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In vitro Bulblet Production of Mus Tulip (Tulipa sintenisii Baker)

Mus Lalesi’nin (Tulipa sintenisii Baker) in vitro Ortamda Sogancik Uretimi
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Abstract

The study aimed to reproduce the Mus tulip (Tulipa sintenisii Baker), which is endemic
to Anatolia, by tissue culture, which is an important biotechnological method that
provides intensive, rapid, and clonal reproduction. The pistil organs of the fully flowered
plants were used as an explant source. For this purpose, the combined doses of 2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid and 6-benzylaminopurine (0.5, 1, 2, and 4 mg/L) were added
to the Murashige and Skoog basal medium. After the initial stage, 2 subculture stages
were applied at 4-week intervals. It was incubated for 4 weeks in a growth chamber
with a temperature of 4 4 1 °C and dark conditions in order to meet the cooling needs
of the Mus tulip. After the cooling stage, the explants were transferred to 25 1 °C
temperature and 16 hours of light and 8 hours of dark conditions for incubation. At the
end of the 10th week following this situation, it was observed that it was covered with
dense fungal formations thought to be endogenously originated. After 8 weeks, 26,7-93,3
% of bulblet formation was observed in the culture dishes. The results obtained in the
study will be useful in removing the production barriers to the commercial reproduction
of the Mus tulip and in the development of in vitro propagation techniques.

Ozet

Calismada, Anadolu’da endemik olan Mus lalesi (Tulipa sintenisii Baker) nin yogun,
hizli ve klonal bir ¢cogaltim imkan saglayan ve 6nemli bir biyoteknolojik yontem olan
doku kiiltiirii ile cogaltilmas1 hedeflenmisgtir. Eksplant kaynagi olarak tam ciceklenmis
bitkilerin pistil organlar1 kullanilmigtir. Bu amacla Murashige ve Skoog temel besin
ortamina 2,4-Diklorofenoksiasetikasit ve 6-benzylaminopiirin’in (0.5, 1, 2 ve 4 mg/L)
dozlar1 kombine edilerek ilave edilmistir. Baglangi¢c asamasindan sonra 4’er hafta aralikla
2 alt kiiltiir asamas1 uygulanmigtir. Mug lalesinin soguklama ihtiyacinin karsilanmasi
amaciyla 4 + 11 °C sicaklik ve karanlik kosullara sahip iklim kabininde 4 hafta siireyle
inkiibe edilmistir. Soguklama agsamasindan sonra eksplantlar inkiibasyon amacryla
25 41 °C sicaklik ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosullara aktarilmigtir. Bu durumu
takiben 10. hafta sonunda endojenik olarak kaynaklandig: diisiiniilen yogun fungus
olusumlari ile kapli oldugu goriilmiistiir. 8 hafta sonra kiiltiir kaplarinda %26.7-93.3
oranlarda sogancik olusumu gozlenmisgtir. Calismada elde edilen sonuglar, Musg lalesinin
ticari ¢ogaltiminin oniindeki iiretim engellerinin kaldirilmasinda ve in vitro ¢ogaltim
tekniklerinin gelistirilmesinde faydal1 olacaktir.
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1 GIRIS

Mus lalesi (Tulipa sintenisii Baker) Uluslararast Doga
ve Dogal Kaynaklar1 Korunma Birligi’nin (International
Union for Conservation of Nature (IUCN)), Tehlike
Altindaki Bitkiler Komitesi Sekreterligi’nin (Threat-
ened Plant Committee (TPC)), Diinya Dogay1 Koruma
Vakfi (World Wildlife Foundation (WWF)) gibi kuru-
luslarin yani sira iilkemizde de Tarim ve Orman Bakan-
181 tarafindan kirmiz1 liste kategorisine gore az tehdit
altinda (LR, Lower Risk) ve koruma 6nlemi gerektiren
(CD, Conservation Dependent) 6nemli bir bitki tiiriidiir

(Ekim ve ark., 2000).

Ulkemizde, dogal olarak yetisen 15 lale (Tulipa
spp.) tiirii bulunmaktadir. Diinyada sadece Anadolu’ya
endemik olan Mus lalesi, Mus ili disinda Erzurum,
Agr1, Kahramanmaras, Gaziantep, Siirt ve Hakkari’de
yetismektedir. Ancak en biiyiik popiilasyon alan-
lar1 Mus ve Bulanik ovalaridir. Mus ovasinda ba-
har mevsimi baglangici Nisan ay1 sonu ile Mayis ay1
baglarinda topraktan ¢ikarak ciceklenmektedir. Ancak
bu cigeklerin 15-20 giin siiren kisa bir émrii vardir.
Dogal yasam ortami genellikle tarlalar ve cayirliklardir.
Mus lalesi, dogal goriiniisiiyle kiiltiir lalelerinden cok

daha gosteriglidir (Koyuncu ve Tekin, 2003) (Sekil 1).

Sekil 1. Dogal yayilig alaninda Mus lalesi

Biiyiik, cekici ve gosterisli ciceklere sahip olan Mug

lalesinde bitki boyu 23-45 cm civarinda oldugundan
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kesme cicek olarak yetistirmeye uygundur. Sogan-
lar1 kig soguklarina kargt olduk¢a dayaniklidir. Klasik
cogaltim yontemleri kullanarak tohum ¢imlenmesi ile
lale sogani elde etmek ve ¢igekli haline ulagsmak i¢in
en az dort yil gecmesi gerekir. Kis mevsiminde kar
altinda kalan topragin 50-60 cm derininde gegiren lale
soganlarinin her birinden tek bir ¢igek olusmaktadir.

Cesit gelistirmeye yonelik olarak klasik 1slah yon-
temlerinin (melezleme vb.) uygulanmasi, soganl siis
bitkilerinde tohumdan sogan olusumu ciceklenmeye
kadar gecen siirenin (4-6 yil) uzun olmasi nedeniyle
pek tercih edilmemektedir (Ilav, 2018). Soganl bitk-
ilerde tohumla ¢ogaltmada elde edilen bireylerin het-
erozigot yapiya sahip olmalari, tohumdan meydana
gelecek soganlarin ¢icek verecek biiyiikliige ulagsmasi
i¢in uzun zaman (3-6 yil) gerektirmesi ve tohumlarda
dormansi goriilmesi nedeniyle soganl bitkilerde veje-
tatif iiretim yontemleri tercih edilmektedir (Alp, 2006).
Mus lalesinin sogandan iiretiminde genelde her ana
sogandan 1 yavru sogan vermesi ve kardes sogan verme
ozelliginin ¢ok diisiik olmasi nedeni ile diger lale tiirler-
ine gore ¢ogaltilmasi zordur.

Bu arastirmada; Mus lalesi (7. sintenisii)’in yogun,
hizli ve klonal bir ¢ogaltim imkan1 saglayan ve dnemli
bir biyoteknolojik yontem olan doku kiiltiirii ile cogaltil-
mas1 hedeflenmistir. Cicek yapisinda bulunan, pis-
tilin eksplant kaynag: olarak kullanildig: ¢alismada in
vitro sartlarda sogancik liretimi ve elde edilen bitki-
lerin aklimitizasyonuna yonelik bir protokol gelistirm-

eye caligilmigtir.
2 MATERYAL VE METOT

2.1 Bitki Materyali Temini

Calismada kullanilan Mus lalesi (T sintenisii) 2021 yili
Nisan ve Mayis aylar igerisinde tam ci¢eklenmis bitkil-
erdir. Bitki 6rnekleri Mus Alparslan Tarim Isletmesinin

38°47'39'N — 41°30’13'E koordinatlarinda ve 1350
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metre rakimda bulunan tarim yapilmayan arazisinde,
dogadaki popiilasyon biitiinlii§iine zarar vermeden
toplanmistir. Bitkiler, Alparslan Tarim igletmesine ait
Biyoteknoloji laboratuvarina getirilerek sterilizasyon

asamasina gec¢ilmigtir.

2.2 Sterilizasyon

Mus lalesinin pistil organi, bistiirii yardimu ile ¢icek-
ten ayrilarak bir magenta kabina alinmistir. Eksplant-
lar oncelikle akan su altinda 20 dk boyunca yikan-
mig, ardindan 5 dk Tween 20 damlatilmig 60’ ik Ticari
NaOCl (Cl oram1 %5) i¢inde 10 dk. calkalanarak steril
edilmistir. Ardindan bitki dokularindan NaOC1’nin uza-
klagtirilmas1 amaciyla 3 defa 5’er dk. boyunca steril saf

su ile ¢alkalanmigtir (Kalyoncu, 2007).

2.3 Kiiltiir sartlar

Mus lalesi (7. sintenisii)’nin pistil organlarinin organo-
genesis yontemi ile ¢cogaltilmak amaciyla in vitro or-
tamda kiiltiire alimmigtir. Bu amagla; Murashige and
Skoog (MS-macro and micro elements including vi-
tamins, Duchefa®) (Murashige and Skoog, 1969)
temel besin ortami olarak kullanilmigtir. MS besin or-
tamina katilagtirici olarak gelrite (2.1 g /L—Duchefa®)
eklenmistir.
Diklorofenoksiasetikasit’in (2,4-D- Duchefa®) ve 6-
benzylaminopiirin’in (BAP-Duchefa®) (0.5, 1, 2 ve 4

Bitki biiyiime diizenleyicilerinden 2,4-

mg /L) dozlar1 kombine edilerek temel besin ortamina
ilave edilmigtir. MS igerisine 60 g/L sakkaroz eklenerek
ortamin pH’s1 5.7’ ye ayarlanmistir. Eksplantlarin diki-
minden sonra olugabilecek olas1 bir kontaminasyonu 6n-
lemek amaci ile hazirlanan besin ortamina Plant Preser-
vative Mixture (PPM—Duchefa®) 1 mI/L kullanilmigtir
(Yenikalayci ve ark., 2021).

Besin ortamlariin sterilizasyonu dijital kontrollii
otoklav ile 121°C ve 1.2 atm. basing altinda 20 dk.
sireyle yapilmigstir. Otoklavdan cikarilan besin ortam-

lar1 laminar hava akigl kabin icerisinde katilasmasindan
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hemen Once steril petri kaplarina (90 x 17 mm) 40’ar
ml. olarak dagitilmistir. Her petride 5’er adet eksplant
olacak sekilde tiim kombinasyonlar 3’er tekrar halinde

hazirlanmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Mus lalesinin pistlin organin kiiltiire alinmas1

Hazirlanan tiim kiiltiirler soguklama ihtiyacim
karsilamak ve kallus olusumunu tesvik etmek amaciyla
4£1°C sicaklik ve karanlik kosullara sahip iklim
kabininde 4 hafta siireyle inkiibe edilmistir. Baglangi¢
agsamasindan sonra eksplantlar, yine ayn1 kombinasyon-
lar1 iceren ortamlarda 4 hafta sonra alt kiiltiire alinmustir.
Bu sayede taze ortamdan yararlanmalar1 saglanmigtir.

Denemeler gelisimleri icin her giin kontrol edilmistir.

2.4 [lstatistik Analiz

Caligma “Tesadiif Parselleri Deneme Deseni”’ne gore
kurulmustur. Bitkinin eksplant olarak kullanilan pistil
organlan 2,4-Diklorofenoksi asetikasit (2,4-D) ve 6-
Benzilaminopiirin (BAP) nin 4 farkli dozunun 17 farklt
kombinasyonu kullanilarak 3 tekerriirlii olarak 51 adet
kiiltiir kab1 icerisinde iklim kabininde inkiibe edilmistir.
Aragtirmanin istatistik analizleri SPSS 25.0 (Statistical
Package for the Social Sciences) istatistik paket pro-
gramui ile yapilmistir. Denemede 8. haftanin sonunda
elde edilen sogancik olusumuna dair verilerin normal
dagilim gosterip gostermedigi Kolmogrov Simirnov ve
Shapiro-Wilk testleri ile varyanslarin homojenligi Lev-

ene testi ile test edilmigtir. Sogancik sayilart 17 farkl



bitki bilyiime diizenleyici kombinasyonu arasindaki
farklilik tek yonlii varyans analizi (One Way Anova)
ile test edilmistir. Aralarinda anlamli farklilik bulunan
kombinasyon ortalamalarin siniflandirilmasi Duncan
coklu karsilagtirma testi (Duncan multiple comparison

test) ile yapilmustir (o« = 0.05 olarak alinmustir).

3 BULGULAR VE TARTISMA

Mus lalesi (7. sintenisii)’nin pistil organlarinin eksplant
kaynagi olarak kullanildig1 ¢alismada biiylime diizen-
leyici maddelerin farkli dozlarinin kombine edilerek ek-
lendigi MS besin ortaminda kiiltiire alinmustir. Inkiibe
sonrasi 8 hafta sonra kiiltiir kaplarinda %?26.7-93.3 oran-

larda sogancik olusumu gozlenmistir (Sekil 3).

Sekil 3. Sogancik olusumu

Kiiltiir kaplarindaki soganciklarin sayimu ile elde
edilen verilerin analizi sonucunda istatistiksel olarak

anlamli farklilik bulunmustur (Tablo 1).

Sogancik olusumu bakimindan en yiiksek orana 8,
13 ve 17 no’lu kombinasyonlarinda, en diisiik sogancik
olusum oranina ise 16 no’lu kombinasyonda elde
edilmistir. 8, 13 ve 17 no’lu ve bu kombinasyonlar1
takip eden 9 no’lu kombinasyonda sitokin grubu olan
BAP’mm yiiksek oldugu ortamlarda meydana geldigi
istatiksel olarak anlagilmistir. Bu durum sitokinlerin
diger BBD ile birlikte bulundugu ortamlarda eksplant-
larin; hiicre boliinmesinin ve proliferasyonun indiik-

lenmesinde 6nemli rol oynadigini gostermektedir (Mi-
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ransari ve Smith 2014; Sezgin ve Dumanoglu, 2014;
Sezgin ve Kahya, 2021) (Tablo 1).

Tablo 1. Mus lalesinin (Tulipa sintensii BAKER) sogancik
olusumuna biiyiime diizenleyici madde (BDM) kombinasy-
onlarinin etkileri (P <0.05).

BDM Sogancik Ortalama+
Kombinasyonlari Olusum Standart
(mg /L) Yiizdesi (%) Sapma
KNO 24D BA
1 0 0 46.7 2.60+0.34 bed*
2 0.5 0.5 40.0 2.13+£1.02 cde
3 0.5 1 60 3.13£0.80 be
4 0.5 2 533 2.67+£0.57 bed
5 0.5 4 333 1.67£0.57 de
6 1 0.5 333 1.67£0.57 de
7 1 1 533 2.80£0.34 be
8 1 2 933 4.67£0.57 a
9 1 73.3 3.671+0.57 ab
10 2 0.5 46.7 2.60+£0.34 bed
11 2 1 46.7 2.3340.57 cde
12 2 2 46.7 2.60£0.34 bed
13 2 4 93.3 4.67£0.57 a
14 4 0.5 533 2.80+0.34 be
15 4 1 333 1.671+0.57 de
16 4 2 26.7 1.33£0.57 ¢
17 4 93.3 4.67£0.57 a

*Harflendirmeler uygulamalar arasindaki farkliliklar1 gostermektedir.

Baglangi¢ agsamasindan itibaren gecen 8. haftanin
sonunda elde edilen soganciklarin bulunduklart ik-
lim kabini igerisindeki karanlik ortam ve 4+1°C si-
caklik sartlar, 254+1°C sicaklik ve 16 saat aydinlik
(35 pmol:m-2:s-1), 8 saat karanlik olarak degistir-
ilmistir. Bu durumu takiben 10’uncu hafta sonunda
soganciklarin gévdeleri endojenik olarak kaynaklandig1
diisiiniilen yogun fungus olusumlar ile kaplt oldugu

goriilmiistiir (Sekil 4).
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Sekil 4. Soganciklarda fungus olusumu
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Soganciklarin tiimiiniin kurtarilamayacagi

diistiniilerek caligmaya son verilmigtir. Calismada
elde edilen soganciklarin olusum siiresi ve miktari
bakimindan dikkate deger oldugu istatiksel olarak

anlagilmustir.

In vitro sartlardaki fungus hastaliklar1 bakimindan
Kalyoncu (2007) yilinda yaptiklar ¢alismada Tulipa
karamanica, Tulipa sintenisii, Tulipa humulis ve Tulipa
armena’nin sogan, tohum, olgunlagsmamig embriyo,
cicek ve yapraklariin eksplant kaynag: olarak kul-

land1g1 calismada da benzer sonuclar elde edilmistir.

Geofit olan Mus lalesi (7. sintenisii) soganlarinin
dogal ortaminda topragin 50-60 cm altinda bulun-
mas1 nedeniyle soganlarinda toprak ve endojenik kay-
nakli fungus bulunmaktadir (Ergiin ve Tosun, 2015).
Kis aylarinda toprak altinda diisiik sicaklikta gelisi-
mini siirdiirmekte olan soganlar, bahar aylarinda ha-
vanin 1sinmasi ile birlikte vejetatif gelisimi hizlan-
makta ve generatif gelisimi asamasina gecerek cicek-
lenmektedir. Bu siire¢ hava ve toprak sicakligi par-
alelinde toprakta diigiikk hava sicakliklar1 nedeniyle
spor halinde bulunan fungus ile miicadele edebilecek
sekonder metabolitleri liretmesine ve hastaliklar1 kon-
trol altinda tutmasina yardimci olabilecek biyolojik

siireclerde ilerledigi diistiniilmiistiir.

In vitro sartlardaki bitki soganlarinin bulundugu
topraktaki fiziksel, kimyasal ve biyolojik degisimlerin
sekonder metabolit {iretimin kesintiye ugratmasi ve
bitkinin gelisimi i¢in ortamda bulunan sakarozun fun-
guslarin asgir1 ¢ogalarak bitkinin miicadele edebilecegi

seviyeyi asmasina neden oldugu diistiniilmiistiir.

4 SONUC VE ONERILER

Dogada sogan gelisimi ve ¢ogalmasi ¢ok yavas olan
Mus Lalesinde, in vitro ortamda elde edilen soganciklar
sayesinde 1slah ¢alismalarinda zamandan olukga fazla

miktarda tasarruf edilmesi saglanmistir. Bu durum kisa
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siirelerde ticari olarak pazarlanabilir ¢esitlerin gelistir-
ilmesine imkan tanimaktadir. Ozellikle Dogu Anadolu
Bolgesi’nde iireticiye yiiksek gelir getiren alternatif bir
iiriin olarak bolge ciftcisine sunulabilir olmasi ¢alig-
manin sonug¢larinin kiymeti bakimindan 6nemlidir.
Calisma, in vitro ¢ogaltim agamasinda fungus prob-
lemin ¢oziilmesi ile ileride yapilacak olan bilimsel ve

ticari ¢caligmalara da 6nemli bir alt yap1 olusturacaktir.

Arastirmacilari Katki Oram

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduk-

larin1 beyan ederler.

Cikar Catismasi Beyam

Makale yazarlar aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi

olmadigini beyan ederler.
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