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OZET

BAZI FRITILLARIA TURLERINDE IN VITRO SOGANCIK URETIMI
VE DIS KOSULLARA ALISTIRMA CALISMALARI

EBRU AKYUZ
Yuksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. RUKIYE TIPIRDAMAZ
Ocak 2018, 54 sayfa

Calismada ulkemiz i¢in 6nemli bitki tirlerinden olan Fritillaria imperialis ve F. persica’nin
hizli ¢ogaltimi amaciyla, olgun tohumlardan ve c¢igek saplarindan in vitro sogancik
olusturma, ¢ogdaltma ve olusan soganciklarin dig kosullara aktarilma asamalarinda bazi
uygulamalarin etkileri arastirilmistir. Sogancik olusturmak amaciyla; olgun tohumlar
+4°C’de 3 ay MS besin ortaminda 6n UsUtmeye tabi tutulup olugan soganciklar ikiye
ayrilarak 3 ay boyunca 2 mg/l thidiazuron iceren MS besin ortaminda gogaltiimistir.
Gelisimleri tzerinde farkli seker cinslerinin etkisini gézlemek amaciyla soganciklar, 4 ay
boyunca 60 g/l sukroz veya fruktoz iceren MS besin ortamlarinda inktibe edilmistir. Kok
olusumunu artirmak amaciyla soganciklar 0.5mg/l IBA igeren %2 MS besin ortaminda 4 ay
kultire alinmiglardir. F. imperialis tohumlarinda ¢imlenme orani %73 ve ¢imlenen
tohumlarin sogancik olusturma orani %76 iken F. persica tohumlarinda ¢imlenme orani
%82.1 sogancik olusturma orani ise %82 olarak hesaplanmistir. Sogancik gelisiminde
sukrozun daha etkili oldugu belirlenmigtir. F. imperialis soganciklarindan sukroz ortaminda
baslangica gore 5 kati fazla, fruktoz ortaminda ise 2.2 kati fazla sogancik olusmustur. F.
persica’da ise sukroz ortaminda ise 3.8 kati fazla, fruktoz ortaminda ise 1.5 kati fazla
sogancik olugsmustur. Kdklendirme ortaminda F. imperialis soganlarinin %40’1, F. persica
soganlarinin ise %35.8’i koklenmigtir. Olgunlasan ve gelisen sodanciklara bakteri (Serratia
marcescens), alg (Spirulina platensis) veya organik koklendirme tozu uygulanarak topraga
aktariimistir. iklim dolabinda 23°C’de 16/8 saat aydinlik/karanlik ortamda 4 ay yetistirilen
soganciklardan bakteri uygulamasi yapilanlarin yaklasik %30'unun hayatta kaldigi

belirlenmigtir. Her iki tlre ait cicek saplari 1 cm olacak sekilde parcalara bollinerek besin



ortamlarina yerlestiriimis ve 20°C’ye sahip iklim dolabinda, surekli karanlik kosullarda

kultire alinmistir. Bir ay sonra kultirlerde kallus ve sogancik gelisimi gerceklesmigtir.

Anahtar Kelimeler: Dis kosullara alistirma, Doku kiiltird, Fritillaria, Hizh cogaltim



ABSTRACT

IN VITRO BULBLET PRODUCTION AND ACCLIMATIZATION
STUDIES IN SOME FRITILLARIA SPECIES

EBRU AKYUZ
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. RUKIYE TIPIRDAMAZ
January 2018, 54 pages

In order to micropropogate Fritillaria imperialis and F. persica, the process of in vitro bulblet
formation and effects of such treatments on acclimatization of these bulbs obtained by using
mature seeds and pedicels of the plants were investigated in this study. Mature seeds were
vernalized on MS medium for 3 months at +4°C temperature in order to generate bulbs,
then the bulbs were cut into halves and transferred to MS mediums including 2 mg/l
thidiazuron for 3 months. Bulblets were incubated for 4 months on MS mediums including
60 g/l sucrose or fructose to observe the effects of different sugar types on their growing.
For increasing root developement bulbs were cultivated on %2 MS mediums including 0.5
mg/l IBA for 4 months. Germination ratio for F. imperialis was 73% and 76% of the
germinated seeds produced bulblets. As for F. persica, 82.1% of the seeds germinated and
82% of them produced bulblets. Sucrose was found more effective on bulblet
developement. For F. imperialis, on the MS medium including sucrose, bulblets were
developed 5 times better than begining of the culture; while on the medium including
fructose it was only 2.2 times better. Regarding F. persica, on the MS medium including
sucrose, bulblets were developed 3.8 times better than begining of the culture; while on the
medium including fructose it was only 1.5 times better. 40% of F. imperialis bulblets and
35.8% F. persica bulblets rooted on rooting mediums. The bulbs regenerated and
developed were transplanted into soil with applying bacteria (Serratia marcescens), algea
(Spirulina platensis) or organic rooting powder. They were kept in acclimatization cabins at
23°C temperature and long day photoperiod (16h light/8h darkness) for 4 months.

Approximately 30% of bulblets applied bacteria were survived. Peduncles of both species



were cut into 1 cm long for per pieces and transplanted on mediums following surface
sterilization. And all the cultures were kept in growth chamber set up at 20°C temperature

and under permenant darkness. End of the first month calli and bulblet developements were
observed.

Keywords: Acclimatization, Tissue culture, Fritillaria, Micropropagation
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1.GIRIS

Geofitler, toprak altindaki kokleri sogan, yumru ve rizomlardan olusan cicekli
bitkilerdir. Geofitlerin cogu Liliaceae, Iridaceae ve Amarryllidaceae familyasina aittir
[1-2]. Gedfitler Ulkemizin zengin florasi iginde 26 cins ve 540 tirle temsil edilmekte
ayrica bu turlerin yaklasik 1/3’G endemiktir [3]. Liliaceae familyasindan Fritillaria da
bu gruba giren 6nemli tibbi bir bitkidir [1-2].

Liliaceae familyasina ait turler kimyasal igerikleri ve ciceklerinin gosterigli olmasi
sebebiyle yuzyillardan beri yetistikleri dogal ortamlarindan sokullerek i¢c ve dis
piyasaya sunulmaktadir. Artan talebi karsilamak icin yapilan kontrolsuz agiri
sokumler, bu turlerin dogadaki stoklarini azaltmig ve nesillerinin gelecegini tehlikeye
sokmustur. Bu nedenlerle dogal cicek soganlarinin dogadan sékimu yasalarla
kontrol altina alinmig, birgok tirde ihracati yasaklanmis veya sinirlandiriimigtir [4].
Fritillaria tdrlerinin tamaminin ihracati yonetmeligin ¢iktigr ilk yildan itibaren
yasaklanmistir. Daha once dogadan toplanarak ihra¢ edilen F. imperialis ve F.
persica tdrlerinin Uretilmeleri disinda ihracati ise 1993 vyilindan itibaren

yasaklanmistir.

Tarkiye Floras’'na gore geofitler icinde Allium L., Iris L. ve Crocus L. cinslerinden
sonra en fazla tirle temsil edilen Fritillaria L. cinsine ait ¢ok sayida tir, Glkenin
degisik yorelerine yayllmis durumdadir. Bunlar arasinda tam endemik olanlar
bulunmakla birlikte gigeklerinin sus bitkisi olarak kullanilabilmesi potansiyeline sahip

olan yari endemik iki tur F. imperialis L. ve F. persica L.'nin ticari dnemi yuksektir.

Geofit bitkileri icinde en gosterigli ve guzel turlerden birisi olan F. imperialis,
Fritillaria cinsinin en ¢ok taninan, en gosterisli gicege sahip olan bitkisidir. Cigekleri
ilkbaharda agan bitki Semdinli Lalesi, Ters Lale, Aglayan Gelin, Hakkari Lalesi,
Sahtugu, Tugu sahi, Kral Taci olarak da bilinmektedir. F. persica ise Adiyaman ili ve
cevresinde dogada sikgca bulundugundan bu bitkiye de Adiyaman Lalesi veya
Karag6z Lalesi adi verilmektedir. Bazen her iki ture birden Aglayan Gelin olarak
genel bir isim verildigine de rastlanabilmektedir. Avrupa ulkelerinde park ve
bahcgelerde, tarihi mekanlarin bahcgelerinde kullanilan turler olmasina karsilik,
Fritillaria turleri Ulkemizde henlz suUs bitkisi olarak yeterince taninmamakta ve

kullaniimamaktadir. Buna karsilik ihra¢ potansiyeli ylksek turlerdir [5].



Soganl bitkiler arasinda oldukga genis bir grubu kapsayan Liliaceae familyasina ait
olan Fritillaria cinsi, dinyada 139 tlr, 17 alttlr ve 9 varyete olmak tizere 165 taksonla
temsil edilmekle birlikte, Avrupa, Ortadogu ve Merkezi Asya ile Kuzey Amerika’'nin
batisinda yayilis gostermektedir [6]. Ulkemizde ise farkl bolgelerde 6zellikle Dogu
ve Guneydogu Anadolu bdlgelerinde dogal olarak yetisen tlrleri bulunmaktadir [7-
8].

Fritillaria cinsinin tlr sayisi Turkiye’de 36 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, Libnan, Suriye, Portekiz, Afganistan’da 2’ser tiir, israil ve Pakistan’da
1’er tir ve Afrika kitasinda 1 tir bulunmaktadir. Ulkelerin icerdigi tiir sayilarina
bakildiginda Fritillaria cinsinin en fazla turle Turkiye’de temsil edildigi gorulmektedir.
Bu cinste U¢ gen merkezinden s6z edilebilmektedir: 1. gen merkezi Kaliforniya, 2.

gen merkezi Yunanistan ve Turkiye, 3. gen merkezi Cin’dir [5].

Fritillaria tard sayisi Turkiye’de en fazla Akdeniz ve Dogu Anadolu Bdlgesi'nde, en
az Karadeniz, Giineydogu Anadolu ve i¢ Anadolu bélgelerinde bulunur. Tir sayisi
agisindan en zengin iller; Mugla, Antalya, Mersin, Kahramanmaras, Hatay,

Erzurum, Van ve Hakkari'dir [8-9].

Fritillaria tUrleri arasinda sus bitkisi olarak ticari degeri olanlar oldugu gibi, kiglik
cicekli ve fazla gosterigli olmayan turlerindeki steroid yapisindaki kimyasal
bilesiklerin bulunmasi, bu cinse ait bitkilerin tibbi agidan da énemli olmasini
saglamaktadir. Ozellikle dnimiizdeki yillarda alternatif tibbi tedavilerin gelistiriimesi
ve bitkisel kaynaklara yénelinmesi, bu bitkiyi cok yakin bir gelecekte fazlaca talep

gOren bir duruma getirecektir [7-8].

Fritillaria tUrlerinin ihracati ve yurt icinde suUs bitkisi olarak yetistiriciliginin
yayginlastiriimasi esas alindiginda bu bitkilerde Uretimin artirilmasi gerekliligi onem

kazanmaktadir.

Uretim olanaklari oldukga sinirli olan soganli bitkiler ya yavru soganlarin (elekalti
kigUk soganlar) s6kim sonrasi yeniden dikiimesiyle vejetatif olarak ya da tohum

kullanilarak generatif olarak gogaltilabilmektedir.

Geofitlerin tohumdan Uretiminde tohumun ekiminden ¢icek agacak buyuklukte

bitkiye ulasabilmesi 5-6 yil surmektedir. Ancak buna benzer bitkilerin tohumlarindaki



¢cimlendirme gucligu ve cicek asamasinda sokim nedeniyle tohum elde
edilememesi, bitkinin generatif yolla Uretiimesi olanadini sinirlandirmaktadir.
Soganla Uretimde ise her bir soganin 1-3 yavru sogan uretebilmesi 3 yilda
gerceklesebilmektedir. Kontrolsiz sokumler de yavru soganciklarin tahrip
edilmesine neden olmakta ve bitkinin ¢gogalmasi sinirlanmaktadir. Ayrica tohumla
¢ogaltimda genetik varyasyon oldukg¢a fazla oldugundan cicek rengi, yapisi,
ciceklenme zamani bakimindan bir 6rnek bitki elde edilmesi zorlagtig gibi, vejetatif
yolla yumrulardan dretiimesinde de ¢ogalma katsayisi ve hizi yavas olmaktadir.
Uretim hizinin dusik olmasi bu bitkilerin  kiltire alinarak Uretilmelerini
kisittamaktadir [7-10].

Dogadan sokulerek ihra¢ edilmesi yasaklanmis olmasina ragmen gunuimuizde
Ozellikle F. imperialis (Aglayan Gelin) ve F. persica (Adiyaman lalesi) dogadan
sokullerek yurtdigina satilmaktadir [4-5]. Fritillaria turleri arasinda F. imperialis (Ters
Lale, Aglayan Gelin, Semdinli Lalesi) ve F. persica (Kirk Lale, Adiyaman Lalesi),
farmasotik endustrisinde ve sUs bitkisi olarak dnemli bir yere sahip olan ihracat
potansiyeli yuksek tibbi bitkilerdir. CITES Ek Il listesine gére dogadan toplanarak
ihracati yasaklanan bu bitkilerin tohumla c¢ogaltiminda ve vejetatif yolla
soganlarindan  Uretilmesinde  karsilasilan  problemler  bitkinin  Gretimini
kisittamaktadir. Hem sus bitkisi olarak 6nemli olan hem de tibbi deger tagiyan bu
turlerin ¢cogaltma ydntemlerine hiz kazandiriimasi gerekmektedir. Bu nedenle bu
bitkilerin Uretimi icin, son yillarda birgok bitkinin mikro Uretiminde yaygin olarak
kullanilan in vitro teknikler gibi alternatif hizli cogaltim tekniklerinin gelistiriimesi ve

uygulanmasi 6nem kazanmaktadir [11-12].

Bazi Fritillaria turlerinin de icinde bulundugu soganh bitkilerin doku kulttri ile
¢ogaltimasina yonelik galismalar bulunmakla birlikte, bu g¢alismalarda in vitro
uretilen soganciklarin dis kosullara aktarma asamasi gergeklestirilememis ve tam
bir optimizasyon saglanamamistir. Ulkemizde baglangig adimlari atilan bu konudaki
arastirmalarin 6zellikle endemik ve nesli tikenme tehlikesi altinda olan ve ayrica

tibbi ve ekonomik deger tasiyan turlerde de yapilmasi oncelik tagsimaktadir.

Bu calismada, F. imperialis ve F. persica’nin g¢esgitli eksplantlarindan in vitro
kosullarda sogancik olusturma ve olusan soganciklarin dis kosullara aktariima

asamasinin tamamlanarak doku kultlrd yoluyla ¢ogaltilabilmesi igin bir protokol



geligtiriimesi amacglanmistir. Bu kapsamda; in vitro kosullarda olgun tohumlardan ve
cicek saplarindan sogancik Uretimi, Uretilen F. imperialis ve F. persica
soganciklarinin gelisimi, koklenmesi ve dig kosullara aktarimi Uzerine cesitli

uygulamalarin etkileri arastiriimigtir.



2. GENEL BILGILER

Cakirlar vd. [13], G. elwesii ve G. ikariae’nin doku kllttiri yontemleriyle cogaltiimasi
ile ilgili olarak yuruttukleri arastirmada eksplantlardan sodan parcgasi ile tek veya cift
yaprakli sogan pul yapraklarinin en iyi sogancik olusturma yeteneginde olduklarini,
MS ve Gamborg ortaminin sodancik olusumunu 6nemli dizeyde artirdigini
belirlemislerdir. Ayrica en fazla sogancik Uretimi %6 oraninda sakkaroz igeren

ortamlarda gergeklesmistir

Kukulczanka et al. [14], F. meleagris L.'in doku kulttri yolu ile godaltilmasi amaciyla
pul yapragi pargalarindan veya tim soganciklardan in vitro kosullarda adventif
soganciklar olusturmay1 amaglamiglardir. En fazla sogancik, 1.0 mg/l NAA ve 2.0

mg/l BA iceren MS ortamindan elde edilmistir.

Tang and Wu [15], F. ussuriensis’in sogan pul yapraklarindan olusturduklari doku
parcalarinl makro elementleri MS, mikro elementleri N6 ortamina uyacak sekilde
hazirladiklari besin ortamlarina dikmiglerdir. Bu eksplantlarin %95’inde kallus

gelisimi elde edilirken, sadece %1’lik bir b6liminden yesil bitkiler gelistirilebilmigtir.

Tang et al. [16], F. ussuriensis’in geng yapraklarindan hazirladiklari eksplantlari MS
besin ortaminda kulture almiglardir. 2,4-D tek basina kullanildiginda kallus geligimi
Uzerine etkisi dlisuk bulunurken, kinetin ve BA’nin birlikte kullaniimasi kallus gelisimi
artmistir. Kinetin dozunun artiriimasi kallus olusumunu daha fazla tesvik etmistir.
Kallus olusumunun en yuksek oranda elde edildigi ortam igerisinde 2,4-D, kinetin,
BA ve kazeinhidrolizat bulunan arastirmada elde edilen kalluslar, BA, kinetin ve NAA
iceren N6 ortamlarina aktarildiktan sonra sekiz hafta icerisinde adventif soganciklar
meydana gelmistir. Soganciklar NAA iceren ortama alindiginda ise iki hafta sonra
koklenme meydana gelmistir. Somatik embriyogenezis asamasinda 2,4-D’nin tek

basina kullaniimasinin engelleyici etkisinin bulundugu belirlenmigtir.

Hannweg et al. [17], Guney Afrika’da 6énemli bir ticari gigek sogani olan Bowiea
volubilis (Liliaceae)’nin 10 mm uzunlugundaki ¢igcek saplarini 30 g/l sukroz, 10 g/l
agar, 1 mg/l 2.4-D ve BAP igeren MS besin ortaminda 6-8 hafta sireyle karanlikta
kulture almiglardir. Daha sonra eksplantlar buyume duzenleyiciler icermeyen

ortama aktarildiginda siurgin ve sogan olusumu ve bunun ardindan 4-5 hafta



icerisinde koklenme gergeklesmistir. Ayrica eksplant basina 4.6 adet bitki elde

edilmigtir.

Witomska et al. [18], F. imperialis L.‘in soganlarina ¢esitli sterilizasyon yontemleri
uygulanarak bunlarin hayatta kalma ve rejenerasyon oranlari Uzerine etkilerini
arastirmiglardir. Soganlar tek agsamali olarak kloramin ¢ozeltisi (%2, %4 veya %6)
icinde bekletilerek ya da iki agsamali olarak 6ncesinde %0.2 benomil (Benlate)
¢Ozeltisine ardindan kloramin ¢ozeltisine daldirilip sterilizasyona tabi tutulmustur.
Benomil uygulamasi, enfeksiyon oranini azaltmis ancak rejenerasyon oranini ve
kdéklenme miktarini azaltici etki yapmigtir. En ylUksek steril eksplant orani, %0.2’lik
benomil’e daldirildiktan sonra %2 oranindaki kloramin ¢ozeltisinde sterilizasyona

tabi tutulan sogancik pargalarindan elde edilmistir.

Tan and Gao [19], F. unibracteata turinin yavru soganlarinin ribavirin, jasmonik
asitin metil esteri, brassinolide veya sodyum humat ilave edilmis besin ortamlarinda
kalture alindigini bildirmektedirler. Calismada, 6zellikle 10 mg/l dozda kullanilan

Ribavirin maddesinin sogancik olusumunu onemli oranda artirdigi belirlenmistir.

Slabbert and Niederwieser [20], Lachenalia cinsine ait U¢ varyetede in vitro sogan
olusumu ve olusan soganlarin topraga aktarilmasi Gzerinde yuruttikleri
calismalarinda yaprak eksplantlarindan elde edilen strglnlerin disuk i1sida (4-15°C)
tutulmasindan 2 hafta sonra sogan olusumunun basgladigini belirlemiglerdir.
Arastiricilar ayrica, adventif slrgunlerin yasinin sogan olusumu igin ¢gok onemli
oldugunu, 4 mm’den kuguk surgunlerin sogan olusturmadigini ve sogan olugsumu
icin %3 ile %6 sukroz iceren ortamlar karsilastirildiginda %6’nin daha iyi sonug
verdigini belirtmistir. Calismada soganlarin toprakta yasama sanslarinin onlarin

boyutlari ile dogrudan baglantili olduguna vurgu yapilmistir.

Zaidi et al. [21], soganli ve yumrulu bitkilerde yapilan in vitro calismalari
derlemiglerdir. Sonuglara gore; besin ortami olarak en fazla MS besin ortaminin
kullanildigi, istenilen gelisim slUrecine gdre (somatik embriyogenesis,
organogenesis ve direkt organogenesis) BAP, Kinetin, 2,4-D gibi buyume
dizenleyicilerin farkl kombinasyonlarinin kullanildigi, 2,4-D’nin en fazla kallus
olusturmada, duslk oksin ylksek sitokinin kombinasyonunun slrgin olusturmada,
yuksek oksin diusuk sitokinin veya sadece oksinin ise kdklendirmede kullanildigini

bildirmistir.



Chang et al. [22], Lilium speciosum var. gloriosoides’in gi¢cek sapi eksplantlarindan
3 mg/l 2,4-D ve 0.25 mg/l BA iceren MS ortaminda totipotent kalluslar elde
etmiglerdir. Kalluslar 6nce soganciga, sonra da 0.1 mg/l NAA, 1g/l Aktif karbon, 170
mg/l NaH2POa4 igeren MS besin ortaminda bitkicige donusmuslerdir. 9 ay icinde
6000 bitkicik dretilmis, 200 bitki seraya aktariimis, bunlarin da %98’i hayatta

kalmistir. Bu bitkiler 2 yil igerisinde normal gelisimlerini strdartp gigeklenmislerdir.

Wawrosch et al. [23], Lilium nepalanse D. Don (Nepal zambagi) de yuruttikleri
¢ogaltim calismalarinda, olgunlasmamis soganlardan alinan gift sogan pul yaprak
eksplantlarindan 20 uM Zeatin igceren MS besin ortaminda 4 hafta sonra eksplant
basina 7 surgunden fazla surgun elde etmiglerdir. Ayrica, koklendirmenin %2 MS

ortaminda MS ortamina gore daha iyi sonug verdigi belirlenmistir.

Gurlek [8], Siverek ve Mersin kokenli Fritillaria imperialis ve F. persica turlerinde in
vitro sogancik Uretimi ve dig kosullara adaptasyonla ilgili caligmalarinda
olgunlasmamig embriyolarin, in vitro’dan elde edilen yaprak, yaprak saplari ve in
vitro’da c¢imlendirilen tohumlardan gelisen soganciklarin farkh oranlarda oksin ve
sitokinin iceren MS ve N6 besin ortamlarindaki kilttrlerinde 14 ay sonra soganciklar
elde edilmigtir. In vitro’da Uretilen soganciklarin dig kosullara aktariimasi
asamasinda yapilan degisik uygulamalardan 10 g/l NaCl iceren MS besin ortaminda
15 glnlik muamele sonucunda dis kosullara aktarimda daha iyi sonuglar alinmistir.
Topraga aktarilan soganciklar 2 yil canliliklarini devam ettirseler de daha sonra

gelisememiglerdir.

Arslan vd. [24], Sternbergia candida ve S. fischeriana’da in vitro hizli
¢ogaltimasinda sogan pul yaprak eksplantlarini farkli oranlarda buyume
duzenleyicileri igeren besin ortamlarinda kulttire almiglardir. S. candida tlrinde en
yuksek sogancik olusumunu 4 mg/l BAP ve 0.50 mg/l KNA igeren besin ortaminda,
S. fischeriana’da ise 2 mg/l BAP ve 0.50 mg/l KNA igeren besin ortamda 2 pul
yaprakli sogan eksplantlardan elde edilmigtir. Ayrica S. candida’nin olgunlagsmamis
zigotik embriyolarini 6 mg/I picloram ve 2 mg/l 2,4-D iceren besin ortaminda kultire
alindiktan 1.5 yIl sonra sogancik Uretimini saglamiglardir. Uretilen soganciklar
blayuklUklerine goére siniflandirarak 5 °C’de 5 hafta tuttuktan sonra topraga
aktarmislardir.



Karaoglu [25], gbl sogani (Leucojum aestivum L.) bitkisinde in vitro hizli gogaltim
icin farkl oranlarda BAP ve NAA iceren ortamlarda kultlre aldiklari sodan pul
yapraklari ve olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan en fazla sogancik olusumu
sogan pul yapragi eksplantinda, 1 mg/l BAP ve 1 mg/l NAA igeren MS besin
ortaminda elde etmigtir. Soganciklar 1 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda

koklendirilmis ve dis kosullara basarili bir sekilde aktarmistir.

Dilik [9], Fritillaria imperialis ve F. persica’da ci¢cek saplarindan in vitro sogancik
aretimi ile ilgili calismalarinda besin ortami olarak MS temel besin ortam bilesimi
olumlu sonuglar vermigtir. 1.0 mg/l BA ile birlikte 0.5 mg/l| KNA veya NAA kullanimi,
farkh oranlarda sogancik ve Kkallus olusumunu saglamistir. Besin ortamina
Augmentin ilavesinin enfeksiyonu 6nleme bakimindan azda olsa etkili oldugu fakat
gelismeyi engelleyici bir etki yaptigi gérulmastir. Uygulamalarda %6 sukroz yerine,
%6 fruktoz veya %6 glukoz kullanimi, sogancik olusum oranini ve olusan sogancik

sayisini artirici yonde etki yapmistir.

Parmaksiz ve Khawar [26], Stenbergia candida’nin olgunlagsmamis tohumlarindan
in vitro kosullarda somatik embriyogenesis igin bir protokol gelistirmislerdir. 2 mg/l
BAP ve 0,5 mg/l NAA (Potasyum tuzu) iceren MS besin ortaminda elde edilen
soganciklar 5 g/l aktif kémir iceren MS besin ortaminda koklendirilmigtir.
Koklendirilen soganlar sera ortamina aktarilmis daha sonra tarlaya sasirtilmistir.
Arastiricilar ortama aktif kbmur ilavesinin bitki gelismesini olumlu yonde etkiledigini

bildirmiglerdir.

Nasircilar ve Karaguzel [27], calismalarinda Galanthus elwesii'nin olgunlasmamis
embriyolarindan en yliksek sodancik olusumunu (7,7 adet/eksplant) 1 mg/l BAP +
0,5 mg/l NAA iceren MS besin ortamindan elde etmiglerdir.

Dimech et al. [28], bir soganh bitki olan Doryanthes excelsa bitkisinde IBA, NAA,
2,4-D, TDZ ve BAP'’In fizyolojik gelismeye etkisini incelemiglerdir. Dikey kesilmis
olgunlasmamis ¢icek sapinin eksplant olarak kullanildigi ¢alismada en ylksek
kallus olusum orani 50 yM NAA ve 0,5 yM TDZ iceren MS besin ortaminda, en
yuksek sogancik olusumu ise 0,5 uM NAA ve 50 yM TDZ igeren ortamdan elde
edilmistir. Gelisen surgunler 6 hafta sonra 50 uM NAA ile muamele edilerek

koklendirilmis ve gelisen bitkiciklerin iklim odasinda adaptasyonu saglanmistir.



Tang et al. [29], Chirita heterotricha bitkisinin yaprak eksplantlarini kullanarak 0,1
mg/l NAA ve 0,1 mg/l BAP igeren MS ortaminda yuksek oranda (39,5 adet) stirglin
elde etmiglerdir. Olugan bitkiler 5 mg/l aktif komur ve 30 g/l sukroz iceren 2 MS

ortaminda koklendirilmig ve kdklenen bitkilerin %95’i dis kosullara adapte edilmisgtir.

Nikoli¢ et al. [30], in vitro F. meleagris soganciklarinda kultir sicakliginin
dormansinin kirllmasinda ve ¢6zunebilir sekerin (sukroz, fruktoz ve glikoz) birikimine
ve poliol uzerine etkisini arastirmiglardir. Kontrol grubundaki soganciklarla
karsilastirildiginda koklenme orani sojuk uygulamasindan 6 hafta sonra énemli
artis gostermigtir. Stirglin ve kdk uzunlugu da soguk islem gérmus sodanlarda daha
uzun olmustur. Koklenen bitkicikler sera kosullarinda aklimatize edilmistir.
Aragtiricilar, F. meleagris soganciklarinda soguk uygulamasinin ¢ozunebilir
sekerlerin birikimini ve poliol icerigini artirdigini ve soguk uygulamasinin bitkiciklerin

aklimatizasyon basarisi igin 6nemli oldugu bildirmiglerdir.

Muraseva et al. [31], nadir bir tir olan F. meleagris'in floral organlarindan in vitro
cogaltimi amaciyla petalleri eksplant olarak kullanmiglardir. Codaltma asamasinda
NAA, BAP ve IAA ile desteklenmis BS ve BDS (Dunstan and Short) ortamlari
kullaniimistir.  BuUyume duzenleyicilerine bakilmaksizin, rejenerasyonun B5
ortaminda daha aktif bir sekilde gerceklestigi belirlenmistir. in vitro Kultur
olusturulduktan sonra ¢ogaltma asamasinda, 0.44 uM BAP, 3.22 uM NAA ve 2.28
uM IAA ile desteklenmis B5 besin ortaminin en etkili ortam oldugu gorulmustar.
Sicakhgin (+7°C) sogancik gelisimi ve ex vitro kosullara adaptasyon uzerinde
uyarici etkisinin oldugu belirlenmistir. Ogutllmus hindistan cevizi lifi ve kum
karisimini kullanmak (3:1), ex vitro kosullara aktarma adaptasyonunu %70 oraninda

mumkun kilmigtir.



3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Gereg

F. imperialis L. (Aglayangelin) ve F. persica L. (Kirklale)nin doku kualtiru ile
¢ogaltiimasi amaciyla yurutilen deneysel calismalar, 2013-2016 vyillari arasinda
Hacettepe Universitesi  Biyoloji Bolimi  Doku  Kiltiri  Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Denemede Hacettepe Universitesi Beytepe Kampisi icinde
bulunan “Has Bahge” de yetistirilen F. imperialis ve F. persica bitkileri kullaniimigtir. Bu
amacla dogal olarak yetistikleri ortamdan temin edilen iki tlre ait bitki soganlari “Has
Bahge” de hazirlanan parsellerde vyetistiriimistir. Sekil 3.1 ve 3.2’de Hacettepe
Universitesi Beytepe Kamplisi icinde bulunan “Has Bahge” de yetistirilen F. imperialis

ve F. persica bitkileri goruntulenmisgtir.

Sekil 3.1. Hacettepe Universitesi Beytepe Kampliisii Has Bahge’'de yetisen Fritillaria

imperialis bitkileri.
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Sekil 3.2. Hacettepe Universitesi Beytepe Kamplisii Has Bahge'de yetisen

Fritillaria persica bitkileri.

3.1.1. F. imperialis L. (Semdinli Lalesi, Aglayan Gelin, Ters Lale)

Ciceklerinin dip kisimlarindaki gdézyasina benzeyen nektar damlaciklarinin olugmasi
ve bunlarin gigeginin asagl dogru sarkik olmasi sonucu yere damlamasindan dolayi
bu bitkiye “Aglayan Gelin”, bazi bolgelerde ise Serefeli Lale de denilmektedir. Ayrica
Hz. isa’nin g¢armiha gerildigi zaman Meryem Ananin yere akan gdzyaslariyla
Ozlestiriimesi sebebiyle Hiristiyan aleminin kutsal gi¢cedi olarak da kabul edilmektedir

[1].
Fritillaria imperialis Anadolu, iran, Afganistan ve Himalayalar'da yetismekte, Tlrkiye'de
Doguda, Hakkari, Semdinli, Bitlis, Siirt, Adiyaman, Elazig, Malatya ve Van olmak tzere

Guneydogu Bodlgesine kadar uzanmaktadir. Ayrica Kuzey Irak, Rusya, Pakistan ve
Kesmir'de de bulunmaktadir [32].

Sekil 3.3-4’te Van ilindeki dogal F. imperialis alani ve bitkileri gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Van ilinde dogada yetisen F. imperialis bitkileri.
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Tepaller 4-4,5 cm uzunlugunda, rengi turuncu-kirmizi arasinda degisen tonlarda
ayrica sari da olabilmektedir. Tepallerin tabaninda bal 6zu salgilayan beyaz
yuvarlak bezler bulunmaktadir. Kapsiller 1,5-2 cm boyutlarinda ve kanatli
yapidadir. Mart-Mayis aylarinda giceklenen F. imperialis bitkileri koti koku yayan
soganl bitki turlerinden birisidir [9]. Sekil 3.5-6'da F. imperialis’in bitki ve gicek

Ozelliklerini gosteren bazi fotograflara yer verilmistir.

\\\\\\\"l’ i

Sekil 3.6. F. imperialis gigeginin genel yapisi.
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3.1.2. F. persica L. (Adiyaman Lalesi, Karagoz Lalesi)

Adiyaman ili ve gevresinde sikga rastlanan mavi-mor renkli kiguk ¢an seklindeki
gicekleri ve uzun suren ¢icek agma donemi ile sus bitkisi olarak deger tagiyan bir
Fritillaria tarGdr. Ayrica Koyuncu [32] F. persica’da bulunan steroidal saponozitlerin,

ila¢ sanayiinde ham madde kaynagdi olarak deger tasiyabileceginden s6z etmektedir.

F. persica Turkiye’de Guneydogu Anadolu’da (Hatay ve Mersin), Adiyaman ilinde,
yurdumuzun disinda Suriye, Liibnan, israil, Urdiin, Irak ve iran’da yetismektedir. Cigek
agma donemi Nisan-Mayis aylari arasindadir. Ciceklenme asagidan yukariya dogru
devam ettiginden arazide veya vazodaki omru F. imperialis’e gére daha fazladir. F.
persica da F. imperialis gibi Avrupa’da park ve bahgelerde kullanilan sis bitkileri

arasinda énemli bir yere sahiptir.

Soganlari ig seklinde olup, 3-5 cm ¢ap ve 6 cm kadar yukseklikte olabilmektedirler.
Yumusak ve duzgun govdesi 20 cm’den baglayarak 100 cm’ye kadar
boylanabilmektedir. Yapraklar 10-25 adet arasinda degisimli dizilmis olup 15x3 cm
boyutlarinda ve mizragimsidir. Renkleri F. imperialis L. tirline gére daha grimsi yesil
olup puslu bir gérinum tasir. Brakte yapraklar her gicek igin bir tane olacak sekildedir
veya yoktur. Cicekler ¢can seklinde olup 7-20 adet arasindadir. Cigek rengi, mavi-
eflatundan baslayarak yesilimtrak griye kadar degisebilmektedir. Segmentleri 10-20x6-
7 mm olup nektarlari u¢ggen seklinde ve 1.5 mm genisliktedir. Filamentler 5-6 mm
uzunlukta, dizgun ve yumusaktir. Disicik borusu (stilus) 6-8 mm uzunlukta olup, tohum

kapsulu 1-3 cm’dir [1]. Sekil 3.7°de F. persica gigeklerinin goranugleri verilmistir.
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Sekil 3.7. F. persica gigeklerinin gérunusleri

3.2. Yontemler

3.2.1. Besin Ortami ve Doku Kultiirii Kosullari

Denemelerde temel besin ortami olarak MS [33] besin ortami, mineral tuzlar ve
vitaminleri kullaniimistir (Cizelge 3.1). Besin ortamlarinin hazirlanmasinda cift distile
saf su kullaniimigtir. Besin ortamlarinda kullanilan eksplant tipine ve amaca gore farkl

oranlarda bitki buylme duzenleyicileri, sekerler ve vitaminler eklenmisgtir.

Besin ortaminin pH’si 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak pH 5.8’e ayarlandiktan
sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve 121°C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon

saglanmistir.

Denemelerde farkli eksplant tipleri (olgunlasmamis embriyolar, olgun tohumlar ve
cicek saplari) farkli besin ortamlarinda kultire alinmistir.
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Cizelge 3.1. Murashige ve Skoog [33] (MS) besin ortami bilesimi.

Bilesenler Miktar (mg/l)
KNO3 1900
NH4sNO3 1650
MgS0O4.7H20 370
CaCl,.2H,0 440
KH2PO4 170
MnSQO4.4H,0 223
Kl 0.83
H3BOs3 6.2
ZnS04.7H20 8.6
CuS04.5H,0 0.025
Na;Mo004.2H,0 0.25
CoCl,.6H,0 0.025
FeS04.7H20 27.8
NaEDTA 37.3
Nikotinik asit 0.5
Pridoksin-HCI 0.5
Thiamin-HCI 0.1
Glisin 2.0
Myo-inositol 100
Sakkaroz 30000

3.2.1.1. Olgun tohumlarin kilturiinde kullanilan ortamlar
Olgun tohumlarin c¢imlendiriimesinde normal MS ortami kullaniimistir. Cimlenip
sogancik olusturan tohumlardan elde edilen yaklasik 1 cm ¢apindaki soganciklar ikiye

ayrilarak 0,2 mg/l TDZ iceren MS besi ortamina aktariimiglardir.

3.2.1.2. Cigek sapi kiiltiirunde kullanilan ortamlar
Cicek saplarindan sogancik elde etme ortamlarinda NAA+BAP, NAA+TDZ, 2,4-D+KIN
kombinasyonlarinin farkli konsantrasyonu ve iki farkli seker cinsi (sukroz ve fruktoz)

secilip kullaniimigtir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Cicek sapi kulturinde kullanilan besin ortamlari.

Besin BBD Seker Kullanilan konsantrasyonlar

ortami Kombinasyonu Cinsi (mg/l+mg/l)
AlS NAA+BAP 0,5+1,0
A2S NAA+BAP 1,0+1,0
B1S NAA+TDZ 0,5+0,5
B2S NAA+TDZ Sukroz 0,5+1,0
C1s 2,4-D+KIN 1,0+0,5
C2s 2,4-D+KIN 2,0+0,5
C3S 2,4-D+KIN 4,0+0,5
AlF NAA+BAP 0,5+1,0
A2F NAA+BAP 1,0+1,0
B1F NAA+TDZ 0,5+0,5
B2F NAA+TDZ Fruktoz 0,5+1,0
C1F 2,4-D+KIN 1,0+0,5
C2F 2,4-D+KIN 2,0+0,5
C3F 2,4-D+KIN 4,0+0,5

3.2.2. Eksplant izolasyonu

Denemelerde her iki bitki tlrtine ait olgun tohumlar ve cicek saplari eksplant kaynagi
olarak kullaniimistir. Eksplantlar dogal olarak yetistikleri ortamdan temin edilen iki tare
ait bitki soganlarinin Hacettepe Universitesi Beytepe Kampusi iginde bulunan “Has
Bahge” de hazirlanan parsellerde yetistirilen F. imperialis ve F. persica bitkilerinden

temin edilmistir.

Ayrica F. imperialis L. cicek sapi kiltir denemeleri icin Yizinclyil Universitesi'nden
Prof. Dr. Sevket Alp onculiginde Nisan 2015te Van iline arazi duzenlenmistir.

Araziden toplanan cicek saplari kultire alinmistir.

Bitki materyalinin alinmasi sirasinda, denemelerde kullanilacak olan eksplantin

fizyolojik doneminin in vitro kultire uygunluguna dikkat edilmistir.

Sekil 3.8'de F. imperialis (solda) ve F. persica’nin (sagda) meyve ve tohumlari

goruntilenmigtir.
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Sekil 3.8. F. imperialis (solda) ve F. persica’nin (sagda) meyve ve tohumlari.

Temmuz 2014 doneminde olgun tohumlar bitkilerden alinip laboratuvar ortamina

getirilip eksplant kaynagi olarak kullaniimistir.

Mart-Nisan 2015 doneminde ¢igek saplarinin dip kisimlari, ¢iceklenme
baglangicindaki bitkilerden kesilerek laboratuvar ortamina getirilmistir. Alinan gigcek
saplarinin ayni fizyoloji gelisme donemine sahip olmasi amaciyla, giceklenmenin
baslangicindaki ve henlz tam olarak agilmamis cgigeklerin bulundugu cicek saplari
kullanilmigtir. Sekil 3.9’da tanimlanan agsamadaki gigeklerin bulundugu F. imperialis
ve F. persica bitkileri Beytepe Kampusu Has Bahge’den gorintilenmigtir.
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Sekil 3.9. Beytepe Kampusu Has Bahgede’ki F. imperialis (solda) ve F. persica
(sagda) bitkileri.

F. imperialis tirinde gicek saplari, giceklerin bagladigi tepe noktasindan asagiya
dogru, yapraklarin bagladigi noktaya kadar kesilerek ayrilmis ve sterilizasyon igin
hazirlanmistir. F. persica tlrlinde ise gigekler, gicek sapinin tepe noktasindan
baglayarak geriye dogru dizilmis olup bunun gerisinde ¢ok az uzunlukta yapraksiz
bir bélime sahiptir. Bunun altinda ise yaprakli bélum bulunmaktadir. Cigek sapinda
bulunan yapraklar dip kisimlarindan temizlenerek, bu gicek saplari eksplant kaynagi
olarak kullaniimistir. Sekil 3.10’da F. imperialis ve F. persica turlerinde eksplant
olarak parcgalara ayrilmadan 6nce temizlenerek sterilizasyon asamasina gegmek

uzere hazirlanmig gigek saplari goruntulenmektedir.
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Sekil 3.10. F. imperialis L. (solda) ve F. persica L.’nin (sagda) gicek saplari.

3.2.3. Eksplant Sterilizasyonu

a) Olgun tohumlarin sterilizasyonu

Her iki tare ait tohumlar 6nce steril distile su ile hazirlanan %70’lik etanolde 1 dakika
ardindan birkag damla Tween-20 iceren %50’lik ticari gamasir suyu ile 20 dakika
calkalanip yuzey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra steril kabin icerisine alinarak

3 kez 5’er dakika steril saf su ile durulanmistir.
b) Cicek saplarinin sterilizasyonu

Her iki ture ait gigcek saplari dnce %96’lik etil alkole 15 saniye sureyle daldiriimis
ardindan steril distile su ile hazirlanan %30’luk ticari ¢gamasir suyu ile 15 dakika
calkalanip yuzey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra steril kabin igerisine alinarak
3 kez 5’er dakika steril saf su ile durulanmistir. Dokulara dezenfektan maddenin
yapismasini saglamak amaciyla ticari camasir suyu ile hazirlanan ana sterilant
¢Ozeltisinin igerisine birkag damla Tween-20 damlatilmigtir. Steril edilen gigcek saplari
1’er cm kalinliginda olacak sekilde bisturi ile pargalara ayrilip steril petriler icerisindeki

besin ortamlarina alinmislardir.
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3.2.4. Tohumlarin In Vitro’da Cimlendirilmesi

Her iki tUre ait ylzey sterilizasyonuna tabi tutulan olgun tohumlar g¢imlendiriimek
amaciyla MS besin ortami igeren petrilerde ve kavanozlarda +4 °C’de kdiltlre
alinmistir. Her bir petri ve kavanoza 5’er adet tohum konularak 3 ay 6n Usutmeye tabi

tutulmuslardir. Sekil 3.11'de F. imperialis olgun tohumlarin MS besin ortamina alinmasi
goruntulenmigtir.

Sekil 3.11. F. imperialis L.’in olgun tohumlarinin MS besin ortamina alinmasi.

3.2.5. Doku Kiiltiuru Tekniginin Uygulanmasi

3.2.5.1. Olgun tohumlarin kultiri

Her iki tare ait yluzey sterilizasyonuna tabi tutulan olgun tohumlar ¢imlendiriimek
amaciyla MS besin ortami iceren petrilerde ve kavanozlarda +4°C’de kulture
alinmisgtir. Her bir petri ve kavanoza 5’er adet tohum konulmustur. Tohumlar 3 ay 6n
usttmeye tabi tutulup ardindan 16°C’de 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik
fotoperiyota ayarli iklim odasina alinmigtir. Sekil 3.12'de iklim odasinda

kavanozlarin igerisinde kultire alinmis iki tire ait tohumlar gorintilenmektedir.
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Sekil 3.12. iklim odasinda kavanozlarin igerisinde kiltire alinmis iki tire ait
tohumlar.
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3.2.5.2. Cicek saplarinin kultiirt

Her iki ture ait ylzey sterilizasyonuna tabi tutulan gicek saplari u¢ kisimlarinda
sterilantlarin dokunun icine nufuz etmesi sebebiyle meydana gelen beyaz kisimlar
kesilerek ana eksplanttan uzaklastiriimis ve ana eksplant her parca 1 cm olacak
sekilde pargalara bolunmustir. Kesme islemi yapilirken her parganin esit uzunlukta
olmasina dikkat edilmistir. Pargalar kesildikten sonra bitkinin dogadaki durus sekli g6z
onunde bulundurularak petri kaplarindaki besin ortamlarina yerlestiriimigtir. Her bir
petri kabinda 4-6 adet eksplant kultire alinmis olup, tim kultarler 20°C’ ye sahip
iklimlendirme kabininde, surekli karanlik kosullarda bekletiimislerdir. Sekil 3.13'de F.
imperialis (solda) ve F. persica’nin (sagda) cicek sapi kilturleri gérantulenmistir. Sekil
3.14’te galisma asamasindan bir goruntu verilmigtir.

Sekil 3.13. F. imperialis (solda) ve F. persica’nin (sagda) gicek sapi kulturleri.
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Sekil 3.14. Calisma asamasindan bir géruntu.

3.2.6. Koklendirme Galismalari
Olgun tohumlarin kultirinden elde edilen iki ture ait sodanciklar koklendiriimek
amaciyla 0,5 IBA igeren 2 MS besin ortaminda 4 ay boyunca 23°C’de karanlhk

ortamda kultire alinmislardir.

3.2.7. In Vitro’da Uretilen Soganciklarin Dig Kosullara Aktarimi

In vitro’da olgun tohumlardan Uretilen Fritillaria soganciklarinin kigik ve bitki
dokularinin siki olmamasi sebebiyle soganciklarin dis ortama aktarma basarisini
artirmak ve topraga uyum saglayabilmeleri amaciyla soganciklara; Bakteri (Serretia
marcescens) alg (Spirulina platensis) ve organic rooting powder (organik kdklendirme
tozu) uygulamalari yapilarak hazir saksi topragi iceren 10.5x7 cm’lik saksilara
aktarilarak 23°C’de 16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperiyod ve %80 neme ayarlanmis

iklim dolabina yerlegtiriimiglerdir.

Bakteri ve alg uygulamalari soganciklar besin ortamindan arindirilip saksilara dikimleri
yapilip ardindan bu bakteri ve algi igceren ¢ozeltiler ile sulanarak gergeklestirilmigtir.
Organik kéklendirme tozu uygulamasi ise soganciklarin organik kdklendirme tozuna
batinlarak yapildiktan sonra saksilara dikilmiglerdir. Soganciklari iceren saksilar iklim

dolabina alindiktan sonra topraginin surekli nemli kalmasina dikkat edilmistir. Sekil
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3.15’te organik kdklendirme tozu goruntulenmistir. Sekil 3.16’da soganciklarin topraga

aktarim asamasina ait goruntuler verilmigtir.

DIRECTIONS FOR yse

Regular Size

Sekil 3.15. Koklendirmede kullanilan kdklendirme tozu.
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Sekil 3.16. In vitro’da Uretilen soganciklarin topraga aktarim asamasindan
goruntaler.
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4. BULGULAR
4.1. Olgun Tohumlarin Kultiir Sonuglari
Tohumlar 3 ay sureyle +4°C’de 6n Usutmeye tabi tutulup taze MS besin ortamina
aktariimasinin ardindan 16°C’de 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyota ayarl
iklim odasina alinmigtir. Tohumlar 1 hafta igerisinde ¢imlenmis, yesil surglnler
olusmustur. Bundan 1 hafta sonra da g¢imlenen tohumlar sogancik olusturmaya
baslamistir. Sekil 4.1-3'te MS besin ortamindaki Fritillaria’nin olgun tohumlari ve

¢imlenmeden 1 hafta sonra olusmaya baslayan soganciklar gérintilenmigtir.

Sekil 4.2. Cimlenen ve 1 hafta sonra olusmaya baslayan sodanciklar.
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Sekil 4.3. Cimlenen ve 1 hafta sonra olugsmaya baslayan soganciklar.

Tohumlarin ¢imlenme yuzdeleri ve eksplant basina olusan sogancik sayisi
belirlenmistir. iki tlre ait cimlenme ve sodancik olusturma oranlari hesaplanmigtir
(Cizelge 4.1).

F. imperialis tohumlarinda ¢imlenme orani %73 ve ¢imlenen tohumlarin sogancik
olusturma orani %76 iken F. persica tohumlarinda ¢imlenme orani %82.1 sogancik

olusturma orani ise %82 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.1. F. imperialis ve F. persica olgun tohumlarinin ¢cimlenme ve sogancik
olusturma oranlari.

Cimlenme orani (%) Sogancik olusturma
orani (%)
F. imperialis %73 %76
F. persica %82.1 %82

Tohumlarin ¢imlendiriimesiyle olusan ve 4 hafta sureyle gelisen yaklasik 0,5-1 cm
capindaki soganciklar 2'ye kesilerek 2 mg/l TDZ iceren MS besin ortaminda 18°C’de
16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperiyotta kultire alinmigtir. Sekil 4.4-5’te F. imperialis
L. ve F. persica L. olgun tohumlarindan olusan soganciklarin TDZ igeren besin
ortaminda kultire alinmasi goruntulenmistir.
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Sekil 4.4. F. imperialis’in olgun tohumlarindan olusan soganciklar (solda) ve TDZ

iceren besin ortaminda kuiltare alinan sodanciklar (sagda).

Sekil 4.5. F. persica’nin olgun tohumlarindan olusan soganciklar (solda) TDZ igeren

besin ortaminda kultire alinmasi (sagda).

Olgun tohumlarin kultGrinden olusan soganciklarin 3 ay boyunca ayda bir alt
kultarleri yapilarak daha sonra eksplantlar Uzerinde sogancik olusumu ve geligimleri
uzerinde farkl seker cinslerinin etkisini gézlemek amaciyla 60g/l sukroz veya fruktoz
iceren MS besin ortamlarina aktariimiglardir. 4 ay boyunca ayda bir taze besin

ortamina aktarilan eksplantlar, 4. ay sonunda sodancik gelisimi Uzerine sukrozun
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daha etkili oldugu anlasilarak seker cinsi olarak sadece sukroz kullaniimaya devam

edilmistir.

F. imperialis ve F. persica turlerinde olgun tohumlarin kulture alinmasiyla sogancik
olusumu saglanmistir. Sekil 4.6’da olgun tohum kultir baslangicindan 9 ay sonra

sukroz ortaminda olusan soganciklar goruntilenmistir.

Sekil 4.6. F. imperialis L. (solda) ve F. persica L. (sagda) turlerinde olgun tohum

kultur baslangicindan 9 ay sonra sukroz ortaminda olugan soganciklar.

Her iki tirde de olgun tohumlardan sodancik gelisimi Gzerinde sukrozun, fruktoza gore
daha etkili oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2). 3. ay baslangicindaki sogancik sayisi ile
4. ay sonunda olusan sogancik sayilari karsilastiriimig, bolim hesabi yapildiginda F.
imperialis soganciklarindan sukroz ortaminda baslangicin 5 kati fazla, fruktoz
ortaminda ise 2.2 kati fazla sodancik olusmustur. F. persica’da ise sukroz ortaminda
baslangicin 3.8 kati fazla, fruktoz ortaminda ise 1.5 kati fazla sodancik olugsmustur.
Yani F. imperialis soganciklarindan sukroz ortaminda eksplant bagina 5 sogancik,
fruktoz ortaminda ise 2.2 sodancik olusmustur. Ayni sekilde F. persica’da ise sukroz
ortaminda eksplant basina 3.8 sogancik, fruktoz ortaminda ise 1.5 sogancik

olusmustur.
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Cizelge 4.2. F. imperialis L. ve F. persica L.’nin olgun tohumlarindan sogancik

olusumuna sukroz ve fruktozun etkisi.

F. imperialis 3. ay sogancik sayisi 4. ay sogancik sayisl
Sukroz 41 210

Fruktoz 27 60

F. persica 3. ay sogancik sayisi 4. ay sogancik sayisli
Sukroz 56 213

Fruktoz 53 80

4.2. Gigek Sapi Kiiltur Sonuglari

F. imperialis ve F. persica turlerine ait gicek saplari kultire alindiktan yaklasik 1 ay
sonra kallus olusumlari, ilerleyen aylarda ise sogancik gelisimi goézlenmeye
baslamisgtir. Sekil 4.7°’de F. imperialis (solda) ve F. persica (sagda) bitkilerinin gicek
saplarindan olusan kallus ve sodanciklar gérunttlenmistir. Kiltlrler ayda bir taze besin

ortamina alinmislardir.

31



Sekil 4.7. F. imperialis (solda) ve F. persica (sagda) bitkilerinin gigcek saplarinin

kultire alinmasi sonucu olugmaya baglayan kallus ve soganciklar.

3 ay sonunda ¢igek sapi eksplantlarindan kallus ve sodancik olusumu igin en iyi
ortamin 1mg/l 2,4-D + 0.5mg/l KIN ve %6 sukroz iceren MS ortami oldugu gézlenmis
ve bu kultur ortamiyla denemelere devam edilmigtir.  Diger kulturlerde ya
kontaminasyonlar olmus ya da eksplantlar kararmigtir. Fakat kalturlerde olusan
kontaminasyonlardan dolay kaltir baslangicinin 6. ay sonunda butlin eksplantlar
tamamen vyitirilmis, gicek saplarindan olusan kallus ve sodanciklar kaybedilmigtir.

Sekil 4.8’de kultirlerde meydana gelen kontaminasyonlar goértntilenmistir.

Sekil 4.8. Kulturlerde meydana gelen kontaminasyonlar.
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4.4. In Vitro Olusan Soganciklarin Koklenme ve Dig Kosullara Aligmasi

iki tire ait olgun tohumlardan in vitro elde edilen soganciklar, kdklenme oranini
arttirmak tGzere 0,5 IBA igeren iceren 2 MS besin ortaminda 4 ay boyunca 23°C kultire
alinmiglardir. Sekil 4.9-10’da F. imperialis ve F. persica olgun tohumlarinin kultire

alinmasiyla olusan soganciklarin olgunlastiriimasi ve kdklendirilmesi gorunttulenmistir.

Sekil 4.9. F. imperialis’in olgun tohumlarinin kiltire alinmasiyla olusan soganciklarin

olgunlasgtiriimasi ve koklendirilmesi.

Sekil 4.10. F. persica L.’nin olgun tohumlarinin kiltire alinmasiyla olusan

soganciklarin olgunlagtiriimasi ve koklendirilmesi.
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Kdklendirme ortaminda F. imperialis soganlarinin %401, F. persica soganlarinin ise
%35.8'’i koklenmigtir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Fritillaria turlerinin koklenme sonuglari.

l.ay 4.ay Olen Koklenen Koklenmeyen
sogancik sogancik sogancik sogancik sogancik
sayisl sayisl sayisl sayisi sayisl

F. imperialis 75 54 21 30 24

F. persica 151 98 53 54 44

In vitro'’da olgun tohumlardan Uuretilen Fritillaria soganciklarinin kiguk ve Dbitki
dokularinin siki olmamasi sebebiyle soganciklarin dis ortama aktarma basarisini
artirmak amaciyla soganciklara; bakteri (Serretia marcescens), alg (Spirulina
platensis), organic rooting powder (organik koklendirme tozu) uygulamalari

yapilmigtir.

4 ay sureyle yetistirilen soganciklardan bakteri uygulamasi yapilanlarin yaklasik
%30’unun hayatta kaldigi, diger uygulamalarda ise soganciklarin iginin bosaldigi
gorulmustur (Cizelge 4.4). Sekil 4.11’de igi canli ve igi bosalan soganlar

goruntulenmistir.

Cizelge 4.4. Bakteri, alg ve kdklendirme tozu uygulamasi yapilan sogancik sayisi.

Kontrol Bakteri Alg Toz Toplam
F. imperialis 12 6 18 6 42
F. persica 6 9 9 6 30
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Sekil 4.11. Canli ve i¢i bosalan soganlarin genel goruntusa.
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SONUGC VE TARTISMA

Calismada Ulkemiz i¢in 6nemli bitki turlerinden olan Fritillaria imperialis ve F.
persica’nin hizli gogaltimi amaciyla, olgun tohumlardan ve ¢igek saplarindan in vitro
sogancik olusturma, cogaltma ve olugsan soganciklarin dis kosullara aktariima

asamalarinda bazi uygulamalarin etkileri arastirilmistir.

Ilk agsamada, eksplant olarak kullanilan olgun tohumlar ve gigek saplarindan in vitro

sogancik olusturma c¢alismalari yapiimistir.

Olgun tohumlardan sogancik olusturmak amaciyla, iki ture ait olgun tohumlar
+4°C’de 3 ay MS besin ortaminda 6n UsUtmeye tabi tutulmuslardir. F. imperialis
tohumlarinda gimlenme orani %73 ve gimlenen tohumlarin sogancik olusturma
orani %76, F. persica tohumlarinda ¢imlenme orani %82.1, sogancik olusturma

orani ise %82 olarak hesaplanmigtir.

Olusan soganciklar ikiye ayrilarak 3 ay boyunca 2 mg/I thidiazuron iceren MS besin
ortaminda c¢ogaltiimistir. Sonrasinda ¢ogaltilan soganciklar 4 ay boyunca 60 g/l
sukroz veya fruktoz iceren MS besin ortamlarinda olgunlastirilarak, sogancik
gelisimi ve olgunlagmasi Uzerinde farkh seker cinslerinin (sukroz ve fruktoz %6)
etkisi arastirilmistir. Sogancik gelisiminde sukrozun daha etkili oldugu belirlenmistir.
F. imperialis sodanciklarindan sukroz ortaminda baslangica goére 5 kat fazla, fruktoz
ortaminda ise 2.2 kat fazla sogancik olugsmustur. F. persica’da ise sukroz ortaminda

ise 3.8 kat fazla, fruktoz ortaminda ise 1.5 kat fazla sogancik olusmustur.

Cicek saplarindan sodancik olusturmak amaciyla iki tlre ait cicek saplari 1 cm
olacak sekilde parcalara bolunerek; farkl dozlarda ve kombinasyonda buyume
dizenleyicileri (0.5mg/l NAA + 1.0mg/| BAP, 1.0mg/l NAA + 1.0mg/I BAP, 0.5mg/I
NAA + 0.5mg/l TDZ, 0.5mg/l NAA + 1.0mg/l TDZ, 1.0mg/l 2,4-D + 0.5mg/l KIN,
2.0mg/l 2,4-D +0.5mg/l KIN, 4.0mg/l 2,4-D + 0.5mg/l KIN) ile %6 sukroz veya %6
fruktoz iceren MS besin ortamlarina yerlestirilmis ve iklim dolabinda 20°C ve surekli
karanlk kosullarda kultire alinmistir. Bir ay sonra kulturlerde kallus ve sodancik
gelisimi  baglamigtir. Kiltur basglangicindan 3 ay sonunda c¢icek sapi
eksplantlarindan kallus ve sogancik olusumu igin en iyi ortamin 1.0mg/l 2,4-D +
0.5mg/l KIN ve %6 sukroz iceren MS ortami oldugu gézlenmis ve bu kultir ortamiyla

denemelere devam edilmigtir. Diger kulltirlerde ya kontaminasyonlar olmus ya da
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eksplantlar kararmig, kultir baslangicinin 6. ay sonunda da gicek saplarindan

olusan kallus ve soganciklar kaybedilmigtir.

Calismanin  son asamasinda ise, olusturulan sdrgin ve soganciklarin
koklendirilerek tam bir bitkiye donlisimundn saglanmasi, topraga transfer edilme

islemi gerceklestirilmigtir.

Olgun tohum kultarlerinden elde edilen sodanciklarin kdk olusumunu artirmak
amaciyla soganciklar 0.5 mg/l IBA iceren %2 MS besin ortaminda 4 ay kulture
alinmiglardir. Koklendirme ortaminda F. imperialis soganlarinin %40’1, F. persica

soganlarinin ise %35.8’i koklenmisgtir.

Aklimatizasyon asamasinda ise olgunlagsan ve geligsen soganciklara bakteri
(Serratia marcescens), alg (Spirulina platensis) veya organik koklendirme tozu
uygulanarak hazir saksi topragi iceren saksilara aktarilmistir. iklim dolabinda
23°C’de 16/8 saat aydinlik/karanlk, %80 nem ortaminda 4 ay yetigtirilen
soganciklardan bakteri uygulamasi yapilanlarin yaklasik %30’'unun hayatta kaldigi

belirlenmistir.

In vitro bitki rejenerasyonu, c¢ok sayidaki faktér tarafindan etkilenmektedir.
Bunlardan bazilari; eksplant tipi [34-35], sicaklik ve in vitro kosullardaki kultlirde
kalma suresi [36], besin ortamindaki bitki buylUme duzenleyicileri [37-38] ile seker

cinsi ve konsantrasyonu [39-42] olarak sayilabilir.

In vitro bitki rejenerasyonu 6zellikle monokotiledonlarda ¢cogu kez zordur. Bu
altsube’ye ait yluksek bitkilerin somatik hucrelerinin gok erken farklilagsarak mitotik
aktivitesini ve morfogenetik potansiyelini kaybettigi ve bu nedenle bu bitkilerin in
vitro ¢ogaltimda cogunlukla meristemetik zona sahip embriyo ve organlarin
kullanildigi bildiriimektedir [43-44].

Mikrogogaltim agsamalarinin basariyla tamamlanmasi i¢in uygun eksplant segimi
onemli ve temel faktorlerden biridir. In vitro strgin olugsumu kullanilan eksplant
tipine bagl olarak degismektedir [45-47]. Calismamizda kullanilan eksplant tiplerine
benzer olarak degisik soganli bitki tarlerinin mikrogogaltiminda farkli eksplant
tiplerinin kullanildigi ve surgln olusum oraninin kullanilan eksplant tipine goére

s

degistigi bir ¢cok arastirici tarafindan da rapor edilmistir. Sogan pul yapragi, sogan

37



taban yapragi, soganlar ve petaller Fritillaria ttrlerinde in vitro kultlr baglangicinda

en sik kullanilan eksplant tipleridir [48-54].

Literatirde Fritillaria cinsi turlerine ait tohumlar derin morfofizyolojik dormansiye
sahip oldugu igin onlari baslangi¢c materyali olarak kullanmanin gic¢ oldugu
belirtiimektedir [45-47].

Floral organlarin primer eksplant olarak kullanmasinin ana bitkinin korunmasini
saglamasi agisindan nadir turler ile galigirken 6nemli bir 6zellik oldugu ayrica, toprak
altindaki organlarin eksplant olarak kullanildiginda ylksek oranda ortaya c¢ikan

kontaminasyon riskinden de uzaklasiimasini sagladigi belirtiimektedir [53, 55].

Dilik [9], farkh Fritilaria turlerinde in vitro sogancik tretiminde gévde segmenti (cicek
sapl1) eksplantlarinin kullanildidi denemelerde 1.0mg/l BA ile birlikte 0.5mg/l KNA
veya NAA kullaniminin, sogancik ve kallus olusumu Uzerinde olumlu etki yaptigini
belirlemistir. Besin ortamina %6 sukroz yerine, uygulamalara %6 fruktoz veya %6
glukoz ilave edilmesi, sogancik olusum oranini ve olusan sogancik sayisini

artirmigtir.

Bizim galismamizda ise ¢gigcek saplarindan en iyi sogancik olugsum ve gelisiminin

1.0mg/1 2,4-D + 0.5mg/I KIN ve %6 sukroz igeren MS ortaminda oldugu gézlenmistir.

Calismamizda karbon kaynagi olarak %6 oraninda sukroz kullaniimasi, sogancik
olusumunu her iki tirde de saglamistir. Witomska and Lukaszewska [56], F.
imperialis L.'inde icinde bulundugu farkh tdrlerin doku kultlriyle ¢ogaltiimasinda
sukroz dozlarinin etkisini arastirdiklari calismalarinda %3, %6 ve %9 oraninda
sukroz kullanimi arasinda en uygun dozun %6 oldugunu belirtmiglerdir. Memon [57],
Gladiolus hybridus kulturlerinde ylksek sukroz konsantrasyonunun (%8, %10 ve
%12) surgln olusumunu 6nemli élgtide artirdigini belirtmiglerdir. Ayrica Dilik [9] ve
Gurlek [8], F. imperialis L. ve F. persica L.'da %6 sukroz konsantrasyonunun

sogancik olusumunda en etkili konsantrasyon oldugunu belirlemislerdir.

Tipirdamaz [58], Galanthus elwesii ve G. ikariae turlerinde yaptigi ¢calismalarinda,
seker cins ve dozunun in vitro sogancik olusumu Uzerinde ¢ok etkin bir parametre

oldugunu ve sukrozun, fruktozdan daha etkili oldugunu belirtmistir.
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Sukrozun in vitro sogancik olusumu Uzerinde olumlu etkileri Bach and Pawlowska
[40], Gerrits and Klerk [42], Witomska and Lukaszewska [56], Zhang and Jia [59]

tarafindan da vurgulanmaktadir.

Kukulczanka et al. [14], F. meleagris tlrinde, Zhang and Jia [59], Lilium cinsinde
%3 sukroz kullaniminin yeterli oldugunu, Witomska and Lukaszewska [56] ise %611k
dozun daha etkili oldugunu belirtmigtir. Bonnier and Van [60] ve Nhut et al. [61],
ortamdaki sukroz artigi ile birlikte surgin gelisim ve ¢ogaltim oraninin azaldigini
belirlemislerdir. Zhang and Jia [59], %9’luk sukroz kullaniminin sdrginlerde sekil
bozukluklarina yol ac¢tigini gézlemlemesi Gzerine ylksek konsantrasyonun adventif
surgin olusumunu baskiladigl sonucuna varmistir. Bizim galismamizda da F.
imperialis L. ve F. persica L.da in vitro c¢ogaltimi ve olusan soganciklarin
olgunlastiriimasi igin %6 sukroz veya %6 fruktoz kullaniimig, sukrozun, fruktoza

goOre daha olumlu etki yaptigi goralmagtar.

Doku kultara ile ¢ogaltma amaglandiginda, en o6nemli asamalarindan birisi,
olusturulan surgun, sogancik gibi ¢ogaltma materyalinin koklendirilerek tam bir

bitkiye donlisimunin saglanmasi ve topraga transfer edilmesidir.

In vitro kdltdrlerin aklimatizasyonunda iyi bir kdk gelisimi dnemli rol oynamaktadir.
DuslUk yasam orani genelde kokleri zayif gelismis olan bitkiciklerde gézlenmektedir
[62]. Birgcok faktor ornegin; besin ortamina dusuk dozda sitokinin ilavesi veya
sitokinin  eklenmemesi, ylksek konsantrasyonda oksin [63-65], dusuk
konsantrasyonlarda inorganik tuzlar [66] ve sukroz eklenmesi [67], aktif kdmur
ilavesi [64], agar yerine MS ortamina vermikiilit ilavesi [63], in vitro kultlrlerde
koklenme basarisini arttirmaktadir. Ayrica bitki blyime duzenleyicileri icermeyen

MS besin ortaminda da koklenme gozlendigi bilinmektedir [68].

Calismamizda aklimatizasyon asamasindan 6nce in vitro ¢ogaltilan sodanciklarin
gelisimini artirmak i¢in soganciklar %6 sukroz iceren MS ortaminda ardindan, kok
gelisimini artirmak igin 0.5mg/l IBA iceren Y2 MS besin ortaminda kultire alinarak
olgunlastirlmigtir.  Aklimatizasyon asamasinda ise olgunlagsan ve gelisen
soganciklara bakteri (Serratia marcescens), alg (Spirulina platensis) veya organik
koklendirme tozu uygulanarak hazir saksi topradi igceren saksilara aktariimis,

bakteri uygulamasi yapilan soganciklarin %30 unun hayatta kaldigi géraimustar.
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In vitro Uretilen strgun ve sogancik gibi cogaltma materyalinin kdklendirilmesi ve
topraga transferi asamalari igin yapilan ¢alismalarda, besin ortaminin hormon igerigi
ve sakkaroz duzeyinin, ortama aktif komur katilmasinin, ortamdaki mineral madde
konsantrasyonunun azaltilmasinin, kultarlere dusuk sicakhk, GAs ve tuz
uygulanmasinin basariyi artirdidi belirtiimektedir [10, 13-14, 21, 23, 68].

Paek and Murthy [50] tarafindan, Fritillaria thunbergii’nin sogan pul yapraklari ile
yapilan rejenerasyon calismasinda 1.62 uM NAA ve 4.65 pM Kinetin iceren MS
ortamindan elde edilen soganlarin kiltir sonunda 5°C’de bes hafta bekletiimesinin
ardindan kompost, vermikulit ve perlit (1:1:1) iceren ortama aktarildiginda 10 mm
¢capindaki soganlarin %100’Unun surgun verdigi belirlenmistir. Ayrica, rejenerasyon
calismasina baglamadan o6nce soganlart 10°C’ de 6 hafta bekletmenin

rejenerasyonu olumlu yonde etkiledigi bildirmislerdir [69].

Seker metabolizmasinin dormansi ve surgun olusumuyla yakindan ilgili oldugu,
soganlara soduk uygulamasi boyunca en onemli biyokimyasal degisikligin
karabonhidrat iceriklerinde meydana gelen kantitatif degisimler oldugu farkh

arastiricilar tarafindan belirtiimektedir [70-71].

Bilindigi Uzere soganl bitkiler cimlenme ve sogancik olusumu igin mutlaka soguk
uygulamasina ihtiya¢ duyarlar. Borochov et al. [72], geofitlerin yasam doéngusunin
¢ok onemli bir pargasini dormansinin olusturdugunu belirtmektedir. Geofitlerde

soguk uygulamasi dormansinin kiriimasinda buyuk rol oynamaktadir.

Gurlek [8], bazi Firitilaria turlerinde in vitro kosullarda en yliksek tohum ¢imlenme
oranini 4°C’'de MS besin ortaminda 3 ay bekletilen tohumlarda belirlemistir. Bu
bulgularla uyumlu olarak ¢alismamizda da olgun tohumlardan sogancik elde etme
asamasinda da 4°C’'de MS besin ortaminda 3 ay 6n uslUtmeye tabi tutulan F.
imperialis tohumlarinda ¢imlenme orani %73 ve g¢imlenen tohumlarin sogancik
olusturma orani %76, F. persica tohumlarinda ¢imlenme orani %82.1 sogancik

olusturma orani ise %82 olarak belirlenmistir.

Standart kosullar altinda monosakkaritler (glikoz ve fruktoz) sukrozdan 6nemli
derecede dusuk oranda bulunurlar. Soguk uygulamasinin ardindan soganciklarda

glikoz ve fruktozun depo edilmesi 6nemli oranda artmaktadir.
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Benkeblia [73], sukrozun bitkilerde bluyime ve gelismede merkezi bir rol oynadigini
ayrica sukrozun yikilmasindan olusan drtnlerin i¢sel filizienmenin bagslatiimasinda

ve dormansinin kirilmasinda 6nemli oldugunu bildirmigtir.

Guy [74] ve Morgan [75], soguk uygulamasinin dis ortamin potansiyel su miktarini
azalttigini, ozmoregulasyon veya hucresel membrani koruma ile ilgili olan
¢Ozunebilir karbonhidrat iceriginin onemli derecede artisina sebep oldugunu

bildirmektedirler.

Nikoli¢ et al. [30], kdklenmenin ve soganlarin filizlenmesinin artisi ile sonuglanan
duguk sicaklik uygulamasinin F. meleagris soganciklarinin dormansisinin
kirilmasinda énemli bir faktor oldugunu ve soganciklarin soguk uygulamasina cevap

olarak ¢ozunebilir sekerlerin birikimini ve poliol igerigini de artirdigini belirtmislerdir.

Batin bu calismalar g6z o6nunde bulunduruldugunda soguk uygulamasi ile
karbonhidrat icerigi arasinda pozitif bir iliskinin oldugu, topraga aktarim
asamasindan once soganciklara soguk uygulamasinin, soganciklari yuksek
konsantrasyonlarda seker iceren ortamlarda kultire almanin aklimatizasyon

basarisini olumlu yonde artirdigi1 anlasiimaktadir.

Calismamizda aklimatizasyon asamasinda, olgunlasan ve gelisen soganciklara
bakteri (Serratia marcescens), alg (Spirulina platensis) veya organik kdklendirme
tozu uygulanarak hazir saksi topragi iceren saksilara aktariimis, bakteri uygulamasi

yapilan sodanciklarin %30 unun hayatta kaldigi géralmuastur.

Topraktaki mikroorganizmalardan bitki kokleri ile iligkili olan bakterilere kok
bakterileri denilmektedir. Bu bakteriler tarimda biyolojik savas ajani ve biyogubre
olarak kullaniimakta ve ‘bitki gelisimini tesvik eden/uyaran bakteriler’ (plant growth
promoting rhizobacteria=PGPR) olarak da adlandiriimaktadir. Bu gruptaki
mikroorganizmalarin bitkilere sagladigi yararlari, bitkilerin besin alimini iyilestirmek,
hormonal aktiviteyi uyararak kdklerdeki zararli mikroflorayl engellemek ve boylece

bitkinin gelisimini ve verimini artirmak olarak 6zetleyebiliriz.

Bu gruptan olan Serratia marcescens kisa gubuk sekilli, gram negatif ve hareketli
bir bakteri turuduar [76].

Topraktaki yararli mikroorganizmalardan biri olan Spirulina platensis ipliksi

(filamentli) yapida prokaryotik bir mavi-yesil alg turudur. Alkali sularda serbest
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yiginlar halinde bulunurlar. icerdigi zengin biyokimyasal maddeler nedeniyle baslica
destek gida olarak uretiimekle birlikte, sahip oldugu pigmentleri nedeniyle hayvan
yemi olarak da dnem tasimaktadirlar. Toprak yapisini zenginlestirmek amaciyla,
¢imlenme zorlugu olan nadide bitkilerin kdltirinde gubre olarak ve hatta

yenilenebilir yakit kaynagi olarak kullaniima potansiyeli bulunmaktadir [77].

Spirulina, gida deste@i olarak sutlu gidalar, sekerlemeler ve bazi yemeklere
eklenerek tuketilmekte, icerdigi mavi renkli C-fikosiyanin dogal gida boyasi ve
kozmetik alaninda renklendirici olarak ve ayrica eczacilikta kullaniimaktadir. Su
uranlerinde ve tavukta beyaz etin renklendiriimesi de diger bir kullanim alanidir.
Algler ayni zamanda gubre olarak da kullaniimaktadir. Literatirde toprak yapisini
iyilegtirici o6zelliklerinin yaninda, besin maddelerinin alimini kolaylastirdiklari ve
bitkilerin hastaliklara dayanikliigini, besin elementlerinin topraktan alinimini

saglayarak verimi artirdiklar bildiriimektedir [78].

Alglerin gubre olarak kullanimi, pek ¢ok arastirmaya konu olmustur. Sus
bitkilerinden Begonya (Begonia semperflorens), Spirulina platensis ile
gubrelendiginde yaprak buyukligunde artis oldugu saptanmistir [79]. Benzer
sekilde, kavunda Spirulina ile organik gubrenin birlikte uygulandigi parsellerde bitki
biyUmesinde (govde capi, bogum sayisi, yaprak sayisi, bitki kuru agirligi) artis
oldugu belirlenmistir [80].

Yigenoglu [81], Domateste bakteriyel solgunluk hastaligina neden olan Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in  biyolojik mucadelesinde Spirulina
platensis’in etkisini arastirmigtir. Topraga Spirulina platensis gubrelemesinin
yapilmasi hem hastaligi baskilamis hem de kuru madde miktari ile yapraktaki klorofil

miktarinda artisa sebep olmustur.

Blyume ve gelismeyi destekleyen rizobakterleri de igine alan bazi vyararli
mikroorganizmalarin  bazi bitki hormonlarini sentezleyerek kok saghgini
iyilestirdikleri, besin alimini kolaylagirdiklari ve olumsuz kosullara kargi kok sistemini
koruyarak gelismeyi tesvik ettigi bilinmektedir [82-85].

Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Klebsiella, Pseudomonas, Serratia [86] gibi
bakterilerin ve Spiriluna gibi alg yapisindaki organizmalarin koklenme ve bitkinin

aklimatizasyonunda olumlu etkilerinin bulundugu bildiriimektedir [87].
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Bu tez calismasinda Fritillaria tdrlerinde in vitro sogancik Uretimine ve
aklimatizasyon basarisini artirmaya yonelik ¢alismalar yapilmistir. Farkli eksplant
ve kulltur uygulamalari sonucunda in vitro kogullarda F. imperialis ve F. persica’ya
ait soganciklar elde edilmistir. In vitro’da dretilen soganciklarin dis kosullara
alistinlmasi igin soganciklara degisik uygulamalar yapildiktan sonra topraga
aktarilmigtir. Bu uygulamalardan en onemlisi Fritillaria tlrlerinde ilk uygulama
niteliginde olan topraga aktarim sirasinda soganciklara bakteri ve alg
uygulamasidir. Nitekim bakteri uygulamasi yapilan soganciklarin %30’unun hayatta

kaldigi gorulmustdar.

Daha 6nce yapilan galigmalar ve bu arastirmanin sonuglari soganli bitkilerde in vitro
sartlarda elde edilen soganciklarin dig ortama aktarma asamasinda soguk
uygulamasinin, sogancik boyutunun, seker cinsi ve dozunun, iyi bir koklenmenin

onemli oldugunu gostermektedir.

Bu arastirma ile Fritillaria turlerinde aklimatizasyon basarisini yikseltmek amaciyla
yeni bir yaklasim niteliginde olan bakteri ve alg uygulamasi Umitvar sonuglar
dogurmustur. Bundan sonraki aklimatizasyon c¢alismalarinda da bakteri
uygulamasinin Uzerine gidilmesinin yararli olacagi dusunulmektedir. Calismanin
sonuglarinin basta Fritillaria tarleri olmak Uzere diger geofitlerin in vitro gogaltiimasi
ve elde edilen soganciklarin dis kogullara aktarilmasina yonelik arastirmalarin

gelistiriimesi agisindan yararli olacagi dugunulmektedir.
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