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Mor Prens Lalesi Yaprak Eksplantlarinin In Vitro Rejenerasyon Yeteneklerinin Belirlenmesi
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Oz: Bu arastirma lale yaprak eksplantlarinin in vitro rejenerasyon yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir.
Arastirmada hem steril hale getirilen soganlarin kiltiru ile elde edilen steril yaprak eksplantlari, hem de saksida ¢imlendirilen
soganlardan elde edilen yapraklarin steril hale getirilmesi ile elde edilen yaprak eksplantlari kullanilmistir. Bu amag
dogrultusunda ¢alismada; 2.4-D (2 mg.I'1), TDZ (2 mg.I'Y), Kinetin (2 mg.I1), NAA (2 mg.I1), 2.4-D+Kinetin (1 mg.I'l+ 1 mg.I'1ve
2 mg.l't+ 2 mg.l?), IAA+TDZ (1 mg.l+ 1 mg.I't ve 2 mg.I'1 + 2 mg.l'), IAA+BAP (1 mg.l't+ 1 mg.llve 2 mg.l?! + 2 mg.I'1),
NAA+Kinetin (1 mg.I'2+ 1 mg.I"t ve 2 mg.I't + 2 mg.I'1), NAA+TDZ (1 mg.I'1 + 1 mg.I"tve 2 mg.I'1 + 2 mg.I") ve 2.4-D+TDZ (1 mg.I
1+ 1 mg.ltve 2 mg.It+ 2 mg.It) hormonlarini igeren MS besi ortamlari kullanilmistir. Yapilan alt kaltirler neticesinde Mor
Prens Lalesi soganlarinin in vitro ortamda gimlendirilmesinden meydana gelen yapraklarin alt kiilttrlerinden 2.4-D (2 mg.I?)
ve NAA (2 mg.I"t) hormonu iceren MS besi ortamlarinda %6 oraninda kallus olusumu tespit edilirken, en yiksek oranda
rejenerasyon Kinetin (2 mg.IY) hormonu igeren besi ortaminda %10 oraninda kallus olusumu seklinde gergeklesmistir. Sonug
olarak alt kiltir yapilan besi ortamlari icerisinde sadece 2.4-D (2 mg.I'%), NAA (2 mg.l"!) ve Kinetin (2 mg.I'Y) hormonlarini
iceren 3 farkli besi ortaminda kallus rejenerasyonu tespit edilirken arastirmaya konu diger besi ortamlarinda herhangi bir
rejenerasyon saglanamamistir.

Anahtar Kelimeler: Hormon, in vitro, lale, kallus, rejenerasyon
Determination of In Vitro Regeneration Capabilities of Purple Prince Tulip Leaf Explants

Abstract: This research was carried out to determine the in vitro regeneration abilities of tulip leaf explants. In the study, both sterile leaf
explants obtained by culturing sterilized onions and leaf explants obtained by sterilizing leaves obtained from the onions germinated in pots
were used. For this purpose MS medium containing 2.4-D (2 mg.I"%), TDZ (2 mg.I%), Kinetin (2 mg.I%), NAA (2 mg.I%), 2.4-D+Kinetin (1 mg.I"*+
1 mg.Itand 2 mg.I+ 2 mg.IY), IAA+TDZ (1 mg.I'+ 1 mg.I* and 2 mg.I't+ 2 mg.I'!), IAA+BAP (1 mg.It+ 1 mg.l'tand 2 mg.I* + 2 mg.IY),
NAA+Kinetin (1 mg.I'*+ 1 mg.I"* and 2 mg.I'* + 2 mg.I"}), NAA+TDZ (1 mg.I* + 1 mg.I*and 2 mg.I" + 2 mg.I"Y) and 2.4-D+TDZ (1 mg.I* + 1 mg.I*
and 2 mg.I*+ 2 mg.I"Y) were used in the study. As a result of subcultures, 6% callus formation was detected in MS medium containing 2.4-D
(2 mg.I'*) and NAA (2 mg.I"Y) hormone, which is one of the subcultures of leaves formed from the in vitro germination of Purple Prince Tulip
bulbs. The highest rate of regeneration was determined as 10% callus formation in the medium containing Kinetin (2 mg.I"%). As a result, while
callus regeneration was achieved in 3 different media containing 2.4-D (2 mg.I!), NAA (2 mg.I") and Kinetin (2 mg.I') hormones among
subcultured media, no regeneration was achieved in the other mediums.
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GIRiS

Lale (Tulipa gesneriana L.), Liliales takimi, Liliaceae familyasi
Tulipa cinsine dahil olup, tretim bakimindan dinyanin ilk 10
cicegi Ayni diinya
Uzerindeki soganli sis bitkileri icerisindeki en biyik grubu

arasinda bulunmaktadir. zamanda,
olusturmaktadir (Nayeem ve Qayoom, 2015).

Lale cinsi icerisinde 100-150 tiir bulunmakta ve bu cinsi
siraslyla nergis, iris, simbul ve zambak bitkileri takip
etmektedir (Nayeem ve Qayoom, 2015). Anavatani Orta
Asya olup Sibirya, Mogolistan, Cin, Kasmir, Hindistan,
Afganistan, iran, Kafkasya ve Tiirkiye’de yayilis
gbstermektedir (Polat, 2018). Soganli bitki olmalarindan
dolay1 lale bitkisi ayni zamanda geofit olarak da
adlandiriimaktadir. Uretim sekli hem sogan ile hem tohumiile
olabilmektedir. Fakat tohum ile liretimi igin 4-5 yil gibi uzun
bir genglik donemi gerektirmesi nedeni ile ¢ok fazla tercih
(Maslanka ve Bach, 2014). Ayrica
heterozigoti ile genetik yapida meydana gelen degisiklikler
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de tohumla c¢ogaltimin  bir diger
olusturmaktadir.  Ancak  soganlarin
muhafazasinin zor olmasi, ¢ok fazla alana ihtiyag duyulmasi
ve hastalik etmenlerinin ana tasiyicisi olmasindan dolayi
ozellikle doku kiltiirii galismalarinda biiylik oranda risk
olusturabilmektedir.

Lale sogani tamamen pul seklinde kabuklardan olusur, bu
kabuklar iki kisimdir ve Ust Uste 6 kat igerir. Bu pullar
buyuyebilen yapraklar olup depo gorevi gorirler.
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En distaki kuru ve kahverengi olan kabuk “tunik” olup sogani
hastaliktan ve vyaralanmalardan korur. Temel katman
soganin kisa, etli gbvdesidir (Le Nard ve De Hertogh, 1993a)
(Sekil 1). Filizlenme ve kéklenme bu govde ile olur. Pul ve
koklerden filize kadar olan damarl yapiyr kapsar. Kardes
soganlar pullarin koltuk kisminda blydrler (Le Nard ve De
Hertogh, 1993b) (Sekil 2).

Surglin
Taslag Pullar
Bazal
Plaka
Kokler Kabuk

Sekil 1. Lale sogani yapisi (Hosier, 2011)

Sekil 2. Lale soganinin gorinimu

Lale; kesme gigek, saksili sts bitkisi, park, bahge ve peyzaj
dizenlemelerinde tasarim bitkisi olarak kullaniimaktadir
(Benschop ve ark., 2010). Farkh renkleri, ciceklenme
déneminin uzun olmasi ve kokusunun glizel olmasindan
dolayi ticari degeri yiiksek olup Tiirkiye, Hollanda ve iran gibi
Gretimin yapildigi gesitli Glkeler tarafindan dretilen Lale
bitkisi milli gicek olarak kabul edilmektedir (Mu ve ark.,
2020). Lalelerin popularitesinin yiksek olmasi, Uretimi igin
de uygun olan farkli sekil ve renklerde yeni c¢esitlerin
olusturulmasi ihtiyacini dogurdugundan popiiler arastirma
konusu haline gelmektedir (Li ve ark., 2022). Dinyada en
onemli lale dreticisi Ulke olan Hollanda’da lale Uretim
alanlan, 2015 yilinda 12,200 ha iken, 2020'de 14,900 ha’a
ulagmistir. Turkiye'den Hollanda’ya gitmis olmakla birlikte
lale diinya ticaretinde Hollanda ile anilmaktadir (Van Gelder,
2021).
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Tirkiye’de 2021 yilinda 1.7 milyar adet dolayinda sis bitkisi
Uretimi yapilmis olup bunun 27.8 adeti ise lale Uretimi
olmustur (TUIK, 2021). 2021 yilinda siis bitkileri toplam
ithalat miktarimiz 49,569,606 dolar olarak gerceklesmistir.
Cicek soganlarina ait olan miktar ise 4,066,899 dolar
olmustur. Son yillarda Tirkiye’de gicek soganlari tiretimi artis
gostermekle birlikte, Ulkemizde sls bitkileri sektoériinde
kullanilan lale soganlarinin %94’G Hollanda’dan ithal
edilmektedir (Kazaz, 2021). Bu durum lale sogani tiretiminde
tamamen disa bagimli oldugumuzu géstermektedir.

Lale geleneksel olarak daha ¢ok ana soganin yaninda olusan
yavru soganciklarla tretilmektedir. Bu teknik ana bitkinin
aynisi bitkilerin elde edilmesi ve yeni bitkilerin daha kisa
siirede ciceklenme olgunluguna gelmesi agisindan avantaj
arz etmekle beraber Uretim kat sayisinin disiik olmasi ve
sadece yilin belirli dénemlerinde gogaltimin yapilabilmesi
yoniyle Gretimi sinirlandirmaktadir. Bu ve buna benzer
¢ogaltim kisitlamalarinin Ustesinden gelebilecek teknik ise
lale bitkilerinin  biyoteknolojik y&ntemler kullanilarak
cogaltilmasidir. Biyoteknolojik yontemlerden olan klonal
¢ogaltim teknigi bitkinin herhangi bir pargasinin eksplant
kaynagi olarak kullaniimasi ile vejetatif ¢ogaltima olanak
veren bir mikro g¢ogaltim yontemidir. Etkin bir protokol
olusturulduktan sonra teknigin en 6nemli avantajlari i) ¢ok
kliguk bitki pargalariyla Gretim yapilabilmekte, ii) mevsime
bagli olmaksizin yil boyu Uretim yapilabilmekte, iii) ana
bitkinin aynisi bitkiler elde edilebilmekte ve iv) gok kiglk bir
alanda islem gergeklestirilebilmektedir. Bitkilerde c¢esitli
klonal ¢cogaltim yontemleri mevcut olmakla birlikte sentetik
tohum da klonal gogaltimin kullanim alanlarindan biridir.
Sentetik tohum Uretimiyle tohumla Grretimi zor olan bitkilerin
cogaltilabilmesi saglanabilmektedir. Ancak sentetik tohum

olusturulabilmesi i¢in canli yapida kallus ve somatik

embriyolara ihtiya¢ duyulmaktadir. Somatik embriyo
olusumu somatik embriyogenesis yontemi kullanilarak
olusturulmaktadir. Bu yontemle olusturulan somatik

embriyolarin kaplanmasiyla olusan yapi sentetik tohumdur.
Bu calismada soganla cogaltimi yapilan lale bitkilerinin
yapraklari eksplant kaynagi olarak kullanilip farkli oksin ve
sitokinin hormonlarinin bulundugu besi ortamlarinda kiiltiire
alinarak in vitro rejenerasyon yeteneklerinin belirlenmesi ve
bu sayede de somatik embriyo gelisimi ve sentetik tohum
olusturabilme potansiyeli arastiriimistir.

MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma lale yaprak eksplantlarinin in vitro rejenersyon
yetenegini arastirmak amaciyla Aydin Adnan Menderes
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Blimii
Bitki  Doku ylratilmastar.
Calismada Mor Prens Lalesi (Purple Prince) ve karisik lale
soganlari kullanilmigtir. Lale soganlarinin bir kismi in vitro
kosullarda gimlendirilirken bir kismi ise % saksi topragi ve %
oranlarinda bahge topragi iceren saksilarda gimlendirilmistir.

Kaltird  Laboratuvarinda



Calismada steril bitkileri elde etmek amaciyla lale soganlari
MS (Duchefa Biochemie, Katalog No: M0222) besi ortami
kullanilarak ¢imlendirilmistir.
asamasinda MS besi
hormonlarinin hem ayri ayri hem de farkli kombinasyonlari
Cizelge 1. Arastirmada kullanilan besi ortaminin igerigi

Eksplantlarin alt  kiltard

ortamina oksin ve sitokinin

ERDEM M, UYSAL H, SEVINDIK E
ilave edilerek modifiye edilen besi ortamlari kullaniimistir.
Arastirmada kullanilan besi ortami igerigi Cizelge 1'de ve
kullanilan hormonlar ve konsantrasyonlari Cizelge 2’de
verilmistir.

Kimyasal Madde Miktar (mg.I)

Kimyasal Madde Miktar (mg.l%)

KNOs 1900
CaCl2.H.0 332.2
NHiNOs 1650
MgS0.4.7H.0 180.7
KH2PO4 170
Na;-EDTA 37.25
FeS0.4.7H20 27.85

HsBO3 6.2
MnSO..H.0 16.9

ZnS04.7H:0 8.6
KI 0.83

Na2Mo04.H,0 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H.0 0.025

Glycin 2.0
Myo-Inostol 100

Nicotinic asit 0.5

Pyrodoxine-HCl 0.5
Thiamin HCI 0.1

Sukroz 30000
Agar 7 000
pH 5.8

Cizelge 2. Arastirmada kullanilan MS besi ortamina ilave edilen hormon konsantrasyonlari

MS Ortamina ilave Edilen Hormonlar mg.I?
2.4-D 2.0
TDZ 2.0
NAA 2.0
Kinetin 2.0
2.4-D+ Kinetin 1.0+1.0
2.4-D+Kinetin 2.0+2.0
NAA+Kinetin 1.0+1.0
NAA+Kinetin 2.0+2.0
IAA+ TDZ 1.0+1.0
IAA+TDZ 2.0+2.0
IAA+BAP 1.0+1.0
IAA+BAP 2.0+2.0
NAA+TDZ 1.0+1.0
NAA+TDZ 2.0+2.0
2.4-D+TDZ 1.0+1.0
2.4-D+TDZ 2.0+2.0

Calisma kapsaminda lale soganlarinin in vitro kaltira
amaciyla farkl sterilizasyon yontemleri kullaniimistir.
Calisma oncesinde sterilizasyon ¢alismasinda kullanilacak
tim malzemeler otoklavda 121 °C’de 15 dakika siire ile
sterilizasyona tabi tutulmus ve tim sterilizasyon islemleri
biyogivenlik kabini icerisinde
Arastirmada kullanilan yontemler su sekildedir;

1. Yontem: Lale soganlari bir miktar deterjanli su ile yikanip
musluk suya altinda durulandiktan sonra %80’lik camasir
suyu icerisinde manyetik karistirici lzerinde 30 dakika
muamelenin ardindan %0.05 oraninda fungusit (%37.5
Cyprodinil + %25 Fludioxonil etken madde) ¢6zeltisinde 20
dakika manyetik karistirici (izerinde sterilizasyona tabi

gerceklestirilmigtir.

tutulmustur. Son olarak soganlar steril su ile manyetik
karigtirici Gzerinde karistiricida 3 kez 5’er dakika durulama
islemi yapilarak dikime hazir hale getirilip 10 kavanoz ve her
kavanozda bir adet sogan olacak sekilde hormonsuz MS besi
ortamina dikimler geceklestirilmistir.

2. Yéntem: Lale soganlari 10 dakika musluk suyunda
bekletildikten sonra manyetik karistirici lizerinde %70’lik
EtOH’de 20 dakika, 3 damla Tween-20 bulunan %20’lik
¢amasir suyu cozeltisinde 20 dakika ve igerisinde %0.3
oraninda fungusit (%50 Captan etken madde) bulunan
¢Ozelti icerisinde 20 dakika muamele edildikten sonra 4 kez
ile durulama islemi yapilmistir.
Sterilizasyonu gergeklestirilen soganlar 10 kavanoz ve her

5’er dakika steril su
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kavanozda bir adet sogan olacak sekilde hormonsuz MS besi
ortamina dikimler gergeklestirilmistir.

3. Yontem: Lale soganlari yaklasik 1 saat musluk suyu altinda
bekletildikten sonra manyetik karistirici Uzerinde %70’lik
EtOH’de 20 dakika, 3 damla Tween-20 bulunan %20’lik
g¢amasir suyu cozeltisinde 20 dakika ve %0.3 oraninda
fungusit (%50 Captan etken madde) bulunan ¢ozelti
icerisinde 20 dakika muamele edildikten sonra son olarak 4
kez 5’er dakika steril su ile karistirictda durulama islemi
yapilmistir.  Sterilizasyonu  gergeklestirilen  soganlar
kurumalarini saglamak amaciyla steril kurutma kagitlari
Uzerinde yaklasik 30 dakika bekletildikten sonra her
kavanozda bir adet sogan olacak sekilde hormonsuz MS besi
ortamina dikimler gergeklestirilmistir.

4. Yéntem: Lale soganlari deterjanli su ile yikandiktan sonra
musluk suyunda 3 saat bekletilmis sonrasinda manyetik
karistirici Gzerinde sirasiyla %70’lik EtOH’de karistiricida 20
dakika, birkag damla Tween-20 bulunan %20’lik ¢amasir
suyunda 20 dakika ve %0.3 oraninda fungusit (%50 Captan
etken madde) bulunan ¢ozelti igerisinde 20 dakika muamele
edildikten sonra son olarak 4 kez 5’er dakika steril su ile
karigtiricida durulama iglemi yapilmistir. Sonrasinda steril
kurutma kagitlari Gzerinde bir siire bekletilip kurumalarn
saglanan soganlarin her kavanozda bir adet sogan olacak

sekilde  hormonsuz MS besi ortamina dikimler
gerceklestirilmistir.
Kaltire alinan  soganlarin  vernalizasyon ihtiyacinin

karsilanmasi amaciyla besi ortamina dikim sonrasi +4 °C
buzdolabinda 4 hafta sire ile bekletilmis sonrasinda 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik ve 24 °C sicaklik ayarli iklimlendirme
odasinda kaltire alinmig ancak sicakligin ¢imlenme ve
gelismeyi
nedeniyle dikimi yapilan diger soganlar 20 °C sicakhk ayarli
ve 16 saat aydinlk 8 saat karanlik iklimlendirme kosullarinda
gelistirilmistir.

olumsuz yonde etkilediginin godzlemlenmesi

Ayrica bir kisim lale sogani 5 Ekim 2020 - 21 Kasim 2020 ve
17 Ekim 2021 - 1 Ocak 2022 tarihleri arasinda gesitli
zamanlarda 1/1 oraninda bahge topragi ve ticari saksi topragi
karisimi ihtiva eden saksilara dikilerek gimlendirilmis ve bu
bitkilerden elde edilen yapraklar steril hale getirilerek in vitro
kiltir ~ ¢alismasi  bu  yapraklar  kullanilarak  da
geceklestirilmistir. Bu yapraklar kiltire alinmadan 6nce
%70’'lik EtOH ¢ozeltisinde 5 saniye, %10 ¢amasir suyu + 3
damla Tween-20 ¢6zeltisinde 10 dakika ve %0.1’lik fungusit
(%37.5 Cyprodinil- %25 Fludioxonil etken madde)
¢Ozeltisinde 10 dakika muamele edildikten sonra steril su ile
3 kez durulama islemi uygulanarak sterilizasyon islemi
tamamlanmistir.

Hem in vitro ortamda ¢imlendirilen soganlardan (Sekil 3) elde
edilen steril yapraklarin in vitro kiltiri hem de saksida
¢imlendirilen soganlardan alinarak steril hale getirilen lale
yapraklarinin in vitro kiltiri amaciyla Cizelge 2’de verilen
hormon konsantrasyonlarini iceren besi ortamlarinda her bir
besi ortami icin 5 petri ve her bir petride 10 eksplant olacak
sekilde galisma yiratilmistir. Ancak soganlarin in vitro
dikimlerinde karsilasilan yogun kontaminasyon nedeni ile
bazi besi ortamlariigin yeterli sayida yaprak eksplanti kiiltiire
alinamamis olup kiltir isleminde tekerrir sayisi farklilik
gostermistir. In vitro kiltir yapilan petriler 16 saat aydinhk 8
saat karanhk 24 °C iklimlendirme odasinda gelistirilmistir.
Kiltire ahnan butin eksplantlar gilnlik duzenli olarak
kontrol edilmis olup kontaminasyon gorilmesi halinde
kurtarilabilecek olan eksplantlar tekrar ayni ortama
aktarilarak kontaminasyonun dniine gegilmeye c¢alisiimistir.
Kallus olusumu baslayan eksplantlar 4-5 hafta boyunca
haftada bir kez taze ortama aktarilarak kallus olusumunun ve
somatik embriyo gelisiminin hizlandirilmasi hedeflenmistir.
Calismadan elde edilen verilerin analizinde Microsoft Excel
paket programindan yararlaniimigtir.

Sekil 3. Lale soganlarinin in vitro ortamda dikimi ve ¢cimlenmesi

BULGULAR ve TARTISMA

Arastirma kapsaminda denenen sterilizasyon yontemleri
icerisinde; en iyi sonug¢ 4. Sterilizasyon ydnteminden
alinmistir. Lakin bu basari sadece soganlarin dis yizeyi igin
s6z  konusu olup i¢  ylzeyinden  kaynaklanan
kontaminasyonlara herhangi olumlu bir etkisi mimkin
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olmamistir. Arastirmaya konu olan lale soganlarindan Mor
Prens Lalesi sogani in vitro ortama 91 adet dikilmis olup 5
adet soganda ¢imlenme go6zlemlenerek %5.5 oraninda
¢imlenme tespit edilmistir. Karigik lale soganlarinin in vitro
dikimlerinde ise toplam 60 adet dikim yapilip sadece 1



adetinde ¢imlenme goézlemlenerek ¢imlenme orani %1.7
olarak belirlenmistir (Cizelge 3). Uygulanan sterilizasyon
yontemlerinden istenilen basarinin elde edilememesi ve
hem soganlarin yizeylerinin plrizli olmasi hem de soganin
i¢ yuzeyinin de mikroorganizmalarca enfekte edilmis olmasi
gibi nedenlerden kaynaklandigini ifade edebiliriz. Mor Prens

ERDEM M, UYSAL H, SEVINDIK E
Lalesinde topraga dikilen sogan sayisi 43 adet olup 39 adet
soganda ¢imlenme gozlemlenerek %91 oraninda ¢imlenme
oldugu tespit edilmistir. Karisik lale soganlarinda ise topraga
toplam 35 adet dikim yapiip tamaminda g¢imlenme
gozlemlenerek ¢cimlenmede %100 basari saglanmistir.

Cizelge 3. In vitro’da ekimi gergeklestirilen lale soganlarinin gimlenme sayilari ve cimlenme oranlari

Mor Prens Lalesi Sogam

Karisik Lale Sogam

In vitro Saks1 In vitro Saks1
Toplam Ekim Sayisi (adet) 91 43 60 35
Toplam Cimlenme (adet) 5 39 1 35
Cimlenme Orani (%) 55 91 1.7 100

Bircok ekim yapilmasina ragmen ¢imlenme oranlarinin ¢ok
distk kalmasinin gergeklestirilen sterilizasyonun basariya
ulasmamasindan kaynaklandigini In vitro
calismalarda her ne kadar kullanilan bitki eksplantlarinda
yuzey sterilizasyonu yapilsa da eksplantlarin i¢ yuzeyindeki
bulagmalarin 6niine gegilememekte ve bu da in vitro
¢alismalarin basarisi agisindan ¢ok biydk riskleri beraberinde
getirmektedir. Ozellikle bu durum lale gibi soganli veya
yumrulu bitkilerde siklikla karsilasilan bir olgudur. ilhan
(2015); lale gibi geofitlerde eksplant kaynagi olarak bitki
soganlarinin kullaniimasinin oldukga agir kontaminasyonlara
sebebiyet verdigini, her lale soganinin ortalama 3-5 pul

soyleyebiliriz.

icermesinin bu riski daha da arttirdigini bildirmistir. Bu bilgi,
yapmis oldugumuz bu c¢alismada kontaminasyonun
kaynaginin soganlar oldugunu teyit eder niteliktedir. Oyle ki
bazen cimlenme gergeklestikten sonra dahi sogan/yumru
icerisinden gikan yeni siirglinlerde kontaminasyonlar ortaya
¢ikmakta ve bu in vitro ¢alismalarda
kullanilamamaktadir. Bu ¢alismada da benzer durumlarla
siklikla karsilagilmis olup in vitro kultiirde gimlendirilen lale
soganlarindan elde edilen eksplantlardan efektif bir alt kiltur
calismasi ylritilememistir.

Arastirma siiresinde kiilture alinan lale yaprak eksplantlarina
iliskin veriler Cizelge 4’'de verilmistir.

surglinler de

Cizelge 4. Arastirma siiresince farkl besi ortamlarinda kilttire alinan lale yaprak eksplantlarinin sayilari ve basari oranlarina iligkin veriler

Besi Ortamlan In vitrodan Saksidan In vitrodan Saksidan

(Mor prens) (Mor prens) (Karigik lale) (Kanigik lale)

E.S. K.S. % E.S. K.S. % E.S. K.S. % E.S. K.S. %
2.4-D (2 mg.l) 50 3 6 140 - - - - - - -
TDZ (2 mg.I) 50 - - 170 - - - - - - -
KINETIN (2 mg.I) 90 9 10 130 - - - - - - -
NAA (2 mg.I?) 70 4 6 130 - - - - - - -
2.4-D+KINETIN (1 30 - - 120 - - 20 - - 140 - -
mg.I"+ 1 mg.l?)
2.4-D+KINETIN (2 20 - - 110 - - 10 - - 140 - -
mg.I'+ 2 mg.I")
IAA+TDZ (1 mg.I"+ 30 - - 110 - - 20 - - 180 - -
1mg.l?)
IAA+TDZ (2 mg.I't+ 20 - - 130 - - 10 - - 160 - -
2 mg.I?)
{AA+BAP (1 mg.I+ 30 - - 110 - - 20 - - 100 - -
1mg.l")
IAA+BAP (2 mg.I't + 20 - - 120 - - 10 - - 140 - -
2 mg.l?Y)
NAA+KINETIN (1 30 - - 120 - - 20 - - 140 - -
mg.I"+ 1 mg.I?Y)
NAA+KINETIN (2 20 - - 70 - - 10 - - 100 - -
mg.I"+ 2 mg.l?)
NAA+TDZ (1 mg.I"*+ 30 - - 100 - - 20 - - 160 - -
1mg.l?)
NAA+TDZ (2 mg.I'*+ 20 - - 60 - - 10 - - 160 - -
2 mg.I?)
2.4-D+TDZ (1 mg.I 30 - - 140 - - 20 - - 140 - -
+1mgl?)
2.4-D+TDZ (2 mg.I 20 - - 130 - - 10 - - 110 - -
+2mgl?)
Toplam 560 16 2.86 1890 - - 180 - - 1670 - -

E.S.: Eksplant sayisi, K.K.: Kallus sayisi
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Belirlenmesi

Cizelge 4’Un incelenmesinden de anlasilacagi gibi in vitro
ortamda ¢imlendirilen Mor Prens Lalesi soganlarindan
yapilan alt kiiltiir galismalarinda besi ortami basina minimum
20 maksimum 90 adet olmak lizere toplam 560 adet yaprak
eksplanti kiltire alhnmistir. Kiltire alinan bu yaprak
eksplantlarindan 2 mg.I"1 2.4 D igeren besi ortaminda 3 adet
kallus elde edilmis ve basari orani %6 olarak, 2 mg.I' Kinetin
iceren besi ortaminda 9 adet kallus elde edilmis ve basari
orani %9 olarak, 2 mg.I'X NAA iceren besi ortaminda 4 adet
kallus elde edilmis ve basari orani %6 olarak hesaplanmigtir.
Arastirmaya konu gerek in vitro ortamda yetistirilip alt
kiltire alinan ve gerekse saksida yetistirilip steril edilerek
diger besi ortamlarinda kiltiire alinan Mor prens lalesi ve
karisik lale eksplantlarindan herhangi bir rejenerasyon
saglanamamistir.

Lale gibi geofit bitkilerin vyetistiriciligindeki en 6nemli
sorunlardan biri dislk ¢ogalma hizlaridir. Bu agidan in vitro
doku kultiira teknigi cok elverisli bir yontemdir. Ancak toprak
altt  depo baslangi¢ olarak
kullanilmalari durumunda ortaya ¢ikan eksplant kékenli
kontaminasyon problemlerinin asilmasi gerekmektedir.
Ayrica in vitro kultirde basari bircok faktor tarafindan
etkilenmektedir. Bu faktorlerin basinda besi ortaminin
bilesimi, genotip, eksplant kaynagi bitkinin yetisme kosullari,

organlarinin materyali

eksplantlarin blyuklGga, kaltirlerin gelistirildigi ortamin
fiziksel kosullari gibi faktorler gelmektedir (Hatipoglu, 2012).
kapsaminda kiiltire lale yaprak
eksplantlarindan sadece 2.4-D, Kinetin ve NAA iceren
ortamlardan disik oranlarda da olsa basari elde edilmis
olmasi bu durumu desteklemektedir. In vitro kiltirdeki
distk basarinin muhtemel nedenleri ise eksplantlarin besi
ortami ile uyum saglayamamasi, eksplantlarin salgilamis
oldugu salgilar nedeni ile allelopatik bir etki olugmasi, dis
ortamda yetistirilerek steril edilen yapraklarda sterilizasyon
asamasinda tahribatlarin meydana gelmis olmasi ve genetik
yapi gibi bircok etmenin etkili olmasi muhtemeldir. Glrlek
(2011), F. imperialis ve F. persica turlerinde yapmis oldugu
¢alismada dis ortamdan almis oldugu yapraklarda ve sogan
pullarinda kullanmis oldugu Ug farkli sterilizasyon yontemi
dahilinde; fungusit 6n uygulamasi sonrasinda %70 etanolde
bekletme, (i) %50 hidrojen peroksit, (ii) %50 ticari gamasir
suyu, (iii) %100 ticari ¢amasir suyu muamelelerinin
tamaminda yaprak eksplantlarinin tamamen karardigini,
sogan pullarinin ise tamaminin kontamine oldugunu rapor
etmistir. Lale in vitro kulturinde yaygin olarak cigek saplari
(Ptak ve Bach, 2007; Podwyszyniska ve Sochacki, 2010;
Podwyszyriska ve Ciolakowska, 2020), sogan pullar
(Maslanka ve Bach, 2014; ilhan 2015), siirgiinler (Kuijpers ve
Langens-Gerrits, 1997) kullaniimistir. Yaprak eksplantlarinin
kullanildigi sinirl sayida ¢alisma bulunmaktadir (Van Rossum
ve ark. 1998).

Bu c¢alisma alinan

Hem Mor Prens Lalesi hem de karisik lale soganlarindan elde
edilen yaprak eksplantlarindan rejenerasyon gelisememesi
bircok farkli etmene bagl olmakla birlikte bu etmenlerin;
besi ortaminin bilesimi, soganin igsel hastalik tasimasindan
dolayi yaprak sterilizasyonunun yetersiz kalarak alt kiltiire
alinan yaprak eksplantlarinda kontaminasyon olusmasi, alt
kiltir icin lale yaprak eksplantlarinin uygun buyiklikte
olmamasi, sterilizasyon sirelerinin fazla olmasi ve dolayisiyla
yapraklarin canhligina zarar vermesi, sterilizasyonun tam
olarak saglanamamasi, eksplantlarin madde salgilayarak
allelopatik etki gostermesi, farkli kiltir sartlari ile gevresel
faktorler olabilecegi dustnidlmektedir. Ancak yapmis
oldugumuz bu g¢alisma bize lale yapraklarinin in vitro

kiltirde rejenerasyon yeteneklerinin zayif oldugunu
gostermistir.
SONUC

Bu calismada lale popilasyonlarinda in vitro ortamda
soganlarin ¢imlendirilmesi ve dis ortamda g¢imlendirilen lale
soganlarinin yapraklarinin steril edilerek kiltlire alinmasi ile
in vitro rejenerasyon ve somatik embriyo olusumu
amaglanmis olup bu yolla sentetik tohum Gretim imkanlar
arastirilmigtir.

Calismada lale soganlarinin sterilizasyonu amaciyla farkl
yontemler olup
icerisinde; soganlarin deterjanh su ile yikandiktan sonra
musluk suyunda 3 saat bekletilip manyetik karistirici
yardimiyla 6nce %70’lik EtOH"de 20 dakika, ardindan birkag
damla Tween 20 bulunan %20’lik gamasir suyunda 20 dakika
ve son olarak %0.3 oraninda fungusit (%50 Captan etken
madde) bulunan ¢ozelti igerisinde 20 dakika muamelenin
ardindan 4 kez 5’er dakika steril su ile karistiricida durulama
islemi yapilarak steril edilmis kurutma kagitlari Gzerinde
kurumalari igin bekletildigi yontem olan 4. sterilizasyon
yéntemi en iyi basariyl saglamistir. Ancak lale soganlarinin ig
kontaminasyon  problemi

denenmis sterilizasyon  yontemleri

ylzeylerinden
asllamamistir.
Yapilan bu arastirmaya konu olan Mor Prens Lalesi
soganlarinin karisik olarak kullanilan lale soganlarina kiyasla
%5.5 oraninda gimlenme gostererek eksplant kaynagi olarak
kullaniminin daha avantajli durumda oldugunu soyleyebiliriz.
Birgok oksin, sitokinin hormonu bulunduran besi ortami ile
bu hormonlarin kombinasyonunu igeren besi ortamlarinda
her ne kadar kallus ve somatik embriyo gelisimi
gozlemlenemediyse de Mor Prens Lalesi yapraklarinin alt
kulturiinde sadece 2.4-D (2 mg.I"), Kinetin (2 mg.I"!) ve NAA
(2 mg.lI'Y) hormonlarinin bulundugu ortamlarda kallus
olusumu gozlemlenmis olup bu ortamlar sirasiyla %6, %10 ve
%6 oranlarinda kallus Uretmislerdir. Buradan da anlasilacagi
Uzere en iyi oranda kallus olusum orani Kinetin (2 mg.I%)
hormonu igceren besi ortaminda tespit edilmistir. Bu
arastirmanin sonuglarina gore Kinetin, lale yapraklarinda
kallus olusumu amaciyla kullanilabilir. Ancak daha iyi

kaynaklanan



sonuglar icin daha farkli konsantrasyonlarin ve daha farkh

oksin-sitokinin hormonlarinin ayri ayri veya karisimlarinin

denenmesi hem in vitro rejenerasyon hem de somatik
embriyo olusumu agisindan yararli olacaktir.
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