirgiin Sayisi
(mg/1) (%) (%) (adet)
TDZ
0 38.88 16.66 ¢ 1.83
0.5 42.22 36.66 b 5.55
1 24.44 1333 ¢ 3.5
1.5 33.33 16.66 ¢ 3.66
2 54.44 48.88 a 5.44

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde dnemlidir.

Cizelge 4.36 incelendiginde, kiiltiir baglangicindan 3 ay sonra en fazla kallus olusturan
eksplant oran1 (%54.44) ve siirgiin olusturan eksplant orant (%48.88) 2 mg/l TDZ
iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Benzer sekilde en az kallus olusturan
eksplant orani1 (%24.33) ve siirgiin olusturan eksplant orant (%13.33) 1 mg/l TDZ
iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan
en fazla 5.55 adet, 0.5 mg/l TDZ igeren ve en az 1.83 adet ile TDZ igcermeyen besin

ortaminda elde edilmistir.

Eksplantlar sogancik olusumu ve gelisimini saglamak amaciyla 60 g/l sukroz igeren MS
besin ortamina alindiktan sonra soganciklar olusmaya baslamis ve kiiltiir baglangicindan

9 ay sonra sogancik sayimi yapilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 Siverek kokenli F. persica’nin ¢imlenen tohumlarindan gelisen
soganciklardan 9 ay sonra 60 g/l sukroz igeren MS besin ortaminda
olusan soganciklar

Kiiltiir baglangicindan 9 ay sonra in vitro’da Siverek kokenli F. persica tohumlarinin
cimlendirilmesiyle gelisen soganciklarin kiiltiirinde farkli TDZ dozlarinin sogan
olusturan eksplant orani ve eksplant basina sogancik sayisina ait varyans analizi

sonugclari ¢izelge 4.37°de verilmistir.

Cizelge 4.37 Farkli TDZ dozlarinin Siverek kokenli F. persica tohumlarinin in vitro
c¢imlendirilmesiyle gelisen soganciklarindan 9 ay sonra sogancik
olusumuna ait varyans analizi

Sogancik Olusturan Eksplant Basina
Eksplant Oram (%) Sogancik Sayisi
V.K (adet)
S.D K.O F K.O F

Ortam 4 1106.66 1.48%* 180.38 2.26*

Hata 10 746.66 - 79.59 -

Genel 14 - - - -

*0.05 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.37 incelendiginde, sogancik olusturan eksplant orani ve eksplant basina
sogancik sayisina ortamlarin etkisi 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkliligin
onem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuclari ¢izelge 4.38°de

verilmistir.

Cizelge 4.38 Farkli TDZ dozlarinin Siverek kdkenli F. persica tohumlarinin in vitro
cimlendirilmesiyle gelisen soganciklarindan 9 ay sonra sogancik
olusumuna etkisi

Biiyiime Sogancik Eksplant Basina
Diizenleyicileri Olusturan Sogancik Sayisi
(mg/l) Eksplant Orami (adet)

(%0)
TDZ
0 20.0b 4.16 b
0.5 40.0 ab 10.88 ab
1 13.33b 533b
1.5 20.0b 57b
2 60.0 a 22.86a

Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.38 incelendiginde, kiiltiir baslangicindan 9 ay sonra en fazla (%60.0) sogancik
olusturan eksplant oran1 ve eksplant basina sogan sayisi (%22.86) 2 mg/l TDZ iceren
MS besin ortamindan elde edilmistir. En az sogancik olusturan eksplant orani ise
%13.33 ile 1 mg/l TDZ ve en diisiik 4.16 adet eksplant basina sogancik sayis1 TDZ

icermeyen MS besin ortaminda elde edilmistir.
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4.3.4 Siverek kokenli F. persica’nin in vitro’da gelisen soganciklarinin yaprak ve
yaprak saplarinin Kkiiltiirii

In vitro’da gelisen Siverek kokenli F. persica soganciklarmin yaprak ve yaprak
saplarinin kiiltiirinde %0.6’lik agar ile katilastirilan temel besin ortami olarak MS
mineral tuz ve vitaminleri kullanilmistir. Yaprak ve yaprak saplar1 (Yapraklar boyuna
ortadan kesilip, dis kisimlar1 ve orta kisimdaki damarlar1 uzaklastirilarak kalan pargalar
0,5 cm ¢apinda ve yaprak saplari da 1 cm uzunlugunda) 2, 4 ve 6 mg/l 2,4-D ile 0,2
mg/l Kinetin iceren MS besin ortaminda 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyotta
kiiltire alinmistir. Kiiltiir baglangicindan yaklagik 3 hafta sonra yaprak eksplantlari

iizerinde kallus ve meristematik siirglin uclar1 olusmustur (Sekil 4.20).

Sekil 4.20 Siverek kokenli F. persica soganciklarindan gelisen yaprak eksplantlarinda 3
hafta sonra 2 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/l Kinetin iceren MS besin ortaminda
kallus ve meristematik siirgiin olusumu

Kiiltiir baslangicindan 3 ay sonra yaprak eksplantlarinda somatik embriyolardan
soganciklar olusmustur. Sogancik olusumu olurken c¢ok sayida kok olusumu da

gerceklesmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 Kiiltiir baglangicindan 3 ay sonra Siverek kokenli F. persica’nin in vitro’da
gelisen yaprak eksplantlarinda 2 mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/l Kinetin igeren MS
besin ortaminda sogancik ve kdk olusumu

Kiiltiir baslangicindan 6 ay sonra in vitro’dan alinan yaprak eksplanlarindan farkl 2,4-D
ve Kinetin dozlariin sogancik olusturan eksplant orani ve eksplant bagina sogancik

sayisina etkisine ait varyans analizi ¢izelge 4.39°da verilmistir.

Cizelge 4.39 Farkli 2,4-D ve Kinetin dozlarinin Siverek kokenli F. persica’nin yaprak
eksplanlarinda 6 ay sonra sogancik olusumuna ait varyans analizi

Sogancik Olusturan Eksplant Eksplant Basina

Oram (%) Sogancik Sayisi
V.K (adet)
S.D K.O F K.O F

Ortam 2 4300.00 6.78%* 192.05 7.75%*
Hata 6 633.33 - 24.75 -
Genel 8 - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.39 incelendiginde, sogancik olusturan eksplant orani, eksplant basina
sogancik sayisina ortamlarin etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkliligin
onem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.40’ta

verilmistir.

74



Cizelge 4.40 Farkli 2,4-D ve Kinetin dozlarinin Siverek kokenli F. persica’nin yaprak
eksplanlarinda 6 ay sonra sogancik olusumuna etkisi

Biiyiime Diizenleyicileri Sogancik Olusturan Eksplant Basina
(mg/l) Eksplant Orani (%) Sogancik Sayisi
(adet)
294']) Kinetin
2 0.2 7333 a 14.44 a
4 0.2 6333 a 1693 a
6 0.2 333b 2.00b

Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.40 incelendiginde, 6 ay sonra yaprak eksplantlarinda en yiiksek sogan
olusturan eksplant oran1 (%73.33) 2 mg/l 2,4-D ve 0.2 Kinetin igeren, en diisiik
(%3.33) ise 6 mg/l 2,4-D ve 0.2 Kinetin igeren MS besin ortamindan elde edilmistir.
Eksplant bagina sogan sayis1 bakimindan en yiiksek deger 16.93 adet ile 4 mg/1 2,4-D ve
0.2 Kinetin igeren besin ortamindan elde edilirken, en diisiik deger ise 2 adet ile 6 mg/l

2,4-D ve 0.2 Kinetin igeren besin ortamindan elde edilmistir.

Yaprak saplarmmin kiiltiirii

Kiiltiir baglangicindan yaklasik 3 hafta sonra yaprak sapi eksplantlar1 {izerinde
embriyonik kalluslar ve meristematik siirgiin uglar1 olusmustur (Sekil 4.22). 1 ay sonra
yaprak sap1 eksplantlarinda somatik embriyolarin olusumu ve bunlardan sogancik

olusumu Sekil 4.23’te gosterilmistir.
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Sekil 4.22 Siverek kokenli F. persica’nin yaprak sap1 eksplantlarinda 3 hafta sonra 2
mg/l 2,4-D ve 0.2 mg/l Kinetin iceren MS besin ortaminda kallus ve
meristematik siirgiin olusumu

Sekil 4.23 Siverek kokenli F. persica’nin yaprak sap1 eksplantlarinda somatik embriyo
ve somatik embriyolardan sogancik olusumu

Kiiltiir baglangicindan 6 ay sonra yaprak sapi eksplantlarinda somatik embriyolardan

sogancik ve kok olusumu Sekil 4.24°te gosterilmistir.

Sekil 4.24 Siverek kokenli F. persica’nin yaprak sapi eksplantlarinda 6 ay sonra
somatik embriyolardan sogancik ve kok olusumu
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Kiiltiir baslangicindan 6 ay sonra in vitro’da Siverek kokenli F. persica’nin
soganciklarindan olusan yaprak sap1 eksplanlarindan farkli 2,4-D ve Kinetin dozlarinin
sogancik olusturan eksplant orani ve eksplant basina sogancik sayisina etkisine ait

varyans analizi ¢izelge 4.41°de verilmistir.

Cizelge 4.41 Farkli 2,4-D ve Kinetin dozlarinin Siverek kokenli F. persica’nin yaprak
sap1 eksplanlarinda 6 ay sonra sogancik olusumuna ait varyans analizi

Sogancik olusturan eksplant Eksplant basina
orani (%) sogancik sayisi (adet)
VK
S.D K.O F K.O F
Ortam 2 3900.00 29.25%* 84.91 1.63*
Hata 6 133.33 - 5191 -
Genel 8 - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.41 incelendiginde, sogancik olusturan eksplant oranina ortamlarin etkisi 0.01
diizeyinde Onemli iken eksplant basimma sogancik sayisina ortamlarin etkisi 0.05
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan

Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.42°de verilmistir.

Cizelge 4.42 Farkli 2,4-D ve Kinetin dozlarmin Siverek kokenli F. persica’nin yaprak
sap1 eksplanlarinda 6 ay sonra sogancik olusumuna etkisi

Biiyiime Diizenleyicileri (mg/l) Sogancik Olusturan Eksplant Basina
Eksplant Orani (%) Sagancik Sayisi

2,4-D Kinetin (adet)

2 0.2 100.0 a 10.6 b

4 0.2 50.0b 13.85b

6 0.2 30.0b 210a

Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.

77




Cizelge 4.42°de goriildiigii gibi, 6 ay sonra yaprak sapi eksplantlarinda sogancik
olusturan eksplant oran1 bakimindan en yiiksek deger %100 ile 2 mg/l 2,4-D ve 0.2
Kinetin iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. En diistik deger ise %30 ile 6 mg/I
2,4-D ve 0.2 Kinetin iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Eksplant basina
sogancik sayis1 bakimindan en yiiksek deger 21 adet ile 6 mg/l 2,4-D ve 0.2 Kinetin ve
iceren besin ortamindan elde edilirken, en diisiik deger 10.6 adet ile 2 mg/1 2,4-D ve 0.2

Kinetin igeren besin ortamindan elde edilmistir.

Siverek kokenli F. persica’nin yaprak sapi eksplantlarinda sogancik olustuktan sonra
dis kosullara aktarilmadan 6nce soganciklar bitki dokularinin sikilagmasi i¢in 20 g/l

sukroz igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. 2 ay sonra soganciklarin bitki

dokular1 sikilagmis olup ¢ok sayida kok olusmustur (Sekil 4.25).

Sekil 4.25 Siverek kokenli F. persica’nin yaprak sap1 eksplantlarindan olusan
soganciklarin 20 g/l sukroz igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmasi,
soganciklarda yeni kok ve yaprak olusumu
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4.3.5 Siverek kokenli F. persica’min Yaprak, Yaprak Sapi, Cicek ve Cicek
Organlarmin Kiiltiirii

Yaprak ve yaprak saplarinin kiiltiirii

Siverek kokenli F. persica’nin tarladan ¢ikan ilk yapraklarin yiizey sterilizsayonundan
sonra tiim eksplantlar 2 ve 4 mg/1 2,4-D ile 0.2 mg/l Kinetin igeren SH, 2 ve 4 mg/1 2.4-
D ile 0.2 mg/1 Kinetin iceren MS, 2 ve 4 mg/l 2,4-D ile 0.2 mg/Il Kinetin igeren N¢ ve 5
g/l Prolin, 10g/1 KCl, 30 g/l sukroz ilave edilen ve 6 g/l Agar ile katilastirilan besin
ortamlarinda karanlikta kiiltiire alinmistir. Kiiltlir baslangicindan 1 hafta sonra tiim

eksplantlar iizerinde kararmalar olmus ve gelisme gézlenmemistir.

Cicek ve Cicek Organlarimin Kiiltiirii

Siverek kokenli F. persica’nin mikrospor ve megaspor asamasindaki agmamis ¢icek
tomurcuklar1 alinarak ilk 6nce ylizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Daha sonra
tomurcuklarin anterleri ve ovaryumlari alinarak 1, 2, 4, 8 mg/l Zeatin ve 0, 0.5, 1 mg/I
IBA igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Anter ve ovaryum eksplantlarinda 1
hafta icerisinde 4 mg/l Zeatin ve 1 mg/l Zeatin ile 0.5 mg/l IBA iceren MS besin
ortamlarinda ovaryum ve anter eksplantlarinda kallus gozlenmistir (Sekil 4.26) ve 3

hafta sonra siirgiin olusumu ve kararma gortilmiistiir (Sekil 4.27).

Sekil 4.26 F. persica’nin ovaryum eksplantlarindan 1 ay sonra 4 mg/l Zeatin iceren MS
besin ortaminda kallus ile sogancik olusumu ve kararma
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Sekil 4.27 F. persica’ya ait anter eksplantlarinda kiiltiir baglangicindan yaklasik 3 hafta
sonra kallus ile sogancik olusumu ve kararma

Kalluslar {izerinde 1’er adet sogancik olugsmustur. Olusan soganciklarin gelismesi i¢in
60 g/l sukroz iceren MS besin ortamina aktarilarak 16 °C’de kiiltiire alinmstir. Istatistik

analizi yapilacak oranda gelisme olmadigi i¢in istatistik analizi yapilmamistir.

4.4 Mersin kokenli F. persica’da In Vitro Sogancik Elde Edilmesi

4.4.1 Mersin kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyolarinin Kiiltiirii

Mersin kokenli F. persica’ya ait meyveler yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra
yaklagik 1-2 mm biiyiikliiglindeki olgunlasmamis embriyolar tohumlardan ¢ikartilarak
Protokol 1’deki (MS) ortamlarda 16 °C’de 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlhk
fotoperiyotta kiiltiire almmugstir. Kiiltiir baglangicindan yaklagik 1 hafta sonra
embriyolarin hacimlerinde bir artis ve meristematik silirgiinler goézlenmis olup, 1 ay

sonra da kiiciik ve sert kallus olusumu baglamistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 Mersin kokenli F. persica’nin olgunlagmamis embriyo eskplantlarinda 1

hafta sonra 0.5 TDZ ve 0.5 NAA iceren MS besin ortaminda embriyolarin
hacimlerindeki artis ve kallus olusumu

Kiiltiirler ayda 1 kere alt kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baslangicindan 6 ay sonra

olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda farkli TDZ ve NAA dozlarinin kallus olusturan

eksplant oran1 ve eksplant basina siirgiin sayisina ait varyans analizi sonuglar ¢izelge

4.43’te verilmistir.

Cizelge 4.43 Farklh TDZ ve NAA dozlarinin Mersin kokenli F. persica’nin

olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin

rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan Eksplant Basina

Eksplant Oram (%) Eksplant Oram (%) | Siirgiin Sayisi (adet)
V.K
S.D K.O F K.O F K.O F

Ortam 5 20.00 0.15 214.16 0.68 12.26 3.24%*
Hata 18 127.77 - 312.50 - 3.77 -
Genel 23 - - - - - -

** (.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.43 incelendiginde, eksplant basina siirgiin sayisina ortamlarin etkisi 0.01

diizeyinde onemli bulunmustur. Siirgiin olusturan eksplant oram1 ve kallus olusturan

eksplant oranina ortamlarin etkisi ise istatistiksel olarak ©Onemsiz bulunmustur.
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Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek icin yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.44’te

verilmisgtir.

Cizelge 4.44 Farklh TDZ ve NAA dozlarinin Mersin kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra slirgiin
rejenerasyonuna etkisi

Bilyiime Kallus Olusturan | Siirgiin Olusturan | Eksplant basina
Diizenleyicileri Eksplant Oram Eksplant Oram siirgiin sayisi
(mg/l) (“o) (“o) (adet)

TDZ NAA
0.25 0 32.5 35.0 2.69b
0.25 0.5 35.0 52.5 6.2a
0.5 0 37.5 42.5 4.75 ab
0.5 0.5 32.5 40.0 6.36a
1 0 35.0 32.5 22b
1 0.5 37.5 35.0 3.75 ab

Aymni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.

Cizelge 4.44’te gorildiglu gibi, kiiltiir baslangicindan 6 ay sonra olgunlagsmamis
embriyo eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek deger 6.36
adet ile 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilmistir. En
diisiik deger ise 2.2 adet ile ile 1 mg/l TDZ iceren besin ortamindan elde edilmistir.
Siirgilin olusturan eksplant oran1 ve eksplant basina siirgiin sayisi sirastyla %32.50-52.50

ve 2.20-6.36 adet olarak kaydedilmistir.

Stirglin sayimmi1 yapildiktan 6 ay sonra eksplantlarda sogancik gelisimini tesvik etmek
amaciyla 60 g/l sukroz iceren MS besin ortaminda 4 °C’de 6 ay bekletilmistir. Daha
sonra 4 °C’de bekletilen kiiltiirler 16 °C’ye alinarak 2 ay bekletildikten sonra sogancik
sayimi yapilmistir. Kiiltlir baglangicindan 14 ay sonra sogancik olusturan eksplant orani,
eksplant basina sogancik sayisi ve sogancik ¢apina ait varyans analizi sonuglari ¢izelge

4.45’te verilmistir.
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Cizelge

445 Farklh TDZ ve NAA dozlarinin Mersin kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik
olusumuna etkisine ait varyans analizi

Sogancik Olusturan Eksplant Basina Sogancik Capi
Eksplant Orani (%) Sogancik Sayisi (mm)
V.K (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 30.00 0.13 101.50 1.05%* 0.32 0.76
Hata 18 225.00 - 96.28 - 0.42 -
Genel 23 - - - - - -

*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.45 incelendiginde, ortamlariin eksplant bagina sogancik sayisina etkisi 0.05

diizeyinde 6nemli bulunmustur. Fakat sogancik olusturan eksplant orani ve sogancik

capi istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in

yapilan Duncan testi sonuglar ¢izelge 4.46°da verilmistir.

Cizelge 4.46 Farkli TDZ ve NAA dozlarinin Mersin kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik
olusumuna etkisi

Biiyiime Sogancik Olusturan | Eksplant Basina Sogancik
Diizenleyicileri (mg/1) Eksplant Oram Sogancik Sayisi Cap1 (mm)

TDZ NAA (%) (adet)

0.25 0 45.0 20.23 b 53

0.25 0.5 47.5 2893 a 4.83

0.5 0 45.0 22.18Db 5.12

0.5 0.5 40.0 30.85a 4.59

1 0 47.5 20.2b 5.29

1 0.5 45.0 19.02 b 4.88

Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde dnemlidir.
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Cizelge 4.46 incelendiginde, en fazla (30.85 adet) eksplant basina sogancik sayisi 0.5
mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA ve en az (19.02 adet) ise 1.0 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA
iceren besin ortaminda elde edilmistir. Ortamlarda %40.0-47.50 sogancik olusturan

eksplant orani ve 4.59-5.30 mm sogancik cap1 kaydedilmistir.

fkinci denemede Mersin kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda
6 ay sonra farkli BAP ve NAA dozlarmin kallus olusturan eksplant orani, siirgiin
olusturan eksplant oran1 ve eksplant bagina siirgiin sayisina ait varyans analizi sonuglari

cizelge 4.47°de verilmistir.

Cizelge 4.47 Farklih BAP ve NAA dozlarinin Mersin kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra slirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Eksplant Oram (%) Eksplant Oram (%) Siirgiin Sayisi
V.K (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 68.75 3.37%* 142.36 1.89 * 9.46 1.56 *
Hata 18 20.37 - 75.00 - 6.04 -
Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli
* (.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.47 incelendiginde, ortamlarinin kallus olusturan eksplant oranina etkisi 0.01
diizeyinde onemli bulunmustur. Siirgiin olusturan eksplant orani1 ve eksplant basina
siirglin sayist ise 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini

belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.48°de verilmistir.
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Cizelge 4.48 Farkli BAP ve NAA dozlarimin Mersin kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin
rejenerasyonuna etkisi

Biiyiime Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Diizenleyicileri (mg/l) | Eksplant Oram (%) | Eksplant Oram (%) Siirgiin Sayisi
(adet)
BAP NAA

1 - 1252 17.50 a* 3.9a°

1 0.25 25D 7.5 ab 2.87 ab

1 0.5 0.0b 0.0b 0.0b

2 - 0.0b 25D 20b

2 0.25 0.0b 0.0b 0.0b

2 0.5 0.0b 0.0b 0.0b

4 - 0.0b 0.0b 0.0b

4 0.25 0.0b 0.0b 0.0b

4 0.5 0.0b 0.0b 0.0b

" Aymi siitunda farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
2 Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde énemlidir.

Cizelge 4.48°de goriildiigl gibi, Mersin kokenli F. persica’da kiiltiir baslangicindan 6
ay sonra olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda en fazla kallus olusturan eksplant
orani (%12.5), Siirgiin olusturan eksplant orant (%17.5) ve Eksplant basina siirgiin
sayist (3.9 adet) 1 mg/l BAP igceren MS ortamindan elde edilmistir. NAA olmayan veya
0.25-0.50 mg/l NAA ile 4 mg/l BAP igeren ortamlarinda gelisme gozlenmemistir.

Mersin kokenli F. persica’da sogancik gelisimini tesvik etmek amaciyla eksplantlar 60
g/l sukroz iceren MS besin ortaminda 4 °C’de 6 ay’a kadar bekletilmistir. Daha sonra 4
°C’de bekletilen kiiltiirler 16 °C’ye alindiktan 2 ay sonra sogancik sayimi yapilmistir.
Kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra sogancik olusturan eksplant orani, eksplant basina
sogancik sayist ve sogancik capina ait varyans analiz sonuglar ¢izelge 4.49°da

verilmistir.
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Cizelge 4.49 Farkli BAP ve NAA dozlarimin Mersin kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik
olusumuna etkisine ait varyans analizi

Sogancik Olusturan Eksplant Basina Sogancik cap1
Eksplant Oram (%) Sogancik Sayisi (mm)
V.K (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 136.11 2.19** 66.15 2.97** 1.72 2.96**
Hata 18 62.03 - 22.24 - 0.58 -
Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.49 incelendiginde, ortamlarinin sogancik olusturan eksplant orani, eksplant
basina sogancik sayisi ve sogancik c¢apina etkisi 0.01 diizeyinde énemli bulunmustur.
Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek icin yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.50°de

verilmistir.

Cizelge 4.50 Farkli BAP ve NAA dozlarimin Mersin kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik
olusumuna etkisi

Biiyiime Diizenleyicileri (mg/l) | Sogancik olusturan Eksplant Basina Sogancik cap1
Eksplant Oram (%) Sogancik Sayisi (mm)
BAP NAA (adet)

1 - 17.5a 122 a 197 a
1 0.25 0.0b 0.0b 0.0b
1 0.5 0.0b 0.0b 0.0b
2 - 0.0b 0.0b 0.0b
2 0.25 0.0b 0.0b 0.0b
2 0.5 0.0b 0.0b 0.0b
4 - 0.0b 0.0b 0.0b
4 0.25 0.0b 0.0b 0.0b
4 0.5 0.0b 0.0b 0.0b

Aynu siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.50 incelendiginde kiiltiir baglangicindan 14 ay sonra olgunlagsmamis embriyo
eksplantlarinda sadece 1 mg/l BAP igeren besin ortaminda sogancik olusturan eksplant
orani %17.5, eksplant basina sogancik sayist 12.2 adet ve sogancik ¢ap1 1.97 mm

gozlenmistir. Diger besin ortamlarinda gelisme olmamustir.

Uciincii  denemede Mersin  kokenli F. persica’nin  olgunlasmamis  embriyo
eksplantlarinda farkli Kinetin ve NAA iceren ortamlarda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir
baslangicindan 4 ay sonra siirgiin olusmaya baslamig ve 6 ay sonra siirgiin sayimi

yapilmustir (Sekil 4.29).

Sekil 4.29 Mersin kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda 6 ay
sonra 0.5 mg/l Kinetin ve 0.5 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda siirgiin
olusumu

Mersin kokenli F. persica’nin kiiltlir baglangicindan 6 ay sonra olgunlasmamis embriyo
eksplantlarinda farkli Kinetin ve NAA dozlarinin kallus olusturan eksplant orani, siirgiin
olusturan eksplant oran1 ve eksplant basina siirgiin sayisina ait varyans analizi sonuglari

cizelge 4.51°de verilmistir.
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Cizelge 4.51 Farkli Kinetin ve NAA dozlarinin Mersin kokenli F. persica’nin

olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi
Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Eksplant Orami (%) | Eksplant Orami (%) | Siirgiin Sayis1 (adet)
VK
SD K.O F K.O F K.O F

Ortam 5 610.00 | 3.48** | 1704.16 9.66%* 5.47 2.00%*
Hata 18 |[175.00 |- 176.38 - 2.37 -
Genel 23 |- - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde onemli

Cizelge 4.51 incelendiginde, ortamlarinin kallus olusturan eksplant orami ve siirgiin

olusturan eksplant oranina etkisi 0.01 diizeyinde énemli bulunmustur. Eksplant basina

siirglin sayisina ortamlarin etkisi ise 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkliligin

onem diizeyini belirlemek icin yapilan Duncan testi sonuclart g¢izelge 4.52’de

verilmistir.

Cizelge 4.52 Farkli Kinetin ve NAA dozlarinin Mersin kokenli F. persica’nin

olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin
rejenerasyonuna etkisi
Biiyiime Kallus Olusturan | Siirgiin Olusturan | Eksplant Basina
Diizenleyicileri (mg/l) | Eksplant Oram Eksplant Oram Siirgiin Sayisi
(%) (%) (adet)
Kinetin NAA
0.5 - 15.0 be' 225¢ 3.87 ab’
0.5 0.5 375a 72.5a 5.06 ab
1 - 10.0 be 27.5¢ 4.52 ab
1 0.5 30.0 ab 475D 6.15a
2 - 50c¢ 20.0 ¢ 2.68b
2 0.5 22.5 abc 52.5b 4.83 ab

" Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
* Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.52 incelendiginde en fazla kallus olusturan eksplant orani (%37.5) ve siirgiin
olusturan eksplant orani (%72.5) 0.5 mg/l Kinetin ve 0.5 mg/l NAA iceren ortamindan
elde edilmistir. En az kallus olusturan eksplant orami (%5.0) ve siirgiin olusturan
eksplant oram1 (%20.0) 2 mg/l Kinetin iceren ortamindan elde edilmistir. Eksplant
basina siirgiin sayis1 bakimindan en yiiksek deger 6.15 adet ile 1 mg/l Kinetin ve 0.5
mg/l NAA igeren besin ortamindan elde edilmistir. En diisiik deger ise 2.68 adet ile 2

mg/1 Kinetin i¢eren besin ortamindan elde edilmistir.

Mersin kokenli F. persica’nin eksplantlarda sogancik gelisimini tesvik etmek amaciyla
eksplantlar 60 g/l sukroz igeren MS besin ortaminda 4 °C’de 6 ay’a kadar bekletilmistir.
Daha sonra 4 °C’de bekletilen kiiltiirler 16 °C’ye alindiktan 2 ay sonra sogancik sayimi
yapilmigtir. Kiiltiir baslangicindan 12 ay sonra eksplantlar {izerinde soganciklar

olugmustur (Sekil 4.30).

Sekil 4.30 Mersin kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda 12 ay
sonra 0.5 mg/l Kinetin ve 0.5 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda
sogancik olusumu

Mersin kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan kiltir
baslangicindan 14 ay sonra 2 mg/l Kinetin iceren MS besin ortaminda ¢ok sayida

sogancik ve yaprak olusumu gozlenmistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31 Mersin kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyolarindan 14 ay sonra 2

mg/l Kinetin iceren MS besin ortaminda sogancik ve yaprak olusumu

Mersin  kokenli F. persica’nin  olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda kiiltiir

baslangicindan 14 ay sonra farkli Kinetin ve NAA dozlarinin sogan olusturan eksplant

orani, eksplant basina sogan sayisi ve sogan ¢apina ait varyans analizi sonuclari ¢izelge

4.53’te verilmistir.

Cizelge 4.53 Farkli Kinetin ve NAA dozlarinin Mersin kokenli F. persica’nin
olgunlagmamis embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik
olusumuna etkisine ait varyans analizi

Sogancik Olusturan Eksplant Basina Sogancik Capi
Eksplant Oram (%) Sogancik Sayisi (mm)
V.K (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 5 1500.00 | 7.60** 56.55 0.90 2.07 1.72%
Hata 18 197.22 - 62.84 - 1.20 -
Genel 23 - - - - - -

** (.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.53 incelendiginde, ortamlarinin sogancik olusturan eksplant oranina etkisi
0.01 diizeyinde 6nemli iken, sogancik ¢apina ortamlarin etkisi 0.05 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Eksplant basina sogancik sayisina ortamlarin etkisi ise istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek ic¢in yapilan Duncan testi

sonugclari ¢izelge 4.54’°te verilmistir.

Cizelge 4.54 Farkli Kinetin ve NAA dozlarinin Mersin kokenli F. persica’nin
olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik
olusumuna etkisi

Biiyiime Sogancik Olusturan Eksplant Sogan capi
Diizenleyicileri (mg/l) Eksplant Orani Basina Sogan (mm)
(%) Sayis1 (adet)
Kinetin NAA
0.5 - 30.0 be' 11.41 4.69 ab”
0.5 0.5 72.5a 17.55 4.16 ab
1 - 30.0 be 12.72 5.19a
1 0.5 52.5ab 19.72 3.94 ab
2 - 20.0 ¢ 20.31 3.06b
2 0.5 50.0b 18.72 4.18 ab

" Aym siitunda farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde énemlidir.
* Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.54 incelendiginde kiiltlir baslangicindan 14 ay sonra olgunlagmamis embriyo
eksplantlarinda sogancik olusturan eksplant oranit bakimindan en yiiksek deger %72.5
ile 0.5 mg/l Kinetin ve 0.5 mg/l NAA igeren besin ortamlarindan elde edilirken en
diisiik deger ise %20 ile 2 mg/l Kinetin igeren besin ortamindan elde edilmistir.
Sogancik ¢ap1 bakimindan en yiiksek deger 5.19 adet ile 1 mg/l Kinetin igeren besin
ortamlarindan ve en diisiik deger ise 3.06 adet ile 2 mg/l Kinetin igeren besin
ortamindan elde edilmistir. Ekspalnt basina sogancik sayisi ise 11.41-20.31 adet olarak

kaydedilmistir.
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Dordiincii denemede Mersin kokenli F. persica’nin  olgunlasmamis embriyo

eksplantlar1 farkli 2,4-D igeren ortamlarina kiiltiire alinmistir. 6 ay sonra dozlarinin

kallus olusturan eksplant oranina ait varyans analizi sonuglari ¢izelge 4.55’te verilmistir.

Cizelge 4.55 Farkli 2,4-D dozlarmmin Mersin kokenli F. persica’nin olgunlasmamis
embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin rejenerasyonuna etkisine ait

varyans analizi

Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Eksplant Oram (%) Eksplant Orani (%) | Siirgiin Sayisi (adet)
e S.D K.O F K.O F K.O F
Ortam 2 608.33 | 2.14* 408.33 1.56* 3.66 3.55%*
Hata 9 283.33 - 261.11 - 1.03 -
Genel 11 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.55 incelendiginde, kallus olusturan eksplant oranina ve siirgiin olusturan

eksplant oranina ortamlarin etkisi 0.05 diizeyinde 6nemli iken, eksplant basina siirgiin

sayisina ortamlarin etkisi ise 0.01 diizeyinde onemli bulunmustur. Farklilifin 6nem

diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge

4.56’da verilmistir.

Cizelge 4.56 Farkli 2,4-D dozlarimin Mersin kokenli F. persica’nin olgunlasmamis
embriyo eksplantlarindan 6 ay sonra siirgiin rejenerasyonuna etkisi

Biiyiime Kallus Siirgiin Eksplant Basina
Diizenleyicileri Olusturan Olusturan Siirgiin Sayisi
(mg/l) Eksplant Oram | Eksplant Oram (adet)
(Y0) (Vo)

2,4-D

1 52.5b° 42.5b° 4.05 ab'

2 50.0b 50.0b 3.58b

4 72.5a 62.5a 542a

" Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde énemlidir.
2 Aym siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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Cizelge 4.56’da goriildiigii gibi en fazla (%72.50) kallus olusturan eksplant orant,
%62.50 siirgilin olusturan eksplant oran1 ve eksplant basina siirgiin sayist (5.42 adet) 4

mg/1 2,4-D igceren besin ortamindan elde edilmistir.

Mersin kokenli F. persica’da eksplantlarda sogancik gelisimini tesvik etmek amaciyla
eksplantlar 60 g/l sukroz igeren MS besin ortaminda 4 °C’de 6 ay’a kadar bekletilmistir.
Daha sonra 4 °C’de bekletilen kiiltlirler 16 °C’ye alindiktan 2 ay sonra sogancik sayimi
yapilmigtir. Kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra eksplantlar {izerinde soganciklar
olugmustur. Sogancik olusturan eksplant orani, eksplant basina sogancik sayist ve

sogancik capina ait varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.57°da verilmistir.

Cizelge 4.57 Farkli 2,4-D dozlarmin Mersin kokenli F. persica’nin olgunlasmamis
embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik olusumuna etkisine ait
varyans analizi

Sogancik Olusturan Eksplant Basina Sogancik Capi (mm)
Eksplant Orani (%) Sogancik Sayisi
VK (adet)
SD | K.O F K.O F K.O F
Ortam 2 775.00 2.81%* 62.07 1.07* 1.85 4.49%*
Hata 9 275.00 - 57.87 - 0.41 -
Genel 11 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.57 incelendiginde, sogancik olusturan eksplant orani ve eksplant basina
sogancik sayisina ortamlarin etkisi 0.05 diizeyinde 6nemli iken, sogancik c¢apina
ortamlarin etkisi ise 0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Farklilifin énem diizeyini

belirlemek i¢in yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.58”de verilmistir.
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Cizelge 4.58 Farkli 2,4-D dozlarimmin Mersin kokenli F. persica’nin olgunlasmamis
embriyo eksplantlarindan 14 ay sonra sogancik olusumuna etkisi

Biiyiime Sogancik Eksplant Basina Sogancik Capi
Diizenleyicileri Olusturan Sogancik Sayisi (mm)
(mg/l) Eksplant Oram (adet)
(%)

2,4-D

1 52.5b° 18.61 a 4.12 ab'

2 70.0 a 11.45b 451a

4 80.0 a 12.19b 3.19b

" Aym siitunda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
2 Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde énemlidir.

Cizelge 4.58’de goriildiigii gibi kiiltiir baslangicindan 14 ay sonra olgunlagsmamis
embriyo eksplantlarinda sogancik olusturan eksplant oran1 bakimindan en yiiksek deger
%80 ile 4 mg/l 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilirken en diisiik deger ise %52.5
ile 1 mg/1 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilmistir. Eksplant bagina sogancik sayisi
bakimindan en yiiksek deger 18.61 adet ile 1 mg/l 2,4-D iceren ve en diisiik deger ise
11.45 adet ile 2 mg/l 2,4-D igeren besin ortamindan elde edilmistir. Sogancik c¢api
bakimindan en yiiksek deger 4.51 mm ile 2 mg/l 2,4-D igeren besin ortamindan elde
edilmistir. En diisiik deger ise 3.19 mm ile 4 mg/l 2,4-D iceren besin ortamindan elde

edilmistir.

4.4.2 Mersin kokenli F. persica’nin etli sogan pul yapraklarinin kiiltiirii
Mersin kokenli F. persica soganlarinin yiizey sterilizasyonunda da diger tiirlerde oldugu

gibi sorun yaganmigtir. Soganlarda fungus ve bakteriyel kdkenli bulasikliklar gozlendigi

i¢in deneme kurulamamustir. (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32 Mersin kokenli F. persica’da ylizey sterilizasyonundan 1 hafta sonra
eksplantlarda gozlenen fungus ve bakteriyel kdkenli bulagiklik

4.5 F. imperialis ve F. persica’nin Olgunlasmamis Embriyolarindan Dort Asamal
2. Protokol ile Sogancik Eldesi

Dogal yetisme alanlarindan toplanan F. imperialis, Siverek ve Mersin kokenli F.
persica’nin tohumlar ylizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra yaklasik 1-2 mm
biiytikliigiindeki olgunlasmamis embriyolar ¢ikartilarak 2 mg/1 2,4-D iceren 6 g/l agar
ile katilagtirilan KTO (kallus tesvik ortami) ortamlarinda 16 °C’de 16 saat aydinlik 8
saat karanlik fotoperiyotta ve 24 °C’de karanlikta kiiltiire alinmustir. Kiiltiir
baslangicindan 1 hafta sonra embriyolarin hacimlerinde bir artis gézlenmis olup, 20-30

giin sonra da kallus olusumu baslamistir (Sekil 4.33 - 4.34).
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Sekil 4.33 Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda 20
giin sonra 2 mg/l 2,4-D iceren Ny besin ortaminda 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik fotoperiyotta kiiciik ve sert kallus olusumu

Sekil 4.34 F. imperialis’te 20 glin sonra 2 mg/l 2,4-D igeren Ng besin ortaminda 24
°C’de karanlikta olgunlasmamis embriyo eskplantlarinda kiiciik ve sert
kallus olusumu

8 hafta siireyle inkiibe edildikten sonra, gelisen kalluslar SOO (sogancik olusturma
ortami) ortamina aktarilmistir. Bu ortamda siirgiin uclar1 da olusmaya baslamis ve ayda
bir alt kiiltiir yapilmistir. Daha sonra 24 °C’de karanlikta gelisen siirgiinler SGO

(sogancik gelistirme ortami1) ortamina aktarilarak, yavas yavas 1sikli ortama
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alistinlmigtir. SGO ortamina aktarildiktan 8 hafta sonra eksplantlarda yavas yavas
stirgiin olusumu baglamig ve 6. ayda siirgiin sayim1 yapilmistir Olgunlasmamis embriyo

eksplantlarinda ¢ok sayida siirgiin ve kok olugsmustur (Sekil 4.35).

Sekil 4.35 Siverek kokenli F. persica’da olgunlasmamis embriyolarda 6 ay sonra 16
saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyotta olusan siirgiinler ve kokler

Calismada 6. ayda siirglin sayimi yapildiktan sonra sogan olusumunu tesvik etmek
amaciyla eksplantlar 60 g/l sukroz igeren MS besin ortamina alinarak soguk uygulamasi
yapilmigtir. Kiiltiirler 4 ay siireyle + 4 °C’de bekletilmistir. Daha sonra ¢ikarilan
eksplantlar 60 g/l sukroz iceren MS besin ortaminda 16 °C’de 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik fotoperiyotta kiiltiire alinmistir. + 4 °C’den 16 °C’ye ¢ikarilan kiiltiirlerde 2 ay
sonunda sogancik olusumu gozlenmistir. Kiiltiir baslangicindan 9 ay sonra
olgunlagsmamis embriyolardan olusan siirgiinler soganciga doniismeye baslamistir (Sekil
4.36). 14. ayda sogancik sayimi yapilmistir. Sogancik sayimi yapildiktan sonra
soganciklar sogancik olgunlagtirilmasi i¢in 20 g/l sukroz iceren MS besin ortamina

alinmustir.
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Sekil 4.36 Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyolarindan 6 ay sonra 16
saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyotta (aydinlik) gelisen siirglinlerin
soganciga doniismesi

Kiiltiir baglangicindan 6 ay sonra kallus olusturan eksplant orani, siirgiin olusturan
eksplant oran1 ve eksplant basina siirgiin sayisina ait varyans analizi sonuglar ¢izelge

4.59’da verilmistir.

Cizelge 4.59 Aydinlik ve karanlik fotoperiyotlarinin F. imperialis ve F. persica
tiirlerinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda 6 ay sonra siirgiin
rejenerasyonuna etkisine ait varyans analizi

Kallus Olusturan Siirgiin Olusturan Eksplant Basina
Eksplant Orani (%) Eksplant Oram (%) Siirgiin Sayis1
V.K (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F
Fotoperiyot 1 4.16 0.053 37.50 0.26 3.33 0.72%*
Tiir 2 650.00 8.21%* 4404.16 | 31.39%* | 112.55 | 24.48**

Fotoperiyot *tiir 2 1266.66 | 16.00** 162.50 1.15% 11.58 2.52%

Hata 18 79.16 - 140.27 - 4.59 -

Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.59 incelendiginde, kallus olusturan eksplant oranina aydinhik x tiir
interaksiyon etkisi 0.01 diizeyinde onemli iken, siirgiin olusturan eksplant orani ve
eksplant bagina siirgiin sayisina aydinlik x tiir interaksiyon etkisi 0.05 diizeyinde énemli
bulunmustur. Gézlenen farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi

sonugclari ¢izelge 4.60’ta verilmistir.

Cizelge 4.60 Aydinlik ve karanlik fotoperiyotlarinin F. imperialis ve F. persica
tiirlerinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda 6 ay sonra siirgiin
rejenerasyonuna etkisi

Fotoperiyot ve tiirler Kallus Siirgiin Eksplant

Olusturan Olusturan Basina

Aydinhk Karanhk Eksplant Eksplant Siirgiin

Oram Sayis1

(1)

Oram (%) (%) (adet)

F. imperialis 97.5a' 42.5¢ 2.73 d

F. persica 95.0 ab 95.0a 11.2a
(Siverek)

F. persica 75.0b 70.0d 8.45 be
(Mersin)

F. imperialis 100.0 a 475e 2.79d

F. persica (Siverek) 67.5¢ 87.5b 7.74 ¢

F. persica (Mersin) 97.5a 80.0 ¢ 9.61b

" Aymi siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
* Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde 6nemlidir.

Cizelge 4.60 incelendiginde, 2 mg/l 2,4-D iceren Ng besin ortaminda 6 ay sonra
olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda kallus olusturan eksplant orani bakimindan en
yiiksek deger %100 ile F. imperialis tiiriinde karanlik ortamda, en diisiik deger ise %75
ile Mersin kokenli F. persica tiiriinde aydinlik ortamda elde edilmistir. Siirglin olusturan
eksplant oran1 bakimindan en yiiksek deger %95 ile Siverek kokenli F. persica tiiriinde
aydinlik ortamda elde edilirken, en diisiik deger ise %42.5 ile F. imperialis tlriinde

aydinlik ortamda elde edilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 bakimidan en yliksek
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deger 11.20 adet ile Siverek kokenli F. persica tiirlinde aydinlik ortamda elde edilirken,
en disik deger 2.73 adet ile F. imperialis tiriinde aydinlik ortamda elde edildigi

gozlenmistir.

F. imperialis, Siverek ve Mersin kokenli F. persica tiirlerinin kiiltiir baslangicindan 14
ay sonra sogancik sayimi yapilmistir (Sekil 4.37). Sogancik sayimi yapildiktan sonra
soganciklar 20 g/l sukroz iceren MS besin ortamina alinmistir. Eksplantlar iizerinde
soganciklar somatik embriyolardan gelistigi i¢in her bir sogancigin koklerinin olmasi

nedeniyle ayrica bir kdklendirme ¢aligmasi yapilmamustir.

Sekil 4.37 Mersin kokenli F. persica’da kiiltlir baslangicindan 14 ay sonra 25 + 1 °C’de
karanlikta 2 mg/l 2,4-D ig¢eren N¢ besin ortaminda gelisen soganciklar

Sogancik olusturan eksplant orani, eksplant basina sogancik sayisi ve sogancik ¢apina

ait varyans analiz sonuglar1 ¢izelge 4.61°de verilmistir.
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Cizelge 4.61 Aydinlik ve karanlik fotoperiyotlarinin F. imperialis, Siverek ve Mersin
kokenli F. persica tiirlerinin olgunlagmamis embriyo eksplantlarinda 14
ay sonra sogancik olusumuna etkisine ait varyans analizi

Sogancik Olusturan Eksplant Basina Sagancik Cap1
Eksplant Oram (%) Sogancik Sayisi (mm)
VK (adet)
S.D K.O F K.O F K.O F

Fotoperiyot | 1 416.66 | 8.33%* 2.68 0.12 0.07 0.24
Tiir 2 937.50 | 18.75** 568.34 26.99** 6.82 21.66%*
Fotoperiyot | 2 429.16 | 8.58%* 104.54 4.96** 0.59 1.88%*
*tiir
Hata 18 50.00 - 21.05 - 0.31 -
Genel 23 - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.61 incelendiginde, sogancik olusturan eksplant orani ve eskplant basina

sogancik sayisina fotoperiyot x tiir interaksiyon etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli iken,

sogancik c¢apma fotoperiyot x tiir interaksiyon etkisi 0.05 diizeyinde Onemli

bulunmustur. Gozlenen farkliligin 6nem diizeyini belirlemek icin yapilan Duncan testi

sonugclari ¢izelge 4.62°de verilmistir.
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Cizelge 4.62 Aydinlik ve karanlik fotoperiyotlarinin F. imperialis ve Siverek ve Mersin

kokenli F. persica tiirlerinin olgunlagmamis embriyo eksplantlarinda 14
ay sonra sogancik olusumuna etkisi

Fotoperiyot ve tiirler Sogancik Eksplant Soganci
Olusturan Basina k
Aydinhk Karanhk Eksplant Sogancik Capi
Oram (%) Sayisi1 (adet) (mm)
F. imperialis 62.5c' 4.19d' 3.47 ¢
F. persica 95.0a 18.81b 531a
(Siverek)
F. persica 92.5 ab 17.15b 3.68c
(Mersin)
F. imperialis 87.5b 3.54d 3.28¢c
F. persica (Siverek) 92.5 ab 109 ¢ 5.09 a
F. persica (Mersin) 95.0a 23.7a 4420

" Ay siitunda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
2 Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 0.05 diizeyinde énemlidir.

Cizelge 4.62°de goriildiigii gibi 14 ay sonra olgunlasmamis embriyo eksplantlarinda en

fazla sogancik olusturan eksplant orani (%95) ile Siverek kokenli F. persica tlriinde

aydinlik ve Mersin kokenli F. persica tiirlinde karanlik ortaminda elde edilirken, en

diisiik deger ise %62.5 ile F. imperialis tiirinde aydinlik ortamda elde edilmistir.

Eksplant basina sogan sayisi bakimindan en yiiksek deger 23.75 adet ile Mersin kokenli

F. persica tirinde aydinlik ortamda elde edilirken, en diisiik deger 3.54 adet ile F.

imperialis tiirlinde karanlik ortamda elde edildigi gézlenmistir. Sogan c¢ap1 bakimindan

en yiiksek deger 5.31 mm ve 5.09 mm ile Siverek kdkenli F. persica tiiriiniin aydinlik

ve karanlik ortamlarinda elde edilirken, en diisiik deger 3.28 mm ile F. imperialis

tiirtiniin karanlik ortaminda elde edilmistir.

102




4.6 Siverek Kokenli F. persice’nm In vitro’da Uretilen Soganciklarmn
olgunlastirilmasi ve Dis Kosullara Alistirilmasi

In vitro’da gelisen soganciklarin dis kosullara aktarilmasinda ¢ok fazla sorun
yasanmustir. Genellikle aktarilan soganciklar 1 hafta igerisinde su kaybetmekte ve
canliliklarimi  yitirmektedirler. Ayrica dis kosullara aktarilacak  olgunlukta
olmamalaridir. Bu nedenle in vitro’da gelisen soganciklar1 dis kosullara aktarmak igin

degisik calismalar yapilmistir.
4.6.1 Agar ve gelrite (jelrit)’in etkisi
20 g/l sukroz iceren MS besin ortamina agar-jelrit katilagtiricilar1 katilarak Siverek

kokenli F. persica’ya ait soganciklar bu ortamlarda kiiltiire alinmastyla bitki dokularinin

sikilagmasi, gelismesi ve yeni yaprak olusumlar1 gézlenmistir (Sekil 4.38).

Sekil 4.38 Siverek kdkenli F. persica’ya ait soganciklarin 1.5 g/l agar ve 1.6 g/l jelrit ile
katilagtirilan 20 g/l sukroz igeren MS besin ortaminda bitki dokularinin
sikilagmast ve yeni yaprak olusumu

Deneme sonucunda ilk sogancik ¢api, son sogancik capi, fark, gelisen sogancik orani,
ikincil sogancik sayisi, kok uzunlugu ve kok sayisina ait varyans analizi sonuglari

cizelge 4.63’te verilmistir.
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Cizelge 4.63 Farkli agar ve jelrit dozlarmin 4 ay sonra Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyolarindan gelisen

soganciklarin olgunlasmasi iizerine farkli agar ve jelrit dozlarinin etkisine ait varyans analizi

Ilk sogancik capi (cm) | Son sogancik Fark (cm) Gelisen Sogancik Ikincil Kok Uzunlugu | Kok Sayisi
capi (cm) Orani (%) Sogancik Sayisi (cm) (adet)
(adet)

VK SD K.O F KO |F K.O F K.O F K.O F K.O F K.O F
Agar- 7 0.006 6.913** | 0.04 | 2.24** | 0.04 2.33** 1 119.048 | 1.52* | 10.70 | 2.67** |2.73 3.45%* 19,61 0.89
jelrit

Hata 16 0.001 - 0.02 |- 0.01 - 78.12 - 4.00 - 0.79 - 10.75 -
Genel |23 |- : : : : : : - - - - - - .

**0.01 diizeyinde 6nemli

*0.05 diizeyinde 6nemli




Cizelge 4.63 incelendiginde, ilk sogancik ¢api, son sogancik c¢api, fark, ikincil sogancik
sayis1, kok uzunluguna agar-jelrit’in etkisi 0.01 diizeyinde 6énemli iken, gelisen sogan
orani ise 0.05 diizeyinde onemli bulunmustur. Kok sayisina agar-jelrit’in etkisi ise
istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur. Farklilifin 6nem diizeyini belirlemek i¢in

yapilan Duncan testi sonuglar ¢izelge 4.64°te verilmistir.
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Cizelge 4.64 Farkli agar ve jelrit dozlarmin 4 ay sonra Siverek kokenli F. persica’nin olgunlasmamis embriyolarindan gelisen

soganciklarin olgunlagmasi iizerine farkli agar ve jelrit dozlarinin etkisi

Katilagtiricilar (g/1) Ik Son Fark (cm) Gelisen Ikincil Kok Kok
sogancik sogancik Sogancik Sogancik | Uzunlugu Sayisi
Agar Jelrit capi (cm) cap1 (cm) Orani (%) Sayis1 (cm) (adet)
(adet)
6.5 0 042a 1.26 ab 0.84 abc 100 233b 3.33 ab 14.0
5.5 0.3 0.36 b 0.98 ¢ 0.62 ¢ 83.33 4.0 ab 2.66 abc 11.33
4.5 0.84 0.36b 1.11 abc 0.75 abc 100 2.66 ab 2.33 be 13.33
3.5 0.96 0.36b 1.13 abc 0.77 abc 100 0.66 b 2.66 abc 11.66
2.5 1.28 0.32 be 1.05 abc 0.73 be 91.66 3.0 ab 2.66 abc 13.66
1.5 1.6 0.31 be 1.3a 1.0a 100 233D 4.0 ab 16.0
0.5 1.92 0.34b 1.25 ab 0.91 ab 91.66 0.33b 433 a 12.33
0 2.25 0.27c 1.02 be 0.75 abc 100 6.33a 1.33 ¢ 10.33
Onem diizeyi 0.01 0.01 0.01 0.05 0.01 0.01 Onemsiz




Cizelge 4.64 incelendiginde, farkli oranlardaki katilastiricilarin son sogancik ¢apina
etkisi bakimindan en yiiksek deger 1.30 cm ile 1.5 g/l agar ve 1.6 g/l jelrit, en diisiik
deger ise 0.98 cm ile 5.5 g/l agar ve 0.3 g/l jelrit katilagtiricilarini iceren MS besin
ortaminda elde edilmistir. {1k sogancik ¢ap1 ve son sogancik ¢ap arasindaki farka etkisi
incelendiginde en yiiksek deger 1 cm ile 1.5 g/l agar ve 1.6 g/l jelrit, en diisiik deger ise
0.62 cm ile 5.5 g/l agar ve 0.3 g/I jelrit katilastiricilarini igceren MS besin ortaminda elde
edilmistir. Koklendirmeye almman soganlarin dip kisinlarinda ikincil soganciklar

olusmustur (Sekil 4.39).

Sekil 4.39 Koklendirmeye alinan soganlarin dip kisimlarinda olusan ikincil soganciklar

Ikincil soganciklar bakimindan incelendiginde en yiiksek deger 6.33 adet ile 2.25 g/l
jelrit, en diisiik deger ise 0.33 adet ile 0.5 g/l agar ve 1.92 g/l jelrit iceren MS besin
ortaminda elde edilmistir. Kok uzunlugu bakimindan en yiiksek deger 4.33 cm ile 0.5
g/l agar ve 1.92 g/l jelrit, en diisiik deger ise 1.33 cm ile 2.25 g/ jelrit igeren MS besin
ortamindan elde edilmistir. Kok sayis1 bakimindan en yiiksek deger 16 adet ile 1.5 g/l
agar ve 1.6 g/l jelrit, en diisiik deger ise 10.33 adet ile 2.25 g/l jelrit iceren MS besin

ortamindan elde edilmistir.
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In vitro’dan elde edilen Siverek kokenli F. persica’ya ait soganciklarin agar-jelrit ile
muamelesi sonucunda bitki dokularimin sikilastigi, yeni yaprak ve kok olusumu
gozlenmistir (Sekil 4.40). Ayrica sogana ait kokler iizerinde kiigiik soganciklarin
gelistigi gozlenmistir (Sekil 4.41). Bu duruma benzer bir sonugta bitki dokularinin
sikilagmast ve kok yapisinin kuvvetlendirilmesi i¢in yapilan calismada soganciklar

besin ortamina alindiktan sonra tekrar soganciklar meydana getirmesidir (Sekil 4.42).

Sekil 4.40 In vitro’dan elde edilen Siverek kdkenli F. persica’ya ait soganciklarin agar-

jelrit ile muamelesi sonucunda bitki dokularmin sikilagmasi, yeni yaprak ve
kok olusumu

Sekil 4.41 Siverek kokenli F. persica'da kokler lizerinde ikincil sogancik olusumu
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Sekil 4.42 Koklendirmeye alinan Siverek kokenli F. persica'ya ait soganciklarda kallus
ve soganciklarin dip kisimlarinda ikincil sogancik olusumu

4.6.2 Farkli tuzlarin ve oranlarinin etkisi

In vitro’da gelisen soganciklarin bitki dokularini sikilagtiracagi diisiiniilen tuzlar dis
kosullara aktarilmadan oOnce uygulanmistir. Siverek kokenli F. persica’ya ait
soganciklar 20 g/l sukroz iceren MS besin ortamina 10 ve 20 g/l oranlarinda KCl, NaCl
ve CaCl; ilave edilerek kiiltiire alinmistir. Bu ortamda soganciklar 15 giin kiiltiire
alindiktan sonra MS besin ortamina aktarilmis olup (Sekil 4.43), 1 ay sonrada kasalar

igerisine dikilerek dis kosullara aktarilmistir.

Sekil 4.43 10 g/l NaCl iceren MS besin ortaminda gelisen Siverek kokenli F. persica’ya
ait soganciklarin 1 ay sonra bitki dokularinin sikilagsmasi ve yaprak olusumu
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KCl, NaCl ve CaCl, igeren MS besin ortaminda soganciklarda bitki dokular1 sikilagsmis
ve daha fazla yaprak olusumu goézlenmistir (Sekil 4.44). Cok sayida kok olusumu da

gerceklesmistir.

Sekil 4.44 Siverek kokenli F. persica’da 10 g/l NaCl igeren MS besin ortaminda gelisen
soganciklarin 1 ay sonra bitki dokulariin sikilagmasi, yaprak olusumu ve
kok gelisimi

Siverek kokenli F. persica’nin in vitro’da gelisen soganciklarinda KCI, NaCl ve CaCl,
uygulamalarindan sonra sogan yapisinda bitki dokularinda sikilasma, mevcut koklerde
gelismeler ve ikincil sogancik olusumu meydana gelmistir (Sekil 4.45). Soganciklar

tizerinde sogan govdesinden yaprak olusumu da gézlenmistir (Sekil 4.46).

Sekil 4.45 10 g/l NaCl igceren MS besin ortaminda gelisen soganciklarin bitki
dokularinin sikilagmasi, yan sogancik ve koklerinin olugsmasi
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Sekil 4.46 10 g/l NaCl iceren MS besin ortaminda gelisen Siverek kokenli F. persica’ya
ait soganciklar lizerinde sogan govdesinden yaprak olusumu

Siverek kokenli F. persica’ya ait soganciklarin dis kosullara aktarilmadan once NaCl,
KCI ve CaCl, tuzlari ile muamelesinden 15 giin sonra tuzlarin kok olusum yiizdesi, kok
uzunlugu, yaprak yiizdesi, yaprak sayisi, yan sogan yiizdesi ve yan sogan sayisina ait

varyans analizi sonuclari ¢izelge 4.65°te verilmistir.
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Cizelge 4.65 Siverek kokenli F. persica’da KCI, NaCl ve CaCl, tuzlariin kok olusum yiizdesi, kok uzunlugu, kok sayis1 yaprak olusum

orani, yaprak sayisi, ikincil sogancik orani ve ikincil sogancik sayisina ait varyans analizi

Kok olusum orani (%) | Kok uzunlugu Kok sayisi Yaprak olusum | Yaprak sayis1 | Ikincil sogancik Ikincil
(cm) (adet) orani (adet) olusum orani sogancik
VK (%) (%) sayisi (adet)
S.D | K.O F KO |F KO |F K.O F K.O F K.O F KO |F
Tuz 4 883.33 | 6.66%* | 292 | 5.06%* |43.81 |6.00%* | 62.50 0.50 7.01 1.30* | 979.16 | 2.35* | 14.59 | 2.80*
%
Hata | 10 125.00 | - 0.57 |- 7.29 - 125.00 | - 5.38 - 416.66 | - 5.21 -
Genel | 14 - - - - - - - - - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli
*0.05 diizeyinde 6nemli




Cizelge 4.65 incelendiginde, kok olusum orani, kok uzunlugu, kok sayisi ve ikincil
sogancik sayisina tuzlarin etkisi 0.01 diizeyinde 6nemli iken, yaprak sayis1 ve ikincil
sogancik yiizdesine 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Yaprak ylizdesine tuzlarin
etkisi ise istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek

icin yapilan Duncan testi sonuglari ¢izelge 4.66’da verilmistir.
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Cizelge 4.66 Siverek kokenli F. persica’da KCI, NaCl ve CaCl, tuzlariin kok olusum yiizdesi, kok uzunlugu, kok sayis1 yaprak olusum
orani, yaprak sayisi, ikincil sogancik orani ve ikincil sogancik sayisina etkisi

Onem diizeyi

NaCl, KCI ve CaCl, tuzlari (g/1) Kok Kok Kok Yaprak | Yaprak Ikincil Ikincil
olusum uzunlugu sayisi olusum sayisi sogancik | sogancik
KCl1 NaCl CaCl, orani (%) (cm) (adet) orani (%) | (adet) olusum sayisi
orani (%) (adet)
10 91.66 ab 344 a 1497 a 91.66 5.61b 41.66 a 3.22 ab
20 5833 ¢ 1.83b 8.00 b 100.00 6.60 ab 0.00 b 0.00 b
10 100.00 a 3.66 a 14.58 a 100.00 8.00 a 25.00 ab 5.00 a
20 75.00 be 1.38b 8.77b 91.66 5970 25.00 ab 3.16 ab
10 91.66 ab 2.50 ab 6.94b 91.66 3.80b 0.00 b 0.00 b
0.01 0.01 0.01 Onemsiz 0.05 0.05 0.01




Cizelge 4.66 incelendiginde NaCl, KCI ve CaCl, tuzlarinin kok olusumuna etkisi
bakimindan en yiiksek deger %100 ile 10 g/l NaCl iceren besin ortaminda, en diisiik
deger ise %58.33 ile 20 g/l KClI iceren besin ortaminda elde edilmistir. Kok uzunlugu
bakimindan en yliksek deger 3.66 cm ile 10 g/l NaCl igeren besin ortaminda, en diislik
deger ise 1.38 cm ile 20 g/l NaCl iceren besin ortamindan elde edilmistir. Kok sayisina
tuzlarin etkisi incelendiginde en yiiksek deger 14.97 adet 10 g/l KCI iceren besin
ortaminda, en diisiik deger ise 6.94 adet ile 10 g/l CaCl, igeren besin ortaminda elde
edilmistir. Yaprak sayis1 ve yan sogan yiizdesine tuzlarin etkisi 0.05 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Yaprak sayis1 bakimindan en yiiksek deger 8 adet ile 10 g/l NaCl igeren
besin ortaminda, en diisiik deger ise 3.8 adet ile 10 g/l CaCl, iceren besin ortaminda
elde edilmistir. Yan sogan yiizdesi bakimindan en yiiksek deger % 41.66 ile 10 g/l KCI
igeren besin ortaminda elde edilirken, 20 g/l KCl ve 10 g/l CaCl, igeren besin ortaminda
yan sogancik olugsmamistir. Yan sogan sayis1 bakimindan en yiiksek deger 5 adet ile 10
g/l NaCl igeren besin ortaminda elde edilirken, 20 g/l KCI ve 10 g/l CaCl, iceren besin

ortaminda yan sogancik olusmamustir.

4.6.3 Farkh sicakliklarda agar, jelrit ve aktif komiir uygulamasinin etkisi

Siverek kokenli F. persica’da soganciklar1 olgunlastirmak ve dis kosullara aktarmak
icin farkli sicakliklarda agar, jelrit ve aktif komiir denemesi yapilmistir. Soganh
bitkilerin dormansiye ihtiyaci oldugu icin degisik sicaklik uygulamarinin dis kosullara
aktarilmasinda etkisi aragtirilmistir. In vitro’da gelisen Siverek kokenli F. persica’ya ait
soganciklar farkli katilastiricilar ve aktif komiir kullanilarak 4, 16 ve 23 °C’de 20 g/l
sukroz igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmustir (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47 In vitro’da firetilen Siverek kokenli F. persica’ya ait soganciklarin farkli
katilagtiricilar ve aktif komiir kullanilarak 20 g/l sukroz igeren MS besin
ortaminda kiiltiire alinmasi

Kiiltiir baslangicindan 9 ay sonra soganciklarin bitki dokularnin sikilastigi
gozlenmistir. Ayrica yan sogancik ve kok gelisimi gozlenmistir. Agar ve jelrit
kullanilarak katilastirilan MS besin ortaminda 16 °C’de kiiltiire alinan soganciklarin
olgunlagtigi, bitki dokularimin sikilastigi gozlenmis olup, ikincil soganciklar da
olugmustur (Sekil 4.48 - 4.49).

Sekil 4.48 Agar iceren MS besin ortaminda 16 °C’de kiiltiire alinmasi sonucunda
soganciklarin olgunlasmasi, kok ve ikincil sogancik olusumu

116



Sekil 4.49 Jelrit iceren MS besin ortaminda 16 °C’de kiiltiire alinmasi sonucunda
soganciklarin olgunlasmasi, ¢ok sayida kok ve ikincil sogancik olusumu

Siverek kokenli F. persica’ya ait soganciklarin dis kosullara aktarilmadan once agar (6
g/l), jelrit (2.5 g/1), aktif komiir (5 g/1) ve sicaklik uygulamasi sonucunda soganciklarda
kok olusum orani, kok uzunlugu, kok sayisi, ikincil sogancik olusum orani ve ikincil

sogancik sayisina ait varyans analizi ¢izelge 4.67°de verilmistir.
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Cizelge 4.67 Siverek kokenli F. persica’ya ait soganciklarin agar, jelrit, aktif komiir ve sicaklik uygulamasi sonucunda soganciklarda kok
olusum orani, kok uzunlugu, kok sayisi, ikincil sogancik olusum orani ve ikincil sogancik sayisina ait varyans analizi

81T

Kok olusum orami (%) | Kok Uzunlugu Kok Sayisi Ikincil sogancik | Ikincil sogancik
(cm) (adet) olusum oram (%) sayisi (adet)

VK S.D |K.O F KO |F K.O F K.O F K.O F
Jeller 3 224.07 | 1.02% | 47.73 |30.68*%* |7.78 2.94*%* | 15625 |0.75 0.96 1.92%
Sicaklik 2 167.36 | 0.76* | 2.69 1.73* 2220 | 8.38%F [1302.08 |6.25%F |4.11 8.22%*
Jeller* 6 46.99 |0.21 2.62 1.68* 3.51 1.32% 39930 |[1.91* |1.63 3.25%*
sicaklik
Hata 24 21944 |- 155 |- 2.64 - 208.33 |- 0.50 -
Genel 35 - - - - - - - - - -

**0.01 diizeyinde 6nemli

*0.05 diizeyinde 6nemli




Cizelge 4.67 incelendiginde, farkli sicaklik ve farkli katilastiricilarin uygulanmasinin
kok uzunlugu, kok sayisit ve ikincil sogancik olusum oranina etkisi 0.05 diizeyinde
onemli iken, ikincil sogancik sayisina etkisi 0.01 diizeyinde dnemli bulunmustur. Kok
olusum oranina farkl sicaklik ve farkli katilastiricilarin etkisi ise istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur. Farkliligin 6nem diizeyini belirlemek i¢in yapilan Duncan testi

sonuglari ¢izelge 4.68°de verilmistir.

119



0ct

olusum orani, kdk uzunlugu, kok sayisi, ikincil sogancik olusum orani ve ikincil sogancik sayisina etkisi

Cizelge 4.68 Siverek kokenli F. persica’ya ait soganciklarin agar, jelrit, aktif komiir ve sicaklik uygulamasi sonucunda soganciklarda kok

Sicakliklara gore katilastiricilar Kok olusum Kok Kok sayisi ikincil Ikincil
oram (%) uzunlugu (adet) sogancik sogancik
4 °C 16 °C 23°C (cm) olusum oran1 | sayisi (adet)
(“e)
Agar 100 1.66 ¢ 4.66 8.88Db 0.0b
Agar 100 233 cd 6.66 16.66 ab 1.0 ab
Agar 91.66 133 ¢ 4.66 25b 1.33 ab
Agar + A kOmiir 91.66 5.33 abc 5.33 1.77 ¢ 00b
Agar + A komiir 100 7.0a 7.75 16.66 ab 0.66 b
Agar + A komiir 91.66 7.66 a 8.83 833D 033D
Jelrit 93.33 2.0cd 4.66 5.32bc 0.0b
Jelrit 83.33 2.0cd 9.33 41.66 a 2.66a
Jelrit 83.33 233 cd 7.66 1.77 ¢ 0.0b
Jelrit + A.kOmiir 100 4.66 abcd 6.33 1.77 ¢ 00b
Jelrit + A komiir 100 6.06 ab 8.0 833D 033b
Jelrit + A.kOmiir 91.66 3.33 bed 6.66 833D 033b
Onem diizeyi Onemsiz 0.05 0.05 0.05 0.01




Cizelge 4.68 incelendiginde, F. persica’ya ait soganciklarin dig kosullara aktarilmadan
once agar, jelrit, aktif komiir ve sicaklik uygulamasiin kdk uzunlugu bakimindan en
yiiksek deger 7.66 cm ile agar ve aktif komiir igeren besin ortaminda 23 °C’de, en diislik
deger ise 1.33 cm ile agar ile katilastirilan besin ortaminda 23 °C’de elde edilmistir. Kok
sayis1 bakimindan en yiiksek deger 9.33 adet ile jelrit ile katilagtirilan besin ortaminda
16 °C’de, en diisiik deger ise 4.66 adet ile agar ile katilagtirilan besin ortaminda 4 ve 23
°C sicakliklarda elde edilmistir. Soganciklarin dip kisimlarinda olusan ikincil
soganciklarin olusum orani bakimindan en yiiksek deger %41.66 ile jelrit ve 16 °C’de,
en diislik deger ise %1.77 ile jelrit ve 23 °C’de, jelrit ve aktif komiir ile 4 °C’de, agar ve
aktif komiir ile 4 °C’de elde edilmistir. Yan sogancik sayis1 bakimindan incelendiginde
en yiiksek deger 2.66 adet ile jelrit ile katilastirilan besin ortaminda 16 °C’de elde

edilmistir.

4.6.4 Siverek kokenli F.persica’ya ait soganciklarin dis kosullara alistirilmasi

In vitro’da tretilen Siverek kokenli F. persica’ya ait soganciklarin kiiciik ve bitki
dokularinin gevsek olmasi sebebiyle topraga aktarildiktan sonra su kaybederek
canliligim yitirmesine nedenden dolay1 sogancik olgunlagtirmak ve bitki dokularinin
sikilagmasini1 saglamak amaciyla cesitli denemeler yapilmistir. Yapilan denemeler
sonucunda agar-jelrit, agar-jelrit-sicaklik denemelerinde soganciklarin bitki dokulari
sikilagsmig olup, soganciklar olgunlagmistir. Ayni zamanda kok yapilart kuvvetlenmistir.
Soganciklarin olgunlagsmasi ve kok yapilarinin iyi olmalarina ragmen dis kosullara

aktarmada problemler yasanmistir.

Soganlarin dis kosullara aktarilmasinda steril edilmis 2:1:1:1 oraninda torf, vermikiilit,
kum ve perlit karigimi kullanilmistir. Saksilarin iizerlerine nem kaybini 6nlemek igin
poset gecirilmis ve saksiya dikilen soganlar 16 saat aydinhk 8 saat karanlik
fotoperiyotta 23 °C’deki iklim dolabina alinmistir. Sogancik olgunlastirma g¢alismasi
yapilmayan soganlar sadece 20 g/l sukroz iceren MS besin ortaminda 2 ay +4 °C’de
bekletildikten sonra dis kosullara aktarilmistir. Dikimden 1 ay sonra sogan
yapraklarinda gelisme olmustur (Sekil 4.50). Ayn1 zamanda yeni kok yapisinin olusup

olusmadigina bakilmis ve yeni kdklerin olustugu gozlenmistir (Sekil 4.51).
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Sekil 4.50 Soganciklarin saksiya aktarilmasindan 1 ay sonra yapraklarindaki gelismeler

Sekil 4.51 Soganciklarin saksiya aktarilmasindan 1 ay sonra yeni koklerin olugmasi
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Iklim dolabindaki soganlarm gelismesi gozlendiginde sogan yapraklariin 2 ay

icerisinde solarak yeni yapraklarin ¢iktig1 goriilmiistiir (Sekil 4.52).

Sekil 4.52 Dis kosullara aktarilan sogan yapraklarinin 1 ay igerisinde solmasi ve yeni
yapraklarin olusumu

Yeni ¢ikan yapraklar 4 ay sonra tekrar ayni sekilde solarak yeniden yaprak olusumu

gozlenmistir (Sekil 4.53).

“

Sekil 4.53 Yeni ¢ikan yapraklarin 4 ay igerisinde solmasi ve tekrar yapragin ¢ikmasi
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Bu sekilde sogan yapraklarinin solarak yeniden ¢ikmasi 3 kez tekrarlanmistir. Cok
sayida kok olustugu gozlenmistir (Sekil 4.54). Daha sonra saksi degisimi nedeniyle

soganlar 6lmiistiir.

Sekil 4.54 Dis kosullara aktarilan sogandan yeni yaprak ve kok olusumu

In vitro’da Tretilen Siverek kokenli F. persica’ya ait soganciklarin tuz ve
katilastiricilarla yapilan denemelerinde cok sayida kok ve yaprak olusmustur. Tuz
denemelerinde ise dis kosullara aktarimda olumlu sonuclar alinmistir. 10-20 g/l KCl,
NaCl ve CacCl, iceren MS besin ortaminda 15 giin kiiltlire alindiktan sonra 1 ay da MS
besin ortaminda +4 °C’de soguk uygulamasi i¢in bekletilmistir. Daha sonra soganlar dis
kosullara aktarilmistir. Soganlarin dis kosullara aktarilmasinda steril edilmis 2:1:1:1
oraninda torf, vermikiilit, kum ve perlit karistmi kullanilmistir. Saksilarin tlizerlerine
nem kaybinit dnlemek i¢in poset gecirilmis ve 23 °C’deki iklim odasina alinmistir.
Ayrica nemlendirme yapilmistir. Iklim odasinda kasalar igerisine dikilen soganlarda 1

hafta sonra yeni yaprak olusumlar1 gozlenmistir (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55 Siverek kokenli F. persica’ya ait soganlarin dis kosullara aktarilmasindan 1
hafta sonra soganlarin canli kalmasi ve ¢ok sayida yeni yapraklarin olusmasi

Iklim odasinda kasalar igerisinde bulunan Siverek kokenli F. persica’ya ait soganlar 2
hafta sonra seraya alinmistir. Seraya alindiktan 1 hafta sonra soganlardan c¢ikan
yapraklarin biiyiidiigi gozlenmistir (Sekil 4.56 - 4.57). Kasalar igerisinde bulunan
soganlarin seraya alimmasindan sonra bazi soganlarda fungus goézlenmis olup 6lim

gozlenmistir.

125



Sekil 4.56 Siverek kokenli F. persica’ya ait soganlarin iklim odasindan 2 hafta sonra
seraya alinmasi

Sekil 4.57 Siverek kokenli F. persica’ya ait soganlarin iklim odasindan seraya alinmasi
ve yeni ¢ikan yapraklarin biiyltimesi
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Soganlarin ilk olarak dis kosullara aktarimi mart ayinda gerceklesmistir. Bir siire
kontrolsiiz serada kaldiktan sonra soganlarin bulundugu kasalar sera disina ¢ikarilmistir.
Yazi disarida gegirdikten sonra tekrar kontrolsiiz seraya alinmistir. Ocak ayina kadar bu
serada kaldiktan sonra soganlarin ¢ok kiiciik olmasindan dolayr don tehlikesi
diistintilerek sicaklik kontrolii olan seraya alinmistir. Bu siirede dormansi istegini
kargilamistir. Bu seraya alinmasindan yaklagik 20 gilin sonra yeni ¢ikis gozlenmistir

(Sekil 4.58). Soganlarin yagama orani yaklasik %20 olarak tahmin edilmistir.

Sekil 4.58 Siverek kokenli F. persica’ya ait soganlarin dis kosullara aktarimindan 10 ay
sonra sicak kontrollii serada yeni ¢ikan yapraklar

Siverek kokenli F. persica’ya ait soganlarin sicak kontrollii serada yapraklarinin

cikmasindan 2 ay sonra sogancik basina 1-6 adet yaprak olusturarak bitkinin gelistigi

gozlenmistir (Sekil 4.59).
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Sekil 4.59 Siverek kokenli F. persica’ya ait soganlarin sicak kontrollii serada
yapraklarin ¢ikmasindan 2 ay sonra yaprak olusumu ve bitki gelisimi

Yaprak olusumu ve bitki gelisiminden sonra bitkiler normal seraya aktarilarak gelismesi
beklenmis fakat fazla bir gelisme olmamistir. Daha sonra yaz aylarinin gelmesinden
dolay1r gelismesi durmus olup yazi disarida kasalar igerisinde gegirmistir. Fakat
soganlarin ¢aplarinda bir gelisme olmadig gibi kurumustur. Denemede soganlar tarlaya

aktarilamadan canliligini kaybetmistir.

4.6.5 Mersin kokenli F. persica’ya ait soganciklarin dis kosullara alistirilmasi

Mersin kdkenli F. persica’ya ait soganciklarin 20 g/l sukroz iceren MS besin ortaminda
+ 4 °C’de 7 ay On {lslitmeye tabi tutulduktan sonra sogancik yapilari geliserek, fazla
sayida kok olusmustur. Ayni1 zamanda +4 °C’de yapraklar1 olusarak uzamis ve renksiz
iken 16 °C’ye alindiginda yapraklar yesil rengine donmiistiir (Sekil 4.60). Daha sonra
soganciklar dis kosullara aktarilmistir (Sekil 4.61).
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Sekil 4.60 Mersin kokenli F. persica’ya ait soganciklarin 20 g/l sukroz iceren MS besin
ortaminda + 4 °C’de 7 ay sonra sogancik gelisimi, kdk ve yaprak olusumu

Sekil 4.61 Mersin kokenli F. persica’ya ait soganciklarin dis kosullara aktarilmasi

Di1s kosullara aktarilan soganlarda yine 1 hafta igerisinde bitki dokusu su kaybederek

canliligini kaybetmistir.
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4.6.6 F. imperialis’e ait soganciklarin dis kosullara ahstirilmasi

F. imperialis’e ait soganciklar 20 g/l sukroz iceren MS besin ortaminda +16 °C’de
kiiltiire alindiktan sonra dis kosullara aktarilmistir. Soganlarin ¢ok 1yi gelistigi
gozlenmistir (Sekil 4.62). Ayn1 zamanda yaprak ve kok gelisimide oldukea iyi olmustur
(Sekil 4.63). Besin ortaminda yeni koklerin olusumundan sonra dis kosullara

aktarilmistir (Sekil 4.64).

Sekil 4.62 F. imperialis’e ait soganciklarin 20 g/l sukroz igeren MS besin ortaminda
+16 °C’de gelisimi

Sekil 4.63 F. imperialis’e ait soganciklarin 20 g/l sukroz iceren MS besin ortaminda
+16 °C’de kok ve yaprak olusumu
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Sekil 4.64 F. imperialis’e ait soganciklarin dis kosullara aktarilmasi

D1s kosullara aktarilan F. imperialis’e ait soganlar1 da yine 1 hafta icerisinde bitki

dokusunun su kaybederek canliligini kaybettigi gézlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Ulkemizde dogadan toplanarak ihracat1 yapilan tiir sayis1 yaklasik 347 adettir. Bu tiir
zenginligi i¢inde yer alan ve ihra¢ edilen, her biri ayr1 bir giizellikte ¢igege sahip olan
tiirlerin yer aldig1 yumrulu ve soganl bitkiler (geofitler)’in yeri biiyliktiir. Fritillaria da
bu gruba giren 6nemli cinslerdendir. Fritillaria’lar farmasotik endiistride ve siis bitkisi
olarak onemli bir yere sahip tibbi bitkilerdir (Wang vd. 2005). Geofitlerin ¢ogunun
tohumdan c¢igek agabilecek bir sogan boyutuna ulagabilmesi i¢in 4-5 yila, hatta daha
uzun yillara gereksinimleri vardir. Bazi geofitler ise tohum olusturamamaktadir. Bu
nedenlerle geofitler genellikle vejetatif olarak ¢ogaltilmaktadir. Ancak vejetatif
iiretimlerininde (yilda 2-3 adet) diisiik olmas1 sebebiyle bu bitkiler i¢in alternatif hizlh

cogaltim tekniklerinin gelistirilmesi 6nem kazanmaktadir.

Bu amacla Fritillaria imperialis, F. persica (Siverek ve Mersin kokenli)’ya ait
olgunlagsmamis embriyo eksplantlar1 farkli oranlarda BAP, NAA, TDZ, Kinetin ve 2,4-
D igeren besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Etli sogan pul yapraklarinin kiiltiiriinde
en biiyiilk problem ylizey sterilizasyonu olmustur. Fritillaria soganlarinin etli ve
kabuksuz olmasindan dolay1 soganlarda ylizey sterilizasyonu sonucunda fungus ve
bakteriyel kokenli bulagikliklar gézlenmistir. Bu sorunun asilamamasi nedeniyle etli

sogan pul yapraklari ile deneme kurulamamastir.

5.1 Fritillaria Tohumlarimin In Vitro’da Cimlendirilmesi

Soganli bitkilerde sogancik olusumu ve ¢imlenme i¢in mutlaka soguk uygulamasi
gerekmektedir. Borochov vd. (1997)’de belirtigi gibi geofitlerin yasam donglisiiniin ¢ok
onemli bir parcasini dormansi olusturmaktadir. Dormansinin kirtlmasinda da soguk
uygulama 6zellikle geofitler i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle tohumlar 4, 16
ve 24 °C’de MS besin ortaminda ¢imlendirmeye alinmistir. 4 °C’deki tohumlar 1-3 ay
On isiitmeye tabi tutulmus ve daha sonra ¢imlenme durumunu gézlemlemek amaciyla
I’er ay araliklarla 3’er adet magenta alinarak 16 °C’ye ¢ikarilmistir. Tohumlarin sicaklik
derecelerine gore c¢imlenme yiizdesi gozlemlenmeye calisilmisti. 24 °C’de

cimlendirilen Fritillaria tohumlarinin {i¢ tiirlinde de c¢imlenme gozlenmedigi gibi
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kararmalar meydana gelmistir. F. imperialis ve Siverek kokenli F. persica’da 16 °C’de
bulunan tohumlarda ¢imlenme ve kararma goriilmemistir. 4 °C’de 1 ay bekletilen
tohumlar 16 °C’ye cikarildiginda kararma ve c¢imlenme olmamistir. En yliksek

cimlenme orani %96.66 ile 4 °C’de 3 ay bekletilen tohumlarda olmustur.

Bu denemede diger soguk uygulamalardaki basarilarda oldugu gibi Fritillaria’da yiiksek
oranda dormansi oldugunu gostermektedir. Cimlenme i¢in mutlaka soguk uygulama
gerekmektedir. Borochov vd. (1997)’de belirtigi gibi geofitlerin yasam dongiisiiniin cok
onemli bir parcasini dormansi olusturmaktadir. Dormansinin kirilmasinda da soguk

uygulama 6zellikle geofiitler i¢in biiyiilk 6nem tagimaktadir.

5.2 Olgunlasmamis Embriyolardan Sogancik Olusumu

Fritillaria imperialis, F. persica (Siverek ve Mersin kokenli)’ya ait olgunlagsmamis

embriyolardan sogancik olusumu 2 farkli protokolde yiirtitiilmiistiir.

Birinci protokolde yiizey sterilizasyona tabi tutulan meyvelerden olgunlasmamis
embriyolar izole edilerek 0.25, 0.5 ve 1 mg/l TDZ ile 0 ve 0,5 mg/l NAA -1, 2 ve 4
mg/l BAP ile 0, 0.25 ve 0,5 mg/l NAA - 0.5, 1 ve 2 mg/l Kinetin ile 0 ve 0.5 mg/l NAA
- 1,2 ve 4 mg/l 2,4 D’yi igeren MS besin ortaminda 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik
fotoperiyotta 16 °C’de kiiltlire alinmistir. 2 mg/1 2,4 D igeren N¢ besin ortaminda 16 saat
aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyotta ve 24 °C’de karanlikta kiiltiire alinmstir.

Eksplantlar 4 haftada bir ayn1 ortamda alt kiiltlire alinarak gelisimleri gézlenmistir.

Ikinci protokolde ise olgunlasmamis embriyolar tohumlardan ¢ikartilarak 2 mg/l 2,4-D
iceren 6 g/l agar ile katilagtirilan KTO (kallus tesvik ortami) ortamlarinda kiiltiire
alinmistir. Kiiltiir baglangicindan 1 hafta sonra embriyolarin hacimlerinde bir artig
gbzlenmis olup, 20-30 giin sonra da kallus (kiiciik ve sert) olusumu baglamistir. Bu
ortamda zigotik embriyolar 24 °C’de karanlikta 2 hafta siireyle inkiibe edildikten sonra,
gelisen kalluslar SOO (sogancik olusturma ortami) ortamina aktarilmistir. Bu ortamda 2
haftada bir alt kiiltiir yapilmistir. Daha sonra soganciklar1 tasiyan kalluslar SGO

(sogancik gelistirme ortami) ortamina aktarilarak, yavas yavas 1sikli ortama

133



alistinnlmigtir. Son olarak kiiltirler SOGO (Sogancik olgunlastirma ortami) ortamina
aktarilarak 2 ayda bir bu ortamda alt kiiltiire alinmigtir. SGO ortamina aktarildiktan 8
hafta sonra eksplantlarda yavag yavas siirglin olusumu baslamistir. Calismada 6. ayda
siirglin sayimi yapildiktan sonra sogan olusumunu tesvik etmek amaciyla sogancik
sayisina olumlu etki ettigi bilinen soguk uygulamasi yapilmistir. Eksplantlar 60 g/l
sukroz igeren MS besin ortamina alinarak soguk uygulamasi yapilmistir. Kiiltiirler 4 ay
siireyle + 4 °C’de bekletilmistir. Daha sonra c¢ikarilan eksplantlar 16 °C’de 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyotta 60 g/l sukroz igeren MS besin ortaminda kiiltiire
alimmstir. + 4 °C’den 16 °C’ye c¢ikarilan kiiltiirlerde 2 ay sonunda sogancik olusumu
gozlenmis olup, 14. ayda sogancik sayimi yapilmistir. Sogancik sayimi yapildiktan
sonra soganciklar 20 g/l sukroz iceren MS besin ortamina alinmistir. Soganciklar
tizerinde koklenmede oldugu i¢in ayrica bir koklendirme ¢alismasi yapilmamustir.
Liliaceae familyasinda dormansi varligi bilinmektedir. Ayabe ve Sumi (1998),
sarimsakta yaptiklar1 yaklasik 8 hafta 4 °C’de 6n muamele yapilmasinin hem siirgiin
olusumunu hem de sogan olusumunu arttirdigini bildirmislerdir. Slabbert ve
Niederwieser (1999), Lachenalia cinsine ait {i¢ varyetede in vitro sogan olusumu ve
olusan soganlarin topraga aktarilmasinda etkili bir metod gelistirdiklerini
bildirmislerdir. Arastiricilar, yaprak eksplantindan elde ettikleri siirgiinleri diistik 1s1da
(4-15 °C) brraktiktan 2 hafta sonra sogan olusumunun bagladigin1 bildirmislerdir.
Yapilan ¢alismalar bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir. Birinci ve ikinci protokolde
16 °C’de kiiltiire alinan F. imperialis, Siverek kokenli F. persica tiirlerinde 4 °C’de

soguk uygulamasindan sonra sogancik olusumu gézlenmistir.

Daha onceki ¢alismalarda olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan yiiksek oranda bitki
rejenerasyonu bugday (Vasil vd. 1993), bezelye (Ozcan vd. 1993), Korunga (Ozcan vd.
1996), macar figi (Sancak vd. 2000) ve musir (Ozcan, 2002) gibi bitkilerde elde
edilmistir. Geofitlerde ise in vitro kiiltiirde daha ¢ok sogan pul yapraklart ve govde
eksplantlar1 kullanilmistir. Ayrica, Seles vd. (1999) Narcissus confusus’un olgun
tohumlarmi pikloram ve 2,4-D igeren MS besin ortaminda kiiltiire aldiklarinda
embriyogenik kallus ve sonugta sogancik elde ettiklerini bildirmektedirler. Ancak bu

calismada sogan pul yapraklar1 ve govde eksplantlarindan bagar1 saglanamamastir.
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Geofitlerde olgunlasmamis embriyolarin kullanimu ilk defa A.U Ziraat Fakiiltesi, Tarla
Bitkileri Boliimii laboratuvarlarimizda Sternbergia candida ve S. fisheriana (Arslan vd.
2003, Mirici vd. 2005) tiirlerinde gergeklesmistir. Olgunlagsmig embriyolar kullanilarak
her iki tiirde yliksek oranlarda sogancik tiretimi gergeklestirilmistir. Tiirkiye'de endemik
olarak bulunan Tulipa sintenisii ve Tulipa armena (Dogan-Kalyoncu 2007) tiirlerinde
olgunlasmamis embriyolarindan ilk kez in vitro sogancik tiretimi yapilmistir. Karaoglu
(2008), Sternbergia cinsine ait Sternbergia candida, S. fischeriana, S. clusiana ve S.
lutea tiirlerinden in vitro sogancik eldesi ve dis kosullara adaptasyonla ilgili ¢caligsmalar
yapmistir.  S. candida’nin olgunlasmamis embriyolarindan ve ikili sogan pul
yapraklarindan in vitro kosullarda yiiksek oranda soganciklar elde edilmistir. Benzer
sonuglar bu ¢alismada sonucunda Mersin kokenli F. persica tiiriinde elde edilmis olup,
1. protokolde olgunlasmamis embriyo basina ortalama 30.85 adet sogancik elde
edilmistir. 2. protokolde ise 23.70 adet sogancik ile Mersin kokenli £ persica tiiriinde
karanlik ortamda elde edilmistir. F imperialis’te olgunlagmamis embriyolardan
sogancik olusumunda kallus ve siirgiin olusturan eksplant orani ¢ok diisiik oldugundan
sogancik olusturan eksplant oram1 7.22 adet ile 0.5 mg/l TDZ ve 0.5 mg/l NAA igeren
besin ortamindan elde edilmistir. Daha sonra liretilen soganciklarin dis kosullara

aktarim calismalar1 yapilmistir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda oldugu gibi bu ¢alismada da geofitlerin olgunlasmamais
embriyolarinin ¢ok sayida in vitro sogancik iiretimi i¢in énemli bir potansiyel oldugu
ortaya konulmustur. Elde edilen soganciklar da basarili bir sekilde topraga
aktarilabilmistir. Sonug¢ olarak bu g¢alismada gelistirilen yontemin diger endemik ve
tehlike altindaki geofitlere de uygulanabilme durumu s6z konusudur. ileride yapilacak
caligmalarla bu yontemin diger tiirlere de uygulanmasi, endemik ve tehlike altinda

bulunan bu tiirlerin ¢ogaltilmasinda 6nemli basarilar saglayabilecektir.

5.3 E imperialis, F. persica’nin Sogan Pul Yapraklarimin Kiiltiiri

Sogan sterilizasyonu soganli bitkiler icin biiyiik problem teskil etmektedir. Fritillaria
soganlarinin dis kabugunun olmamasindan dolay: bu tiirlerde yiizey sterilizasyonu ¢ok

zordur. Aymi sekilde Cakirlar vd. (1994) farkli yiizey sterilizasyon yontemleri
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uygulamalarina karsin, Galanthus elwesii’de enfeksiyon oranint %29, G. ikariae’de ise
%50’nin altina disiirememislerdir. Yine, Girmen (1986) enfeksiyon oraninin
Galanthus, Leucojum ve Tulipa kiiltiirlerinde %40-50 oldugunu bildirmistir. Enfeksiyon
oranini en fazla etkileyen faktoriin ise materyalin yetistigi yer ve iklim kosullar1 oldugu
belirtilmektedir (Koch, 1974). Yiizey sterilizasyonunda degisik yontemler uygulanmis
olup bir yontemde Siverek kokenli F. persica'da bagar1 saglanmistir. Fakat yilizey
sterilizasyonu yoOntemleri uygulanirken fazla sogan kullanildigi i¢in deneme
kurulamamistir. Sadece tek bir sogan pargasinda enfeksiyon gézlenmedigi icin kiiltiire

alinmis ve eksplantlar iizerinde soganciklar elde edilmistir.

5.4 Olgunlasmis Tohumlarin In Vitro’da Cimlendirilmesiyle Gelisen Soganciklarin
Kiiltiirii

F. persica tohumlarinin in vitro’da ¢imlendirilmesiyle gelisen soganciklarin kiiltiiriinde
temel besin ortami1 olarak MS mineral tuz ve vitaminleri kullanilmistir. %0.6°1ik agar ile
kat1 hale getirilmistir. Soganciklar 2’ye kesilerek 0, 0.5, 1, 1.5 ve 2 mg/l TDZ i¢eren MS
besin ortaminda 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyotta kiiltiire alinmustir.
Eksplant basina en fazla sogancik sayis1 22.86 adet ile 2 mg/l TDZ iceren MS besin

ortamindan elde edilmistir.

5.5 In vitro’da Gelisen Soganciklarin Yaprak ve Yaprak Saplarmin Kiiltiirii

In vitro’da gelisen Siverek orijinli F persica soganciklarinin yaprak ve yaprak
saplarinin  kiiltiiriinde temel besin ortami olarak MS mineral tuz ve vitaminleri
kullanilmistir. %0.6’lik agar ile kat1 hale getirilmistir. Yaprak ve yaprak saplar1 2, 4 ve 6
mg/l 2,4-D ile 0,2 mg/l Kinetin iceren MS besin ortaminda 16 saat aydinlik ve 8 saat
karanlik fotoperiyotta kiiltiire alinmistir. Kiiltiir sonucunda eksplantlar {izerinde somatik
embriyolar gozlenmistir. Somatik embriyolarin gelismesi sonucunda soganciklar elde
edilmistir. Somatik embriyolardan soganciklarin gelismesinden dolay1 sogancik ve
kokler ayn1 anda olusmustur. Elde edilen soganciklarda koklendirme c¢alismasi
yapilmamistir. En fazla sogancik yaprak sapindan elde edilmistir. Yaprak eksplantinda
en fazla sogancik 4 mg/l 2,4-D ile 0,2 mg/l Kinetin igeren MS besin ortaminda elde
edilmistir. Yaprak sap1 eksplantinda ise en fazla sogancik 6 mg/l 2,4-D ile 0,2 mg/l
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Kinetin iceren MS besin ortaminda elde edilmistir. Elde edilen soganciklar degisik

yontemler uygulanarak dis kosullara aktarilmistir.

5.6 Yaprak, Yaprak Sapi, Cicek ve Cicek Organlarimin Kiiltiiri

Bu caligmada sterilizasyondan sonra eksplantlarda kararma goriilmiistiir. Bu nedenle
yaprak, yaprak sap1 ve ¢igek eksplantlarindan sonu¢ alinamamaistir. Bizim ¢alismamizin
aksine Dilik (2006) govde segmenti (¢icek sapi) eksplantlarinda olumlu sonuglar
almistir. Yine ayni sekilde Slabbert vd (1994), Ziv ve Lilien-Kip (2000) ve Chang vd
(2000) yaptiklart ¢alismalarda bizim caligmamizin aksine ¢igek eksplantlarin daha
basarili sonug verdigini bildirmislerdir. Ovaryum ve anter kiiltiiriinde ise kallus gelisimi
gozlenmis olup, kiiltiirlerin karanliktan aydinliga alistirma agsamasinda eksplantlarda
kararma meydana gelmistir. Ayrica eksplantlar karanlikta 24 °C’de kiiltiire alindig1 i¢in

soganli bitkilerin ytiksek sicaklikta zarar gorebilecegi diistinilmiistiir.

5.7 In Vitro’da Uretilen Soganciklarin Olgunlastirilmas1 ve Dis Kosullara
Alistiriimasi

In vitro’da tretilen soganciklarin dis kosullara aktarilmadan once bitki dokularinin
sikilagmasini saglamak amaciyla degisik uygulamalar yapilmistir. Fritillaria tirlerinde
bitki dokularinin gevsek olmasi ve su kaybederek canliligini kaybetmesinden dolay1 dis
kosullara aktarimda c¢ok fazla sorun yasanmaktadir. Siverek kokenli F. persica’da
tuzlarla yapilan denemede soganlarin yaklasik 1,5 sene canliliklarimi korudugu
gorilmistiir. Sicaktan etiklendigi i¢in soganlarin kurudugu diisiiniilmektedir. Yapilan
diger denemelerde dis kosullara aktarimda basari saglanamamistir. Dis kosullara
aktarma calismalarindan tuzlarla yapilan denemelere agirlik verilerek ve baska
yontemlerin kullanilmasi onem tasimaktadir. Soganlar sera asamasinda kalmis olup,

tarlaya aktarilmasi basarilmalidir.

Stabbert ve Niederwieser (1999) tarafindan Lachenalia cinsine ait ii¢ varyetede in vitro
sogan olusumu ve olusan soganlarin topraga aktarilmasinda etkili bir metod
gelistirildigi bildirilmistir. Yaprak eksplantindan elde edilen siirgiinlerin diisiik 1sida (4-

15 °C) birakildiktan 2 hafta sonra sogan olusumunun bagladigi bildirilmistir. Yapilan
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calismalar bu tez caligmasini destekler nitelikte bulunmustur. Nayak vd. (1997), orkide
(Acampe praemorsa Roxb.) ile yaptiklar1 ¢alismada elde edilen siirgiinleri 1 mg/l IBA
iceren ortamda koklendirmislerdir. Eucomis zambesiaca, E. comasa, E. autumnalis’de
iic tirden de elde edilen siirgiinler 0, 2.7, 5.4, ve 10.8 uM NAA iceren ortamda
koklendirmeye alinmistir ve sirasiyla % 95, % 98, % 100 koklenme basarisi 83
bildirilmistir Ault ve James (1995).

S. candida nin olgunlasmamis embriyolarindan ve ikili sogan pul yapraklarindan in
vitro kosullarda elde edilen soganciklardan gelisimlerini ilk 6 aydan sonra + 15 °C’de
stirdiiren, sogan ¢ap1 1 cm ve lizeri, koklii veya kokleri koparilmis olarak torf, perlit ve
vermikiilit (1:1:1) iceren saksilara aktarilan, +15 °C ve %80 nem iceren iklim dolabinda
gelisimlerine devam eden ve burada dormansiye girip hasat edilerek topraga

aktarilanlarin en yiiksek adaptasyonu sagladiklar tespit etmistir Karaoglu (2008).

Dogal florada cogaltim hizlar1 diisiik olan Fritillaria tiirlerinde in vitro sogancik
iretimine yonelik calismalar yapilmistir. Farkli biiyiime diizenleyicileri ve kiiltiir
uygulamalar1 sonucunda in vitro kosullarda F. imperialis ve Siverek ve Mersin kokenli
F. persica’ya ait ¢ok sayida sogancik elde edilmistir. Elde edilen soganciklar tizerinde
ayni anda kok olusumu da gergeklesmistir. Bu nedenle soganciklarin koklenmesinde
herhangi bir problem yasanmamistir. In vitro’da lretilen soganciklarin dis kosullara
alistirilmas1  i¢in yapilan degisik uygulamalar sonucunda soganciklar topraga

aktarilmistir. Ancak, tarla sartlarinda canliliklarin1 devam ettirememektedir.

Bu tez calismasinda da gozlendigi gibi diger bir¢ok geofit tiirlinde oldugu gibi
Fritillaria tirlerinde de en 6nemli problem in vitro sartlarda elde edilen soganciklarin
topraga aktarildiktan sonra gelisememeleri olmustur. Bunun en 6nemli nedeni ise in
vitro’da gelisen soganciklarin yeterince olgunlasmamasi ve topraga aktarilacak
bliylikliige ulagsmamalart olmustur. Olgunlagsma ic¢in farkli yontemler denenmistir.
Topraga aktarilan soganciklar 2 yil canliliklarini devam ettirseler de daha sonra
gelisememislerdir. Sonug¢ olarak Fritillaria tirlerinin in vitro Xkiiltiirleriyle hizh
cogaltilmasi sonucunda elde edilen soganciklarin dis kosullara aktarilmasina yonelik

arastirmalarin yapilmasinda fayda olacag diistiniilmektedir.
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