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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ENDEMIK Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey. (YANARDONER) BITKISINDE in vitro
KOSULLARDA POLIPLOID BITKI ELDE ETME UZERINDE ARASTIRMALAR

Hanife Ozler

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof. Dr. $. Sebnem Ellialtioglu

Ozet Metni

Diinyada sadece Ankara—Golbasi’nda sinirli bir alanda yasamakta olan ve uluslararasi kayitlarda
nesli tiikkenme tehlikesi altinda bitkiler grubunda yer alan endemik Centaurea tchihatcheffii
Fish.&Mey. (Yanardoner, Sevgi Cicegi, Sentorya) tiiriinde in vitro ¢imlendirme, proliferasyon ve
poliplodi calismalar1 gergeklestirilmistir. Centaurea tchihatcheffii Fish. & Mey. tohumlarinin in
vitro kosullarda ¢imlenmeleri tizerine farkli besin ortamn ve GAjz Konsantrasyonlarinin etkileri
arastirilmig, 1 mg/L ve 2 mg/L GA; ilave edilen MS besin ortaminda en yiiksek ¢imlenme oranlari
(sirastyla %83.6, %85.2) elde edilmistir. In vitro kosullarda ¢imlendirilen bitkilerden hazirlanan
eksplantlardan hizli vegetatif ¢ogaltim yapilmak amaciyla en uygun eksplant tipi, dikim sekli ve
besin ortami kompozisyonunun belirlenmesi iizerine denemeler yapilmistir. Siirgiin ¢ogaltimi
asamasinda eksplant basina en yiiksek siirgiin olusumu 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP
kombinasyonunun 1. alt kiiltiiriinde elde edilmistir (2.05 adet siirgiin/eksplant). Hormonsuz MS

ortaminda %70, 1 mg/L IBA katkili ortamda ise %86 oraninda koklenme elde edilmistir.

Poliploid bitki elde etmek amaciyla yapilan c¢alismalarda ise farkli kolhisin konsantrasyonlari ile
uygulama siirelerinin etkileri arastirilmigtir. Bu amagla uygulanan 100 mg /L kolhisin iceren
ortamda 7 giin bekletilen eksplantlarda yasama oranm1 %100, gelisme oram ise %50 olarak
belirlenmistir. Doku kiiltiirii yoluyla ¢ogaltma konusunda onemli gelismeler kaydedilen bu bitki

tiirli, park-bahgelerde yerini alabilecek potansiyelde goriilmiistiir.
2014, 100 sayfa

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

poliploidi.



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

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

under in vitro conditions.

Hanife Ozler

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. S. Sebnem Ellialtioglu

Abstract Text

The in vitro germination, proliferation and polyploidy studies were carried out in the endemic
species of Centaurea tchihatcheffii Fish. & Mey. (Yanardoner, 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 GA; 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 GA; 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.



TESEKKUR

Tez konusunun belirlenmesinden sonu¢lanma asamasina kadar degerli bilgi, deneyim ve
gorlslerinin yanisira her tiirlii yardim ve destegini esirgemeyen sayin hocam Prof. Dr. S.
Sebnem Ellialtioglu’na, ¢aligmam siirecinde 6zverili yardimlartyla bana gii¢ veren hocam
sayin Yrd. Do¢. Dr. Cevdet Giimiis’e tesekkiirlerimi sunarim. Bu uzun siirecte
gosterdikleri anlayistan dolay1r Orser Kont. ve Sert. Ltd. Sti.’ne, deneylerin yiiriitiilmesi
esnasinda yardimci olan arkadaslarima ve herdaim yanimda olan aileme siikranlarimi

sunarim.

Bu tez ¢alismas1 Ankara Universitesi BAP (Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi Koordinatorliigii) “Endemik Centaurea tchihatcheffii Fish.& Mey. (Yanardoner)
Cigeginin Siis Bitkileri Sektoriine Kazandirilmasi Caligmalar1” adli ve 09B4347011 nolu

proje kapsaminda desteklenmistir.



ICINDEKILER

ETTK BEYAN ..ottt es st nas st n st ne sttt en st ena st s e st s tesnens i
L ]\ PP I
L0 /. 7 SRR PPERRR il
ABSTRACT .ottt ettt ettt sttt a et en st s et en s et st snees st iv
TESEKKUR ........ooviviieieieieeeee et ese ettt n sttt s st nae s et en st ensssan st senees v
ICINDEKILER ..ottt ettt ettt Vi
SEKILLER DIZINI........ooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeet ettt ettt ettt ettt viii
CIZELGELER DIZINI.........ccoooiiiiiieieeeeeeeeeeeeee et X
SIMGELER DIZINT .......c.cooviiiiiioeeeeeeeeee et Xi
O 3 0 21 £ TR 1
2. KAYNAK OZETLERI ........cccoooviiiiiiiceceeeeeeeeee e, 6

2.1.  Centaurea cinsi ve C. tchihatcheffii hakkinda bilgiler............cccccocvivininiiininnnn 6

2.2.  Sentorya (Yanardoner= C. tchihatcheffii ) Bitkisinin Tohumla Cogaltimi ......... 11

2.3, MIKIOGOZAItIM ....oeoiiiiiiiiiciiic e 12

2.4.  Centaurea cinsi ile bazi tibbi ve aromatik bitkilerde yapilan doku kiiltiirti

CALISINANATT. ...t 16
2.5.  Poliploid Bitkilerin Ozellikleri ve Elde Edilme Yontemleri .............cccccvevvnenene, 23

3. MATERYAL VE YONTEM ..........cccooeiiiiiiiiieiceeeeee e, 31
L. MALEIYAL. ..o 31
K 4411 1<) 1+ USSP URRPRRR 33
3.2.1. Genel doku KUIHIT SArtIArt......cocvveieeiiie e 33
3.2.2. Tohumlarin yiizeysel sterilizasyonu ve ¢imlendirilmesi ...........ccocevvviirnnnnnn, 34
3.2.3. Tohum ¢imlendirme denemeleri.........ccccvvuieiiiiieiiiiiiiiie e 36

Vi



3.2.4. Proliferasyon agsamasi i¢in eksplantlarin dikimi...........ccooiiiiiiiiinicnininnn, 37

3.2.5. Proliferasyon (Siirgiin Cogaltma) denemeleri ...........cecvviviiiiniiiiieciiiiennns 38
3.2.6. Siirgiinlerin KOKIendirilmesi ........ccuveiiiiiiiiiiiiiiiie e 39
3.2.7. Bitkilerin dis kosullara alistirtlmasi...........cccccveeiiiiieeiiiiiee e 40
3.2.8. Verilerin degerlendirilmesi ve istatistiksel analizler..............c.ccccooiiinne, 41
3.2.9. Kolhisin uygulamalart ...........cccovveiiiiiiiiiiicec e 42

4. ARASTIRMA BULGULARI .......cccoiiiiiiiiee et 45
4.1. Tohum ¢imIendirme aSAMASI..........ccciirrreeiiiuireeeiiiieeeeiiie e e e e sreee e e snrere e e e snaeeeeeennes 45
4.2, MIiKro ¢oZaltim aSAmMAST ......cccueeiiiiiiieiiieiiee st siee et 48
4.2.1. IBA + BAP Kombinasyonlari ile yapilan denemeler .............ccccoovrveiinnnnnnn, 48
4.2.2. BAP + GA; + IBA Kombinasyonlari ile yapilan denemeler................c.c........ 54

4.3. KOKIeNdirme aSamasl ........c.eeeeiiiiiiiieiiiiieeeeiiie e e e ssitee e e s st e e e e srae e e s eran e e e e s aaee e e e enees 59
4.4. Bitkiciklerin Dig Kosullara AIStrilmast........ocoeeiviiiiniiiiiieiiesie e 63
45.  Kolhisin Uygulamalarmin Yasama ve Gelisimi Oranlar1 Uzerine Etkisi............ 66

5. TARTISMA VE SONUCQC ......oooiiiiiiiiiiieitieie ettt 70
KAYNAKLAR ...ttt b et b e bbb et nnes 81
L0 Z€] 0105\ 1 1RO 93

vii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey. bitkisinin gorintimii............cocovevreiernennn. 2
Sekil 1.2. Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey. ¢igeKIeri.......cccoivviiviiiiiieiiieii e 3
Sekil 2.1. Yanardoner (Centaurea tchihatcheffii) bitkisinin gorintimi............ccoeevervvennnne. 10
Sekil 3.1.Golbasi’nda tohum toplanan sentorya arazisinden genel bir gorinGs.................. 31

Sekil 3.2. Tohum toplama asamasinda arazide yan yana bulunan bir sentorya c¢icegi ve
igerisinde tohumlarin olgunlastigi olgun bir sentorya Mmeyvesi.....ccoovveevvveiiveesiiveesiineesnnns 32

Sekil 3.3. Centaurea tchihatcheffii’nin aken tipi MEYVESI .....ovvvvviiieiiieie e, 32

Sekil 3.4. Sentorya bitkisinin tohum ekiminden bagslayarak tiim doku kiiltiiri asamalarinda
yapilan g¢aligmalarda kullanilan aseptik kosullarda ¢alismalarin yapildigi laminar akigh
kabinde caligsma anindan bir @OrTNTM .........cceeiiiiiiiiiiieiie e 35

Sekil 3.5. Besin ortamina ekimi tamamlanmis bir sentorya tohumu ve ¢imlenmenin
tamamlanmasindan sonra olusan in Vitro fideCik. .........cccccocevviiiii i, 36

Sekil 3.6. Proliferasyon asamasinda kullanilacak eksplantlarin hazirlandigi, in vitro
kosullarda ¢imlendirilmis sentorya fideleri ........cocoovieriiiiiiiiiii e 37

Sekil 3.7. Besin ortamlarina yerlestirilmis sentorya eksplantlari. Ustte solda: yatay
yerlestirilen tek bogum eKSplantlart ..........cccocoereiiiiciiie e 38

Sekil 3.8. Koklendirme asamasindaki sentorya siirgilinlerine ait bir gériiniim.................. 40

Sekil 3.9. Torf doldurulmus plastik saksilara aktarilmis sentorya bitkilerinin aktarimdan
hemen sonraki gOTUNTMIETT........cviiviiiiiiiii i 41

Sekil 3.10. Vermikulit doldurulmus plastik saksilara aktarilmis sentorya bitkileri ve
aktarma isleminden bir hafta sonra {izerindeki kapta agilan biiyiik delikler ....................... 41

Sekil 3.11. Otoklavdan ¢ikmis ve sicakligi 70 °C civarma diismiis besin ortamina, aseptik

kosullar altinda kolhisin ¢ozeltisinin filtre sterilizasyonu yoluyla ilave edilmesi............... 43
Sekil 3.12. Kolhisin uygulama islemlerine ait gOrintimler..........cccccevvvereiieesieeresie e 44
Sekil 4.1. Hormonsuz MS ortaminda ¢imlenen sentorya (Centaurea tchihatcheffii) ......... 47
Sekil 4.2. 1 mg/L GAgzigeren ortamlarda ¢imlenen ve gelisen sentorya bitkileri ............... 48
Sekil 4.3. Proliferasyon ortamina aktarilan eksplantlardan gelisen siirgiinler .................... 51

viii



Sekil 4.4. Alt kiltiirlerde kullanilan ve birinci alt kiiltiire heniiz aktarilmis tek bogum
eksplantlarina bir GINEK. .......oovuviiiiiiiiiii i 52

Sekil 4.5. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP igeren ortamlarda bir eksplant {izerinde 2.alt
kiiltiirtin sonunda olusan aksillar SUrglnler............coooiiiiiiiiiiice e 53

Sekil 4.6. 1.0 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP igeren ortam iizerinde gelismis bir sentorya
CRSPIANTLL 1ottt r e nres 53

Sekil 4.7. 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP igeren ortamlarda ikinci alt kiiltiirde olusan
camsilasmis ve rozetlesmis eKSplantlar..........cccooovveiiiiiiiiii 54

Sekil 4.8. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA3; kombinasyonunun 1. alt
kiiltiirtinde elde edilen aksillar SGIGUNIET ........ccvvviiiiiiiiieiiee e 55

Sekil 4.9. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA; kombinasyonunu igeren
ortamda 2.alt kiiltiirde bir eksplanttan olusan ve 3.alt kiiltiire alinmak iizere hazirlanmig
AKSTIIAL SUTGUNIET ... 56

Sekil 4.10. 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA3z; kombinasyonuna sahip
ortamda gelisen 3. alt kiiltiirdeki sentorya SUrginleri..........ccocvvveiiiiiiiiiiiiiseseee e 56

Sekil 4.11. 3.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L GAj; ilave edilen MS ortaminda 2.alt kiiltiir

asamasindaki Sentorya SUTGUNLETT........cciuiriieiiiiiieiie e 57
Sekil 4.12. Koklenmis sentorya bitkileri ..........ccoeiviiiiiiiieiii e 61

Sekil 4.13. 0.1 mg/L IBA iceren MS ortamlarina 3.alt kiiltiirden aktarilan siirglinlerde
koklenme ve ayrica yapraklardaki camsilagma eZilimi........ccccocviiiiiiiiiiiiniiiiiien 61

Sekil 4.14. 1.0 mg/L IBA igeren besin ortaminda meydana gelen kdklenmelere 6rnekler..62

Sekil 4.15. Hormonsuz MS ortami tizerinde koklenmeye alinan siirgiinler iizerinde ¢icek

tomurcuklarinin OITUSUMUL..........uiiiiiiiiie e 64
Sekil 4.16. In vitro kosullarda agmis bir SENtOTrya GIGEZ......evverrererierierierieriesiesiesieseeneeneans 65
Sekil 4.17. Bitkilerin gelisimine iliskin bazi gorintiler. ..........cccoooviiiiiiiiiiiccecec 65
Sekil 4.18. Kolhisin uygulamalarindan gelisen stirglinler.............cccoovveviniininiinciicienn, 66
Sekil 4.19. Gelismelerine devam eden SUrgUNIET ..........cccovviiiiiiiiiiiii e 67

Sekil 4.20. Yasama belirtisi gdsteren ancak stirgiin gelisimi saglanamayan eksplantlar.... 67



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 2.1. Tiirkiye florasinda tiir sayis1 bakimindan en zengin ilk 10 cins...........cccoevveenns 7
Cizelge 3.1. MS temel besin ortaminda bulunan besin maddeleri ve konsantrasyonlari.... 34

Cizelge 4.1. 2011 ve 2012 yillar igerisinde denemelerde kullanilan in vitro bitkilerin elde
edilmesi i¢in yapilan sentorya tohum ekimlerinden elde edilen tohum ¢imlenme oranlar1 46

Cizelge 4.2. Tohumlardan gelisen in vitro fidelerden hazirlanan Eksplantlarin farkli
IBA+BAP kombinasyonlarindan 5 hafta siire sonunda elde edilen siirgiin gelisme oranlari
ve eksplant basina aksillar SUrglin SAYart .......cccocvvveviiiiiiiiiiiie e 49

Cizelge 4.3. IBA ve BAP’nin ikigser dozunun kombine edildigi ortam bilesimlerinde 3 alt
kiiltiir boyunca belirlenen siirgiin veren eksplant orani, eksplant basina toplamda elde
edilen ortalama SUIEUN SAYTATT.....cceeiviiiiiieiii e 58

Cizelge 4.4. IBA + BAP + GAgz’lin kombine edildigi ortam bilesimlerinde 3 alt kiiltiir
boyunca belirlenen siirgiin veren eksplant orani, eksplant basina toplamda elde edilen
ortalama SUIGUN SAYIIATT......ccuiiiiiiiiii e 59

Cizelge 4.5. Hormonsuz MS veya 0.1 mg/L IBA ilave edilmis MS ortamlarina aktarilan
sentorya siirgiinlerinin koklenme oranlart ..........cccocoeviiiiiiii i 60

Cizelge 4.6. Kolhisin uygulamalar1 sonrasinda eksplantlarin yasama orani, in vitro
kosullarda stirgiin olusturarak gelisen eksplantlarin orani ve serada gelismesine devam
€dEN DItKT SAYIST . 68



SIMGELER DiZiNi

°C
GA;
ppm
mm
BAP
TDZ
IAA
NAA

mg

viv
pm
dk

cm

o/l

ml
CPA
IBA

Santigrat

Gibberellik asit

Par per million (milyonda bir)
Milimetre

6-Benzil amino piirin
Thidiazuron
Indol-3-asetik asit
Naftalen asetik asit
Miligram

Litre

Hacimce yiizde
Mikrometre

Dakika

Santimetre

Gram/Litre

Mikromolar

Mililitre
4-clorofenoksiasetik asit

Indol-3-biitirik asit

Xi



1. GIRIS

Tim canli ve cansiz sistemlerde, evrende yer alan tiim olusumlarda biiyiik bir ¢esitlilik ve
sinirsizlik durumu hakimdir. Bunlarin igerisinde bir kavram olan biyolojik ¢esitlilik ya da
biyocesitlilik, ekosistemlere gii¢, canlilik, direng, denge, renk kazandiran dinamik bir
nitelik tagimaktadir. ‘Biyolojik ¢esitlilik(1)’, tiirler icerisinde ve tiirler arasinda genetik
farkliliklardan dolay1 goriilen gesitlilik(2); belirli bir alan, gevre, ekosistem veya diinyadaki
canlilarin genetik, taksonomik ve ckosistem ¢esitliligi; bir bolgedeki genlerin, tiirlerin,
ekosistemlerin ve cekolojik olaylarin olusturdugu bir biitiin(3) olarak c¢esitli sekillerde
tanimlanmaktadir. Tiirkiye Cevre Vakfi (2001)’na(4) gore, ‘Biyolojik ¢esitlilik’ herhangi
bir ekosistemde dogal olarak bulunan birden fazla canli tiirli varligidir ve belirli
genislikteki bir ekosistemde bulunan tiirlerin sayisi, o ekosistemin biyolojik zenginliginin
Olgiiti  sayilmaktadir. Bitkilerin, hayvanlarin, mikroorganizmalarin biitiin tiirlerini,
ekosistemleri ve bu ekosistemlerin pargalari olan ekolojik siiregleri igermektedir(5). Cepel
(2003) ise bu kavrami, genetik farkliliklara sahip canli tiirlerinden olusan, degisik islevlere
sahip, cesitli ekosistemlere dagilmis bulunan, sayr ve tiir bakimindan zengin canlilar
toplumunun olusturdugu yasam diinyalar1 olarak tanimlamaktadir(6). Degisik boyutlarda
ele alinmakta olan ve bir bolgedeki genlerin, tiirlerin, ekosistemlerin ve ekolojik olaylarin
olusturdugu bir biitlin olan biyolojik ¢esitlilik; ¢ok sayidaki hiyerarsik bilesenlerin
toplamidir ve belli bir bolgedeki ekosistemler, yasam toplumlari, tiirler, populasyonlar ve
genlerin sayisini da ifade etmektedir(7,8). Biyolojik ¢esitlilikteki bozulmalarin ve bir tiiriin
yok olmasi bi¢imindeki kayiplarin diger tiirleri nasil etkileyecegini 6nceden tahmin etmek
mimkiin olmamakla birlikte, en onemli kaybin genetik ¢esitliligin azalmas1 yoniinde

olacag diisiiniilmektedir(9).

Tirkiye, bitkisel cesitlilik agisindan diinya iilkeleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir.
Ulkemizde 9222 bitki tiirii, 12006 takson, 2891 endemik bitki tiirii ve 3778 endemik bitki
taksonu bulunmaktadir(10). Avrupa kita florasinin sahip oldugu tiir sayis1 12000, endemik
tiir sayist ise 2750 civarindadir(11). Sadece belli bir bolgeye 6zgiin olup, baska hicbir
yerde bulunmayan endemik tiirlerin, ayni ortamdaki biitiin canli tiirler i¢indeki yiizde pay1
olarak ifade edilen endemizm orani, bitkiler acisindan, iilkemizde %30’dur(12,13). Bu
olusumun en O6nemli nedenleri; iklim farkliliklari, topografik, jeolojik ve jeomorfoloji
cesitlilikler, deniz, gol, akarsu gibi degisik su ortami gesitlilikleri, yiikseklik ve ekolojik
farkliliklardir(14,15). Endemik terimi, bitki bilimi igerisinde “kita, iilke, bolge gibi sinirl



yayiliglara sahip” bitki gruplarin1 tanimlamak amaciyla kullanilmaktadir. Tiirkiye’de
endemik tiirlerin fazlalig1 her ne kadar biiyiik bir zenginlik potansiyelini gostermekteyse
de, hayvan otlatma, ormanlarin tahribi, yerlesim alanlarinin genislemesi ve ekolojik
dengelerin bozulmasi gibi nedenlerle endemik tiirler de tehdit altinda olarak goriilmektedir.
Bu durum, hem biyolojik mirasimizin gelecek kusaklara birakilmasiin, hem de sahip

olunan dogal kaynaklarimizdan geregi gibi yararlanilmasinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Ankara florasinda 99 familya, 495 cinse ait 1365 ¢igekli bitki tiiri bulundugu ve bunlarin
%19.85’inin endemik oldugu kaydedilmistir(16). Ankara’nin biyolojik cesitlilik
bakimindan en 6nemli yerlerinden olan ve 22.10.1990 tarihinde 90/1117 sayil1 Bakanlar
Kurulu Kararryla Golbasi Ozel Cevre Koruma Bolgesi olarak tespit ve ilan edilen Mogan-
Eymir Golleri yakin ¢evresinde 52’si endemik olmak {izere 488 bitki tiirii ve 22’si yirtici
olmak iizere 200 civarinda kus tiirii tespit edilmistir. Bolgede biyocesitlilik agisindan ¢ok
onemli olan endemik tiirlerden birisi de Sevgi Cicegi adiyla bilinen veya Yanardoner

olarak adlandirilan Centaurea tchihatcheffii’dir.

Asteraceae familyasinda yer alan tiirlerden Centaure tchihatcheffii Fish.&Mey., tek yillik,
25-30 cm boylanabilen, Nisan sonlarinda ve Mayista ¢icek agan, ¢ok giizel ve ¢arpici mor,
kirmizi, pembe renkte ¢i¢eklere sahip olan otsu bir bitkidir. 1848 yilinda Afyon ¢evresinde
yetistigine dair kayit bulunmakla birlikte, C. tchihatcheffii giinimiizde, sadece Ankara

Golbasi’nda yetisen endemik bir tiirdiir(17).

Sekil 1.1. Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey. bitkisinin goriiniimii(9,18)



Sekil 1.2. Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey. ¢igekleri(9,18)

Daha onceki yillarda Golbast cevresindeki tarlalarda yaygin olarak goriilen bu bitkinin
populasyon yogunlugu, yetistigi dogal habitatlarin yerlesime agilmasi sonucu ortaya ¢ikan
yogun yapilagma, yol genisletme faaliyetleri, aniz yakilmasi, yogun herbisit kullanim1 gibi
bilingsiz tarim uygulamalari, siis bitkisi olarak kullanilma potansiyeli dolayisiyla
bilingsizce yapilan sokiimler ve Ankara pazarlarinda kesme ¢icek olarak satilmasi gibi
nedenlerle hizla azalmaktadir. Giinlimiizde sadece Ankara Mogan Goli civarinda tesis
edilen birkag hektarlik Ankara Valiligi Cevre Koruma Vakfina ait agac¢landirma alani olan
Siileyman Demirel Ormani’nda 3-5 kilometrekare kadar olan siirli bir alanda yasamakta
olan bu endemik bitki, “Kirmiz1 Biilten’de ‘Kritik (Critically Endangered-CR)’; ITUCN
(Diinya Dogayr Koruma Birligi) kriterlerine gore ‘Nesli Tehlike Altinda’; Bern
Sozlesmesi’ne (Avrupa’nin Yaban Hayat1 ve Yasama Ortamlarinin Korunmasi S6zlesmesi)

gore de ‘Kesin Korunan Bitki Tiirii” listesinde yer almaktadir(9,11,19-21).

Nesli tiikenmekte olan tiirlerin etkin bigimde korunmasindaki yontemlerden bir kismi in
situ, diger bir kism1 ex situ kapsamindadir. Bu yontemlerden hangisinin etkin oldugu tiir
bazinda farklilik gosterebilmektedir(22). In situ koruma, nesli tilkenme tehdidi altindaki
tirlerin dogal parklarda veya dogal alanlarda yani yerinde korunmasidir. Milli parklar,
tabiati koruma alanlari, {liretme istasyonlari, ©6zel koruma bolgeleri bu kapsamda
degerlendirilmektedir. Bu yontemde tiirler ve dolayisiyla genler, dogal yasama alanlarinda
diger canlilarla birlikte, biyolojik biitiinliik i¢inde korunur. Dogal ¢evrede devamlilik
saglamanin yararlarindan biri, sorunlu tiirlerin kendi dogal fizyolojik ve biyolojik

cevreleriyle biitiinlesik olarak gelismesidir(15,23).



Ex situ koruma, dogal habitatlarindan uzaklastirilarak bitkilerin dogal ortamlar diginda
korunmasi anlamini tagimaktadir. Tohum bankalari, sperm ve yumurta bankalari, klon
bankalar1, doku kiiltiirii kosullarinda kriyoprezervasyon, botanik bahgeleri, arboretumlar
gibi tesisler ex situ koruma alaninda degerlendirilir. Kontrollii kosullarda materyalin uzun
yillar korunmasi saglansa da yliksek teknolojiye ihtiya¢ duyulmasi, dogal evrimin durmasi
ve risklere agik olmasi gibi olumsuzluklar bulunmaktadir(15,24). Populasyonlarin ex situ

giiclendirilmesi ¢alismalar1 kapsaminda in vitro teknikler de giindeme gelir(25).

Centaurea tchihatcheffii’nin endemik konumu ve korunmasi cergevesinde bazi inceleme
ve arastirmalar yapilmis olmakla birlikte(18,26,27), bu tiirlin ¢ogaltilmasina iliskin
calismalarin sayisi sinirlidir. Tohumla ¢ogaltimda bazi sorunlarin oldugu bunun igin bazi
uygulamalar yapilmasi gerektigi, Okay ve Demir (2010) tarafindan kaydedilmistir(27).
Yapilan literatiir taramasinda farkli Centaurea tiirlerinin doku kiiltiirii yoluyla
cogaltilmasina iligkin bazi1 bulgulara rastlanmistir(15,28-31).  Arastiricilar, C.
tchihatcheffii'nin doku kiiltiirii ile g¢ogaltimmna uygun kosullarin optimize edilmesi
gerektigini ifade etmektedirler. Centaurea tchihatcheffii dogada tohumlar ile ¢ogalmakta
ancak  tohumlar  klasik  yontemlerle  ¢imlenmeye  alindiginda  sorunlarla
karsilagilabilmektedir. Tiiriin  ¢ogaltilmasindaki engeller ve silis bitkisi olarak
kullanilabilme potansiyeli dikkate alindiginda, bu tiirlin korunmasi ve cogaltilmasinda,
doku kiiltlirii ile c¢ogaltimin sorunsuzca hayata gecirilmesi yoniindeki calismalarin

gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

C. tchihatcheffii’nin diger iilkelerde yetismemesi, yurtdisina ihrag¢ potansiyelini de
beraberinde getirmektedir. Ancak, thracat asamasi i¢cin mutlaka tiretim yapilmasi, dogal
bitkilerin sokiimiiniin kesinlikle durdurulmasi ve tohumlu o6rneklerin ihracatindan
kaginilmas1  gerekmektedir. Dogal formlar kullanilarak yapilacak bazi 1slah
calismalartyla, C. tchihatcheffi’nin daha biyiik, katmerlere sahip olan bireylerinin de
tiretilebilecegini belirten Erik ve ark. (2005), ayrica bu tiiriin farmokognozi ve ekoturizm
alanlarindaki katkilarmma da dikkat c¢ekmektedirler. Bu ozellikleri ile cigekeilik
sektoriinde C. tchihatcheffii’nin 6nemli bir yer tutacagi ve ekonomiye belirli 6lgiide katki

saglayacagi kuskusuzdur (32).

Sentorya bitkisi, tohumla c¢ogalmasi nedeniyle genis bir varyasyona sahiptir. Bu

varyasyon bitkinin fenotipik Ozelliklerinin tiimiine yansimaktadir. Siis bitkisi olarak



degerlendirme yapildiginda c¢icek sekli, rengi, iriligi ile bitki ytiksekligi, yayilimi gibi
ozelliklerde biiyiik bir ¢esitlilik hemen goze ¢arpmaktadir. Bu ¢esitlilik igerisinden bazi
tiplerin segilerek bunlara daha fazla dol verme sansi taninmasi, yani seleksiyon yapilmasi
yararli olabilir. Ancak yine de yillardan beri agik tozlanan bu tiir igerisindeki heterozigoti
varligini koruyacaktir. Siis bitkisi olarak bir tiiriin ticari 6nem kazanmasinda ise bilindigi
gibi birorneklilik (yeknesaklik) 6nde gelen tercih nedenlerinden olmaktadir. Vegetatif
cogaltma, klon seklinde bitki ¢ogaltimina olanak saglayan bir ¢ogaltma seklidir. Doku
kiltlirii yontemleri ise, kisa siirede az miktardaki baslangi¢ materyalinden ¢ok sayida yeni
birdrnek bitki elde edilmesinde ¢ok biiyiik avantajlar saglamaktadir. Belirlenecek {iistiin
nitelikli genotiplerin hizla ¢ogaltilarak bunlardan genis parseller kurmak, parsel i¢indeki
klon bitkilerin kendi i¢inde d6llenerek homozigoti oraninin artirilmasi ve gesit gelistirme
icin yapilacak 1slah ¢alismalarinda siireyi kisaltict 6nemli bir teknik olarak devreye dahil
edilebilecektir. Bu asamalarin hayata gegirilebilmesi igin Oncelikle bitkinin in vitro

kosullarda hizli ¢ogaltim asamasinin sorunsuzca optimize edilmesi gerekmektedir.

Planlanan arastirmada, Centauera tchihatcheffii Fish.&Mey. tohumlarinin in vitro
kosullarda ¢imlenmeleri ve in vitro ¢imlenen bitkilerden hazirlanan eksplantlardan hizli
vegetatif ¢ogaltim yapmak amaciyla en uygun besin ortami kompozisyonunun belirlenmesi
konularinda g¢alismalar yapilmasi sayesinde mikrogogaltimin optimize edilmesi; ayrica

kolhisin uygulamalar ile in vitro poliploidinin tesvik edilmesi amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Centaurea cinsi ve C. tchihatcheffii hakkinda bilgiler

Ankara’nin biyolojik c¢esitlik bakimindan en 6nemli yerlerinden olan ve 22.10.1990
tarihinde 90/1117 sayili Bakanlar Kurulu Karariyla Gélbast Ozel Cevre Koruma Bélgesi
olarak tespit ve ilan edilen Mogan-Eymir Goélleri yakin gevresi, Ankara ilinin yaklagik 20
km mesafesinde yer almaktadir. Golbasi yerlesimi yakin ¢evresinde bulunan Mogan-Eymir
golleri dogal konumlar1 geregi yer iistii ve yer altindan birbirleri ile baglantili olup, Mogan
Goli kuzey ¢ikisindan itibaren Eymir Golii’ne baglantilidir. Eymir Golii, Mogan G6liinden
ortalama 4 m. daha alt kotlarda yer alir ve kuzey cikisindan itibaren imrahor Vadisine
bosalmaktadir. Bugiinkii kayitlara gore, Ankara florast 99 familya, 495 cinse ait 1365
cicekli bitki tilirline sahiptir. Bunlarin da 271’1 (% 19.85) endemiktir. Sadece Ankara’ya
0zgl olan tiir sayis1 ise 22°dir. Ankara’da orman, bozkir, sulak alanlar ve tuzlu topraklar

gibi tiir zenginligini destekleyen farkli yasam ortamlarina (biyomlara) rastlanmaktadir(9).

Vural (2001), Ankara’ya 6zgii 22 bitki tiiriiniin bulundugundan s6z 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 siralanmaktadir. Ankara’dan isim alan bazi bitki tiirleri
ise sunlardir: Crocus anycrensis, Jurinea anycrensis, Paracaryum ancyritanum, Dianthus

ancyrensis, Verbascum ancyritanum.

Dar yayilish ve tiikenme tehdidiyle karsi karsiya kalan tiirler, yayilis alanlarinin genisligi
ve miktarlaria gore tehlike siniflarina ayrilmaktadirlar(20). Bu simiflandirma igerisinde
Centaurea tchihatcheffii ‘Cok Tehlikede (CR)’ olan tiirler arasinda yer almaktadir.
Asteraceae (Papatyagiller) familyasinin tiir sayist bakimindan en biiylik cinsi olan
Centaurea, tiir sayis1 ve toplam takson sayisi bakimindan Tirkiye florasinda, Astragalus
(Geven) ve Verbascum (Sigir kuyrugu) gibi cinslerden sonra 3. sirada yer almaktadir(32).

En biiyiik 3. cins konumundaki Centaurea’nin diger cinsler arasindaki yeri Cizelge 1.1°de



verilmistir. Floradaki toplam 1223 cins arasindan 3. sirada yer alan Centaurea nin floranin

onemli cinslerinden biri oldugu goriilmektedir.

Cizelge 2.1. Tiirkiye florasinda tiir sayis1 bakimindan en zengin ilk 10 cins(9,32)

Sira Cinsler Tiir  Alt tiir Varyete Takson

No
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

Se¢men vd. (1995), Akdeniz Havzasinda Centaurea (Asteraceae) cinsinin 700°den fazla
tiriiniin -~ bulundugunu, bunlardan 178 adedinin Tiirkiye’de tespit edildigini
belirtmektedirler(33). Cigeklerinin giizelligi, bu bitki tiirinlin siis bitkisi olarak
degerlendirilmesi fikrini 6ne ¢ikartmakta, ancak bu tiirlerin tibbi kullanimi da geleneksel
tipta yer bulmaktadir. Ornegin C. cyanus L. %5’lik infiizyon olarak kullanildiginda ishal
ve karin agrisina iyi gelmekte, enerji artirict ve istah agici etki yapmaktadir(34). C. behen
L. mide agrilart ve adet sancilarinin giderilmesinde faydali olurken; Centaurea
calcitrapa L. ates diisiiriicii olarak, Centaurea iberica Trev. ex Spreng ise karmn agrilarinin
giderilmesinde, bocek ve yilan sokmalarinda tedavi edici olarak kullanilabilmektedir(35).
Bagka baz1 Centaurea tiirlerinin yoresel tedavi yontemleri olarak halk arasinda ishal kesici,
sindirimi artirict seker diisiliriici, romatizmal hastaliklarda ve iltihabi hastaliklarda
yardimc1 olabildigi kaydedilmektedir(36-38). C. tchihatcheffii Fischer & C.A.’nin
ekstraktindan kimyasal igeriklerin belirlenmesi ve bunlarin antiallerjenik, iltihap
engelleyici etkileri Koca vd. (2009) tarafindan arastirilmistir(38). Farmakolojik teknik

modeller kullanilarak, bitkiden ekstrakte edilen yaprak ve govde oziitlerindeki etkin



maddelerin dozlarina bagli olarak etkileri incelenmistir. Bitkide bulunan centaureidin
isimli madde sayesinde anti-inflammatory (sisme, su toplama, iltihap gelisimini
engelleyici) etkinin ortaya ¢iktigini belirten arastiricilar, bagka Centaurea tiirlerinde de
benzer bulgularin literatiirde bulundugunu ifade etmislerdir. Bitkideki seskiterpen lakton
bilesiklerinin ve flavonoid bilesiklerinin de sagaltict etki {iizerinde rol oynamis

olabileceginden bahsetmislerdir.

C. tchihatcheffii ile birlikte halofit, endemik ve sadece tip Orneginden bilinen diger
Centaurea tiirlerinin yayilisin1 inceleyen Erik vd. (2005), yayilislarin rastgele olmayip

belirli bolgelerde yogunlastigini bildirmektedirler(32).

Tan ve Vural (2007) tarafindan Centaurea tchihatcheffii tiirti, uluslararasi bilimsel
yayinlarda tanimlanarak bunun endemik bir tiir oldugu, botanik o&zellikleri, yetistigi
yerlerin cografik olarak tanimlanmasi yapilmis, kromozom sayisinin 2n=20 oldugu, step
ikliminde yasadigi, Ankara ili igin smirli sayidaki bir endemik tiir oldugu ifade
edilmistir(39).

Martin vd. (2009), Tiirkiye’den toplanan sekiz adet Centaurea tiiriinde(40), Gomiirgen vd.
(2009) endemik Centaurea goeksuensis’te karyotip analizleri ve kromozom sayisi
belirleme iizerinde c¢alismis olmakla birlikte(41); Centaurea tchihatcheffii tiiriindeki ilk
karyotip ¢alismasini GOomiirgen ve Adigiizel (2001) gergeklestirmistir(42). 2n=20
kromozom sayisinda oldugu karyotipik olarak belirlenen tiirle ilgili sitolojik bilgiler

calismada ayrintili olarak verilmistir.

Centaurea tiirlerinin genel olarak renkli ve giizel motifli kiiclik ¢i¢ekleri bulunmakla
beraber, esas olarak bu bitkilerin igsel olarak bulundurduklari kimyasal maddeler ilgi
cekmektedir. Dogada kendiliginden yetisen pek cok bitkide oldugu gibi Centaurea
tiirlerinde de, o tiirleri tibbi bitki kapsamina dahil edebilecek birgok organik madde yer
almaktadir. Baytop (1984), lilkemizde baz1 Centaurea tiirlerinin (C. cyanus L., C. behen
L., C. calcitrapa L., C. iberica L., C. jacea L.) ishal kesici, kuvvet verici, istah agic1, gogiis
yumusatict ve mide rahatsizliklarin1 giderici olarak tibbi amacla kullamildigini ifade
etmektedir(43). Ayrica Centaureae cinsine ait C. rupestris L.’in ¢i¢cek ve yapraklarinin
icerdigi flavonoidlerin antifitoviral, antibakterial ve antifungal aktiviteleri oldugu

bildirilmektedir(44,45). Ancak dogal olarak yetisen populasyonlardan bu flavonidlerin



izolasyonunun ¢ok simirli oldugu vurgulanmaktadir. Altintag vd. (2004) Centaurea
tirlerinin ugucu yaglar bakimindan da olduk¢a zengin bir c¢esitlilik gosterdigini
bildirmektedirler(46). Koca ve Ozgelik (2009), devam eden arastirmalarinda, tiire ait
bitkilerden elde edilen ekstrelerin Centaurea tchihatcheffii ekstrakti in vitro antiviral,
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri yoniinden taranmistir(38). C. tchihatcheffii
ekstrelerinde yapilan ilk antimikrobiyal aktivite calismasi olan bu arastirmada; tiim
ekstreler test edilen Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere 2 -16 fig/mL minimum
konsantrasyon araliginda antibakteriyel etkili iken 32->128 jUg/mL konsantrasyon
araliginda izole suslara aktif bulunmustur. Ekstreler, C. albicans ve C. parapsilosis

funguslarina ve bazi virtislere karsi da etkili olmustur.

Zengin vd. (2010), Centaurea tiirlerinde yag asitlerini ve antioksidant kapasitelerini
incelemislerdir. Incelenen iig tiir arasinda en yiiksek antioksidant kapasitesi C. pulchella’da

bulunmus, bunu C. patula ve C. tchihatcheffii izlemistir(47).

Ulkemizde yerel adiyla peygamber ¢icegi olarak bilinen bitkinin cins ismi, Hipokrat
tarafindan ortaya atilan ve insan bash at bigiminde mitolojik bir yaratik olan Centaur’dan
kaynaklanmaktadir. Muhtemelen bitkinin ¢i¢ek yapisi ile bu yaratik arasinda kurulan bir
benzerlik sonucu, bitkiye cins ismi olarak Linnaeus tarafindan yaygin olarak kullaniliyorsa
da sadece Mogan Golii c¢evresinde yetisen bu bitkinin ¢icegi, yansima agisina gore
kirmizinin farkli tonlarini yansittigr i¢cin Golbasi ¢evresinde ‘yanardoner’ olarak da
bilinmektedir (Sekil 2.1). Bu isim ¢igek rengine ¢cok uygundur; mor, pembe renklerde de
cicekler acan bitkiye, ayrica ‘Golbasi peygambergicegi’, ‘gelin diigmesi’, ‘tiirbe
peygambercicegi’, ‘kirmizi peygambergicegi’, ‘yanardoner’ ya da ‘sevgi cice8i’ de
denilmektedir(48-51), Bizim g¢alismamizda ise bilimsel cins isminin Tirk¢e okunusu,
calismalarimiz  siiresince benimsenmis, bu tezin igerisinde de ‘Sentorya’ olarak

kullanilmistir.

Bu tiir ilk olarak 1854' te Fisch. & Mey. tarafindan bilim diinyasina tanitilmistir. Ornek tip,
ilk kez 1848' de, Rus bilim insami1 Pierre de Tchihatcheff tarafindan Ankara: Golbasi,
Golbek-Yavrucak arasindan toplandigindan, bu arastiricinin adina atfen, bitkiye Centaurea
tchihatcheffii adi verilmistir(50). Bu cins Dogu Florasi'nda, Melanoloma tchihatcheffii
(Fisch. & Mey.) Boiss. adiyla farkli bir cins olarak belirtilmektedir. Merhum botanikg¢i
Karamanoglu’nun 1956' da farkli bir lokaliteden (G6lbasi - ANKARA) topladig ornek ise,



1957' de Huber- Morath tarafindan Centaurea purpureiradiata Hub. - Mor. olarak

adlandirilmigtir. Ayni bitki, ayni bolgeden Brown ve Kotte tarafindan da toplanmistir(9).

Sekil 2.1. Yanardoner (Centaurea tchihatcheffii) bitkisinin gortiniimii

Bitkinin sistematik siniflandirmasi asagida belirtilmistir(50):
Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Takim: Asterales

Familya: Asteraceae

Cins: Centaurea

Tiir: Centaurea tchihatcheffii

Sevgi Cicegi (Centaurea tchihatcheffii), Asteraceae (papatyagiller) familyasindan,
diinyada yalnizca Ankara’nin Golbagi ilgesi Hact Hasan Kdyii yakininda yetisen bir bitki
tiiridiir. Tarim ilaglari, yetistigi dogal habitatlarin yerlesime agilmasi sonucu ortaya ¢ikan

yogun yapilagma, yol genisletme faaliyetleri, aniz yakilmasi, yogun herbisit kullanim1 gibi
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bilingsiz tarim uygulamalari, siis bitkisi olarak kullanilma potansiyeli dolayisiyla
bilingsizce yapilan sokiimler ve Ankara pazarlarinda kesme c¢icek olarak satilmasi,
giivercin siiriileri tarafindan tohumlarinin beslenmede kullanilmasi gibi nedenler yliziinden
nesli yok olma tehlikesi ile karsi karsiya kalinca Bern Sozlesmesi kapsaminda koruma

altina alinmistir(11,19,21).

Giliniimiizde nesli tiikenme tehlikesiyle karsi karsiya kalan ve sadece Ankara Golbasi
ilgesinde 1 km?’lik bir alanda hayatta kalma miicadelesi veren bu tiir {izerinde ¢esitli
arastirmalar gerceklestirilmistir. Giiniimiizde gerek {niversiteler gerek sivil toplum
kuruluglar1 ve gerekse ¢esitli kamu kurum ve kuruluglar bu tiirii korumak ve canliligini
devam ettirmek adina gesitli faaliyetlerde bulunmaktadirlar. Centaurea tchihatcheffii tiirii
izerinde yapilan ¢aligsmalarin ise daha ¢ok, botanik anlamda tiiriin ve bitkisel 6zelliklerinin

tanimlanmasi ile cogaltimi iizerinde yogunlastig1 goriilmektedir.
2.2. Sentorya (Yanardoner= C. tchihatcheffii ) Bitkisinin Tohumla Cogaltim

C. tchihatcheffii tohumlarinin yiiksek sicaklik derecelerinde ¢imlenemedikleri, 6n soguk
uygulamasi yapilan tohumlarda, -79+2 OC sicaklikta bekletilme durumunda tohumlarin
¢imlenme yeteneklerinin kaybolmadigi ve ¢imlenmenin % 10 oldugu, toplandiktan sonra
belli dormansi siiresini geciren tohumlarda ¢imlenmenin daha yiiksek belirlendigi, araziden
toplandiktan sonra yaklasik 9 ay bekletilen tohumlarin toprak+perlit karigimindaki
¢imlenmelerinin 7-10 giinde tamamlandigini ve ¢imlenme degerinin %90’a ¢iktig1, 50-55
giinde ise ¢iceklenme fazina ulasildigi, dormansinin laboratuvar kosullarinda (20 °C, %50-
60 nem) saklanan tohumlar i¢in yaklasik 9 ay siirdiiii ve dormansinin tohum kabugundan
degil de embriyodan kaynaklanabilecegi ifade edilmektedir. Ayrica, tohum ¢imlenmesi

tizerine toprak pH derecesinin de etkili olabilecegi bildirilmektedir(52,53).

Okay ve Giindz (2009), tiiriin tohumlarinin klasik yontemler kullanilarak ¢imlendirilmeye
alindiginda, temel istekler yerine getirildigi halde ¢imlenme oranlarinin ¢ok diisiik ve
bitkinin kok gelisiminin de anormal oldugunu bildirmislerdir(54). Schiitz vd. (1997)(55) ile
Taiz ve Zeiger (1998)(56), tiiriin tohumlarinda derin bir primer dormansi goriildiigiinii ve
bu tohumlarin ¢imlenebilmek i¢in uzun bir vernalizasyon donemine ihtiya¢ duyduklarimni
belirtmislerdir. Okay ve Giinoz (2009) ¢alismalarinda Centaurea tchihatcheffii tohumlarimi

suda (12 saat ve 24 saat) ve GA3 ¢ozeltisinde (10 ppm ve 100 ppm’lik ¢ozeltilerde 24 saat)
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bekletmisler ve bu uygulamalarin ardindan ekim yapmuislardir. GAs iceren ¢ozeltilerde
bekletilen tohumlarda ¢imlenme siirelerinin kisa ve oranlarinin yiiksek oldugunu saptayan
arastiricilar, pH seviyelerinin etkilerini de incelemisler ve pH seviyesinin 6.5’tan 8.5’a

artmasiyla ¢imlenme oraninda diisiis meydana geldigini ortaya koymuslardir(54).

2.3. Mikrocogaltim

Doku Kkiiltiirii teknikleri kullanilarak bitki iiretmek, yani mikrogogaltim bircok bitki
tiirlinde oldugu gibi tibbi ve aromatik bitkilerin de vegetatif olarak hizli ve ¢ok miktarda
cogaltilabilmesine olanak saglayan bir iiretim seklidir. Mikrogogaltim, bir bitkiden alinan
ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip bitki kisimlarindan (embriyo, tohum,
govde, siirgiin, kok, kallus, tek hiicre ya da polen tanesi vb.) yapay besin ortamlarinda ve
aseptik kosullar altinda yeni bitkilerin elde edilmesi olarak tanimlanmaktadir(57).
Bitkilerin in vitro tiretimi, kullanilan eksplantin 6zelligine gére (embriyo, meristem, anter,
hiicre veya protoplast kiiltiirii vb.) adlandirilir. Ancak c¢ogunlukla iiretimde tek-bogum
yontemi, aksiller dallanma, adventif siirglin ya da tomurcuklarin rejenerasyonu, kallus,
hiicre ve protoplastlardan bitki rejenerasyonu gibi yontemler kullanilmaktadir(58). Eger
bitkilerin uygun besin maddeleri ihtiyaclari, hormon ve kiiltiir istekleri yeterince
biliniyorsa, mikrocogaltim teknigi kullamilarak tiim bitki tiirlerinin retilmesi
miimkiindiir(59). Mikrogogaltim bitki yetistiriciligi ve genetigi yoniinden 6nemli avantajlar
saglamaktadir. Bu avantajlar; hastalik ve zararlilardan arindirilmis bitkisel materyal elde
edilmesi, kitlesel liretimde tiretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik (homojenite)
olmasi, alisilagelen yontemlerden daha kisa kiiltiir siiresine ihtiya¢ duyulmasi, zor iiretilen
tirlerin daha kolay iiretimi, secilen belirli/listiin genotiplerin hizli iiretimi, iiretimde daha
az verici (dondr) kullanilmasi gibi yararlar1 ve somaklonal varyasyonlardan dolay1 yeni
cesitlerin elde edilmesi seklinde siralanabilir. Ayrica kisa siirede fazla bitkinin elde

edilebilmesi de diger bir avantajdir(57)
Basaril1 bir mikrogogaltim bes asamada gergeklesmektedir: 1) hazirlik asamasi, 2) kiiltiir
baslangi¢c asamasi, 3) siirgiin cogaltim asamasi, 4) siirgiinlerin koklendirilmesi ve 5)

bitkilerin dis ortam kosullarina alistirilmasi(60).

1) Hazirlik asamasi: Esas olarak bulagma problemlerinin en aza indirilmesi amaciyla

verici (dondr) bitkinin hijyenik kosullarda yetistirilmesini kapsamaktadir. Verici (donor)
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bitkinin vejetatif gelisme evresinde olmas1 mikrogogaltimda basariy1 etkileyen etkenlerden
bir digeridir. Kiiltiir i¢in siirglin gelisiminin hizli oldugu ve aktif biiyiimenin bulundugu
donemler seg¢ilmelidir. Mikrogogaltimin basarist eksplantlarin alindig1 verici (donor)
bitkinin genotipi, saglik durumu ve yetisme kosullar1 (beslenme, 151k, sicaklik, bitki

biiylime diizenleyicilerinin uygulanmasi, yetisme mevsimi) ile dogrudan iliskilidir.

2) Kiiltiir baslangi¢ asamasi: Eksplant se¢imi ve sterilizasyonu, kiiltiir ortamlarinin
secimi  ve kiiltlirin  yiiriitiilecegi  ¢evresel kosullarin  belirlendigi  asamadir.
Mikrogogaltimda c¢ogunlukla eksplant olarak tepe (apikal) ve koltuk alt1 (aksiller)
tomurcuklar segilmekle birlikte, farkli organlar da eksplant olarak kullanilmaktadir.
Omegin 2-3 mm biiyiikliigiindeki kok pargalar1(61), siirgiin ucu(62), yaprak, yaprak sap1
ve ¢icek sap1 pargalari(63,64), rizomlarin terminal ve lateral uglari(65), yaprak ve govde

eksplantlar1(66), sogan pullar1 ve yapraklari(67-70) basariyla kullanilmustir.

Werbrouck ve Debergh (1994), cksplant se¢ciminde uyulmasi gereken bazi ozelliklere
dikkat ¢ekmektedirler: -Bitkilerin toprak iistii kisimlar1 toprak alti kisimlarindan, bitki i¢

parcalari bitki dis parcalarindan daha az kontaminedir;

- Eksplantlar gelisme mevsiminin baglangicinda aktif biiyiiyen siirglinlerden alindiginda

basaril1 sonuglar elde edilmektedir;

- Verici (donor) bitkinin yetisme ortamindaki 151k ve sicaklik kosullari, beslenme durumu

ve yasi eksplantin biiyiime ve gelisme basarisini etkilemektedir(71).

Aragtiricilar, siirglin biiyiikliglinlin de 6nemli oldugunu ve siirgiin ucundan alinan
eksplantin viriissiiz olacak kadar biiylik, rejenerasyon yetenegini yitirmeyecek kadar kiiciik
olmast gerektigini vurgulamaktadirlar. Terminal tomurcuk igeren celikle ve biitiin
tomurcuk, 0.5-1 mm'lik siirgiin uglarina nazaran daha yiiksek oranda kontamine
olmaktadir. Kiigiik siirgiin ucu eksplantlar diisiik canlilik oranma ve baglangigta yavas
gelisme Ozelligine sahip olmakla birlikte, viriislerle kontrol edilen bazi karakterleri yok

etmektedir(72).

Mikrocogaltimda kullanilan eksplantlar aseptik kosullara konulmadan 6nce tam anlamiyla

sterilize edilmelidir. Sterilizasyon yontemleri verici (dondr) bitkinin yetistigi ortamin
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Ozelliklerine ve eksplantin alindigir organa gore farklilik gostermektedir. Kullanilacak
dezenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve uygulama siiresi sterilizasyonun basarisini
etkilemekte ve bitki tiirline gore degismektedir. Ayrica bitki dokularinin zarar

gormemesine dikkat edilmelidir(58).

Her bitki tiirii icin kullanilan besin ortamlar1 benzer madde igermektedir. Bunlar, inorganik
maddeler (makro ve mikro elementler), organik maddeler (myo-inositol, thiamin-HCI,
adenin siilfat, pridoksin-HCI, nikotinik asit) bitki biliyiime diizenleyicileri (sitokininler,
oksinler, gibberellinler) ve seker, agar gibi diger maddelerdir. Fakat kiiltiir amacina ve
bitki Ozelliklerine bagli olarak ortam bilesimi ve konsantrasyonlarinda degisiklik

olabilmektedir(73).

Murashige ve Skoog (MS) ortami(74) birgok bitki igin hem kiiltiir baglangicinda, hem de

stirglin cogaltiminda kullanilmaktadir.

Kiiltiir odasindaki 1s1k, sicaklik ve nem gibi ¢evresel faktorler bitki tiirlerinin istegine gore
degismekle birlikte 18-28 °C arasinda fakat ¢ogunlukla 23 °C sicaklik, 16 saat 151k 8 saat
karanlik fotoperiyot, genellikle 30 umol m? sn™ 1sik ve cogunlukla beyaz floresan

lambalar optimum kosullardir(57,71).

3) Stirgiin ¢cogaltim agamasi: Genel olarak baslangi¢ icin kullanilan ortamlar ¢ogaltim
asamasinda da kullanilmakla birlikte, baz1 durumlarda degisiklik yapilabilmektedir. Bitki
dokularindan organ farklilagsmasinda oksin ve sitokininler 6nemli rol oynamaktadir.
Sitokinin/oksin oraninin yiiksek olmast siirgiin olusumunu, oksin/sitokinin oraninin yiiksek
olmasi1 kok olusumunu, oksin ve sitokinin ayn1 miktarda kullanilmas: ise kallus olusumunu
desteklemektedir. 6-benzil amino piirin (BAP) ¢ok sik kullanilan ve genellikle olumlu
sonuglar veren bir sitokinindir. Genel olarak 1-2 mg/ L sitokinin ¢ogu sistemde yeterlidir.
Yiiksek diizeyler, adventif siirgiin olusumunu arttirma egilimindedir. Thidiazuron (TDZ)
diisiik konsantrasyonlarda (0.05-1.0 mg/L) etkili oldugu i¢in umut veren bir sitokinindir.
Indol-3-asetik asit (IAA) ortamda ¢ok az stabil oldugundan, sentetik oksinlerden naftalen
asetik asit (NAA) ve indol-3-butirik asit (IEA) tercih edilmektedir. Bunlarin siirgiin
cogaltim asamasinda kullanilan oranlar1 0.1-1.0 mg/L'dir. Kallus olusumunu artirma
egiliminde olan 2.,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D)'in  kullanimindan ise
kagiilmaktadir(71).
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Bitkilerin ¢ok hizli ¢ogaltilmasi onlarin totipotensi (tek hiicreden yeni bir birey olusturma)
ozelligine baghidir. Kiiltiire alinan hiicrelerden bitkilerin farklilagmasi siirgiin-kok olusumu
ya da somatik embriyogenesis ile meydana gelir. Kallustan siirgiin ¢ogaltilmas1 yontemi ile
bitkilerin klonlanmasinda; hiicrelerin stabil olmamasi, poliploid ve aneuploid bitkiler
meydana gelmesi ve birgok tiir i¢in uygulanmaz olusu gibi bazi engellemeler
bulunmaktadir. Ayrica dokunun baslangictaki bitki rejenerasyon kapasitesi zamanla alt

kiltiirlerde azalmakta ve sonunda yok olmaktadir.

Yaprak koltuk alt1 (aksiller) ya da siirgiin tepelerinin (apikal) disinda herhangi bir yerde
olusan tomurcuklar adventif tomurcuk olarak adlandirilir. Kalluslardan siirgiin
farklilagsmasi da adventif tomurcuk olarak ele alinmasina ragmen, bu tomurcuklar kallus
evresine gerek kalmadan dogrudan bir organ ya da organ parcasindan olusabilmektedir.
Bitki tiirlerinin klonal {iretiminde organlardan dogrudan adventif siirgiin olusumu kallus
yonteminden daha iyi sonuglar vermektedir. Dogrudan bir organ ya da organ par¢asindan

olusan adventif tomurcuklar (slirgiinler) tek diize diploid bireyler olusturmaktadir.

Aksiller tomurcuklar genellikle yaprak koltuklarinda bulunur ve her tomurcuk bir siirgiin
gelistirme potansiyeline sahiptir. Mikrogogaltimda, aksiller dallanmayla siirgiin
cogaltimimin arttirllmasi uygun konsantrasyonda ve tipte sitokinin igeren (oksinli ya da
oksinsiz) besin ortamlarinda yapilir. In vitro sartlarda olusan siirgiinler taze ortamlara

aktarilarak aksiller dallanma ile siirgiin cogaltilmas: siirdiiriilebilir.

Aksiller dallanma ile siirgiin ¢ogaltimi, kallustan siirgiin olusumu veya dogrudan adventif
siirglin olusumuna gore baslangicta daha yavastir. Fakat her alt kiiltiirde siirgiin sayisi
logaritmik olarak artarak bir yil i¢inde astronomik rakamlara ulagsmaktadir. Bu yontemin
klonal c¢ogaltimda ticari olarak yaygilagsmasinin bir diger nedeni ise siirgiin ucu
hiicrelerinin tek diize diploid olmasi ve kiiltiir kosullar1 altinda genotipik degisikliklere ¢ok

az yatkin olmasidir.

Aksiller dallar1 kullanilarak yapilan mikrogogaltimda ana bitkiden alinan tek bogumlu
govde veya dal segmentleri sterilizasyona tabi tutulduktan sonra besin ortaminda kiiltiire
alinir. Ortamdaki biiylime diizenleyicilerinin etkisiyle, aksiller tomurcuklar bir veya birden
fazla siirgiin meydana getirir. Daha sonra tekli siirglinler ayrilarak taze siirgiin ¢cogaltim

ortamina aktarilir ve burada 3-4 hafta igerisinde bir¢cok yeni siirgiin elde edilir. Yeterli
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sayida siirgiin elde edildikten sonra bunlarin bir kismi ile ¢ogaltim iglemi devam ettirilirken
diger bir kismi koklendirme ortamina aktarilir. Yeterli kok sistemi gelistikten sonra,
bitkiler iyi drene olmus saksi topragina aktarilir ve ilk 10-15 giin boyunca yiiksek nem
altinda tutulur(72).

4) Koklendirme asamasi: Tam bir bitki olusturmak igin siirglinler, siirglin
olusturma ortamindan farkli bir hormonal komposizyona sahip olan yeni bir ortama
aktarilmaktadir. Siirgiinler belli bir uzunluga eristikten sonra koklenme ortamina alinir.
Tiirlerin ¢ogunda koklenmenin desteklenmesi i¢cin NAA ya da IBA (0.1-1.0 mg/l)'e
gereksinim duyulur. Makro ve mikro tuzlarin konsantrasyonu ve uygulama zamani bu
yontemin basarisint belirler. Yiiksek seker konsantrasyonu (% 3-4) koklenmeyi ve
bitkilerin kalitesini artirir. Adventif ve aksiller siirgiin gelisimi ortamlarinda sitokinin

varhigi koklenmeyi engellemektedir(57).

5) Bitkilerin dis ortam kosullarina alistirilmast asamasi: Steril kosullarda, diisik
151k yogunlugunda, yiiksek nem iceren ve tiim besin maddelerinin bulundugu bir ortamda
gelistirilen bitkilerin, daha diisiik nem, daha yiiksek 151k diizeyi ve steril olmayan kosullara
sahip dis ortama aktarilmasi ¢ok dikkat isteyen bir islem olup, bunun asamali olarak
yapilmasi gerekmektedir. In vitro kosullarda gelisen koklenmis bitkicikler dikkatli bir
sekilde dis kosullara aktarilmali ve yiiksek nem (% 90-100) saglanmalidir. Asamali olarak
saksilarin lizerine yerlestirilen cam kaplar agilarak hava sirkiilasyonu saglanmali daha

sonra seradaki 6zel alanlarina alinmalidir(75).

Mikrogogaltim asamalarinin basariyla tamamlanmas: bitkiye uygun eksplant tipi,
sterilizasyon yontemleri, besin ortami bilesimi ve hormon kombinasyonlar1 ile kiiltiir

kosullarinin belirlenmesiyle miimkiin olabilmektedir.

2.4. Centaurea cinsi ile bazi tibbi ve aromatik bitkilerde yapilan doku Kiiltiirii

calismalar

C. tchihatcheffii tiirtiniin ¢ogaltmasinda doku kiiltiirii ¢ogaltim yontemleri oldukea etkili
olabilir. Ayrica doku kiiltiirii teknikleri ile yeni ¢esit gelistirebilmek ve mevcut ¢esitlerde
genetiksel iyilestirme caligmalar1 da miimkiin olmaktadir. Kaybolmakta olan baz tiirlerin

korunmasinda ve cogaltilmalar1 zor olan bazi tiirlerin {iretilmesinde cesitli doku kiiltiirii
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yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir. Bu nedenle soyu tiikkenmekte ve tehdit altinda
olan; ayn1 zamanda tibbi bitki ve siis bitkisi olarak ticari dneme sahip olma potansiyeli
tasiyan Centaurea tchihatcheffii’nin ve diger Centaurea tiirlerinin in vitro ¢ogaltimi ve
adventif siirglin rejenerasyonu lizerinde de degisik arastiricilarca  c¢aligmalar

gerceklestirilmistir.

Hammatt ve Evans (1985), tehdit altinda bulunan Centaurea junaniana’da yaprak
sterilizasyonu calismislar ve yapraklara %20 v/v NaOCl’de 20 dakika siire ile ylizey
sterilizasyonu uygulanmasi ve daha sonra 4 kez 5’er dakika siire ile steril bidistile saf su ile
durulama sonrasinda basarili olmuslardir(76). Arastiricilar Centaurea junaniana bitkisinin
yaprak, kok, hipokotil ve kotiledonlarinin siirgiin rejenerasyon kapasitesini arastirmiglardir.
En 1iyi siirgiin olusumunun 5 mg/L BAP ve 0.2 mg/L NAA iceren MS ortaminda

gerceklestigini gbzlemlemislerdir.

Takashi ve Daisuke (1997), Centaurea macrocephala bitkisinin koltuk altt meristemlerinde
hizli ¢ogaltim c¢alismislardir. 25 pm IBA igeren hypnex ortaminda siirgiinlerin %70
oraninda koklendigini bildirmislerdir(77).

Cuenca vd. (1998), ilkbaharda c¢igeklenen meristematik siirgiinleri dogadan toplayarak
Centaurea paui’ de sterilizasyon ¢aligmasi yiiriitmiislerdir. Arastirmada 50 mm’lik gévde
eksplantlari, 20 mm uzunlugunda 1-2 bogumlu pargalar halinde kesilmis ve ortama
yerlestirilmistir(78). Arastiricilar in vitro calismada en iyi siirgliniin bitki biiyiime
diizenleyicilerinin olmadig1 ortamda gergeklestigini belirlemislerdir. En iyi kdklenmenin
ise 2.0 mg/L IAA ve 2.0 mg/L IBA igeren MS ortamindan elde edildigi ve koklenmenin 4

hafta sonra %40 oraninda oldugu saptanmustir.

Cuenco and Marco (2000), tehdit altinda olan endemik Centaurea spacchii’nin ¢igekli
meristemlerinde hizli ¢ogaltim yontemi gelistirmislerdir. Calismada %15 kontaminasyon
gozlenmistir. 1 mg/l BAP iceren MS besin ortaminda yliksek oranda siirgiin olusumu
gozlenmis fakat olusan siirgiinlerin boylarinin uzamadig tespit edilmistir. Arastiricilar, iki
cesit oksin kullaniminda, en iyi sonuglarin 2 mg/l IAA ve 2mg/l IBA igeren MS ortaminda

olustugunu ve %60 oraninda koklenme elde edildigini bildirmislerdir(28).

17



Ozel (2002), Centaurea tchihatcheffii tohumlarinin yiizey sterilizasyonunda farkli dozlarda
ve siirelerde ticari ¢amasir suyu kullanildigin1 belirtmektedir. En iyi sonu¢ % 50’lik
camagir suyu 30 dakika ve % 60’lik ¢camasir suyu 10-20-30 dakikada ve % 93.33 oraninda
saptanmistir.  Centaurea tchihatcheffii’nin  olgunlasmamis embriyolarmin  yiizey
sterilizasyonu i¢in ise kapitulalar % 50’lik dozda ticari camasir suyu ile farkli siirelerde
muamele edilmistir. En iyi sonu¢ (% 80 bulasik olmayan) % 50’lik ¢amasir suyu 30
dakikalik uygulama siiresinde saglanmistir. Dogadan toplanan bitkilerin ylizey
sterilizasyonunda ilk 3 denemede 10 dk sabunlu su, 20 dk durulama ve 1 dk etanol 6n
muamelesinden sonra, sirasiyla %25-15 dk, % 35-15 dk ve %75-15 dk yiizey
sterilizasyonu yapilmistir. 4. denemede 6n muamelede sabunlu suda bekletme siiresi 1
dakikaya diisiiriilmiis ve etanol kullanilmamis % 25 camasir suyunda 15 dk yiizey
sterilizasyonu yapilmistir. Diger 8 denemede ise sabunlu su ve alkol 6n muamelesi
yapilmamistir. Sterilizasyonun 2. giinii, 1. giin uygulanan c¢amasir suyu dozunun ve
stiresinin '4’ si oraninda ve siiresinde ikinci bir sterilizasyona tabi tutulmustur. En iyi sonug
ve en yiiksek deger cift sterilizasyonla % 30 - 5 dk, % 30 - 10 dk, % 40 - 5 dk olurken; tek
sterilizasyonda % 35 - 15 dk olmustur. Hizli ¢gogaltim agamasinda ¢ift sterilizasyon % 30 —
5 dk’nin tercih edilmesi gerektigi bildirilmektedir(30). Arastiricilar, C. tchihatcheffii nin
doku kiiltiirti ile cogaltimina uygun kosullarin heniiz tam anlamiyla optimize edilemedigini
ifade etmektedirler. Centaurea tchihatcheffii’nin dogada tohumlar ile ¢ogaldigi, ancak
tohumlar klasik yontemlerle ¢imlenmeye alindiginda, temel istekler yerine getirildigi halde
sonucun olumsuz oldugu belirlenmistir. Centaurea tchihatcheffii’nin 13 giin + 4 C° de
birakilan ve karanlik inkiibatérde 18 C°’de bekletilen tohumlarindan yalnizca 1 tanesi 150
giin sonra ¢imlenmis, olusan bitkinin kok gelisiminin de anormal oldugu goézlenmistir.

Aragstirici, bitkinin tohumdan zor ¢imlendigini ifade etmektedir(30).

Ozel (2002)(30) ve Ozel vd. (2006b)(79) tarafindan gerceklestirilen arastirmalarda ex vitro
kosullarda elde edilen 8-10 cm’lik 9’arli geng siirgiinler, farkli dozlardaki (0, 500 ve 1000
ppm) IBA ¢o6zeltisi igerisinde farkli siirelerde (0, 5, 10 ve 15 dk) bekletilerek serada steril
kum igeren saksilarda koklendirmeye birakilmislar ve koklenen bitkiler saksilara
gecirilmislerdir. 10. gilinden itibaren kok olusumunun bagladigi, 2. hafta sonunda ise
kontrol denemesi disindaki tiim hormon ve uygulama siirelerinde kok olusumunun
gozlendigi bildirilmektedir. En 1yi kok olusumu 500 ppm IBA ve 10 dakika uygulama

stiresinde elde edilmistir.
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Ozel (2002) tarafindan gergeklestirilen yiiksek lisans tez ¢alismasinin da dahil oldugu(30),
Ankara Universitesi ve DPT tarafindan desteklenen projeler kapsaminda yapilan ¢aligmalar
(Ozel 2006 a ve b), Centaurea tchihatcheffii endemik tiirii iizerinde yapilan ilk in vitro
calismalar1 igermektedir(79,80). Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar genel bir bakisla
Ozetlenecek olursa; tohumlarin in vitro kosullarda ¢imlenmesi konusunda enfeksiyon
nedeniyle sikintilar yasanmasi sonucunda yesil bitkilerden dogadan eksplant alinmasi veya
olgunlagsmamis embriyolardan siirglin rejenerasyonu yoluyla bitki ¢ogaltimi yapildigi;
koklenme c¢alismalarinin ise ex vitro kosullarda serada oksin uygulamalar1 ile birlikte

gerceklestirildigi soylenebilir.

Tipirdamaz vd. (2006) tarafindan gergeklestirilen arastirmada ise, C. tchihatcheffii’nin
tohumlart in vitro kosullarda 6 g/L veya 9 g/L agar iceren MS ortamlarinda kiiltiire
alinarak ¢imlenme tizerine farkli agar dozlarinin etkisi incelenmistir(31). Ayrica in vitro 'da
gelisen fidelerden alinan siirgiin eksplantlar1 9 g/L agar ve 1 mg/L GA3; + 0.25mg/L BAP
kombinasyonlarini iceren MS ve 1/2 MS ortamlarinda inkiibe edilerek ortam kuvvetin
stirgiin rejenerasyonu tizerindeki etkisi arastirilmigtir. MS ortamina dikilen eksplantlarin
%40.7’s1 siirglin olusturmus, %?29.5°1 siirgiin olusturmadan sadece kendi gelismeye devam
etmistir. 1/2 MS ortaminda ise eksplantlarin %42.3’1 stirgiin olustururken %38.4’1 kendi
gelismeye devam etmistir. Eksplant basina elde edilen siirgiin sayisi ise her iki ortam i¢in
2.27 olarak belirlenmistir. Olusan siirgiinlerin koklendirilmesi, dis kosullara alistirilmasi,
bitkinin ¢ogaltim katsayis1 ve siirgilin gelisiminin gozlenebilecegi alt kiiltiir sayis1 belirleme
calismalar1 ile farkli ortam kombinasyonlarinda siirglin rejenerasyon c¢alismalarinin
stirdirildigi belirtilmektedir. C. tchihatcheffii nin doku kiiltiiriiyle gogaltim bakimindan

elverisli bir tiir oldugundan s6z edilmektedir.

Centaurea macrocephala Pushk. ex Willd. tiiriiniin mikrogogaltimini aragtiran Hosoki and
Kimura (1997) siirgiin rejenerasyonu igin aksillar tomurcuklart bolerek 0.44 uM BA ilave
edilmis MS temel besin ortaminda kiiltiire almistir. Proliferasyon oranint 16 giinliik kiiltiir
peryodu basma 2 olarak belirlemistir(81). Arastiricilar in vitro’da elde edilen
mikrocgeliklerin 25 pM IBA igeren degistirilmis Hyponex ortaminda %70 oraninda
koklendigini ve tiim bitkiciklerin kolay bir sekilde dis kosullara alistirildigini belirtmistir.

Pevalek-Kozlina (1998), Hirvatistan’in endemik tiirlerinden Centaurea ragusina L.’da

hizli cogaltim yontemi gelistirmistir. Arastirmada aseptik olarak ¢imlendirilen tohumlardan
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elde edilen siirgiinler kullanilmig, en yiiksek cogaltim orani 4 hafta igerisinde eksplant
basina 4.6 siirgiin ile 1.0 uM 6-benzylaminopurine ve 2.9 uM giberellik asit ilave edilmis
yar1 kuvvetteki MS ortaminda tespit edilmistir. Ayrilan siirgiinler ise 2.5uM indole-3-
butyric acid ilave edilmis aymi besin ortami iizerinde koklendirilmistir. Koklenen

bitkicikler basaril bir sekilde transfer edilerek dis kosullara alistirilmistir(82).

Perica (2003), igerdigi bir flavonoid nedeniyle gii¢lii antifitoviral, antibakteriyal ve
antifungal etkiye sahip olan ve balkan Apennine endemik tiirii olan Centaurea rupestris’te
hizl1 klonal ¢ogaltim i¢in, aseptik olarak ¢imlendirilen tohumlardan elde edilen siirgiinleri
kullanmistir. Arastirmada en yiiksek cogaltim orani 4 haftalik kiiltiir peryodunda eksplant
basia 11.88 siirgiin ile 1 uM 6-benzylaminopurine ve 2.9 uM giberellik asit ilave edilmis
MS besin ortaminda, en iyi koklenme ise 3 uM indole-3-butyric acid ilave edilen yar1
kuvvetteki MS ortaminda belirlenmistir. Arastirmada ayrica koklenen bitkiciklerin saksi

topragina transfer edilerek dis kosullara alistirildigi ifade edilmistir(29).

Kurt and Erdag (2009), Centaurea zeybekii Wagenitz tiirlinde ¢imlenme, fide gelisimi ve
aksillar silirglin iiretimi {izerine c¢alismislardir. Dogal populasyonlarindan toplanan
tohumlar ylizey sterilizasyona tabi tutarak farkli in vitro ¢imlendirme ortamlarinda kiiltiire
almis ve ¢imlenme iizerine sicaklik ile fotoperiyodun etkisini arastirmistir. Calismada 6
hafta sonra vitaminler ile 1 mg/L GAgz’in ilave edildigi distile su {izerinde yiiksek bir
¢imlenme frekansi elde edilmistir. Cimlenme fotoperiyot tarafindan etkilenmemis, en
yiiksek ¢imlenme 24 + 2°C’de meydana gelmistir. 1 mg/L BA igeren MS ortaminda ise
yiiksek bir aksillar siirgiin proliferasyonu elde edilmistir. Koklenme 6 hafta sonra yalnizca
0.5 mg/L IBA iceren MS ve 1/2 MS besin ortaminda gerceklesmistir. Arastiricilar ayrica
koklenme siirecinin ¢ok yavas oldugunu, siirgiinlerin koklenme oraninin da ¢ok diisiik

kaldigint (%15) vurgulamistir(15).

Mallon vd. (2011), nesli tehlike altinda olan Centaurea ultreiae tiiriinde siirgiin
rejenerasyonu elde etmek amaciyla yaprak ve kokleri kullanarak etkili bir yontem
gelistirmistir. Calismada, yaprak ve kok eksplantlar1 dort farkli sitokinin (BA, zeatin,
kinetin, 2iP) ile bunlarin bes farkli dozunun ilave edildigi yar1 kuvvetteki MS ortaminda
kiiltiire alinmis, tim uygulamalarda siirglin rejenerasyonu saglanmistir. En iyi sonuglar

0.55 uM BA uygulamasindan elde edilmis olup, yaprak eksplantlarinin %901 eksplant
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basina 2.48 adet, kok eksplantlarinin ise %94.3’li eksplant basina 5.60 adet siirgiin
vermistir(83).

Yuzbasioglu vd. (2012), IUCN kategorisine gére DD (veri yetersiz) olarak degerlendirilen
Centaurea arifolia tiiriinde yaprak eksplantlarindan in vitro ¢ogaltim ¢alismislardir. Bu
amagla in vitro kosullarda yar1 kuvvetteki MS ortaminda ¢imlendirilen tohumlardan elde
ettigi bitkilerden alinan yaprak eksplantlarini, 1 mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA ve 2 mg/L
BAP + 0.2 mg/L NAA iceren MS besin ortaminda kiiltiire almis, kiiltiir baglangicindan 3
hafta sonra kallus, bundan 3 hafta sonra da adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmistir.
Olusan adventif siirglinlerin 1 mg/L IBA igeren MS ortaminda koklendigini
belirtmistir(84).

Arastirmamizin temel konusu olan Centauera tcihatcheffi tiirii disinda gerek Asteraceae
gerekse diger familyalara ait tiirlerde yapilan ve arastirmamiza 11k tutabilecek nitelikteki
sirgiin rejenerasyonu, in vitro koklendirme ve dis kosullara aktarma c¢aligmalari da

incelenmis, ¢calismamizda bunlardan bazilarina yer verilmistir.

Asteraceae familyasina ait bir papatya cinsi olan Chamomilla recutita tiiriinde yapilan
arastirmada farkli dokularin (yaprak, gévde, meristematik ug, kok, cicek ve tohum)
rejenerasyon kabiliyetleri incelenmis, bu amacla eksplantlar Kinetin, BAP, Kinetin + BAP
veya BAP + NAA iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. 4 haftalik kiiltiir sonrasi
en fazla siirgiin sirasiyla tohum, meristematik u¢ ve yaprak sap1 eksplantlarindan olusan
kallus dokularindan elde edilmis, siirglinlerin koklendirilmesi ise MS ortaminda

gerceklestirilmistir(85).

Trejgell vd. (2009), Asteraceae familyasindan bir bitki olan Carlina acaulis subsp.
Simplex tiiriinde etkili bir iiretim sistemi elde etmeyi amaclayan ¢alismasinda baslangi¢
materyali olarak 10 giinliik fidelerden izole edilen siirgiin ucu, hipokotil, kotiledon ve kdk
kisimlarini kullanmistir. Eksplantlar BA (13.3 uM), kinetin (13.9 uM), zeatin (13.7 uM) ve
NAA (0.54 uM) ilave edilmis proliferasyon ortaminda kiiltiire alinmis, en iyi morfogenetik
tepki BA ilave edilmis kiiltiirlerde gézlenmistir. Maksimum proliferasyon orani yaklasik
%094 ile siirgiin ucu eksplantlarinda tespit edilmistir(86). Arastiricilar oksin kullanmaksizin
bitkiciklerin yaklasik %94 {iniin koklendigini, oksin (NAA ya da IAA) ilavesinde ise kok

sayis1 ve koklenme yiizdesinde artis (%100) oldugunu fakat gelismelerinin engellendigini
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saptamiglardir. Aragtirmada kok sayis1 fazla olan bitkiciklerin digerlerine nazaran hayatta

kalma sansinin daha iyi oldugu, bitkilerin ¢igek ve tohum olusturdugu belirtilmistir.

Lauzer ve Vieth (1992), Kuzey Amerika'da yetistirilen Green Globe enginar (Cynara
scolymus ) ¢esidinde hizli ¢ogaltim ve vitrifikasyon tizerine ¢alismiglardir. Bu amagla in
vitro’da tohumdan elde edilmis siirgiin uglar1 0.5 mg/L NAA ve farkli konsantrasyonlarda
BAP iceren, MS ortaminda kiiltiire alinmig ve siirglin rejenerasyonu elde edilmistir.
Aragtiricilar  hizli  ¢ogaltim asamasinda meristematik yapraklarin besin ortamina
degmesinin vitrifikasyona yol actigini, besin ortamma degmelerin engellenerek
vitrifikasyonu o6nlediklerini vurgulamiglardir.  Koklendirmede ise 1 mg/L NAA ilave
edilen MS besin ortami kullandiklarint ve 2 ay sonra % 65 oraninda koklenme elde

edildigini bildirmislerdir(87).

Cenkci vd. (2009), Fabaceae familyasinin nesli tehlike altindaki bir tiirti olan Thermopsis
turcica’da klonal ¢ogaltim i¢in konvansiyonel ve in vitro iretim tekniklerini kullandig
arastirmasinda, rizom ¢elikleri ve epikotil eksplantlart ile calismistir. Epikotil
eksplantlarinda, NAA uygulamasi kallus ve adventif kok olusumunu, 6-benziladenin (BA)
uygulamasi siirgiin olusumunu tesvik etmis, en yiiksek degerler 10 uM BA ve 0.5 uM
NAA ilave edilen MS besin ortamindan elde edilmistir. Arastirmada en yiiksek
rejenerasyon orani % 86.6, eksplant basima ortalama fide sayis1 3.05 ve ortalama fide
uzunlugu 2.3 cm olarak tespit edilmistir. Arastiricilar elde edilen siirgiinlerin, 0.3 uM NAA
ilave edilen MS ortaminda yaklasik % 83 oraninda koklendigini belirtmistir(88).

Genellikle tibbi bitki olarak ¢igek ekstrelerinden elde edilen kremi spor yaralanmalari
sonucu ortaya ¢ikan morarma, ezilme ve burkulmanin tedavisinde kullanilan Arnica
montana bitkisinin hizli ¢ogaltimi {izerine ¢alisan arastiricilar, MS ve Bs besin ortamlarina
1 mg/L BAP ile 0.1 mg/L NAA ilave etmis, 6. hafta sonunda MS besin ortamindan 7.7
adet, Bs ortamindan ise 9.0 adet siirgiin elde etmislerdir. NAA igermeyen ortamlarda alt
kiiltiire alinan orneklerde siirglin sayisinin belirgin bir diislis gosterdigi gozlenmistir.
Koklenme 0.1 mg/L NAA igeren MS ortaminda gergeklesmis ve elde edilen bitkilerin
%095'l seraya basari ile aktarilmistir. Kis aylarinda araziye aktarilan bitkilerin ise %93
oraninda canliligini korudugu ve izleyen yaz doneminde % 64'niin ¢igeklendigi tespit

edilmistir(89).
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Hizl1 ¢ogaltim iizerine yapilan diger bir calisma, igerdigi antifungal ve pestisidal
bilesiklerin yan1 sira diyabetin tedavisinde de kullanilan Polymnia sonchifolia bitkisinde
Estrella and Lazerte (1994) tarafindan yapilmistir(90). Arastiricilar bu amagla lateral
meristemleri BAP ve IBA iceren MS besin ortaminda kiiltiire almiglar, 10 giin sonra %90

rejenerasyon orani ve eksplant basina 12.4 adet siirgiin elde etmislerdir.

Geslot vd. (1989), alti degisik nane tiirinde (M.spicata, M.suaveolens, M.aquatica,
M.piperita var. citrata, M.piperita f. rubescens ve M.piperita f. pallescens) siirgiin ucu
(apex) kiiltliri ve mikro celikleme yontemini kombine ederek bir ¢ogaltma yontemi
gelistirmislerdir. Yontem, siirgiin uglarmin kiiltiire alinmasi, in vitro gelisen siirgiinlerin
celiklenerek yeniden IBA ve BA igeren MS ortamlarinda 6’sar haftalik aralarla alt kiiltiire

alinmasindan olusmaktadir(91).

Tirker vd. (2010), Verbena officinalis L. tibbi bitkisinde in vitro g¢ogaltim iizerinde
calismistir(92). Arastiricilar bu bitkinin in vitro ¢ogaltiminda bogumarasi eksplantlarini
kullanmigtir.  Petiol eksplantinin da yer aldigi calismada, bogumarast eksplantlarindan
adventif siirgiin olusumu ¢ok daha etkin meydana gelmistir. BA konsantrasyonundaki
artiglar 13.31 pM dozuna kadar siirgiin olusumunu artirmis fakat bu dozdan sonra ani bir
diisiis meydana gelmistir. Eksplant bagina en yliksek siirglin verimi ortalama 17.1 ile 13.20
uM BA ve 5.71 uM IAA igeren ortamlardan elde edilmistir. Koklenmenin de basarili bir
sekilde saglandig1 ¢alismada 5.71 puM IBA kullanimi halinde in vitro koklenmenin %100

oraninda meydana geldigi rapor edilmistir.
2.5. Poliploid Bitkilerin Ozellikleri ve Elde Edilme Yéntemleri

Canlilarda temel kromozom sayisinin katlarina ¢ikmasina, ya da bir baska deyisle
kromozom sayilarinin {i¢ veya daha fazla kata yiikselmesine poliploidi ad1 verilmektedir.
Bir mutasyon sekli olan poliploidi, bitki 1slahinda 6nemli bir yere sahiptir. Poliploid
bitkilerin, diploidlere goére bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal Ozellikler

bakimindan farkliliklart bulunmaktadir.

Zeven (1980), tetraploid bitkilerin genellikle yiliksek protein, yag ve karbonhidrat
igerdiklerini ifade etmektedir(93). Sullivan ve ark. (1986), ¢avdarin (Secale cereale L.),

cevre sartlarina dayaniklilig1 ve miktari iizerinde poliploidinin etkisini incelemislerdir. 3’u
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diploid, 3’ii tetraploid olmak iizere 6 degisik genotip kullandiklari aragtirmalarinda,
tetraploid formlarin zor ¢evre kosullarina daha dayanikli oldugu ve yiliksek tohum baglama

kapasitesi ile birlikte yiiksek verime sahip olduklari belirlenmistir(94).

Schwanitz (1966), Fragaria vesca (2n=14), F.moschata (2n=24) ve F.grandiflora (2n=56)
gibi farkli kromozom sayisina sahip ¢ilek tiirlerinde meyve iriligi bakimindan, Prunus
cerasifera’nin ise diploid ve tetraploid formlar1 arasinda ¢igek boyutlarmin ve petal

sayisinin artig1 yoniinden farkliliklar bulundugunu kaydetmistir(95).

Mukherjii (1986), diploid ve poliploid Chenapodium album iizerinde yaptigi ¢alismada,
poliploid formlarda bitki boyunda artig kaydedildigini, ¢igeklenme zamaninin geciktigini,

yaprak ve stoma boyutlarinin arttigini, polenlerin ise irilestigini belirtmektedir(96).

Hommo ve Valanne (1987) diploid ve triploid kavak (Populus tremula L.)’ta polen ve
stomalarin morfolojik incelemesi sonucunda, triploid kavak polenlerinin diploidlere
nazaran daha iri; stomalarimin da daha biiyiik ve birim alandaki sayilarmin daha az

oldugunu belirlemislerdir(97).

Cavdar bitkisinde diploid (2n=14) ve tetraploid (2n=28) bitkilerin sitolojik, anatomik, dis
morfolojik, fizyolojik ve palinolojik o6zellikleri 151k ve elektron mikroskoplarinda
karsilagtirmali olarak incelenmistir(98). Buna gore tetraploid Secale cereale L., diploidlere
oranla boylar1 daha uzun, yaprak ene ve boyu ise daha fazla olan bitkilerdir. Yaprak
govdeleri daha kalin, tohumlar1 ise daha iridir. Yaprak epidermis hiicrelerinin ve
stomalariin eni, boyu ve mezofil hiicrelerinin hacimleri daha fazladir. Sancak stoma ve
tiy sikligi diploidlerden daha azdir. Tetraploidlerde mezofil hiicrelerinin sitoplazmik
organelleri gerek biiyiikliik, gerekse sayr bakimidan diploidlere oranla daha zengindir.
Ayrica bunlarda kloroplast sayis1 da daha fazladir. Bundan dolayi tetraploidlerin toplam
klorofil, klorofil a ve klorofil b miktarlar1 diploidlerden daha fazla bulunmustur.

Tetraploidlerin polenleri de diploidlerden daha iri olup por sayilari fazladir.

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

aktivitesinin, kloroplast sayisinin, klorofil miktarinin arttigint saptamislardir(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 farkli ploidi diizeylerindeki bugday
tiirlerinde oksin (IAA) ve absisik asit (ABA) miktarlarin1 kantitatif olarak incelemisler ve

en yiiksek IAA ve ABA igeriklerine, tetraploid T. durum cv. Gediz’de rastlamiglardir(100).

Poliploidler dogada kendiliginden meydana geldigi gibi, yapay olarak da elde
edilebilmektedir. Bitkilerin yapay olarak poliploidiye ugratilmalarinin nedenlerinden birisi
tarimsal amagclarla verimliligi artirmaktir. Bunun i¢in daha ¢ok vegetatif organlarindan
faydalanilan bitkiler kullanilmaktadir. Ciinkii poliploid bitkilerin yaprak, govde, ¢icek,
meyve ve tohum gibi organlari, diploid formlarindan daha iri olmaktadir. Ekmek
yapiminda tohumlarindan, hayvan beslenmesinde de vejetatif organlarindan faydalanilan

cavdar, poliploid yapilarak daha verimli hale getirilmistir.(98)

Dogada olusan tiirler aras1 melezlerin F1 dolleri, genellikle kisir olabilmektedir. Bunun
nedeni, ebeveynler arasinda kromozom sayis1 bakimindan 6nemli farklarin olmasi ve F1
dollerinde mayoz bolinme ve gamet olusumu sirasinda tam bir eslesme olmamasidir.
Kisir, verimsiz F1 bitkilerini yapay olarak poliploidiye ugratmak yoluyla verimli duruma
getirmek olasidir(101). Poliploidlerde karsilasilan en gili¢ sorun, sterilite konusudur.
Poliploid bitkilerde kisirlik mayoz boliinme sirasinda univalentlerin olusumu ve gametlerin
arizal sekilde dagilmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Univalent olusumu, aneuploid gametlerin
meydana gelmesine neden olmaktadir. Bu durum esas alinarak yapilmis bir aragtirmada
Festuca arundinacea (Kamigsi yumak) ile Lolium perenne (Cok yillik ¢im veya ingiliz
¢imi) tiirler arasi hibritinin kisir bitkilerinden verimli poliploidlerin elde edilmesi
amaclanmistir, ancak bunun istenen diizeylerde elde edilmesinde kisitlamalar ortaya

cikmustir (102).

Poliploid hale getirilmis bitkilerin ekstrem ¢evre kosullarina daha iyl uyum
sagladiklar1i(103) ve dolayisiyla stres kosullarina dayaniklilikta bu tip bitkilerden
yararlanilabilecegi bildirilmektedir(104).

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

1. Ureme hiicrelerinde mayoz sirasinda, kromozom sayisinin yartya inmesini

Onleyerek, somatik hiicrelerdeki kadar kromozom sayisina sahip gametlerin
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meydana gelmesini saglamaktir. Bu olay, kromozomlarin ikiye ayrilarak kutuplara
gitmesi sathasinda, ig iplik¢iklerinin olusmasini engelleyerek hiicre duvarinin
olusmamasini saglamak ve sonug¢ta kromozomlarin ayni hiicrede kalarak, sayilarin

iki katina ¢ikarmasi ile miimkiin olmaktadir.

2. Zigotun ilk boliinmeleri esnasinda hiicre duvarinin olusumuna engel olmak yoluyla,
kromozomlarm ayni hiicrede kalmasini saglayarak kromozom sayisinin iki katina
yiikseltilmesi ile de poliploid bitki elde etmek miimkiin olabilmektedir. Bu yolla
poliploidi yapmak i¢in, yine 1§ iplikciklerinin olusumunun engellenmesi

gerekmektedir.

Kromozom katlanmasi bazi bitki tiirlerinde kendiliginden meydana gelmekle birlikte,
pratikte ¢ogunlukla kimyasal madde uygulamalariyla gerceklestirilmektedir. Bu amacla
azot protoksit, kafein, kloral hidrat, asenaften, sulfinilamid, etil merkuriklorid,
hekzaklorosiklohekzan ya da kolhisin gibi antimitotik 6zellik gosteren kimyasallardan
yararlanilmaktadir. Yine bu amagla 2,4 D ve NAA gibi hormonlar ve trifluralin ve orizalin
gibi baz1 herbisitler de kullanilabilmektedir. Gilinlimiizde kromozom katlamas: i¢in bitki
islahgilarn tarafindan en yaygin kullanilan kimyasal madde, kolhisindir. Bu madde
Liliaceae familyasma ait Colchicum automnale L. (giiz ¢igdemi) bitkisinin koklerinden
elde edilen, alkaloid yapisinda kuvvetli bir zehir olup; alkol, kloroform ve soguk suda
eriyen, buna karsilik sicak suda ve eterde erimeyen bir maddedir. Kimyasal formiilii
CxH2506 olarak gosterilen ‘kolhisin’, degisik kaynaklarda ‘kolkisin’, ‘kolsisin’ veya
‘kol¢isin’ olarak da ifade edilebilmektedir. Kolhisin, uygulandigi dokularin hiicrelerinde
mitoz boliinmenin metafaz sathasinda 1§ ipliklerinin olusumunu engeller ve dolayist ile
replikasyona ugramis kromozomlarin kutuplara c¢ekilmesini onleyerek, kromozom
sayisinin iki katina ¢ikmasini saglar. In vitro tekniklerle elde edilmis haploid bitkilerin
kromozom sayisinin katlanmasi yani dihaploidizasyon i¢in degisik bitki tiirlerinde farkl

yontemler uygulanmistir. Bunlar;

- Misir ve giizelavrat otunda oldugu gibi kallus dokusu veya hiicre siispansiyonuna

kimyasal madde uygulamalari,

- Kuskonmaz, gerbera ve bugday’da oldugu gibi kolhisinin kiiltliir ortamina

katilmasi,
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- Bugday, arpa ve ¢im tiirlerinde oldugu gibi haploid bitkilerin koklerine kolhisin

uygulamasi,

- Seker pancari, pamuk, patlican ve biber’de oldugu gibi haploid bitkilerin aksiller

tomurcuklarina kolhisin uygulamasi,

- Kavun, karpuz ve hiyar’da oldugu gibi in vitro bitkiciklerin veya bunlarin

celiklerinin belli bir siire kolhisin ¢ozeltisi i¢inde bekletilmesi,

-Kavunda oldugu gibi tepe tomurcuklarinin kolhisin ¢6zeltisi igerisine in Vvivo
kosullarda bandirilmast seklinde olabilmektedir. Bu uygulama bi¢imlerinin tiimii,
katlanmis haploidlerin elde edilmesinde kullanilabilecegi gibi, diploid bitkilerden yeni

poliploidlerin elde edilmesi amaciyla da kullanilabilir.

Demir (1975) ise kolhisinin uygulama bi¢imini su sekilde anlatmaktadir: “Kolhisin eriyigi
ile tohumlar dogrudan dogruya muamele edilebilecegi gibi gelismekte olan bitkilerin
tomurcuklari iizerine de konabilir. Eriyigin etkisini artirmak i¢in Aerosil adindaki ¢ok ince
beyaz bir tozla eriyik hafif bir bulamag¢ hale getirilir. Pipetle bu bulamag¢ bitkilerin
vejetasyon noktalarina konur. Kurumay1 6nlemek i¢in arasira iizerine su piiskiirtiiliir. Bazi
bitkilerin vejetasyon konilerine disaridan dogrudan ulasilamaz. Bu gibi hallerde, Mayi1s
cigeginde oldugu gibi, enjektorle kolhisin eriyigi vejetasyon noktasina ulastirilir.” Ayrica
dikkat ¢ekilen bir konu, kolhisin uygulanmayan diger tomurcuklarin mutlaka koreltilmesi
gerektigidir. Ik baslarda uygulama ile kromozom sayis1 katlanmis siirgiinlerin yavas
gelistigi ve bu nedenle tetraploid giil siirgiinlerinde oldugu gibi bunlarin gelismelerini

saglamak i¢in diger tiim tomurcuk ve siirgiinlerin defalarca temizlenmesi gerektigidir(105).

Sehirali ve Yazgan (1986) da kolhisinin poliploid bitki elde etmek amaciyla kullanilmasini
aciklamiglardir. Bu maddenin tohum, kok ve siirgiinlere uygulanabileceginden bahseden
yazarlar, uygulanacak bitki organina, bitki tiiriine gore uygulama siiresi ve dozunun farkl

olmas1 gerektigini agiklamakta ve 6rnekler vermektedirler(106).

Kimyasal madde uygulamalarinin yam sira, ekstrem sicaklik kullanmak suretiyle yani
sicaklik soklarindan da yararlanilabilmektedir. Bunlarin uygulanmasiyla boliinmekte olan

hiicrelerin arasinda hiicre zar1 olusumu engellenmekte ve bdylece kromozom sayisi
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katlanmaktadir. Ancak bu yontemde basar1 %3-5 gibi ¢ok diisiik oranlarda kalmaktadir.
Poliploid olusturmada kullanilan ¢ok eski ve giivenilir olmayan bir baska yontem de
rejenerasyon yontemidir. Yaralanan dokularda olusan kallus tabakasindan ¢ikan
tomurcuklarin bazen poliploid olduklar1 gozlenmistir. Bitkilerde biiylime uglar1 yapay
olarak zedelenmekte ve bunlarda yeni siirgiinlerin gelismesi sirasinda poliploid
yakalamaya gayret edilmektedir(106). Kimyasal madde uygulamalarinin disindakiler,
basar1 frekanslarinin ¢ok diisiik olmasi ve tesadiiflerin beklenmesi nedeniyle pratik
goriinmemektedir. Kimyasal uygulamalar1 da ¢gogunlukla in vivo kosullarda agik arazi veya

sera kosullarinda yapilmakta, tekrarlamalar1 gerektirmektedir.

Doku kiiltiirii ortaminda yani in vitro kosullarda poliploid bitkilerin elde edilmesi yeni yeni
uygulanmaya baglanmis ve bazi bitkilerde olumlu sonuglart alinmisg bir uygulamadir.
Griesbach (1990), Anigozanthos adinda (kangaroo paw) soganli siis bitkisinin 11 farkli
tiiriiniin kendi aralarinda rahatlikla dollenerek hibrit olusturduklarini, ancak bundan sonra
dollerin verimli olmadigini, kisirlik sorunuyla karsilagildigini bildirmekte; buna ¢6ziim
olarak verimli poliploid bitkilerin elde edilmesi yoluna gidildigini aciklamaktadir.
Aragstirici, kisir hibrit bitkilerden aldigi aksillar vegetatif tomurcuklari, once kendi
gelistirdigi bir yetistirme ortaminda kiiltiire alarak siirgiin gelismesini saglamis, daha sonra
bu siirgilinleri bir hafta siireyle %0.1 oraninda kolhisin igeren besin ortaminda bekletmis ve
nihayet siirgilinleri yeniden kolhisin igermeyen taze gelistirme ortamlarina alarak buradan
poliploid siirglinlerin gelismesini saglamistir. Bu c¢alisma sonucunda, verimli tetraploid
Anigozanthos bitkileri elde edilmis, tetraploid bitkilerin daha iri yapili, ¢igeklerinin de daha

biiyiik ve gosterisli olduklar1 fotograflanarak gosterilmistir(107).

Poliploid bitkilerin 6zellikle siis bitkileri 1slahinda 6zel bir yerinin oldugu goériilmektedir.
Poliploidinin tipik 6zelliklerinden olan koyu yesil renklilik ve iri, gosterisli ¢icekler siis
bitkileri alaninda 6nem tagimaktadir. Bu nedenle poliploid bitki elde etme c¢alismalarinin
son yillarda in vitro kosullarda siis bitkilerinde yogunlastigi dikkat ¢ekmektedir. Rose ve
Tobutt (2000), odunsu siis bitkilerinde tetraploid bitki elde etme yollar1 ve bunlarin
avantajlarindan bahsetmektedir. Tetraploid bitki elde etmenin ii¢ ana amaci oldugunu
belirten aragtiricilar bunlart sdyle siralamiglardir: Ploidi seviyeleri esit olmadigindan
aralarinda melezleme yapilamayan farkli gruplarin ploidi seviyelerini esitlemek; kisirlik
sorunu olan tiirler arasi melez (hibrit) bitkilerin verimli hale getirilmesini saglamak ve

organ biyikligli ya da bitki habitlisii bakimindan degisiklikler elde etmek(108). Bu
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aragtirmada, U¢ degisik cinste bogum eksplantlar1 in vitro kosullarda kolhisin
uygulamalarina tabi tutulmus ve gelisen siirgiinlerde flow sitometri yontemiyle tetraploid
olanlarin belirlenmesine c¢alisilmistir. Syringae vulgaris, Buddelia globosa ve Sorbus
aucuparia bitkilerinde in vitro kolhisin uygulamalarinin ¢ok kisa siirede tetraploid bitki
elde edilmesinde basariyla kullanilabildigi ve diger tiirlerde de yontemin uygulamaya

gecirilmesine baglandigi rapor edilmistir.

Vainola ve Repo (2000) adli arastiricilar da Rhododendron ¢esitlerinde in vitro kosullarda
poliploid bitki elde etmeyi ve bunlarin soguga karsi1 dayanikliliklarini1 belirleme konusunda
bir calisma gerceklestirmislerdir. Kromozom katlamalarinin ¢ogunlukla daha biiyiik
cigekler, daha yogun renkler, daha kuvvetli bir bitki gelismesi ve daha uzun bir ¢igeklenme
periyodu ile sonuglandigini belirten arastiricilar, iki adet diploid Rhododendron gesidi ve
bunlardan gelistirilen autotetraploidlerin soguk kosullara dayanikliligin1 incelemeyi
amaglamiglardir. In vitro kosullarda ikiser dozu kullanilan kolhisin ve orizalin, 24 veya 48
saat slireyle bitkilere uygulanmistir. Orizalin, poliploidi olusturma konusunda kolhisinden
cok daha etkin bulunmustur. Cok fazla sayida miksoploid bitki elde edilmis, en yiiksek
oranda saf tetraploid bitki, 24 saat %0.005 orizalin uygulanan kiiltiirlerden elde edilmistir.
Donma deneyleri yapildiktan sonra poliploidinin soguga dayanimda ¢ok basarili bir yol
olmadig1, ancak yine onceki gibi degisik morfolojik karakterler yoniiyle degerlendirilmesi

gereken bir yontem oldugu kanisina varilmigtir(109).

Tepe vd. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada, nane bitkisinde in vitro kolhisin
uygulamalari ile poliploid bitkilerin elde edilmesi amaglanmistir. Mentha longifolia tiiriine
ait acik arazide yetisen nane bitkilerinden alinan tek bogum eksplantlar1 aseptik kosullarda,
30 g/l sukroz, 6 g/l agar, 0.5 mg/l BA iceren MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Bir
ay sonra, gelisen in vitro silirgiinlerden tek bogum eksplantlar1 ve siirgiin uglari
hazirlanarak 100 veya 150 mg/I kolhisin i¢eren besin ortamlarinda 5, 7 ve 10 giin siireyle
yetistirilmis, bu uygulamanin ardindan kolhisin igermeyen taze besin ortamlarina
aktarilmislardir. 1ki ay siireyle gelisen bitkiler serada dis kosullara alistirilmis, kok
uclarinda kromozom sayimlar1 yapilarak poliploidi olusum oranlari belirlenmistir. Kolhisin
uygulamalarinda hem siirglin ucu, hem de tek bogum eksplantinin kullanilabilecegi,
eksplantlarin 5 giin 100 mg/l kolhisin uygulamasinin ardindan kolhisin icermeyen
ortamlara aktarilmasi halinde %25-27 oraninda poliploid bitkiler elde edilebilecegi ortaya

konmustur. Kolhisin uygulamalar1 sonucunda degisik ploidi diizeyleri kaydedilmistir. Baz1
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bitkilerin ise miksoploid yapida olduklar1 belirlenmistir. Uygulama siiresinin 10 giine
cikarilmasi hem gelisme oranini, hem de dikilen eksplant bagina elde edilen poliploid bitki
oranini diisiirmiistiir. Ayrica yaprak morfolojileri de incelenerek stoma sayisi ile

kromozom sayis1 arasinda bir iliski kurulabilecegi saptanmistir(110).

Zhang vd. (2008), Phlox subulata L. tiiriinde tetraploid bitkiler elde edebilmek amaciyla in
vitro kolhisin uygulamalart yapmistir. Siirgiin uglari, %0.005, 0.01, 0.02 ve 0.04 kolhisin
ilave edilmis MS besin ortamlarinda degisik siirelerle inkiibe edilmistir. 4.54 uM TDZ ve
0.49 uM IBA igeren ortamlarda kolhisinli uygulamalarda bekletme stiresi 10, 20 veya 30
giin olarak secilmistir. Canli kalan siirgiin sayisinin {izerinde kolhisin dozu ve uygulama
stiresinin etkisi belirgin olmustur. Yiiksek doz ve uzun siire uygulanan kolhisin, canlilik
oraninin azalmasina neden olmustur. Tetraploid bitkiler tiim uygulamalardan elde edilmis
olmakla birlikte bunlarin oran1  %25’ten %75’e kadar farklilik gostermistir. En etkili
uygulama olarak %0.005 kolhisin igeren ortamlarda 20 giin bekletme olarak belirlenmis,
bu ortamlarda %30 yasama orani ve 6 adet tetraploid bitki/10 adet siirgiin ucu eksplanti
orani elde edilmistir. Bitkiler serada basariyla yetistirilmistir. Diploid bitkilerin ¢igcek cap1
2.24 cm iken, tetraploid bitkilerde gicek ¢ap1 2.91 cm olarak dlgtilmiistiir(111).

In vitro kolhisin uygulamalar1 ile birgok bitki tiirlinde poliploid bitki elde edilmesi
konusunda yayin bulunmaktadir(112-119).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Arastirma, 2011-2013 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Bolimii’ne ait doku kiltiri laboratuvar1 ile iklimlendirme odasi kosullarinda

gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak, Ankara- Golbasi’nda tlirin dogal yayilim
alanlarindan biri olan(49) T.C. Kiiltiir Bakanligi Devlet Opera ve Balesi Genel Miidiirliigi
arazisinde yer alan Centaurea tchihatcheffii populasyonlari ile yine Ankara -Golbagi’ndan
toplanan tohumlar kullanilmistir. 2010 yili Haziran ay1 icerisinde dogal populasyondan
toplanan (Sekil 3.1) Centauera tchihatcheffii bitkisine ait tohumlar (Sekil 3.2) oda
sicakliginda, gazete kagitlar1 iizerinde bir hafta siireyle serilerek kurutulmus, benzer
morfolojik Ozelliklere ve biiyiikliige sahip olanlar sayilarak uygulamalar i¢in gereken
tohumlar ayrilmistir(9). Tohumlar ekim zamanina kadar oda sicakliginda tohum saklama
kaplarinda muhafaza edilmistir. Bitkiye ait tohumlarin goriinlisii ve kisimlarinin sematik

gosterimi ise Sekil 3.3’te oldugu gibidir.

Sekil 3.1.Golbasi’nda tohum toplanan sentorya arazisinden genel bir goriiniis

31



Sekil 3.2. Tohum toplama asamasinda arazide yan yana bulunan bir sentorya ¢igegi ve
icerisinde tohumlarin olgunlastig1 olgun bir sentorya meyvesi

/

Sekil 3.3. Centaurea tchihatcheffii’nin aken tipi meyvesi (solda), Aken tipi meyve a.
Pappus, b. Hilum(32) (sagda).
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3.2. Yontem

3.2.1. Genel doku Kkiiltiirii sartlar

Doku kiiltiirii uygulamalarinin tiimii aseptik kosullar altinda yapilmig, bunun ig¢in steril
kabin kullanilmistir. Kullanilan bistiiri bigcagi ve pensler dnceden steril edilmis ve dikim
islemi sirasinda da %96’lik etil alkole batirilip alevden gegirilerek steril kosullarin devami
saglanmistir. Besin ortami olarak esas olarak MS(74) temel ortam bilesimi kullanilmistir.
Tohum ¢imlendirme asamasinda 15 ml besin ortami doldurulmus cam deney tiipleri ve
diger kiiltiir asamalarinda da 40 ml besin ortami doldurulmus 6.5x7.5 cm boyutlarindaki
cam kavanozlardan faydalanilmigtir. MS ortam regetesine gore mineral tuzlarin ve
vitaminlerin cins ve dozlar1 Cizelge 3.1°de oldugu gibidir. Cimlendirme ortami olarak
kullanilan MS(74) 6nceden otoklavda steril edilen 15x2cm’lik tiiplere, laminar akisli kabin
icerisinde 15°ser ml olacak sekilde dagitilmistir. Ortamin otoklavda sterilizasyonu, 1.2
atmosfer basing altinda, 121°C sicaklikta 20 dakika siirede yapilmistir. Denemelerde
kullanilan cam ve metal malzemelerin sterilizasyonu igin 1.2 atmosfer basmng, 121°C
sicaklikta 90 dakika siire kullanilmigtir. Ortama karbon kaynagi olarak 30g/l sakaroz,
katilastirmak i¢in 6g/l agar ilave edilmigtir. Besin ortaminin pH’1 5.7’ye ayarlanmistir.
Denemenin degisik asamalarinda besin ortamlarina biiyiime diizenleyici madde katkilar

yapilmugtir.
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Cizelge 3.1. MS temel besin ortaminda bulunan besin maddeleri ve konsantrasyonlari1(74)

Makro elementler (mg/l)
KNQOs 1900
NH4NOs 1650
KH:PO, 170
CaCl..2H.0 440
MgS0..7H.0 370

Mikro elementler

MnSO,.4H.0 22.30
ZnS04.7H:0 8.6

H:BO; 6.2

Kl 0.83
CuS04.5H0 0.025
Na:MoO..2H-0 0.25
CoCl..6H0 0.025

Vitaminler ve aminoasitler

Myo-inositol 100
Tiamin 0.100
Nikotinik asit 0.5
Piridoksin HCI 0.5
Fe-galat

MNa:EDTA 37.30
FeS04.7H0 27.85

3.2.2. Tohumlarin yiizeysel sterilizasyonu ve cimlendirilmesi

Sentorya tohumlarinin yiizey sterilizasyonu, Babaoglu vd. (2001)’nun(58) onerdigi
yonteme ve asamalarina dikkat edilerek gergeklestirilmistir. Buna gore tohumlar, birkag
damla Tween-20 ilave edilmis %15°lik ticari sodyum hipoklorit (¢camasir suyu) i¢inde 25
dakika c¢alkalanarak dezenfekte edilmis, bunun ardindan, 3 defa 5’er dakika steril saf su ile
durulama iglemine tabi tutulmustur. Sterilizasyon isleminin yapildig1 cam kavanozdaki son
durulama suyu siiziildiikten sonra tohumlar steril kurutma kagidi iizerine alinarak fazla
sular1 kurutma kagidina emdirilmis ve tohumlar, besin ortamlarinda ¢imlendirmeye
alinmislardir. Tiim bu islemler, sonraki asamalardaki tiim aktarim, alt kiiltiir ve yeni dikim

islemlerinde oldugu gibi laminar akisli kabinde aseptik kosullarda yapilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Sentorya bitkisinin tohum ekiminden baglayarak tiim doku kiiltiirii asamalarinda
yapilan ¢aligmalarda kullanilan aseptik kosullarda c¢alismalarin yapildigi laminar akish
kabinde caligsma anindan bir goriiniim

Cam tiipler icerisine birer adet tohum ekilmistir. 23+2°C sicaklik ve siirekli karanlik
kosullarda ¢imlendirilen fideler, kokglik uzunlugu yaklasik 5 mm oldugu zaman 16 saat
aydinlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmis fotoperiyodik diizene ve 2000 lux
floresan 15181na sahip iklim odasina aktarilmislardir. Sekil 3.5 a ve b’de besin ortamina
dikimi tamamlanmis bir sentorya tohumu ve ¢imlenmenin tamamlanmasindan sonra olusan
in vitro fidecik gosterilmistir. Tohumlarda ¢imlenme orani yiizde “%” olarak ifade

edilmistir.
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Sekil 3.5. Besin ortamina ekimi tamamlanmis bir sentorya tohumu ve ¢imlenmenin
tamamlanmasindan sonra olusan in vitro fidecik. a. In vitro kosullarda ekilmis bir sentorya
tohumu, b. In vitro kosullarda ¢imlenerek gelismis bir sentorya bitkisi

3.2.3. Tohum ¢imlendirme denemeleri

Tohum ¢imlendirme amaciyla farkli tarihlerde (27.01.2011, 17.04.2011, 08.11.2011,
11.12. 2011 ve 17.03.2012) bes adet deneme kurulmustur. Bunlardan ilk iki tarihte yapilan
ekimler, hormonsuz MS ortam {izerine gergeklestirilmistir. 3. ekim tarihindeki ortamlarin
bir kismina 1 mg/L dozunda GAjilave edilmistir. 4. ve 5. ekimlerde ise tekrarlamali olarak
ii¢ farkli GA3 dozunun ¢imlenme lizerindeki etkileri incelenmistir. Bu dozlar 1, 2 ve 3
mg/L olarak kullanilmistir. Enfeksiyon oranii azaltmak amaciyla tohumlarin pappuslari
kesilmis ve her tlipe bir adet tohum olacak sekilde ekilmistir. Denemelerde ekimi yapilan
tohum sayisi1 sirastyla 305, 273, 464, 268 ve 376 adettir. Kiiltiirler 23+2 °C sicaklikta ve
karanlik kosullarda inkiibe edilmistir. Tohum ekiminden itibaren iki hafta araliklarla (2, 4,
6 ve 8. hafta) cimlenme sayimlar1 yapilmistir. 8. haftanin sonunda c¢imlenmeyen

kiiltiirlerde denemeye son verilmistir.
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3.2.4. Proliferasyon asamasi icin eksplantlarin dikimi

Aseptik kosullarda cimlendirilen tohumlardan gelisen sentorya fideleri, dort haftalik

inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra eksplant kaynagi olarak kullanilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Proliferasyon asamasinda kullanilacak eksplantlarin hazirlandigi, in vitro
kosullarda ¢imlendirilmis sentorya fideleri

Bu amagla, daha onceki ¢aligmalarimizda otsu bir bitki olan ve gelismeleri bakimindan
benzerlik gosteren nane (Mentha sp.) tiiriinde kullanilan tek bogum (single node)
eksplantlar1(120) ve kekik (Origanum sp.) tiirtinde olumlu sonuglar veren siirgiin ucu
(shoot tip) eksplantlart (Ozkum 2006) kullamlmistir. Tek bogum eksplantlarinin
hazirlanmast i¢in Oncelikle fideciklerde kokbogazindan kesim yapilarak kokler
uzaklastirilmig, govde bolgesi lizerinde yaklasik 15-20 mm'lik pargalar kesilmis ve her
birinin {izerinde bir adet bogum bulunmasina dikkat edilmistir. Siirglinlerin en u¢ kisminda
yaklasik 15 mm’lik gen¢ kisim birakilip daha yaslh olan yaprak ve dokular uzaklastirilarak
stirglin ucu eksplantlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan eksplantlar besin ortamlarina dikilmistir.
Tek bogum eksplantlari besin ortamina yatay olarak yerlestirilmis(120), siirglin uglart ise
dikey bicimde vyerlestirilmislerdir (Sekil 3.7). Ancak daha sonra siirgiin ¢ogaltimi
asamasina aktarilan tiim siirgiin ucu veya tek bogum eksplantlar1 besin ortamina dikey

pozisyonda yerlestirilmistir. Eksplantlarin cam kavanozlardaki besin ortamlarina
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dikilmesinden sonra tiim kiiltiirler, 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik ve 25 °C +1 sicaklik

diizenine ayarlanan ve 2000 lux siddetinde aydinlatilan iklim odasinda gelismeye

birakilmiglardir.

Sekil 3.7. Besin ortamlarina yerlestirilmis sentorya eksplantlari. Ustte solda: yatay
yerlestirilen tek bogum eksplantlari, Ustte sagda: dikey yerlestirilen siirgiin ucu
eksplantlari, Altta: Cam kavanozlardaki proliferasyon ortamlarina dikimleri tamamlanmis
stirglin uglar1 ve tek bogum eksplantlari

3.2.5. Proliferasyon (Siirgiin Cogaltma) denemeleri

IBA + BAP kombinasyonlari: Iklim odasinda ii¢ hafta siireyle inkiibe edilen kiiltiirlerde

gelisen siirgiinlerden ii¢ haftanin sonunda yeniden tek bogum eksplantlar1 hazirlanarak alt

kiiltiirlere alinmigtir. Tiim besin ortami bilesimlerinden gelen siirgiinler, iki hafta siireyle
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oncelikle hormonsuz MS ortaminda yetistirilmis, ardindan dort farkli bliylime diizenleyici
kombinasyonu igeren MS ortamlarina aktarilmislardir. Bu ortamlardaki biiyiime
diizenleyici igerikleri soyledir: 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 bogum
eksplantlar1 ilk 6 hafta siireyle bu ortamlar iizerinde birakilmis ve olusan siirgiin sayilari

belirlenmistir.

IBA + BAP + GAj; kombinasyonlari: Cimlendirilen tohumlardan gelisen bitkilerden

hazirlanan tek bogum eksplantlari, denemenin ikinci asamasinda BAP’nin tek basina, GA3
ile birlikte veya hem IBA hem de GAj ile birlikte kullanildigi kombinasyonlarda
denenmistir. Kullanilan kombinasyonlar su sekildedir: 1 mg/L BAP; 1 mg/LL BAP + 1
mg/L GA3; 1 mg/L BAP + 3 mg/L GAs; 3 mg/L BAP + 1 mg/L GA3; 3 mg/L BAP + 3
mg/L GA;. Tek bogum eksplantlar1 dorder hafta siireyle bu ortamlar iizerinde birakilmis ve

olusan siirgiin sayilar1 belirlenmistir.

Mikrocogaltim asamasinda, her bir ortamda gelisen siirgiinler, c¢ogaltim katsayisin
belirlemek amaciyla ayni bilesimdeki ortamlara dorder haftalik araliklarla iic kez daha
aktarilmig (alt kiltiire alinmig) ve her bir alt kiiltiir asamasinda olusan siirglin sayilari

belirlenmistir.

3.2.6. Siirgiinlerin koklendirilmesi

Aksillar siirgiinler birbirinden ayrildiktan sonra hormonsuz veya igerisine 0.1 mg/L IBA ya
da 1.0 mg/L IBA katilmig MS ortamlarinda koklendirme asamasma alinmistir.
Koklendirme asamast 2. alt kiiltiirden ve 3. alt kiiltiirden c¢ikan siirgiinlerle
gerceklestirilmistir. Herhangi bir ortamdan gelen siirgiinler ii¢ esit sayiya boliinerek her ti¢
koklendirme ortamina esit sayida dagitilmistir. Hem 2. Alt kiiltiirden hem de tclincii alt
kiltiirden toplamda degisik proliferasyon ortamlarindan gelen 20’ser siirgiin ii¢ farklh
koklendirme ortaminda koklendirme asamasina alinmistir. Sekil 3.8’de koklendirme
asamasindan bir gorlintiiye yer verilmistir. Dort hafta sonunda koklenme durumlari

incelenmis ve % olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.8. Koklendirme asamasindaki sentorya siirglinlerine ait bir goriiniim

3.2.7. Bitkilerin dis kosullara alistirilmasi

Hormonsuz veya IBA’l1 ortamlarda koklenen siirgiinler tam bir bitkiye doniistiikten sonra,
koklerindeki agarli besin ortami yikanip temizlenmis ve dig kosullara alistirllmak {izere
iklim odasinda vermikulit ve torf doldurulmus plastik bardaklara aktarilmistir. Her iki
substrat da kullanilmadan &nce, bez torbalara doldurulmus sekilde 1 saat siireyle 120°C’de
otoklav igerisinde sterilize edilmistir. Bitkicikler plastik bardaklara doldurulmus ortamlara
dikildikten hemen sonra steril musluk suyu ile sulanmislar, el piilverizatori ile iizerleri
nemlendirilmis ve her bir bitkinin {izeri bos bir plastik bardak ile kapatilmistir (Sekil 3.9).
Bos kaplarin iizerlerine kiigiik delikler acilmistir. Sentorya bitkileri, ilk giinler giinde 3-4
kez, daha sonraki giinlerde 1-2 kez su piilverize edilmesiyle nemli tutulmustur. Burada
yeni yapraklar gelistiren ve kok sistemi giiclenen sentorya bitkilerinin tizerindeki kapak
gorevi yapan plastik kabin ac¢ik kisimlart giderek biiyiitiilmiis (Sekil 3.10), yaklasik 10 giin
icerisinde tamamen {izerleri a¢ilmistir. Bitkilerin vermikulit veya torf igeren kaplara
dikiminden 15 giin sonra, iki substratin 1:1 oranindaki karigimini igeren har¢ doldurulmus
10 cm capindaki plastik saksilara aktarma islemi yapilmistir. Bitkilerin sulanmasinda,
ikinci sulamadan itibaren musluk suyu ile hazirlanmis 2 kuvvetinde MS ortami tuzlarin

iceren ¢ozelti kullanilmistir.
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Sekil 3.9. Torf doldurulmus plastik saksilara aktarilmig sentorya bitkilerinin aktarimdan
hemen sonraki goriintimleri

Sekil 3.10. Vermikulit doldurulmus plastik saksilara aktarilmis sentorya bitkileri ve
aktarma isleminden bir hafta sonra {izerindeki kapta agilan biiyiik delikler

3.2.8. Verilerin degerlendirilmesi ve istatistiksel analizler

Biitin denemeler Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore 3 tekrarli olarak
yirlitilmistlir. Cimlendirme, mikrogogaltim, alt kiiltiir, bitkilerin koklendirilmesi ve dis
kosullara aligtirilmasi islemleri iklim odasinda gercgeklestirilmistir. Farkli ¢imlendirme

ortamlarinin ¢imlenme orani iizerine etkileri, farkli eksplant dikim pozisyonlari, hormon
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kombinasyonlarmin silirglin veren eksplant basina ortalama siirgiin sayilari, gelisen
eksplant orani, siirgiin veren eksplant orami (%) gibi degerler belirlenmistir. Gelisen
eksplant orani, gelisen eksplant sayisiin dikilen eksplant sayisina bdliintip 100 ile
carpilmastyla hesaplanmistir. Cogaltim katsayisi, mikrogogaltim asamasindaki eksplant
basina ortalama siirgiin sayisimin, 1., 2., 3. alt kiiltlir asamalarindaki eksplant basina
ortalama slirgiin sayist ile c¢arpilmasiyla hesaplanmistir. Eksplant pozisyonlarinin ve
hormon kombinasyonlarinin olusan siirgiin sayisi iizerindeki etkileri, koklendirme asamasi
denemeleri icin ise IBA katkisinin kok olusumu iizerindeki etkilerinin 6nemi, varyans
analizleri ile incelenmistir. Varyans analizleri Statistica 7.0 paket programiyla(121)
yapilmustir. Uygulamalar arasindaki farkliliklarin 6nem kontrolii ise “Duncan Coklu

Karsilastirma Testi” ile ortalamalar arasindaki farklar karsilagtirilarak belirlenmistir(122).

3.2.9. Kolhisin uygulamalari

Poliploid bitki olusumunu uyarmay1 amagladigimiz bitki tiirii olan Centauera tchihatcheffii
ile yapilan mikro ¢ogaltma denemeleri sonucunda elverisli bir besin ortami bilesimi,
eksplant tipi ve hatta eksplantin besin ortamina yerlestirme pozisyonu belirlenmistir. Buna
gore in vitro kosullarda ¢imlendirilmis Centauera tchihatcheffii tohumlarindan gelisen
fidelerden tek bogum eksplantlar1 hazirlanarak kolhisin ilave edilmis besin ortamlarina
yerlestirilmistir. Besin ortami olarak 1.0 mg/L GA3, %3 sukroz ve %0.6 agar ilave edilmis
Murashige ve Skoog (1962)(74) bilesimi kullanilmistir. Dikime hazirlanan sentorya
stirgiinlerinden tek bogum eksplantlar1 olusturularak bunlar besin ortamina yatay konumda
dikilmislerdir. Gelisen siirgiinlerden olusan bitkiler tek tek ayrilarak alt kiiltiirlere alinmis
ve burada gelismeleri saglanmayr c¢alisilmistir. Ortamlar erlenmayerler icinde
otoklavlandiktan sonra jel kivamina gelmeden hemen 6nce 100 ve 150 mg/l dozunda
kolhisin ¢ozeltisi filtre sterilizasyonu yonteminden faydalanarak ilave edilmis (Sekil 3.11)
ve cam kavanozlara 30’ar ml olacak sekilde dagitilmistir. Kolhisin katilmayan bir miktar
ortam da kontrol olarak kullanilmistir. Eksplantlar 5, 7 veya 10 giin siireyle bu ortamlarda
inkiibe edilmistir. Her uygulama siiresi ve kolhisin dozu kombinasyonunda 20’ser adet tek
bogum eksplant1 olacak sekilde dikim yapilmistir. Kolhisinli ortamda bekletme siiresi
tamamlanan doku pargalari, kolhisin icermeyen ayni bilesimdeki taze ortamlara transfer
edilmistir. Aciklanan islemlerin yapilisi sirasinda elde edilen goriintiiler Sekil 3.12°de

sunulmustur.
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Sekil 3.11. Otoklavdan ¢ikmus ve sicakligi 70 °C civarina diismiis besin ortamina, aseptik
kosullar altinda kolhisin ¢6zeltisinin filtre sterilizasyonu yoluyla ilave edilmesi

Cam kavanozlarda geligsmeleri i¢in gozlemleri devam ettirilen siirgiinler {i¢ haftada bir taze
ortamlara alinmiglardir. Bitkiye doniisen ve normal gelisme siirdiirenler vermikulit i¢eren
plastik kaplara aktarilmis ve dnceki boliimde aciklanan bigimde dis kosullara aktarilmasi

icin gayret edilmistir.
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Sekil 3.12. Kolhisin uygulama islemlerine ait goriiniimler: a. Poliploidi uygulamalarinda
kullanilacak materyalin temini igin in vitro tohum ekimi ve ¢imlenmis sentorya bitkicigi, b.
Gelismis ve olgunlasmig in vitro sentorya bitkisi, c. In vitro bitkilerden eksplantlarin
hazirlanma asamasi, d. Hazirlanan tek bogum eksplantlarinin kolhisinli ortamlara dikimi, e.
Kolhisin iceren ortamlarda 5, 7 veya 10 gilin bekletilen eksplantlarin siire sonundaki
goriiniimleri, f. Uygulama yapilmis eksplantlarin kolhisin igermeyen ortamlara aktarilmig
durumu
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Ankara’nin Golbas1 ¢evresinde yetisen ve bu lokasyonda endemik olarak bulunan sentorya
bitkisi (Centauera tchihatcheffii) tohumlarinin doku kiiltiirii kosullarinda ¢imlendirilmesi
ve bunun ardindan steril fidelerden hazirlanan eksplantlarin kullanildig: siirgiin ¢ogaltma
asamalarina iligkin bulgular bu boélimde verilmistir. Elde edilen in vitro siirgiinlerin
koklendirilmesi ve dis kosullara adaptasyonu konusunda yapilan deneme sonuglari da

verilerek tartigilmistir.

4.1. Tohum ¢cimlendirme asamasi

Yiizeysel sterilizasyon isleminden gecirilerek besin ortamlarina dikilen tohumlarla yapilan
tohum cimlendirme asamasi uygulamalar1 toplam bes kez gerceklestirilmistir. Bunlardan
ilk iki dikimde hormonsuz MS ortami kullanilmistir. Uciincii dikimde besin ortamina 1
mg/L gibberellik asit ilavesi yapilmig, bu uygulamanin olumlu etkisi gdzlemlenince
dordiincii ve besinci tohum ekimlerinde li¢ farkli gibberellik asit dozunun ¢imlenme
tizerindeki etkileri incelenmistir. Cizelge 4.1°de, bes farkli ekim tarihinde yapilan ve ikiser
hafta ara ile toplamda 8 hafta boyunca ¢imlenme gozlemleri yapilan denemelerin sonuglari

bir arada verilmistir.

2011 yilinin Ocak aymnda yapilan 1.ekim doneminde, gozlemler yapildiktan sonra 8
haftanin sonunda tohumlar hormonsuz MS ortaminda toplam %358.40’lik bir ¢imlenme
oranina sahip olmuslardir. Bu ekimde enfeksiyon orani, yapilan tim uygulamalar
icerisinde en yiiksek miktarda olugsmus ve ekilen tohumlarin %18.03’1 elden ¢ikmistir.
Cimlenme oranlari, temiz kalan tohum sayis1 lizerinden hesaplanmigtir. Bundan sonraki
asamalarda daha deneyim kazanilarak, pappuslarin ¢ikarilmasinda daha etkin ve titiz
calisma ile enfeksiyon orani diismis, %0-8.33 arasinda seyretmistir. Sekil 4.1°de

hormonsuz MS ortaminda ¢imlendirilmis sentorya tohumlar1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. 2011 ve 2012 yillar igerisinde denemelerde kullanilan in vitro bitkilerin elde
edilmesi i¢in yapilan sentorya tohum ekimlerinden elde edilen tohum ¢imlenme oranlari

Ekim Tarihi Besin Ortamm Enfeksiyon | Cimlenme Orani (%)
Oram
(%0) 2. Hafta 4. Hafta 6. Hafta 8. Hafta
1.Ekim MS 18.03 39.02 50.08 51.08 58.40
(27.01.2011)
2. Ekim MS 1.46 26.39 49.44 54.27 56.13
(17.04.2011)
MS 6.88 2045 b 43.18 b 4943 b 55.11b
3. Ekim MS+1 mg/L | 4.81 4888a |8427a |8427a |8/64a
(08.11.2011)
GA;
MS+1 mg/L | 7.81 25.42 a 49.15a 69.49 a 86.90 a
GA3
4. Ekim MS+2 mg/L | 3.17 1147 c 34.42h 67.21b 81.20 b
(11.12.2011) | GAg
MS+3 mg/L | 1.59 19.35b 33.87h 6451 c 76.50 ¢
GA;
MS 2.77 20.00 b 43500 62.86d 64.30 d
; MS+1 mg/L | 8.33 5454 a 61.10 a 72.86 Db 83.60 a
5. EKim GA
(17.03.2012) "S5 mgiL [0 44443 |6780a |8485a |8520a
GA;
MS+3 mg/L | 8.33 24.24 b 429D 75.00b 77.20 c
GA;
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Sekil 4.1. Hormonsuz MS ortaminda ¢imlenen sentorya (Centaurea tchihatcheffii)

Hormonsuz MS ortaminin ikinci kez kullanildigi ¢imlendirme calismasinda 8 haftanin
sonunda ulasilan ¢imlenme oram1 %56.13 olmustur. %15’lik ticari sodyumhipoklorit
cozeltisinde 20 dakika tutulan tohumlarda sorunsuzca kiiltiir yapabilmek miimkiin
olmustur. Calismamizda enfeksiyon, sorun yaratan bir faktor olarak ortaya ¢ikmamistir. Bu
durumun, tohum materyalinin alinmasi sirasinda ve kurutularak saklanmasi sirasinda
yapilan islemler ile alakali oldugu, titiz ve saglikli materyalden aliman ve saglikli
kosullarda kurutularak saklanan tohumlardaki enfeksiyon oraniin ¢ok diisiik olacagi ve in

vitro ¢imlendirmede sorun ¢ikartmayacagini sdylemek miimkiindiir.
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Sekil 4.2. 1 mg/L GAgsigeren ortamlarda ¢imlenen ve gelisen sentorya bitkileri

Aralik 2011°de yapilan 4. ekimde GA3 dozlari denenmistir. 1, 2 veya 3 mg/L GAgs ilave
edilen ortamlarda sentorya tohumlarinin ¢imlenmeleri incelendiginde 8 hafta sonunda
sirastyla %86.9, 81.2 ve 76.5 oraninda ¢imlenme elde edilmistir. GAj dozlarindaki artis,
cimlenmeyi olumlu etkilememistir. Ayn1 dozlar Mart 2012°de bir kere daha ve bu defa
hormonsuz MS ortami ile birlikte karsilastirilarak denenmistir. Bu denemede de en diisiik
¢imlenme orani hormonsuz MS ortamindan elde edilmis (%64.3), 3 mg/L GAjz iceren
ortamdaki ¢imlenme orani bunu takip etmistir (%77.3). 1 mg/L GAjz iceren ortamdaki
cimlenme orant (%83.6) ile 2 mg/L GAj; igeren ortamdaki ¢imlenme orani (%85.2)
birbirine ¢ok yakin bulunmus ve aralarindaki farklilik istatistiksel olarak Onemsiz

bulunmustur.

4.2. Mikro ¢cogaltim asamasi

4.2.1. IBA + BAP Kombinasyonlari ile yapilan denemeler

In vitro kosullarda ¢imlendirilen ve gelisme gosteren fidelerden hazirlanan eksplantlarin

besin ortamlarina dikilmesi sonucunda elde edilen ilk veriler, eksplantlarin dikim
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pozisyonlar1 ile ilgilidir. IBA ve BAP’nin ikiser dozunun kombine edildigi toplam dort
farkli igerige sahip besin ortaminda yatay veya dikey olarak besin ortamina yerlestirilen
sentorya tek bogum eksplantlarinin gelisme oranlari ve 5 hafta sonundaki gézlem sonuglari

Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Tohumlardan gelisen in vitro fidelerden hazirlanan Eksplantlarin farkli
IBA+BAP kombinasyonlarindan 5 hafta siire sonunda elde edilen siirgiin gelisme oranlar1
ve eksplant basina aksillar siirgiin sayilari

IBA+BAP Dikim Dikilen Gelisen Siirgiin Olusan Eksplant
Kombinasyonu Sekli Gelisme Toplam
(mg/L) Eksplant Eksplant Oram Basina
Sayisi Sayisi Siirgiin Siirgiin
(%) Sayisi Sayisi
(Adet) (Adet) (Adet)
(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 bulundugu besin ortamlarinda eksplantlarin geliserek siirgiin
olusturma oranlari en az %19.44, en fazla %62.50 olmustur (sirasiyla 1.0 + 1.0/ Yatay ve
1.0 + 0.5/ Dikey kombinasyonlarinda). Genel olarak Dikey pozisyonda besin ortamina
yerlestirilen eksplantlarda gelisme oran1 ve/veya eksplant basina olusan siirgilin sayis1 daha
yiiksek olmustur. Gorsel olarak yapilan tespitlerde de dikey olarak dikimi yapilan
eksplantlarin daha hizli ve giirbiiz gelistigi izlenimi edinilmistir. ilk kez proliferasyon
ortamlarina alinan eksplantlardan geligen siirgiin sayilar1 sadece 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L
BAP iceren ortamlarda ortalama 2 ve tizerinde bulunmustur. Diger kombinasyonlarda ise
ortalama siirgiin sayis1 1-1.50 arasinda kalmistir. Sekil 4.3°te, baz1 farkli icerikteki besin

ortamlarina yerlestirilen eksplantlardan gelisen stirglinler gosterilmistir.
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En yiiksek eksplant basina siirgiin olusumu 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP
kombinasyonuna dikey olarak yerlestirilen eksplantlardan elde edilmistir (2.50
adet/eksplant). Bunu 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP kombinasyonuna yatay olarak
yerlestirilenler takip etmis (2.05 adet/eksplant); diger ortam bilesenlerinin bir tanesi harig
(1.0 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP: 1.47 adet/eksplant) tiimiinde sadece dikimi yapilan

eksplant geliserek tek bir siirgiine dontismiis fakat aksillar siirgiin vermemistir.

Gelisen stirgiinlerin her birinin, bes haftanin sonunda ayn1 bilesimlerde hazirlaran toplam
dort farkli kombinasyona ve yeni hazirlanan taze ortamlara aktarilmasiyla 1. alt kiiltiir
kurulmugtur. Sekil 4.4’te alt kiiltiire dikimi yapilmis bir tek bogum eksplant1 gdsterilmistir.
Ayni sekilde dorder haftalik aralarla 2. ve 3. alt kiiltiirlere aktarim islemleri yapilmistir. Bu
islemlerin sonucunda elde edilen sonuglari iceren bulgular, Cizelge 4.3’te verilmistir.
Cizelgenin incelenmesinde de goriilecegi gibi 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP igeren
ortamlar, en stabil ve tutarli gelismenin ortaya ¢iktigi kombinasyonu olusturmustur. Her bir
alt kiiltiire alinan 40’ar adet tek bogum eksplantindan sirasiyla %100, %93 ve %95 adedi
sirglin olusturmus, geri kalanlar ise sadece kendisi geliserek canliligini silirdiirme

egiliminde olmustur.
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Sekil 4.3. Proliferasyon ortamina aktarilan eksplantlardan gelisen siirgiinler; 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 yiksek ortalama siirgiin sayist 1. alt kiiltiirde elde edilmis (5.44+0.45 adet
stirglin/eksplant), 2 ve 3. alt kiiltiirlerdeki siirgiin sayisi bir miktar azalmistir (4.22+0.56 ve
4.9440.23 adet siirgiin/eksplant). 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP igeren ortamlarda
eksplant bagma elde edilen siirgiin sayist bir 6nceki ortama gore daha ytliksek olmustur.
Hatta bu bilesim, genel olarak ilk iki alt kiiltir esas alindiginda denemedeki en iyi
sonuglar1 vermistir (8.64+0.36 ve 9.04+0.73 adet siirgiin/eksplant). Sekil 4.5’te, 2. alt
kiltirde olusmus yiiksek sayidaki aksillar siirgiinleri iizerinde bulunduran bir eksplant
gosterilmistir. Ugiincii alt kiiltiirde ise 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP iceren ortamlarda
cok fazla sayida rozet seklinde siirglinler olusmus ancak bunlarin bir kismi camsilagsmis ve

bir kism1 da 0.5 cm’den kii¢iik olmalar1 dolayisiyla aktarilmaya miisait bulunmamaislardir.
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Bu ortamlarda dikimi yapilan tim eksplantlarda siirgiin olusumu meydana gelmistir. 1.0
mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP igeren ortamlar, siirgiin vermeye egilimli oldugu kadar tek bir
bitki olarak biiyiimeye de yonelen eksplantlara sahip olmuslardir. Ug alt kiiltiirde %10-24
arasindaki oranlarda tek siirgiin ile canliligini siirdiiren ve kokli bitkicikler olusturan
eksplantlar dikkati ¢ekmistir. Bununla birlikte ii¢ alt kiiltiirlin ortalamasi olarak 2.76
adet/eksplant aksillar siirgiin olusumu kaydedilmigstir. Sekil 4.6’da, bogumdaki iki adet yan
tomurcugun gelismesiyle iki adet silirgiin olusturmus ve hatta siirgiin ucunda ¢igek
tomurcugu meydana getirmis bir eksplant gosterilmistir. 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP
iceren ortamlar, denemenin en yetersiz sonuglarini veren bilesim olarak belirlenmistir. ik
alt kiiltiirde sadece 2.74+0.34 adet siirgiin/eksplant veren bu ortamlarda ¢ok sayida 0.5
cm’nin altinda siirgiin farklilasmas1 olusmaya baslamistir. ikinci alt kiiltiirde vitrifikasyon
ve rozetlesme sorunu ¢ok belirgin olarak ortaya ¢ikmis ve cogunlukla degerlendirilmeleri

miimkiin olmayan dokular gelismistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.4. Alt kiiltiirlerde kullanilan ve birinci alt kiiltiire heniiz aktarilmis tek bogum
eksplantlarina bir 6rnek.
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Sekil 4.5. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP iceren ortamlarda bir eksplant {izerinde 2.alt
kiiltiirin sonunda olusan aksillar siirgtinler (0.5 mm’den kii¢lik olanlar sayica ortalamalara
dahil edilmemistir)

Sekil 4.6. 1.0 mg/L IBA + 0.5 mg/LL BAP igeren ortam iizerinde gelismis bir sentorya
eksplanti
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Sekil 4.7. 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP iceren ortamlarda ikinci alt kiiltiirde olusan
camsilagmis ve rozetlesmis eksplantlar

4.2.2. BAP + GA; + IBA Kombinasyonlari ile yapilan denemeler

IBA + BAP kombinasyonlarindan istenen diizeyde ve kalitede siirglin elde edilmesi
miimkiin olmadigindan, yeni denemeler yapilmasi yoluna gidilmis, sitokinin olarak BAP,
oksin olarak IBA kullaniminin yaninda siirgiin boylarinda uzamay saglayacak gibberellik
asit ilavesi ile yeni baz1 kombinasyonlar denenmistir. Cimlendirilerek gelismeleri saglanan
in vitro fidelerden hazirlanan eksplantlardan 1., 2. ve 3.alt kiiltiirde elde edilen siirgiin

sayilar1 ve gelisme oranlari ¢izelge 4.4.’te verilmistir.

En yiiksek eksplant bagina siirgiin olusumu 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L
GA3; kombinasyonunun 1. alt kiltirinde elde edilmistir (10.45 + 3.73 adet
stirglin/eksplant) (Sekil 4.8). Bunu yine ayni ortamdaki 3. ve 2. alt kiiltiirler takip etmistir
(9.88 £ 1.76 ve 9.36 + 2.75 adet siirgiin /eksplant). Sekil 4.9°da bir eksplant tizerinde 2. alt
kiltiirde gelisen aksillar siirgiinlerin, 3. alt kiiltiire alinmadan 6nce hazirlanmis durumlari
gosterilmistir. En yiiksek sayisal degerlerin elde edildigi bu ortama en yakin sonuglari yine
i bliylime diizenleyicinin birlikte kullanildig1 diger kombinasyon olan 1.0 mg/L IBA +
1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA; kombinasyonu vermistir (ortalama 7.26 adet
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stirglin/eksplant). Bir dnceki deneme asamasinda BAP’in 1.0 mg/L dozunda kullanildig:
ortamlarda ¢ok sayida siirgiin taslaginin olustugu, ancak bunlarin gelisemeyerek rozet
formunda kaldiklar1 belirlenmistir. Bu asamadaki ortamlara gibberellik asit ilave edilmesi,
olusan bu siirgiinlerin 6nemli bir kismimin uzamasin1 ve rozet formundan kurtulmasini
saglamig goriinmektedir. Sekil 4.10°da 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA;

kombinasyonuna sahip ortamda gelisen 3. alt kiiltiirdeki sentorya siirgiinleri gosterilmistir.

Sekil 4.8. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA3; kombinasyonunun 1. alt
kiiltiirtinde elde edilen aksillar siirglinler
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Sekil 4.9. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA; kombinasyonunu igeren
ortamda 2.alt kiiltiirde bir eksplanttan olusan ve 3.alt kiiltiire alinmak iizere hazirlanmig
aksillar stirgiinler

Sekil 4.10. 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GAs; kombinasyonuna sahip
ortamda gelisen 3. alt kiiltiirdeki sentorya siirgiinleri
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BAP’nin tek basma 1 mg/L. dozunda kullanildig1 ortamdan elde edilen ortalama siirgiin
sayisi, ugilincii sirada yer almistir (5.80 adet siirglin/eksplant). BAP ile birlikte GAj
kullanilan ortamlarda ise {i¢ alt kiiltiirde alinan sayisal degerlerin ortalamasi olarak 3.18 ile
450 adet siirglin/eksplant elde edilmistir. Bu degerler, bir onceki IBA + BAP
kombinasyonlarina benzer ve bazilarindan da diisiik oldugundan 6ne ¢ikan bir 6zellikte
bulunmamislardir. Ancak BAP + GAjz kombinasyonlarinin olumlu bir 6zelligi olarak
vitrifikasyona yatkinligin ¢ok daha az olmasi ve rozetlesme sorununun belirgin olmayist,
stirgiin gelismelerinin daha saglikli goriinmeleri, bu kombinasyonlarin tek bagina
kullanilan IBA + BAP kombinasyonlarina gore daha olumlu bir durum sergilediklerini
gostermistir. Sekil 4.11°de 3.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L GA; kullanilan ortam tizerinde 2.alt
kiiltiirde gelismelerini siirdiiren siirgiinlerden bu goriiniim verilmistir. BAP + GAgj igeren
ortamlardaki gelismeler, genel olarak fotograftaki duruma benzer goriiniimler

olusturmustur.

Sekil 4.11. 3.0 mg/L BAP + 1.0 mg/L GAg ilave edilen MS ortaminda 2.alt kiiltiir
asamasindaki sentorya siirgtinleri
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kiltir boyunca belirlenen siirgiin veren eksplant orani, eksplant basina toplamda elde

Cizelge 4.3. IBA ve BAP’nin ikiser dozunun kombine edildigi ortam bilesimlerinde 3 alt
edilen ortalama siirgiin sayilari
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*Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore her bir alt kiiltiir igin, ayn1 siitunda farkli harfler ile gdsterilen

ortalamalar arasindaki farkliliklar onemlidir.



Cizelge 4.4. IBA + BAP + GAj’lin kombine edildigi ortam bilesimlerinde 3 alt kiiltiir
boyunca belirlenen siirgiin veren eksplant orani, eksplant basina toplamda elde edilen
ortalama siirgiin sayilari

Diki Ortalama
BAP GA; IBA ! :m 1.alt kiiltiirde 2.alt kiiltiirde 3.alt kiiltiirde siirgiin
ykapll ant siirgiin siirgiin siirgiin sayisi/eksplant
eKsplan
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) P sayis/eksplant sayisi/eksplant | sayisi/eksplant (1+2.43. alt
sayist kiiltiirler/3)
1 - - 40 5.66+233% | 632+2.78°9 | 5.43+£2.07°¢ 5.80
1 1 - 40 400+2.83" | 497+3.05% | 453+293% 4.50
1 3 - 40 3.18+1.07% | 3.06+:2.55% | 3.63+£1.92%® 3.29
3 1 - 40 231+1.96% | 3.73+236% | 3.51£2.54% 3.18
3 3 - 40 313+2.71% | 405+2.15% | 2.53+£3.12°¢ 3.24
1 0.5 1 40 6.73+3.42°% | 7.13+281% | 7.91 £2.44%® 7.26
1 0.5 0.5 40 1045+3.73% | 936+2.75% | 9.88+1.76% 9.90

*Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore her bir alt kiiltiir i¢in, ayn1 siitunda farkli harfler ile gdsterilen
ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir.

4.3. Koklendirme asamasi

Mikrogogaltim asamasinda olusan siirgiinlerden bir kismi, 6zellikle IBA ve BAP’nin
dengede kullanildigr 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP kombinasyonunda kok olusumu da
meydana getirmistir. Ancak olusan kokler, aksillar siirglin veren iizerinde 2-7 adet
slirgliniin bulundugu kiimenin altinda yer aldigindan bu siirgiinlerin birbirinden ayrilmasi
esnasinda ya bir veya iKi tanesi ile birlesik durumda kalmis, ya da tamamen temizlenerek
siirgiinler tek tek birbirinden ayrilmistir. Dolayisiyla proliferasyon asamasinda olusan
koklenme olayinin pratik olarak bir dnemi bulunmadigi gibi arzu edilen bir durum da
degildir. Siirgiin ¢ogaltimina son verildigi tiglincii alt kiiltiiriin sonunda ve bundan bir
onceki aktarma asamasinda yani ikinci alt kiiltliriin sonunda tiim ortamlardan elde edilen
materyal ti¢e ayrilarak hormonsuz MS, 0.1 mg/L IBA ve 1.0 mg/L IBA ilave edilmis MS
ortamlarina alindiktan sonra elde edilen koklenme oranlar topluca degerlendirilmis ve

sonuclar Cizelge 4.5’te sunulmustur.
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Cizelge 4.5. Hormonsuz MS veya 0.1 mg/L IBA ilave edilmis MS

sentorya siirgiinlerinin koklenme oranlari

ortamlarina aktarilan

Koklendirme ortami

2. alt kiiltiirden alinan
siirgiinlerde koklenme

orani (%)

3. alt kiiltiirden alinan
siirgiinlerde koklenme

orani (%)

Ortalama

orani (%)

koklenme

Hormonsuz MS 75.5 £ 1.2 bA* 65.9+1.5¢cB 70.7
0.1 mg/L IBA Katkih | 84.7 + 1.8 aA 78.5+0.9 bB 81.6
MS

1.0 mg/L IBA Kkatkih | 89.2+0.8 aA 83.4+14aB 86.3

MS

*Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ayni siitunda farkli kiiclik harfler ile gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar dnemlidir (p<0.05); aym satirda farkli biiyiik harfler alan uygulamalar arasindaki farklar
onemlidir (p<0.05).

Cizelgeden de izlenebilecegi gibi, hormonsuz MS ortaminda her iki alt kiiltiirlin ortalamasi
esasinda degerlendirildiginde %70.7’lik bir koklenme orani elde edilmistir. Bu oran besin
ortamima 0.1 mg/L IBA ilave edildiginde %81.6’ya, 1.0 mg/L IBA eklendiginde ise
%86.3’e cikmustir. Sekil 4.12°de hormonsuz veya 0.1 mg/L IBA ilave edilmis ortamlarda

kok olusturan sentorya siirgiinleri gosterilmektedir.

Alt kiiltiirler arasinda da koklenme oran1 bakimindan farkliliklar ortaya ¢ikmustir. Her iki
ortam bilesiminde de ikinci alt kiiltiirden alinan siirgiinler, ti¢lincii alt kiiltiirden alinanlara
gore daha yliksek bulunmustur. Alt kiiltiire alma sayist arttikca dokularda ortaya ¢ikan
camsilagsma ve doku malformasyonlari, kdklenme oraninin azalmasiyla da uyusan bir
durum olarak goriilmestir. Ayrica dokularin sitokininli ortamlarda kalma siireleri uzadikca
i¢sel sitokinin miktarlarinda da artis almasi ve bunun da koklenme tizerinde azaltici etki
yapmis olma olasiligi dislniilmiustiir. Sekil 4.13’te 0.1 mg/L IBA iceren ortamlara 3.alt
kiiltiirden aktarilmis ve koklenme elde edilmis siirglinler bulunmaktadir. Alt kiiltiir sayis1

arttikca dokulardaki seffaf ve hiper hidrifiye durum farkedilmektedir.
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Sekil 4.12. Koklenmis sentorya bitkileri a. Hormonsuz MS ortamina 2.alt kiiltiirden
aktarilan bir sentorya siirgiiniinden olusan kokler ve ayn1 zamanda gelismeye devam eden
stirglin olusumu; b. 0.1 mg/L IBA igeren MS ortamina 2.alt kiiltiirden aktarilan bir sentorya
stirgliniinden olusan kokler ve ayn1 zamanda gelisen siirgiin olusumu

Sekil 4.13. 0.1 mg/L IBA iceren MS ortamlarina 3.alt kiiltiirden aktarilan siirgiinlerde
koklenme ve ayrica yapraklardaki camsilasma egilimi
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Sekil 4.14. 1.0 mg/L IBA igeren besin ortaminda meydana gelen koklenmelere 6rnekler; a,
c ve d. 3.alt kiiltiirden aktarilan siirgiinlerde meydana gelen koklenmeler, b 2.alt kiiltiirden
aktarilan bir siirglinde meydana gelne kdklenme

IBA’nin 1.0 mg/L dozunda kullanilmasiyla, koklenme orani tiglincii alt kiiltiirde diger iki
ortam bilesimine gore en yiiksek oranda bulunmustur. Hormonsuz MS ortaminda 3. Alt
kiiltiirden gelen siirgiinler %65.9 oraninda kdklenmeye sahip oldugu halde, bu oran 0.1
mg/L IBA kullanildiginda 9%78.5’¢ yiikselmis; 1.0 mg/L IBA katkis1 yapildiginda ise
%83.4 oraninda koklenme elde edilmistir. Ancak oran artiginin her zaman kalite ile paralel
seyretmedigi gozlemlenmistir. Koklenme meydana gelmis olsa da ikinci alt kiiltiirden
gelen siirgiinlerden gelisen bitkiler goriiniim olarak daha saglikli ve gelismeleri de daha

hizli olmustur. 1.0 mg/L IBA igeren ortamlardaki slirglinlerin boylar1 genel olarak diger iki
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ortam bilesimine nazaran daha kisa oldugu gibi camsilasma ve dokularda fizyolojik

olumsuzluklar daha fazla ortaya ¢ikmis goriinmektedir (Sekil 4.14).

Koklenme asamasinda tiiplere tek tek stirgiinler olarak dikim yapildigi halde, bu asamada
siirgiin olsumunun devam ettigi goriilmiistiir. Bu durum bitkinin dogada da yayilarak
topragin iizerini kaplayan ve aksillar siirgiin vermeye ¢ok yatkin yapisi nedeniyle ortaya
¢ikmis olabilir. Bunun yani sira, 6zellikle hormonsuz MS ortamindaki siirgiinlerde yaygin
olarak ve neredeyse %90’a yaklasan oranlarda siirgiin uglarinda ¢i¢ek tomurcugu meydana
gelmis (Sekil 4.15) ve hatta baz1 bitkiler in vitro kosullarda ¢i¢eklenmistir (Sekil 4.16). Bu
durum, tek yillik bir bitki olan sentoryanin, uygun sicaklik kosullarini buldugunda
sorunsuzca ¢igeklenebildigini gosteren bir isaret olmustur. Ancak ayni zamanda
yaslanmaya da egilimli olmasi dolayisiyla in vitro kosullarda ¢ok fazla birakilmaya ve tiip

icerisinde fazlaca zaman gegirmeye uygun bir tiir olmadigi izlenimi edinilmistir.

4.4. Bitkiciklerin Dis Kosullara Ahstirilmasi

Kokli fideler, steril hale getirilmis vermikulit iceren plastik saksilara yani ex vitro
kosullara alinarak gelismeleri izlenmistir. Torf ve vermikulit ortamlara aktarilan toplam
30’ar adet kokli bitkicikten vermikulit ortamindakiler %97 oraninda dis kosullara uyum
saglayip gelismelerini siirdiirmiis; bu oran torf ortamina aktarilanlarda %84 olmustur. Torf
ortamindaki bitki kaybi, esas olarak fungal etmen gelisimi nedeniyle kok bogazindan
clirime seklinde meydana gelmistir. Iki ortam arasindaki dogal farkliligi izleyebilmek
amaciyla herhangi bir preparat uygulanmamugtir. Bitkilerin gelisimine iliskin bazi

gorlntiiler Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.15. Hormonsuz MS ortam iizerinde koklenmeye alinan siirglinler tizerinde ¢igek
tomurcuklarinin olusumu
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Sekil 4.16. In vitro kosullarda agmis bir sentorya ¢igegi

Sekil 4.17. Bitkilerin gelisimine iliskin bazi1 goriintiiler. Ust siradakiler: Torf ortamina yeni
aktarilmis (en solda), aktarmadan on giin sonraki (ortada ve en sagda) sentorya bitkileri;
Alt siradakiler: Vermikulit ortamina yeni aktarilmis (en solda), aktarmadan on giin sonraki

(ortada ve en sagda) sentorya bitkileri
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4.5. Kolhisin Uygulamalarimin Yasama ve Gelisimi Oranlar1 Uzerine Etkisi

100 ve 150 mg/L kolhisin ilave edilen ve ilavesiz ortamlarda gelismelerine devam eden
eksplant sayilar1 Cizelge 4.6’da verilmistir. Kolhisin uygulamalarindan sonra taze
ortamlara aktarilan ve burada gelismeleri izlenen eskplantlarin, uygulama sonrasindaki
giinlerde ozellikle yiiksek doz ve uzun siire uygulamalarinda renklerinin koyulagarak
kahverengine dondiigii ve hicbir canlilik isareti gostermedikleri goriilmiistiir. Ancak
uygulamadan yaklagik {i¢ hafta sonra canliliklarini yitirdi goziiyle bakilan eksplantlardan
en az %60 civarinda bir farklilagma meydana gelmis, bunlardan bir kismi geliserek siirgiin
vermisg; ancak bir kismi sadece hafifge yesillenmis veya kallus + siirgiin karigimi hiper
hidrifiye yapilar olusmustur. Degisik kolhisin uygulamalarindan gelisen siirgilinlere
ornekler Sekil 4.18°de verilmistir. Sekil 4.19°da ise gelismelerine devam eden siirgiinlerin

goriintiisii gosterilmistir. Sekil 4.20°de, yasama belirtisi gdsteren ancak siirgiin gelisimi

saglanamayan eksplantlara 6rnekler verilmistir.

Sekil 4.18. Kolhisin uygulamalarindan gelisen siirgiinler: a-d. 5 giin siireyle 100 mg/L
kolhisin igeren ortamlarda bekletildikten sonra gelisen siirgiinler, €. 7 giin siireyle 150
mg/L kolhisin i¢eren ortamda bekletildikten sonra gelisen siirgiin, f. 10 giin siireyle 100
mg/L kolhisin i¢eren ortamda bekletildikten sonra gelisen siirgiin
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Sekil 4.19. Geligsmelerine devam eden siirgiinler: a. Kontrol ortaminda gelisen siirgiinler, b
ve ¢. 100 mg/L kolhisin + 5 giin uygulamasindan gelen siirgiinler

Sekil 4.20. Yasama belirtisi gosteren ancak siirgiin gelisimi saglanamayan eksplantlar: a-c.
150 mg/L kolhisin igeren ortamlarda yasayan, ancak daha sonra gelismesini
stirdiiremeyerek deforme olan siirglinlere Ornekler, 100 mg/L kolhisin + 10 giin
uygulamasindan elde edilen siirgiinlerin gelisme durumlari, e. 150 mg/L kolhisin + 5 giin
uygulamasindan elde edilen siirgiinlerden bazilarinin gériiniimii
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Kolhisin uygulamalarindan sonra herhangi bir sekilde canlilik gdstergesine sahip olan
eksplantlar ‘yasayan eksplant’ olarak degerlendirilmis ve yasama oraninin (%)
belirlenmesinde  degerlendirilmis; siirgiin  olusturarak  gelismesine devam eden
eksplantlarin sayilar1 da gelisme oraninin (%) belirlenmesinde kullanilmistir. Buna gore
elde edilen yasama ve gelisme oranlari yasamaya devam eden normal goriiniimle in vitro

bitki sayilar1 Cizelge 4.6’da yer almaktadir.

Cizelge 4.6. Kolhisin uygulamalar1 sonrasinda eksplantlarin yasama orani, in vitro
kosullarda siirgiin olusturarak gelisen eksplantlarin oran1 ve serada gelismesine devam
eden bitki sayisi

Centaurea tchihatcheffii Yasama oram | Gelisme oram|In vitro Kosullarda
(invitro) (%) | (invitro) (%) |gelismesini siirdiiren
saghkh bitki sayis1
Tek bogum | 100 mg/| 5 giin 80 b 45b 14
eksplantlar: 7 giin 1002 50b 6
10 giin |75 pc 35¢ 3
150 mg/I 5 giin 60 ¢ 40 bc 2
7 giin 65 c 35¢ 1
10 giin |40 20 cd 0
Kontrol 100 a 90a 38

Cizelgenin incelenmesinden de goriilecegi gibi genellikle yasama oranlari, gelisme
oranlarindan daha yliksek bulunmustur. Kolhisin uygulamalar1 sonrasinda taze ortamlara
aliman tek bogum eksplantlarinin biiyiilk ¢ogunlugu yasamasmi en az iki ay boyunca
stirdiirmiistiir. Ancak yasayan tiim eksplantlardan yeni siirgiinlerin gelismesi ve bitkiye
donilislim saglanamamistir. Yasayan eksplantlardan bir boliimii sert dokulu bir kallus
olusturarak veya gittikge nekroze olarak gelisme gostermeksizin Gylece kalmistir. 100
mg/L kolhisinli ortamda 7 giin bekletilen uygulamada kontrolle ayn1 diizeyde yasama oran
elde edilmistir (%100). Ancak eksplantin herhangi bir noktasindaki yeserme veya kallus
olusumu yasama orani kapsaminda degerlendirildiginden bu iki uygulama grubunun aym
istatistiksel birliktelige sahip oldugu diisiiniilmiistiir. Gelisme oranlari, daha gergekci ve

bitki olusumuna yonelik bilgileri yansitmaktadir. Nitekim gelisme oranlari bakimindan en
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yiiksek deger kontrol grubundan elde edilmis, kolhisin uygulamalarinin tiimii kontrollere

gore daha diisiik oranlarda gelisme gosterebilmistir.

Kontrol grubundaki eksplantlar %90 oraninda gelisme gostermistir. Dikilen eksplant sayisi
esas aliarak hesaplanan gelisme oranlar1 bakimindan 100 mg/I kolhisin dozu 5 veya 7 giin
stireyle uygulanmasi halinde kontrolden sonraki en yiliksek gelisme oranlarini vermis ve
istatistiksel olarak ayni Onemsiz farkliliga sahip grup igerisinde kalmistir (%50-45).
Kolhisin i¢eren ortamda tutma siiresi arttik¢a, gelisme miktarinda azalma ortaya ¢ikmistir.
Genel bir degerlendirmeyle 10 giin siireyle kolhisin i¢eren ortamda bekletilen eksplantlarin
tiimiiniin her iki uygulama dozunda da en diisiik gelisme oranlarina sahip olduklarina
sOylemek miimkiindiir. Bu durumda eksplantlardan bitki elde etme kriteri esas alindiginda
10 giin siireyle in vitro kolhisin uygulamasi yapilmamasi gerektigi soylenebilir. 150 mg/L
kolhisin dozu da hem yasama, hem de gelisme orani {izerinde olumsuz etki yapmustir.
Ayrica bu uygulamalardan gelen dokularin sekilsiz, bazal kisimlarinda kallus iceren

dokular oldugu gozlemlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Sentorya bitkisinin tohumlarmin in vitro kosullarda ¢imlendirilmesi ¢aligmalarinda
tohumlarin pappus kisimlarinin temizlenerek wuzaklastirilmas: faydali bulunmustur.
Boylelikle enfeksiyon orani tiim ekimlerde sadece % 0-8.33 arasinda seyretmistir. Sentorya
bitkisinin tohumlar ex situ ¢imlendirmeye tabi tutuldugunda sorunlarla karsilasiimaktadir.
Bununla ilgili detayli arastirmalar yapan Giindz (2008), 2005 ve 2006 yillarinda dogadan
toplanan tohumlarda ¢imlenmeyi uyarici etkilerini belirlemek amaciyla suda bekletme (12
ve 24 saat), GAj ¢ozeltisinde bekletme (10 ppm ve 100 ppm) ve katlama (3, 4 ve 5 ay siire
ile) uygulamalar gergeklestirmistir(9). Suda ve GAj ¢ozeltisinde bekletme uygulamalarina
tabii tutulan tohumlarin petrilerde 25 + 2 °C etiiv sicakliginda bekletilmeleri sonucunda
elde edilen ¢cimlenme oranlar1 incelendiginde her iki yilda da en yiiksek tohum ¢imlenme
oraninin 100 ppm GAj; ¢ozeltisinde 24 saat bekletilen tohumlarda belirlendigi (2005
yilinda % 38.33; 2006 yilinda % 43.33) goriilmiistiir. 24 saat suda (2005 yilinda % 31.67;
2006 yilinda % 35.00) ve 10 ppm GAj; ¢ozeltisinde (2005 yilinda % 31,67; 2006 yilinda %
28.33) bekletilen tohumlardaki ¢imlenme oranlar1 da yiiksek bulunmustur. Her iki yilda da
yiizey sterilizasyonu diginda hi¢ bir uygulama yapilmamis olan tohumlardaki ¢imlenme
oranlar1 en diislik diizeylerde (sirastyla % 11,67 ve % 18,33) olmustur. Buradan elde edilen
sonuglar ile bizim ¢alismamizda in vitro kosullarda hormonsuz MS ortami kullanilarak
yapilan ¢imlendirme denemeleri karsilastirildiginda, in vitro ¢imlendirmenin ¢ok olumlu

etki yaptigini sdylemek miimkiin goriinmektedir.

Hormonsuz MS ortaminin ikinci kez kullanildigi ¢imlendirme ¢aligmasinda 8 haftanin
sonunda ulasilan ¢imlenme orani %56.13 olmustur. Centaurea tchihatcheffii’nin dogada
tohumlar1 ile ¢ogaldig1, ancak tohumlar klasik yontemlerle ¢imlenmeye alindiginda, temel
istekler yerine getirildigi halde sonucun olumsuz oldugu belirlenmistir. Centaurea
tchihatcheffii’yi in vitro kosullarda ¢imlendirmek ve buradan siirgiin ¢ogaltimi yapmak
amaciyla 6nceki yillarda calisan Ozel (2002), calismasinda enfeksiyon probleminin ¢ok
yaygin olarak goriildiiglinii, bir seri yiizeysel sterilizasyon denemeleri kurdugunu, ancak
sorunsuzca olgun tohumlarin ¢imlendirilmesi asamasinin  gergeklestirilemedigini
belirtmektedir(30). Arastiric1 temiz kiiltiir elde edilmesinde en iyi sonuglarin %50 ¢camasir
suyunda 10 dakika veya %60’lik c¢amasir suyu c¢ozeltisini de 10, 20 ve 30 dakika
uygulamalarinda elde edildigini bildirmektedir. Bununla birlikte bu uygulamalardan gelen

kiiltiirlerde, 13 giin + 4 C° de birakilan ve karanlik inkiibatorde 18 C° de bekletilen toplam
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250 adet tohumdan yalnizca 1 tanesi 150 giin sonra in vitro kosullarda ¢imlendigi, olusan
bitkinin kok gelisiminin de anormal oldugu kaydedilmistir. Bulasma kontrol altina alinmig
olmakla birlikte yliksek dozda sterilizant madde kullaniminin canli materyali olumsuz
etkiledigi ve cimlenmenin bu yiizde engelledigi diislincesi paylasilmistir. Bu nedenle
caligmalarinda olgunlagsmamig tohumlara veya yesil eksplantlara yonelen arastirici, bitkinin
tohumdan zor ¢imlendigini ifade etmektedir(30). Bizim g¢alismamizda ise %15°lik ticari
sodyumhipoklorit ¢6zeltisinde 20 dakika tutulan tohumlarda sorunsuzca kiiltiir yapabilmek
miimkiin olmustur. Calismamizda enfeksiyon, sorun yaratan bir faktdr olarak ortaya
¢itkmamistir. Bu durumun, tohum materyalinin alinmasi sirasinda ve kurutularak
saklanmas sirasinda yapilan islemler ile alakali oldugu, titiz ve saglikli materyalden alinan
ve saglikli kosullarda kurutularak saklanan tohumlardaki enfeksiyon oraninin c¢ok diisiik
olacagi ve in vitro c¢imlendirmede sorun g¢ikartmayacagini soylemek miimkiindiir.
Hormonsuz MS ortaminda ¢imlenme oraninin %60’a yakin olmasi, Onceki yapilan
calismalara gore ¢ok olumlu bir sonu¢ olmakla birlikte, bu orani artirmanin miimkiin

olabilecegi diisiliniilmiis ve devam eden denemeler kurulmustur.

Sentorya tohumlarinda dormansi ile ilgili caligmalar sinirli sayida olmakla birlikte, sogukta
katlama veya gibberellik asit ile yapilan uygulamalarin olumlu etkileri(9,30,52), doku
kiltlirii ortamina GAj katkisinin ¢imlenmeyi tesvik edebilecegini isaret etmistir. Nitekim
denemenin 3. ekim asamasinda Kasim 2011°de yapilan uygulamada, hormonsuz MS
ortaminin yaninda bir de igerisine 1 mg/L GAjz ilave edilmis ortamlar paralel olarak
denenmistir. GA3’lin sentorya tohumlarinin ¢imlenmesi {iizerindeki etkisi ¢ok yiiksek
diizeyde olmustur. 8 haftanin sonunda kontrol ortamlarinda %55.11 olarak belirlenen
¢imlenme orani, GAj3 ilave edilen ortamlarda %87.64 olmustur. Sekil 4.2°de ficiincii
denemede GA; ilave edilen ortamlardan elde edilen sentorya fidelerinden Ornekler
gosterilmistir. Bu sonug, gercekten de sentorya tohumlarinda igsel bir embriyo
dinlenmesinin oldugunu ve bunun GAgj sayesinde kirilabilecegini gostermistir. Nitekim
Giindz (2008) tarafindan yapilan calismada da 2005 yilindaki en yiliksek tohum ¢imlenme
oranlar sirastyla 100 ppm GA3 (%31,11), 10 ppm GA3 (%25,00) ¢ozeltilerinde ve 24 saat
suda (%18,33) bekletme uygulamalarindan elde edildigi, bu siralamanin 2006 yil1 i¢in de
ayni (sirastyla %35,00, %30,56 ve %29,44) oldugu belirtilmektedir(9). Bunun yaninda
katlama uygulamalarinin da ¢ok etkin oldugu en yiiksek tohum ¢imlenme oranlarinin (%
58,89) 5 ay katlanan tohumlarda belirlendigi, bunu 4 ay katlanan (% 42,78) ve 100 ppm
GA; cozeltisinde bekletilen (% 35,00) tohumlarin izledigi rapor edilmistir. Cakirlar vd.
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(2005), 9 ay siireyle bekletildikten sonra ekimi yapilan tohumlarda ¢imlenme oraninin %90
oldugunu ve tohumlarda mutlak bir dormansinin bulundugundan s6z etmektedirler(52).
Bizim calismamizda da gibberellik asit ilavesiyle ¢imlenme oranindaki iki kata yakin bir
orandaki artig, tohum canliliginda bir sorun olmadig1 fakat dormansi nedeniyle ¢imlenme

oraninin diisiik oldugunu isaret etmektedir.

GA; dozlarindaki artisin ¢imlenmeyi olumsuz etkiledigi yoniinde bir ¢alisma, orkidelerde
mevcuttur. Miyoshi and Mii (1995), Calanthe discolor orkide tiiriinde ¢imlenme oranini
artirmak amaciyla 0, 10, 100 ve 1000 mg/l GA3 soliisyonunda bir giin boyunca daldirma
yapip tohumlart bu islemin ardindan kiiltiire almislar veya besin ortamina 1 ya da 10 mg/I
GA; ilave etmislerdir. 10 ve 100 mg/l GAs’te daldirma uygulamasit olumlu etki yapmamus,
tam tersine engelleyici etki yapmustir. 1000 mg/l GAjz’te daldirma ise ¢ok ciddi engelleyici
etki yapmistir(123). Calismamizda 4 ve 5. ekimlerde bu iki uygulamalarin birbirine yakin
sonuclar vermesi fakat birinde istatistiksel olarak farkli gruplarda, digerinde ayni1 grupta
yer almalarmin nedeninin materyaldeki sayisal farkliliklar olabilecegi Ongoriilmistiir.
Daha yiiksek sayilarla yapilacak tohum ekimlerinde bu iki uygulamanin birbirinden daha
net bir bicimde ayrilabilecegi diisliniilmektedir. Sonug¢ olarak dozun yiikseltilmesinin
cimlenmeyi daha fazla artirmayacagi ve %85 civarindaki ¢imlenme oraninin in vitro
kosullarda olgun sentorya c¢imlenmesinde elde edilebilecek iyi bir ¢imlenme oldugu

yoniinde goriis olusmustur.

Tohum dormansisi, tarimsal oneme sahip bitkiler i¢in istenmeyen bir 6zellik olmakla
birlikte hem Kkiiltiir bitkileri hem de yabani ve endemik bitkiler i¢in bir dereceye kadar
avantaj saglayan bir olay olarak dikkate alinmaktadir. Tohum dormansisi ile tohumlarin en
uygun cevresel kosullarin hakim oldugu bir donemde ¢imlenmeleri saglanir. Bireysel
farkliliklara bagli olarak, bir populasyondaki tohumlarin dormansiden ¢ikmasi i¢in gereken
uyarinin esik degeri de farkli olabilmektedir. Boylece ayn1 populasyondaki tohumlar, farkli
zamanlarda dormansiden ¢ikarak ¢imlenmeye baslarlar. Bu strateji, dormansiden ¢ikan bir
grup tohumun c¢imlenmesiyle olusan geng¢ bitkilerin, ¢evresel kosullarda meydana
gelebilecek olumsuz degisimler sonucunda yok olmasina ragmen, diger tohumlarin daha
sonra ¢imlenmesiyle tiirin saglikli bir sekilde yayilimini1 ve devamini saglar. Bu durumun
en glizel Ornegi olarak, Asteraceae familyasinda gozlenen tohum dimorfizmi
gosterilmektedir(53,124,125). Tohumun dormansiden ¢ikmasi igin belli bir siirenin

gecmesi  gerekmektedir, bu silire igerisinde muhtemelen embriyo gelisimi
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tamamlanmaktadir. Ozellikle dinlenme gereksinimi gdsteren tohumlarda, embriyonun
dinlenme ihtiyacinin kargilanabilmesi i¢in nemli ortamda katlama uygulamalari en ¢ok
kullanilan ve en iyi sonucu veren uygulama olarak Onerilmektedir(126). Nitekim Giin6z
(2008) tarafindan yapilan uygulamalarda da, 6zellikle 5 ay siire ile katlama ortaminda
tutulan tohumlardaki ¢imlenme oranlari, diger uygulamalara gore daha yiiksek

bulunmustur(9).

Gibberellinlerin tohum ¢imlenmesini tesvik eden bir 6zellik tasiyan, bitki tarafindan da
sentezlenen dogal bir hormon olugu bilinmektedir(127-129). Digsal GA3; uygulamalari
tohumlardaki o—amilaz ve diger hidrolitik enzimleri, bunlarin yan1 sira biiyiime ve gelisme
icin  gerekli olan  proteinlerin  sentezlerini  artirarak  ¢imlenmeyi  olumlu
etkilemektedir(130,131). Tohum ¢imlenmesi sirasinda embriyoda sentezlenen hormon olan
GAs, ¢imlenme olaymin baslayabilmesi igin a—amilaz enziminin sentezini ve aktivitesini
artirmakta ve boylece endospermdeki nisastay1 sekere doniistiiren bu enzimin etkinligini
artirmaktadir. Endospermdeki besin depolarinin embriyo tarafindan kullanilabilmesi, bu
enerjinin kullanilabilir forma dontstiiriilmesini gerektirmektedir(132,133). Tohumda
dormansinin en etkin olusturucusu ABA engelleyici hormonunun etkisini ortadan
kaldirarak ¢imlenmeyi uyardigi da gibberellinler hakkinda uzun yillardan beri bilinen bir
mekanizmadir(128-130,134,135). Cevresel streslerin de yarattigi olumsuz etkileri telafi
etmek amaciyla olumlu kullanimlar1 olan gibberellinler, embriyo ¢ikislarinda destek
saglamaktadir. Nitekim Yalgin (2010) tarafindan tuz stresi altindaki Silene salsuginea Hub.
- Mor. bitkisinin tohumlarinin ¢imlenmeleri iizerine gibberellik asit ve indol -3- asetik asit
on uygulamalarinin tuz stresinin olumsuz etkilerini azaltici 6zelliklerini tespit etmek i¢in
yapilan arastirmada da 50 ve 100 ppm igeren ¢dzeltide tohumlar1 bekletme uygulamasi
cimlenmeye olumlu etki yapmis, ayni zamanda tuz stresini de azaltici etkide
bulunmustur(134). Bizim ¢alismamizda da GAgz’iin dormansinin ortadan kaldirilmasinda
etkin bir hormon oldugu ancak kullanim dozunun artmasinin ¢imlenmeyi olumsuz

etkileyebilecek bir faktor olabilecegi de gozlemlenmistir.

En yiiksek ortalama silirgiin sayis1 1l.alt kiiltlirde elde edilmis (5.44+0.45 adet
siirglin/eksplant), 2 ve 3.alt kiiltiirlerdeki siirgiin sayis1 bir miktar azalmistir (4.22+0.56 ve
4.94+0.23 adet stirgiin/eksplant). 1.0 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP igeren ortamlar, siirgiin
vermeye egilimli oldugu kadar tek bir bitki olarak bitylimeye de yonelen eksplantlara sahip

olmuglardir. IBA + BAP kombinasyonlari, mikrocogaltim ¢aligmalarinda sikca
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kullanilmaktadir. Bizim ¢alismamizda kullanilan doz araliklar1 da daha 6nce bazi iiziimsii
meyvelerde, tarhun(136) ve nanede(120) olumlu sonuglar veren ve 6zellikle 6ne ¢gikan 0.5
mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP kombinasyonu, bu tiirde de nisbeten olumlu sonug¢ vermistir.
Ancak olusan siirglin sayisi, mikrogogaltim c¢alismalar1 i¢in ¢ok yeterli gelmedigi gibi
siirglin boylarindaki kisa yapi, dozlarda artis oldugunda camsilasma ve rozetlesme

sorunlar, tatmin edici sonuglar alinmasini engellemistir.

Bitkisel dokulardan organ rejenerasyonunda sitokinin ve oksin grubu biiylime
diizenleyiciler onemli diizeyde etki etmektedir. Bunlarin cins ve dozlar1 6nemli rol
oynamaktadir. Sitokinin/oksin oraninin yiiksek olmasi siirgiin olusumunu, oksin/sitokinin
oraninin yiiksek olmasi ise kok olusumunu tesvik ettigi halde, bu oranlarin esit olmasi
kallus olusumu veya bitkinin dogal gelisim seyrinde hareket etmesine neden
olmaktadir(71,137). BAP, mikrogogaltimda ¢ok kullanilan ve olumlu sonuglar verdigi
bilinen bir sitokinindir. Genel olarak 0.5-2.0 mg/L dozlari arasinda kullanim1 yaygindir.
Yiiksek dozlarda aksillar siirgiin sayisinin artacagi ongoriilmektedir. IAA, bitkilerdeki
dogal oksin olmasina ragmen stabilitesinin diisiik olmasi nedeniyle calismalarda daha
ziyade IBA veya NAA tercih edilmektedir. Bunlarin da siirglin ¢ogaltim calismalarinda
kullanim dozlar1 genellikle 0.1-10.0 mg/L arasindadir(71,138,139). Doku kiiltiirii
caligmalarinda kullanilan biiyiime diizenleyicilerin cinsi ve dozu, amaca gore degismekte,
mikrogogaltim c¢alismalarinda genellikle yiiksek sitokinin/diisiik oksin dozlar1 aksillar
siirglin olusumunda olumlu sonuglar verebilmektedir. Sitokinin bazen tek basina

kullanildiginda da yeterli olabilmektedir(72,140).

Bizim calismamizda da BAP’nin 1 mg/L kullanildig1 ortamlarda siirgiin tomurcugu ¢ok
fazla sayida olugmus, ancak bunlar ¢ok kiigiik olduklarindan rozetlesme egilimi ortaya
cikmistir. Buna karsilik daha diisiik oranda da olsa stabil ve saglikli siirgiin gelisimi 0.5
mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP igeren ortamlardan elde edilmistir. Nitekim Karakulluk¢u vd
(1992) de ahududu bitkisinin mikrogogaltim1 i¢in ayni1 dozlardaki IBA ve BAP katkisini
onermisglerdir(139). Tek basmma BAP kullaniminin siirgiin olusumunda yeterli olabilecegi,
Cellarova (1992)(141) ve Ellialtioglu vd (1998)(142) tarafindan Mentha sp. tiirii i¢in ifade
edilmis, 2 mg/L BAP kullanimi, yiiksek oranda aksillar siirglin olusumunu tesvik etmistir.
Bizim ¢alismamizdaki 1 mg/L’lik BAP’nin tek basina kullanildig1 ortam da hem siirgiin

sayis1 hem de kalitesi bakimindan umutvar sonuglar vermistir.
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GAgz’iin besin ortamlarina ilave edilmesi ve biiylime diizenleyici kombinasyonu igerisinde
yer almasma iliskin bir g¢alisma olan Prasad vd. (2004) tarafindan Cryptolepis
buchanani’nin in vitro ¢ogaltimi iizerinde yapilan ¢alismada; siirgiin ucu ve tek bogum
eksplantlar1 2 mg/L BAP+ 0.1 mg/L kinetin + 0.05 mg/l NAA ve 0.05 mg/L GAj3 igeren
ortamlarda kiiltire alinmigtir. Bu ortamda bitki en yiiksek aksillar siirgliin olusumunu

(%60) sergilemistir(143).

Sentorya bitkisinin alt kiiltlirlerinde siirgiinlerde meydana gelen vitrifikasyonu ve rozet
olusumunu engelleyebilmek amaciyla besin ortamina GAj ilave edilmesi olumlu etki
yapmistir. Bu sayede rozet olusumu azalmis ve degerlendirilebilir siirgiin sayisi artmistir.
Vitrifikasyon (camsilagma), biinyeye asir1 su alma ve zayif lignifikasyon sonucunda ortaya
cikan deformasyon olarak tanimlanabilmektedir(144,145), BAP tarafindan Origanum
vulgare’nin doku kiiltiirtinde vitrifikasyonun indiiklendigini kaydetmis, bunu 6nlemek
amaciyla bazi protein hidralizatlar, maya ekstraktlari, kazein gibi maddelerin etkilerini
incelemislerdir. Bu durumun fizyolojik bir sorun olmasindan bahseden arastiricilar,
calismalarinda balik protein hidrolizadlarinin bir miktar onleyici etki yaptigini rapor

etmislerdir.

Calismamizda vitrifikasyon, BAP’nin 1.0 mg/L dozda kullanildig1 ortamlarda ortaya
cikmistir. Nitekim Gaspar (1991)(146), Paques (1991)(147), Arrebola ve Socorro
(1997)(148), Pierik (1997)(144,149) de ortamdaki sitokinin varlig1 ve dozunun siirgiinlerde
vitrifikasyona neden olabilecegini bildirmislerdir. Hiicre bliinmesinin asir1 uyarilmasi
sonucunda yiiksek dozlardaki sitokinin, camsilagmaya neden olabilmektedir(149). Nitekim
Ozel (2002) tarafindan Centauera tchihatcheffii bitkisinin in vitro kosullarda ¢ogaltiimasi
tizerinde yapilan ¢alismada 0.5 mg/L BAP’1n tek basina veya 0.01 mg/L CPA ile birlikte
kullan1ldig1 ortamlarda %100 oraninda, 0.01 mg/L TAA ile birlikte kullanildig1 ortamlarda
%383.3 oraninda virtifikasyon meydana gelmistir(30). Arastiricilar, vitrifikasyona neden
olarak meristematik yapraklarin besin ortamina degmesini ileri siirmislerdir.
Calismamizda ayni tiirde 6zellikle 1.0 mg/L BAP igeren ortamlarda vitrifikasyon sorunu
ile karsilasilmis olmasi, sitokinine karsi yiiksek duyarlilik gosteren bir tiir oldugu
izlenimini yaratmistir. Ayni zamanda daha Onceki calismalarimizda nane ve tarhun
gibi(120,150) bitkilerde de yiiksek BAP igeren ortamlarda benzer durumlarla
karsilasilmasi, otsu bitkilerde bu soruna karsi dikkatli olunmasi gerektigini, agar orani,

bliylime diizenleyici dengesi, seker orani gibi konularin se¢imi ve diizenlemesiyle bu
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sorunun ortadan kaldirilabilecegini diislindiirmektedir. Bu calismada da besin ortamina
ilave edilen 0.5-3.0 mg/L dozlar1 arasindaki GAj ise, ortaya ¢ikan bu olumsuz fizyolojik
bozulmay1 azaltmaya ve etkinligini ortadan kaldirmaya yeterli olmustur. Her ne kadar
vitrifikasyonun ortadan kaldirilmasinda baska bazi uygulamalar(60,144) bulunmakta ise de
bizim ¢aligmamizda asil sorunun ¢ok sayida rozet seklinde siirglinlerin olusumu olmasi
dolayisiyla, siirglin gelisimi saglaninca vitrifikasyonun da buna bagli olarak azaldig
sonucuna ulagilmistir. GA3’lin hiicre ve gévde uzamasi iizerine etkisinin oldugu bilinen bir
fizyolojik olaydir(127,151). McComb (1967)’un(151) yapmis oldugu c¢alisma bunu
aciklayan orneklerden sadece bir tanesidir. Arastirict Centaurium minus Moench tiiriinde
vernalize olmamis ve bu ylizden rozet olusturmus bitkilerde, rozet olusumunu ortadan
kaldirmak ve siirglin uzamasin1 saglamak i¢in GAzuygulamas: yapmistir. Uygulamalar
sadece silirgiin uzamasini saglamakla kalmamis, bitkilerin ¢igeklenmesini de tesvik

etmistir.

Hormonsuz MS ortaminda her iki alt kiiltiiriin ortalamasi esasinda degerlendirildiginde
%70.7°1ik bir kdklenme orani elde edilmistir. Bu oran besin ortamina 0.1 mg/L IBA ilave
edildiginde %81.6’ya, 1.0 mg/L IBA eklendiginde ise %86.3’e ¢ikmustir. IBA katkisi
koklenme oranini artirmigtir. Nitekim oksin tiirevlerinin ve yogunlukla kullanilan IBA’nin
doku kiiltiirti ¢aligmalarinda koklenme asamasinda kullanildig: genel doku kiiltiirii bilgileri
arasinda yer almaktadir(144). Yalnizca doku kiiltiirii i¢in degil, IBA pek ¢ok bitki tiiriinde
koklenme i¢in kullanilan ve daldirma metodunda yer alan bir biiylime
diizenleyicisidir(127). Hatta Ozel (2002) tarafindan yapilan calismada da sentorya
stirgiinleri ex vitro kosullarda serada koklendirmeye tabi tutulmuslar ve 500 ppm IBA
soliisyonunda 10 dk siireyle yapilan daldirma, koklenme bakimindan en iyi sonucu
vermigtir. Oksin uygulanmayan siirgiinler koklenmemistir. Arastiricilarin  in  vitro
koklendirme calismalar1 ise olumlu sonu¢ vermemistir. Sekiz hafta boyunca hormonsuz,
0.25, 0.50, 0.75 ve 1.0 mg/L IBA igeren ortamlarda bekletilen siirgiinlerden sadece 6 adet
stirgiinde koklenme belirlenmistir(30). In vitro kosullarda kéklenmenin basariyla saglanan
calismamizda, kullanilan IBA dozlar ¢ok yiiksek se¢ilmemistir. Bununla birlikte elde
edilen koklenme orant olduk¢a tatminkar bulunmustur. Hormonsuz ortamlarda da
koklenme orani diisiik degildir (%70.7). Ayni tiirde olsa bile farkli laboratuvarlarda veya
bitkisel materyalle c¢alisma neticesinde, farkli sonuclar alinabilecegi doku kiiltiiri
calismalari i¢in beklenebilecek bir durumdur. Mevsim farki, baslangic materyalinin farkli

olmasi ve stirgiinlerin geldigi alt kiiltiiriin sayisi, siirglinlerin hangi ortamda ¢ogaltilmis
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oldugu gibi faktorlerin, koklenme asamasi {izerinde etkisi oldugu diisiiniilmiistiir. Piatczak
vd. (2005) hormon icermeyen MS ortamlarmin koklenme igin  basariyla
kulanilabileceginden bahsetmektedir(152). Gao vd. (2003) ise, farkli bitki tiirlerinde in
vitro kosullarda koklenme olayinin o bitkinin i¢sel hormon seviyelerine bagl oldugunu

ifade etmektedir(153).

Mackay ve Kitto (1988), Artemisia tiirlerinde koklenme i¢in NAA veya IBA ilave edilen
ortamlarin en yiiksek % 0.6 oraninda kdklenme sagladigini1 ve bunun basarili bulundugunu
bildirirken(154); Tiirkozii (2010) ise yine tarhun bitkisinde, hormon igermeyen %2 MS
ortaminda %100 oraninda koklenme elde etmistir(150). Bu sonuglar genel olarak otsu
bitkilerde benzer uygulamalarin yiiksek oranlarda koklenme sagladigini, hormonsuz,
kuvveti azaltilmis veya bir miktar oksin ilave edilmis besin ortamlarinin %70’in tlizerinde

koklenme saglayabildigini gostermektedir.

Dikilen eksplant sayisi esas alinarak hesaplanan gelisme oranlart bakimindan 100 mg/l
kolhisin dozu 5 veya 7 giin siireyle uygulanmasi halinde kontrolden sonraki en yiiksek
gelisme oranlarmi vermis ve istatistiksel olarak ayni Onemsiz farkliliga sahip grup
icerisinde kalmistir (%50-45). Kolhisin iceren ortamda tutma siiresi arttikg¢a, gelisme
miktarinda azalma ortaya ¢ikmistir. Genel bir degerlendirmeyle 10 giin siireyle kolhisin
iceren ortamda bekletilen eksplantlarin tiimiiniin her iki uygulama dozunda da en diisiik
gelisme oranlarma sahip olduklarina sdylemek miimkiindiir. Bu durumda eksplantlardan
bitki elde etme kriteri esas alindiginda 10 giin siireyle in vitro kolhisin uygulamasi
yapilmamas1 gerektigi soylenebilir. 150 mg/L kolhisin dozu da hem yasama, hem de
gelisme orani lizerinde olumsuz etki yapmistir. Ayrica bu uygulamalardan gelen dokularin

sekilsiz, bazal kisimlarinda kallus i¢eren dokular oldugu gézlemlenmistir.

Tepe vd. (2002) de, nane bitkisinde yaptiklari1 ¢alismada benzer sonuglar bulmuslar, 5 ve 7
giinliik 100 mg/L kolhisin uygulamasini tavsiye etmislerdir. Ancak 150 mg/L kolhisin
nanede bizim calismamizdaki kadar olumsuz etki yapmamis, az sayida da olsa saglikli
poliploid bitki elde edilmesine hizmet etmistir(110). Bu sonuglar, sentorya bitkisinin
kolhisin uygulamalarina karst olduk¢a duyarli oldugu izlenimi yaratmistir. Mentha
canadiensis x M. aquatica tiirler arasi1 melezlerinde meristem kiiltiirii sirasinda besin
ortamina kolhisin ilave eden ve poliploid bitki elde etme konusunda ¢alisan Bugaenko vd.

(1988), kolhisin iceren besin ortaminda gegirilecek optimum siirenin yan tomurcuk
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meristemleri i¢in 1-4 giin, tepe tomurcugu meristemi i¢in 7-10 giin oldugunu; en etkili
kolhisin konsantrasyonunun ise 100 mg/L olarak belirlendigini, bu dozda %16.7 oraninda

poliploid bitki elde edilebildigini bildirmektedirler(155).

Griesbach (1990), 100 mg/l kolhisin igeren ortamlarda 7 giin siire ile beklettigi
Anigozanthos siirgiin uglarindan tetraploid bitkiler elde etmistir. Bizim ¢aligmamizda 7 giin
siire uygulamasi siirglin uclarinda iyi sonu¢ vermekle birlikte tek bogum eksplantlarinda
diisiik bir poliploid elde etme orami saglayabilmistir. Bu uygulama gelisme orani
bakimindan yiiksek deger vermesine karsin, bitkilerin sera kosullarina alistirilmasi
sirasinda ve kis aylarinda 1sitilmayan sera kosullarinda bu uygulamaya ait bitkilerden kayip
daha fazla olmustur. Bu nedenle bitkilerin daha iyi kontrollu kosullarda yetistirilebilmesi
halinde 7 giin uygulama siiresinden de yiiksek basari ve poliploid bitki elde etme orani

saglanabilecegi varsayilmaktadir(107).

Kolhisin uygulamalarindan gelen siirgiinler in vitro kosullarda gelistirildikten sonra dis
kosullara alistirilmak tizere vermikulit igeren plastik kaplara alinarak tiim islemler daha
once cogaltma asamasinda yapilan islemler gibi gerceklestirilmis olmasina karsin, bu
bitkilerin gelismeleri ¢cok yavas olmus ve adaptasyon asamasinda basar1 saglanamayarak
bitkiler 5 hafta igerisinde kaybedilmistir. Bu uygulamalarin yapildigt mevsimin yaz
aylarina denk gelmesi, iklim odas1 sicakliklarinin yeteri kadar dengede tutulamamasina yol
acmis ve dis kosullara alistirma asamasinin seralarda sisleme iinitesinde yapilmasinin 1slah

materyali ve elit materyaller i¢in ¢ok 6nemli oldugu gortilmiistiir.

Sonug olarak arastirma bulgularimiz; Centaurea tchihatcheffii sentorya tiirtinde in vitro
kosullarda besin ortamina 100 mg/L kolhisin ilave edildiginde tek bogum eksplantlarinin 5
veya 7 giin silireyle bu ortamda bekletildikten sonra taze ortamlara aktarilmasi yoluyla
poliploid bitki elde etme konusunda baslangic adimi atilabilecegi yoniinde bir goriis

olusmasina neden olmustur.

Centaurea tchihatcheffii’nin in vitro kosullarda ¢ogaltimi yapilmis ve yapilacak 1slah
caligmalarinda kullanilmak {izere optimal kosullar belirlenmistir. Calismanin sonuglar1 su

sekilde 6zetlenebilir:
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Centaurea tchihatcheffii’nin olgunlagmis tohumlari araziden dikkatlice toplanip
0zenle kurutulduktan sonra bu tohumlarin kullanilmasiyla enfeksiyon bakimindan
Onemli bir sorunla karsilagilmaksizin, sadece birka¢ damla Tween-20 ilave edilmis
%15’lik ticari sodyum hipoklorit (camasir suyu) icinde 25 dakika bekletilmek
suretiyle ylizeysel dezenfeksiyondan gegirilebilmekte ve Kkiiltiirler basariyla
kurulabilmektedir.

In vitro tohum ekimlerinde pappus kisimlari ¢ikarilmis tohumlarin kullanilmasi
gerekmektedir. Bu uygulama yapilmadig taktirde enfeksiyon orami ylikselmektedir.
MS+1 mg/L GAj ortamlarinda %86 oraninda tohum ¢imlenmesi elde edilmistir.
Gibberellik asit ilavesi, ¢imlenme oranint %60’lardan %80°1i degerlere tasimistir.
Mikrogogaltim denemelerinde, bir-bir buguk aylik in vitro fidelerden alinan tek
bogum ve siirgiin ucu eksplantlar1 kullanilabilir. Eksplantlarin yatay degil, dikey
pozisyonda besin ortamina yerlestirilmesi daha olumlu bulunmustur.

. Alt kiiltirlerde tek bogum eksplantlarinin kullanilmasi daha uygun olmustur.
Stirglin  ucglar, 1l.alt kiiltiirden itibaren generatif gelisme yoniinde egilim
gosterdiginden bu materyalin etkin kullanimi s6z konusu olmamastir.

Sentorya eksplantlarindan siirgiin proliferasyonu saglanmistir. Sayica olusan siirgiin
sayist 1.0 mg/L BAP igeren ortamlarda olsa da, 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP
kombinasyonu, dengeli yapist sayesinde eksplant bagina 2.5 adet civarinda siirgiin
olusturmustur. BAP dozu artinca 0.5 cm’nin altinda ¢ok sayida ve vitrifiye olan
siirglin olusumu meydana gelmis olup bu materyalin degerlendirilmesi miimkiin
gorilmemistir. 0.5 mg/LL IBA + 0.5 mg/L BAP kombinasyonunda {icilincii alt
kiiltiirlin  sonunda ortalama eksplant basmna 4.86 adet aksillar siirgiin elde
edilebilecegi anlasilmistir.

IBA ve BAP ile birlikte GA3 kullanimi, vitrifikasyonu azaltma ve siirglin gelisimi
ile eksplant basina diisen degerlendirilebilir slirglin sayisini artirmistir. 1.0 mg/L
IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GA; igeren ortamda {i¢ alt kiiltiiriin ortalamasi
olarak 7.91 adet/eksplant ve 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP + 0.5 mg/L GAj3 igeren
ortamda {i¢ alt kiiltlirlin ortalamas1 olarak 9.90 adet/eksplant siirgiin elde
edilebilmistir.

Koklenme asamasinda hormonsuz MS ortaminda %70 oraninda koklenme meydana
gelmistir. Besin ortamina IBA ilave edilmesi, koklenme oranin artirmistir. 0.1 mg/L
IBA igeren ortamda %81, 1.0 mg/L IBA iceren ortamda %86 oraninda koklenme

meydana gelmistir. Ancak doz arttiginda silirgin  boylarmin  kisaldigi ve
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camsilagmaya egilim ortaya ¢iktig1 gozlemlenmistir. Bu nedenle diisiik doz IBA
uygulamasi uygun bulunmustur. Hormonsuz MS ortamlarinda ¢igek tomurcugu
olusumuna egilim %90 civarindaki materyalde ortaya ¢ikmustir.

9. Dis kosullara alistirma agsamasinda vermikulit kullanimi, torf kullanimina gore daha
olumlu bulunmustur ve %97 oraninda canlilik saglanmaistir.

10. Centaurea tchihatcheffii sentorya tiirtinde in vitro kosullarda besin ortamina 100
mg/L kolhisin ilave edildiginde tek bogum eksplantlarinin 5 veya 7 giin siireyle bu
ortamda bekletildikten sonra taze ortamlara aktarilmasi yoluyla poliploid bitki elde
etme konusunda baslangi¢c adimi atilabilecegi yoniinde bilgilere ulasilmistir.

11. Doku kiiltiirii ¢alismalarinin in vitro asamasinda elde edilecek basarinin tek basina
yeterli olmadigi, bitkilerin dis kosullara alistirilmas1 asamasinda teknik altyapinin
mutlaka kurulmasi gerektigi, teknolojideki yetersizliklerin uzun calismalar ve
emekler sonunda elde edilecek i1slah materyalinin kaybina neden olabilecegi
gozlenmistir.

12. Poliploidi ¢aligmalarinin sadece in vitro kosullarda degil, tohum ve siirgiin ucu gibi
organlara dogal yetistirme ortamlarinda da uygulanmasinin denemesi yararl
olabilecektir.

13. Centaurea tchihatcheffii’nin siirgiin ucu ve tek bogum eksplantiyla ¢ogaltilmasi
basariyla gergeklestirilmis, fizyolojik ve 1slah caligsmalarinda kullanilabilecek bir

sistem olarak degerlendirilebilir asamaya ulastirilmistir.

Sonuglart sunulan bu c¢alisma ile in vitro kosullarda endemik Centaurea tchihatcheffii
tiirlinlin  ¢ogaltim1 i¢in kosullar optimize edilmis goriinmektedir. Bundan sonraki
caligmalarda poliploidi ve diger mutasyon uygulamalari i¢in temel ¢ogaltim ve elit bitki
liretme agamalar i¢in zemini hazirlanmis bulunmaktadir. Bu tiirde ve benzeri olan tehlike
altinda bulunan endemik bitkilerin ¢ogaltilmas1 ve iizerlerinde yapilacak 1slah
caligmalariyla siis bitkileri ve tibbi bitkiler sektoriinde degerlendirilebilecek yeni ¢esitler

gelistirilmesi, lilkemiz bilimi ve yetistiriciligine katki saglayacaktir.
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Ozet

Diinyada sadece Ankara—Golbagi'nda sirh bir alanda yasamakta olan ve uluslararast kayitlarda nesli titkenme tehlikesi altinda bitkiler
grubunda ver alan, endemuk bitks Centauren tchihatcheffii Fish.&Mey. (Seva Cicedi, Sentorya) batkisinm tohumla ve doku kiiltiirii yoluyla
cogaltilmasina yonelik arastirmalar gergeklestinlmistir. Bu tiiriin hizli ve etkin bigimde cogaltilma olanaklanmin belirlenmess 1le tilkenuzin
sahip oldugu zengm biyogesitlilik ve genetik kaynaklann korunmasinda énemli bir katla saglanmis olacaktir. Dogada tohumlaniyla ¢ogalan
ancak gerek tohumlarmdaki uzun ve kararli dormansi, gerekse diger faktorler nedeniyle cogaltilmasmda éneml sdantilarla karsilasilan bu
bitkide, s6z konusu ¢ogaltma sorunlanmn cdziimiine yonelik calismalar yiritiilmistie. Tohum ¢imlendirme asamasinda dormansinin
gidenilmesi icin gibberellik asit ve sogukta katlama uygulamalan vapilmus: doku kiiltiiriinde vegetatif ¢ogaltim asamasinda ise en uygun
besin ortanu bilesimi tizerinde denemeler yvapilmustir. GA; cozeltisinde bekletilen ve 4-5 ay sogukta katlamava tabi tutulan tohumlarda
cimlenme oranlar vilksek bulunmustur (%258.89). Doku kiltiirinde qimlenme asamasinda 1 mg/L GA; 1ceren ortamdaki ¢imlenme oram
(%83.6) ile 2 mg/L. GA; igeren ortamdaki cimlenme oram (%85.2) olarak en yiiksek degerlers vernustir. Siirgiin ¢ogaltinn asamasmnda
eksplant basmna en yiksek sirgin olusumu 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP kombinasyonunun 1. alt kiiltiiriinde elde edilmistir (2.05 adet
siirgiin/eksplant). Hormonsuz MS ortamunda %70, 1 mg/L IBA katkili ortamda 1se %86 oraninda kdklenme elde edilmistir. Hem tohumla,
hem de doku kiiltiirii yoluyla ¢ogaltma olanag: bulunan bitks, gerekli adimlarn atilmas: halinde park ve bahcelerde yerimi alabilecek
potansiyelde goriilmiigtiir.

Anahtar Kelimeler: Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey.. tohumla cogaltma. mikro cogaltim

Studies on Propagation of Endemic Knapweed (Cenfaurea tchihatcheffii Fisch.&Mey.)
Plants

Abstract

Cenfaurea tchihatcheffii Fish.&Mey 1s crtically endangered endemic species which grows on limited area around Golbasi-Ankara
Province in Turkey. Propagation of this species has remained low 1n its natural habitat due to high seed dormancy due to embryo and needs a
long vernalization to break it. In this research. the propagation of this species investigated in vive and in vifro conditions. Besides. to obtain
poliploid plants, colchicine treatment has been done in virro conditions.

In the gernunation studies, to break of the dormancy, GA: and stratification applied to seeds. The highest germination rates (58.89 %)
obtained from the seeds applied GA; and stratification for 4-5 months. fn vitro germination studies. the highest germination were mamtained
on MS media supplemented 1 mg/L GA; or 2 mg/L GA; and the germination rates were determined as 83.6% and 85.2% respectively. The
highest shoot formation was maintained on medium supplemented with 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP at the first subculture and the number
of shoot per explant was 2.05. The best rooting was achieved on hormone-free MS medium and the MS medum supplemented with 1.0
mg/L IBA Their rooting rates were 70 % and 86 % respectively. C. rchihatcheffii has been propagated through seeds naturally and through
n vitro techniques. Consequently C. tchiharcheffii has a lagh potential as outdoor ornamental plant.

Keywords: Centaurea tchihatcheffii Fish &Mey. seed propagation, micropropagation
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GIRIS

Biyolojik gesitlilik ya da biyogesitlilik, ekosistemlere
gii¢, canlilik direng, denge, renk kazandiran dmamik bir
nitelik tasimaktadir. “Biyolojik gesiflilik’, firler igerisinde
ve fiirler arasmda genetik farklilbiklardan dolayr gorilen
cesithilik [1]; beluli bir alan, cevre, ekosistem wveya
diinyadaki canlilann genetik, taksonomuk ve ekosistem
cesitliligi  [2]; bir bolgedeki genlerin,  tiirlern,
ekosistemlerin ve ekolojik olaylarmn olusturdugu bir bitin
[3] olarak cesitli sekillerde tammlanmaktadir. Tirkive
Cevre Vakfi [4]'na gore, ‘Biyolojik cesitlilik’ herhangi bir
ekosistemde dogal olarak bulunan birden fazla canli tiirii
varh@idir ve belirli gemislikteki bir ekosistemde bulunan
tiirlerin sayisi, o ekosistemin biyolojik zenginliginin 6l¢titii
sayilmaktadir. Biyolojik cesitlilikteks bozulmalarin ve bir
tirtin yok olmas: bigimindek: kayiplarm diger tiirler1 nasil
etkileyecegini 6nceden tahmin etmek miimkiin olmamakla
birlikte, en 6nemli kaybin genetik cesithligin azalmasi
yoniinde olacag: diistinilmektedir [5].

Ankara florasinda 99 famulya, 495 cmse ait 1365
cicekli bitki tiiri bulundugn ve bunlarin %19.85°min
endemik oldugu kaydedilmustir [6]. Bolgede biyogesitlilik
acisindan ¢ok onemli olan endemik tirlerden birisi de
Sevgl Cicegn adiyla bilinen veya Yanardoner olarak
adlandinlan  Cenraurea  tchiharcheffii’dir.  Asteraceae
familyasinda yer alan sentorya; tek wyillik, 25-30 cm
vzunlugunda, Nisan sonlarinda ve Mayista ¢icek acan, ¢ok
giizel ve carpici mor, kunuzi, pembe renkte ¢igeklere sahip
olan otsu bir bitkidir 1848 wilinda Afyon cevresinde
yetistigme dair kayit bulunmakla bulikte, C. rchihatcheffii
gliniimiizde, sadece Ankara Golbasi'nda yetismekte olan
endemik bir tirdiir [7].

Centaurea tchihatcheffiinin  endenuk konumu ve
korunmast cergevesinde bazi inceleme wve arastirmalar
vapilnus olmakla birlikte [8-10], bu tirin ¢ogaltilmasmna
ihskin calismalarin sayist smurlidir. Tohumla cogaltimnda
bazi sorunlann oldugu bunun i¢in baz uygulamalar
vapilmas: gerektigi, Okay ve Demur [10], tarafindan
kaydedilrmstir. Yapilan kaynak arastumasinda farkh
Centaurea tirlerinin doku kultiri yoluyla ¢ogaltilmasmma
iliskin bazi bulgular [11-13] ile Ozel [14], Tipidamaz ve
ark. [15], Kurt ve Erdag [16]'m verlerme rastlannustir.
Arastincilar, €. fchihatcheffii'mn  doku kiltarn  1le
cogaltinuna uygun kosullarn optimize edilmes: gerektigim
ifade etmektedirler. C. fchihatcheffii dogada tohumlar ile
cogalmakta ancak tohumlar klasik yontemlerle ¢imlenmeye
alindiginda  sorunlarla  karsilasilabilmektedr.  Tiriin
cogaltilmasmndaki  engeller ve sis bitkisi  olarak
kullamlabilme potansiyeli dikkate alndiginda, bu fiirin
korunmas: ve ¢ogaltilmasinda, doku kiiltiiri ile ¢ogaltumn
sorunsuzea hayata geciilmes: yonindeki calismalarm
gereklilifi ortaya ¢ikmaktadar.

C. tchihatcheffii tohumlarmm  yiksek sicaklik
derecelerinde ¢imlenemedikleri, 6n soguk uygulamast
yapilan tohumlarda ¢imlenme yeteneklerinin kaybolmadig:
ve cimlenmenin % 10 oldugu, toplandiktan sonra belli
dormansi stiresini geciren tohumlarda ¢imlenmenin daha
yiiksek belirlendigi, araziden toplandiktan sonra yaklasik 9
ay bekletilen tohumlarm toprak+perlit kansmundaki
cimlenmelerimn 7-10 ginde tamamlandigi ve ¢imlenme
degerinin %90°a ¢iktig1, 50-55 giinde 1se ¢iceklenme fazina
ulasildig, dormansinin laboratuvar kosullaninda (20 °C,
%50-60 nem) saklanan tohumlar i¢in yaklasik 9 ay strdigii
ve dormansinin tohum kabugundan degil de embriyodan
kaynaklanabilecegi onceden vyapilan calismalardan elde
edilen sonuclar olarak sunulmustur [17, 18].
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C. tchihatcheffirmin dogada tohumlari ile ¢ogaldigi
halde, tohumlar klasik vyonfemlerle cimlenmeye
alndiginda, temel istekler yerine getirildigi halde sonug
olumsuz olmaktadir. 13 giin +4 C*de birakilan ve karanlik
mkiibatérde 18 C*de bekletilen tohumlarindan yalnizea 1
tanest 150 gin sonra c¢iumlennug, olusan bitkinin kok
gelisinunin de  anormal oldugu gozlennustir. Tohum
cimlendirilmesinde karsilasilan sorunlar nedenile alternatif
cogaltim yontemlerini deneyen Ozel [14] ve Ozel ve ark.
[19] tarafindan gerceklestirilen arastirmalarda dogadan
toplanan bitkilerden alman 8-10 cm’lik 9%arli geng
strgiinler, farkli dozlardaki (0, 500 ve 1000 ppm) IBA
cozeltisi 1censinde farkh siirelerde (0, 5, 10 wve 15 dk)
bekletilerek serada steril kum igeren  saksilarda
koklendirmeye birakilmuslar ve kéklenen bitkiler saksilara
gecirilmmslerdir. 10, giinden itibaren kék olusumunun
bagladigi, 2. hafta sonunda 1se kontrol denemesi disindaki
tim hormon ve uygulama sfrelerinde kok olusumunun
gozlendig bildirilmustir. En 1y1 kék olusumu 500 ppm IBA
ve 10 dakika uygulama stiresinde elde edilnustir.

Okay ve Gindz [20], tirin tohumlarmun klasik
yontemler kullanilarak ¢imlendirilmeye alindifinda, temel
istekler vyerine getirildigi halde cok diisik cimlenme
oranlan elde edildigini ve bitkinin kok gelisiminin de
anormal oldugunu bildirmustir. Schiitz [21] ile Taiz ve
Zeiger [22], tariin tohumlarinda derin bir primer dormansi
gorildigini ve bu tohumlarm ¢imlenebilmek 1¢in uzun bir
vernalizasyon dénemine ihtiyacg duyduklarini
belirtmislerdir.

Kaybolmakta olan baz fiirlerin korunmasinda ve
cogaltilmalan zor olan bazi fiirlenn firetilmesinde cesith
doku kulttirti yontemler: rufin olarak uygulanmaktadir. Bu
nedenle soyu tikenmekte ve tehdit altinda olan; aym
zamanda tibb1 bitka ve siis bitkisi olarak ticari 6neme sahip
olma potansiyeli tasiyan C. fchihatcheffiinn ve diger
Centaurea tirlerimn in vifro ¢ogaltinn ve adventif strgiin
rejenerasyonu lizerinde de cesith calismalar yapiloustir.
Centaurea junaniana [23)], C.macrocephala [24], Cpaui
[11], C. spacchii [12], C. zeybekii [16], C.ultreiae [25], C.
arifolia [26] tirlerinde vapilan menstem ve bogum
killtirlerinden basarili sonuglar alinmus, in virro bitka
cogaltum miimkiin olmustur. Calismalarda MS besin
ortamm bilesinu kullanilnus ve oksin ile sitokininin degisik
dozlari denenmustir. 1 mg/L BAP igeren MS besmn
ortanunda stirgiin gelisimi olugurken, ¢esitli eksplantlardan
organogenezis elde edilmesi i¢in 5 mg/l BAP ve 0.2 mg/l
NAA 1geren MS ortamu genel olarak daha olumlu
bulunmustur.

Ozel [14], C. tchihatcheffii tohumlarmm yiizey
sterilizasyonunda sorunlarla karsilasnms olup in virro
kosullardaki kontaminasyona engel olma konusunda
denemeler vyapnustr. Bu calismalarm  genel bir
degerlendirilmes:  yapildiginda; tohumlarm in virro
kosullarda ¢imlenmesi konusunda enfeksiyon nedeniyle
sikintilar yasanmasi sonucunda yesil bitkilerden dogadan
eksplant almnmasi veya olgunlasmamms embriyolardan
siirgiin rejenerasyonu yoluyla bitki ¢ogaltimn yapildigi,
koklenme calismalarimin i1se ex vifre kosullarda serada
oksmn  uygulamalann  ile  birlikte  gerceklestirildign
ozetlenebilir.

Tipiwdamaz ve ark [15] tarafindan gerceklestirilen
aragtrmada 1se, C. fchihatcheffiinin tohumlant in vifro
kosullarda 6 g/L veya 9 g/L agar iceren MS ortamlarinda
lkiiltiire almarak cimlenme iizerine farkli agar dozlarinin
etkis1t incelennustir. Ayrica in vifro'da gelisen fidelerden
alman stirgiin eksplantlarn 9 g/l agar ve 1 mg/l GA; +
0.25mg/l BAP kombinasyonlarini igeren MS ve 1/2 MS
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ortamlaninda inkiibe edilerek ortam kuvvetin siirgin
rejenerasyonu tizerindeki etkisi arastrilmustir. MS ortanuna
dikilen eksplantlarin %40.77s1 stirglin olusturmus, %29.5°1
stirgliin  olusturmadan sadece kendi gelismeye devam
etmistir. 1/2 MS ortaminda ise eksplantlarin %42 .31
strgiin  olustururken %38.4°0 kendi gelismeye devam
etnustir. Eksplant basma elde edilen stirgiin sayisi ise her
1ki ortam 1¢1n 2.27 olarak belirlennmstir.

Bu aragtimada, Centauera tchihatcheffii Fish.&Mey.
tohumlarinin in vive ve in vitro kosullarda ¢imlenmeleri
fizerine, ayrica in vitro ¢imlenen bitkilerden hazirlanan
eksplantlardan hizl vegetatif cogaltim yapmak amaciyla en
uygun  besin  ortanun  kompozisyonunun  belirlenmesi
konularinda calismalar yapilmas: ve cogaltim yonteminin
optimize edilmesi amaclannustir. Sentorya bitkisinin firetic
kosullarinda cogaltilabilmesme yonelik olarak, en uygun
tohum ekim zamam ve yontenu ile tohum cimlendirme
olanaklar1 da arastmrilostir.

MATERYAL VE YONTEM

Arastirmada  bitkisel materyal olarak, Ankara-
Golbasi’nda tiirtin dogal yayilim alanlarindan biri olan [27]
T.C. Kiiltiir Bakanh@ Devlet Opera ve Balesi Genel
Mudurlugh arazisinde yer alan Centaurea tchihatcheffii
populasyonlar: ile yme Ankara -Golbasi'ndan toplanan
tohumlar kullanilnustir. 2010 yili Haziran ay: igerisinde
dogal populasyondan toplanan tohumlar oda sicakliginda,
gazete kagitlari Tzerinde bir hafta streyle serilerek
kurutulmus, benzer morfolojik ozelliklere ve bityiklige
sahip olanlar sayilarak uygulamalar i¢in gereken tohumlar
ayrilnustir [5].

Tohumla Cogaltma Cahsmalar

Tohumla ¢ogaltim ¢alismalar Okay ve Giingz [20] de
belirtildigi gibi yapilius olup asafida dzetlenmistir.

a) Dogrudan araziye elum: Bu yontemde firetici
sartlarmda uygun ekim zamanim belirlemek amacryla
tohumlar katlama vapilmaksizin 4 farkli zamanda
(Agustos ayt sonu, Eylil ay1 sonu, Ekim ay1 sonu ve
Kasim ayiun ikinci yarisi) dogrudan araziye ekilnmslerdir.
Tohumlar ekim zamanina kadar oda sicakliginda tohum
saklama kaplarinda muhafaza edilnuslerdir.

b) Cimlenmeyi uyarict on islem uygulamalan ve
Cimlendirme ortanu reaksiyonu: Tohumlar c¢imlenme
engellerini ortadan kaldimak ve ¢imlenmeyi tesvik etmek
amaciyla farkh 6n islemlere tabu futulmustur. Bu amacla
sogukta katlama (3, 4, 5 ay), suda bekletme (10 saat, 24
saat) ve GA; uygulamalarmin (10 ppm, 100 ppm)
cimlenme tizerine etkisi arastilnustir. Bunun yaninda
tohumlar 6n 1slem uygulamasmi takiben farkh pH
seviyelerine ayarlanan (6.5, 7.5, 8.5) ¢imlendirme
ortamina (1:1 oranmdaki torf+perlit) ekilerek ¢imlendirme
ortamm reaksiyonun da etkisi arastirilnms, tohum ekimlerim
izleyen donemlerde tohumlarda cimlenme oram (%)
belirlenmuistir.

Arastirma sonuclari, Minitab 151 1statistik paket
progranmu  kullamlarak, tesadif parsellen deneme
deseninde faktorivel diizende varyans analizi teknigi ile
degerlendinilims, farkli gruplarin  harflendirilmesinde
Duncan ¢oklu karsilastirma testlerinden yararlanilomstr.
% olarak ifade edilen ¢imlenme orami &zellifine ait
gozlem degerlerine ag1 (arc sinVx) transformasyonu
uygulannustir.
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Doku Kiiltiirii Cahsmalan

Sentorya tohwmlannin yiizey sterilizasyonu, Babaoglu
ve ark. [28]'mn Gnerdigi yonteme ve asamalarina dikkat
edilerek gerceklestinlmistir. Buna gore tohumlar, birkac
damla Tween-20 ilave edilmis %15°lik ticari sodyum
hipoklorit (¢amasir suyu) igcinde 25 dakika calkalanarak
dezenfekte edilmis, bunun ardindan, 3 defa 5°er dakika
steril saf su e durulama islemune tabi tutulmustur. Cam
tipler icerisine birer adet tohum ekilmustir. 23£2°C
sicaklik ve siirekli karanlik kosullarda c¢imlendirilen
fideler, kokeiik uzunlugu yaklasik 5 mm oldugu zaman 16
saat aydinlik ve 8 saat karanlhk olacak sekilde ayarlannus
fotopertyodik diizene ve 2000 lux floresan 1518mna sahip
iklim odasina aktarilmislardir.

Tohum ¢imlendirme amacryla farkli  tarthlerde
(26.01.2011, 17.04.2011, 09.11.2011, 11.12. 2011 ve
17.03.2012) bes adet deneme kurulmustur. Bunlardan ilk
iki tarihte yapilan ekimler, hormonsuz MS ortanu fizerine
ger¢eklestinlmustir. 3. elam tarthindeln ortamlarm bir
kismuna 1 mg/L. dozunda GA; ilave edilmistir. 4. ve 5.
ekimlerde 1se tekrarlamali olarak ii¢ farkli GA; dozunun
¢cunlenme iizerindek etkiler1 mcelennustir. Bu dozlar 1, 2
wve 3 mg/L olarak kullamlnustir. Enfeksiyon oranimn
azaltmak amaciyla tohumlarin pappuslar: kesiloms ve her
tipe bir adet fohum olacak sekilde ekilmustir
Denemelerde ekimu yapilan tohum sayisi strasiyla 305,
273, 464, 268 ve 376 adettir. Kiiltiirler 23=2 °C sicaklikta
ve karanlik kosullarda inkibe edilnustir.  Tohum
ekirmnden itibaren iki hafta araliklarla (2, 4, 6 ve 8_ hafta)
cimlenme sayunlart vapilnustir. 8. haftamn  sonunda
cimlenmeyen kiiltiirlerde denemeye son verilmistir.

Aseptik kosullarda cimlendirilen tohumlardan gelisen
sentorya fideleri, dort haffabk inktibasyon siiresi
tamamlandiktan  sonra  eksplant kaynag = olarak
kullamlnmstir. Tek bogum eksplantlars besin ortanuna
yatay ve dikey olarak verlestirilnms [29], srgiin uclari ise
dikey bicimde verlestirilmiglerdr. Eksplantlarin cam
kavanozlardaki besin ortamlarina dikilmesinden sonra tiim
Liiltiirler, 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik ve 25 °C %1
sicaklik diizenme ayarlanan ve 2000 lux siddetinde
aydinlatilan iklim odasinda gelismeye birakilnuslardir.

Iklim odasinda t¢ hafta sireyle inkiibe edilen
kiiltiirlerde gelisen strginlerden #i¢ haftamin sonunda
veniden tek bogum eksplantlar: hazirlanarak alt kiiltiirlere
almnustir. Tim besin ortanu  bilesimlerinden gelen
strgiinler, iki hafta stireyle oncelikle hormonsuz MS
ortamunda yetistirilnus, ardindan dort farkli biyiime
diizenleyici  kombinasyonu iceren MS  ortamlarina
aktarilmuslardir. Bu ortamlardaki biiylime diizenleyici
igerikleri goyledir: 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; 10 mg/lL. IBA + 1.0 mg/L BAP. Tek bogum
eksplantlann 1lk 6 hafta sireyle bu ortamlar tizerinde
birakilnus ve olusan stirgiin sayilar belirlenmustir.

Aksillar  stirgiinler birbirinden aynldiktan sonra
hormonsuz veya igerisine 0.1 mg/L IBA va da 1.0 mg/L
IBA katiloms MS ortamlarinda kéklendirme asamasina
alinnustir. Dort hafta sonunda koklenme durumlan

mcelenmis ve % olarak hesaplanmmstir.
BULGULAR

Tohumla Cogaltma Calismalan

Tohumla ¢ogaltim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar
Okay ve Gunoz [20] tarafindan onceden detaylandirilnumg
oldugundan, bu bolimde yalnizca 6ne c¢ikan sonuglar
degerlendirilnustir.



Y. Okay ve ark. / BIBAD, 7 (1): 42-48, 2014 45

Arastirmada katlama yapilmadan dogrudan araziye
ekilen C. rchihatcheffii tohumlarmda en yiiksek ¢imlenme
(%63.11, %71.78) Agustos sonunda yapilan ekimlerde elde
edilmis, bu donenu Eyliil ayinda yapilan ekimler 1zlemisgtir.

Yetistrme ortamlarmin tim pH degerlennde 5 ay
katlanan tohumlarin en yiiksek ¢imlenme oramm (%o 58.89)
gasterdikleri, bunu 4 ay siire ile katlanan fohumlann (%
42.78) 1zledig belirlennustir. 3 ay stire ile katlanan
tohumlarda, tim vyetistirme ortamlarmndaki ¢imlenme
oranlar1 en disik diizeylerdedir (% 21.11). Katlama
stireler1 arasmdaki farkliliklar 1statistik anlamda 6nembidir.
Yetistrme  ortamwun  pH’st  acismmdan  yapilan
degerlendirmede 1se, en vyiksek tohum c¢imlenme
oranlarinn sirasiyla 6.5 pH (% 50.56) ve 7.5 pH (% 45)
derecelerinde  bulundugn, aralanndaki  farkliliklarin
istatistik anlamda Gnemsiz oldugu belirlenmistir. 8.5 pH
ortamina ekilen tohumlarin cimlenme oranlan (Y% 27.22)
istatistik anlamda Gnemli diizeyde diigiik olmustur [20]. En
yiksek tohum ¢imlenme oranlarn, tim ortam pH
degerlerinde, 100 ppm GA; cozeltismde bekletilen
tohumlarda gerceklesnmstir. 6.5 ve 7.5 pH derecesindeki
ortamda tohum c¢imlenme oranlan daha yiksek
bulunmustur. Her ik1 yilda da sirasiyla 100 ppm ve 10 ppm
GA; cozeltisinde bekletme uygulamalarmin, tohum
cimlenmesii  arttirma  agisindan  one  ¢iktign, diger
uygulamalardan istatistik anlamda Snemli diizeyde etkili
oldugu gorilmektedir. Suda bekletme uygulamalarmm ise,
her 1ki yilda da 10 ppm GA; cdzeltisinde bekletme
uygulamalarn 1le aym diizeylerde sonucglar verdigi,
aralarindaki farkliliklarin da istatistik anlamda Gnemli
bulunmadig belirlenmustir. Tohum ekilen ortamlarin pH
degerlerinin ¢imlenme dizerine etkilern incelendiginde,
arastrmamn her iki yilinda da, 8.5 pH degerine sahip
ortama ekilen tohumlardaki ¢imlenme oranlarimin istatistik
anlamda onemli diizeyde disik oldugu belirlennustir.
Tohum ekim ortanunin pH derecesinin 6.5 ve 7.5 olmasi
durumunda  ¢imlenmenin  daha  yiiksek oranlarda
gerceklestigi ve aralanndaki farkliliklarm da istatistik
anlamda dnemli olmadig anlagilmmstir [20].

Doku Kiiltiirii Cahsmalan

Yiizeysel sterilizasyon islemunden gecirilerek besin
ortamlarina dikilen tohumlarla yapilan tohum ¢imlendirme
asamasi uygulamalan toplam bes kez gerceklestirilmmstir.
Bunlardan ik 1ki dilamde hormonsuz MS ortanu
kullamlmustir. Uciineii dikimde besin ortamima 1 mg/L GA;
ilavesi vyapimus, bu uygulamamn olumlu  etkisi
gozlemlenince dordiineti ve besinel tohum ekimlerinde g
farkli GA; dozunun c¢unlenme {zenndeki etkilern
incelenmstir. Cizelge 1°de, bes farkli ekim tarihinde
yapilan ve ikiser hafta ara ile toplamda 8 hafta boyunca
cimlenme gozlemleri yapilan denemelerm sonuglart bir
arada verilmistir.

Kontaminasyon, ¢alismamizda sorun yaratan bir faktor
olarak ortaya cikmamustr. Bu  dumumun,  tohum
materyalinin alinmas: sirasinda ve kurutularak saklanmas:
sirasinda yapilan iglemler ile alakali oldugu, titiz ve saglikli
materyalden alnan ve saghkli kosullarda kurutularak
saklanan tohumlardaki enfeksiyon orammmn c¢ok diistik
olacagt ve in vifro ¢imlendirmede sorun ¢ikartmayacagim
soylemek mimkindir Hommonsuz MS  ortanunda
¢imlenme orammn %60°a yakin olmasi, dnceki yapilan
calismalara gore cok olumlu bir sonuc olmakla birlikte, bu
orani artumanin miimkiin  olabilecegi distntlmis ve
calismanin geneli kapsanunda devam eden denemeler
kurulmustur.
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GA;lin senforya tohumlarnin ¢imlenmesi fizerindek:
etkisi cok yiksek diizeyde olmustur. 8 haftanin sonunda
kontrol ortamlarinda %55.11 olarak belirlenen ¢imlenme
orani, GAj ilave edilen ortamlarda %87 64 olmustur. Sekil
1’de ¢umlenen tohumlar ve bitki gelisinn gosterilnustir.
GAs’iin dormansinin ortadan kaldirilmasinda etkin bir
hormon olarak etkisim gdsterdigi, ancak kullanmim dozunun
artmasmun ¢imlenmeyi olunsuz etkileyebilecek bir faktér
olabilecef de gozlemlennustir.

Sekil 1. 1 mgL GA; iceren ortamlarda ¢imlenen ve gelisen
sentorya bitkilen

IBA + BAP Kombinasyonlart ile yapilan denemeler

In vitro kosullarda ¢imlendirilen ve gelisme gosteren
fidelerden hazirlanan eksplantlarin  besin  ortamlarina
dikilmes: sonucunda elde edilen ilk veriler, eksplantlarin
dikam pozisyonlari ile ilgilidir. IBA ve BAP'mn ikiser
dozumm kombine edildig toplam dort farkh icerige sahip
besin ortamunda yatay veya dikey olarak besin ortamina
yerlestirilen sentorya tek bogum eksplantlannin gelisme
oranlar1 ve 5 hafta sonundaki gozlem sonuglan Cizelge
2"de venilnustur.

IBA ve BAP nin birlikte bulundugu besin ortamlarinda
eksplantlarin geliserek siirgiin olusturma oranlari en az
%1944, en fazla %62.50 olmustur (swaswyla 1.0 + 1.0/
Yatay ve 1.0 + 0.5/ Dikey kombinasyonlarinda) (Sekil 2).

Sekil 2. Proliferasyon ortamuna aktamlan eksplantlardan gelisen
siirgiinler; a. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP, b. 1.0 mg/L IBA +
0.5 mg/L BAP. ¢. 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP
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Genel olarak Dikey pozisyonda besin ortamuna yerlestirilen
eksplantlarda gelisme orani ve/veya eksplant basina olusan
stirgfin sayist daha yiiksek olmustur. Gorsel olarak yapilan
tespitlerde de dikey olarak dikinu yapilan eksplantlarin
daha hizh ve giirbiiz gelistigi izlenimi edinilmistir. Ilk kez
proliferasyon ortamlarina alman eksplantlardan gelisen
stirgiin sayian sadece 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP
iceren ortamlarda ortalama 2 ve fizerinde bulunnmstur.
Tkinci alt kiiltiiriin sonunda tiim ortamlardan elde edilen
materyal tice ayrilarak hormonsuz MS, 0.1 mg/L IBA ve
1.0 mg/L IBA ilave edilmus MS ortamlarmna alindiktan
sonra  elde edilen koklenme oranlan  topluca
degerlendinilnms ve sonuclar Cizelge 3'te sunulmustur.
Cizelgeden de 1izlenebilecegi gibi, hormonsuz MS
ortamunda her iki alt kultirGn ortalamas: esasinda
degerlendinldiginde %70.7°lik bir kéklenme oram elde

edilmistir. Bu oran, besmn ortanuna 0.1 mgT IBA ilave
edildiginde %81.6'ya, 1.0 mg/L IBA eklendiginde ise
%86.3°e cikmustir. IBA katkisi  koklenme oranmi
artirnustir.  Nitekim oksin  tirevlerinin ve yogunlukla
kullanilan IBA’nin doku kiiltiirii ¢alismalannda kéklenme
asamasinda  kullamldign genel doku kiltiiri bilgilen
arasmda yer almaktadur [30, 31]. Yalmizea doku kiltiirti icin
degil, IBA pek cok bitki tirtinde kéklenme i¢in kullamlan
ve dalduma metodunda yer alan bir biiyiime
diizenleyicisidir [32]. Hatta Ozel [14] tarafindan yapilan
calismada da sentorya stirgtinleri ex virre kosullarda serada
koklendirmeye fabi tutulmuslar ve 500 ppm IBA
solisyonunda 10 dk siireyle yapilan daldima, kéklenme
balinmundan en 1y1 sonucu vermustir. Oksin uygulanmayan
sirgtinler  koklenmenustir.  Arastiicilarnin in vitro
kiklendirme ¢alismalar: 1se olumlu sonug vermenistir.

Cizelge 1. 2011 ve 2012 yillari icerisinde denemelerde kullanilan in vitro bitkilerin elde edilmes: i¢in yapilan sentorya tohum

ekimlerinden elde edilen tohum ¢imlenme oranlarn

LT ¥ "ml 0 - 0/'
Ekim Tarihi Besin Ortam Enfe]\snn?n Oram Cimlenimne Or an_l (D)
(%) 2.Hafta 4, Hafta 6.Hafta 8.Hafta
1 Ekim _
B »
(27.01.2011) MS 18.03 39.02 50.08 51.08 58.40
2. Elam . A ”
h ., ., 56.13
(17.04.2011) MS 1.46 26.39 49.44 5427 56.1
3. Ekim MS 6.88 2045 43.18° 49.43° 55.11°
(07.11.2011) MS+1 me/L GAs 481 4388° §4.27° §4.27° 87.64°
MS+1 mg/L GA3 7.81 25.42° 49.15° 69.49° 86.90°
a 14'1?331) MS+2 mg/L GA; 3.17 1147°¢ 34427 67.21° $1.20°
MS+3 mg/L GA: 1.59 19.35° 33.87° 64.51°¢ 76.50°¢
MS 2.77 20,00 4350° 62.86 ¢ 64.304
5. Ekim MS+1 mg/L GA; 833 54.54° 61.10° 72.86° 83.60°
(17.03.2012)
MS+2 mg/L GA; 0 44.44° 67.80° 84.85° 8520
MS+3 mg/L GA3 8.33 24.24° 4290° 75.00° 772 0°

Cizelge 2. Tohumlardan gelisen in vitro fidelerden hazirlanan eksplantlarn farkh IBA+BAP kombinasyonlarindan 5 hafta

siire sonunda elde edilen siirgiin gelisme oranlari ve eksplant basina aksillar stirgtin sayilan
IBA-BAP Dikim Dikilen Gelisen Siirgiin Gelisme Olusan Toplam Eksplant
Kombinasyonu Sekli Eksplant Say1s1 | Eksplant Sayis1 Oram Siirgiin Sayisi Basina Siirgiin
(mg/L) (Adet) (Adet) (%0) (Adet) Sayist (Adet)
Yatay 36 22 61.11 45 2.05
0.5+0.5 -
Dikey 18 8 44.44 20 2.50
Yatay 36 13 36.11 13 1.00
0.5+1.0 -
Dikey 2 11 50.00 11 1.00
_ Yatay 36 13 36.11 13 1.00
L0+0.5 -
Dikey 24 15 62.50 22 1.47
Yatay 36 7 19.44 7 1.00
10+1.0 -
Dikey 24 9 37.50 9 1.00

Cizelge 3. Hormonsuz MS veya 0.1 mg/L IBA ilave ediloms MS ortamlarma aktarilan sentorya siirgtinlermin kéklenme

oranlari
Kiklendirme ortam . “a it l\.—mm_l..d'e" a].l.[l‘l].} - “alt ]fulm_l..d'e“ ahn'ml Ortalama kiklenme oram
stirgiinlerde kiklenme oram siirgiinlerde kiklenme oram o
(%) (%) (%)
Hormonsuz MS 75512 659+15% 70.7
0.1 mg/L katkali MS 847+18* 78.5+09% 81.6
1.0 mg/L katkili MS 89208 834+14% 86.3

*Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore aym siitunda farkl kiiciik harfler ile gdsterilen ortalamalar arasmdaki farklar dnemlidir (p=0.05);
aym satirda farkls bityiik harfler alan uygulamalar arasmdaki farklar 6nemlidir (p=0.05).
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SONUC VE ONERILER

Centaurea tchihatcheffiinin tohumla cogaltilabilme
olanaklar1 tGizerinde vyapilan arastirmalarmn sonuclan su
sekilde siralanabilir;

1. Arazide cimlenmeyr uyarict herhangi bir on
uygulama ger¢eklestirilmeden dogrudan yapilan tohum
ekimlerinde c¢imlenme oranlari  son derece diisik
dizeylerde  gergeklesnustir.  Bu  durum,  bitkiun
tohumlarinda ekimden dnce mutlaka ¢umlenmeyi uyarici bir
uygulama yapilmas: gerekliligim ortaya koymaktadir.

2. Acikta yapilan tohum ekimlerinde farkli ekim
zamanlann da denennustir. Katlama yapilmadan araziye
ekilen C. rchihatcheffii tohumlarinda en yiiksek cimlenme
Agustos sonunda yapilan ekimlerde elde edilomg, bu
donemn Eyliil aymnda yapilan ekimler 1zlemustir.

3. Katlamadan sonra araziye ekilen tohumlarda
cimlenme ¢ok vilksek olmamakla birlikte, yeterh
sayilabilecek dizeyde gerceklesmustir.

4. C. tchihatcheffii tohumlarinda ¢imlenmeyl uyarici
bazi uygulamalarin etki dizeylerini  belirleyebilmek
amaciyla, suda bekletme (12 ve 24 saat), GA; ¢ozeltisinde
bekletme (10 ppm ve 100 ppm) ve katlama (3, 4 ve 5 ay
stire 1le) uygulamalan gerceklestirilnus, en yiiksek tohum
cimlenme orami 100 ppm GA; cozeltisinde 24 saat
bekletilen tohumlarda belirlenmistir.

5. Katlama uygulamalan tohum ¢imlenmesim &nemli
dizeyde artunustir. 5 ay katlanan tohumlarin en yiksek
cimlenme oramni gosterdikleri, bunu 4 ay stire ile katlanan
tohumlarin 1zledign goriilmektedir. 3 ay siire ile katlanan
tohumlarda tim yetistirme ortamlarmdaki  cimlenme
oranlan daha disiik diizeylerdedir.

6. Tohumlarmn ekildigi ortamun pH derecesimn tohum
cimlenmesini etkiledigi, yetistirme ortanunm pH degent
arttikca,  tohum  ¢imlenme  oranlanmin  azaldig
belirlenmmstir.

C. rtchihatcheffiinin in vifro kosullarda c¢ogaltim
yapiliug olup calismanin sonuglari su sekilde dzetlenebilir:

1. C. tchihatcheffii’nin olgunlasmus tohumlari araziden
dikkatlice toplamp ozenle kurntulduktan sonra bu
tohumlarin kullanilmasiyla enfeksiyon bakimindan énemli
bir sorunla karsilasilmaksizin, sadece birka¢ damla Tween-
20 ilave edilmis %15°1lik ticani sodyum hipoklorit (camasir
suyun) icimnde 25 dakika bekletilmek suretiyle yiizeysel
dezenfeksiyondan gecirilebilmekte ve kiltirler basariyla
kurulabilmektedir.

2. In vire tohum ekimlerinde pappus kisimlart
cikarilmis  tohumlarin  kullamilmasi  gerekmektedir. Bu
uygulama  yapilmadig  taktirde enfeksiyon  oram
yikselmektedir.

3. MS+1 mg/L. GA3 ortamlarinda %86 oraninda tohum
cimlenmesi elde edilmistir. Gibberellik asit ilavesi,
¢imlenme oranint %60°lardan %80°11 degerlere tasimustir.

4. Mikrogogaltim denemelerinde, bir-bir buguk aylik
in vitro fidelerden alman tek bogum ve siirgiin ucu
eksplantlar kullamlabilir. Eksplantlann yatay degl, dikey
pozisyonda besin ortanmna yerlestirilmesi daha olumlu
bulunmustur.

5. Sentorya eksplantlarindan sfirgiin proliferasyonu
saglanmustr. 0.5 mg/L IBA + 05 mg/L BAP
kombimasyonu, dengeli yapist sayesinde eksplant basina 2.5
adet civarinda stirglin olusturmustur. BAP dozu artinca 0.5
cm’nin altinda cok sayida ve vitrifiye olan siirglin olusumu
meydana gelmis olup bu materyalin degerlendirilmesi
miimkiin gorilmemistir.

6. Koklenme asamasmda hormonsuz MS ortaminda
%70 orammnda koklenme meydana gelmistir. Besin ortanuna
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IBA ilave edilmesi, kéklenme oranin artumustir. 0.1 mg/L
IBA iceren ortamda %81; 1.0 mg/L IBA iceren ortamda
%86 oraminda koklenme meydana gelmmstir. Ancak doz
arthiginda strgin boylarimn kisaldign ve camsilasmaya
egilim ortaya ¢iktigi gozlemlenmistir. Bu nedenle disiik
doz IBA uygulamasi uygun bulunmustur. Hormonsuz MS
ortamlarinda ¢icek tomurcugu olusumuna egilim %90
civarmdaki materyalde ortaya ¢iknustir.

7. C. tchihatcheffiimin sirgin ucu ve tek bogum
eksplantiyla  cogaltilmasi  basaryla  gergeklestinloms,
fizyolojik we 1slah calismalarinda kullamlabilecek bir
sistem olarak degerlendirilebilir asamaya ulagtirilmustir.

Sonuclart sunulan bu calisma ile in virre kosullarda
endemik C. rchihatcheffii tirinin ¢ogaltim igin kosullar
optimize  edilmis gorinmektedir. Bundan  sonraki
calismalarda poliploidi ve diger mutasyon uygulamalar
i temel cogaltim ve elit bifyi tiretme asamalan igin
zemim hazirlannus bulunmaktadir. Bu tiirde ve benzen
olan tehlike altinda bulunan endemik bitkilerin ¢ogaltilmasi
ve lizerlerinde yapilacak islah calismalariyla stis bitkiler1 ve
tibb1 bitkiler sektortinde degerlendirilebilecek yemi cesitler
gelistirilmes:, flkemmz bilinu ve yetistinncilifime katka
saglayacalktir.
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