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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

ENDEMĠK Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey. (YANARDÖNER) BĠTKĠSĠNDE in vitro 

KOġULLARDA POLĠPLOĠD BĠTKĠ ELDE ETME ÜZERĠNDE ARAġTIRMALAR 

 

Hanife Özler 

 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

 

DanıĢman: Prof. Dr. ġ. ġebnem Ellialtıoğlu 

 

Özet Metni 

 

Dünyada sadece Ankara–GölbaĢı‟nda sınırlı bir alanda yaĢamakta olan ve uluslararası kayıtlarda 

nesli tükenme tehlikesi altında bitkiler grubunda yer alan endemik Centaurea tchihatcheffii 

Fish.&Mey. (Yanardöner, Sevgi Çiçeği, Sentorya) türünde in vitro çimlendirme, proliferasyon ve 

poliplodi çalıĢmaları gerçekleĢtirilmiĢtir. Centaurea tchihatcheffii Fish. & Mey. tohumlarının in 

vitro koĢullarda çimlenmeleri üzerine farklı besin ortamı ve GA3 konsantrasyonlarının etkileri 

araĢtırılmıĢ, 1 mg/L ve 2 mg/L GA3 ilave edilen MS besin ortamında en yüksek çimlenme oranları 

(sırasıyla %83.6, %85.2) elde edilmiĢtir. In vitro koĢullarda çimlendirilen bitkilerden hazırlanan 

eksplantlardan hızlı vegetatif çoğaltım yapılmak amacıyla en uygun eksplant tipi, dikim Ģekli ve 

besin ortamı kompozisyonunun belirlenmesi üzerine denemeler yapılmıĢtır. Sürgün çoğaltımı 

aĢamasında eksplant baĢına en yüksek sürgün oluĢumu 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP 

kombinasyonunun 1. alt kültüründe elde edilmiĢtir (2.05 adet sürgün/eksplant). Hormonsuz MS 

ortamında %70, 1 mg/L IBA katkılı ortamda ise %86 oranında köklenme elde edilmiĢtir. 

 

Poliploid bitki elde etmek amacıyla yapılan çalıĢmalarda ise farklı kolhisin konsantrasyonları ile 

uygulama sürelerinin etkileri araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla uygulanan 100 mg /L kolhisin içeren 

ortamda 7 gün bekletilen eksplantlarda yaĢama oranı %100,  geliĢme oranı ise %50 olarak 

belirlenmiĢtir. Doku kültürü yoluyla çoğaltma konusunda önemli geliĢmeler kaydedilen bu bitki 

türü, park-bahçelerde yerini alabilecek potansiyelde görülmüĢtür.  

 

2014, 100 sayfa  

Anahtar kelimeler: Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey, in vitro, çimlendirme, proliferasyon, 

poliploidi. 
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ABSTRACT 

 

M.Sc. Thesis 

 

Investigations on the obtaining poliploid plants in endemic Centaurea tchihatcheffii (Fish.&Mey) 

under in vitro conditions. 

 

Hanife Özler 

 

Ankara University Biotechnology Institute 

 

Supervisor: Prof. Dr. ġ. ġebnem Ellialtıoğlu 

 

Abstract Text 

 

The in vitro germination, proliferation and polyploidy studies were carried out in the endemic 

species of Centaurea tchihatcheffii Fish. & Mey. (Yanardöner, Love Flower, Sentoria) that is 

locate in a limited area of Ankara-Golbasi and in danger of extinction in IUCN category. The 

effects of different nutrient medium and GA3 concentrations were investigated in vitro germination 

of Centaurea tchihatcheffii seeds. The highest germination rates were obtained from the MS 

medium supplemented with 1 mg/L and 2 mg/L GA3 as 83.6% and 85.2% respectively. The 

experiments were performed on the most suitable type of explant, form of planting and 

composition of nutrient medium for micropropagation by using in vitro seedlings as explant 

sources. In the stage of proliferation, the highest shoot formation per explant were obtained from 

the first subculture of 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP (2.05 per shoot / explant). The rooting was 

obtained on hormone free MS medium in 70% and added with 1 mg/L IBA medium in 86%.  

 

In the studies in order to obtain polyploid plants, the different concentration of colchicine 

applications and the effects of application duration were investigated. For this purpose the explants 

are incubated 7 days containing 100 mg/L colchisine in the medium was obtained as 100% survival 

rate and as 50% growth rate. The possibility of multiplication with tissue culture on this plant if 

take the necessary steps was seen take place in parks and gardens in potential.  

 

2014, 100 pages  

Key words: Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey, in vitro, germination, proliferation, polyploidy. 

  



v 

TEŞEKKÜR 

 

Tez konusunun belirlenmesinden sonuçlanma aĢamasına kadar değerli bilgi, deneyim ve 

görüĢlerinin yanısıra her türlü yardım ve desteğini esirgemeyen sayın hocam Prof. Dr. ġ. 

ġebnem Ellialtıoğlu‟na, çalıĢmam sürecinde özverili yardımlarıyla bana güç veren hocam 

sayın Yrd. Doç. Dr. Cevdet GümüĢ‟e teĢekkürlerimi sunarım. Bu uzun süreçte 

gösterdikleri anlayıĢtan dolayı Orser Kont. ve Sert. Ltd. ġti.‟ne, deneylerin yürütülmesi 

esnasında yardımcı olan arkadaĢlarıma ve herdaim yanımda olan aileme Ģükranlarımı 

sunarım. 

 

Bu tez çalıĢması Ankara Üniversitesi BAP (Bilimsel AraĢtırma Projeleri Koordinasyon 

Birimi Koordinatörlüğü) “Endemik Centaurea tchihatcheffii Fish.& Mey. (Yanardöner) 

Çiçeğinin Süs Bitkileri Sektörüne Kazandırılması ÇalıĢmaları” adlı ve 09B4347011 nolu 

proje kapsamında desteklenmiĢtir. 

  



vi 

İÇİNDEKİLER 

ETİK BEYAN ....................................................................................................................... i 

ONAY ................................................................................................................................... ii 

ÖZET ................................................................................................................................... iii 

ABSTRACT ........................................................................................................................ iv 

TEŞEKKÜR ......................................................................................................................... v 

İÇİNDEKİLER ................................................................................................................... vi 

ŞEKİLLER DİZİNİ .......................................................................................................... viii 

ÇİZELGELER DİZİNİ ....................................................................................................... x 

SİMGELER DİZİNİ .......................................................................................................... xi 

1. GİRİŞ ............................................................................................................................ 1 

2. KAYNAK ÖZETLERİ ............................................................................................... 6 

2.1. Centaurea cinsi ve C. tchihatcheffii hakkında bilgiler .......................................... 6 

2.2. Sentorya (Yanardöner= C. tchihatcheffii ) Bitkisinin Tohumla Çoğaltımı ......... 11 

2.3. Mikroçoğaltım ..................................................................................................... 12 

2.4. Centaurea cinsi ile bazı tıbbi ve aromatik bitkilerde yapılan doku kültürü 

çalıĢmaları ........................................................................................................................ 16 

2.5. Poliploid Bitkilerin Özellikleri ve Elde Edilme Yöntemleri ............................... 23 

3. MATERYAL VE YÖNTEM .................................................................................... 31 

3.1. Materyal ............................................................................................................... 31 

3.2. Yöntem ................................................................................................................ 33 

3.2.1. Genel doku kültürü Ģartları .............................................................................. 33 

3.2.2. Tohumların yüzeysel sterilizasyonu ve çimlendirilmesi ................................. 34 

3.2.3. Tohum çimlendirme denemeleri ...................................................................... 36 



vii 

3.2.4. Proliferasyon aĢaması için eksplantların dikimi .............................................. 37 

3.2.5. Proliferasyon (Sürgün Çoğaltma) denemeleri ................................................. 38 

3.2.6. Sürgünlerin köklendirilmesi ............................................................................ 39 

3.2.7. Bitkilerin dıĢ koĢullara alıĢtırılması ................................................................. 40 

3.2.8. Verilerin değerlendirilmesi ve istatistiksel analizler ....................................... 41 

3.2.9. Kolhisin uygulamaları ..................................................................................... 42 

4. ARAŞTIRMA BULGULARI ................................................................................... 45 

4.1. Tohum çimlendirme aĢaması ............................................................................... 45 

4.2. Mikro çoğaltım aĢaması ...................................................................................... 48 

4.2.1. IBA + BAP Kombinasyonları ile yapılan denemeler ...................................... 48 

4.2.2. BAP + GA3 + IBA Kombinasyonları ile yapılan denemeler ........................... 54 

4.3. Köklendirme aĢaması .......................................................................................... 59 

4.4. Bitkiciklerin DıĢ KoĢullara AlıĢtırılması ............................................................. 63 

4.5. Kolhisin Uygulamalarının YaĢama ve GeliĢimi Oranları Üzerine Etkisi............ 66 

5. TARTIŞMA VE SONUÇ .......................................................................................... 70 

KAYNAKLAR ................................................................................................................... 81 

ÖZGEÇMİŞ ....................................................................................................................... 93 

  



viii 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

ġekil 1.1. Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey. bitkisinin görünümü .................................. 2 

ġekil 1.2. Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey. çiçekleri ..................................................... 3 

ġekil 2.1. Yanardöner (Centaurea tchihatcheffii) bitkisinin görünümü .............................. 10 

ġekil 3.1.GölbaĢı‟nda tohum toplanan sentorya arazisinden genel bir görünüĢ .................. 31 

ġekil 3.2. Tohum toplama aĢamasında arazide yan yana bulunan bir sentorya çiçeği ve 

içerisinde tohumların olgunlaĢtığı olgun bir sentorya meyvesi ........................................... 32 

ġekil 3.3. Centaurea tchihatcheffii‟nin aken tipi meyvesi .................................................. 32 

ġekil 3.4. Sentorya bitkisinin tohum ekiminden baĢlayarak tüm doku kültürü aĢamalarında 

yapılan çalıĢmalarda kullanılan aseptik koĢullarda çalıĢmaların yapıldığı laminar akıĢlı 

kabinde çalıĢma anından bir görünüm ................................................................................. 35 

ġekil 3.5. Besin ortamına ekimi tamamlanmıĢ bir sentorya tohumu ve çimlenmenin 

tamamlanmasından sonra oluĢan in vitro fidecik. ............................................................... 36 

ġekil 3.6. Proliferasyon aĢamasında kullanılacak eksplantların hazırlandığı, in vitro 

koĢullarda çimlendirilmiĢ sentorya fideleri ......................................................................... 37 

ġekil 3.7. Besin ortamlarına yerleĢtirilmiĢ sentorya eksplantları. Üstte solda: yatay 

yerleĢtirilen tek boğum eksplantları .................................................................................... 38 

ġekil 3.8. Köklendirme aĢamasındaki sentorya sürgünlerine ait bir görünüm .................... 40 

ġekil 3.9. Torf doldurulmuĢ plastik saksılara aktarılmıĢ sentorya bitkilerinin aktarımdan 

hemen sonraki görünümleri ................................................................................................. 41 

ġekil 3.10. Vermikulit doldurulmuĢ plastik saksılara aktarılmıĢ sentorya bitkileri ve 

aktarma iĢleminden bir hafta sonra üzerindeki kapta açılan büyük delikler ....................... 41 

ġekil 3.11. Otoklavdan çıkmıĢ ve sıcaklığı 70 
o
C civarına düĢmüĢ besin ortamına, aseptik 

koĢullar altında kolhisin çözeltisinin filtre sterilizasyonu yoluyla ilave edilmesi ............... 43 

ġekil 3.12. Kolhisin uygulama iĢlemlerine ait görünümler ................................................. 44 

ġekil 4.1. Hormonsuz MS ortamında çimlenen sentorya (Centaurea tchihatcheffii) ......... 47 

ġekil 4.2. 1 mg/L GA3 içeren ortamlarda çimlenen ve geliĢen sentorya bitkileri ............... 48 

ġekil 4.3. Proliferasyon ortamına aktarılan eksplantlardan geliĢen sürgünler .................... 51 



ix 

ġekil 4.4. Alt kültürlerde kullanılan ve birinci alt kültüre henüz aktarılmıĢ tek boğum 

eksplantlarına bir örnek. ...................................................................................................... 52 

ġekil 4.5. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP içeren ortamlarda bir eksplant üzerinde 2.alt 

kültürün sonunda oluĢan aksillar sürgünler ......................................................................... 53 

ġekil 4.6. 1.0 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP içeren ortam üzerinde geliĢmiĢ bir sentorya 

eksplantı ............................................................................................................................... 53 

ġekil 4.7. 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP içeren ortamlarda ikinci alt kültürde oluĢan 

camsılaĢmıĢ ve rozetleĢmiĢ eksplantlar ............................................................................... 54 

ġekil 4.8. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA3 kombinasyonunun 1. alt 

kültüründe elde edilen aksillar sürgünler ............................................................................ 55 

ġekil 4.9. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA3 kombinasyonunu içeren 

ortamda 2.alt kültürde bir eksplanttan oluĢan ve 3.alt kültüre alınmak üzere hazırlanmıĢ 

aksillar sürgünler ................................................................................................................. 56 

ġekil 4.10. 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA3 kombinasyonuna sahip 

ortamda geliĢen 3. alt kültürdeki sentorya sürgünleri.......................................................... 56 

ġekil 4.11. 3.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L GA3 ilave edilen MS ortamında 2.alt kültür 

aĢamasındaki sentorya sürgünleri ........................................................................................ 57 

ġekil 4.12. KöklenmiĢ sentorya bitkileri ............................................................................. 61 

ġekil 4.13. 0.1 mg/L IBA içeren MS ortamlarına 3.alt kültürden aktarılan sürgünlerde 

köklenme ve ayrıca yapraklardaki camsılaĢma eğilimi ....................................................... 61 

ġekil 4.14. 1.0 mg/L IBA içeren besin ortamında meydana gelen köklenmelere örnekler..62 

ġekil 4.15. Hormonsuz MS ortamı üzerinde köklenmeye alınan sürgünler üzerinde çiçek 

tomurcuklarının oluĢumu ..................................................................................................... 64 

ġekil 4.16. In vitro koĢullarda açmıĢ bir sentorya çiçeği..................................................... 65 

ġekil 4.17. Bitkilerin geliĢimine iliĢkin bazı görüntüler. ..................................................... 65 

ġekil 4.18. Kolhisin uygulamalarından geliĢen sürgünler ................................................... 66 

ġekil 4.19. GeliĢmelerine devam eden sürgünler ................................................................ 67 

ġekil 4.20. YaĢama belirtisi gösteren ancak sürgün geliĢimi sağlanamayan eksplantlar .... 67 

  



x 

ÇİZELGELER DİZİNİ 

Çizelge 2.1. Türkiye florasında tür sayısı bakımından en zengin ilk 10 cins ........................ 7 

Çizelge 3.1. MS temel besin ortamında bulunan besin maddeleri ve konsantrasyonları .... 34 

Çizelge 4.1. 2011 ve 2012 yılları içerisinde denemelerde kullanılan in vitro bitkilerin elde 

edilmesi için yapılan sentorya tohum ekimlerinden elde edilen tohum çimlenme oranları 46 

Çizelge 4.2. Tohumlardan geliĢen in vitro fidelerden hazırlanan Eksplantların farklı 

IBA+BAP kombinasyonlarından 5 hafta süre sonunda elde edilen sürgün geliĢme oranları 

ve eksplant baĢına aksillar sürgün sayıları .......................................................................... 49 

Çizelge 4.3. IBA ve BAP‟nin ikiĢer dozunun kombine edildiği ortam bileĢimlerinde 3 alt 

kültür boyunca belirlenen sürgün veren eksplant oranı, eksplant baĢına toplamda elde 

edilen ortalama sürgün sayıları ............................................................................................ 58 

Çizelge 4.4. IBA + BAP + GA3‟ün kombine edildiği ortam bileĢimlerinde 3 alt kültür 

boyunca belirlenen sürgün veren eksplant oranı, eksplant baĢına toplamda elde edilen 

ortalama sürgün sayıları....................................................................................................... 59 

Çizelge 4.5. Hormonsuz MS veya 0.1 mg/L IBA ilave edilmiĢ MS ortamlarına aktarılan 

sentorya sürgünlerinin köklenme oranları ........................................................................... 60 

Çizelge 4.6. Kolhisin uygulamaları sonrasında eksplantların yaĢama oranı, in vitro 

koĢullarda sürgün oluĢturarak geliĢen eksplantların oranı ve serada geliĢmesine devam 

eden bitki sayısı ................................................................................................................... 68 

  



xi 

SİMGELER DİZİNİ 

°C    Santigrat 

GA3   Gibberellik asit 

ppm   Par per million (milyonda bir) 

mm   Milimetre 

BAP   6-Benzil amino pürin 

TDZ   Thidiazuron 

IAA   Ġndol-3-asetik asit 

NAA   Naftalen asetik asit 

mg   Miligram 

L   Litre 

v/v   Hacimce yüzde 

µm   Mikrometre 

dk   Dakika 

cm   Santimetre 

g/l   Gram/Litre 

µM   Mikromolar 

ml   Mililitre 

CPA   4-clorofenoksiasetik asit 

IBA   Indol-3-bütirik asit 

 



1 

1. GİRİŞ 

Tüm canlı ve cansız sistemlerde, evrende yer alan tüm oluĢumlarda büyük bir çeĢitlilik ve 

sınırsızlık durumu hakimdir. Bunların içerisinde bir kavram olan biyolojik çeĢitlilik ya da 

biyoçeĢitlilik, ekosistemlere güç, canlılık, direnç, denge, renk kazandıran dinamik bir 

nitelik taĢımaktadır. „Biyolojik çeĢitlilik(1)‟, türler içerisinde ve türler arasında genetik 

farklılıklardan dolayı görülen çeĢitlilik(2); belirli bir alan, çevre, ekosistem veya dünyadaki 

canlıların genetik, taksonomik ve ekosistem çeĢitliliği; bir bölgedeki genlerin, türlerin, 

ekosistemlerin ve ekolojik olayların oluĢturduğu bir bütün(3) olarak çeĢitli Ģekillerde 

tanımlanmaktadır. Türkiye Çevre Vakfı (2001)‟na(4) göre, „Biyolojik çeĢitlilik‟ herhangi 

bir ekosistemde doğal olarak bulunan birden fazla canlı türü varlığıdır ve belirli 

geniĢlikteki bir ekosistemde bulunan türlerin sayısı, o ekosistemin biyolojik zenginliğinin 

ölçütü sayılmaktadır. Bitkilerin, hayvanların, mikroorganizmaların bütün türlerini, 

ekosistemleri ve bu ekosistemlerin parçaları olan ekolojik süreçleri içermektedir(5). Çepel 

(2003) ise bu kavramı, genetik farklılıklara sahip canlı türlerinden oluĢan, değiĢik iĢlevlere 

sahip, çeĢitli ekosistemlere dağılmıĢ bulunan, sayı ve tür bakımından zengin canlılar 

toplumunun oluĢturduğu yaĢam dünyaları olarak tanımlamaktadır(6). DeğiĢik boyutlarda 

ele alınmakta olan ve bir bölgedeki genlerin, türlerin, ekosistemlerin ve ekolojik olayların 

oluĢturduğu bir bütün olan biyolojik çeĢitlilik; çok sayıdaki hiyerarĢik bileĢenlerin 

toplamıdır ve belli bir bölgedeki ekosistemler, yaĢam toplumları, türler, populasyonlar ve 

genlerin sayısını da ifade etmektedir(7,8). Biyolojik çeĢitlilikteki bozulmaların ve bir türün 

yok olması biçimindeki kayıpların diğer türleri nasıl etkileyeceğini önceden tahmin etmek 

mümkün olmamakla birlikte, en önemli kaybın genetik çeĢitliliğin azalması yönünde 

olacağı düĢünülmektedir(9). 

Türkiye, bitkisel çeĢitlilik açısından dünya ülkeleri arasında ilk sıralarda yer almaktadır.  

Ülkemizde 9222 bitki türü, 12006 takson, 2891 endemik bitki türü ve 3778 endemik bitki 

taksonu bulunmaktadır(10). Avrupa kıta florasının sahip olduğu tür sayısı 12000, endemik 

tür sayısı ise 2750 civarındadır(11). Sadece belli bir bölgeye özgün olup, baĢka hiçbir 

yerde bulunmayan endemik türlerin, aynı ortamdaki bütün canlı türler içindeki yüzde payı 

olarak ifade edilen endemizm oranı, bitkiler açısından, ülkemizde %30‟dur(12,13). Bu 

oluĢumun en önemli nedenleri; iklim farklılıkları, topografik, jeolojik ve jeomorfoloji 

çeĢitlilikler, deniz, göl, akarsu gibi değiĢik su ortamı çeĢitlilikleri, yükseklik ve ekolojik 

farklılıklardır(14,15). Endemik terimi, bitki bilimi içerisinde “kıta, ülke, bölge gibi sınırlı 
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yayılıĢlara sahip” bitki gruplarını tanımlamak amacıyla kullanılmaktadır. Türkiye‟de 

endemik türlerin fazlalığı her ne kadar büyük bir zenginlik potansiyelini göstermekteyse 

de, hayvan otlatma, ormanların tahribi, yerleĢim alanlarının geniĢlemesi ve ekolojik 

dengelerin bozulması gibi nedenlerle endemik türler de tehdit altında olarak görülmektedir. 

Bu durum, hem biyolojik mirasımızın gelecek kuĢaklara bırakılmasının, hem de sahip 

olunan doğal kaynaklarımızdan gereği gibi yararlanılmasının önemini ortaya koymaktadır. 

Ankara florasında 99 familya, 495 cinse ait 1365 çiçekli bitki türü bulunduğu ve bunların 

%19.85‟inin endemik olduğu kaydedilmiĢtir(16). Ankara‟nın biyolojik çeĢitlilik 

bakımından en önemli yerlerinden olan ve 22.10.1990 tarihinde 90/1117 sayılı Bakanlar 

Kurulu Kararıyla GölbaĢı Özel Çevre Koruma Bölgesi olarak tespit ve ilan edilen Mogan-

Eymir Gölleri yakın çevresinde 52‟si endemik olmak üzere 488 bitki türü ve 22‟si yırtıcı 

olmak üzere 200 civarında kuĢ türü tespit edilmiĢtir. Bölgede biyoçeĢitlilik açısından çok 

önemli olan endemik türlerden birisi de Sevgi Çiçeği adıyla bilinen veya Yanardöner 

olarak adlandırılan Centaurea tchihatcheffii‟dir. 

Asteraceae familyasında yer alan türlerden Centaure tchihatcheffii Fish.&Mey., tek yıllık, 

25-30 cm boylanabilen, Nisan sonlarında ve Mayısta çiçek açan, çok güzel ve çarpıcı mor, 

kırmızı, pembe renkte çiçeklere sahip olan otsu bir bitkidir. 1848 yılında Afyon çevresinde 

yetiĢtiğine dair kayıt bulunmakla birlikte, C. tchihatcheffii günümüzde, sadece Ankara 

GölbaĢı‟nda yetiĢen endemik bir türdür(17).  

 
 

ġekil 1.1. Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey. bitkisinin görünümü(9,18) 
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ġekil 1.2. Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey. çiçekleri(9,18) 

Daha önceki yıllarda GölbaĢı çevresindeki tarlalarda yaygın olarak görülen bu bitkinin 

populasyon yoğunluğu, yetiĢtiği doğal habitatların yerleĢime açılması sonucu ortaya çıkan 

yoğun yapılaĢma, yol geniĢletme faaliyetleri, anız yakılması, yoğun herbisit kullanımı gibi 

bilinçsiz tarım uygulamaları, süs bitkisi olarak kullanılma potansiyeli dolayısıyla 

bilinçsizce yapılan sökümler ve Ankara pazarlarında kesme çiçek olarak satılması gibi 

nedenlerle hızla azalmaktadır. Günümüzde sadece Ankara Mogan Gölü civarında tesis 

edilen birkaç hektarlık Ankara Valiliği Çevre Koruma Vakfına ait ağaçlandırma alanı olan 

Süleyman Demirel Ormanı‟nda 3-5 kilometrekare kadar olan sınırlı bir alanda yaĢamakta 

olan bu endemik bitki, “Kırmızı Bülten‟de  „Kritik (Critically Endangered-CR)‟; IUCN 

(Dünya Doğayı Koruma Birliği) kriterlerine göre „Nesli Tehlike Altında‟; Bern 

SözleĢmesi‟ne (Avrupa‟nın Yaban Hayatı ve YaĢama Ortamlarının Korunması SözleĢmesi) 

göre de „Kesin Korunan Bitki Türü‟ listesinde yer almaktadır(9,11,19-21).  

Nesli tükenmekte olan türlerin etkin biçimde korunmasındaki yöntemlerden bir kısmı in 

situ, diğer bir kısmı ex situ kapsamındadır. Bu yöntemlerden hangisinin etkin olduğu tür 

bazında farklılık gösterebilmektedir(22). In situ koruma, nesli tükenme tehdidi altındaki 

türlerin doğal parklarda veya doğal alanlarda yani yerinde korunmasıdır. Milli parklar, 

tabiatı koruma alanları, üretme istasyonları, özel koruma bölgeleri bu kapsamda 

değerlendirilmektedir. Bu yöntemde türler ve dolayısıyla genler, doğal yaĢama alanlarında 

diğer canlılarla birlikte, biyolojik bütünlük içinde korunur. Doğal çevrede devamlılık 

sağlamanın yararlarından biri, sorunlu türlerin kendi doğal fizyolojik ve biyolojik 

çevreleriyle bütünleĢik olarak geliĢmesidir(15,23). 
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Ex situ koruma, doğal habitatlarından uzaklaĢtırılarak bitkilerin doğal ortamlar dıĢında 

korunması anlamını taĢımaktadır. Tohum bankaları, sperm ve yumurta bankaları, klon 

bankaları, doku kültürü koĢullarında kriyoprezervasyon, botanik bahçeleri, arboretumlar 

gibi tesisler ex situ koruma alanında değerlendirilir. Kontrollü koĢullarda materyalin uzun 

yıllar korunması sağlansa da yüksek teknolojiye ihtiyaç duyulması, doğal evrimin durması 

ve risklere açık olması gibi olumsuzluklar bulunmaktadır(15,24). Populasyonların ex situ 

güçlendirilmesi çalıĢmaları kapsamında in vitro teknikler de gündeme gelir(25). 

Centaurea tchihatcheffii‟nin endemik konumu ve korunması çerçevesinde bazı inceleme 

ve araĢtırmalar yapılmıĢ olmakla birlikte(18,26,27), bu türün çoğaltılmasına iliĢkin 

çalıĢmaların sayısı sınırlıdır. Tohumla çoğaltımda bazı sorunların olduğu bunun için bazı 

uygulamalar yapılması gerektiği, Okay ve Demir (2010) tarafından kaydedilmiĢtir(27). 

Yapılan literatür taramasında farklı Centaurea türlerinin doku kültürü yoluyla 

çoğaltılmasına iliĢkin bazı bulgulara rastlanmıĢtır
,
(15,28-31). AraĢtırıcılar, C. 

tchihatcheffii’nin doku kültürü ile çoğaltımına uygun koĢulların optimize edilmesi 

gerektiğini ifade etmektedirler. Centaurea tchihatcheffii doğada tohumları ile çoğalmakta 

ancak tohumlar klasik yöntemlerle çimlenmeye alındığında sorunlarla 

karĢılaĢılabilmektedir. Türün çoğaltılmasındaki engeller ve süs bitkisi olarak 

kullanılabilme potansiyeli dikkate alındığında, bu türün korunması ve çoğaltılmasında, 

doku kültürü ile çoğaltımın sorunsuzca hayata geçirilmesi yönündeki çalıĢmaların 

gerekliliği ortaya çıkmaktadır.  

C. tchihatcheffii‟nin diğer ülkelerde yetiĢmemesi, yurtdıĢına ihraç potansiyelini de 

beraberinde getirmektedir. Ancak, ihracat aĢaması için mutlaka üretim yapılması, doğal 

bitkilerin sökümünün kesinlikle durdurulması ve tohumlu örneklerin ihracatından 

kaçınılması gerekmektedir. Doğal formlar kullanılarak yapılacak bazı ıslah 

çalıĢmalarıyla, C. tchihatcheffi‟nin daha büyük, katmerlere sahip olan bireylerinin de 

üretilebileceğini belirten Erik ve ark. (2005), ayrıca bu türün farmokognozi ve ekoturizm 

alanlarındaki katkılarına da dikkat çekmektedirler. Bu özellikleri ile çiçekçilik 

sektöründe C. tchihatcheffii‟nin önemli bir yer tutacağı ve ekonomiye belirli ölçüde katkı 

sağlayacağı kuĢkusuzdur (32). 

Sentorya bitkisi, tohumla çoğalması nedeniyle geniĢ bir varyasyona sahiptir. Bu 

varyasyon bitkinin fenotipik özelliklerinin tümüne yansımaktadır. Süs bitkisi olarak 
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değerlendirme yapıldığında çiçek Ģekli, rengi, iriliği ile bitki yüksekliği, yayılımı gibi 

özelliklerde büyük bir çeĢitlilik hemen göze çarpmaktadır. Bu çeĢitlilik içerisinden bazı 

tiplerin seçilerek bunlara daha fazla döl verme Ģansı tanınması, yani seleksiyon yapılması 

yararlı olabilir. Ancak yine de yıllardan beri açık tozlanan bu tür içerisindeki heterozigoti 

varlığını koruyacaktır. Süs bitkisi olarak bir türün ticari önem kazanmasında ise bilindiği 

gibi birörneklilik (yeknesaklık) önde gelen tercih nedenlerinden olmaktadır. Vegetatif 

çoğaltma, klon Ģeklinde bitki çoğaltımına olanak sağlayan bir çoğaltma Ģeklidir. Doku 

kültürü yöntemleri ise, kısa sürede az miktardaki baĢlangıç materyalinden çok sayıda yeni 

birörnek bitki elde edilmesinde çok büyük avantajlar sağlamaktadır. Belirlenecek üstün 

nitelikli genotiplerin hızla çoğaltılarak bunlardan geniĢ parseller kurmak, parsel içindeki 

klon bitkilerin kendi içinde döllenerek homozigoti oranının artırılması ve çeĢit geliĢtirme 

için yapılacak ıslah çalıĢmalarında süreyi kısaltıcı önemli bir teknik olarak devreye dahil 

edilebilecektir. Bu aĢamaların hayata geçirilebilmesi için öncelikle bitkinin in vitro 

koĢullarda hızlı çoğaltım aĢamasının sorunsuzca optimize edilmesi gerekmektedir.  

Planlanan araĢtırmada, Centauera tchihatcheffii Fish.&Mey. tohumlarının in vitro 

koĢullarda çimlenmeleri ve in vitro çimlenen bitkilerden hazırlanan eksplantlardan hızlı 

vegetatif çoğaltım yapmak amacıyla en uygun besin ortamı kompozisyonunun belirlenmesi 

konularında çalıĢmalar yapılması sayesinde mikroçoğaltımın optimize edilmesi;   ayrıca 

kolhisin uygulamaları ile in vitro poliploidinin teĢvik edilmesi amaçlanmıĢtır.  
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

2.1. Centaurea cinsi ve C. tchihatcheffii hakkında bilgiler 

Ankara‟nın biyolojik çeĢitlik bakımından en önemli yerlerinden olan ve 22.10.1990 

tarihinde 90/1117 sayılı Bakanlar Kurulu Kararıyla GölbaĢı Özel Çevre Koruma Bölgesi 

olarak tespit ve ilan edilen Mogan-Eymir Gölleri yakın çevresi,  Ankara ilinin yaklaĢık 20 

km mesafesinde yer almaktadır. GölbaĢı yerleĢimi yakın çevresinde bulunan Mogan-Eymir 

gölleri doğal konumları gereği yer üstü ve yer altından birbirleri ile bağlantılı olup, Mogan 

Gölü kuzey çıkıĢından itibaren Eymir Gölü‟ne bağlantılıdır. Eymir Gölü, Mogan Gölünden 

ortalama 4 m. daha alt kotlarda yer alır ve kuzey çıkıĢından itibaren Ġmrahor Vadisine 

boĢalmaktadır. Bugünkü kayıtlara göre, Ankara florası 99 familya, 495 cinse ait 1365 

çiçekli bitki türüne sahiptir. Bunların da 271‟i (% 19.85) endemiktir. Sadece Ankara‟ya 

özgü olan tür sayısı ise 22‟dir. Ankara‟da orman, bozkır, sulak alanlar ve tuzlu topraklar 

gibi tür zenginliğini destekleyen farklı yaĢam ortamlarına (biyomlara) rastlanmaktadır(9). 

Vural (2001), Ankara‟ya özgü 22 bitki türünün bulunduğundan söz etmektedir(20). Bunlar: 

Achilea ketenoglui, Aethionema dumanii, Astragalus physodes subsp. acikirensis, 

Astragalus beypazaricus, Astragalus demirizii, Astragalus densifolius subsp. ayashensis, 

Astragalus kochakii, Astragalus trichostigma, Astragalus yildirimlii, Campanula 

damboltiana, Campanula ekimiana, Centaurea halophila, Centaurea tchihatcheffii, 

Cytisus acutangulus, Isatis glauca subsp. Galatica, Muscari adili, Salsola grandis, Salvia 

aytachii, Sideritis galatica, Silene cserei subsp. aeoniopsis, Verbascum gypsisola, 

Verbascum heterobarbatum olarak sıralanmaktadır. Ankara‟dan isim alan bazı bitki türleri 

ise Ģunlardır: Crocus anycrensis, Jurinea anycrensis, Paracaryum ancyritanum, Dianthus 

ancyrensis, Verbascum ancyritanum. 

Dar yayılıĢlı ve tükenme tehdidiyle karĢı karĢıya kalan türler, yayılıĢ alanlarının geniĢliği 

ve miktarlarına göre tehlike sınıflarına ayrılmaktadırlar(20). Bu sınıflandırma içerisinde 

Centaurea tchihatcheffii „Çok Tehlikede (CR)‟ olan türler arasında yer almaktadır. 

Asteraceae (Papatyagiller) familyasının tür sayısı bakımından en büyük cinsi olan 

Centaurea, tür sayısı ve toplam takson sayısı bakımından Türkiye florasında, Astragalus 

(Geven) ve Verbascum (Sığır kuyruğu) gibi cinslerden sonra 3. sırada yer almaktadır(32). 

En büyük 3. cins konumundaki Centaurea‟nın diğer cinsler arasındaki yeri Çizelge 1.1‟de 
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verilmiĢtir. Floradaki toplam 1223 cins arasından 3. sırada yer alan Centaurea’nın floranın 

önemli cinslerinden biri olduğu görülmektedir. 

Çizelge 2.1. Türkiye florasında tür sayısı bakımından en zengin ilk 10 cins(9,32) 

Sıra 

No 

Cinsler Tür Alt tür Varyete Takson 

1 Astragalus 410 32 40 432 

2 Verbascum 233 5 37 377 

3 Centaurea 179 32 28 214 

4 Allium 161 34 7 159 

5 Silene 136 23 9 147 

6 Campanula 114 9 10 113 

7 Galium 105 23 2 116 

8 Hieracium 99 - - 99 

9 Trifolium 96 4 40 119 

10 Alyssum 95 10 22 104 

Seçmen vd. (1995), Akdeniz Havzasında Centaurea (Asteraceae) cinsinin 700‟den fazla 

türünün bulunduğunu, bunlardan 178 adedinin Türkiye‟de tespit edildiğini 

belirtmektedirler(33). Çiçeklerinin güzelliği, bu bitki türünün süs bitkisi olarak 

değerlendirilmesi fikrini öne çıkartmakta, ancak bu türlerin tıbbi kullanımı da geleneksel 

tıpta yer bulmaktadır. Örneğin C. cyanus L. %5‟lik infüzyon olarak kullanıldığında ishal 

ve karın ağrısına iyi gelmekte, enerji artırıcı ve iĢtah açıcı etki yapmaktadır(34). C. behen 

L. mide ağrıları ve adet sancılarının giderilmesinde faydalı olurken; Centaurea 

calcitrapa L. ateĢ düĢürücü olarak, Centaurea iberica Trev. ex Spreng ise karın ağrılarının 

giderilmesinde, böcek ve yılan sokmalarında tedavi edici olarak kullanılabilmektedir(35). 

BaĢka bazı Centaurea türlerinin yöresel tedavi yöntemleri olarak halk arasında ishal kesici, 

sindirimi artırıcı Ģeker düĢürücü, romatizmal hastalıklarda ve iltihabi hastalıklarda 

yardımcı olabildiği kaydedilmektedir(36-38). C. tchihatcheffii Fischer & C.A.‟nin 

ekstraktından kimyasal içeriklerin belirlenmesi ve bunların antiallerjenik, iltihap 

engelleyici etkileri Koca vd. (2009) tarafından araĢtırılmıĢtır(38). Farmakolojik teknik 

modeller kullanılarak, bitkiden ekstrakte edilen yaprak ve gövde özütlerindeki etkin 
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maddelerin dozlarına bağlı olarak etkileri incelenmiĢtir. Bitkide bulunan centaureidin 

isimli madde sayesinde anti-inflammatory (ĢiĢme, su toplama, iltihap geliĢimini 

engelleyici) etkinin ortaya çıktığını belirten araĢtırıcılar, baĢka Centaurea türlerinde de 

benzer bulguların literatürde bulunduğunu ifade etmiĢlerdir. Bitkideki seskiterpen lakton 

bileĢiklerinin ve flavonoid bileĢiklerinin de sağaltıcı etki üzerinde rol oynamıĢ 

olabileceğinden bahsetmiĢlerdir.  

C. tchihatcheffii ile birlikte halofit, endemik ve sadece tip örneğinden bilinen diğer 

Centaurea türlerinin yayılıĢını inceleyen Erik vd. (2005),  yayılıĢların rastgele olmayıp 

belirli bölgelerde yoğunlaĢtığını bildirmektedirler(32). 

Tan ve Vural (2007) tarafından Centaurea tchihatcheffii türü, uluslararası bilimsel 

yayınlarda tanımlanarak bunun endemik bir tür olduğu, botanik özellikleri, yetiĢtiği 

yerlerin coğrafik olarak tanımlanması yapılmıĢ, kromozom sayısının 2n=20 olduğu, step 

ikliminde yaĢadığı, Ankara ili için sınırlı sayıdaki bir endemik tür olduğu ifade 

edilmiĢtir(39).  

Martin vd. (2009), Türkiye‟den toplanan sekiz adet Centaurea türünde(40), Gömürgen vd. 

(2009) endemik Centaurea goeksuensis‟te karyotip analizleri ve kromozom sayısı 

belirleme üzerinde çalıĢmıĢ olmakla birlikte(41); Centaurea tchihatcheffii türündeki ilk 

karyotip çalıĢmasını Gömürgen ve Adıgüzel (2001) gerçekleĢtirmiĢtir(42). 2n=20 

kromozom sayısında olduğu karyotipik olarak belirlenen türle ilgili sitolojik bilgiler 

çalıĢmada ayrıntılı olarak verilmiĢtir.  

Centaurea türlerinin genel olarak renkli ve güzel motifli küçük çiçekleri bulunmakla 

beraber, esas olarak bu bitkilerin içsel olarak bulundurdukları kimyasal maddeler ilgi 

çekmektedir. Doğada kendiliğinden yetiĢen pek çok bitkide olduğu gibi Centaurea 

türlerinde de, o türleri tıbbi bitki kapsamına dahil edebilecek birçok organik madde yer 

almaktadır. Baytop (1984), ülkemizde bazı Centaurea türlerinin (C. cyanus L., C. behen 

L., C. calcitrapa L., C. iberica L., C. jacea L.) ishal kesici, kuvvet verici, iĢtah açıcı, göğüs 

yumuĢatıcı ve mide rahatsızlıklarını giderici olarak tıbbi amaçla  kullanıldığını ifade 

etmektedir(43). Ayrıca Centaureae cinsine ait C. rupestris L.‟in çiçek ve yapraklarının 

içerdiği flavonoidlerin antifitoviral, antibakterial ve antifungal aktiviteleri olduğu 

bildirilmektedir(44,45). Ancak doğal olarak yetiĢen populasyonlardan bu flavonidlerin 
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izolasyonunun çok sınırlı olduğu vurgulanmaktadır. AltıntaĢ vd.  (2004) Centaurea 

türlerinin uçucu yağlar bakımından da oldukça zengin bir çeĢitlilik gösterdiğini 

bildirmektedirler(46). Koca ve Özçelik (2009), devam eden araĢtırmalarında,  türe ait 

bitkilerden elde edilen ekstrelerin Centaurea tchihatcheffii ekstraktı in vitro antiviral, 

antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri yönünden taranmıĢtır(38). C. tchihatcheffii 

ekstrelerinde yapılan ilk antimikrobiyal aktivite çalıĢması olan bu araĢtırmada; tüm 

ekstreler test edilen Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere 2 -16 fig/mL minimum 

konsantrasyon aralığında antibakteriyel etkili iken 32->128 jUg/mL konsantrasyon 

aralığında izole suĢlara aktif bulunmuĢtur. Ekstreler, C. albicans ve C. parapsilosis 

funguslarına ve bazı virüslere karĢı da etkili olmuĢtur.  

Zengin vd. (2010), Centaurea türlerinde yağ asitlerini ve antioksidant kapasitelerini 

incelemiĢlerdir. Ġncelenen üç tür arasında en yüksek antioksidant kapasitesi C. pulchella‟da 

bulunmuĢ, bunu C. patula ve C. tchihatcheffii izlemiĢtir(47). 

Ülkemizde yerel adıyla peygamber çiçeği olarak bilinen bitkinin cins ismi, Hipokrat 

tarafından ortaya atılan ve insan baĢlı at biçiminde mitolojik bir yaratık olan Centaur‟dan 

kaynaklanmaktadır. Muhtemelen bitkinin çiçek yapısı ile bu yaratık arasında kurulan bir 

benzerlik sonucu, bitkiye cins ismi olarak Linnaeus tarafından yaygın olarak kullanılıyorsa 

da sadece Mogan Gölü çevresinde yetiĢen bu bitkinin çiçeği, yansıma açısına göre 

kırmızının farklı tonlarını yansıttığı için GölbaĢı çevresinde „yanardöner‟ olarak da 

bilinmektedir (ġekil 2.1). Bu isim çiçek rengine çok uygundur; mor, pembe renklerde de 

çiçekler açan bitkiye, ayrıca „GölbaĢı peygamberçiçeği‟, „gelin düğmesi‟, „türbe 

peygamberçiçeği‟, „kırmızı peygamberçiçeği‟, „yanardöner‟ ya da „sevgi çiçeği‟ de 

denilmektedir(48-51), Bizim çalıĢmamızda ise bilimsel cins isminin Türkçe okunuĢu, 

çalıĢmalarımız süresince benimsenmiĢ, bu tezin içerisinde de „Sentorya‟ olarak 

kullanılmıĢtır.  

Bu tür ilk olarak 1854' te Fisch. & Mey. tarafından bilim dünyasına tanıtılmıĢtır. Örnek tip, 

ilk kez 1848' de, Rus bilim insanı Pierre de Tchihatcheff tarafından Ankara: GölbaĢı, 

Gölbek-Yavrucak arasından toplandığından, bu araĢtırıcının adına atfen, bitkiye Centaurea 

tchihatcheffii adı verilmiĢtir(50). Bu cins Doğu Florası'nda, Melanoloma tchihatcheffii 

(Fisch. & Mey.) Boiss. adıyla farklı bir cins olarak belirtilmektedir. Merhum botanikçi 

Karamanoğlu‟nun 1956' da farklı bir lokaliteden (GölbaĢı - ANKARA) topladığı örnek ise, 
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1957' de Huber- Morath tarafından Centaurea purpureiradiata Hub. - Mor. olarak 

adlandırılmıĢtır. Aynı bitki, aynı bölgeden Brown ve Kotte tarafından da toplanmıĢtır(9). 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2.1. Yanardöner (Centaurea tchihatcheffii) bitkisinin görünümü  

Bitkinin sistematik sınıflandırması aĢağıda belirtilmiĢtir(50): 

Alem: Plantae 

Bölüm: Magnoliophyta 

Sınıf: Magnoliopsida 

Takım: Asterales 

Familya: Asteraceae  

Cins: Centaurea 

Tür: Centaurea tchihatcheffii 

Sevgi Çiçeği (Centaurea tchihatcheffii), Asteraceae (papatyagiller) familyasından, 

dünyada yalnızca Ankara‟nın GölbaĢı ilçesi Hacı Hasan Köyü yakınında yetiĢen bir bitki 

türüdür. Tarım ilaçları, yetiĢtiği doğal habitatların yerleĢime açılması sonucu ortaya çıkan 

yoğun yapılaĢma, yol geniĢletme faaliyetleri, anız yakılması, yoğun herbisit kullanımı gibi 
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bilinçsiz tarım uygulamaları, süs bitkisi olarak kullanılma potansiyeli dolayısıyla 

bilinçsizce yapılan sökümler ve Ankara pazarlarında kesme çiçek olarak satılması, 

güvercin sürüleri tarafından tohumlarının beslenmede kullanılması gibi nedenler yüzünden 

nesli yok olma tehlikesi ile karĢı karĢıya kalınca Bern SözleĢmesi kapsamında koruma 

altına alınmıĢtır(11,19,21). 

Günümüzde nesli tükenme tehlikesiyle karĢı karĢıya kalan ve sadece Ankara GölbaĢı 

ilçesinde 1 km²‟lik bir alanda hayatta kalma mücadelesi veren bu tür üzerinde çeĢitli 

araĢtırmalar gerçekleĢtirilmiĢtir. Günümüzde gerek üniversiteler gerek sivil toplum 

kuruluĢları ve gerekse çeĢitli kamu kurum ve kuruluĢları bu türü korumak ve canlılığını 

devam ettirmek adına çeĢitli faaliyetlerde bulunmaktadırlar. Centaurea tchihatcheffii türü 

üzerinde yapılan çalıĢmaların ise daha çok, botanik anlamda türün ve bitkisel özelliklerinin 

tanımlanması ile çoğaltımı üzerinde yoğunlaĢtığı görülmektedir. 

2.2. Sentorya (Yanardöner= C. tchihatcheffii ) Bitkisinin Tohumla Çoğaltımı 

C. tchihatcheffii tohumlarının yüksek sıcaklık derecelerinde çimlenemedikleri, ön soğuk 

uygulaması yapılan tohumlarda, -79±2 
0
C sıcaklıkta bekletilme durumunda tohumların 

çimlenme yeteneklerinin kaybolmadığı ve çimlenmenin % 10 olduğu, toplandıktan sonra 

belli dormansi süresini geçiren tohumlarda çimlenmenin daha yüksek belirlendiği, araziden 

toplandıktan sonra yaklaĢık 9 ay bekletilen tohumların toprak+perlit karıĢımındaki 

çimlenmelerinin 7-10 günde tamamlandığını ve çimlenme değerinin %90‟a çıktığı, 50-55 

günde ise çiçeklenme fazına ulaĢıldığı, dormansinin laboratuvar koĢullarında (20 C, %50-

60 nem) saklanan tohumlar için yaklaĢık 9 ay sürdüğü ve dormansinin tohum kabuğundan 

değil de embriyodan kaynaklanabileceği ifade edilmektedir. Ayrıca, tohum çimlenmesi 

üzerine toprak pH derecesinin de etkili olabileceği bildirilmektedir(52,53).  

Okay ve Günöz (2009), türün tohumlarının klasik yöntemler kullanılarak çimlendirilmeye 

alındığında, temel istekler yerine getirildiği halde çimlenme oranlarının çok düĢük ve 

bitkinin kök geliĢiminin de anormal olduğunu bildirmiĢlerdir(54). Schütz vd. (1997)(55) ile 

Taiz ve Zeiger (1998)(56), türün tohumlarında derin bir primer dormansi görüldüğünü ve 

bu tohumların çimlenebilmek için uzun bir vernalizasyon dönemine ihtiyaç duyduklarını 

belirtmiĢlerdir. Okay ve Günöz (2009) çalıĢmalarında Centaurea tchihatcheffii tohumlarını 

suda (12 saat ve 24 saat) ve GA3 çözeltisinde (10 ppm ve 100 ppm‟lik çözeltilerde 24 saat) 
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bekletmiĢler ve bu uygulamaların ardından ekim yapmıĢlardır. GA3 içeren çözeltilerde 

bekletilen tohumlarda çimlenme sürelerinin kısa ve oranlarının yüksek olduğunu saptayan 

araĢtırıcılar, pH seviyelerinin etkilerini de incelemiĢler ve pH seviyesinin 6.5‟tan 8.5‟a 

artmasıyla çimlenme oranında düĢüĢ meydana geldiğini ortaya koymuĢlardır(54).  

2.3. Mikroçoğaltım 

Doku kültürü teknikleri kullanılarak bitki üretmek, yani mikroçoğaltım birçok bitki 

türünde olduğu gibi tıbbi ve aromatik bitkilerin de vegetatif olarak hızlı ve çok miktarda 

çoğaltılabilmesine olanak sağlayan bir üretim Ģeklidir. Mikroçoğaltım, bir bitkiden alınan 

ve tam bir bitkiyi oluĢturabilme potansiyeline sahip bitki kısımlarından (embriyo, tohum, 

gövde, sürgün, kök, kallus, tek hücre ya da polen tanesi vb.) yapay besin ortamlarında ve 

aseptik koĢullar altında yeni bitkilerin elde edilmesi olarak tanımlanmaktadır(57). 

Bitkilerin in vitro üretimi, kullanılan eksplantın özelliğine göre (embriyo, meristem, anter, 

hücre veya protoplast kültürü vb.) adlandırılır. Ancak çoğunlukla üretimde tek-boğum 

yöntemi, aksiller dallanma, adventif sürgün ya da tomurcukların rejenerasyonu, kallus, 

hücre ve protoplastlardan bitki rejenerasyonu gibi yöntemler kullanılmaktadır(58). Eğer 

bitkilerin uygun besin maddeleri ihtiyaçları, hormon ve kültür istekleri yeterince 

biliniyorsa, mikroçoğaltım tekniği kullanılarak tüm bitki türlerinin üretilmesi 

mümkündür(59). Mikroçoğaltım bitki yetiĢtiriciliği ve genetiği yönünden önemli avantajlar 

sağlamaktadır. Bu avantajlar; hastalık ve zararlılardan arındırılmıĢ bitkisel materyal elde 

edilmesi, kitlesel üretimde üretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik (homojenite) 

olması, alıĢılagelen yöntemlerden daha kısa kültür süresine ihtiyaç duyulması, zor üretilen 

türlerin daha kolay üretimi, seçilen belirli/üstün genotiplerin hızlı üretimi, üretimde daha 

az verici (donör) kullanılması gibi yararları ve somaklonal varyasyonlardan dolayı yeni 

çeĢitlerin elde edilmesi Ģeklinde sıralanabilir. Ayrıca kısa sürede fazla bitkinin elde 

edilebilmesi de diğer bir avantajdır(57)  

BaĢarılı bir mikroçoğaltım beĢ aĢamada gerçekleĢmektedir: 1) hazırlık aĢaması, 2) kültür 

baĢlangıç aĢaması, 3) sürgün çoğaltım aĢaması, 4) sürgünlerin köklendirilmesi ve 5) 

bitkilerin dıĢ ortam koĢullarına alıĢtırılması(60). 

1) Hazırlık aşaması: Esas olarak bulaĢma problemlerinin en aza indirilmesi amacıyla 

verici (donör) bitkinin hijyenik koĢullarda yetiĢtirilmesini kapsamaktadır. Verici (donör) 
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bitkinin vejetatif geliĢme evresinde olması mikroçoğaltımda baĢarıyı etkileyen etkenlerden 

bir diğeridir. Kültür için sürgün geliĢiminin hızlı olduğu ve aktif büyümenin bulunduğu 

dönemler seçilmelidir. Mikroçoğaltımın baĢarısı eksplantların alındığı verici (donör) 

bitkinin genotipi, sağlık durumu ve yetiĢme koĢulları (beslenme, ıĢık, sıcaklık, bitki 

büyüme düzenleyicilerinin uygulanması, yetiĢme mevsimi) ile doğrudan iliĢkilidir. 

2) Kültür başlangıç aşaması: Eksplant seçimi ve sterilizasyonu, kültür ortamlarının 

seçimi ve kültürün yürütüleceği çevresel koĢulların belirlendiği aĢamadır. 

Mikroçoğaltımda çoğunlukla eksplant olarak tepe (apikal) ve koltuk altı (aksiller) 

tomurcuklar seçilmekle birlikte, farklı organlar da eksplant olarak kullanılmaktadır. 

Örneğin 2-3 mm büyüklüğündeki kök parçaları(61), sürgün ucu(62), yaprak, yaprak sapı 

ve çiçek sapı parçaları(63,64), rizomların terminal ve lateral uçları(65), yaprak ve gövde 

eksplantları(66), soğan pulları ve yaprakları(67-70) baĢarıyla kullanılmıĢtır. 

Werbrouck ve Debergh (1994), eksplant seçiminde uyulması gereken bazı özelliklere 

dikkat çekmektedirler: -Bitkilerin toprak üstü kısımları toprak altı kısımlarından, bitki iç 

parçaları bitki dıĢ parçalarından daha az kontaminedir;  

- Eksplantlar geliĢme mevsiminin baĢlangıcında aktif büyüyen sürgünlerden alındığında 

baĢarılı sonuçlar elde edilmektedir;  

- Verici (donör) bitkinin yetiĢme ortamındaki ıĢık ve sıcaklık koĢulları, beslenme durumu 

ve yaĢı eksplantın büyüme ve geliĢme baĢarısını etkilemektedir(71). 

AraĢtırıcılar, sürgün büyüklüğünün de önemli olduğunu ve sürgün ucundan alınan 

eksplantın virüssüz olacak kadar büyük, rejenerasyon yeteneğini yitirmeyecek kadar küçük 

olması gerektiğini vurgulamaktadırlar. Terminal tomurcuk içeren çelikle ve bütün 

tomurcuk, 0.5-1 mm'lik sürgün uçlarına nazaran daha yüksek oranda kontamine 

olmaktadır. Küçük sürgün ucu eksplantlar düĢük canlılık oranına ve baĢlangıçta yavaĢ 

geliĢme özelliğine sahip olmakla birlikte, virüslerle kontrol edilen bazı karakterleri yok 

etmektedir(72). 

Mikroçoğaltımda kullanılan eksplantlar aseptik koĢullara konulmadan önce tam anlamıyla 

sterilize edilmelidir. Sterilizasyon yöntemleri verici (donör) bitkinin yetiĢtiği ortamın 



14 

özelliklerine ve eksplantın alındığı organa göre farklılık göstermektedir. Kullanılacak 

dezenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve uygulama süresi sterilizasyonun baĢarısını 

etkilemekte ve bitki türüne göre değiĢmektedir. Ayrıca bitki dokularının zarar 

görmemesine dikkat edilmelidir(58). 

Her bitki türü için kullanılan besin ortamları benzer madde içermektedir. Bunlar, inorganik 

maddeler (makro ve mikro elementler), organik maddeler (myo-inositol, thiamin-HCl, 

adenin sülfat, pridoksin-HCl, nikotinik asit) bitki büyüme düzenleyicileri (sitokininler, 

oksinler, gibberellinler) ve Ģeker, agar gibi diğer maddelerdir. Fakat kültür amacına ve 

bitki özelliklerine bağlı olarak ortam bileĢimi ve konsantrasyonlarında değiĢiklik 

olabilmektedir(73). 

Murashige ve Skoog (MS) ortamı(74) birçok bitki için hem kültür baĢlangıcında, hem de 

sürgün çoğaltımında kullanılmaktadır. 

Kültür odasındaki ıĢık, sıcaklık ve nem gibi çevresel faktörler bitki türlerinin isteğine göre 

değiĢmekle birlikte 18-28 °C arasında fakat çoğunlukla 23 °C sıcaklık, 16 saat ıĢık 8 saat 

karanlık fotoperiyot, genellikle 30 umol m
-2

 sn
-1

 ıĢık ve çoğunlukla beyaz floresan 

lambalar optimum koĢullardır(57,71). 

3) Sürgün çoğaltım aşaması: Genel olarak baĢlangıç için kullanılan ortamlar çoğaltım 

aĢamasında da kullanılmakla birlikte, bazı durumlarda değiĢiklik yapılabilmektedir. Bitki 

dokularından organ farklılaĢmasında oksin ve sitokininler önemli rol oynamaktadır. 

Sitokinin/oksin oranının yüksek olması sürgün oluĢumunu, oksin/sitokinin oranının yüksek 

olması kök oluĢumunu, oksin ve sitokinin aynı miktarda kullanılması ise kallus oluĢumunu 

desteklemektedir. 6-benzil amino pürin (BAP) çok sık kullanılan ve genellikle olumlu 

sonuçlar veren bir sitokinindir. Genel olarak 1-2 mg/ L sitokinin çoğu sistemde yeterlidir. 

Yüksek düzeyler, adventif sürgün oluĢumunu arttırma eğilimindedir. Thidiazuron (TDZ) 

düĢük konsantrasyonlarda (0.05-1.0 mg/L) etkili olduğu için umut veren bir sitokinindir. 

Ġndol-3-asetik asit (IAA) ortamda çok az stabil olduğundan, sentetik oksinlerden naftalen 

asetik asit (NAA) ve indol-3-butirik asit (IEA) tercih edilmektedir. Bunların sürgün 

çoğaltım aĢamasında kullanılan oranları 0.1-1.0 mg/L'dir. Kallus oluĢumunu artırma 

eğiliminde olan 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D)'in kullanımından ise 

kaçınılmaktadır(71). 
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Bitkilerin çok hızlı çoğaltılması onların totipotensi (tek hücreden yeni bir birey oluĢturma) 

özelliğine bağlıdır. Kültüre alınan hücrelerden bitkilerin farklılaĢması sürgün-kök oluĢumu 

ya da somatik embriyogenesis ile meydana gelir. Kallustan sürgün çoğaltılması yöntemi ile 

bitkilerin klonlanmasında; hücrelerin stabil olmaması, poliploid ve aneuploid bitkiler 

meydana gelmesi ve birçok tür için uygulanmaz oluĢu gibi bazı engellemeler 

bulunmaktadır. Ayrıca dokunun baĢlangıçtaki bitki rejenerasyon kapasitesi zamanla alt 

kültürlerde azalmakta ve sonunda yok olmaktadır. 

Yaprak koltuk altı (aksiller) ya da sürgün tepelerinin (apikal) dıĢında herhangi bir yerde 

oluĢan tomurcuklar adventif tomurcuk olarak adlandırılır. Kalluslardan sürgün 

farklılaĢması da adventif tomurcuk olarak ele alınmasına rağmen, bu tomurcuklar kallus 

evresine gerek kalmadan doğrudan bir organ ya da organ parçasından oluĢabilmektedir. 

Bitki türlerinin klonal üretiminde organlardan doğrudan adventif sürgün oluĢumu kallus 

yönteminden daha iyi sonuçlar vermektedir. Doğrudan bir organ ya da organ parçasından 

oluĢan adventif tomurcuklar (sürgünler) tek düze diploid bireyler oluĢturmaktadır. 

Aksiller tomurcuklar genellikle yaprak koltuklarında bulunur ve her tomurcuk bir sürgün 

geliĢtirme potansiyeline sahiptir. Mikroçoğaltımda, aksiller dallanmayla sürgün 

çoğaltımının arttırılması uygun konsantrasyonda ve tipte sitokinin içeren (oksinli ya da 

oksinsiz) besin ortamlarında yapılır. In vitro Ģartlarda oluĢan sürgünler taze ortamlara 

aktarılarak aksiller dallanma ile sürgün çoğaltılması sürdürülebilir. 

Aksiller dallanma ile sürgün çoğaltımı, kallustan sürgün oluĢumu veya doğrudan adventif 

sürgün oluĢumuna göre baĢlangıçta daha yavaĢtır. Fakat her alt kültürde sürgün sayısı 

logaritmik olarak artarak bir yıl içinde astronomik rakamlara ulaĢmaktadır. Bu yöntemin 

klonal çoğaltımda ticari olarak yaygınlaĢmasının bir diğer nedeni ise sürgün ucu 

hücrelerinin tek düze diploid olması ve kültür koĢulları altında genotipik değiĢikliklere çok 

az yatkın olmasıdır. 

Aksiller dalları kullanılarak yapılan mikroçoğaltımda ana bitkiden alınan tek boğumlu 

gövde veya dal segmentleri sterilizasyona tabi tutulduktan sonra besin ortamında kültüre 

alınır. Ortamdaki büyüme düzenleyicilerinin etkisiyle, aksiller tomurcuklar bir veya birden 

fazla sürgün meydana getirir. Daha sonra tekli sürgünler ayrılarak taze sürgün çoğaltım 

ortamına aktarılır ve burada 3-4 hafta içerisinde birçok yeni sürgün elde edilir. Yeterli 
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sayıda sürgün elde edildikten sonra bunların bir kısmı ile çoğaltım iĢlemi devam ettirilirken 

diğer bir kısmı köklendirme ortamına aktarılır. Yeterli kök sistemi geliĢtikten sonra, 

bitkiler iyi drene olmuĢ saksı toprağına aktarılır ve ilk 10-15 gün boyunca yüksek nem 

altında tutulur(72). 

4) Köklendirme aşaması: Tam bir bitki oluĢturmak için sürgünler, sürgün 

oluĢturma ortamından farklı bir hormonal komposizyona sahip olan yeni bir ortama 

aktarılmaktadır. Sürgünler belli bir uzunluğa eriĢtikten sonra köklenme ortamına alınır. 

Türlerin çoğunda köklenmenin desteklenmesi için NAA ya da IBA (0.1-1.0 mg/l)'e 

gereksinim duyulur. Makro ve mikro tuzların konsantrasyonu ve uygulama zamanı bu 

yöntemin baĢarısını belirler. Yüksek Ģeker konsantrasyonu (% 3-4) köklenmeyi ve 

bitkilerin kalitesini artırır. Adventif ve aksiller sürgün geliĢimi ortamlarında sitokinin 

varlığı köklenmeyi engellemektedir(57). 

5) Bitkilerin dış ortam koşullarına alıştırılması aşaması: Steril koĢullarda, düĢük 

ıĢık yoğunluğunda, yüksek nem içeren ve tüm besin maddelerinin bulunduğu bir ortamda 

geliĢtirilen bitkilerin, daha düĢük nem, daha yüksek ıĢık düzeyi ve steril olmayan koĢullara 

sahip dıĢ ortama aktarılması çok dikkat isteyen bir iĢlem olup, bunun aĢamalı olarak 

yapılması gerekmektedir. In vitro koĢullarda geliĢen köklenmiĢ bitkicikler dikkatli bir 

Ģekilde dıĢ koĢullara aktarılmalı ve yüksek nem (% 90-100) sağlanmalıdır. AĢamalı olarak 

saksıların üzerine yerleĢtirilen cam kaplar açılarak hava sirkülasyonu sağlanmalı daha 

sonra seradaki özel alanlarına alınmalıdır(75). 

Mikroçoğaltım aĢamalarının baĢarıyla tamamlanması bitkiye uygun eksplant tipi, 

sterilizasyon yöntemleri, besin ortamı bileĢimi ve hormon kombinasyonları ile kültür 

koĢullarının belirlenmesiyle mümkün olabilmektedir. 

2.4. Centaurea cinsi ile bazı tıbbi ve aromatik bitkilerde yapılan doku kültürü 

çalışmaları 

C. tchihatcheffii türünün çoğaltmasında doku kültürü çoğaltım yöntemleri oldukça etkili 

olabilir. Ayrıca doku kültürü teknikleri ile yeni çeĢit geliĢtirebilmek ve mevcut çeĢitlerde 

genetiksel iyileĢtirme çalıĢmaları da mümkün olmaktadır. Kaybolmakta olan bazı türlerin 

korunmasında ve çoğaltılmaları zor olan bazı türlerin üretilmesinde çeĢitli doku kültürü 
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yöntemleri rutin olarak uygulanmaktadır. Bu nedenle soyu tükenmekte ve tehdit altında 

olan; aynı zamanda tıbbi bitki ve süs bitkisi olarak ticari öneme sahip olma potansiyeli 

taĢıyan Centaurea tchihatcheffii‟nin ve diğer Centaurea türlerinin in vitro çoğaltımı ve 

adventif sürgün rejenerasyonu üzerinde de değiĢik araĢtırıcılarca çalıĢmalar 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Hammatt ve Evans (1985), tehdit altında bulunan Centaurea junaniana‟da yaprak 

sterilizasyonu çalıĢmıĢlar ve yapraklara %20 v/v NaOCl‟de 20 dakika süre ile yüzey 

sterilizasyonu uygulanması ve daha sonra 4 kez 5‟er dakika süre ile steril bidistile saf su ile 

durulama sonrasında baĢarılı olmuĢlardır(76). AraĢtırıcılar Centaurea junaniana bitkisinin 

yaprak, kök, hipokotil ve kotiledonlarının sürgün rejenerasyon kapasitesini araĢtırmıĢlardır. 

En iyi sürgün oluĢumunun 5 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA içeren MS ortamında 

gerçekleĢtiğini gözlemlemiĢlerdir. 

Takashi ve Daisuke (1997), Centaurea macrocephala bitkisinin koltuk altı meristemlerinde 

hızlı çoğaltım çalıĢmıĢlardır. 25 µm IBA içeren hypnex ortamında sürgünlerin %70 

oranında köklendiğini bildirmiĢlerdir(77). 

Cuenca vd. (1998), ilkbaharda çiçeklenen meristematik sürgünleri doğadan toplayarak 

Centaurea paui’ de sterilizasyon çalıĢması yürütmüĢlerdir. AraĢtırmada 50 mm‟lik gövde 

eksplantları, 20 mm uzunluğunda 1-2 boğumlu parçalar halinde kesilmiĢ ve ortama 

yerleĢtirilmiĢtir(78). AraĢtırıcılar in vitro çalıĢmada en iyi sürgünün bitki büyüme 

düzenleyicilerinin olmadığı ortamda gerçekleĢtiğini belirlemiĢlerdir. En iyi köklenmenin 

ise 2.0 mg/L IAA ve 2.0 mg/L IBA içeren MS ortamından elde edildiği ve köklenmenin 4 

hafta sonra %40 oranında olduğu saptanmıĢtır. 

Cuenco and Marco (2000), tehdit altında olan endemik Centaurea spacchii‟nin çiçekli 

meristemlerinde hızlı çoğaltım yöntemi geliĢtirmiĢlerdir. ÇalıĢmada %15 kontaminasyon 

gözlenmiĢtir. 1 mg/l BAP içeren MS besin ortamında yüksek oranda sürgün oluĢumu 

gözlenmiĢ fakat oluĢan sürgünlerin boylarının uzamadığı tespit edilmiĢtir. AraĢtırıcılar, iki 

çeĢit oksin kullanımında, en iyi sonuçların 2 mg/l IAA ve 2mg/l IBA içeren MS ortamında 

oluĢtuğunu ve %60 oranında köklenme elde edildiğini bildirmiĢlerdir(28). 
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Özel (2002), Centaurea tchihatcheffii tohumlarının yüzey sterilizasyonunda farklı dozlarda 

ve sürelerde ticari çamaĢır suyu kullanıldığını belirtmektedir. En iyi sonuç % 50‟lik 

çamaĢır suyu 30 dakika ve % 60‟lık çamaĢır suyu 10-20-30 dakikada ve % 93.33 oranında 

saptanmıĢtır. Centaurea tchihatcheffii‟nin olgunlaĢmamıĢ embriyolarının yüzey 

sterilizasyonu için ise kapitulalar % 50‟lik dozda ticari çamaĢır suyu ile farklı sürelerde 

muamele edilmiĢtir. En iyi sonuç (% 80 bulaĢık olmayan) % 50‟lik çamaĢır suyu 30 

dakikalık uygulama süresinde sağlanmıĢtır. Doğadan toplanan bitkilerin yüzey 

sterilizasyonunda ilk 3 denemede 10 dk sabunlu su, 20 dk durulama ve 1 dk etanol ön 

muamelesinden sonra, sırasıyla %25-15 dk, % 35-15 dk ve %75-15 dk yüzey 

sterilizasyonu yapılmıĢtır. 4. denemede ön muamelede sabunlu suda bekletme süresi 1 

dakikaya düĢürülmüĢ ve etanol kullanılmamıĢ % 25 çamaĢır suyunda 15 dk yüzey 

sterilizasyonu yapılmıĢtır. Diğer 8 denemede ise sabunlu su ve alkol ön muamelesi 

yapılmamıĢtır. Sterilizasyonun 2. günü, 1. gün uygulanan çamaĢır suyu dozunun ve 

süresinin ½‟ si oranında ve süresinde ikinci bir sterilizasyona tabi tutulmuĢtur. En iyi sonuç 

ve en yüksek değer çift sterilizasyonla % 30 - 5 dk, % 30 - 10 dk, % 40 - 5 dk olurken; tek 

sterilizasyonda % 35 - 15 dk olmuĢtur. Hızlı çoğaltım aĢamasında çift sterilizasyon % 30 – 

5 dk‟nın tercih edilmesi gerektiği bildirilmektedir(30). AraĢtırıcılar, C. tchihatcheffii’nin 

doku kültürü ile çoğaltımına uygun koĢulların henüz tam anlamıyla optimize edilemediğini 

ifade etmektedirler. Centaurea tchihatcheffii‟nin doğada tohumları ile çoğaldığı, ancak 

tohumlar klasik yöntemlerle çimlenmeye alındığında, temel istekler yerine getirildiği halde 

sonucun olumsuz olduğu belirlenmiĢtir. Centaurea tchihatcheffii‟nin 13 gün + 4 Cº de 

bırakılan ve karanlık inkübatörde 18 Cº‟de bekletilen tohumlarından yalnızca 1 tanesi 150 

gün sonra çimlenmiĢ, oluĢan bitkinin kök geliĢiminin de anormal olduğu gözlenmiĢtir. 

AraĢtırıcı, bitkinin tohumdan zor çimlendiğini ifade etmektedir(30). 

Özel (2002)(30) ve Özel vd. (2006b)(79) tarafından gerçekleĢtirilen araĢtırmalarda ex vitro 

koĢullarda elde edilen 8-10 cm‟lik 9‟arlı genç sürgünler, farklı dozlardaki (0, 500 ve 1000 

ppm) IBA çözeltisi içerisinde farklı sürelerde (0, 5, 10 ve 15 dk) bekletilerek serada steril 

kum içeren saksılarda köklendirmeye bırakılmıĢlar ve köklenen bitkiler saksılara 

geçirilmiĢlerdir. 10. günden itibaren kök oluĢumunun baĢladığı, 2. hafta sonunda ise 

kontrol denemesi dıĢındaki tüm hormon ve uygulama sürelerinde kök oluĢumunun 

gözlendiği bildirilmektedir. En iyi kök oluĢumu 500 ppm IBA ve 10 dakika uygulama 

süresinde elde edilmiĢtir.   
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Özel (2002) tarafından gerçekleĢtirilen yüksek lisans tez çalıĢmasının da dahil olduğu(30), 

Ankara Üniversitesi ve DPT tarafından desteklenen projeler kapsamında yapılan çalıĢmalar 

(Özel 2006 a ve b), Centaurea tchihatcheffii endemik türü üzerinde yapılan ilk in vitro 

çalıĢmaları içermektedir(79,80). Bu çalıĢmalardan elde edilen sonuçlar genel bir bakıĢla 

özetlenecek olursa; tohumların in vitro koĢullarda çimlenmesi konusunda enfeksiyon 

nedeniyle sıkıntılar yaĢanması sonucunda yeĢil bitkilerden doğadan eksplant alınması veya 

olgunlaĢmamıĢ embriyolardan sürgün rejenerasyonu yoluyla bitki çoğaltımı yapıldığı; 

köklenme çalıĢmalarının ise ex vitro koĢullarda serada oksin uygulamaları ile birlikte 

gerçekleĢtirildiği söylenebilir.  

Tıpırdamaz vd. (2006) tarafından gerçekleĢtirilen araĢtırmada ise, C. tchihatcheffii‟nin 

tohumları in vitro koĢullarda 6 g/L veya 9 g/L agar içeren MS ortamlarında kültüre 

alınarak çimlenme üzerine farklı agar dozlarının etkisi incelenmiĢtir(31). Ayrıca in vitro’da 

geliĢen fidelerden alınan sürgün eksplantları 9 g/L agar ve 1 mg/L GA3 + 0.25mg/L BAP 

kombinasyonlarını içeren MS ve 1/2 MS ortamlarında inkübe edilerek ortam kuvvetin 

sürgün rejenerasyonu üzerindeki etkisi araĢtırılmıĢtır. MS ortamına dikilen eksplantların 

%40.7‟si sürgün oluĢturmuĢ, %29.5‟i sürgün oluĢturmadan sadece kendi geliĢmeye devam 

etmiĢtir. 1/2 MS ortamında ise eksplantların %42.3‟ü sürgün oluĢtururken %38.4‟ü kendi 

geliĢmeye devam etmiĢtir. Eksplant baĢına elde edilen sürgün sayısı ise her iki ortam için 

2.27 olarak belirlenmiĢtir. OluĢan sürgünlerin köklendirilmesi, dıĢ koĢullara alıĢtırılması, 

bitkinin çoğaltım katsayısı ve sürgün geliĢiminin gözlenebileceği alt kültür sayısı belirleme 

çalıĢmaları ile farklı ortam kombinasyonlarında sürgün rejenerasyon çalıĢmalarının 

sürdürüldüğü belirtilmektedir. C. tchihatcheffii’nin doku kültürüyle çoğaltım bakımından 

elveriĢli bir tür olduğundan söz edilmektedir.  

Centaurea macrocephala Pushk. ex Willd. türünün mikroçoğaltımını araĢtıran Hosoki and 

Kimura (1997) sürgün rejenerasyonu için aksillar tomurcukları bölerek 0.44 μM BA ilave 

edilmiĢ MS temel besin ortamında kültüre almıĢtır. Proliferasyon oranını 16 günlük kültür 

peryodu baĢına 2 olarak belirlemiĢtir(81). AraĢtırıcılar in vitro‟da elde edilen 

mikroçeliklerin 25 μM IBA içeren değiĢtirilmiĢ Hyponex ortamında %70 oranında 

köklendiğini ve tüm bitkiciklerin kolay bir Ģekilde dıĢ koĢullara alıĢtırıldığını belirtmiĢtir.  

Pevalek-Kozlina (1998), Hırvatistan‟ın endemik türlerinden Centaurea ragusina L.‟da 

hızlı çoğaltım yöntemi geliĢtirmiĢtir. AraĢtırmada aseptik olarak çimlendirilen tohumlardan 
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elde edilen sürgünler kullanılmıĢ, en yüksek çoğaltım oranı 4 hafta içerisinde eksplant 

baĢına 4.6 sürgün ile 1.0 µM 6-benzylaminopurine ve 2.9 µM giberellik asit ilave edilmiĢ 

yarı kuvvetteki MS ortamında tespit edilmiĢtir. Ayrılan sürgünler ise 2.5µM indole-3-

butyric acid ilave edilmiĢ aynı besin ortamı üzerinde köklendirilmiĢtir. Köklenen 

bitkicikler baĢarılı bir Ģekilde transfer edilerek dıĢ koĢullara alıĢtırılmıĢtır(82). 

Perica (2003), içerdiği bir flavonoid nedeniyle güçlü antifitoviral, antibakteriyal ve 

antifungal etkiye sahip olan ve balkan Apennine endemik türü olan Centaurea rupestris‟te 

hızlı klonal çoğaltım için, aseptik olarak çimlendirilen tohumlardan elde edilen sürgünleri 

kullanmıĢtır. AraĢtırmada en yüksek çoğaltım oranı 4 haftalık kültür peryodunda eksplant 

baĢına 11.88 sürgün ile 1 μM 6-benzylaminopurine ve 2.9 μM giberellik asit ilave edilmiĢ 

MS besin ortamında, en iyi köklenme ise 3 μM indole-3-butyric acid ilave edilen yarı 

kuvvetteki MS ortamında belirlenmiĢtir. AraĢtırmada ayrıca köklenen bitkiciklerin saksı 

toprağına transfer edilerek dıĢ koĢullara alıĢtırıldığı ifade edilmiĢtir(29).  

Kurt and Erdağ (2009), Centaurea zeybekii Wagenitz türünde çimlenme, fide geliĢimi ve 

aksillar sürgün üretimi üzerine çalıĢmıĢlardır. Doğal populasyonlarından toplanan 

tohumları yüzey sterilizasyona tabi tutarak farklı in vitro çimlendirme ortamlarında kültüre 

almıĢ ve çimlenme üzerine sıcaklık ile fotoperiyodun etkisini araĢtırmıĢtır. ÇalıĢmada 6 

hafta sonra vitaminler ile 1 mg/L GA3‟in ilave edildiği distile su üzerinde yüksek bir 

çimlenme frekansı elde edilmiĢtir. Çimlenme fotoperiyot tarafından etkilenmemiĢ, en 

yüksek çimlenme 24 ± 2°C‟de meydana gelmiĢtir. 1 mg/L BA içeren MS ortamında ise 

yüksek bir aksillar sürgün proliferasyonu elde edilmiĢtir. Köklenme 6 hafta sonra yalnızca 

0.5 mg/L IBA içeren MS ve 1/2 MS besin ortamında gerçekleĢmiĢtir. AraĢtırıcılar ayrıca 

köklenme sürecinin çok yavaĢ olduğunu, sürgünlerin köklenme oranının da çok düĢük 

kaldığını  (%15) vurgulamıĢtır(15). 

Mallon vd.  (2011), nesli tehlike altında olan Centaurea ultreiae türünde sürgün 

rejenerasyonu elde etmek amacıyla yaprak ve kökleri kullanarak etkili bir yöntem 

geliĢtirmiĢtir. ÇalıĢmada, yaprak ve kök eksplantları dört farklı sitokinin (BA, zeatin, 

kinetin, 2ĠP) ile bunların beĢ farklı dozunun ilave edildiği yarı kuvvetteki MS ortamında 

kültüre alınmıĢ, tüm uygulamalarda sürgün rejenerasyonu sağlanmıĢtır. En iyi sonuçlar 

0.55 µM BA uygulamasından elde edilmiĢ olup, yaprak eksplantlarının %90‟ı eksplant 
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baĢına 2.48 adet, kök eksplantlarının ise %94.3‟ü eksplant baĢına 5.60 adet sürgün 

vermiĢtir(83).  

Yuzbasioglu vd. (2012), IUCN kategorisine göre DD (veri yetersiz) olarak değerlendirilen 

Centaurea arifolia türünde yaprak eksplantlarından in vitro çoğaltım çalıĢmıĢlardır. Bu 

amaçla in vitro koĢullarda yarı kuvvetteki MS ortamında çimlendirilen tohumlardan elde 

ettiği bitkilerden alınan yaprak eksplantlarını, 1 mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA ve 2 mg/L 

BAP + 0.2 mg/L NAA içeren MS besin ortamında kültüre almıĢ, kültür baĢlangıcından 3 

hafta sonra kallus,  bundan 3 hafta sonra da adventif sürgün rejenerasyonu elde etmiĢtir. 

OluĢan adventif sürgünlerin 1 mg/L IBA içeren MS ortamında köklendiğini 

belirtmiĢtir(84). 

AraĢtırmamızın temel konusu olan Centauera tcihatcheffi türü dıĢında gerek Asteraceae 

gerekse diğer familyalara ait türlerde yapılan ve araĢtırmamıza ıĢık tutabilecek nitelikteki 

sürgün rejenerasyonu, in vitro köklendirme ve dıĢ koĢullara aktarma çalıĢmaları da 

incelenmiĢ, çalıĢmamızda bunlardan bazılarına yer verilmiĢtir. 

Asteraceae familyasına ait bir papatya cinsi olan Chamomilla recutita türünde yapılan 

araĢtırmada farklı dokuların (yaprak, gövde, meristematik uç, kök, çiçek ve tohum) 

rejenerasyon kabiliyetleri incelenmiĢ, bu amaçla eksplantlar Kinetin, BAP, Kinetin + BAP 

veya BAP + NAA içeren MS besin ortamında kültüre alınmıĢtır. 4 haftalık kültür sonrası 

en fazla sürgün sırasıyla tohum, meristematik uç ve yaprak sapı eksplantlarından oluĢan 

kallus dokularından elde edilmiĢ, sürgünlerin köklendirilmesi ise MS ortamında 

gerçekleĢtirilmiĢtir(85). 

Trejgell vd. (2009), Asteraceae familyasından bir bitki olan Carlina acaulis subsp. 

Simplex türünde etkili bir üretim sistemi elde etmeyi amaçlayan çalıĢmasında baĢlangıç 

materyali olarak 10 günlük fidelerden izole edilen sürgün ucu, hipokotil, kotiledon ve kök 

kısımlarını kullanmıĢtır. Eksplantlar BA (13.3 µM), kinetin (13.9 µM), zeatin (13.7 µM) ve 

NAA (0.54 µM) ilave edilmiĢ proliferasyon ortamında kültüre alınmıĢ, en iyi morfogenetik 

tepki BA ilave edilmiĢ kültürlerde gözlenmiĢtir. Maksimum proliferasyon oranı yaklaĢık 

%94 ile sürgün ucu eksplantlarında tespit edilmiĢtir(86). AraĢtırıcılar oksin kullanmaksızın 

bitkiciklerin yaklaĢık %94‟ünün köklendiğini, oksin (NAA ya da IAA)  ilavesinde ise kök 

sayısı ve köklenme yüzdesinde artıĢ (%100) olduğunu fakat geliĢmelerinin engellendiğini 



22 

saptamıĢlardır. AraĢtırmada kök sayısı fazla olan bitkiciklerin diğerlerine nazaran hayatta 

kalma Ģansının daha iyi olduğu, bitkilerin çiçek ve tohum oluĢturduğu belirtilmiĢtir. 

Lauzer ve Vieth (1992), Kuzey Amerika'da yetiĢtirilen Green Globe enginar (Cynara 

scolymus ) çeĢidinde hızlı çoğaltım ve vitrifikasyon üzerine çalıĢmıĢlardır. Bu amaçla in 

vitro‟da tohumdan elde edilmiĢ sürgün uçları 0.5 mg/L NAA ve farklı konsantrasyonlarda 

BAP içeren, MS ortamında kültüre alınmıĢ ve sürgün rejenerasyonu elde edilmiĢtir. 

AraĢtırıcılar hızlı çoğaltım aĢamasında meristematik yaprakların besin ortamına 

değmesinin vitrifikasyona yol açtığını, besin ortamına değmelerin engellenerek 

vitrifikasyonu önlediklerini vurgulamıĢlardır.   Köklendirmede ise 1 mg/L NAA ilave 

edilen MS besin ortamı kullandıklarını ve 2 ay sonra % 65 oranında köklenme elde 

edildiğini bildirmiĢlerdir(87). 

Cenkci vd. (2009), Fabaceae familyasının nesli tehlike altındaki bir türü olan Thermopsis 

turcica‟da klonal çoğaltım için konvansiyonel ve in vitro üretim tekniklerini kullandığı 

araĢtırmasında, rizom çelikleri ve epikotil eksplantları ile çalıĢmıĢtır. Epikotil 

eksplantlarında, NAA uygulaması kallus ve adventif kok oluĢumunu, 6-benziladenin (BA) 

uygulaması sürgün oluĢumunu teĢvik etmiĢ, en yüksek değerler 10 μM BA ve 0.5 μM 

NAA ilave edilen MS besin ortamından elde edilmiĢtir. AraĢtırmada en yüksek 

rejenerasyon oranı % 86.6, eksplant baĢına ortalama fide sayısı 3.05 ve ortalama fide 

uzunluğu 2.3 cm olarak tespit edilmiĢtir. AraĢtırıcılar elde edilen sürgünlerin, 0.3 μM NAA 

ilave edilen MS ortamında yaklaĢık % 83 oranında köklendiğini belirtmiĢtir(88).   

Genellikle tıbbi bitki olarak çiçek ekstrelerinden elde edilen kremi spor yaralanmaları 

sonucu ortaya çıkan morarma, ezilme ve burkulmanın tedavisinde kullanılan Arnica 

montana bitkisinin hızlı çoğaltımı üzerine çalıĢan araĢtırıcılar, MS ve B5 besin ortamlarına 

1 mg/L BAP ile 0.1 mg/L NAA ilave etmiĢ, 6. hafta sonunda MS besin ortamından 7.7 

adet, B5 ortamından ise 9.0 adet sürgün elde etmiĢlerdir. NAA içermeyen ortamlarda alt 

kültüre alınan örneklerde sürgün sayısının belirgin bir düĢüĢ gösterdiği gözlenmiĢtir. 

Köklenme 0.1 mg/L NAA içeren MS ortamında gerçekleĢmiĢ ve elde edilen bitkilerin 

%95'i seraya baĢarı ile aktarılmıĢtır. KıĢ aylarında araziye aktarılan bitkilerin ise %93 

oranında canlılığını koruduğu ve izleyen yaz döneminde % 64'ünün çiçeklendiği tespit 

edilmiĢtir(89). 
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Hızlı çoğaltım üzerine yapılan diğer bir çalıĢma, içerdiği antifungal ve pestisidal 

bileĢiklerin yanı sıra diyabetin tedavisinde de kullanılan Polymnia sonchifolia bitkisinde 

Estrella and Lazerte (1994) tarafından yapılmıĢtır(90). AraĢtırıcılar bu amaçla lateral 

meristemleri BAP ve IBA içeren MS besin ortamında kültüre almıĢlar, 10 gün sonra %90 

rejenerasyon oranı ve eksplant baĢına 12.4 adet sürgün elde etmiĢlerdir. 

Geslot vd. (1989), altı değiĢik nane türünde (M.spicata, M.suaveolens, M.aquatica, 

M.piperita var. citrata, M.piperita f. rubescens ve M.piperita f. pallescens)  sürgün ucu 

(apex) kültürü ve mikro çelikleme yöntemini kombine ederek bir çoğaltma yöntemi 

geliĢtirmiĢlerdir. Yöntem, sürgün uçlarının kültüre alınması, in vitro geliĢen sürgünlerin 

çeliklenerek yeniden IBA ve BA içeren MS ortamlarında 6‟Ģar haftalık aralarla alt kültüre 

alınmasından oluĢmaktadır(91). 

Türker vd. (2010), Verbena officinalis L. tıbbi bitkisinde in vitro çoğaltım üzerinde 

çalıĢmıĢtır(92). AraĢtırıcılar bu bitkinin in vitro çoğaltımında boğumarası eksplantlarını 

kullanmıĢtır.  Petiol eksplantının da yer aldığı çalıĢmada, boğumarası eksplantlarından 

adventif sürgün oluĢumu çok daha etkin meydana gelmiĢtir. BA konsantrasyonundaki 

artıĢlar 13.31 µM dozuna kadar sürgün oluĢumunu artırmıĢ fakat bu dozdan sonra ani bir 

düĢüĢ meydana gelmiĢtir. Eksplant baĢına en yüksek sürgün verimi ortalama 17.1 ile 13.20 

µM BA ve 5.71 µM IAA içeren ortamlardan elde edilmiĢtir. Köklenmenin de baĢarılı bir 

Ģekilde sağlandığı çalıĢmada 5.71 µM IBA kullanımı halinde in vitro köklenmenin %100 

oranında meydana geldiği rapor edilmiĢtir.  

2.5. Poliploid Bitkilerin Özellikleri ve Elde Edilme Yöntemleri 

Canlılarda temel kromozom sayısının katlarına çıkmasına, ya da bir baĢka deyiĢle 

kromozom sayılarının üç veya daha fazla kata yükselmesine poliploidi adı verilmektedir. 

Bir mutasyon Ģekli olan poliploidi, bitki ıslahında önemli bir yere sahiptir. Poliploid 

bitkilerin, diploidlere göre bazı morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal özellikler 

bakımından farklılıkları bulunmaktadır.  

Zeven (1980), tetraploid bitkilerin genellikle yüksek protein, yağ ve karbonhidrat 

içerdiklerini ifade etmektedir(93). Sullivan ve ark. (1986), çavdarın (Secale cereale L.), 

çevre Ģartlarına dayanıklılığı ve miktarı üzerinde poliploidinin etkisini incelemiĢlerdir. 3‟ü 
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diploid, 3‟ü tetraploid olmak üzere 6 değiĢik genotip kullandıkları araĢtırmalarında, 

tetraploid formların zor çevre koĢullarına daha dayanıklı olduğu ve yüksek tohum bağlama 

kapasitesi ile birlikte yüksek verime sahip oldukları belirlenmiĢtir(94). 

Schwanitz (1966), Fragaria vesca (2n=14), F.moschata (2n=24) ve F.grandiflora (2n=56)  

gibi farklı kromozom sayısına sahip çilek türlerinde meyve iriliği bakımından, Prunus 

cerasifera‟nın ise diploid ve tetraploid formları arasında çiçek boyutlarının ve petal 

sayısının artıĢı yönünden farklılıklar bulunduğunu kaydetmiĢtir(95). 

Mukherjii (1986), diploid ve poliploid Chenapodium album üzerinde yaptığı çalıĢmada, 

poliploid formlarda bitki boyunda artıĢ kaydedildiğini, çiçeklenme zamanının geciktiğini, 

yaprak ve stoma boyutlarının arttığını, polenlerin ise irileĢtiğini belirtmektedir(96). 

Hömmö ve Valanne (1987) diploid ve triploid kavak (Populus tremula L.)‟ta polen ve 

stomaların morfolojik incelemesi sonucunda, triploid kavak polenlerinin diploidlere 

nazaran daha iri; stomalarının da daha büyük ve birim alandaki sayılarının daha az 

olduğunu belirlemiĢlerdir(97). 

Çavdar bitkisinde diploid (2n=14) ve tetraploid (2n=28) bitkilerin sitolojik, anatomik, dıĢ 

morfolojik, fizyolojik ve palinolojik özellikleri ıĢık ve elektron mikroskoplarında 

karĢılaĢtırmalı olarak incelenmiĢtir(98). Buna göre tetraploid Secale cereale L., diploidlere 

oranla boyları daha uzun, yaprak ene ve boyu ise daha fazla olan bitkilerdir. Yaprak 

gövdeleri daha kalın, tohumları ise daha iridir. Yaprak epidermis hücrelerinin ve 

stomalarının eni, boyu ve mezofil hücrelerinin hacimleri daha fazladır. Sancak stoma ve 

tüy sıklığı diploidlerden daha azdır. Tetraploidlerde mezofil hücrelerinin sitoplazmik 

organelleri gerek büyüklük, gerekse sayı bakımından diploidlere oranla daha zengindir. 

Ayrıca bunlarda kloroplast sayısı da daha fazladır. Bundan dolayı tetraploidlerin toplam 

klorofil, klorofil a ve klorofil b miktarları diploidlerden daha fazla bulunmuĢtur. 

Tetraploidlerin polenleri de diploidlerden daha iri olup por sayıları fazladır. 

Molin vd. (1982), yonca bitkisinde poliploidinin etkisiyle yapraklarda fotosentez 

aktivitesinin, kloroplast sayısının, klorofil miktarının arttığını saptamıĢlardır(99).  
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Hepaksoy vd. (1987), diploid Triticum monococcum L., tetraploid T.durum Desf. cv. Gediz 

ve hekzaploid T.aestivum L. cv. Cumhuriyet gibi farklı ploidi düzeylerindeki buğday 

türlerinde oksin (IAA) ve absisik asit (ABA) miktarlarını kantitatif olarak incelemiĢler ve 

en yüksek IAA ve ABA içeriklerine, tetraploid T. durum cv. Gediz‟de rastlamıĢlardır(100). 

Poliploidler doğada kendiliğinden meydana geldiği gibi, yapay olarak da elde 

edilebilmektedir. Bitkilerin yapay olarak poliploidiye uğratılmalarının nedenlerinden birisi 

tarımsal amaçlarla verimliliği artırmaktır. Bunun için daha çok vegetatif organlarından 

faydalanılan bitkiler kullanılmaktadır. Çünkü poliploid bitkilerin yaprak, gövde, çiçek, 

meyve ve tohum gibi organları, diploid formlarından daha iri olmaktadır. Ekmek 

yapımında tohumlarından, hayvan beslenmesinde de vejetatif organlarından faydalanılan 

çavdar, poliploid yapılarak daha verimli hale getirilmiĢtir.(98)  

Doğada oluĢan türler arası melezlerin F1 dölleri, genellikle kısır olabilmektedir. Bunun 

nedeni, ebeveynler arasında kromozom sayısı bakımından önemli farkların olması ve F1 

döllerinde mayoz bölünme ve gamet oluĢumu sırasında tam bir eĢleĢme olmamasıdır. 

Kısır, verimsiz F1 bitkilerini yapay olarak poliploidiye uğratmak yoluyla verimli duruma 

getirmek olasıdır(101). Poliploidlerde karĢılaĢılan en güç sorun, sterilite konusudur. 

Poliploid bitkilerde kısırlık mayoz bölünme sırasında univalentlerin oluĢumu ve gametlerin 

arızalı Ģekilde dağılmasıyla ortaya çıkmaktadır. Univalent oluĢumu, aneuploid gametlerin 

meydana gelmesine neden olmaktadır. Bu durum esas alınarak yapılmıĢ bir araĢtırmada 

Festuca arundinacea (KamıĢsı yumak) ile Lolium perenne (Çok yıllık çim veya Ġngiliz 

çimi) türler arası hibritinin kısır bitkilerinden verimli poliploidlerin elde edilmesi 

amaçlanmıĢtır, ancak bunun istenen düzeylerde elde edilmesinde kısıtlamalar ortaya 

çıkmıĢtır (102). 

Poliploid hale getirilmiĢ bitkilerin ekstrem çevre koĢullarına daha iyi uyum 

sağladıkları(103) ve dolayısıyla stres koĢullarına dayanıklılıkta bu tip bitkilerden 

yararlanılabileceği bildirilmektedir(104). 

Poliploid bitkilerin meydana gelmesinde esas olarak iki yol bulunmaktadır(98): 

1. Üreme hücrelerinde mayoz sırasında, kromozom sayısının yarıya inmesini 

önleyerek, somatik hücrelerdeki kadar kromozom sayısına sahip gametlerin 
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meydana gelmesini sağlamaktır. Bu olay, kromozomların ikiye ayrılarak kutuplara 

gitmesi safhasında, iğ iplikçiklerinin oluĢmasını engelleyerek hücre duvarının 

oluĢmamasını sağlamak ve sonuçta kromozomların aynı hücrede kalarak, sayılarını 

iki katına çıkarması ile mümkün olmaktadır. 

2. Zigotun ilk bölünmeleri esnasında hücre duvarının oluĢumuna engel olmak yoluyla, 

kromozomların aynı hücrede kalmasını sağlayarak kromozom sayısının iki katına 

yükseltilmesi ile de poliploid bitki elde etmek mümkün olabilmektedir. Bu yolla 

poliploidi yapmak için, yine iğ iplikçiklerinin oluĢumunun engellenmesi 

gerekmektedir. 

Kromozom katlanması bazı bitki türlerinde kendiliğinden meydana gelmekle birlikte, 

pratikte çoğunlukla kimyasal madde uygulamalarıyla gerçekleĢtirilmektedir. Bu amaçla 

azot protoksit, kafein, kloral hidrat, asenaften, sulfinilamid, etil merkuriklorid, 

hekzaklorosiklohekzan ya da kolhisin gibi antimitotik özellik gösteren kimyasallardan 

yararlanılmaktadır. Yine bu amaçla 2,4 D ve NAA gibi hormonlar ve trifluralin ve orizalin 

gibi bazı herbisitler de kullanılabilmektedir. Günümüzde kromozom katlaması için bitki 

ıslahçıları tarafından en yaygın kullanılan kimyasal madde, kolhisindir. Bu madde 

Liliaceae familyasına ait Colchicum automnale L. (güz çiğdemi) bitkisinin köklerinden 

elde edilen, alkaloid yapısında kuvvetli bir zehir olup; alkol, kloroform ve soğuk suda 

eriyen, buna karĢılık sıcak suda ve eterde erimeyen bir maddedir. Kimyasal formülü 

C22H25O6 olarak gösterilen „kolhisin‟, değiĢik kaynaklarda „kolkisin‟, „kolĢisin‟ veya 

„kolçisin‟ olarak da ifade edilebilmektedir. Kolhisin, uygulandığı dokuların hücrelerinde 

mitoz bölünmenin metafaz safhasında iğ ipliklerinin oluĢumunu engeller ve dolayısı ile 

replikasyona uğramıĢ kromozomların kutuplara çekilmesini önleyerek, kromozom 

sayısının iki katına çıkmasını sağlar. In vitro tekniklerle elde edilmiĢ haploid bitkilerin 

kromozom sayısının katlanması yani dihaploidizasyon için değiĢik bitki türlerinde farklı 

yöntemler uygulanmıĢtır. Bunlar; 

- Mısır ve güzelavrat otunda olduğu gibi kallus dokusu veya hücre süspansiyonuna 

kimyasal madde uygulamaları, 

- KuĢkonmaz, gerbera ve buğday‟da olduğu gibi kolhisinin kültür ortamına 

katılması, 
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- Buğday, arpa ve çim türlerinde olduğu gibi haploid bitkilerin köklerine kolhisin 

uygulaması, 

- ġeker pancarı, pamuk, patlıcan ve biber‟de olduğu gibi haploid bitkilerin aksiller 

tomurcuklarına kolhisin uygulaması,  

- Kavun, karpuz ve hıyar‟da olduğu gibi in vitro bitkiciklerin veya bunların 

çeliklerinin belli bir süre kolhisin çözeltisi içinde bekletilmesi, 

-Kavunda olduğu gibi tepe tomurcuklarının kolhisin çözeltisi içerisine in vivo 

koĢullarda bandırılması Ģeklinde olabilmektedir. Bu uygulama biçimlerinin tümü, 

katlanmıĢ haploidlerin elde edilmesinde kullanılabileceği gibi, diploid bitkilerden yeni 

poliploidlerin elde edilmesi amacıyla da kullanılabilir. 

Demir (1975) ise kolhisinin uygulama biçimini Ģu Ģekilde anlatmaktadır: “Kolhisin eriyiği 

ile tohumlar doğrudan doğruya muamele edilebileceği gibi geliĢmekte olan bitkilerin 

tomurcukları üzerine de konabilir. Eriyiğin etkisini artırmak için Aerosil adındaki çok ince 

beyaz bir tozla eriyik hafif bir bulamaç hale getirilir. Pipetle bu bulamaç bitkilerin 

vejetasyon noktalarına konur. Kurumayı önlemek için arasıra üzerine su püskürtülür. Bazı 

bitkilerin vejetasyon konilerine dıĢarıdan doğrudan ulaĢılamaz. Bu gibi hallerde, Mayıs 

çiçeğinde olduğu gibi, enjektörle kolhisin eriyiği vejetasyon noktasına ulaĢtırılır.” Ayrıca 

dikkat çekilen bir konu, kolhisin uygulanmayan diğer tomurcukların mutlaka köreltilmesi 

gerektiğidir. Ġlk baĢlarda uygulama ile kromozom sayısı katlanmıĢ sürgünlerin yavaĢ 

geliĢtiği ve bu nedenle tetraploid gül sürgünlerinde olduğu gibi bunların geliĢmelerini 

sağlamak için diğer tüm tomurcuk ve sürgünlerin defalarca temizlenmesi gerektiğidir(105). 

ġehirali ve Yazgan (1986) da kolhisinin poliploid bitki elde etmek amacıyla kullanılmasını 

açıklamıĢlardır. Bu maddenin tohum, kök ve sürgünlere uygulanabileceğinden bahseden 

yazarlar, uygulanacak bitki organına, bitki türüne göre uygulama süresi ve dozunun farklı 

olması gerektiğini açıklamakta ve örnekler vermektedirler(106). 

Kimyasal madde uygulamalarının yanı sıra, ekstrem sıcaklık kullanmak suretiyle yani 

sıcaklık Ģoklarından da yararlanılabilmektedir. Bunların uygulanmasıyla bölünmekte olan 

hücrelerin arasında hücre zarı oluĢumu engellenmekte ve böylece kromozom sayısı 
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katlanmaktadır. Ancak bu yöntemde baĢarı %3-5 gibi çok düĢük oranlarda kalmaktadır. 

Poliploid oluĢturmada kullanılan çok eski ve güvenilir olmayan bir baĢka yöntem de 

rejenerasyon yöntemidir. Yaralanan dokularda oluĢan kallus tabakasından çıkan 

tomurcukların bazen poliploid oldukları gözlenmiĢtir. Bitkilerde büyüme uçları yapay 

olarak zedelenmekte ve bunlarda yeni sürgünlerin geliĢmesi sırasında poliploid 

yakalamaya gayret edilmektedir(106). Kimyasal madde uygulamalarının dıĢındakiler, 

baĢarı frekanslarının çok düĢük olması ve tesadüflerin beklenmesi nedeniyle pratik 

görünmemektedir. Kimyasal uygulamaları da çoğunlukla in vivo koĢullarda açık arazi veya 

sera koĢullarında yapılmakta, tekrarlamaları gerektirmektedir. 

Doku kültürü ortamında yani in vitro koĢullarda poliploid bitkilerin elde edilmesi yeni yeni 

uygulanmaya baĢlanmıĢ ve bazı bitkilerde olumlu sonuçları alınmıĢ bir uygulamadır. 

Griesbach (1990), Anigozanthos adında (kangaroo paw) soğanlı süs bitkisinin 11 farklı 

türünün kendi aralarında rahatlıkla döllenerek hibrit oluĢturduklarını, ancak bundan sonra 

döllerin verimli olmadığını, kısırlık sorunuyla karĢılaĢıldığını bildirmekte; buna çözüm 

olarak verimli poliploid bitkilerin elde edilmesi yoluna gidildiğini açıklamaktadır. 

AraĢtırıcı, kısır hibrit bitkilerden aldığı aksillar vegetatif tomurcukları, önce kendi 

geliĢtirdiği bir yetiĢtirme ortamında kültüre alarak sürgün geliĢmesini sağlamıĢ, daha sonra 

bu sürgünleri bir hafta süreyle %0.1 oranında kolhisin içeren besin ortamında bekletmiĢ ve 

nihayet sürgünleri yeniden kolhisin içermeyen taze geliĢtirme ortamlarına alarak buradan 

poliploid sürgünlerin geliĢmesini sağlamıĢtır. Bu çalıĢma sonucunda, verimli tetraploid 

Anigozanthos bitkileri elde edilmiĢ, tetraploid bitkilerin daha iri yapılı, çiçeklerinin de daha 

büyük ve gösteriĢli oldukları fotoğraflanarak gösterilmiĢtir(107). 

Poliploid bitkilerin özellikle süs bitkileri ıslahında özel bir yerinin olduğu görülmektedir. 

Poliploidinin tipik özelliklerinden olan koyu yeĢil renklilik ve iri, gösteriĢli çiçekler süs 

bitkileri alanında önem taĢımaktadır. Bu nedenle poliploid bitki elde etme çalıĢmalarının 

son yıllarda in vitro koĢullarda süs bitkilerinde yoğunlaĢtığı dikkat çekmektedir. Rose ve 

Tobutt (2000), odunsu süs bitkilerinde tetraploid bitki elde etme yolları ve bunların 

avantajlarından bahsetmektedir. Tetraploid bitki elde etmenin üç ana amacı olduğunu 

belirten araĢtırıcılar bunları Ģöyle sıralamıĢlardır: Ploidi seviyeleri eĢit olmadığından 

aralarında melezleme yapılamayan farklı grupların ploidi seviyelerini eĢitlemek; kısırlık 

sorunu olan türler arası melez (hibrit) bitkilerin verimli hale getirilmesini sağlamak ve 

organ büyüklüğü ya da bitki habitüsü bakımından değiĢiklikler elde etmek(108). Bu 
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araĢtırmada, üç değiĢik cinste boğum eksplantları in vitro koĢullarda kolhisin 

uygulamalarına tabi tutulmuĢ ve geliĢen sürgünlerde flow sitometri yöntemiyle tetraploid 

olanların belirlenmesine çalıĢılmıĢtır. Syringae vulgaris, Buddelia globosa ve Sorbus 

aucuparia bitkilerinde in vitro kolhisin uygulamalarının çok kısa sürede tetraploid bitki 

elde edilmesinde baĢarıyla kullanılabildiği ve diğer türlerde de yöntemin uygulamaya 

geçirilmesine baĢlandığı rapor edilmiĢtir.  

Vainöla ve Repo (2000) adlı araĢtırıcılar da Rhododendron çeĢitlerinde in vitro koĢullarda 

poliploid bitki elde etmeyi ve bunların soğuğa karĢı dayanıklılıklarını belirleme konusunda 

bir çalıĢma gerçekleĢtirmiĢlerdir. Kromozom katlamalarının çoğunlukla daha büyük 

çiçekler, daha yoğun renkler, daha kuvvetli bir bitki geliĢmesi ve daha uzun bir çiçeklenme 

periyodu ile sonuçlandığını belirten araĢtırıcılar, iki adet diploid Rhododendron çeĢidi ve 

bunlardan geliĢtirilen autotetraploidlerin soğuk koĢullara dayanıklılığını incelemeyi 

amaçlamıĢlardır. In vitro koĢullarda ikiĢer dozu kullanılan kolhisin ve orizalin, 24 veya 48 

saat süreyle bitkilere uygulanmıĢtır. Orizalin, poliploidi oluĢturma konusunda kolhisinden 

çok daha etkin bulunmuĢtur. Çok fazla sayıda miksoploid bitki elde edilmiĢ, en yüksek 

oranda saf tetraploid bitki, 24 saat %0.005 orizalin uygulanan kültürlerden elde edilmiĢtir. 

Donma deneyleri yapıldıktan sonra poliploidinin soğuğa dayanımda çok baĢarılı bir yol 

olmadığı, ancak yine önceki gibi değiĢik morfolojik karakterler yönüyle değerlendirilmesi 

gereken bir yöntem olduğu kanısına varılmıĢtır(109). 

Tepe vd. (2002) tarafından yapılan çalıĢmada, nane bitkisinde in vitro kolhisin 

uygulamaları ile poliploid bitkilerin elde edilmesi amaçlanmıĢtır. Mentha longifolia türüne 

ait açık arazide yetiĢen nane bitkilerinden alınan tek boğum eksplantları aseptik koĢullarda, 

30 g/l sukroz, 6 g/l agar, 0.5 mg/l BA içeren MS besin ortamlarında kültüre alınmıĢtır. Bir 

ay sonra, geliĢen in vitro sürgünlerden tek boğum eksplantları ve sürgün uçları 

hazırlanarak 100 veya 150 mg/l kolhisin içeren besin ortamlarında 5, 7 ve 10 gün süreyle 

yetiĢtirilmiĢ, bu uygulamanın ardından kolhisin içermeyen taze besin ortamlarına 

aktarılmıĢlardır. Ġki ay süreyle geliĢen bitkiler serada dıĢ koĢullara alıĢtırılmıĢ, kök 

uçlarında kromozom sayımları yapılarak poliploidi oluĢum oranları belirlenmiĢtir. Kolhisin 

uygulamalarında hem sürgün ucu, hem de tek boğum eksplantının kullanılabileceği, 

eksplantların 5 gün 100 mg/l kolhisin uygulamasının ardından kolhisin içermeyen 

ortamlara aktarılması halinde %25-27 oranında poliploid bitkiler elde edilebileceği ortaya 

konmuĢtur. Kolhisin uygulamaları sonucunda değiĢik ploidi düzeyleri kaydedilmiĢtir. Bazı 
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bitkilerin ise miksoploid yapıda oldukları belirlenmiĢtir. Uygulama süresinin 10 güne 

çıkarılması hem geliĢme oranını, hem de dikilen eksplant baĢına elde edilen poliploid bitki 

oranını düĢürmüĢtür. Ayrıca yaprak morfolojileri de incelenerek stoma sayısı ile 

kromozom sayısı arasında bir iliĢki kurulabileceği saptanmıĢtır(110).  

Zhang vd. (2008), Phlox subulata L. türünde tetraploid bitkiler elde edebilmek amacıyla in 

vitro kolhisin uygulamaları yapmıĢtır. Sürgün uçları, %0.005, 0.01, 0.02 ve 0.04 kolhisin 

ilave edilmiĢ MS besin ortamlarında değiĢik sürelerle inkübe edilmiĢtir. 4.54 µM TDZ ve 

0.49 µM IBA içeren ortamlarda kolhisinli uygulamalarda bekletme süresi 10, 20 veya 30 

gün olarak seçilmiĢtir. Canlı kalan sürgün sayısının üzerinde kolhisin dozu ve uygulama 

süresinin etkisi belirgin olmuĢtur. Yüksek doz ve uzun süre uygulanan kolhisin, canlılık 

oranının azalmasına neden olmuĢtur. Tetraploid bitkiler tüm uygulamalardan elde edilmiĢ 

olmakla birlikte bunların oranı  %25‟ten %75‟e kadar farklılık göstermiĢtir. En etkili 

uygulama olarak %0.005 kolhisin içeren ortamlarda 20 gün bekletme olarak belirlenmiĢ, 

bu ortamlarda %30 yaĢama oranı ve 6 adet tetraploid bitki/10 adet sürgün ucu eksplantı 

oranı elde edilmiĢtir. Bitkiler serada baĢarıyla yetiĢtirilmiĢtir. Diploid bitkilerin çiçek çapı 

2.24 cm iken, tetraploid bitkilerde çiçek çapı 2.91 cm olarak ölçülmüĢtür(111).  

In vitro kolhisin uygulamaları ile birçok bitki türünde poliploid bitki elde edilmesi 

konusunda yayın bulunmaktadır(112-119).  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

AraĢtırma, 2011-2013 yılları arasında Ankara Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bahçe Bitkileri 

Bölümü‟ne ait doku kültürü laboratuvarı ile iklimlendirme odası koĢullarında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.1. Materyal 

AraĢtırmada bitkisel materyal olarak, Ankara- GölbaĢı‟nda türün doğal yayılım 

alanlarından biri olan(49) T.C. Kültür Bakanlığı Devlet Opera ve Balesi Genel Müdürlüğü 

arazisinde yer alan Centaurea tchihatcheffii populasyonları ile yine Ankara -GölbaĢı‟ndan 

toplanan tohumlar kullanılmıĢtır. 2010 yılı Haziran ayı içerisinde doğal populasyondan 

toplanan (ġekil 3.1) Centauera tchihatcheffii bitkisine ait tohumlar (ġekil 3.2) oda 

sıcaklığında, gazete kağıtları üzerinde bir hafta süreyle serilerek kurutulmuĢ, benzer 

morfolojik özelliklere ve büyüklüğe sahip olanlar sayılarak uygulamalar için gereken 

tohumlar ayrılmıĢtır(9). Tohumlar ekim zamanına kadar oda sıcaklığında tohum saklama 

kaplarında muhafaza edilmiĢtir. Bitkiye ait tohumların görünüĢü ve kısımlarının Ģematik 

gösterimi ise ġekil 3.3‟te olduğu gibidir.  

 

ġekil 3.1.GölbaĢı‟nda tohum toplanan sentorya arazisinden genel bir görünüĢ 
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ġekil 3.2. Tohum toplama aĢamasında arazide yan yana bulunan bir sentorya çiçeği ve 

içerisinde tohumların olgunlaĢtığı olgun bir sentorya meyvesi 

 

 

ġekil 3.3. Centaurea tchihatcheffii‟nin aken tipi meyvesi (solda), Aken tipi meyve a. 

Pappus, b. Hilum(32) (sağda). 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Genel doku kültürü şartları 

Doku kültürü uygulamalarının tümü aseptik koĢullar altında yapılmıĢ, bunun için steril 

kabin kullanılmıĢtır. Kullanılan bistüri bıçağı ve pensler önceden steril edilmiĢ ve dikim 

iĢlemi sırasında da %96‟lık etil alkole batırılıp alevden geçirilerek steril koĢulların devamı 

sağlanmıĢtır. Besin ortamı olarak esas olarak MS(74) temel ortam bileĢimi kullanılmıĢtır. 

Tohum çimlendirme aĢamasında 15 ml besin ortamı doldurulmuĢ cam deney tüpleri ve 

diğer kültür aĢamalarında da 40 ml besin ortamı doldurulmuĢ 6.5x7.5 cm boyutlarındaki 

cam kavanozlardan faydalanılmıĢtır. MS ortam reçetesine göre mineral tuzların ve 

vitaminlerin cins ve dozları Çizelge 3.1‟de olduğu gibidir. Çimlendirme ortamı olarak 

kullanılan MS(74) önceden otoklavda steril edilen 15x2cm‟lik tüplere, laminar akıĢlı kabin 

içerisinde 15‟Ģer ml olacak Ģekilde dağıtılmıĢtır. Ortamın otoklavda sterilizasyonu, 1.2 

atmosfer basınç altında, 121
o
C sıcaklıkta 20 dakika sürede yapılmıĢtır. Denemelerde 

kullanılan cam ve metal malzemelerin sterilizasyonu için 1.2 atmosfer basınç, 121
o
C 

sıcaklıkta 90 dakika süre kullanılmıĢtır. Ortama karbon kaynağı olarak 30g/l sakaroz, 

katılaĢtırmak için 6g/l agar ilave edilmiĢtir. Besin ortamının pH‟ı 5.7‟ye ayarlanmıĢtır. 

Denemenin değiĢik aĢamalarında besin ortamlarına büyüme düzenleyici madde katkıları 

yapılmıĢtır. 
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Çizelge 3.1. MS temel besin ortamında bulunan besin maddeleri ve konsantrasyonları(74) 

 

3.2.2. Tohumların yüzeysel sterilizasyonu ve çimlendirilmesi 

Sentorya tohumlarının yüzey sterilizasyonu, Babaoğlu vd. (2001)‟nun(58) önerdiği 

yönteme ve aĢamalarına dikkat edilerek gerçekleĢtirilmiĢtir. Buna göre tohumlar, birkaç 

damla Tween-20 ilave edilmiĢ  %15‟lik ticari sodyum hipoklorit (çamaĢır suyu) içinde 25 

dakika çalkalanarak dezenfekte edilmiĢ, bunun ardından, 3 defa 5‟er dakika steril saf su ile 

durulama iĢlemine tabi tutulmuĢtur. Sterilizasyon iĢleminin yapıldığı cam kavanozdaki son 

durulama suyu süzüldükten sonra tohumlar steril kurutma kağıdı üzerine alınarak fazla 

suları kurutma kağıdına emdirilmiĢ ve tohumlar, besin ortamlarında çimlendirmeye 

alınmıĢlardır. Tüm bu iĢlemler, sonraki aĢamalardaki tüm aktarım, alt kültür ve yeni dikim 

iĢlemlerinde olduğu gibi laminar akıĢlı kabinde aseptik koĢullarda yapılmıĢtır (ġekil 3.4). 
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ġekil 3.4. Sentorya bitkisinin tohum ekiminden baĢlayarak tüm doku kültürü aĢamalarında 

yapılan çalıĢmalarda kullanılan aseptik koĢullarda çalıĢmaların yapıldığı laminar akıĢlı 

kabinde çalıĢma anından bir görünüm 

Cam tüpler içerisine birer adet tohum ekilmiĢtir. 232
o
C sıcaklık ve sürekli karanlık 

koĢullarda çimlendirilen fideler, kökçük uzunluğu yaklaĢık 5 mm olduğu zaman 16 saat 

aydınlık ve 8 saat karanlık olacak Ģekilde ayarlanmıĢ fotoperiyodik düzene ve 2000 lux 

floresan ıĢığına sahip iklim odasına aktarılmıĢlardır. ġekil 3.5 a ve b‟de besin ortamına 

dikimi tamamlanmıĢ bir sentorya tohumu ve çimlenmenin tamamlanmasından sonra oluĢan 

in vitro fidecik gösterilmiĢtir. Tohumlarda çimlenme oranı yüzde “%” olarak ifade 

edilmiĢtir. 
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ġekil 3.5. Besin ortamına ekimi tamamlanmıĢ bir sentorya tohumu ve çimlenmenin 

tamamlanmasından sonra oluĢan in vitro fidecik. a.  In vitro koĢullarda ekilmiĢ bir sentorya 

tohumu, b. In vitro koĢullarda çimlenerek geliĢmiĢ bir sentorya bitkisi 

3.2.3. Tohum çimlendirme denemeleri 

Tohum çimlendirme amacıyla farklı tarihlerde (27.01.2011, 17.04.2011,  08.11.2011, 

11.12. 2011 ve 17.03.2012) beĢ adet deneme kurulmuĢtur. Bunlardan ilk iki tarihte yapılan 

ekimler, hormonsuz MS ortamı üzerine gerçekleĢtirilmiĢtir. 3. ekim tarihindeki ortamların 

bir kısmına 1 mg/L dozunda GA3 ilave edilmiĢtir. 4. ve 5. ekimlerde ise tekrarlamalı olarak 

üç farklı GA3 dozunun çimlenme üzerindeki etkileri incelenmiĢtir. Bu dozlar 1, 2 ve 3 

mg/L olarak kullanılmıĢtır. Enfeksiyon oranını azaltmak amacıyla tohumların pappusları 

kesilmiĢ ve her tüpe bir adet tohum olacak Ģekilde ekilmiĢtir.  Denemelerde ekimi yapılan 

tohum sayısı sırasıyla 305, 273, 464, 268 ve 376 adettir. Kültürler 23±2 °C sıcaklıkta ve 

karanlık koĢullarda inkübe edilmiĢtir. Tohum ekiminden itibaren iki hafta aralıklarla (2, 4, 

6 ve 8. hafta) çimlenme sayımları yapılmıĢtır. 8. haftanın sonunda çimlenmeyen 

kültürlerde denemeye son verilmiĢtir.  

a b 
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3.2.4. Proliferasyon aşaması için eksplantların dikimi  

Aseptik koĢullarda çimlendirilen tohumlardan geliĢen sentorya fideleri, dört haftalık 

inkübasyon süresi tamamlandıktan sonra eksplant kaynağı olarak kullanılmıĢtır (ġekil 3.6).  

 

ġekil 3.6. Proliferasyon aĢamasında kullanılacak eksplantların hazırlandığı, in vitro 

koĢullarda çimlendirilmiĢ sentorya fideleri 

Bu amaçla, daha önceki çalıĢmalarımızda otsu bir bitki olan ve geliĢmeleri bakımından 

benzerlik gösteren nane (Mentha sp.) türünde kullanılan tek boğum (single node) 

eksplantları(120) ve kekik (Origanum sp.) türünde olumlu sonuçlar veren sürgün ucu 

(shoot tip) eksplantları (Özkum 2006) kullanılmıĢtır. Tek boğum eksplantlarının 

hazırlanması için öncelikle fideciklerde kökboğazından kesim yapılarak kökler 

uzaklaĢtırılmıĢ, gövde bölgesi üzerinde yaklaĢık 15-20 mm'lik parçalar kesilmiĢ ve her 

birinin üzerinde bir adet boğum bulunmasına dikkat edilmiĢtir. Sürgünlerin en uç kısmında 

yaklaĢık 15 mm‟lik genç kısım bırakılıp daha yaĢlı olan yaprak ve dokular uzaklaĢtırılarak 

sürgün ucu eksplantları hazırlanmıĢtır. Hazırlanan eksplantlar besin ortamlarına dikilmiĢtir. 

Tek boğum eksplantları besin ortamına yatay olarak yerleĢtirilmiĢ(120), sürgün uçları ise 

dikey biçimde yerleĢtirilmiĢlerdir (ġekil 3.7). Ancak daha sonra sürgün çoğaltımı 

aĢamasına aktarılan tüm sürgün ucu veya tek boğum eksplantları besin ortamına dikey 

pozisyonda yerleĢtirilmiĢtir. Eksplantların cam kavanozlardaki besin ortamlarına 
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dikilmesinden sonra tüm kültürler, 16 saat aydınlık, 8 saat karanlık ve 25
 o

C ±1 sıcaklık 

düzenine ayarlanan ve 2000 lux Ģiddetinde aydınlatılan iklim odasında geliĢmeye 

bırakılmıĢlardır. 

ġekil 3.7. Besin ortamlarına yerleĢtirilmiĢ sentorya eksplantları. Üstte solda: yatay 

yerleĢtirilen tek boğum eksplantları, Üstte sağda: dikey yerleĢtirilen sürgün ucu 

eksplantları, Altta: Cam kavanozlardaki proliferasyon ortamlarına dikimleri tamamlanmıĢ 

sürgün uçları ve tek boğum eksplantları 

3.2.5. Proliferasyon (Sürgün Çoğaltma) denemeleri 

IBA + BAP kombinasyonları: Ġklim odasında üç hafta süreyle inkübe edilen kültürlerde 

geliĢen sürgünlerden üç haftanın sonunda yeniden tek boğum eksplantları hazırlanarak alt 

kültürlere alınmıĢtır. Tüm besin ortamı bileĢimlerinden gelen sürgünler, iki hafta süreyle 



39 

öncelikle hormonsuz MS ortamında yetiĢtirilmiĢ, ardından dört farklı büyüme düzenleyici 

kombinasyonu içeren MS ortamlarına aktarılmıĢlardır. Bu ortamlardaki büyüme 

düzenleyici içerikleri Ģöyledir: 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP; 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L 

BAP; 1.0 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP; 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP. Tek boğum 

eksplantları ilk 6 hafta süreyle bu ortamlar üzerinde bırakılmıĢ ve oluĢan sürgün sayıları 

belirlenmiĢtir.  

IBA + BAP + GA3 kombinasyonları: Çimlendirilen tohumlardan geliĢen bitkilerden 

hazırlanan tek boğum eksplantları, denemenin ikinci aĢamasında BAP‟nin tek baĢına, GA3 

ile birlikte veya hem IBA hem de GA3 ile birlikte kullanıldığı kombinasyonlarda 

denenmiĢtir. Kullanılan kombinasyonlar Ģu Ģekildedir:  1 mg/L BAP; 1 mg/L BAP + 1 

mg/L GA3; 1 mg/L BAP + 3 mg/L GA3; 3 mg/L BAP + 1 mg/L GA3; 3 mg/L BAP + 3 

mg/L GA3. Tek boğum eksplantları dörder hafta süreyle bu ortamlar üzerinde bırakılmıĢ ve 

oluĢan sürgün sayıları belirlenmiĢtir.  

Mikroçoğaltım aĢamasında, her bir ortamda geliĢen sürgünler, çoğaltım katsayısını 

belirlemek amacıyla aynı bileĢimdeki ortamlara dörder haftalık aralıklarla üç kez daha 

aktarılmıĢ (alt kültüre alınmıĢ) ve her bir alt kültür aĢamasında oluĢan sürgün sayıları 

belirlenmiĢtir.  

3.2.6. Sürgünlerin köklendirilmesi  

Aksillar sürgünler birbirinden ayrıldıktan sonra hormonsuz veya içerisine 0.1 mg/L IBA ya 

da 1.0 mg/L IBA katılmıĢ MS ortamlarında köklendirme aĢamasına alınmıĢtır. 

Köklendirme aĢaması 2. alt kültürden ve 3. alt kültürden çıkan sürgünlerle 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Herhangi bir ortamdan gelen sürgünler üç eĢit sayıya bölünerek her üç 

köklendirme ortamına eĢit sayıda dağıtılmıĢtır. Hem 2. Alt kültürden hem de üçüncü alt 

kültürden toplamda değiĢik proliferasyon ortamlarından gelen 20‟Ģer sürgün üç farklı 

köklendirme ortamında köklendirme aĢamasına alınmıĢtır. ġekil 3.8‟de köklendirme 

aĢamasından bir görüntüye yer verilmiĢtir. Dört hafta sonunda köklenme durumları 

incelenmiĢ ve % olarak hesaplanmıĢtır.  
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ġekil 3.8. Köklendirme aĢamasındaki sentorya sürgünlerine ait bir görünüm 

3.2.7. Bitkilerin dış koşullara alıştırılması 

Hormonsuz veya IBA‟lı ortamlarda köklenen sürgünler tam bir bitkiye dönüĢtükten sonra, 

köklerindeki agarlı besin ortamı yıkanıp temizlenmiĢ ve dıĢ koĢullara alıĢtırılmak üzere 

iklim odasında vermikulit ve torf doldurulmuĢ plastik bardaklara aktarılmıĢtır.  Her iki 

substrat da kullanılmadan önce, bez torbalara doldurulmuĢ Ģekilde 1 saat süreyle 120
o
C‟de 

otoklav içerisinde sterilize edilmiĢtir. Bitkicikler plastik bardaklara doldurulmuĢ ortamlara 

dikildikten hemen sonra steril musluk suyu ile sulanmıĢlar, el pülverizatörü ile üzerleri 

nemlendirilmiĢ ve her bir bitkinin üzeri boĢ bir plastik bardak ile kapatılmıĢtır (ġekil 3.9). 

BoĢ kapların üzerlerine küçük delikler açılmıĢtır. Sentorya bitkileri, ilk günler günde 3-4 

kez, daha sonraki günlerde 1-2 kez su pülverize edilmesiyle nemli tutulmuĢtur. Burada 

yeni yapraklar geliĢtiren ve kök sistemi güçlenen sentorya bitkilerinin üzerindeki kapak 

görevi yapan plastik kabın açık kısımları giderek büyütülmüĢ (ġekil 3.10), yaklaĢık 10 gün 

içerisinde tamamen üzerleri açılmıĢtır. Bitkilerin vermikulit veya torf içeren kaplara 

dikiminden 15 gün sonra, iki substratın 1:1 oranındaki karıĢımını içeren harç doldurulmuĢ 

10 cm çapındaki plastik saksılara aktarma iĢlemi yapılmıĢtır. Bitkilerin sulanmasında, 

ikinci sulamadan itibaren musluk suyu ile hazırlanmıĢ ½ kuvvetinde MS ortamı tuzlarını 

içeren çözelti kullanılmıĢtır. 
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ġekil 3.9. Torf doldurulmuĢ plastik saksılara aktarılmıĢ sentorya bitkilerinin aktarımdan 

hemen sonraki görünümleri 

 

ġekil 3.10. Vermikulit doldurulmuĢ plastik saksılara aktarılmıĢ sentorya bitkileri ve 

aktarma iĢleminden bir hafta sonra üzerindeki kapta açılan büyük delikler 

3.2.8. Verilerin değerlendirilmesi ve istatistiksel analizler 

Bütün denemeler Tesadüf Parselleri Deneme Desenine göre 3 tekrarlı olarak 

yürütülmüĢtür. Çimlendirme, mikroçoğaltım, alt kültür, bitkilerin köklendirilmesi ve dıĢ 

koĢullara alıĢtırılması iĢlemleri iklim odasında gerçekleĢtirilmiĢtir. Farklı çimlendirme 

ortamlarının çimlenme oranı üzerine etkileri, farklı eksplant dikim pozisyonları, hormon 
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kombinasyonlarının sürgün veren eksplant baĢına ortalama sürgün sayıları, geliĢen 

eksplant oranı, sürgün veren eksplant oranı (%) gibi değerler belirlenmiĢtir. GeliĢen 

eksplant oranı, geliĢen eksplant sayısının dikilen eksplant sayısına bölünüp 100 ile 

çarpılmasıyla hesaplanmıĢtır. Çoğaltım katsayısı, mikroçoğaltım aĢamasındaki eksplant 

baĢına ortalama sürgün sayısının, 1., 2., 3. alt kültür aĢamalarındaki eksplant baĢına 

ortalama sürgün sayısı ile çarpılmasıyla hesaplanmıĢtır. Eksplant pozisyonlarının ve 

hormon kombinasyonlarının oluĢan sürgün sayısı üzerindeki etkileri, köklendirme aĢaması 

denemeleri için ise IBA katkısının kök oluĢumu üzerindeki etkilerinin önemi, varyans 

analizleri ile incelenmiĢtir. Varyans analizleri Statistica 7.0 paket programıyla(121) 

yapılmıĢtır. Uygulamalar arasındaki farklılıkların önem kontrolü ise “Duncan Çoklu 

KarĢılaĢtırma Testi” ile ortalamalar arasındaki farklar karĢılaĢtırılarak belirlenmiĢtir(122).  

3.2.9. Kolhisin uygulamaları 

Poliploid bitki oluĢumunu uyarmayı amaçladığımız bitki türü olan Centauera tchihatcheffii 

ile yapılan mikro çoğaltma denemeleri sonucunda elveriĢli bir besin ortamı bileĢimi, 

eksplant tipi ve hatta eksplantın besin ortamına yerleĢtirme pozisyonu belirlenmiĢtir. Buna 

göre in vitro koĢullarda çimlendirilmiĢ Centauera tchihatcheffii tohumlarından geliĢen 

fidelerden tek boğum eksplantları hazırlanarak kolhisin ilave edilmiĢ besin ortamlarına 

yerleĢtirilmiĢtir.  Besin ortamı olarak 1.0 mg/L GA3, %3 sukroz ve %0.6 agar ilave edilmiĢ 

Murashige ve Skoog (1962)(74)  bileĢimi kullanılmıĢtır. Dikime hazırlanan sentorya 

sürgünlerinden tek boğum eksplantları oluĢturularak bunlar besin ortamına yatay konumda 

dikilmiĢlerdir. GeliĢen sürgünlerden oluĢan bitkiler tek tek ayrılarak alt kültürlere alınmıĢ 

ve burada geliĢmeleri sağlanmayı çalıĢılmıĢtır. Ortamlar erlenmayerler içinde 

otoklavlandıktan sonra jel kıvamına gelmeden hemen önce 100 ve 150 mg/l dozunda 

kolhisin çözeltisi filtre sterilizasyonu yönteminden faydalanarak ilave edilmiĢ (ġekil 3.11) 

ve cam kavanozlara 30‟ar ml olacak Ģekilde dağıtılmıĢtır. Kolhisin katılmayan bir miktar 

ortam da kontrol olarak kullanılmıĢtır. Eksplantlar 5, 7 veya 10 gün süreyle bu ortamlarda 

inkübe edilmiĢtir. Her uygulama süresi ve kolhisin dozu kombinasyonunda 20‟Ģer adet tek 

boğum eksplantı olacak Ģekilde dikim yapılmıĢtır. Kolhisinli ortamda bekletme süresi 

tamamlanan doku parçaları, kolhisin içermeyen aynı bileĢimdeki taze ortamlara transfer 

edilmiĢtir. Açıklanan iĢlemlerin yapılıĢı sırasında elde edilen görüntüler ġekil 3.12‟de 

sunulmuĢtur.  
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ġekil 3.11. Otoklavdan çıkmıĢ ve sıcaklığı 70 
o
C civarına düĢmüĢ besin ortamına, aseptik 

koĢullar altında kolhisin çözeltisinin filtre sterilizasyonu yoluyla ilave edilmesi 

 Cam kavanozlarda geliĢmeleri için gözlemleri devam ettirilen sürgünler üç haftada bir taze 

ortamlara alınmıĢlardır. Bitkiye dönüĢen ve normal geliĢme sürdürenler vermikulit içeren 

plastik kaplara aktarılmıĢ ve önceki bölümde açıklanan biçimde dıĢ koĢullara aktarılması 

için gayret edilmiĢtir.  
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ġekil 3.12. Kolhisin uygulama iĢlemlerine ait görünümler: a. Poliploidi uygulamalarında 

kullanılacak materyalin temini için in vitro tohum ekimi ve çimlenmiĢ sentorya bitkiciği, b. 

GeliĢmiĢ ve olgunlaĢmıĢ in vitro sentorya bitkisi, c. In vitro bitkilerden eksplantların 

hazırlanma aĢaması, d. Hazırlanan tek boğum eksplantlarının kolhisinli ortamlara dikimi, e. 

Kolhisin içeren ortamlarda 5, 7 veya 10 gün bekletilen eksplantların süre sonundaki 

görünümleri, f. Uygulama yapılmıĢ eksplantların kolhisin içermeyen ortamlara aktarılmıĢ 

durumu 

  

a b 

c d 

e f 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

Ankara‟nın GölbaĢı çevresinde yetiĢen ve bu lokasyonda endemik olarak bulunan sentorya 

bitkisi (Centauera tchihatcheffii) tohumlarının doku kültürü koĢullarında çimlendirilmesi 

ve bunun ardından steril fidelerden hazırlanan eksplantların kullanıldığı sürgün çoğaltma 

aĢamalarına iliĢkin bulgular bu bölümde verilmiĢtir. Elde edilen in vitro sürgünlerin 

köklendirilmesi ve dıĢ koĢullara adaptasyonu konusunda yapılan deneme sonuçları da 

verilerek tartıĢılmıĢtır.  

4.1. Tohum çimlendirme aşaması 

Yüzeysel sterilizasyon iĢleminden geçirilerek besin ortamlarına dikilen tohumlarla yapılan 

tohum çimlendirme aĢaması uygulamaları toplam beĢ kez gerçekleĢtirilmiĢtir. Bunlardan 

ilk iki dikimde hormonsuz MS ortamı kullanılmıĢtır. Üçüncü dikimde besin ortamına 1 

mg/L gibberellik asit ilavesi yapılmıĢ, bu uygulamanın olumlu etkisi gözlemlenince 

dördüncü ve beĢinci tohum ekimlerinde üç farklı gibberellik asit dozunun çimlenme 

üzerindeki etkileri incelenmiĢtir. Çizelge 4.1‟de, beĢ farklı ekim tarihinde yapılan ve ikiĢer 

hafta ara ile toplamda 8 hafta boyunca çimlenme gözlemleri yapılan denemelerin sonuçları 

bir arada verilmiĢtir.  

2011 yılının Ocak ayında yapılan 1.ekim döneminde, gözlemler yapıldıktan sonra 8 

haftanın sonunda tohumlar hormonsuz MS ortamında toplam %58.40‟lık bir çimlenme 

oranına sahip olmuĢlardır. Bu ekimde enfeksiyon oranı, yapılan tüm uygulamalar 

içerisinde en yüksek miktarda oluĢmuĢ ve ekilen tohumların %18.03‟ü elden çıkmıĢtır. 

Çimlenme oranları, temiz kalan tohum sayısı üzerinden hesaplanmıĢtır. Bundan sonraki 

aĢamalarda daha deneyim kazanılarak, pappusların çıkarılmasında daha etkin ve titiz 

çalıĢma ile enfeksiyon oranı düĢmüĢ, %0-8.33 arasında seyretmiĢtir. ġekil 4.1‟de 

hormonsuz MS ortamında çimlendirilmiĢ sentorya tohumları görülmektedir.  
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Çizelge 4.1. 2011 ve 2012 yılları içerisinde denemelerde kullanılan in vitro bitkilerin elde 

edilmesi için yapılan sentorya tohum ekimlerinden elde edilen tohum çimlenme oranları 

Ekim Tarihi Besin Ortamı Enfeksiyon 

Oranı  

(%) 

Çimlenme Oranı (%) 

2. Hafta 4. Hafta 6. Hafta 8. Hafta 

1.Ekim 

(27.01.2011) 

MS 18.03 39.02  50.08 51.08 58.40 

2. Ekim 

(17.04.2011) 

MS 1.46 26.39 49.44 54.27 56.13 

3. Ekim 

(08.11.2011) 

MS 6.88 20.45 b 

 

43.18 b 

 

49.43 b 55.11 b 

MS+1 mg/L 

GA3 

4.81 48.88 a 

 

84.27 a 

 

84.27 a 

 

87.64 a 

 

4. Ekim 

(11.12.2011) 

MS+1 mg/L 

GA3 

7.81 25.42 a 49.15 a 69.49 a 

 

86.90 a 

MS+2 mg/L 

GA3 

3.17 11.47 c 34.42 b 67.21 b 81.20 b 

MS+3 mg/L 

GA3 

1.59 19.35 b 33.87 b 64.51 c 76.50 c 

5. Ekim 

(17.03.2012) 

 

MS 

 

2.77 20.00 b 43.50 b 62.86 d 64.30 d 

MS+1 mg/L 

GA3 

8.33 54.54 a 61.10 a 72.86 b 83.60 a 

MS+2 mg/L 

GA3 

0 44.44 a 67.80 a 84.85 a 85.20 a 

MS+3 mg/L 

GA3 

8.33 24.24 b 42.9 b 75.00 b 77.20 c 
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ġekil 4.1. Hormonsuz MS ortamında çimlenen sentorya (Centaurea tchihatcheffii) 

Hormonsuz MS ortamının ikinci kez kullanıldığı çimlendirme çalıĢmasında 8 haftanın 

sonunda ulaĢılan çimlenme oranı %56.13 olmuĢtur. %15‟lik ticari sodyumhipoklorit 

çözeltisinde 20 dakika tutulan tohumlarda sorunsuzca kültür yapabilmek mümkün 

olmuĢtur. ÇalıĢmamızda enfeksiyon, sorun yaratan bir faktör olarak ortaya çıkmamıĢtır. Bu 

durumun, tohum materyalinin alınması sırasında ve kurutularak saklanması sırasında 

yapılan iĢlemler ile alakalı olduğu, titiz ve sağlıklı materyalden alınan ve sağlıklı 

koĢullarda kurutularak saklanan tohumlardaki enfeksiyon oranının çok düĢük olacağı ve in 

vitro çimlendirmede sorun çıkartmayacağını söylemek mümkündür.  
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ġekil 4.2. 1 mg/L GA3 içeren ortamlarda çimlenen ve geliĢen sentorya bitkileri 

Aralık 2011‟de yapılan 4. ekimde GA3 dozları denenmiĢtir. 1, 2 veya 3 mg/L GA3 ilave 

edilen ortamlarda sentorya tohumlarının çimlenmeleri incelendiğinde 8 hafta sonunda 

sırasıyla %86.9, 81.2 ve 76.5 oranında çimlenme elde edilmiĢtir.  GA3 dozlarındaki artıĢ, 

çimlenmeyi olumlu etkilememiĢtir. Aynı dozlar Mart 2012‟de bir kere daha ve bu defa 

hormonsuz MS ortamı ile birlikte karĢılaĢtırılarak denenmiĢtir. Bu denemede de en düĢük 

çimlenme oranı hormonsuz MS ortamından elde edilmiĢ (%64.3), 3 mg/L GA3 içeren 

ortamdaki çimlenme oranı bunu takip etmiĢtir (%77.3). 1 mg/L GA3 içeren ortamdaki 

çimlenme oranı (%83.6) ile 2 mg/L GA3 içeren ortamdaki çimlenme oranı (%85.2) 

birbirine çok yakın bulunmuĢ ve aralarındaki farklılık istatistiksel olarak önemsiz 

bulunmuĢtur.  

4.2. Mikro çoğaltım aşaması 

4.2.1. IBA + BAP Kombinasyonları ile yapılan denemeler 

In vitro koĢullarda çimlendirilen ve geliĢme gösteren fidelerden hazırlanan eksplantların 

besin ortamlarına dikilmesi sonucunda elde edilen ilk veriler, eksplantların dikim 
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pozisyonları ile ilgilidir. IBA ve BAP‟nin ikiĢer dozunun kombine edildiği toplam dört 

farklı içeriğe sahip besin ortamında yatay veya dikey olarak besin ortamına yerleĢtirilen 

sentorya tek boğum eksplantlarının geliĢme oranları ve 5 hafta sonundaki gözlem sonuçları 

Çizelge 4.2‟de verilmiĢtir.  

Çizelge 4.2. Tohumlardan geliĢen in vitro fidelerden hazırlanan Eksplantların farklı 

IBA+BAP kombinasyonlarından 5 hafta süre sonunda elde edilen sürgün geliĢme oranları 

ve eksplant baĢına aksillar sürgün sayıları 

IBA+BAP 

Kombinasyonu 

(mg/L) 

Dikim 

Şekli 

Dikilen  

Eksplant 

Sayısı  

(Adet) 

Gelişen 

Eksplant 

Sayısı  

(Adet) 

Sürgün 

Gelişme 

Oranı 

 (%) 

Oluşan 

Toplam 

 Sürgün 

Sayısı  

(Adet) 

Eksplant  

Başına 

Sürgün 

Sayısı 

(Adet) 

0.5+ 0.5 Yatay 36 22 61.11 45 2.05 

 Dikey 18 8 44.44 20 2.50 

0.5+ 1.0 Yatay 36 13 36.11 13 1.00 

 Dikey 22 11 50.00 11 1.00 

1.0+ 0.5 Yatay 36 13 36.11 13 1.00 

 Dikey 24 15 62.50 22 1.47 

1.0+ 1.0 Yatay 36 7 19.44 7 1.00 

 Dikey 24 9 37.50 9 1.00 

IBA ve BAP‟nin birlikte bulunduğu besin ortamlarında eksplantların geliĢerek sürgün 

oluĢturma oranları en az %19.44, en fazla %62.50 olmuĢtur (sırasıyla 1.0 + 1.0/ Yatay  ve 

1.0 + 0.5/ Dikey kombinasyonlarında).  Genel olarak Dikey pozisyonda besin ortamına 

yerleĢtirilen eksplantlarda geliĢme oranı ve/veya eksplant baĢına oluĢan sürgün sayısı daha 

yüksek olmuĢtur. Görsel olarak yapılan tespitlerde de dikey olarak dikimi yapılan 

eksplantların daha hızlı ve gürbüz geliĢtiği izlenimi edinilmiĢtir. Ġlk kez proliferasyon 

ortamlarına alınan eksplantlardan geliĢen sürgün sayıları sadece 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L 

BAP içeren ortamlarda ortalama 2 ve üzerinde bulunmuĢtur. Diğer kombinasyonlarda ise 

ortalama sürgün sayısı 1-1.50 arasında kalmıĢtır. ġekil 4.3‟te, bazı farklı içerikteki besin 

ortamlarına yerleĢtirilen eksplantlardan geliĢen sürgünler gösterilmiĢtir.  
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En yüksek eksplant baĢına sürgün oluĢumu 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP 

kombinasyonuna dikey olarak yerleĢtirilen eksplantlardan elde edilmiĢtir (2.50 

adet/eksplant). Bunu 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP kombinasyonuna yatay olarak 

yerleĢtirilenler takip etmiĢ (2.05 adet/eksplant); diğer ortam bileĢenlerinin bir tanesi hariç 

(1.0 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP: 1.47 adet/eksplant) tümünde sadece dikimi yapılan 

eksplant geliĢerek tek bir sürgüne dönüĢmüĢ fakat aksillar sürgün vermemiĢtir.  

GeliĢen sürgünlerin her birinin, beĢ haftanın sonunda aynı bileĢimlerde hazırlaran toplam 

dört farklı kombinasyona ve yeni hazırlanan taze ortamlara aktarılmasıyla 1. alt kültür 

kurulmuĢtur. ġekil 4.4‟te alt kültüre dikimi yapılmıĢ bir tek boğum eksplantı gösterilmiĢtir. 

Aynı Ģekilde dörder haftalık aralarla 2. ve 3. alt kültürlere aktarım iĢlemleri yapılmıĢtır. Bu 

iĢlemlerin sonucunda elde edilen sonuçları içeren bulgular, Çizelge 4.3‟te verilmiĢtir. 

Çizelgenin incelenmesinde de görüleceği gibi 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP içeren 

ortamlar, en stabil ve tutarlı geliĢmenin ortaya çıktığı kombinasyonu oluĢturmuĢtur. Her bir 

alt kültüre alınan 40‟ar adet tek boğum eksplantından sırasıyla %100, %93 ve %95 adedi 

sürgün oluĢturmuĢ, geri kalanlar ise sadece kendisi geliĢerek canlılığını sürdürme 

eğiliminde olmuĢtur. 
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ġekil 4.3. Proliferasyon ortamına aktarılan eksplantlardan geliĢen sürgünler; a. 0.5 mg/L 

IBA + 1.0 mg/L BAP/Dikey, b. 1.0 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP/Dikey, c. 0.5 mg/L IBA + 

0.5 mg/L BAP/Dikey, d. 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP/Yatay 

En yüksek ortalama sürgün sayısı 1. alt kültürde elde edilmiĢ (5.44±0.45 adet 

sürgün/eksplant), 2 ve 3. alt kültürlerdeki sürgün sayısı bir miktar azalmıĢtır (4.22±0.56 ve 

4.94±0.23 adet sürgün/eksplant). 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP içeren ortamlarda 

eksplant baĢına elde edilen sürgün sayısı bir önceki ortama göre daha yüksek olmuĢtur. 

Hatta bu bileĢim, genel olarak ilk iki alt kültür esas alındığında denemedeki en iyi 

sonuçları vermiĢtir (8.64±0.36 ve 9.04±0.73 adet sürgün/eksplant). ġekil 4.5‟te, 2. alt 

kültürde oluĢmuĢ yüksek sayıdaki aksillar sürgünleri üzerinde bulunduran bir eksplant 

gösterilmiĢtir. Üçüncü alt kültürde ise 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP içeren ortamlarda 

çok fazla sayıda rozet Ģeklinde sürgünler oluĢmuĢ ancak bunların bir kısmı camsılaĢmıĢ ve 

bir kısmı da 0.5 cm‟den küçük olmaları dolayısıyla aktarılmaya müsait bulunmamıĢlardır. 

a b 

c 

d 
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Bu ortamlarda dikimi yapılan tüm eksplantlarda sürgün oluĢumu meydana gelmiĢtir. 1.0 

mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP içeren ortamlar, sürgün vermeye eğilimli olduğu kadar tek bir 

bitki olarak büyümeye de yönelen eksplantlara sahip olmuĢlardır. Üç alt kültürde %10-24 

arasındaki oranlarda tek sürgün ile canlılığını sürdüren ve köklü bitkicikler oluĢturan 

eksplantlar dikkati çekmiĢtir. Bununla birlikte üç alt kültürün ortalaması olarak 2.76 

adet/eksplant aksillar sürgün oluĢumu kaydedilmiĢtir. ġekil 4.6‟da, boğumdaki iki adet yan 

tomurcuğun geliĢmesiyle iki adet sürgün oluĢturmuĢ ve hatta sürgün ucunda çiçek 

tomurcuğu meydana getirmiĢ bir eksplant gösterilmiĢtir. 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP 

içeren ortamlar, denemenin en yetersiz sonuçlarını veren bileĢim olarak belirlenmiĢtir. Ġlk 

alt kültürde sadece 2.74±0.34 adet sürgün/eksplant veren bu ortamlarda çok sayıda 0.5 

cm‟nin altında sürgün farklılaĢması oluĢmaya baĢlamıĢtır. Ġkinci alt kültürde vitrifikasyon 

ve rozetleĢme sorunu çok belirgin olarak ortaya çıkmıĢ ve çoğunlukla değerlendirilmeleri 

mümkün olmayan dokular geliĢmiĢtir (ġekil 4.7). 

 

ġekil 4.4. Alt kültürlerde kullanılan ve birinci alt kültüre henüz aktarılmıĢ tek boğum 

eksplantlarına bir örnek.  
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ġekil 4.5. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP içeren ortamlarda bir eksplant üzerinde 2.alt 

kültürün sonunda oluĢan aksillar sürgünler (0.5 mm‟den küçük olanlar sayıca ortalamalara 

dahil edilmemiĢtir) 

 

ġekil 4.6. 1.0 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP içeren ortam üzerinde geliĢmiĢ bir sentorya 

eksplantı 
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ġekil 4.7. 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP içeren ortamlarda ikinci alt kültürde oluĢan 

camsılaĢmıĢ ve rozetleĢmiĢ eksplantlar  

4.2.2. BAP + GA3 + IBA Kombinasyonları ile yapılan denemeler 

IBA + BAP kombinasyonlarından istenen düzeyde ve kalitede sürgün elde edilmesi 

mümkün olmadığından, yeni denemeler yapılması yoluna gidilmiĢ, sitokinin olarak BAP, 

oksin olarak IBA kullanımının yanında sürgün boylarında uzamayı sağlayacak gibberellik 

asit ilavesi ile yeni bazı kombinasyonlar denenmiĢtir. Çimlendirilerek geliĢmeleri sağlanan 

in vitro fidelerden hazırlanan eksplantlardan 1., 2. ve 3.alt kültürde elde edilen sürgün 

sayıları ve geliĢme oranları çizelge 4.4.‟te verilmiĢtir.  

En yüksek eksplant baĢına sürgün oluĢumu 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L 

GA3 kombinasyonunun 1. alt kültüründe elde edilmiĢtir (10.45 ± 3.73 adet 

sürgün/eksplant) (ġekil 4.8). Bunu yine aynı ortamdaki 3. ve 2. alt kültürler takip etmiĢtir 

(9.88 ± 1.76
 
ve 9.36 ± 2.75 adet sürgün /eksplant). ġekil 4.9‟da bir eksplant üzerinde 2. alt 

kültürde geliĢen aksillar sürgünlerin, 3. alt kültüre alınmadan önce hazırlanmıĢ durumları 

gösterilmiĢtir. En yüksek sayısal değerlerin elde edildiği bu ortama en yakın sonuçları yine 

üç büyüme düzenleyicinin birlikte kullanıldığı diğer kombinasyon olan 1.0 mg/L IBA + 

1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA3 kombinasyonu vermiĢtir (ortalama 7.26 adet 
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sürgün/eksplant). Bir önceki deneme aĢamasında BAP‟in 1.0 mg/L dozunda kullanıldığı 

ortamlarda çok sayıda sürgün taslağının oluĢtuğu, ancak bunların geliĢemeyerek rozet 

formunda kaldıkları belirlenmiĢtir. Bu aĢamadaki ortamlara gibberellik asit ilave edilmesi, 

oluĢan bu sürgünlerin önemli bir kısmının uzamasını ve rozet formundan kurtulmasını 

sağlamıĢ görünmektedir. ġekil 4.10‟da 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA3 

kombinasyonuna sahip ortamda geliĢen 3. alt kültürdeki sentorya sürgünleri gösterilmiĢtir.  

 

ġekil 4.8. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA3 kombinasyonunun 1. alt 

kültüründe elde edilen aksillar sürgünler 
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ġekil 4.9. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA3 kombinasyonunu içeren 

ortamda 2.alt kültürde bir eksplanttan oluĢan ve 3.alt kültüre alınmak üzere hazırlanmıĢ 

aksillar sürgünler 

 

 

ġekil 4.10. 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA3 kombinasyonuna sahip 

ortamda geliĢen 3. alt kültürdeki sentorya sürgünleri 
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BAP‟nin tek baĢına 1 mg/L dozunda kullanıldığı ortamdan elde edilen ortalama sürgün 

sayısı, üçüncü sırada yer almıĢtır (5.80 adet sürgün/eksplant). BAP ile birlikte GA3 

kullanılan ortamlarda ise üç alt kültürde alınan sayısal değerlerin ortalaması olarak 3.18 ile 

4.50 adet sürgün/eksplant elde edilmiĢtir. Bu değerler, bir önceki IBA + BAP 

kombinasyonlarına benzer ve bazılarından da düĢük olduğundan öne çıkan bir özellikte 

bulunmamıĢlardır. Ancak BAP + GA3 kombinasyonlarının olumlu bir özelliği olarak 

vitrifikasyona yatkınlığın çok daha az olması ve rozetleĢme sorununun belirgin olmayıĢı, 

sürgün geliĢmelerinin daha sağlıklı görünmeleri, bu kombinasyonların tek baĢına 

kullanılan IBA + BAP kombinasyonlarına göre daha olumlu bir durum sergilediklerini 

göstermiĢtir. ġekil 4.11‟de 3.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L GA3 kullanılan ortam üzerinde 2.alt 

kültürde geliĢmelerini sürdüren sürgünlerden bu görünüm verilmiĢtir. BAP +  GA3 içeren 

ortamlardaki geliĢmeler, genel olarak fotoğraftaki duruma benzer görünümler 

oluĢturmuĢtur.  

 

ġekil 4.11. 3.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L GA3 ilave edilen MS ortamında 2.alt kültür 

aĢamasındaki sentorya sürgünleri 
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Çizelge 4.3. IBA ve BAP‟nin ikiĢer dozunun kombine edildiği ortam bileĢimlerinde 3 alt 

kültür boyunca belirlenen sürgün veren eksplant oranı, eksplant baĢına toplamda elde 

edilen ortalama sürgün sayıları  
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*Duncan çoklu karĢılaĢtırma testine göre her bir alt kültür için, aynı sütunda farklı harfler ile gösterilen 

ortalamalar arasındaki farklılıklar önemlidir. 
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Çizelge 4.4. IBA + BAP + GA3‟ün kombine edildiği ortam bileĢimlerinde 3 alt kültür 

boyunca belirlenen sürgün veren eksplant oranı, eksplant baĢına toplamda elde edilen 

ortalama sürgün sayıları  

BAP 

(mg/L) 

GA3 

(mg/L) 

IBA 

(mg/L) 

Dikim 

yapılan 

eksplant 

sayısı 

1.alt kültürde 

sürgün 

sayısı/eksplant 

2.alt kültürde 

sürgün 

sayısı/eksplant 

3.alt kültürde 

sürgün 

sayısı/eksplant 

Ortalama 

sürgün 

sayısı/eksplant 

(1.+2.+3. alt 

kültürler/3) 

1 - - 40 5.66 ± 2.33 
bc

 6.32 ± 2.78
b-d

 5.43 ± 2.07 
c
 5.80 

1 1 - 40 4.00 ± 2.83 
bc

 4.97 ± 3.05 
cd

 4.53 ± 2.93 
cd

 4.50 

1 3 - 40 3.18 ± 1.07 
cd

 3.06 ± 2.55
 de

 3.63 ± 1.92 
de

 3.29 

3 1 - 40 2.31 ± 1.96
 d
 3.73 ± 2.36 

d
 3.51 ± 2.54 

de
 3.18 

3 3 - 40 3.13 ± 2.71 
cd

 4.05 ± 2.15 
cd

 2.53 ± 3.12 
e
 3.24 

1 0.5 1 40 6.73 ± 3.42 
b
 7.13 ± 2.81 

bc
 7.91 ± 2.44 

ab
 7.26 

1 0.5 0.5 40 10.45 ± 3.73 
a
 9.36 ± 2.75 

a
 9.88 ± 1.76

 a
 9.90 

 

*Duncan çoklu karĢılaĢtırma testine göre her bir alt kültür için, aynı sütunda farklı harfler ile gösterilen 

ortalamalar arasındaki farklılıklar önemlidir. 

4.3. Köklendirme aşaması 

Mikroçoğaltım aĢamasında oluĢan sürgünlerden bir kısmı, özellikle IBA ve BAP‟nin 

dengede kullanıldığı 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP kombinasyonunda kök oluĢumu da 

meydana getirmiĢtir. Ancak oluĢan kökler, aksillar sürgün veren üzerinde 2-7 adet 

sürgünün bulunduğu kümenin altında yer aldığından bu sürgünlerin birbirinden ayrılması 

esnasında ya bir veya iki tanesi ile birleĢik durumda kalmıĢ, ya da tamamen temizlenerek 

sürgünler tek tek birbirinden ayrılmıĢtır. Dolayısıyla proliferasyon aĢamasında oluĢan 

köklenme olayının pratik olarak bir önemi bulunmadığı gibi arzu edilen bir durum da 

değildir. Sürgün çoğaltımına son verildiği üçüncü alt kültürün sonunda ve bundan bir 

önceki aktarma aĢamasında yani ikinci alt kültürün sonunda tüm ortamlardan elde edilen 

materyal üçe ayrılarak hormonsuz MS, 0.1 mg/L IBA ve 1.0 mg/L IBA ilave edilmiĢ MS 

ortamlarına alındıktan sonra elde edilen köklenme oranları topluca değerlendirilmiĢ ve 

sonuçlar Çizelge 4.5‟te sunulmuĢtur. 
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Çizelge 4.5. Hormonsuz MS veya 0.1 mg/L IBA ilave edilmiĢ MS ortamlarına aktarılan 

sentorya sürgünlerinin köklenme oranları 

Köklendirme ortamı 

 

2. alt kültürden alınan 

sürgünlerde köklenme 

oranı (%) 

3. alt kültürden alınan 

sürgünlerde köklenme 

oranı (%) 

Ortalama köklenme 

oranı (%) 

Hormonsuz MS 

 

75.5 ± 1.2 bA* 65.9 ± 1.5 cB 70.7 

0.1 mg/L IBA katkılı 

MS 

84.7 ± 1.8 aA 78.5 ± 0.9 bB 81.6 

1.0 mg/L IBA katkılı 

MS 

89.2 ± 0.8 aA 83.4 ± 1.4 aB 86.3 

*Duncan çoklu karĢılaĢtırma testine göre aynı sütunda farklı küçük harfler ile gösterilen ortalamalar 

arasındaki farklar önemlidir (p≤0.05); aynı satırda farklı büyük harfler alan uygulamalar arasındaki farklar 

önemlidir (p≤0.05). 

Çizelgeden de izlenebileceği gibi, hormonsuz MS ortamında her iki alt kültürün ortalaması 

esasında değerlendirildiğinde %70.7‟lik bir köklenme oranı elde edilmiĢtir. Bu oran besin 

ortamına 0.1 mg/L IBA ilave edildiğinde %81.6‟ya, 1.0 mg/L IBA eklendiğinde ise 

%86.3‟e çıkmıĢtır. ġekil 4.12‟de hormonsuz veya 0.1 mg/L IBA ilave edilmiĢ ortamlarda 

kök oluĢturan sentorya sürgünleri gösterilmektedir.  

Alt kültürler arasında da köklenme oranı bakımından farklılıklar ortaya çıkmıĢtır. Her iki 

ortam bileĢiminde de ikinci alt kültürden alınan sürgünler, üçüncü alt kültürden alınanlara 

göre daha yüksek bulunmuĢtur. Alt kültüre alma sayısı arttıkça dokularda ortaya çıkan 

camsılaĢma ve doku malformasyonları, köklenme oranının azalmasıyla da uyuĢan bir 

durum olarak görülmeĢtir. Ayrıca dokuların sitokininli ortamlarda kalma süreleri uzadıkça 

içsel sitokinin miktarlarında da artıĢ alması ve bunun da köklenme üzerinde azaltıcı etki 

yapmıĢ olma olasılığı düĢünülmüĢtür. ġekil 4.13‟te 0.1 mg/L IBA içeren ortamlara 3.alt 

kültürden aktarılmıĢ ve köklenme elde edilmiĢ sürgünler bulunmaktadır. Alt kültür sayısı 

arttıkça dokulardaki Ģeffaf ve hiper hidrifiye durum farkedilmektedir.  
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ġekil 4.12. KöklenmiĢ sentorya bitkileri a. Hormonsuz MS ortamına 2.alt kültürden 

aktarılan bir sentorya sürgününden oluĢan kökler ve aynı zamanda geliĢmeye devam eden 

sürgün oluĢumu; b. 0.1 mg/L IBA içeren MS ortamına 2.alt kültürden aktarılan bir sentorya 

sürgününden oluĢan kökler ve aynı zamanda geliĢen sürgün oluĢumu 

 

ġekil 4.13. 0.1 mg/L IBA içeren MS ortamlarına 3.alt kültürden aktarılan sürgünlerde 

köklenme ve ayrıca yapraklardaki camsılaĢma eğilimi 

a b 
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ġekil 4.14. 1.0 mg/L IBA içeren besin ortamında meydana gelen köklenmelere örnekler; a, 

c ve d. 3.alt kültürden aktarılan sürgünlerde meydana gelen köklenmeler, b 2.alt kültürden 

aktarılan bir sürgünde meydana gelne köklenme 

IBA‟nın 1.0 mg/L dozunda kullanılmasıyla, köklenme oranı üçüncü alt kültürde diğer iki 

ortam bileĢimine göre en yüksek oranda bulunmuĢtur. Hormonsuz MS ortamında 3. Alt 

kültürden gelen sürgünler %65.9 oranında köklenmeye sahip olduğu halde, bu oran 0.1 

mg/L IBA kullanıldığında %78.5‟e yükselmiĢ; 1.0 mg/L IBA katkısı yapıldığında ise 

%83.4 oranında köklenme elde edilmiĢtir. Ancak oran artıĢının her zaman kalite ile paralel 

seyretmediği gözlemlenmiĢtir. Köklenme meydana gelmiĢ olsa da ikinci alt kültürden 

gelen sürgünlerden geliĢen bitkiler görünüm olarak daha sağlıklı ve geliĢmeleri de daha 

hızlı olmuĢtur. 1.0 mg/L IBA içeren ortamlardaki sürgünlerin boyları genel olarak diğer iki 

a b 

c d 
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ortam bileĢimine nazaran daha kısa olduğu gibi camsılaĢma ve dokularda fizyolojik 

olumsuzluklar daha fazla ortaya çıkmıĢ görünmektedir (ġekil 4.14).  

Köklenme  aĢamasında tüplere tek tek sürgünler olarak dikim yapıldığı halde, bu aĢamada 

sürgün olĢumunun devam ettiği görülmüĢtür. Bu durum bitkinin doğada da yayılarak 

toprağın üzerini kaplayan ve aksillar sürgün vermeye çok yatkın yapısı nedeniyle ortaya 

çıkmıĢ olabilir. Bunun yanı sıra, özellikle hormonsuz MS ortamındaki sürgünlerde yaygın 

olarak ve neredeyse %90‟a yaklaĢan oranlarda sürgün uçlarında çiçek tomurcuğu meydana 

gelmiĢ (ġekil 4.15) ve hatta bazı bitkiler in vitro koĢullarda çiçeklenmiĢtir (ġekil 4.16). Bu 

durum, tek yıllık bir bitki olan sentoryanın, uygun sıcaklık koĢullarını bulduğunda 

sorunsuzca çiçeklenebildiğini gösteren bir iĢaret olmuĢtur. Ancak aynı zamanda 

yaĢlanmaya da eğilimli olması dolayısıyla in vitro koĢullarda çok fazla bırakılmaya ve tüp 

içerisinde fazlaca zaman geçirmeye uygun bir tür olmadığı izlenimi edinilmiĢtir.  

4.4. Bitkiciklerin Dış Koşullara Alıştırılması 

Köklü fideler, steril hale getirilmiĢ vermikulit içeren plastik saksılara yani ex vitro 

koĢullara alınarak geliĢmeleri izlenmiĢtir. Torf ve vermikulit ortamlara aktarılan toplam 

30‟ar adet köklü bitkicikten vermikulit ortamındakiler %97 oranında dıĢ koĢullara uyum 

sağlayıp geliĢmelerini sürdürmüĢ; bu oran torf ortamına aktarılanlarda %84 olmuĢtur. Torf 

ortamındaki bitki kaybı, esas olarak fungal etmen geliĢimi nedeniyle kök boğazından 

çürüme Ģeklinde meydana gelmiĢtir. Ġki ortam arasındaki doğal farklılığı izleyebilmek 

amacıyla herhangi bir preparat uygulanmamıĢtır. Bitkilerin geliĢimine iliĢkin bazı 

görüntüler ġekil 4.17‟de verilmiĢtir.  
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ġekil 4.15. Hormonsuz MS ortamı üzerinde köklenmeye alınan sürgünler üzerinde çiçek 

tomurcuklarının oluĢumu 
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ġekil 4.16. In vitro koĢullarda açmıĢ bir sentorya çiçeği 

 

ġekil 4.17. Bitkilerin geliĢimine iliĢkin bazı görüntüler. Üst sıradakiler: Torf ortamına yeni 

aktarılmıĢ (en solda), aktarmadan on gün sonraki (ortada ve en sağda) sentorya bitkileri; 

Alt sıradakiler: Vermikulit ortamına yeni aktarılmıĢ (en solda), aktarmadan on gün sonraki 

(ortada ve en sağda) sentorya bitkileri 
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4.5. Kolhisin Uygulamalarının Yaşama ve Gelişimi Oranları Üzerine Etkisi 

100 ve 150 mg/L kolhisin ilave edilen ve ilavesiz ortamlarda geliĢmelerine devam eden 

eksplant sayıları Çizelge 4.6‟da verilmiĢtir. Kolhisin uygulamalarından sonra taze 

ortamlara aktarılan ve burada geliĢmeleri izlenen eskplantların, uygulama sonrasındaki 

günlerde özellikle yüksek doz ve uzun süre uygulamalarında renklerinin koyulaĢarak 

kahverengine döndüğü ve hiçbir canlılık iĢareti göstermedikleri görülmüĢtür. Ancak 

uygulamadan yaklaĢık üç hafta sonra canlılıklarını yitirdi gözüyle bakılan eksplantlardan 

en az %60 civarında bir farklılaĢma meydana gelmiĢ, bunlardan bir kısmı geliĢerek sürgün 

vermiĢ; ancak bir kısmı sadece hafifçe yeĢillenmiĢ veya kallus + sürgün karıĢımı hiper 

hidrifiye yapılar oluĢmuĢtur. DeğiĢik kolhisin uygulamalarından geliĢen sürgünlere 

örnekler ġekil 4.18‟de verilmiĢtir. ġekil 4.19‟da ise geliĢmelerine devam eden sürgünlerin 

görüntüsü gösterilmiĢtir. ġekil 4.20‟de, yaĢama belirtisi gösteren ancak sürgün geliĢimi 

sağlanamayan eksplantlara örnekler verilmiĢtir.  

 

ġekil 4.18. Kolhisin uygulamalarından geliĢen sürgünler: a-d. 5 gün süreyle 100 mg/L 

kolhisin içeren ortamlarda bekletildikten sonra geliĢen sürgünler, e. 7 gün süreyle 150 

mg/L kolhisin içeren ortamda bekletildikten sonra geliĢen sürgün, f. 10 gün süreyle 100 

mg/L kolhisin içeren ortamda bekletildikten sonra geliĢen sürgün 
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ġekil 4.19. GeliĢmelerine devam eden sürgünler: a. Kontrol ortamında geliĢen sürgünler, b 

ve c. 100 mg/L kolhisin + 5 gün uygulamasından gelen sürgünler 

 

ġekil 4.20. YaĢama belirtisi gösteren ancak sürgün geliĢimi sağlanamayan eksplantlar: a-c. 

150 mg/L kolhisin içeren ortamlarda yaĢayan, ancak daha sonra geliĢmesini 

sürdüremeyerek deforme olan sürgünlere örnekler, 100 mg/L kolhisin +  10 gün 

uygulamasından elde edilen sürgünlerin geliĢme durumları, e. 150 mg/L kolhisin + 5 gün 

uygulamasından elde edilen sürgünlerden bazılarının görünümü  
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Kolhisin uygulamalarından sonra herhangi bir Ģekilde canlılık göstergesine sahip olan 

eksplantlar „yaĢayan eksplant‟ olarak değerlendirilmiĢ ve yaĢama oranının (%) 

belirlenmesinde değerlendirilmiĢ; sürgün oluĢturarak geliĢmesine devam eden 

eksplantların sayıları da geliĢme oranının (%) belirlenmesinde kullanılmıĢtır. Buna göre 

elde edilen yaĢama ve geliĢme oranları yaĢamaya devam eden normal görünümle in vitro 

bitki sayıları Çizelge 4.6‟da yer almaktadır.  

Çizelge 4.6. Kolhisin uygulamaları sonrasında eksplantların yaĢama oranı, in vitro 

koĢullarda sürgün oluĢturarak geliĢen eksplantların oranı ve serada geliĢmesine devam 

eden bitki sayısı 

Centaurea tchihatcheffii Yaşama oranı 

(in vitro) (%) 

Gelişme oranı 

(in vitro) (%) 

In vitro koşullarda 

gelişmesini sürdüren 

sağlıklı bitki sayısı 

Tek boğum 

eksplantları 

100 mg/l 5 gün 80 b 45 b 14 

7 gün 100 a 50 b 6 

10 gün 75 bc 35 c 3 

150 mg/l 5 gün 60 c 40 bc 2 

7 gün 65 c 35 c 1 

10 gün 40 d 20 cd 0 

Kontrol 100 a 90 a 38 

Çizelgenin incelenmesinden de görüleceği gibi genellikle yaĢama oranları, geliĢme 

oranlarından daha yüksek bulunmuĢtur. Kolhisin uygulamaları sonrasında taze ortamlara 

alınan tek boğum eksplantlarının büyük çoğunluğu yaĢamasını en az iki ay boyunca 

sürdürmüĢtür. Ancak yaĢayan tüm eksplantlardan yeni sürgünlerin geliĢmesi ve bitkiye 

dönüĢüm sağlanamamıĢtır. YaĢayan eksplantlardan bir bölümü sert dokulu bir kallus 

oluĢturarak veya gittikçe nekroze olarak geliĢme göstermeksizin öylece kalmıĢtır. 100 

mg/L kolhisinli ortamda 7 gün bekletilen uygulamada kontrolle aynı düzeyde yaĢama oranı 

elde edilmiĢtir (%100). Ancak eksplantın herhangi bir noktasındaki yeĢerme veya kallus 

oluĢumu yaĢama oranı kapsamında değerlendirildiğinden bu iki uygulama grubunun aynı 

istatistiksel birlikteliğe sahip olduğu düĢünülmüĢtür. GeliĢme oranları, daha gerçekçi ve 

bitki oluĢumuna yönelik bilgileri yansıtmaktadır. Nitekim geliĢme oranları bakımından en 
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yüksek değer kontrol grubundan elde edilmiĢ, kolhisin uygulamalarının tümü kontrollere 

göre daha düĢük oranlarda geliĢme gösterebilmiĢtir. 

Kontrol grubundaki eksplantlar %90 oranında geliĢme göstermiĢtir. Dikilen eksplant sayısı 

esas alınarak hesaplanan geliĢme oranları bakımından 100 mg/l kolhisin dozu 5 veya 7 gün 

süreyle uygulanması halinde kontrolden sonraki en yüksek geliĢme oranlarını vermiĢ ve 

istatistiksel olarak aynı önemsiz farklılığa sahip grup içerisinde kalmıĢtır (%50-45). 

Kolhisin içeren ortamda tutma süresi arttıkça, geliĢme miktarında azalma ortaya çıkmıĢtır. 

Genel bir değerlendirmeyle 10 gün süreyle kolhisin içeren ortamda bekletilen eksplantların 

tümünün her iki uygulama dozunda da en düĢük geliĢme oranlarına sahip olduklarına 

söylemek mümkündür. Bu durumda eksplantlardan bitki elde etme kriteri esas alındığında 

10 gün süreyle in vitro kolhisin uygulaması yapılmaması gerektiği söylenebilir. 150 mg/L 

kolhisin dozu da hem yaĢama, hem de geliĢme oranı üzerinde olumsuz etki yapmıĢtır. 

Ayrıca bu uygulamalardan gelen dokuların Ģekilsiz, bazal kısımlarında kallus içeren 

dokular olduğu gözlemlenmiĢtir.  
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Sentorya bitkisinin tohumlarının in vitro koĢullarda çimlendirilmesi çalıĢmalarında 

tohumların pappus kısımlarının temizlenerek uzaklaĢtırılması faydalı bulunmuĢtur. 

Böylelikle enfeksiyon oranı tüm ekimlerde sadece % 0-8.33 arasında seyretmiĢtir. Sentorya 

bitkisinin tohumları ex situ çimlendirmeye tabi tutulduğunda sorunlarla karĢılaĢılmaktadır. 

Bununla ilgili detaylı araĢtırmalar yapan Günöz (2008), 2005 ve 2006 yıllarında doğadan 

toplanan tohumlarda çimlenmeyi uyarıcı etkilerini belirlemek amacıyla suda bekletme (12 

ve 24 saat), GA3 çözeltisinde bekletme (10 ppm ve 100 ppm) ve katlama (3, 4 ve 5 ay süre 

ile) uygulamaları gerçekleĢtirmiĢtir(9). Suda ve GA3 çözeltisinde bekletme uygulamalarına 

tabii tutulan tohumların petrilerde 25  2 
0
C etüv sıcaklığında bekletilmeleri sonucunda 

elde edilen çimlenme oranları incelendiğinde her iki yılda da en yüksek tohum çimlenme 

oranının 100 ppm GA3 çözeltisinde 24 saat bekletilen tohumlarda belirlendiği (2005 

yılında % 38.33; 2006 yılında % 43.33) görülmüĢtür. 24 saat suda (2005 yılında % 31.67; 

2006 yılında % 35.00) ve 10 ppm GA3 çözeltisinde (2005 yılında % 31,67; 2006 yılında % 

28.33) bekletilen tohumlardaki çimlenme oranları da yüksek bulunmuĢtur. Her iki yılda da 

yüzey sterilizasyonu dıĢında hiç bir uygulama yapılmamıĢ olan tohumlardaki çimlenme 

oranları en düĢük düzeylerde (sırasıyla % 11,67 ve % 18,33) olmuĢtur. Buradan elde edilen 

sonuçlar ile bizim çalıĢmamızda in vitro koĢullarda hormonsuz MS ortamı kullanılarak 

yapılan çimlendirme denemeleri karĢılaĢtırıldığında, in vitro çimlendirmenin çok olumlu 

etki yaptığını söylemek mümkün görünmektedir. 

Hormonsuz MS ortamının ikinci kez kullanıldığı çimlendirme çalıĢmasında 8 haftanın 

sonunda ulaĢılan çimlenme oranı %56.13 olmuĢtur. Centaurea tchihatcheffii‟nin doğada 

tohumları ile çoğaldığı, ancak tohumlar klasik yöntemlerle çimlenmeye alındığında, temel 

istekler yerine getirildiği halde sonucun olumsuz olduğu belirlenmiĢtir. Centaurea 

tchihatcheffii‟yi in vitro koĢullarda çimlendirmek ve buradan sürgün çoğaltımı yapmak 

amacıyla önceki yıllarda çalıĢan Özel (2002), çalıĢmasında enfeksiyon probleminin çok 

yaygın olarak görüldüğünü, bir seri yüzeysel sterilizasyon denemeleri kurduğunu, ancak 

sorunsuzca olgun tohumların çimlendirilmesi aĢamasının gerçekleĢtirilemediğini 

belirtmektedir(30). AraĢtırıcı temiz kültür elde edilmesinde en iyi sonuçların %50 çamaĢır 

suyunda 10 dakika veya %60‟lık çamaĢır suyu çözeltisini de 10, 20 ve 30 dakika 

uygulamalarında elde edildiğini bildirmektedir. Bununla birlikte bu uygulamalardan gelen 

kültürlerde, 13 gün + 4 Cº de bırakılan ve karanlık inkübatörde 18 Cº de bekletilen toplam 
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250 adet tohumdan yalnızca 1 tanesi 150 gün sonra in vitro koĢullarda çimlendiği, oluĢan 

bitkinin kök geliĢiminin de anormal olduğu kaydedilmiĢtir. BulaĢma kontrol altına alınmıĢ 

olmakla birlikte yüksek dozda sterilizant madde kullanımının canlı materyali olumsuz 

etkilediği ve çimlenmenin bu yüzde engellediği düĢüncesi paylaĢılmıĢtır. Bu nedenle 

çalıĢmalarında olgunlaĢmamıĢ tohumlara veya yeĢil eksplantlara yönelen araĢtırıcı, bitkinin 

tohumdan zor çimlendiğini ifade etmektedir(30). Bizim çalıĢmamızda ise %15‟lik ticari 

sodyumhipoklorit çözeltisinde 20 dakika tutulan tohumlarda sorunsuzca kültür yapabilmek 

mümkün olmuĢtur. ÇalıĢmamızda enfeksiyon, sorun yaratan bir faktör olarak ortaya 

çıkmamıĢtır. Bu durumun, tohum materyalinin alınması sırasında ve kurutularak 

saklanması sırasında yapılan iĢlemler ile alakalı olduğu, titiz ve sağlıklı materyalden alınan 

ve sağlıklı koĢullarda kurutularak saklanan tohumlardaki enfeksiyon oranının çok düĢük 

olacağı ve in vitro çimlendirmede sorun çıkartmayacağını söylemek mümkündür. 

Hormonsuz MS ortamında çimlenme oranının %60‟a yakın olması, önceki yapılan 

çalıĢmalara göre çok olumlu bir sonuç olmakla birlikte, bu oranı artırmanın mümkün 

olabileceği düĢünülmüĢ ve devam eden denemeler kurulmuĢtur.  

Sentorya tohumlarında dormansi ile ilgili çalıĢmalar sınırlı sayıda olmakla birlikte, soğukta 

katlama veya gibberellik asit ile yapılan uygulamaların olumlu etkileri(9,30,52), doku 

kültürü ortamına GA3 katkısının çimlenmeyi teĢvik edebileceğini iĢaret etmiĢtir. Nitekim 

denemenin 3. ekim aĢamasında Kasım 2011‟de yapılan uygulamada, hormonsuz MS 

ortamının yanında bir de içerisine 1 mg/L GA3 ilave edilmiĢ ortamlar paralel olarak 

denenmiĢtir. GA3‟ün sentorya tohumlarının çimlenmesi üzerindeki etkisi çok yüksek 

düzeyde olmuĢtur. 8 haftanın sonunda kontrol ortamlarında %55.11 olarak belirlenen 

çimlenme oranı, GA3 ilave edilen ortamlarda %87.64 olmuĢtur. ġekil 4.2‟de üçüncü 

denemede GA3 ilave edilen ortamlardan elde edilen sentorya fidelerinden örnekler 

gösterilmiĢtir. Bu sonuç, gerçekten de sentorya tohumlarında içsel bir embriyo 

dinlenmesinin olduğunu ve bunun GA3 sayesinde kırılabileceğini göstermiĢtir. Nitekim 

Günöz (2008) tarafından yapılan çalıĢmada da 2005 yılındaki en yüksek tohum çimlenme 

oranları sırasıyla 100 ppm GA3 (%31,11), 10 ppm GA3 (%25,00) çözeltilerinde ve 24 saat 

suda (%18,33) bekletme uygulamalarından elde edildiği, bu sıralamanın 2006 yılı için de 

aynı (sırasıyla %35,00, %30,56 ve %29,44) olduğu belirtilmektedir(9). Bunun yanında 

katlama uygulamalarının da çok etkin olduğu en yüksek tohum çimlenme oranlarının (% 

58,89) 5 ay katlanan tohumlarda belirlendiği, bunu 4 ay katlanan (% 42,78) ve 100 ppm 

GA3 çözeltisinde bekletilen (% 35,00) tohumların izlediği rapor edilmiĢtir.  Çakırlar vd. 
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(2005), 9 ay süreyle bekletildikten sonra ekimi yapılan tohumlarda çimlenme oranının %90 

olduğunu ve tohumlarda mutlak bir dormansinin bulunduğundan söz etmektedirler(52). 

Bizim çalıĢmamızda da gibberellik asit ilavesiyle çimlenme oranındaki iki kata yakın bir 

orandaki artıĢ, tohum canlılığında bir sorun olmadığı fakat dormansi nedeniyle çimlenme 

oranının düĢük olduğunu iĢaret etmektedir. 

GA3 dozlarındaki artıĢın çimlenmeyi olumsuz etkilediği yönünde bir çalıĢma, orkidelerde 

mevcuttur. Miyoshi and Mii (1995), Calanthe discolor orkide türünde çimlenme oranını 

artırmak amacıyla 0, 10, 100 ve 1000 mg/l GA3 solüsyonunda bir gün boyunca daldırma 

yapıp tohumları bu iĢlemin ardından kültüre almıĢlar veya besin ortamına 1 ya da 10 mg/l 

GA3 ilave etmiĢlerdir. 10 ve 100 mg/l GA3‟te daldırma uygulaması olumlu etki yapmamıĢ, 

tam tersine engelleyici etki yapmıĢtır. 1000 mg/l GA3‟te daldırma ise çok ciddi engelleyici 

etki yapmıĢtır(123).  ÇalıĢmamızda 4 ve 5. ekimlerde bu iki uygulamaların birbirine yakın 

sonuçlar vermesi fakat birinde istatistiksel olarak farklı gruplarda, diğerinde aynı grupta 

yer almalarının nedeninin materyaldeki sayısal farklılıklar olabileceği öngörülmüĢtür. 

Daha yüksek sayılarla yapılacak tohum ekimlerinde bu iki uygulamanın birbirinden daha 

net bir biçimde ayrılabileceği düĢünülmektedir. Sonuç olarak dozun yükseltilmesinin 

çimlenmeyi daha fazla artırmayacağı ve %85 civarındaki çimlenme oranının in vitro 

koĢullarda olgun sentorya çimlenmesinde elde edilebilecek iyi bir çimlenme olduğu 

yönünde görüĢ oluĢmuĢtur.  

Tohum dormansisi, tarımsal öneme sahip bitkiler için istenmeyen bir özellik olmakla 

birlikte hem kültür bitkileri hem de yabani ve endemik bitkiler için bir dereceye kadar 

avantaj sağlayan bir olay olarak dikkate alınmaktadır. Tohum dormansisi ile tohumların en 

uygun çevresel koĢulların hakim olduğu bir dönemde çimlenmeleri sağlanır. Bireysel 

farklılıklara bağlı olarak, bir populasyondaki tohumların dormansiden çıkması için gereken 

uyarının eĢik değeri de farklı olabilmektedir. Böylece aynı populasyondaki tohumlar, farklı 

zamanlarda dormansiden çıkarak çimlenmeye baĢlarlar. Bu strateji, dormansiden çıkan bir 

grup tohumun çimlenmesiyle oluĢan genç bitkilerin, çevresel koĢullarda meydana 

gelebilecek olumsuz değiĢimler sonucunda yok olmasına rağmen, diğer tohumların daha 

sonra çimlenmesiyle türün sağlıklı bir Ģekilde yayılımını ve devamını sağlar. Bu durumun 

en güzel örneği olarak, Asteraceae familyasında gözlenen tohum dimorfizmi 

gösterilmektedir(53,124,125). Tohumun dormansiden çıkması için belli bir sürenin 

geçmesi gerekmektedir, bu süre içerisinde muhtemelen embriyo geliĢimi 
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tamamlanmaktadır. Özellikle dinlenme gereksinimi gösteren tohumlarda, embriyonun 

dinlenme ihtiyacının karĢılanabilmesi için nemli ortamda katlama uygulamaları en çok 

kullanılan ve en iyi sonucu veren uygulama olarak önerilmektedir(126). Nitekim Günöz 

(2008) tarafından yapılan uygulamalarda da, özellikle 5 ay süre ile katlama ortamında 

tutulan tohumlardaki çimlenme oranları, diğer uygulamalara göre daha yüksek 

bulunmuĢtur(9).  

Gibberellinlerin tohum çimlenmesini teĢvik eden bir özellik taĢıyan, bitki tarafından da 

sentezlenen doğal bir hormon oluğu bilinmektedir(127-129). DıĢsal GA3 uygulamaları 

tohumlardaki α–amilaz ve diğer hidrolitik enzimleri, bunların yanı sıra büyüme ve geliĢme 

için gerekli olan proteinlerin sentezlerini artırarak çimlenmeyi olumlu 

etkilemektedir(130,131). Tohum çimlenmesi sırasında embriyoda sentezlenen hormon olan 

GA3, çimlenme olayının baĢlayabilmesi için α–amilaz enziminin sentezini ve aktivitesini 

artırmakta ve böylece endospermdeki niĢastayı Ģekere dönüĢtüren bu enzimin etkinliğini 

artırmaktadır. Endospermdeki besin depolarının embriyo tarafından kullanılabilmesi, bu 

enerjinin kullanılabilir forma dönüĢtürülmesini gerektirmektedir(132,133). Tohumda 

dormansinin en etkin oluĢturucusu ABA engelleyici hormonunun etkisini ortadan 

kaldırarak çimlenmeyi uyardığı da gibberellinler hakkında uzun yıllardan beri bilinen bir 

mekanizmadır(128-130,134,135). Çevresel streslerin de yarattığı olumsuz etkileri telafi 

etmek amacıyla olumlu kullanımları olan gibberellinler, embriyo çıkıĢlarında destek 

sağlamaktadır. Nitekim Yalçın (2010) tarafından tuz stresi altındaki Silene salsuginea Hub. 

- Mor. bitkisinin tohumlarının çimlenmeleri üzerine gibberellik asit ve indol -3- asetik asit 

ön uygulamalarının tuz stresinin olumsuz etkilerini azaltıcı özelliklerini tespit etmek için 

yapılan araĢtırmada da 50 ve 100 ppm içeren çözeltide tohumları bekletme uygulaması 

çimlenmeye olumlu etki yapmıĢ, aynı zamanda tuz stresini de azaltıcı etkide 

bulunmuĢtur(134). Bizim çalıĢmamızda da GA3‟ün dormansinin ortadan kaldırılmasında 

etkin bir hormon olduğu ancak kullanım dozunun artmasının çimlenmeyi olumsuz 

etkileyebilecek bir faktör olabileceği de gözlemlenmiĢtir.  

En yüksek ortalama sürgün sayısı 1.alt kültürde elde edilmiĢ (5.44±0.45 adet 

sürgün/eksplant), 2 ve 3.alt kültürlerdeki sürgün sayısı bir miktar azalmıĢtır (4.22±0.56 ve 

4.94±0.23 adet sürgün/eksplant). 1.0 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP içeren ortamlar, sürgün 

vermeye eğilimli olduğu kadar tek bir bitki olarak büyümeye de yönelen eksplantlara sahip 

olmuĢlardır. IBA + BAP kombinasyonları, mikroçoğaltım çalıĢmalarında sıkça 
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kullanılmaktadır. Bizim çalıĢmamızda kullanılan doz aralıkları da daha önce bazı üzümsü 

meyvelerde, tarhun(136) ve nanede(120) olumlu sonuçlar veren ve özellikle öne çıkan 0.5 

mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP kombinasyonu, bu türde de nisbeten olumlu sonuç vermiĢtir. 

Ancak oluĢan sürgün sayısı, mikroçoğaltım çalıĢmaları için çok yeterli gelmediği gibi 

sürgün boylarındaki kısa yapı, dozlarda artıĢ olduğunda camsılaĢma ve rozetleĢme 

sorunlar, tatmin edici sonuçlar alınmasını engellemiĢtir.  

Bitkisel dokulardan organ rejenerasyonunda sitokinin ve oksin grubu büyüme 

düzenleyiciler önemli düzeyde etki etmektedir. Bunların cins ve dozları önemli rol 

oynamaktadır. Sitokinin/oksin oranının yüksek olması sürgün oluĢumunu, oksin/sitokinin 

oranının yüksek olması ise kök oluĢumunu teĢvik ettiği halde, bu oranların eĢit olması 

kallus oluĢumu veya bitkinin doğal geliĢim seyrinde hareket etmesine neden 

olmaktadır(71,137). BAP, mikroçoğaltımda çok kullanılan ve olumlu sonuçlar verdiği 

bilinen bir sitokinindir. Genel olarak 0.5-2.0 mg/L dozları arasında kullanımı yaygındır. 

Yüksek dozlarda aksillar sürgün sayısının artacağı öngörülmektedir. IAA, bitkilerdeki 

doğal oksin olmasına rağmen stabilitesinin düĢük olması nedeniyle çalıĢmalarda daha 

ziyade IBA veya NAA tercih edilmektedir. Bunların da sürgün çoğaltım çalıĢmalarında 

kullanım dozları genellikle 0.1-10.0 mg/L arasındadır(71,138,139). Doku kültürü 

çalıĢmalarında kullanılan büyüme düzenleyicilerin cinsi ve dozu, amaca göre değiĢmekte, 

mikroçoğaltım çalıĢmalarında genellikle yüksek sitokinin/düĢük oksin dozları aksillar 

sürgün oluĢumunda olumlu sonuçlar verebilmektedir. Sitokinin bazen tek baĢına 

kullanıldığında da yeterli olabilmektedir(72,140).  

Bizim çalıĢmamızda da BAP‟nin 1 mg/L kullanıldığı ortamlarda sürgün tomurcuğu çok 

fazla sayıda oluĢmuĢ, ancak bunlar çok küçük olduklarından rozetleĢme eğilimi ortaya 

çıkmıĢtır. Buna karĢılık daha düĢük oranda da olsa stabil ve sağlıklı sürgün geliĢimi 0.5 

mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP içeren ortamlardan elde edilmiĢtir. Nitekim Karakullukçu vd 

(1992) de ahududu bitkisinin mikroçoğaltımı için aynı dozlardaki IBA ve BAP katkısını 

önermiĢlerdir(139). Tek baĢına BAP kullanımının sürgün oluĢumunda yeterli olabileceği, 

Cellarova (1992)(141) ve Ellialtıoğlu vd (1998)(142) tarafından Mentha sp. türü için ifade 

edilmiĢ, 2 mg/L BAP kullanımı, yüksek oranda aksillar sürgün oluĢumunu teĢvik etmiĢtir. 

Bizim çalıĢmamızdaki 1 mg/L‟lik BAP‟nin tek baĢına kullanıldığı ortam da hem sürgün 

sayısı hem de kalitesi bakımından umutvar sonuçlar vermiĢtir.  
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GA3‟ün besin ortamlarına ilave edilmesi ve büyüme düzenleyici kombinasyonu içerisinde 

yer almasına iliĢkin bir çalıĢma olan Prasad vd. (2004) tarafından Cryptolepis 

buchanani‟nin in vitro çoğaltımı üzerinde yapılan çalıĢmada; sürgün ucu ve tek boğum 

eksplantları 2 mg/L BAP+ 0.1 mg/L kinetin + 0.05 mg/l NAA ve 0.05 mg/L GA3 içeren 

ortamlarda kültüre alınmıĢtır. Bu ortamda bitki en yüksek aksillar sürgün oluĢumunu 

(%60) sergilemiĢtir(143).   

Sentorya bitkisinin alt kültürlerinde sürgünlerde meydana gelen vitrifikasyonu ve rozet 

oluĢumunu engelleyebilmek amacıyla besin ortamına GA3 ilave edilmesi olumlu etki 

yapmıĢtır. Bu sayede rozet oluĢumu azalmıĢ ve değerlendirilebilir sürgün sayısı artmıĢtır. 

Vitrifikasyon (camsılaĢma), bünyeye aĢırı su alma ve zayıf lignifikasyon sonucunda ortaya 

çıkan deformasyon olarak tanımlanabilmektedir(144,145), BAP tarafından Origanum 

vulgare‟nin doku kültüründe vitrifikasyonun indüklendiğini kaydetmiĢ, bunu önlemek 

amacıyla bazı protein hidralizatlar, maya ekstraktları, kazein gibi maddelerin etkilerini 

incelemiĢlerdir. Bu durumun fizyolojik bir sorun olmasından bahseden araĢtırıcılar, 

çalıĢmalarında balık protein hidrolizadlarının bir miktar önleyici etki yaptığını rapor 

etmiĢlerdir.  

ÇalıĢmamızda vitrifikasyon, BAP‟nin 1.0 mg/L dozda kullanıldığı ortamlarda ortaya 

çıkmıĢtır. Nitekim Gaspar (1991)(146), Paques (1991)(147), Arrebola ve Socorro 

(1997)(148), Pierik (1997)(144,149)
 
de ortamdaki sitokinin varlığı ve dozunun sürgünlerde 

vitrifikasyona neden olabileceğini bildirmiĢlerdir. Hücre blünmesinin aĢırı uyarılması 

sonucunda yüksek dozlardaki sitokinin, camsılaĢmaya neden olabilmektedir(149). Nitekim 

Özel (2002) tarafından Centauera tchihatcheffii bitkisinin in vitro koĢullarda çoğaltılması 

üzerinde yapılan çalıĢmada 0.5 mg/L BAP‟ın tek baĢına veya 0.01 mg/L CPA ile birlikte 

kullanıldığı ortamlarda %100 oranında, 0.01 mg/L IAA ile birlikte kullanıldığı ortamlarda 

%83.3 oranında virtifikasyon meydana gelmiĢtir(30). AraĢtırıcılar, vitrifikasyona neden 

olarak meristematik yaprakların besin ortamına değmesini ileri sürmüĢlerdir. 

ÇalıĢmamızda aynı türde özellikle 1.0 mg/L BAP içeren ortamlarda vitrifikasyon sorunu 

ile karĢılaĢılmıĢ olması, sitokinine karĢı yüksek duyarlılık gösteren bir tür olduğu 

izlenimini yaratmıĢtır. Aynı zamanda daha önceki çalıĢmalarımızda nane ve tarhun 

gibi(120,150) bitkilerde de yüksek BAP içeren ortamlarda benzer durumlarla 

karĢılaĢılması, otsu bitkilerde bu soruna karĢı dikkatli olunması gerektiğini, agar oranı, 

büyüme düzenleyici dengesi, Ģeker oranı gibi konuların seçimi ve düzenlemesiyle bu 
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sorunun ortadan kaldırılabileceğini düĢündürmektedir. Bu çalıĢmada da besin ortamına 

ilave edilen 0.5-3.0 mg/L dozları arasındaki GA3 ise, ortaya çıkan bu olumsuz fizyolojik 

bozulmayı azaltmaya ve etkinliğini ortadan kaldırmaya yeterli olmuĢtur. Her ne kadar 

vitrifikasyonun ortadan kaldırılmasında baĢka bazı uygulamalar(60,144) bulunmakta ise de 

bizim çalıĢmamızda asıl sorunun çok sayıda rozet Ģeklinde sürgünlerin oluĢumu olması 

dolayısıyla, sürgün geliĢimi sağlanınca vitrifikasyonun da buna bağlı olarak azaldığı 

sonucuna ulaĢılmıĢtır.  GA3‟ün hücre ve gövde uzaması üzerine etkisinin olduğu bilinen bir 

fizyolojik olaydır(127,151). McComb (1967)‟un(151) yapmıĢ olduğu çalıĢma bunu 

açıklayan örneklerden sadece bir tanesidir. AraĢtırıcı Centaurium minus Moench türünde 

vernalize olmamıĢ ve bu yüzden rozet oluĢturmuĢ bitkilerde, rozet oluĢumunu ortadan 

kaldırmak ve sürgün uzamasını sağlamak için GA3 uygulaması yapmıĢtır. Uygulamalar 

sadece sürgün uzamasını sağlamakla kalmamıĢ, bitkilerin çiçeklenmesini de teĢvik 

etmiĢtir.  

Hormonsuz MS ortamında her iki alt kültürün ortalaması esasında değerlendirildiğinde 

%70.7‟lik bir köklenme oranı elde edilmiĢtir. Bu oran besin ortamına 0.1 mg/L IBA ilave 

edildiğinde %81.6‟ya, 1.0 mg/L IBA eklendiğinde ise %86.3‟e çıkmıĢtır. IBA katkısı 

köklenme oranını artırmıĢtır. Nitekim oksin türevlerinin ve yoğunlukla kullanılan IBA‟nın 

doku kültürü çalıĢmalarında köklenme aĢamasında kullanıldığı genel doku kültürü bilgileri 

arasında yer almaktadır(144). Yalnızca doku kültürü için değil, IBA pek çok bitki türünde 

köklenme için kullanılan ve daldırma metodunda yer alan bir büyüme 

düzenleyicisidir(127). Hatta Özel (2002) tarafından yapılan çalıĢmada da sentorya 

sürgünleri ex vitro koĢullarda serada köklendirmeye tabi tutulmuĢlar ve 500 ppm IBA 

solüsyonunda 10 dk süreyle yapılan daldırma, köklenme bakımından en iyi sonucu 

vermiĢtir. Oksin uygulanmayan sürgünler köklenmemiĢtir. AraĢtırıcıların in vitro 

köklendirme çalıĢmaları ise olumlu sonuç vermemiĢtir. Sekiz hafta boyunca hormonsuz, 

0.25, 0.50, 0.75 ve 1.0 mg/L IBA içeren ortamlarda bekletilen sürgünlerden sadece 6 adet 

sürgünde köklenme belirlenmiĢtir(30). In vitro koĢullarda köklenmenin baĢarıyla sağlanan 

çalıĢmamızda, kullanılan IBA dozları çok yüksek seçilmemiĢtir. Bununla birlikte elde 

edilen köklenme oranı oldukça tatminkar bulunmuĢtur. Hormonsuz ortamlarda da 

köklenme oranı düĢük değildir (%70.7). Aynı türde olsa bile farklı laboratuvarlarda veya 

bitkisel materyalle çalıĢma neticesinde, farklı sonuçlar alınabileceği doku kültürü 

çalıĢmaları için beklenebilecek bir durumdur. Mevsim farkı, baĢlangıç materyalinin farklı 

olması ve sürgünlerin geldiği alt kültürün sayısı, sürgünlerin hangi ortamda çoğaltılmıĢ 
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olduğu gibi faktörlerin, köklenme aĢaması üzerinde etkisi olduğu düĢünülmüĢtür. Piatczak 

vd. (2005) hormon içermeyen MS ortamlarının köklenme için baĢarıyla 

kulanılabileceğinden bahsetmektedir(152). Gao vd. (2003)  ise, farklı bitki türlerinde in 

vitro koĢullarda köklenme olayının o bitkinin içsel hormon seviyelerine bağlı olduğunu 

ifade etmektedir(153).  

Mackay ve Kitto (1988), Artemisia türlerinde köklenme için NAA veya IBA ilave edilen 

ortamların en yüksek % 0.6 oranında köklenme sağladığını ve bunun baĢarılı bulunduğunu 

bildirirken(154); Türközü (2010)  ise yine tarhun bitkisinde, hormon içermeyen ½ MS 

ortamında %100 oranında köklenme elde etmiĢtir(150). Bu sonuçlar genel olarak otsu 

bitkilerde benzer uygulamaların yüksek oranlarda köklenme sağladığını, hormonsuz, 

kuvveti azaltılmıĢ veya bir miktar oksin ilave edilmiĢ besin ortamlarının %70‟in üzerinde 

köklenme sağlayabildiğini göstermektedir.  

Dikilen eksplant sayısı esas alınarak hesaplanan geliĢme oranları bakımından 100 mg/l 

kolhisin dozu 5 veya 7 gün süreyle uygulanması halinde kontrolden sonraki en yüksek 

geliĢme oranlarını vermiĢ ve istatistiksel olarak aynı önemsiz farklılığa sahip grup 

içerisinde kalmıĢtır (%50-45). Kolhisin içeren ortamda tutma süresi arttıkça, geliĢme 

miktarında azalma ortaya çıkmıĢtır. Genel bir değerlendirmeyle 10 gün süreyle kolhisin 

içeren ortamda bekletilen eksplantların tümünün her iki uygulama dozunda da en düĢük 

geliĢme oranlarına sahip olduklarına söylemek mümkündür. Bu durumda eksplantlardan 

bitki elde etme kriteri esas alındığında 10 gün süreyle in vitro kolhisin uygulaması 

yapılmaması gerektiği söylenebilir. 150 mg/L kolhisin dozu da hem yaĢama, hem de 

geliĢme oranı üzerinde olumsuz etki yapmıĢtır. Ayrıca bu uygulamalardan gelen dokuların 

Ģekilsiz, bazal kısımlarında kallus içeren dokular olduğu gözlemlenmiĢtir.  

Tepe vd. (2002) de, nane bitkisinde yaptıkları çalıĢmada benzer sonuçlar bulmuĢlar, 5 ve 7 

günlük 100 mg/L kolhisin uygulamasını tavsiye etmiĢlerdir. Ancak 150 mg/L kolhisin 

nanede bizim çalıĢmamızdaki kadar olumsuz etki yapmamıĢ, az sayıda da olsa sağlıklı 

poliploid bitki elde edilmesine hizmet etmiĢtir(110). Bu sonuçlar, sentorya bitkisinin 

kolhisin uygulamalarına karĢı oldukça duyarlı olduğu izlenimi yaratmıĢtır. Mentha 

canadiensis x M. aquatica türler arası melezlerinde meristem kültürü sırasında besin 

ortamına kolhisin ilave eden ve poliploid bitki elde etme konusunda çalıĢan Bugaenko vd. 

(1988), kolhisin içeren besin ortamında geçirilecek optimum sürenin yan tomurcuk 
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meristemleri için 1-4 gün, tepe tomurcuğu meristemi için 7-10 gün olduğunu; en etkili 

kolhisin konsantrasyonunun ise 100 mg/L olarak belirlendiğini, bu dozda %16.7 oranında 

poliploid bitki elde edilebildiğini bildirmektedirler(155). 

 Griesbach (1990), 100 mg/l kolhisin içeren ortamlarda 7 gün süre ile beklettiği 

Anigozanthos sürgün uçlarından tetraploid bitkiler elde etmiĢtir. Bizim çalıĢmamızda 7 gün 

süre uygulaması sürgün uçlarında iyi sonuç vermekle birlikte tek boğum eksplantlarında 

düĢük bir poliploid elde etme oranı sağlayabilmiĢtir. Bu uygulama geliĢme oranı 

bakımından yüksek değer vermesine karĢın, bitkilerin sera koĢullarına alıĢtırılması 

sırasında ve kıĢ aylarında ısıtılmayan sera koĢullarında bu uygulamaya ait bitkilerden kayıp 

daha fazla olmuĢtur. Bu nedenle bitkilerin daha iyi kontrollu koĢullarda yetiĢtirilebilmesi 

halinde 7 gün uygulama süresinden de yüksek baĢarı ve poliploid bitki elde etme oranı 

sağlanabileceği varsayılmaktadır(107). 

Kolhisin uygulamalarından gelen sürgünler in vitro koĢullarda geliĢtirildikten sonra dıĢ 

koĢullara alıĢtırılmak üzere vermikulit içeren plastik kaplara alınarak tüm iĢlemler daha 

önce çoğaltma aĢamasında yapılan iĢlemler gibi gerçekleĢtirilmiĢ olmasına karĢın, bu 

bitkilerin geliĢmeleri çok yavaĢ olmuĢ ve adaptasyon aĢamasında baĢarı sağlanamayarak 

bitkiler 5 hafta içerisinde kaybedilmiĢtir. Bu uygulamaların yapıldığı mevsimin yaz 

aylarına denk gelmesi, iklim odası sıcaklıklarının yeteri kadar dengede tutulamamasına yol 

açmıĢ ve dıĢ koĢullara alıĢtırma aĢamasının seralarda sisleme ünitesinde yapılmasının ıslah 

materyali ve elit materyaller için çok önemli olduğu görülmüĢtür.  

Sonuç olarak araĢtırma bulgularımız; Centaurea tchihatcheffii sentorya türünde in vitro 

koĢullarda besin ortamına 100 mg/L kolhisin ilave edildiğinde tek boğum eksplantlarının 5 

veya 7 gün süreyle bu ortamda bekletildikten sonra taze ortamlara aktarılması yoluyla 

poliploid bitki elde etme konusunda baĢlangıç adımı atılabileceği yönünde bir görüĢ 

oluĢmasına neden olmuĢtur. 

Centaurea tchihatcheffii‟nin in vitro koĢullarda çoğaltımı yapılmıĢ ve yapılacak ıslah 

çalıĢmalarında kullanılmak üzere optimal koĢullar belirlenmiĢtir. ÇalıĢmanın sonuçları Ģu 

Ģekilde özetlenebilir: 
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1. Centaurea tchihatcheffii‟nin olgunlaĢmıĢ tohumları araziden dikkatlice toplanıp 

özenle kurutulduktan sonra bu tohumların kullanılmasıyla enfeksiyon bakımından 

önemli bir sorunla karĢılaĢılmaksızın, sadece birkaç damla Tween-20 ilave edilmiĢ  

%15‟lik ticari sodyum hipoklorit (çamaĢır suyu) içinde 25 dakika bekletilmek 

suretiyle yüzeysel dezenfeksiyondan geçirilebilmekte ve kültürler baĢarıyla 

kurulabilmektedir. 

2. In vitro tohum ekimlerinde pappus kısımları çıkarılmıĢ tohumların kullanılması 

gerekmektedir. Bu uygulama yapılmadığı taktirde enfeksiyon oranı yükselmektedir. 

3. MS+1 mg/L GA3 ortamlarında %86 oranında tohum çimlenmesi elde edilmiĢtir. 

Gibberellik asit ilavesi, çimlenme oranını %60‟lardan %80‟li değerlere taĢımıĢtır.  

4. Mikroçoğaltım denemelerinde, bir-bir buçuk aylık in vitro fidelerden alınan tek 

boğum ve sürgün ucu eksplantları kullanılabilir. Eksplantların yatay değil, dikey 

pozisyonda besin ortamına yerleĢtirilmesi daha olumlu bulunmuĢtur.  

5. Alt kültürlerde tek boğum eksplantlarının kullanılması daha uygun olmuĢtur. 

Sürgün uçları, 1.alt kültürden itibaren generatif geliĢme yönünde eğilim 

gösterdiğinden bu materyalin etkin kullanımı söz konusu olmamıĢtır. 

6. Sentorya eksplantlarından sürgün proliferasyonu sağlanmıĢtır. Sayıca oluĢan sürgün 

sayısı 1.0 mg/L BAP içeren ortamlarda olsa da, 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP 

kombinasyonu, dengeli yapısı sayesinde eksplant baĢına 2.5 adet civarında sürgün 

oluĢturmuĢtur. BAP dozu artınca 0.5 cm‟nin altında çok sayıda ve vitrifiye olan 

sürgün oluĢumu meydana gelmiĢ olup bu materyalin değerlendirilmesi mümkün 

görülmemiĢtir. 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP kombinasyonunda üçüncü alt 

kültürün sonunda ortalama eksplant baĢına 4.86 adet aksillar sürgün elde 

edilebileceği anlaĢılmıĢtır.  

7. IBA ve BAP ile birlikte GA3 kullanımı, vitrifikasyonu azaltma ve sürgün geliĢimi 

ile eksplant baĢına düĢen değerlendirilebilir sürgün sayısını artırmıĢtır. 1.0 mg/L 

IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA3 içeren ortamda üç alt kültürün ortalaması 

olarak 7.91 adet/eksplant ve 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA3 içeren 

ortamda üç alt kültürün ortalaması olarak 9.90 adet/eksplant sürgün elde 

edilebilmiĢtir.  

8. Köklenme aĢamasında hormonsuz MS ortamında %70 oranında köklenme meydana 

gelmiĢtir. Besin ortamına IBA ilave edilmesi, köklenme oranın artırmıĢtır. 0.1 mg/L 

IBA içeren ortamda %81, 1.0 mg/L IBA içeren ortamda %86 oranında köklenme 

meydana gelmiĢtir. Ancak doz arttığında sürgün boylarının kısaldığı ve 
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camsılaĢmaya eğilim ortaya çıktığı gözlemlenmiĢtir. Bu nedenle düĢük doz IBA 

uygulaması uygun bulunmuĢtur. Hormonsuz MS ortamlarında çiçek tomurcuğu 

oluĢumuna eğilim %90 civarındaki materyalde ortaya çıkmıĢtır.  

9. DıĢ koĢullara alıĢtırma aĢamasında vermikulit kullanımı, torf kullanımına göre daha 

olumlu bulunmuĢtur ve %97 oranında canlılık sağlanmıĢtır.  

10. Centaurea tchihatcheffii sentorya türünde in vitro koĢullarda besin ortamına 100 

mg/L kolhisin ilave edildiğinde tek boğum eksplantlarının 5 veya 7 gün süreyle bu 

ortamda bekletildikten sonra taze ortamlara aktarılması yoluyla poliploid bitki elde 

etme konusunda baĢlangıç adımı atılabileceği yönünde bilgilere ulaĢılmıĢtır.  

11. Doku kültürü çalıĢmalarının in vitro aĢamasında elde edilecek baĢarının tek baĢına 

yeterli olmadığı, bitkilerin dıĢ koĢullara alıĢtırılması aĢamasında teknik altyapının 

mutlaka kurulması gerektiği, teknolojideki yetersizliklerin uzun çalıĢmalar ve 

emekler sonunda elde edilecek ıslah materyalinin kaybına neden olabileceği 

gözlenmiĢtir.  

12. Poliploidi çalıĢmalarının sadece in vitro koĢullarda değil, tohum ve sürgün ucu gibi 

organlara doğal yetiĢtirme ortamlarında da uygulanmasının denemesi yararlı 

olabilecektir.  

13. Centaurea tchihatcheffii‟nin sürgün ucu ve tek boğum eksplantıyla çoğaltılması 

baĢarıyla gerçekleĢtirilmiĢ, fizyolojik ve ıslah çalıĢmalarında kullanılabilecek bir 

sistem olarak değerlendirilebilir aĢamaya ulaĢtırılmıĢtır. 

Sonuçları sunulan bu çalıĢma ile in vitro koĢullarda endemik Centaurea tchihatcheffii 

türünün çoğaltımı için koĢullar optimize edilmiĢ görünmektedir. Bundan sonraki 

çalıĢmalarda poliploidi ve diğer mutasyon uygulamaları için temel çoğaltım ve elit bitki 

üretme aĢamaları için zemini hazırlanmıĢ bulunmaktadır. Bu türde ve benzeri olan tehlike 

altında bulunan endemik bitkilerin çoğaltılması ve üzerlerinde yapılacak ıslah 

çalıĢmalarıyla süs bitkileri ve tıbbi bitkiler sektöründe değerlendirilebilecek yeni çeĢitler 

geliĢtirilmesi, ülkemiz bilimi ve yetiĢtiriciliğine katkı sağlayacaktır.  
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