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OZET

Bu calismada soyu tiikenmekte olan ve ticari 6neme sahip endemik
Centaurea tchihatchiffii bitkisinin in vitro g¢ogaltimi yapilmigtir.
Centaurea tchihatchiffii bitkisinin tohum yiizey sterilizasyonunda
bulasiklik ¢ok yiiksek oranda olup g¢amasir suyu dozu ve siireleri
bakimindan en iyi sonug ve en yiiksek degerler %50-10 dk; %60-10, 20
ve 30 dk doz ve uygulama siirelerinde elde edilmigtir. 13 giin +4°C de
birakilan ve karanlik inkiibatorde bekletilen tohumlardan yalnizca 250
tanesinden biri 150 giin sonra gimlenmistir. Dogadan getirilen yesil
bitkilerin sterilizasyonunda cift sterilizasyon ile %30 ¢gamasir suyu dozu
ve 5 dk uygulama siiresinde %33,3 oraninda bagari saglanmigtir fakat
bu saglam esplantlarinda 6-10 hafta sonra tekrar bitkinin i¢ kisminda
kalan bakteri ve funguslar tarafindan bulagstigi goriiimistiir. Hizli
gogaltima alinanan siirgiinlerden en iyi degerler 0,56 mg/l BAP - 0,01
mg/l CPA igeren ortamdan elde edilmigtir. Siirgilinlerin az sayida
olustugu olusan siirgiinlerin boylarnindaki artigin sinirh  oldugu
gozlenmistir. Embriyo kiiltiirii galismasinda ise %80 oraninda bulagiklik
halledilmis olup en iyi adventif siirgiin olugumu 1 mg/l KiN - 0,25 mg/l
IBA iceren MS besin ortamindan elde edilmistir. Ex vitro’da, 10. giinden
itibaren 500 ppm IBA 10 dk uygulama siiresinde en fazla kék olugsumu
goruimustiir. In vitro’daki kéklendirmede ise en iyi kék olusumu 0,25

mg/l IBA igeren MS besin ortaminda 12. giinden itibaren elde edilmistir.



Koklenme igin kullanilan 0,5 mg/l IBA iceren MS besin ortami hizh
gogaltimdaymis gibi siirgiin rejenerasyonunu tegvik etmistir.

Bilim Kodu : 5001018

Anahtar Kelimeler : Centaurea tchihatchiffii, in vitro, ex vitro, ylizey
sterilizasyonu, tohum g¢imlenme, hizli gogaltim,
embriyogenezis, koklenme.
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ABSTRACT

The research was carried out to study endemic and commercially
important ornamental Centaurea tchihatchiffii. High frequency of
contamination was noted down, when surface sterilizing the seeds.
Least uncontaminated seeds were obtained from 50% commercial
bleach with application time of 10 minutes and 60% commercial bleach
with application time of 10, 20, or 30 minutes. Only one seed out of 250
seeds placed at +4°C for 13 days under dark, germinated after 150
days. The green material from wild was double sterilised using 30%
commercial bleach for 5 minutes; however, it resulted in partial success
of 33.3%. However, after 5-6 weeks in culture, the contamination
reappeared from the systemic fungus or bacteria. The best
micropropagation results were obtained from MS medium containing
0.5 mg/l BAP and 0.01 mg/l CPA. Developing shoots were limited, dwarf
and dominantly vitrified. Eighty percent sterilisation was achieved from
immature embryos. The best shoot regeneration was achieved on MS
medium containing 1 mg/l Kinetin — 0.25 mg/l IBA. Rooting study was
carried out both under in vitro and ex vitro conditions. The best rooting
response was obtained from shoots treated with 500 ppm IBA for 10
minutes under ex vitro conditions after 10 days. Under in vitro
conditions, rooting started after 12 days on MS medium containing 0.25

mg/l IBA. The rooting medium containing 0.5 mg/l IBA resulted in



development of multiple shoots that was very similar to
micropropagation.

Science code : 5001018

Key words : Centaurea tchihatchiffii, in vitro, ex vitro, surface
sterilisation, seed germination, micro propagation,
embryogenesis, rooting.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu caligmada kullaniimig bazi simge ve kisaltmalar, agiklamalan ile birlikte

asagida sunuimustur.

Simgeler

BAP
2,4-D
CaOCl
CPA
cm, mm
CS

dk, sn
DMSO
GA;

G, mg, ug
HCI
H,SO,4
IBA
1AA
KO
KzCl'Os
KIN

L, ml, pl
HiM
MS
MSO
NAA
NaOCI
NaOH
N

Nm

NB

LS
ppm
PPM
SD
TDZ
uv

u/v

VK
IUCN

Aciklama

6 Benzil aminopurin

2,4 Diklorofenoksi asetik asit
Kalsiyum Hipoklorit
Klorofenoksi asetik asit
Santimetre, milimetre
Camasir suyu

Dakika, saniye
Dimetilsulfoksid

Gibberellik asit

Gram, miligram, mikrogram
Hidroklorikasit

Siilfirik asit

Indolbutirik asit

Indol asetik asit

Kareler ortalama

Potasyum dikromat

Kinetin
Litre, mili litre, mikro litre
Mikro molar

Murashige and Skoog bazal tuzlari

Hormonsuz Murashige and Skoog bazal tuzlari
Naftalin asetik asit

Sodyum hipoklorit

Sodyum hidroksit

Normal

Nano metre

Nutrient broth

Linsmair and skoog bazal tuzlan

Parts per million (milyonda bir)

Plant preservation mixture (Bitki koruma karigimi)
Serbestlik derecesi

Thidiazuron (1 Phenyl 3-(1,2,3-thidiazol 5yL) urea)
Uitra viyole

Unit/volume (birim/hacim)

Varyasyon kaynaklari

International Union for conservation of nature
(Doganin korunmasi! amaciyla uluslararast birligi)



1. GIRiS

Canlilar aleminin belli tir ve sistematik gruplan belirli béige ve kitalar igin
6zeldir. Sadece belli bir bélgeye 6zgl olan canlilara ise endemik form adi
verilmektedir. Diinyada yetisen bitki turlerinin, 6zellikle sinirli yayilisa sahip
endemiklerin, korunmalar konusunda son yillarda oldukga ciddi ¢alismalar
yapilmaktadir. Ozellikle bu bitkilerin tehlike siniflarindan hangisine ait oldugu
saptanarak, alinacak tedbirlerde dncelik, halen gok baski altinda olup nesli
kaybolma tehtidi altinda olanlara verilmektedir. Bu amagla IUCN’in The World
Conservation Union, TPC (Theratened Plant Commitee) sekreterligi, WWF
(World Wildlife Foundation), OPTIMA (Organization for the Phyto -
Taxonomic Investigation of the Mediterranean Area) gibi kuruluslarin
faaliyetleri yaninda, her Ulke kendi bitkilerini korumak amaciyla cesitli
6nlemler almaktadir. Turkiye, 9000 civarinda egrelti ve tohumlu bitki tari ile
dinyada bulundugu iklim kusaginda oldukga zengin floraya sahip tlkelerden
biridir (Segmen vd., 1995). Avrupa kita florasinin 12000’e yakin tire sahip
oldugu ve kitanin Glkemizin yaklasik 15 kati buyuklitkte oldugu dusuntlurse,
Tarkiye’nin floristik zenginligi daha da belirginlesir. Turkiye florasinin ilgingligi,
sahip oldugu tir zenginliginin yaninda, ¢ok sayida endemik tiir icermesinden
de kaynaklanir. Avrupa {lkelerindeki endemik tirlerin toplami 2750 kadar
iken Tirkiye'de bu sayi 3000 civarindadir (Ekim vd., 2000). Turkiye'de
bulunan endemik bitkilerin tamami ile endemik olmayip (non-endemik) soyu
tehdit altinda olan turler ilk kez 1980’li yillarda kabul edilen uluslararasi IUCN
tehlike kategorilerine gére siniflandirdmigtir (Ekim vd., 1989). Bu
siniflandirmada; asagidaki kategoriler belirlenmistir.

EX- Extinct- Tikenmis: Sayet son ferdin 6ldigii konusunda higbir siiphe
yoksa bu takson EX kategorisindedir.

EW- Extinct in the wild - Dogada tikenmis: Takson bulunabilecegi ortamlarda
ve yilin farkl zamanlarinda yapilan ayrintih arastirmalarda bulunamamisg yani
dogada kaybolmus ve yalniz kiltire alinmis bir sekilde yagsamaya devam
ediyorsa bu gruba konur.



EN- Endangered - Tehlikede: Bir takson oldukga yiiksek risk altinda ve yakin
gelecekte yok olma tehlikesi altinda ancak heniiz CR grubunda degilse EN
grubuna konur.

VU- Vulnerable - Zarar gorebili. CR ve EN gruplarina konamamakla birlikte

dogada orta vadeli gelecekte yiksek tehdit altinda olan taksonlar bu gruba
konur.

LR- Lower risk - Tehdit altinda: Populasyonlarn iyi ve en az 5 lokaliteden
bilinenler bu kategoriye konulmustur. Gelecekteki durumlarina gére 3 alt
kategorisi vardir.

a- (cd) Conservation dependent - Koruma 6nlemi gerektiren: 5 yil iginde
yukaridaki kategorilerden birisine girebilecek taksonlar. Hem tir hem de
habitat agisindan &zel bir koruma statiisti gerektirenler.

b- (nt) Near threatened - Tehdit altina girebilir. Bir evvelki kategoriye
konamayan ancak VU kategorisine konmaya yakin adaylar.

c- (lc) Least deficient - En az endigse vericii Herhangi bir koruma
gerektirmeyen ve tehdit altinda olmayanlar.

DD- Data deficient - Veri yetersiz: Bir taksonun dagihm ve bollugu
hakkindaki bilgi yetersiz ise, takson bu gruba konur.

CR- Critically endangered - Cok tehlikede: Bir takson ¢ok yakin gelecekte
yok olma riski altinda ise bu gruba konur.

NE- Not evaluated — Degerlendirilemeyen: Yukardaki herhangi bir kriter ile

degerlendirlimeyenier bu gruba konur.

Sekil 1.1’de Turkiye'de bulunan  Centaurea endemik bitkileri haritasi

verilmigtir.
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Turkiyedeki Compositae familyasina ait CR kapsamina giren tir sayisi 92
'dir. Centaurea cinsine ait olanlar ise Cizelge 1.2'de verilmistir.

Cizelge 1.2. Turkiyedeki Compositae familyasina ait CR kapsamina giren
Centaurea cinsine ait turler ve yayilisg alanlar

Tar Adi Yayilig Alanlan
Centaurea brevifimbriata Malatya
Centaurea cariensiformis Kahramanmaras
Centaurea hadimensis Kohya
Centaurea haussknechtii Gaziantep
Centaurea iconiensis Konya
Centaurea leptophylla Artvin
Centaurea mykalea Aydin
Centaurea nivea Eskisehir
Centaurea sericea Balikesir
Centaurea straminicephala Erzurum
Centaurea taochia Erzurum
Centaurea tchihatcheffii Afyon, Ankara

Calismada kullanilan bitki  C. tchihatcheffii Compositae (Asteracae)
(Papatyagiller) familyasina aittir (Sekil 1.1). Bu familyaya ait bitkilerin bazilan
sit igeren otsular, ¢alilar veya nadiren aga¢ veya tirmanicilardir. Yapraklar
genellikle alternat veya karsiliklidir. Nadiren dairesel, basit veya bilesiktir.
Cigcekler kapitilum durumunda, kapitilmun g¢evresi 1-gok serili involukrum
brakteleri ile ortulmis, erdisi veya tek eseyli, 1sinsal veya zigomorf
simetrilidir. Kaliks genellikle papus halini almig veya hemen hemen yoktur.
Petaller 4-5 birlesiktir. Korolla iki sekilde, tipst ve dilsi; tipst korola ugta
belirgin 5 digli, dilsi korola 3-5 disli veya digler belirgin degildir. Stamenler 5,
petaliere baglh, filamentler serbest, anterler birlesiktir. Pistil 1, ovaryum alt
durumlu, tek lokuslu. 2 karpelli, oviil tek anatrop, plesantasyon bazaldir.

Meyva aken ve ucunda genellikle bir papus tasir. Kozmopolit olan familya



yaklasik 1100 cins ve 2500 tiir igerir. Ulkemizde 133 cins ve 1156 kadar turii
bulunur (Davis, 1975; Segmen, 1995). Bu cinslerden biri olan Centaurea’nin
(peygamber cigegdi, gelin dugmesi) kapitula heterogram, diskoid veya
radianttir. Involukrum brakteleri gok serili gigek tablasi kilidir. Cigekler pembe
mor mavi sari veya beyazimsidir (Davis, 1975). Ulkemizde 178 den fazla tiri

bulunur.

Sekil 1.2. Galismada kullanilan C. tchihatcheffii bitkisinin tam agmis gicegi

Ulkemizde tibbi bitki olarak; Centaurea cyanus L., C. behen L., C. calcitrapa
L., C. iberica L., C. jacea L., halk arasinda ishal kesici, kuvvet verici, istah

acict, gégis yumusatici ve mide rahatsizliklarini giderici olarak kullanilan
Centaurea turleridir (Baytop, 1984). Yine Ulkemizde siis bitkisi 6zelliinde

olan kesme gicek ve kurutulmus gicek olarak kullanilan pek ¢ok Centaurea
turh bulunmaktadir. Centauera tcihatcheffirde bu tirlerden biri olup tek yilhik
25-30 cm uzunlugunda nisan sonlarinda ve mayista gigek agan bu sis
bitkisine ¢ok giizel ve garpici mor-kirmizi giceklerinden dolayr yanar doner
adi verilmistir. Her ne kadar 1848 yilinda Afyon cevresinden bir kayit
bulunmakta ise de, su ana kadar bu ilimizden ikinci bir kayit gelmemistir
(Ekim vd., 2000). Bu nedenle Ankara Golbasi’'nda yetisen Centauera



fcihatceheffirnin dinyada sadece tek lokalitede temsil edildigini séyleyebiliriz.
Onceleri Gélbasi gevrelerindeki tarlalarda yaygin olmakla birlikte tarlalara
uygulanan herbisitler (yabanci otlari éldiirmek igin kullanilan kimyasallar) ve
gecmis yillarda bilingsizce toplanip Ankara pazarlarinda kesme gigek olarak
satiimasi nedeniyle Mogan Goli kenarinda tesis edilen birka¢ hektarlik
Ankara Valiligi Cevre Koruma Vakfina ait basarisiz bir agaglandirma alani
olan Sileyman Demirel Ormani’'nda kendisine 3-5 kilometrekareden daha dar
bir yasam yeri bulmustur (Vural ve Adigiizel, 2001; Ekim, 1994; Ekim vd.,
2000).

Ne yazik ki, bitkilerin hangi amaca yénelik kullanilacad: tesbit edilemeden
yeryliziinden pek ¢ok bitki tir(i kaybolmaktadir (Synge, 1981). Soyu tehdit
altindaki turlerin korunmasi amaciyla, doku kulttri ile gogaltim yararlt bir
yéntem olabilir (Woods, 1982). Bitki doku kiltirl; aseptik sartlarda, yapay
besi ortaminda, batiin bir bitki, hiicre (meristematik hicreler, siispansiyon
veya kallus hicreleri), doku (gesitli bitki kisimlari = eksplant) veya organ
(apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel
trtinlerin (metabolitier gibi) tretilmesidir. Doku kulttrl teknikleri ile yeni ¢esit
gelistirebilmek ve mevcut cesitierde genetiksel iyilestirme calismalarinda
onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan turlerin korunmasinda
ve ¢ogdaltiimasinda zor olan turlerin Uretiminde, gesitli doku kuitirl ydntemleri
rutin olarak uygulanmaktadir. Bitki doku kiltirli iglemlerinde ve genetik
ivilestirmede kullanilan temel sistem bitki rejenerasyonudur. Bitki
rejenerasyonu, kulturii yapilan bitkilerin 6zellikieri agisindan (¢ kisimda
incelenebilir; (1) organize olmus meristematik hiicreleri ihtiva eden somatik
dokulardan rejenerasyon, (2) meristematik olmayan somatik hiicrelerden
rejenerasyon ve (3) mayoz boélinme gegirmis gametik hicrelerden

rejenerasyon.

Birinci tip rejenerasyon da ug ve yan meristemlerden bitki cogaltilir. Buna

meristem kultar yoluyla klonal ¢ogaltim denir. Elde edilen hiicreler tamamen



dondr (verici) bitkiye benzerler. Calismamizda koltuk altt meristemlerinden
hizli godaltim yapilmasinda bu doku kiilttiri y6nteminden yararlaniimigtir.

Ikinci tip rejenerasyon; dogrudan bir eksplantin kesilmis yuzeylerindeki belirli
somatik hucrelerin bir kisminin genellikle bitki bliyime diizenleyicilerinin
(oksin ve sitokininler) etkisi sonucu bdliinerek ve organize olarak, organlari
ve daha sonra da bitkiyi (direkt organogenesis) veya bir somatik hiicrenin
surekli boliinerek embriyo ve daha sonra da tam bir bitkiyi olusturmasi
seklinde olabilir. Ayrica her iki durum, belirli bir kallus proto-kallus veya hiicre
slispansiyonu olusumu devresinden sonra da ortaya cikabilir (indirekt
rejenerasyon). Ortaya gikan bitkilerde bazi kalitsal veya gegici varyasyonlar
olugabilir. Bu galismada yapilan embriyo kultiiri ikinci tip rejenerasyona dabhil
olup endirekt organogenesis vyoluyla adventif siirgiin rejenerasyonu
amaglanmistir.

Son olarak normal kromozom sayisinin yarisini ihtiva eden hiicrelerden de
direkt veya dolayli yollaria bitki rejenerasyonu olabilir. Bu durumda dondr
bitkinin kromozom sayisinin yarisina sahip, genellikle steril olan haploid
bitkiler elde edilebilir (Babaoglu vd., 2001).

Bu calismada, soyu tikenmekte ve tehdit altinda olan; ayni zamanda sis
bitkisi olarak ticari 6neme sahip Centauera tcihatceheffiinin (yanar doéner)

bitkisinin in vitro gogaltimi ve adventif sirglin rejenerasyonu amaglanmigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kuramsal Temeller
2.1.1. Bitki materyalinin ylizey sterilizasyonu

Yizey sterilizasyonu doku kulturd iglemleri arasinda en énemli agamalardan
biridir. Doku kiltiriinde en uygun eksplant kaynagini, daha énceden sterilize
edilmis tohumlardan elde edilen aseptik fideler olusturur. Cunkl bu sekilde
elde edilen fidelerin sterilizasyona ihtiyaci olmamakta ve ylizey sterilizasyon
isleminin zararh etkilerinden sakinilmaktadir. Eger bdyle bir sans yoksa, dis
sartlardan (tarla, sera vb.) alinan eksplantlar (tohum, yumru, yaprak, gévde,
slirgin ucu vb.) 6ncelikle musluk suyu altinda yarim saat tutulurlar. Tohum
ve yumru gibi kaba pargalar 1-20 saniye alkol iginde tutulduktan sonra
gercek ylizey sterilizasyonu ortamina konulurlar. Yiizey sterilizasyonu igin en
fazla kullanilan maddeler etil alkol, sodyum veya kalsiyum hipoklorit, civa
kloriir, gimiis nitrat ve hidrojen peroksittir (Babaoglu vd., 2001).

2.1.2. Bitki tiretimi

Bitki tUretiminde Ustlin kaliteli ve verimli ¢esitler gelistirmek amaciyla binierce
yildir bitki islahi yontemleri kullanilmaktadir. Bitki islah ydntemlerini klasik ve

modern islah metotlari olarak ikiye ayirmak mamkundar.
2.1.2.1. Klasik yéntem

Bugiin klasik bitki 1slahinin tanm Gretimini artirmasindaki payr blyik
olmasina ragmen bu yontemler yavastir ve sonuca ulagsmak zaman ahcidir.
Islahi yapilan bitkinin kalitesi ve miktarinin artinimasi seleksiyonda éncelikli
oldugu igin, bu bitkiler hastalik ve zararlilara karg! dayaniksiz olmaktadir.
Istenilen 6zelliklerle istenmeyen 6zellikler de melez déllere gegebilmektedir.
Klasik yéntemler de eseysel ve eseysel olmayan yontemlerden
yararlaniimaktadir.
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Bu yetistirme tekniklerinden bir tanesi eseysel tretimdir. Bunun igin ya yapay
polenleme ya da tohum kullanilir. Yapay yolla délienmeyi gergeklestirebilmek
icin self-steril bir bitkinin tohumlari kullanilir. Vejetatif yolla Urememis bir
bitkinin cicegindeki polenler, bir firga ile diger bitkinin gicegine tasinabilir.
Tohumlarin gimlendiriimesi yoluyla da Uretim yapilabilmektedir. Bu yéntem

daha g¢ok vejetatif Uretimlerinde sorun bulunan bitkilerde uygulanmaktadir.

lkinci Uretim sekli ise eseysiz Uretimdir. Bunun igin birgok y&ntem
kullanilmaktadir. Bitkide olusan kuguk filizler kesilerek tepe kismi yukariya
gelecek sekilde topraga dikilir ve yeni bitkiler elde edilir. Bazi bitkilerde rizom
yeni bir yavru bitki olusturur. Yavru zamanla stirgiin verir ve yeni bir bitki
meydana gelir. Bu bitkiler birbirinden ayrilarak pekgok yeni bitki elde
edilebilir. Baz turlerde de bitkinin gicek sapinda kokll yavru bir bitki olusur.
Diger bir yéntemde, blyime rizomu bulunan bitkilerin rizomlarinin kigiik
pargalar seklinde kesilip su bulunan bir kaba yerlestiriimesi ve yeni bitkilerin
elde edilmesidir. Bazi bitkilerde de yeni bitki elde etmek igin yaprakiar
kullanilir. Kullanilan yéntemierden biri de, ana bitkinin kesilmesi ile tretimdir.
Nodyum bélgesi bulunan bitkilerde nodyum bélgesinden kesim yapilarak
topraga dikilir ve yeni bireyler elde edilir (Cirik vd.,2001).

2.1.2.2. Modern yéntem

Klasik yollarla bitki Gretiminde karsilasilan problemiere ¢6zim olarak
giniimizde modern islah metodlarn uygulanmaya baglamistir. Bunlarin
basinda da doku Kkulturieri, organogenezis, somatik embriyogenezis,
protoplast kulttirli, protoplast flizyonu, haploid bitki Gretimi, hastaliksiz bitki
Gretimi, sekonder metabolit {retimi, mikro g¢ogdaltim, embriyo kulturQ,

germplazm depolanmasi ve somaklonal varyasyon gelir.
2.1.3. Doku kiiltiiru

Bitki doku kulturleri, bitkilerin doku, organ, hiicre ya da hicre kisimlarinin

bitkiden ayrnilarak (izole edilerek) kapali ve cam kaplarda ‘in vitro’, suni besin
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ortaminda ve steril sartlar altinda yetistirilerek bltlin organlari tam bitkilerin
elde edilmesi iglemidir (Biondi, 1982).

Doku klttrleri ile vegetatif tGretimin esasi slirgin meristemlerinin olugmasini
ve ¢ogalmasini saglamaktir. Bir bitkinin vegetatif olarak ¢ogaltiimasi, koltuk

altr (axillary) ve adventif olmak (zere iki sekilde bulunan sirgin
meristemlerinin olusumuna baghdir.

2.1.3.1. Adventif siirgiin rejenerasyonu

Bitkiler; izole edilmis bir strgln, kok, yaprak, cigekler ve hatta organize
olmamusg kallus gibi dokulardan b{itiin bir organizmayi rejenerasyon edebilme
kapasitesine sahiptirler (Gonlilgsen, 1987). In vitro'da hicre ve dokulardan
strglin rejenerasyonunu basarabilmek igin uygun eksplantin segilmesi,
biyimede aktif maddeleri igeren uygun ortamin belirlenmesi ve fiziksel gevre
kosullarini  uygun olmasi gerekmektedir (Murassige, 1974; Evans et al.,
1981; Ammirato, 1983).

Doku kilturinde en ¢ok kullanilan temel ortam Murassige and Skoog
(1962)’'un gelistirdigi besin ortamidir. Bitki rejenerasyonunda kullanilan besin
ortamlari bitki bllyimesi igin gerekli olan makro ve mikro elementler ile enerji
kaynadi sekeri igerir. Bu ortamlar agar ilave edilerek katilagtirilir. Besin
ortamina eklenen bitki blylmesini diizenleyiciler de bitki rejenerasyonunda
en 6nemli faktorlerdir. Genelde, ylksek oranda oksin (IAA, IBA, NAA, 2,4-D)
bulunan ortamlar kallus ve kok gelisimini tegvik ederler (Miller and Skoog,
1953; Paulet, 1965; Nitsch, 1968). Sitokininlerin (BAP, TDZ, 2IP, Zeatin,

Kinetin) bulundugu ortamlarda ise adventif stirgiin rejenerasyonu tesvik edilir.
2.1.3.2. Hizli gogaltim (mikro cogaltim)

Surgiin ucu ve koltuk slirgint gibi meristemler izole edilerek kilture alinirlar.
Gelismis bitkilerin gogunda, her yapragin koltugunda meristem (axillary
meristem) bulunmaktadir. Ana ug¢ meristemlerinin bir kopyasi olan bu

meristemler, lateral stirgiin veya dal meydana getirme potansiyeline sahiptir
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(Goniulgen, 1987). Bu sistem, meristem sayilarinin artiriimasi bakimindan
6nemli bir potansiyel olusturmaktadir. Mikro Gretimde bu &zellikten
yararlaniimaktadir. Ornegin; hormonsuz bir ortamda kiiltiire alinan sargun
uglari, dallanmadan tek bir strgtn seklinde gelismektedir (Génilsen ve
Ozcan, 1983). Oysa sitokinin igeren gida ortaminda kuitire alindiginda,
slrgln uglar ¢ok surgtinden olusan kuglk bir demet seklinde gelismektedir.
Gida ortaminda sitokinin  bulunmasi, koék olusumunu genelde
engellemektedir. Bu nedenle siirgiin sayisinin gogaltilmasi arzu edildigi
slirece gida ortaminda bulunmasi istenen sitokinin, kék olusumu istendiginde
ortama ilave edilmemelidir. Strgunler bitkinin 6zelligine gére ya sitokininsiz
ya da koéklenmeyi uyarici hormonlari igeren bir gida ortamina transfer edilir.

Doku Kiltiri tekniklerini kullanarak yapilan ¢ogaltim (mikro Gretim) pahali
olmasina kargin, kisa surede fazla sayida bitki ekonomik olarak elde
edilebilmektedir. 1991 yil verilerine gére diinyada saksil gicekler, kesme
cicekler, meyve agaglar ve geofitlerde mikrogogaltim ydntemieri kullantarak
yaklagik 600 milyon bitki elde edilmistir (Werbrouck and Debergh, 1994).

Hizli gogaltimin avantajlari;

e Bu teknikle bitkilerin /n vitro sartlarda kisa bir strede, fazla sayida
¢ogaltilabilmesi mumkin olmaktadir. Bu sayede ekonomik &nemi olan
pekgok bitkinin kisa bir zamanda ticari amacglara uygun miktarda
cogaltilmasi basarilabiimektedir.

o Virls ve diger sistemik hastaliklar, vegetatif gcogalma yoluyla bitkiden
bitkiye kolaylikla gegmektedir. Bu tip hastaliklar, Grintn kalite ve
kantitesini olumsuz yénde etkilemektedir. Yine bu teknik sayesinde,
hastaliklardan anndirilmis  olan  stoklardan  Gretim  mumkin

olabilmektedir.

o Bu teknikle yil boyu lretim yapilabilmektedir.
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o Kultir asamasinda olan bitkiler kolaylikla iilkeler arasinda transfer
edilebilmektedir.

Mutasyonlar, organ ve somatik embriyo olusumu, organ ve somatik
embriyolarin rejenerasyon yeteneklerini kaybetmesi, kdklenme problemleri
(calt ve odunsu bitkilerde), toksik bilesiklerin ortamda birikmesi, vitrifikasyon
(camlagma) kontaminasyon ve bitkilerin kaltir tuplerinden topraga
aktariimasinda karsilasilan zorlular mikro gogaltimda ortaya gikan baslica
sorunlardir.

2.1.3.3. Embriyo kiiltiri

Tohumun diginda embriyolann kulttirti fikri yeni degildir. Bonnet 1754'te
fastilye (Phaseleolus multiflorusyde olgun tohumlarin kotiledonlarindan
embriyolar gtkararak c¢imlendirmistir (Crocer and Barton, 1954). Ancak, bu
konudaki esas basarill galismalar Hanning (1954) tarafindan yapilmistir (Carl
and George, 1938; Crocer and Barton, 1954; Yeung, 1981). Embriyo
kiltiriniin esasi; c¢aligilan bitki ve konuya goére degisiklik g&stermekie
beraber genel olarak soyledir:

Tozlanip déllenme gergeklestikten sonra tohum iginde bulunan ve belirli bir
gelisme safhasindaki embriyolarin (daha ziyade i§ formuna sahip geng
embriyolarin) aseptik sartlarda tohumdan gikariimasi ve uygun bir besi
ortamina transfer edilerek tam bir bitki gelistiriimesidir (Crocer and Barton,
1954; Marks, 1973; Smith, 1944; Stebbins, 1954; Yeung et al.,1981).

ki tip embriyo kiiltirinden séz edilmektedir (Raghavan, 1980):

1. Olgun tohum embriyo kiitir(: Bu kaltir olduk¢a kolaydir ve basit bir
kiltir ortami ile basanl sonuglar alinmaktadir. Béylece embriyonik
bluyumeyi incelemek ve biylime dénemlerini ortaya koymak, dormansi
ve ¢imlenmenin metabolik ve biyokimyasal ayrintilarini analiz etmek

mimkin olmaktadir.



14

2. Olgunlagsmamis erken boélinme fazindaki proembriyolarin kulttrii: Bu
tip erken embriyo doénemlerinden itibaren embriyolarin besin
ihtiyaglarinin ortaya konulmasini ve farklilagmasini saglamaktadir.
Embriyo izolasyonu oldukg¢a gli¢ bir istir bu nedenle gti¢ bir kiilttir
yontemidir.

Embriyo kulttriniin uygulama alanlari;

» Biyolojik temel ¢alismalarda

e Tohumun gimlenmemesi durumunda

o [slah siiresini kisaltmada

e Yasayan embriyolarin kurtariimasinda

¢ Haploid bitki Gretilmesinde tohum canliliklarinin hizli test edilmesi

¢ Ender bitkilerin gogaltilmasinda kullaniimaktadir.

2.2. Kaynak Aragtirmasi
2.2.1. Compositae (Asteracea) familyasinda yiizey sterilizasyonu

Cuenca et al. (1998), ilkbaharda giceklenen meristematik sirgunlerin
dogadan toparlanmas! ile Centaurea pauide sterilizasyon caligmasi
yapmiglardir. Gévde 50 mm pargalar halinde kesildikten sonra sabunlu suda
bekletilip musluk suyundan gegirilmigtir. 1 dk etanolde bekletildikten sonra 3
damla tween-80 iceren %7 CaOClde 20 dk manyetik kansticida ylizey
sterilizasyonuna birakiimis 4 kez 5’er dk steril saf su ile durulanmigtir. 50
mm’lik gbévde eksplantlari 20 mm’lik uzunlugunda 1-2 bodumlu parcalar
halinde kesilmis ve yerlestirilmigtir.

Takashi and Daisuke (1997), Centaurea macrocephala bitkisinin serada
yetistirilen 4-6 yaprakli sirglinlerinden 1 cm uzunlugunda sirgin uglarini
keserek kullanmiglardir. Eksplantlar 30 sn musluk suyundan gegirildikten
sonra %0,1 Tween-20, %0,5 klorir igceren NaOCI igerisinde 10 dk ylizey

sterilizasyonu yapilmistir. Sonra steril saf suda yikanip yaprakiarin alt

>

kismindan 0,5 cm’lik eksplantlar elde edilmistir.
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Cuence and Marco (2000), yazin erken dénemilerinde tarlada yetistirilen
Centaurea spacchiinin nodlu segmentlerinden in vitro kultir igin tek bir
eksplant kullanmiglardir. 25-30 cm’lik gévdeler 50 mm’lik pargalar halinde
kesilip 10 dk sabunlu su da yikanmistir. Musluk suyundan gegirildikten sonra
%70 etanolde 1 dk bekletilip 3 damla %80-Tween igeren %7 CaOCl'de
ylzey sterilizasyonundan sonra 4 kez 5 dk steril sudan gegiriimis ve 20 mm
uzunlugundaki nodlu segmentler halinde kdltiire alinmigtir.

Hammatt and Evans (1985), tehdit altinda bulunan Centaurea junaniana'da
yaprak sterilizasyonu c¢alismiglardir. Arastiricilar, yapraklara %20 v/v
NaOCl'de 20 dk siire ile ylizey sterilizasyonu uygulamis ve daha sonra 4 kez
5’er dk stre ile steril bidistile saf su ile durulayarak basarili olmuslardir.

Seneviratne et al. (1995), Hevea bitkisinin slirgtinlerindeki yliksek miktardaki
mikrobiyal bulasikligi gidermeye ¢alismislardir. Tarlada yetistirilien RRIC 100,
RRIC 121 ve seradan alinan RRIC 100, RRIC 121 ve PB 86 ¢esitlerinin
yapraklari koparilarak 6-8 cm'’lik genc yesil stirginleri %70 Etanol'de 1 dakika
bekletildikten sonra %5-10-15 -20 NaOCI ile 5-10-15-20 dk yada % 0,1-0,2
HgCl, 5-10 dk yiizey sterilizasyon islemleri karstlastiriimistir. %1 benomil
kullaniminin ve NaOCl konsantrasyonunun ve uygulama siresinin
arttinimasinin fungal bulasikligi azalttigini fakat bitkilerde kararmaya neden
oldugunu soylemislerdir. En iyi sonuglarin seradan alinan gesitlerde %0,2
HgCly'tin 10 dk uygulama siresinde elde edildigini, bulagikiyin %20 oranina
ve kararmanin %10’a dustraldtguni tespit etmislerdir.

Grzegorczyk and Walker (1997), Gzum bitkisinde yuzey sterilizasyonunu
calismiglardir. Phylloxera (Daktulospharia vitifoliae [Viteus vitifolae])'nin vitis
turlerinde bulasikha neden oldugunu bildirmiglerdir. Calismada degisik
oranlarda NaOCI ve etanol'in etkisine bakiimistir. % 50 etanol 7 dk
muamelesinin en iyi sonucu verdigini ve steril saf su ile duralamaya gerek

olmadigini bildirmiglerdir.
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Moutia and Dookun (1999), seker kamisinda ylizey sterilizasyonu
calismasinda %2,7 NaOCl| (pH 6) ile %46,8, %1 HgCl, kullaniminda ise
%56,3 oraninda bulasiklik sorununu halletmislerdir. %2,7 NaOCI (pH 6)'in
bitki dokulari igin fitotoksik oldugu ve %100 bitki dlumiine neden oldugu
saptanmistir.

Zito et al. (1998), tarladan alinan soya fasilyesi tohumlarinda ylzey
sterilizasyonu ¢alismasinda 4 ayri deneme kurmuslardir. 1. ve 2. denemede
1 dk suda 3 ve 4. denemede ise 1 dk etanol de ayrn ayri pH 5 ve serbest
degerlerinde %40 NaOCI| de muamele etmiglerdir. En iyi sonuglar 1 dk su
(pH5) ve %40 NaOCI ile elde edilmistir.

Kim et al. (1999), Lettuce bitkisinde klorinli ve ozonlu su igeren UV
dalgalarina maruz birakilarak spreyle yikayarak yilizey sterilizasyonu
calismislardir. 100; 150; 200 mg/l klorin igeren suda 20 dk %90-99; 4 °C de
30 dk %1,0; 1,5 mg/l ozon igeren su ile %99 ; UV vortex ve sprey ile ylkama

sonucu ise %90 oraninda bulasikhgin azaldigini tespit etmislerdir.

Bhattacharya et al. (1998), Mussaenda phillipica bitkisinde degisik
eksplantlar hasat zamanina gore degisik bitki blylme dizenleyicileri igeren
MS ortaminda kallus olusumu ve sirgin tomurcuklarinin olgunlagmasini
calismiglardir. Subat-nisan, mayis-temmuz, agustos-ekim, kasim-ocak
aylarinda tarlada yetistirilen bitkilerde hasat zamaninin fenolik maddeler ve
oksidasyonlarinin kallus ve stirgtin tomurcuklarinin olgunlasmasini etkiledigi
ortaya c¢ikaniimistir. En yiliksek oranda fenolik maddeye mayis-temmuz
ayinda en duslk oranda ise kasim-ocak ayinda rastlamiglardir. Yuzey
sterilizasyonundan &nce eksplantiarin %10 DMSO 4 °C'de 10 dk
bekletilmesinin fenolik madde olusumunu &nledigini kallus ve sirgin
tomurcuklarinin etrafinda kararma olmadigini bildirmislerdir.

Naseem et al. (1998), Cicer arietinum tohumlarinda ylzey sterilizasyonu
calismiglardir. En iyi sonuglarin (%98), %10 NaOCl'de 10 dk ve %70

etanolde 3 dk muamelelerinden elde etmiglerdir.
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Taylor et al. (1998), Piper methysticum bitkisinin doku kiltlrl caligmasinda
endojen bulasikhigin blyuk bir sorun oldugunu bildirmislerdir. Seradan alinan
bitkilerin benomil ve rifampicin ile muamelesi sonucu bulagikligin énine
gecilemedigini rapor etmiglerdir. Bir diger uygulama da, ayr ayr birkag ¢esit
antibiyotigin kultir ortamina ilave edilmesinden sonra 3-5 hafta hi¢ bulagiklik
ctkmamasina ragmen daha sonra bulasikligin tekrar QlktlQmI\ gézlemislerdir.
Bulagiklik olmayanlar yeni bir ortama aktarilirken bulagik olanlara 2. bir
yuzey sterilizasyonu uygulanmistir. Bdylece az sayida da olsa bitkiyi
kurtarabildiklerini bildirmislerdir.

2.2.2. Compositae (Asteracea) familyasinda siirgiin rejenerasyonu ve

koklendirme

Cuenca et al. (1998), Dodu Ispanya’da tehdit altinda ve endemik olan
Centaurea paui bitkisinin ¢icekli gévdelerinde hizli godaltim ¢ahsmuglardir. In
vitro ortamda en iyi strgin olusumunun 0,5 mg/l BAP iceren ya da 2,0 mg/l
KIN iceren MS ortaminda oldugunu bildirmiglerdir. En iyi sirgiin bitki
bliyime dlizenleyicilerinin olmadi§: ortamda gerceklestiriimistir. Ortama
sitokinin ilavesinin strgiinlerin bllyime kapasitesini azalttigin bildirmiglerdir.
En iyi kdklenmenin ise 2,0 mg/l 3-1AA ve 2,0 mg/l IBA igceren MS ortamindan
elde edildigini ve kéklenmenin 4 hafta sonra % 40 oraninda oldugunu tespit

etmislerdir.

Takashi and Daisuke (1997), Centaurea macrocephala bitkisinin koltuk alti
meristemlerinde hizli ¢ogaltim caligmislardir. 25 pM IBA igeren hypnex
ortaminda siirginlerin %70 oraninda kdklendigi gdézlenmistir.

Hammatt and Evans (1985), tehdit altindaki Centaurea junaniana bitkisinin
yaprak, kok, hipokotil ve kotiledonlarinin strgtin rejenerasyon kapasitesini
arastirmiglardir. En iyi stirglin olusumu 5 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA igeren
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MS ortaminda gézlenmistir. En iyi koklenme 0,01 mg/l IBA iceren MS
ortamindan bitki basina 25 adet, kdk uzunlugu bakimindan ise 20 mm olarak
elde edilmigtir.

Cuence and Marco (2000), tehdit altinda olan endemik Centaurea
spacchiinin gigekli meristemlerinde hizh gogaltim ydntemi geligtirmiglerdir.
Calsmada %15 kontaminasyon goézlenmistir. 1 mg/l BAP iceren MS besin
ortaminda ylksek oranda surgin olusumu goézlenmistir. Fakat olusan
slrgtnlerin boyunun uzamadig: bildirilmistir. Tek g¢esit oksin kullanimi ile 6
hafta sonunda kéklenme orani diisik oldugu gézlenmistir. lki cesit oksin
kullaniminda ise en iyi sonuglarin 2 mg/l IAA ve 2 mg/l IBA igeren MS besin
ortaminda %60 kdklenme elde edildigi gbézlenmigtir. Strginlerin %50’si 3
hafta icinde kdklenmeye baglamistir. Seraya aktarilan bitkilerin ise %80’inin
canliigini korudugu rapor edilmistir.

Mesa et al. (1995), Heliantus tuberosus L (Jerusalem artichoke) bitkisinde
olgunlasmamis embriyodan slrgin rejenerasyonu ve koklendirme
calismalart yapmiglardir. En iyi slirgiin rejenerasyonun %2 sukroz 2,0 mg/I
BAP iceren MS ortaminda; en iyi kdklenmenin ise 0,1 mg/l IAA ve 0,5 mg/i
NAA iceren ortamdan elde edildigini bildirmislerdir. Strglnler tariaya
aktariimadan 6nce kirmizi toprak kum ve organik madde iceren saksilara
konulmustur. Bitkilerin tarlaya aktarildiklarinda %100 canliliklarini koruduklari
belirtiimigtir.

Xiaoli et al. (1992), Lettuce (Lactuca sativa L.) da somatik embriyogenezisi
arastinimiglardir. Calismada 2,0 mg/l NAA veya 0,2 mg/l BAP ve 2,0 mg/l
NAA iceren MS ortaminda kotiledoniardan %70ten fazla  somatik
embriyogenezis olustugu tespit edilmistir. 2,4-D iceren MS ortaminda ise
herhangi bir sonug elde edilemedigi bildirilmigtir.

Jeannin and Hahne (1991), Heliantus annuus Ha300 hattinda zigotik

embriyogenezis (zerine c¢alismiglardir. En iyi sonuglann BAP ve yiksek
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oranda sukroz iceren MS ortamindan elde edildigini ve bitkilerin fertil
oldugunu bildirmiglerdir.

Han and Xi (1989), Leftuce bitkisinde embriyodan hizli g¢ogaltim
aragtirmiglardir. Arastirmada, 2,0 mg/l NAA veya 0,5 mg/l KIN yada 0,2 mg/!
NAA ve 2,0 mg/l BAP iceren MS ortaminda kotiledonlardan %76-79 oraninda
embriyogenezis elde edilmigtir. Ortalama 0,35 g kalluslardan 40 ginin
sonunda 80 embriyo elde edildigi bildirilmistir.

Antonova et al. (1992), Peredovik uluchshennyi bitkisinde olgunlagsmamis
embriyolarda galigmiglardir. Olgunlagmamis embriyolar tizerinde 1 mg/l 2,4-
D iceren MS ortaminda 4-7 giin sonra embriyolar olustugu bildirmiglerdir.
Olugan embriyolarin GAs igeren MS ortaminda hipokotil ve ilk gergek yaprak

ciftinin olusturdugu gézlenmigtir.

Sarvesh et al. (1993), Guizotia abyssinica bitkisinin Ootacamund gesidinde
kotiledon eksplantindan adventif sirglin rejenerasyonu calisiimigtir. Fide
eksplantlarindan kallus olusumu igin 1,4 uM KIN 9,0 uM 2,4-D igeren LS
ortami kullanimistir. 2,4,5-T ve olusan kallusiar LS ortaminda alt kultire
alindiginda somatik embriyolarin olustugu gézlenmistir. 4,4 uM BAP ve 11,4
UM 1AA iceren MS ortaminda kotiledon eksplantlarindan goklu siirgiinler
elde edildigi bildiriimistir. Rejenere olan bitkilerin saksilara aktariidiginda

tohum tuttugu morfojilerinin normal ve fertil oldugunu tespit edilmistir.

Encheva et al. (1993), Heliantus annuus’un 3 hattini mutagen olan gama
tsinina (7-10 Gy) maruz birakilarak ve gama isinina maruz birakilmadan
olgunlasmamis embriyo ve somatik embriyogeneziste meydana gelen
varyasyonlar Uzerindeki etkisine bakmiglardir. Yag asidi, tohumlardaki yag
miktari, tohum agirliklan ¢igek tabla c¢api, bitki uzunlugunda genetik

varyasyonlar meydana geldigi belirtilmistir.
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Lauzer and Vieth (1992), Kuzey Amerika’da yetistirilen Cynara scolymus
bitkisinin Green Globe g¢esidinde hizli ¢ogaltim ve vitrifikasyon Uzerine
calismislardir. Arastirmada /n vitroda tohumdan elde edilen surgin
uclarindan 0,5 mg/l NAA ve farkli konsantrasyonlarda BAP iceren, MS
ortaminda siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir. Hizli gogaltim agsamasinda
meristematik yapraklarin besin ortamina degmesinin vitrifikasyona yol actig!
belirtiimis, besin ortamina degmeleri engellenerek vitrifikasyondan
kurtuidukian ve 1 mg/l NAA igeren MS besi ortaminda 2 ay sonra % 65
oraninda koklendikleri  bildiriimigtir.

Krogstrup and Norgaard (1991), Psiada coronopus bitkisinin 5 yM BAP ile
diger bitki buyime duzenleyicileri ile birlikte MS ortaminda hizh gogaltim
basarisina bakmislardir. Olusan siirgiinlerin NAA ve IBA igeren MS besin
ortaminda koklendikleri tespit edilmistir.

Sakr et al. (1991), Chamomilla recutita bitkisinin yaprak, gévde, meristematik
ug, kok, cicek ve tohum eksplantlarinin rejenerasyon kabiliyetlerine
bakmiglardir. Kinetin, BAP, Kinetin + BAP veya BAP + NAA iceren MS besin
ortaminda rejenerasyon kabiliyeti arastinlmistir. 4 haftalik kaltlirde en fazla
slrgln sirasiyla tohum, meristematik u¢ ve yaprak sapindan elde edilen
kallustan elde edilmistir. Kéklenme ise MS ortaminda gergeklestirilmigtir.

Mohamed et al. (1991), Witloof chicory bitkisinin degisik eksplantlart hizl
¢oaltim amagl kullaniimislardir. Arastiricilar yaprak eksplantiari digindaki
eksplantlarda bulagikligin fazla oldugunu bildirmiglerdir. Yapraktan %50
surgiin olusturduklari, bu surginlerin ¢igeklendigi ve tohum bagladig
gdzlenmig olup en iyi sonuglar 0,05 pM veya 0,1 uM TDZ veya 8,0 uM BAP
ve 0,1 uM NAA igeren MS besin ortamindan elde edilmigtir.

Counchou et al. (1992), Amica montana bitkisinin hizli  g¢ogaltimini
calismiglardir. Kullanilan sirgtnleri .hem seradan hem in vitro'dan
© galistiklarini bildirmiglerdir. Hizh gogaltim igin 1 mg/l BAP ve 0,1 mg/l NAA

iceren MS veya Bs kullaniimistir. 6. hafta sonunda MS besin ortaminda 7,7
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strglin, Bs ortaminda 9,0 siirguin elde edilmigtir. Strglinler NAA icermeyen
ortamda alt kiltiire alinmis ve sonuglarin dastugi goézlenmistir. Starganler 0,1
mg/l NAA iceren MS ortaminda kéklenmistir. Seradan alinan bitkilerde en iyi
kéklenmenin 0,2; 0,3 mg/l NAA igeren Bs ortaminda oldugunu rapor
etmiglerdir. In vitro'daki bitkilerin %95'i seraya basar ile aktanimistir. Kis
kosullarinda tarlaya aktarilanlardan %93’anin canhligini korudugu ve sonraki

yaz mevsiminde % 64'Unin ciceklendigi gdzlenmistir.

Estrella and Lazerte (1994), Polymnia sonchifolia bitkisinin koltuk alti
meristemlerinin BAP ve IBA igeren MS besin ortaminda hizli gogaltimini
calismiglardir. BAP + IBA iceren MS ortaminda 10,1 giin sonra %90 siirgin
olugsmustur ve eksplant basina 12,4 adet sirgiin elde etmiglerdir.

Arello et al. (1991), Gerbera jamesonii bitkisinin Apelblosen Marleen,
Clementine ve Pimpernel gesitlerinde kapitilum eksplantit BAP, IAA ve kinetin
iceren MS besin ortaminda kiltire almiglardir. En iyi kallus olusumunun
BAP ve 0,5 mg/l 1AA igeren MS besi ortaminda Appel Bloesen ve Marleen
cesitlerinden elde edildigi bildirilmistir.

Whipkey et al. (1992), Artemisia annua, bitkisinin tarladan alinan P1, P2, P3
hatlarinda slirgiin rejenerasyon kabiliyetini aragtirmiglardir. En iyi kallus
olusumu 1 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda en fazla strglin sayisi ise 10 mg/l
BAP iceren MS besin ortaminda gézlenmigtir. P2 hatinda elde edilen-
surglinler 5 ay sonra hizli ¢odaltim ortamina ahinmistir. 0, 2, 4, 6, 8 ve 10
mg/l BAP, 0 ve %10 CW iceren ortamlarda kiltire alinmistir. En yiksek
oranda slrgin 6 mg/l BAP %10 CW igeren ortamdan elde edilmistir.
Surgunler IBA igeren ortamlarda koklendirilmis ve seraya aktarilarak
bliyimeye birakilmisgtir.

Mesa et al. (1995), Heliantus tuberosus bitkisinde hizli g¢ogaltim
calismuslardir. En iyi strgiin-olusumu 2 mg/l BAP ve 20 g/l sukroz.igeren
Murashige ve Skoog besin ortaminda elde edilmistir. In vitro ortamdé en iyi
koklenme 0,1 mg/l IAA ve 0,5 mg/l NAA igeren MS ortaminda elde edilmigtir.
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Koklenen bitkilerin sera kosularina adapte edilip kirmizi toprak kum ve
organik madde igceren saksilara aktarildiktan sonra %100 canliliint korudugu

gozlenmigtir. Tum bitkiler normal olup tohum elde edilmigtir.
2.2.3. Degisik familyalarda ex vitro kéklendirme galigmalan

Desta and Legesse (1998), Juniperus procera Hochot Endl| bitkisinin geng ve
yaslt strgunlerinde kéklenme saglamak amaciyla ex vitro'da 103-107 M 1AA,
IBA, NAA ve 2,4-D iceren MS besin ortamiyla muamele etmiglerdir. Geng
strglinlerin %2'si 16 hafta sonra ve %24'4 32 hafta sonra kéklenmistir. Yash
stirglinlerde ise tek bir bitkinin 32 hafta sonra kéklendigi gézlenmistir.

Ofori et al. (1999), Milicia excelsa bitkisinde yapraksiz siirglnler ex vitro'da
0 - 0,016 IBA ile muamele edilmistir. Calismada, 4 farkli kéklendirme ortami
(Ince kum, 2 mm; kalin kum, 2-4 mm; talas ve kalin kum, 1:1) kullanilmistir.
En fazla talas ortaminda kdklenme oldugu goézlenmistir. IBA'nin ise olumlu

etkisi g6zlenememisgtir.

Shiembo et al. (1996), Irvingia gabonensis bitkisinde serada kdklendirme
calismislardir. Yapraklari koparilan siirginier 0, 8, 40, 200, 250 pg IBA ile
muamele edilerek talas, ince kum, kalin kum, cakil, ¢akil-talag (1:1), kalin
kum-talas (1:2) olmak Uzere 6 degisik ortamda kéklenmeye bakilmigtir. En iyi
kok olusumu 200-250 pg IBA'da gbzlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Bitki Materyali

Caligmada kullanilan Centaurea tchihatchefii Fisch et. Mey Ankara'nin
Goélbasi ilgesindeki Mogan gélunun batisinda yer alan Ankara Valiligi Cevre
Koruma Vakfina ait Stleyman Demirel Ormani’ndan toplanmak suretiyle
temin edilmigtir.

3.2. Metot
3.2.1. Bitki biiylime ortamlarn ve kiiltiir kosullan

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige and Skoog 1962, ile
%3 sukroz iceren (Gizelge 3.1) %2 sukroz, katilagtinima amaciyla %0,8'lik
agar (type A, Sigma) ile kullaniimistir. Ortam hazirhiginda cift distile saf su
kullaniimts olup, gerektijinde besin ortamina farklh konstrasyonlarda bitki
buyiime duzenleyicileri ilave edilmistir. Besin ortaminin pH’'si 1N NaOH ya
da 1N HCI kullanilarak 5,8’e ayarlandiktan sonra 1,4 kg/cm? basing altinda
ve 121 °C'de 20 dakika tutularak sterilizasyon saglanmistir. Tum kiltarler
beyaz floresan 15131 altinda 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyodunda
24 + 1°C sicaklikta tutulmuslardr.

g
W
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Cizelge 3.1. Murashige and Skoog (1962), ortaminda bulunan
maddeler ve konsantrasyoniari

Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonlar (mm)
KNO; 18,79
NH4NO; 20,61
KH;PO4 1,26
CaCl, 2,99
MgSQ,47H;0 1,50
CoCl, 6H,0 0,11
CuSO,4 5H,0 0,10
FeNa EDTA 0,10
H3BO3 0,10
Ki 5,00
MnCl; H,O 0,10
Na;MoO4 2H 1,03
ZnS0O47H0 29,91
Glycine 26,64
Nicotinic acid 4,06
Pyridoxin-HCI 243
Thiamine-HCI 0,30
Myo-inositol 0,56

3.2.2. Bitki biiylimesini diizenleyiciler

Caligmada kullanilan kimyasal maddeler Sigma Aldrich Chemical Co.'dan
temin edilmisti. Hormon dozlar uygun c¢6zicilerde ¢6ztldikten sonra
standart sekilde istenilen miktarda ve oranda stok solusyonlan hazirlanmistir
(Cizelge 3.2.). Hormonlar ortama otoklavianmadan &nce ilave edilmigtir.
Hazirlanan hormon dozlarinin stok solusyonlart +4°C’de bir iki ay

saklanmigtir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan hormon dozlar ve ¢ézicileri

Hormon Dozlari Coziicu Saklama Kosullari (°C)
Gibberilik asit Su

Oksinler

NAA 1N NaOH

IBA Etanol +4

CPA Etanol

Sitokininler

BAP 1N NAOH

Kinetin g ot

3.2.3. In vitro galismalari
3.2.3.1. Tohum sterilizasyonu ve ¢gimlendirme

Tohumlarda ylizey sterilizasyonu igin en yiksek bagarinin alinacagi en dusuk
dezenfektan dozu belirlenmeye calisiimistir. C. fchihatchefii tohumlarinin
ylizey sterilizasyonu igin tohumlar farkli dozda (%10, %15, %20, %30, %50
ve %60) ticari gamasir suyu kullanilarak (Axion-Turkiye, %5 NaOCI) ile 10,
20 ve 30 dakika manyetik kanstiricida cevrilerek yuzey sterilizasyonu
yapilmigtir. Ylzey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 3 kez
durulanmistir. Steril edilen tohumlann steril petri kaplari igerisinde %3 sukroz
iceren ve % 0,8 agar ile katilagtirilan MS besin ortaminda 24 +1 °C’de 16 saat
1sik ve 8 saat karanlik fotoperiyodunda gimlenmeye birakiimigtir. Cimlenme
saglanamayinca bitkide dormansiyi kirmak icin galismada 13 gun +4 °c
(vernelizasyon muamelesi)’de bekletilip butiin tohumlar %60 gamagir suyu 10
dk uygulama siresiyle ylizey sterilizasyonu yapilip birinci denemede 2 mg/l
gibberellic acid-GAs, 2. denemede ise karanlk 18°C ve 3. denemede ise
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aydinlik (16 saat 15tk ve 8 saat karanlk fotoperiyodu) 24 °C sicaklik
uygulanmistir. Ayrica, hormon (GA;) ile 4 saat muamele edilen tohumlar
kurutma kagidi arasinda karanlik ve aydinlik uygulamasindaki tohumlar ise
MS besin ortami igeren petrilerde gimlendirmeye birakiimistir.

3.2.3.2. Koltuk alti meristem sterilizasyonu ve hizli gogaltim

Koltuk alti meristemleri dogadan toplanan 4-5 gunliik geng stirgiinlerden 4-5
cm kesilerek elde edilmistir.

Cizelge 3.3. Koltuk alti meristemlerini sterilizasyonu igin kullanilan ¢gamasir
suyu doz ve sireleri

(q())/?)masw Suyu Dozu Sire (dk) On Muamele

1. %25 15 1 dk sabunlu su; 20 dk
musluk suyu

0,

2 WAES 15 10 dk sabunlu su; 20 dk

3. %35 15 musluk suyu; 1 dk etanol

4. %75 15

1.gun 2.gln

Camasir . Camasir 4

Suyu (Sdl;(r)e Suyu Dozu (Sdl:(r)e

Dozu (%) (%)

5. %2510 %25 5,0 30 dk musluk suyu + MS

6. %2515 %25 7,5 besin ortamina %0,2 (v/v)

7. %30|5 %30 2,5 PPM ilavesi

8. %3010 %30 5,0

9. %35]5 %35 2,5

10. %3510 %35 5,0

11. %40 (5 %20 2,5

12. %4010 %20 5,0

Cizelge 3.3’ te verilen doz ve surelerde 6én muamele ve ylizey sterilizasyonu
yapimistir. Ayrica, her doz ve sirede Tween 20 (2-3 damla/200 ml) A
uygulanmistir.  Steril edilen gévde eksplantlari 1 cm kesilerek steril
magentalar igerisinde %3 sukroz iceren ve % 0,8 agar ile katilagtirlan MS
besin ortaminda 24 +1 °C’de 16 saat 11k ve 8 saat karanlik fotoperiyodunda
cimlenmeye birakiimistir.
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Dogadan toplanan sterilizasyonu basarilan geng¢ sirginlerin koltuk alti
meristemleri sterilizasyondan 4 hafta sonra 0,5 mg/l BAP (0; 0,01mg/l I1AA;

0,01mg/l CPAY'li MS besin ortami igeren magentalara alinmistir.

3.2.3.3. Kapitulalarin sterilizasyonu ve embriyo kiiltiirii

Kapitulalar %50’'lik dozda ticari gamasir suyu (Axion-Turkiye, %5 NaOCI) ile
10, 15, 20 ve 30 dakika muamele edilmigtir. Kapitulalar 3 kez steril saf sudan

gegirildikten sonra agilip olgunlasmamis tohum igindeki olgunlagsmamis

embriyolar dikkatlice ¢ikariimistir.

Cizelge 3.4. C. fcihatcheffi’'nin olgunlagsmamis embriyo eksplantiarinda
kullanilan farkli KIN, BAP ve NAA biiyime dizenleyicilerini
iceren MS besin ortamlari

Ortam
BAP mg/| NAA mg/l
1- 1,00 0,50
2- 11,00 1,00
3- 12,00 0,50
4- 12,00 1,00
5- 10,50 2,00
6- | 0,50 4,00
7- 11,00 0,25
8- 2,00 . 0,25
Kinetin mg/l NAA mg/l
9- | 1,00 0,25
10-| 1,00 0,50
11-1 2,00 0,25
12- 12,00 0,50

Sterilizasyonu saglanan olguniasmamig embriyolar ise Cizelge 3.4’te verilen

ortamlara konulmustur.
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3.2.3.4. Rejenere olan C. tchihatcheffii siirgiinierinin kéklendirilmesi

Rejenere olan sirginler 10 mm uzuniuga geldiginde kesilerek farkh
konsantrasyonlarda oksin (IBA; 0; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 mg/l) iceren MS
ortamina kdklendirme amagh konulmustur. Her magentaya 4 adet sirgiin
yerlestirilmistir.

3.2.4. Ex vitro'da koklenme

3.2.4.1. Dogadan toplanan C. tchihatcheffii gen¢ siirgiinlerinin sera
kosullarinda koklendirilmesi

Dogadan alinmis geng¢ silrginler 8-10 cm uzunlugunda kesilerek sera
kosullarinda kum igerisine 5-10-15 dk suresince 0, 500, 1000 ppm (parts per
million) IBA ile muamele edip %'l toprak altinda kalacak sekilde kékiendirme

ortamina yerlestirilip 10 giin sonra kok sisteminin gelismesine bakilmigtir.

3.2.5. Toprak analizi

Bitkilerin ¢imlenmesinde topradin etkisini bulmak amaciyla bitkinin dogal

olarak yetistigi alandan toprak érnekleri alinanarak analiz yapimistir.

a- Elektriksel iletkenlik (EC): 1:2,5 toprak-su karisiminda elektriksel iletkenlik
(Wheatstone koérrusd) ile élgulerek belirlenmistir (Richards, 1954).

b- Toprak reaksiyonu (pH): Toprak reaksiyonu (pH) McL (1982), tarafindan
bildirdigi sekilde 1:2,5 toprak-su karisiminda cam elektrotlu pH metre ile
olculmustar.

¢- Mekanik analiz (Tekstlr): Toprak analizlerinde; kum, kil ve silt fraksiyonlan
Bouyoucos (1951), tarafindan bildirildigi sekilde hidrometre yéntemiyle ve
tekstur sinifi Soil Survey Manual (1951)’e gére belirlenmistir.

d- Kalsiyum karbonat: Kalsiyum karbonat Nelson, (1982) tarafindan bildirildigi
sekilde Scheibler kalsimetresiyle belirlenmisgtir.
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e- Organik madde: Organik madde Nelson and Sommers (1982) tarafindan
bildirildigi sekilde; toprak érnegindeki organik maddenin K;Cr,O7; ve H;SO4
eleylikseltgenmesinden sonra ortamda tepkimeye girmemis Cr,O7?nin
standart FeSO47H,O c¢oézeltisi ile titre edilmesi suretiyle bulunan
indirgenmemis Cr,O7miktarinin organik karbonun belli bir bslimuniin esit

oldugu varsayilarak hesaplamasi yapiimistir.

f- Azot: Toplam azot Bremner (1965) tarafindan bildirildigi sekilde Kjeldhal
yéntemine gore belirlenmistir.

g- Fosfor: Bitkiye yarayigh fosfor Olsen et al. (1954) tarafindan bildirildigi
sekilde; 0.5M pH'si 8.5 olan NaHCO; 630 nm boyunda spektrofotometrik
olarak belirlenmigtir.

h- Potasyum: Bitkiye yarayish potasyum Richards (1954) tarafindan
bildirildigi sekilde; nétr 1N amonyum asetat ile ekstrakte edilen K

fleimfotometre ile belirlenmistir.
3.2.6. istatistiksel degerlendirmeler

Denemeler, tesadlf parselleri deneme desenine gére kurulmus olup her
muamele, igerisinde 5 adet eksplantin bulundugu 3 tekerrtrlic 100 x 10
mm’lik petri kutularindan olusmustur. Elde edilen veriler “SPSS for Windows”
programi yardimiyla varyans analizine tabi tutulmus, muamele ortamiarini
karsilagtirmak amaciyla M-STAT C bilgisayar programi kullanilarak 6 yada
daha az muamele ortami i¢in Duncan testi kullanilmistir. Yiizde degerler,
istatistik analizinden once arcsin degerlerine cevirilmistir (Snedecor and
Cochran1967).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Her bitki ylUzeysel olarak bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan
temizlenebilmesi igin gerekli dezenfektan dozu ve sterilizasyon suresi
farkhdir. Dolayisiyla en uygun dezenfektan dozu ve sterilizasyon siresinin
belirlenmesi 6nemlidir (Yiidiz, 2000; Bhatti 2001). Bir eksplantin ylzey
sterilizasyonu igin en etkili ancak en disik dezenfektan dozunun
belirlenmesi gerekmektedir (Kyte, 1987). Tohum ylzey sterilizasyonunda
hidrojen peroksit, civa, giimis nitrat ve antibiyotikler kullanilabilirse de ticari

sodyum hipoklorit (¢amasir suyu) en yaygin kullanima sahiptir (Ozcan ve
Ozgen, 1996).

4.1. Yiizey Sterilizasyonu
4.1. 1. C. tchihatcheffii tohumlarinin yiizey sterilizasyonu

C. tchihatcheffii tohumlarinin yiizey sterilizasyonu igin tohumlar farkli dozda
(%10, %15, %20, %30, %50 ve %60) ticari gamasir suyu (Axion-Turkiye, %5
NaOCI) kullanilarak 10, 20 ve 30 dakika muamele edilmistir. Farkh sturelerde
uygulanan farkli gamasir suyu dozlannin bulasiklik ylzdelerine ait varyans
analizi sonuglan Cizelge 4.1°de verilmigtir.

Cizelge 4.1. Farkh Camasir suyu konsantrasyonlarinin ve muamele
strelerinin C. tchihatcheffii tohumlarinin yluzey
sterilizasyonundaki etkisine ait varyans analizi

- —
VK SD ig@lk Olmayan Tohum \[(:uzdeSI (%)

Camasir
Suyu |47 4436,17 15,36**
Yizdesi
Ve
Uygulama
Siresi
Hata 36 288,89
Toplam 53

**0,01 duizeyinde 6nemli
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Cizelge 4.1’de de goruldugu gibi bulagiklik ylizdesi bakimindan farkls
oranlarda kullanilan gamasir suyu ve uygulama streleri arasindaki fark 0,01
dizeyinde onemli ¢tkmistir. Bu farkhliklarin 6nem dizeylerini belirlemek
amacityla yapilan Duncan Testi sonuglari Cizelge 4.2'de verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkh Camasir suyu konsantrasyonlarinin ve muamele
surelerinin C. tchihatcheffii tohumlarinin ylizey
sterilizasyonundaki etkisine ait Duncan sonuglar

. . . Bulasik Olmayan
Gamasir Suyu Yiizdesi (%) | Uygulama Suresi (dk) Yiizdesi**
%10 10 0,00 e
%10 20 0,00 e
%10 30 0,00 e
%15 10 0,00 e
%15 20 0,00 e
%15 30 33,33 bcd
%20 10 0,00 e
%20 20 20,00 cde
%20 30 26,67 cde
%30 10 13,33 cde
%30 20 66,67 ab
%30 30 20,00 cde
%50 10 53,33 bc
%50 20 80,00 a
%50 30 93,33 a
%60 10 93,33 a
%60 20 93,33 a
%60 30 93,33 a

*0,01 diizeyinde dnemli

Cizelge 4.2'de géruldugl gibi camasir suyu dozu ve uygulama siiresi
bakimindan en iyi sonug %50’lik gamasir suyu 30 dk ve %60’lik gamasir suyu
10-20-30 dakikada ve %93,33 oraninda saglanmistir. Ancak, bu dozla %50-
30 dk, %50-20 dk uygulama dozlarindan elde edilen sonuglar arasindaki fark
istatistiksel olarak énemsiz olup, ayni gruba girmistir. En dustk degerler %
10; 10, 20, 30 dk ile %15te gézlenmistir. Cicer arietinum tohumlarinda
yapilan ylzey sterilizasyonda %10 NaOCI! 10 dk ve %70 3 dk etanolde %98
oraninda basari saglandigi bildiriimistir (Nasem et al., 1998). Zito et al.
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(1998), soya fasiilyesi tohumlarindan 1 dk su (pH5) ve %40 NaOCI ile
sterilizasyonu bagarmiglardir. Bu c¢alismada da ylzey sterilizasyonunu
saglamak icin NaOCl'in gesitli doz ve sireleri kullaniimistir. 0, 20 ve %20; 10
dk ve %30; 20 dk uygulama dozlarindan elde edilmistir. Ancak bulasik olan
ve olmayan tohumlarda hi¢ ¢imlenme gézlenememistir. Bu durum uygulanan
muamelelerin ya bulasiklidi énlemede yetersiz kaldigint yada bulasikhigi

onleyen muamelelerin gimlenmeyi engeliedigi sonucunu ¢ikarmaktadir.
4.1.2. C. tchihatcheffii nin olgunlagmamig embriyolarinin ylizey

sterilizasyonu

C. tchihatchefii embriyolarinin ylizey sterilizasyonu igin kapitulalar %50’lik
dozda ticari gamasir suyu (Axion-Turkiye, %5 NaOCI) ile 10, 15, 20 ve 30
dakika muamele edilmistir. 3 kez steril saf sudan gegirildikten sonra
kapitulalar agilip olguniagmamis tohum igindeki olgunlasmamis embriyolar
cikanimistir. Farkl strelerde uygulanan farkh gamasir suyu doziarinin 5 giin

sonra ki bulagiklik ylzdelerine ait varyans analizi sonuglari Cizelge 4.3'de
verilmistir.

Cizelge 4.3'de de goruldugu gibi bulasiklik olmayan yilizdesi bakimindan
farkh uygulama sireleri arasindaki fark 0,01 diizeyinde énemli gikmigtir. Bu
farkhliklarin énem duzeylerini belirlemek amaciyla yapilan Duncan Testi
sonuglari Cizelge 4.4 'de verilmigtir.

Cizelge 4.4'te goruldigi gibi uygulama slresi ve g¢amasir suyu dozu
bakimindan en iyi sonug¢ (%80 bulasik olmayan) %50 lik gamasir suyu 30
dklik uygulama siresinde saglanmistir. Bu nedenle olgunlagsmamis
embriyodan adventif strgiin rejenerasyonu elde edilirken bu doz ve sire
tercih edilmistir.
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Cizelge 4.3 Centauerea ftchihatcheffii olguniagsmamis embriyolarinin %50
Camasir suyu konsantrasyonu ve farkli muamele sirelerinin
yuzey sterilizasyonuna ait varyans analizi

Bulagikhk Olmayan Embriyo Ylzdesi
VK SD (%)
KO F
Camasir Suyu 3 5386,67 14,60**
Yizdesi ve
Uygulama Suresi
Hata 16 370,00
Toplam 19

**0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.4. Centauerea tchihatcheffii olgunlagsmamis embriyolarinin %50
camasir suyu konsantrasyonu ve farkli muamele slrelerinin
ylizey sterilizasyonuna etkisine ait Duncan sonuglar

Camasir Suyu Sire (dk) Bulasiklik Olmayan
Yuzdesi (%) Embriyo Yiizdesi (%)
%50 30 80 a

%50 20 40 ab

%50 15 20b

%50 10 4c

**0,01 dizeyinde 6nemli

4.1.3. C. tchihatcheffii’ nin yesil materyalinin ylizey sterilizasyonu

Dogadan toplanan bitkilerin sterilizasyonunda ilk 3 denemede 10 dk
sabunlu su 20 dk durulama ve 1 dk etanol 6n muamelesinden sonra
siraslyla  %25-15 dk %35-15 dk ve %75-15 dk ylizey sterilizasyonu
yapilmistir. 4. denemede 6n muamelede sabunlu su da bekletme stiresi 1 dk
'va dustrtlmis ve etanol kullaniimamis %25 ¢amasir suyunda 15 dk ylzey
sterilizasyonu yapilmigtir. Diger 8 denemede ise sabuniu su ve alkol 6n
muamelesi yapiimamistir. Sterilizasyonun 2. giinii 1. gin uygulanan gamasir
suyu dozunun ve suresinin %z si oraninda ve suresinde 2. bir sterilizasyona

tabi tutulmustur.
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Cizelge 4.5. Farkh Camasir suyu konsantrasyonlarinin ve muamele
strelerinin Centauerea fchihatcheffii yesil materyalinin ylzey
sterilizasyonundaki etkisine ait varyans analizi

Bulasik Yesil  Bulasik | Yesil ve Canli
VK SD Oimayan Bitki Bitki  Ylzdesi | Kalan Bitki

Yizdesi (%) (%) Yizdesi (%)

KO F KO F KO F
Muamele 12 | 3700,85 | 8,20* | 122222 | 2,84** | 781,20 | 5,08**
Hata 26 451,28 430,79 153,85
Toplam 38

**0,01 duzeyinde dnemli

Cizelge 4.5’ te de goriildigi gibi bulasiklik olmayanlarin ylizdesi bakimindan
farkh oranlarda kullanilan ¢gamasir suyu ve uygulama sireleri arasindaki fark
0,01 duzeyinde énemli ¢ikmistir. Bu farkliliklarin 6nem diizeylerini belirlemek
amaciyla yapilan Duncan sonuglar Cizelge 4.6'da verilmigtir.

Cizelge 4.6'da goruldigu gibi c¢amasir suyu ve uygulama siresi dozu
bakimindan en iyi sonug ve en yilksek deger ¢ift sterilizasyonla %30-5 dk,
%30-10 dk, %40-5 dk olurken tek sterilizasyonda ise %35-15 dk olmustur.
Yesil ve canli kalan bitki ylUzdesine bakildidinda en iyi sonug¢ gift
sterilizasyonla %30-5 dk muamelesinde alinmis olup, yine ¢ift sterilizasyonla
%40-5 dk ve %40-10 dk muamelelerindeki sonuglar arasindaki fark
istatistiksel olarak énemsiz olup, ayni gruba girmistir. En distik degerler ya
da en fazla bulasiklgin gézlendigi muamele tek sterilizasyonla %25-15 dk
uygulamalarinda goérilmustar (sekil 4.1). Bu hizli ¢odaltim g¢alismasinda da
cift sterilizasyon %30-5 dk tercih edilmistir. Hammatt and Evans (1985),
tehdit altindaki Centaurea junaniana’da'yaprak eksplantinin sterilizasyonu
calismiglardir. Yapraklar %20 v/v NaOCI 20 dk sire ile bekletilip daha sonra
4 kez 5'er dk sire ile steril bidistile saf su ile duruianarak steril yaprak
eksplantlar elde edilmistir. Cuenca et al. (1998), Centaurea paw’de
sterilizasyon galismasi igin gévde 50 mm pargalar halinde kesildikten sonra
sabunlu suda bekletilip musluk suyundan gegirmiglerdir. 1 dk etanolde
bekletildikten sonra 3 damla tween-80 iceren %7 CaOCl'de 20 dk manyetik
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karisticida ylizey sterilizasyonuna birakilmis 4 kez 5er dk steril saf su ile
durulanmistir. Centaurea macrocephala bitkisinin seradan alinan eksplantlari
30 sn musluk suyundan gegirildikten sonra %0,1 Tween-20, %0,5 klorir
iceren NaOC! igerisinde 10 dk yilizey sterilizasyonu yapilmis ve steril saf su
da yikanip yapraklarn alt kismindan 0,5 cm’lik eksplantlar elde edilmistir
(Takashi and Daisuke, 1997). Cuence and Marco (2000), Centaurea
spacchiinin 50 mm’lik gévde parcalarnt 10 dk sabunlu su da yikanmis ve
musluk suyundan gegcirildikten sonra %70 etanolde 1 dk bekletilip 3 damla
%80-Tween iceren %7 CaOCI de ylzey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. 4
kez 5 dk durulandiktan sonra ve 20 mm uzunlugunda steril nodlu segmentler
elde edilmistir. Bu calismada da ¢amasir suyunun tim ylzeye iglemesi igin

Tween 20 kullantimistir.

Sekil 4.1. Dogadan toplanan Centaurea tchihatcheffiinin koltuk alti
meristemlerindeki ylizey sterilizasyona ait bulasikhk

Taylor et al. (1998), Piper methysticum bitkisinin doku kaltiri ¢alismasinda
endojen bulasikligin buylk bir engel oldugunu bildirmiglerdir. Seradan alinan
bitkilerin benomil ve rifampicin ile muamelesi sonucu bile bulagikhigin énine

gecilemedigini rapor etmislerdir.
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Taylor et. al. (1998), bir diger uygulamalarinda ise, ayri ayn birka¢ cesit
antibiyotigin kultur ortamina ilave edilmesinden sonra 3-5 hafta hi¢ bulasiklik
¢ikmamasina ragmen daha sonra bulasikligin tekrar ¢iktigini gdzlemislerdir.
Bulasiklik olmayanlar yeni bir ortama aktarilirken, bulasik olanlara da 2. bir
ylzey sterilizasyonu uygulanmistir. Boylece az sayida da olsa bitkiyi
kurtarabildiklerini  bildirmislerdir. Bu c¢alismada da vyesil materyalin
bulasikligimi gidermede ¢ift ylizey sterilizasyonun etkili oldugu tespit
edilmistir. Ancak haftalar sonra endojen kaynakli bulasikiigin tekrar ortaya

ctktigr gortimustar.

Seneviratne et al. (1995), Hevea bitkisinin sirglnlerindeki yiiksek miktardaki
mikrobiyal bulasikiigi gidermeye ¢alismis %70 Etanol NAOCI ile 5-10-15-20
dk yada % 0.1-0.2 HgCl, 5-10 dk ylzey sterilizasyonu konsantrasyonunun
ve slresinin artinimasiin bulasikhd azaltti§r fakat bitkilerde kararmaya
neden oldugunu soylemislerdir. Ayrica, %1 benomil kullaniminin fungal
bulasikhdr azalttigini  bildirmiglerdir. Bu calismada da fungal bulasikhig
ortadan kaldirmak igin benomil yerine cift ylizey sterilizasyonu denemesinde
2. gun ki sterilizasyondan sonra MS besin ortamina %0,2 viv PPM

konulmustur.
4.2. Cimlenme
4.2.1. Tohum ¢imlenmesi

Dormansiyi kirmak icin 13 giin +4 °C (vernelizasyon muamelesi)'de bekletilen
batiin tohumlarin %60 camasir suyu 10 dk yizey sterilizasyonu yapilmis
birinci denemede 2 mg/l giberelik asit-GAs, 2. denemede karanlik 18 °C ve 3.
denemede ise aydinlik (16 saat 1sik ve 8 saat karanlik fotoperiyodu) 24 °C
sicaklikta tutulmustur. Cimlenme baslangicindan 150 gin sonra ¢imlenme
ylizdelerine ait varyans analizine ait sonuglar Cizelge 4.7'de verilmistir.
Cizelge 4.7de de goruldigu gibi muameleler ile ¢imlenme ylzdesi
bakimindan fark énemsiz bulunmustur. 13 giin +4 °C de birakilan ve karanltk

inkiibatorde 18 °C de bekletilen tohumlardan yalnizca biri 150 gun sonra
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¢imlenmistir (Sekil 4.2). Ayrica, bitkinin de kék gelisiminin anormal oldugu
gozlenmistir. Sonuglar bitkinin tohumdan zor c¢imlendigini gdstermektedir.

Alinan sonuglara bakildiginda uzun bir vernalizasyon dénemine ihtiyac
oldugu gorulmektedir.

Cizelge 4.7. GAs, karanlik ve aydinlik muamelerinin Centaurea tohumiarinin
¢cimlenmesi Uzerine ait varyans analizi sonuglari

VK SD KO F
Muamele 2 44 44 1,00
Hata 6 44 44

Toplam 8

Sekil 4.2. C. ftchihatcheffiinin  olgun tohumdan ¢imlenmesi (a) yandan
gorunusu (b) Ustten gorunlsi (c) alttan gorinist (anormal  kok
gelisimi)
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4.3. Hizh Gogaltim

In vitro teknikleri birgok bitki tirinde hizli ¢ogaltima imkan saglamaktadir
(Obleseby, 1978). Butin bitki ¢odaltim tekniklerin amaci, istenen saghkh
genotiplerin kisa silrede fazla miktarda Uretilmesidir. /n vifro’da kallustan
rejenerasyonda somaklonal varyasyon s6z konusu oldugundan pratikte bitki
¢ogaltiminda koltuk alti meristemler kullanmlir (Hussey 1980; George and
Sherrington, 1984; Lindsey and Jones, 1989). Hizli ¢cogaltim teknikleri degerli
sUs bitkilerinin Uretiminde ve ticareti yapilan bitkilerin genetik safliginin
korunmasinda yaygin olarak kullanimaktadir (Chu, 1992; Huetemann and
Preece, 1993; Mantell et al. 1985; Pierik, 1987).

Centauerea tchihatcheffii yapilan in vitro hizli gogaltim calismalarinda koltuk
altt meristemleri in vitro kosullarda izole edilerek 0,5 mg/l BAP + 0; 0,01 mg/I

CPA ve IAA iceren MSO ortamlarinda kulture alinmistir (Sekil 4.3).

Surgun olusturan eksplant ylizdesi, eksplant basina slrgln sayisi, ortalama
stirgin uzuniugu ve vitrifikasyon bakimindan varyans analizi sonuglari

Cizelge 4.8’ de verilmistir.

Cizelge 4.8'e gore kullanilan ortamlarin siirgiin olusturan eksplant yuzdesine
etkisi 0,05 dlzeyinde onemli bulunmustur. Vitrifikasyon ve sararma, eksplant
basina sirglin sayisi ve ortalama slrgin uzunlugu bakimindan sonuglar
arasindaki fark ise istatistiksel olarak énemsiz bulunmustur. Strgun olusturan
eksplant ylzdesinde gorulen 0,05 farkhhgin 6nem dizeyini belirlemek igin

b ]

vaptlan Duncan testi sonuglar Cizelge 4.9'da verilmistir.

Cizelge 4.9'da goruldugu gibi strgin uzunlugu bakimindan en iyi sonug 0,5
mg/l BAP - 0,01 mg/l CPA iceren MS ortamindan elde edilmistir.

Cizelge 4.9a gore yiuksek oranda vitrifikasyon ve sararma gozlenmistir
(Sekil 4.4). Lauzer and Vieth (1992), Kuzey Amerika'da yetigtirilen Cynara
scolymus bitkisinin Green Globe c¢esidinde hizli ¢ogaltim ve vitrifikasyon

Uzerine calismislardir.
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Arastirmada, in vitro'da tohumdan elde edilen slrgin uglarindan 0,5 mg/I
NAA ve farkli konsantrasyonlarda BAP iceren, MS besin ortaminda sirgin
rejenerasyonu elde edilmis ancak, hizli ¢odaltim asamasinda meristematik
yapraklarin besin ortamina degmesinin vitrifikasyona yol actigi belirtiimistir.
Bu ¢alismada karsilasilan vitrifikasyon sebebinin eksplantin ylizeye degmesi,
besin ortaminin seker konsantrasyonu veya pH degerinden kaynakiandig:
dusundlebilir. Strgin uzunlugu bakimindan en iyi degerler 0,5 mg/l BAP -
0,01 mg/l CPA igeren ortamdan elde edilmistir. 0,05 mg/l BAP yada 0,05
mg/l BAP - 0,01 mg/l IAA igeren ortam arasinda ise istatiksel farklilik yoktur.

Sekil 4.3. Dogadan toplanan C. tchihatcheffiinin genc¢ surgunlerinin hizl
cogaltima alindiktan sonraki (a) 1. hafta (b) 2. hafta (c) 3. hafta
(d) 4. hafta
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Cizelge 4.9. Centauerea tchihatcheffi’nin koltuk alti meristemlerinin 0,5 mg/l
BAP ve 0,01 mg/l IAA ve CPA igceren ortamda hizh ¢ogaltimina
ait Duncan sonuglan

Slrgin
Olusturan Vitrifikasyon | Sargan Surgin
Ortamiar Eksplant | v esi (%) | Sayisi (adet) | Uzunlugu®
Yiuzdesi ° y niugu
(%)
0,5 BAP 33,33 100,00 1,67 0,20 b
0,5 BAP-0,01 CPA | 50,00 100,00 3,22 0,83 a
0,5BAP-0,011AA | 25 00 83,33 1,00 0,17 b

*0,05 dizeyinde 6nemili

Sekil 4.4. Dogadan toplanan C. ftchihatcheffii strgunlerinin hizli gogaltim
calismasinda gorilen ylksek orandaki vitrifikasyon ve sararma
4.4. Siirgun Rejenerasyonu

4.4.1. Olgunlasmamis embriyonik eksenden adventif siirgiin

rejenerasyonu

C. tchihatcheffii ile yapilan in vitro surgin rejenerasyon calismalarinda
embriyonik eksen eksplanti steril kosullarda kilture alinmistir. Kalture alinan
embriyolar igin en uygun cigek safhasinin (cicek agtiktan 6-8 giin sonra) sekil

4.5 (b)yde oldugu gibi olgunlasmamis tohum igindeki en uygun
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olgunlagmamis embriyolarin ise sekil 4.6 (c)'de gibi (gigek agtiktan 6-8 giin
sonra) oldugu gorulmustir. Kiltir baslangicindan 5 gin  sonra eksplantlar
Uzerinde kallus olugumu baslamis olup 1 hafta sonra da gelisen bu kalluslar
uzerinde adventif sirgin uglar gozlenmistir. Dort hafta sonra sirgiin
olusturan eksplant yizdesi, eksplant basina strgiin sayisi, magenta basina
surglin sayis| ve vitrifikasyon ylizdesine ait varyans analizi sonuglan Cizelge

4.10'da verilmistir.

Cizelge 4.10’da goruldugl gibi sturgtn olusturan eksplant yiizdesi, eksplant
bagina slrgun sayisi, magenta basina surgtin sayisi 0,01 diizeyinde dnemii
bulunurken, vitrifikasyon ylzdesi (%) o6nemsiz bulunmustur. Ahnan
sonuglarda goéralen farkhhigin dnem duzeyini belirlemek igin yapilan Duncan

testi sonuglan Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.10. Olgunlasmamis embriyonik eksenden dért haftalik adventif
slrglin rejenerasyonuna ait varyans analizi sonuglari

Sirgln Eksplant Magenta Vitrifikasyon

Olusturan Basina Basina Sdirgiin | Yuzdesi (%)
VK SD | Eksplant Slrgun Sayist | Sayisi

Yazdesi (%)

KO F KO |F KO F KO F
Muam. 11 12618,37 | 3,7 | 16,9 | 12,67* | 267,15 | 12.67* | 618,69 | 0,85
Hata 24 | 694,44 1,31 21,08 729,17
Toplam | 35

*0.05 dizeyinde dnemili
**0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4.11'de goraldugu gibi strgin olusturan eksplant yiizdesi
bakimindan en iyi degerler 1, 4, 6 ve 9. ortamdan elde edilmistir. Ancak
eksplant basina surgun sayisi ve magenta basina sirgun sayisi dikkate
alindiinda en tyi sonuglarin 9. ortamdan alindid! gézlenmistir. Jeannin and
Hahne (1991), Heliantus annuus Ha300 hattinda zigotik embriyogenezis
Uzerine galismalar yaparken en iyi sonuglarin BAP ve yiiksek oranda sukroz
iceren MS ortaminda oldugunu tesbit etmiglerdir. Antonova et al. (1992),
Peredovik  uluchshennyi bitkisinde olgunlagmamis embriyolarda

olgunlasmamis embriyolar tzerinde 1 mg/l 2,4-D iceren MS ortaminda 4-7
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gun sonra embriyolar olustugu bildirmislerdir. Ayrica, vitrifikasyon ylzdesi
bakimindan muameleler arasi fark goézlenememistir. Bu calismada da
eksplant basina siirglin sayisi dikkate alindiginda en iyi ortamin 1 mg/l KiN —
0,25 mg/l NAA igeren MS besin ortami oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7. ve
4.8).

Cizelge 4.11. Olgunlasmamis embriyonik eksenden dért haftalik adventif

srglin rejenerasyonuna ait Duncan sonuglari

Muamele Strgin Eksplant | Magenta | Vitrifikasyon
Olusturan | Basina * | Basina Yiuzdesi (%)
Ortamiar "FEAR ™ TNAA Eksplant Sirgin | Surgiin
mg/l | mg/l | Yizdesi Sayist | Sayisi
(%)
1 1,00 0,50 | 100,00 a 1,67 cde | 6,67 cde | 33,33
2 1,00 1,00 | 50,00 abc | 2,17 cde | 8,67 cde | 33,33
3 2,00 0,50 | 33,33 ¢ 0,50 e 200 e (4166
4 2,00 1,00 | 100,00 a 3,25 bcd | 13,00 bcd | 8,33
5 0,50 200 | 9167 a [4,75b 19,00 b 33,33
6 0,50 4,00 | 100,00 a 3,00 bed | 12,00 bed | 41,66
7 1,00 0,25 | 83,33 ab |3,33bc | 13,33bc |25,00
8 2,00 0,25 | 4167 bc | 1,83cde| 7,33 cde| 25,00
Kinetin | NAA
mg/i mg/i
9 1,00 0,25 | 100,00 a 9,50 a 38,00 a 8,33
10 1,00 0,50 | 50,00 abc | 2,50 cde | 10,00 cde | 25,00
11 2,00 0,25 | 50,00 abc | 1,67 cde | 6,67 cde | 16,67
12 2,00 0,60 | 25,00 ¢ 1,08 de 4,33 de 8,33

**0.01 dUzeyinde énemti
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Sekil 4.7. Olgunlasmamis embriyo’dan adventif surgin rejerasyonu (a) KIN
iceren besin ortaminda 5 gun sonraki kallus olusumu (b) BAP
iceren MS besin ortaminda 1 hafta sonra slrgln uglarinin geligimi
(c) KIN igceren MS besin ortaminda 1 hafta sonra sirgiin uglarmin
gelisimi (d) KIN iceren MSbesin ortaminda 1,5 hafta sonra strgin
uclarinin gelisimi (e) KiN iceren MS besin ortaminda 3 hafta sonra
srgin gelisimi
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Sekil 4.8. KiN iceren MS besin ortaminda olgunlasmamis embriyodan 6 hafta
sonraki adventif strglin gelisimi (a) Ustten goérunisi (b) yandan
gorintist

4.5, Koklendirme
4.5.1. Serada koklendirme

Gerek in vitro gerekse ex vitro ¢galismalarin daha kolay ve hizli yarimesi igin
Centauerea tchihatcheffii bitkisi kokli olarak Ankara Goélbasi'ndaki dogal

alanindan toplanmis ve seraya adapte edilmistir (Sekil 4.9. a, b).

Dogadan toplanan bitkilerden 8-10 cmv’lik 9’arli geng sirglnler 0; 5; 10 ve 15
dk uygulama surelerinde 3’erli tekerrurla denemelerle 0; 500 ve 1000 ppm
IBA'da bekletilerek serada steril kum iceren saksilarda koklendirmeye
birakilmistir (Sekil 4.9. ¢, d ) Kdklenen bitkiler saksilara gegirilmistir. (Sekil
4.9. e, f) Koklenen bitkilerin kok gelisimleri verilmistir (Sekil 4.10.). Cizelge
4.12'de C. ftchihatcheffii 'nin 10 cm surglnlerinden sera kosullarinda
koklendirmesine ait varyans analizi sonuglari verilmistir. Cizelge 4.12'deki
sonuglar 0,01 dizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkliliklarin 6nem dizeyini
belirlemek amaciyla Duncan testi yapiimistir ve sonuglar Cizelge 4.13'de

veriimistir.
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Sekil 4.9. (a, b) Laboratuvar calismasinda kolaylk sadlamak amaciyla
dogadan toplanan C. fchihatcheffiinin bitikisinin  sera
kosullarinda muhafazasi (c, d) C. tchihatcheffii gen¢ surginlerin
sera kosullarinda tohum elde etmek amaciyla IBA muamelesi ile
koklenme denemesi (e, f) Kdklenen ve ciceklenen bitkilerin
saksilara aktariimasi
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Cizelge 4.13'teki sonuglara goére 1. hafta sonunda muamelelerin hicbirinde
kok olusumu gozlenememistir. Canli kalan materyal bakimindan en iyi
sonuglar 1000 ppm 15 dk da gdzlenmis olup herhangi bir oksin muamelesi
yapiimayan kontrol denemesi de istatiksel olarak ayni gruba girmistir. En
dustk sonuglar ise 1000 ppm 10 dk muameleden elde edilmistir. Cicek
olusturan bitki bakimindan en iyi sonuglar 1000 ppm 15 dk da ve en dustk
sonuglar 1000 ppm 5 dk da elde edilmistir. Cicek acma siresi bakimindan
500 ppm 5 dk muamelesinde ¢igekler 7,33 ginde ve 1000 ppm 5 dk
muamelesinde ise hig gicek agmamistir. 1500 ppm - 15 dk muamelesinde ise
cigekler 2 giinde agilmistir. En uzun bitki agisindan en iyi sonuglar 500 ppm
10 dk da elde edilirken kontrol denemesinde hi¢ gelisme gdzlenmemistir. En
kisa bitki acisindan en fazla gelisme 500 ppm 10 dk da elde edilirken en az
gelisme 1000 ppm 5 dk da elde edilmistir.

10 gin sonra surgunlerinde koék olusumu baslamistir. Cizelge 4.14'te C.
tfchihatcheffirnin - kdklenmesine ait 15 gunlik sonuglara ait varyans analizi

verilmistir.

Cizelge 4.14’te de goruldugu gibi koéklenme ylzdesi, kéklenmeyen bitki
yuzdesi, olen bitki (adet), kok sayisi (adet), kdk uzunlugu (mm), toprak
Ustlndeki strgunlerin uzunlugu (cm) bakimindan farkh oranlarda kullanilan
[BA ve uygulama sireleri arasindaki farkhltkk 0,01 duzeyinde o6nemli
ctkmistir. Bu farkhliklarin énem duzeylerini belirlemek amaciyla yapilan

Duncan Testi sonuglar Cizelge 4.15 te verilmistir.

Cizelge 4.15 Duncan Testi sonuglarina gére 2. hafta sonunda kontrol
denemesi disinda tim hormon ve uygulama sirelerinde kok olusumu
gdzlenmistir. En iyi kok olusumu 500 ppm IBA ve 10 dk uygulama siresinde
elde edilmistir. Diger hormon dozlari ve sirelerinde ise sonuglar arasindaki
farkhlik istatistiksel olarak 6nemsiz olup, ayni gruba girmistir. Olen bitki sayisi
bakimindan en fazla 6len bitki kontrol denemesinde gorilirken en az dlen
bitki 1000 ppm 15 dk muamelede gdzlenmistir. Kok sayisi bakimindan en

fazla kok olusumu 1000 ppm 5 dk (42,53 adet) da elde edilmis olup 500 ppm



53

10 dk; 1000 ppm 10 dk slre ve dozlarindaki kok sayist sonuglarn istatiksel
olarak énemsiz olup ayni stuna girmistir. Kontrol denemesinde ise hi¢ kék
olusumu géralmemistir. Kék uzunlugu bakimindan en fazla gelisme 500 ppm
10 dk da alinmistir. Yine kontrol denemesi kdk olusumu gdzlenmemistir.
Bitkilerin toprak Uzerindeki kisimlarinin ortalamalarina bakildiginda en lyi
gelisme 1000 ppm 5 dk da oldugu goriimuis (34,80 cm ) fakat 500 ppm 10 dk
sireli muamele ile arasindaki farkliik 6nemsiz olup ayni gruba girmistir.

Kontrol denemesinde ise en disik (3,30) gelisme gdzlenmistir.

Desta and Legesse (1998), Juniperus procera Hochot Endl bitkisinin geng ve
yasl surgtnlerinde koklenme saglamak amaciyla ex vitro’da 10°-10° M IAA,
IBA, NAA ve 2,4-D ile muamele etmislerdir. Ofori et al. (1999), Milicia excelsa
bitkisinde yapraksiz sirgunleri ex vitroda 0; 0,016 IBA ile muamele
edilmistir. Calismada, 4 farkli koklendirme ortami (ince kum, 2 mm; kalin
kum, 2-4 mm; talas ve kalin kum, 1:1) kullaniimistir. En fazla talas ortaminda

koklenme oldugu bildirilmistir.

Irvingia gabonensis bitkisinde serada yapilan koklendirme calismasinda;
yapraklari koparilan strgunler 0, 8, 40, 200, 250 ug IBA ile muamele edilerek
talas, ince kum, kalin kum, cakil, ¢akil-talas (1:1), kalin kum-talas (1:2) olmak
tzere 6 degisik ortamda koklenmeye bakiimistir. En iyi kdk olusumu 200 -
250 ug IBA'da gozienmistir (Shiembo et al., 1996).

Arastirmacilann, farkli hormon ve dozlar kullanarak cesitli bitkileri serada
koklendirme calismalan  basarih  olmustur. Bu arastirmada da C.
fchihatcheffiinin farkli dozlarda IBA ile muamelesi sonucu koéklendiriimesi

saglanmistir.
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4.5.2. Rejenere olan adventif siirglinlerin in vitro’da kéklendirilmesi

In vitro sartlarda sirgin rejenerasyonunun saglandigi besin ortamlarinda
koklenmeyi saglamak mimkin olmamaktadir. Bu nedenle sirglnlerin
sitokinin icermeyen, fakat kdklenmeyi tesvik edici hormonlarin  (IBA gibi)
bulundugu ortamlara transfer edilmesi gerekmektedir (Goénilsen, 1987).
C.tchihatcheffiinin rejenere olan sirglnleri 1 cm uzunluguna geldiklerinde
kesilerek IBA (0; 0,25; 0,50, 0,75 ve 1,00 mg/l) iceren MS besin ortamlarinda
3'erli tekerrarler halinde ve her tekerriirde 4’er eksplant olmak Uzere
koklendirmeye alinmistir. Farkli dozlarda IBA igeren ortamlarda sirgunler 12.

glinden sonra kdklenmeye baglamislardir.

Sekiz hafta sonra kok olusturan bitki sayisinin varyans analizi ve Duncan
testi yapmak igin yetersiz oldugu gézlenmistir. Kontrol denemesinde ve 0,75
mg/l IBA’da 1; 0,25 ve 0,50 mg/l IBA'da 2; ve 1,00 mg/l IBA'da 3 adet bitkinin
kok olusturdugu gozlenmistir (Sekil 4.17). Mesa et al. (1995), Heliantus
tuberosus L (Jerusalem artichoke) bitkisinde olgunlasmamis embriyodan
koklendirme calistimalarinda en iyi kdklenmenin 0,1 mg/l IAA ve 0,5 mgl/l
NAA iceren ortamdan elde edildigini bildirmislerdir. Cuenca et al. (1998),
Centaurea paui bitkisininde en iyi koklenmenin ise 2,0 mg/l 3 IAA ve 2,0
mg/l IBA iceren MS ortamindan elde edildigini ve koklenmenin 4 hafta sonra
% 40 oraninda oldudunu tespit etmislerdir. Takashi and Daisuke (1997),
Centaurea macrocephala bitkisinde 25 uM IBA igeren hypnex ortaminda
slirgunlerin %70 koklendigi gdzlenmistir. Hammatt and Evans (1985), tehdit
altindaki Centaurea junaniana bitkisinin en iyi kdklenme 0,01 mg/l IBA iceren
MS ortaminda oldugunu bildirmislerdir. Cuence and Marco (2000), tehdit
altinda olan endemik Centaurea spacchiinin tek gesit oksin kullanimi ile 6
hafta sonunda koklenme orani diistik oldugu gézlenmistir. Bu ¢alismada da
tek cesit oksin kullanimi sonucu koék olusumunun distk oranda oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 4.11. In vitro'da 0,5 mg/l IBA iceren MS ortamda kéklendirme (a) tstten
(b) yandan (c) alttan gériintsi

4.6. Toprak Analizi

Centauerea tchihatcheffi’nin diinyada sadece Ankara Goélbasi'nda sinirli bir
alanda yayilis gostermesi ve daha 6nce bu bolgenin toprak yapist hakkinda
elde herhangi bir bilgi olmamasi nedeniyle ¢alismaya toprak analizi
yaptimasinin yararlt olacagl dusuntlmustir. Bolgeye ait toprak analizi

sonuglar asagida verilmistir. (Cizelge 4.16.).

Cizelge 4.16. Centauerea tchihatcheffii’ nin yayilis alanindaki toprak yapisi

Kirec- pH (1/2,5 toprak / su) | EC (1/2,5 toprak/su) | Organik
CaCOs Madde

8,25 7,27 0,118 1,76

Kil (%) Silt (%) Kum (%) Tekstlr sinifi
44 91 35,19 19,90 C (Kil)

Cizelgede de goruldagu gibi Centauerea tchihatcheffii’ nin yasadigi alandaki
topragin  killi ozelikte oldugu gorilmektedir. lleride bitkinin  kiilture
ahinmasinda ve ekonomik olarak degerlendiriimesinde bu bulgular temel

teskil edecektir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Doku kiitiri  calismalarinda en onemli asama s;terilizasyondur. Bu
¢alismada, tohum ylzey sterilizasyonunda bulasiklik ¢ok yliksek oranda olup
bulasikhgin énlenmesi bakimindan en iyi sonug %50'lik camasir suyu 30 dk
ve %60’k camasir suyu ile 10, 20 ve 30 dakika uygulama siresinde
saglanmistir.  Ancak, bulasikk olmayan tohumlarda ise ¢imlenme
gbzlenmemistir. Dormansiyi kirmak igin calismada 13 gin +4 °C
(vernelizasyon muamelesi)’de bekletilip butun tohumlar %60 gamasir suyu 10
dk uygulama suresiyle ylizey sterilizasyonu yapilip birinci denemede 2 mg/l
gibberellic acid-GAs, 2. denemede ise karanlik 18 °C ve 3. denemede ise
aydinlik (16 saat 1slk ve 8 saat karanlik fotoperiyodu) 24 °C sicaklikta
tutulmustur. Cimlenme baslangicindan 150 gun sonra 13 gin  +4 °C'de
birakilan ve karanlik inkiibatérde 18 °C de bekletilen tohumlardan yalnizca
biri ¢cimlenmistir. Sonuglar bitkinin tohumdan zor ¢imlendigini gostermektedir.
2001’de Golbasi'nda 80 bitki sayilmis olup 2002’'de bu sayr 2500 bitkiye
ulasmistir (Vural, 2002 sézli konusma). Dogal kosullarda bitki bir yil az
sayida olur iken takip eden yil fazla miktarda bulunabilmektedir. Bu da bize

tohumlarin uzun slre vernelizasyona ihtiyaci oldugunu disindurmektedir.

Olgunlasmamis embriyolarin sterilzasyonuna bakildiginda %80 oraninda

bulasiklik sorununun hailedildigi gérilmektedir.

Dogadan toplanan yesil materyalin sterilizasyonunda ¢ift sterilizasyon
sayesinde %30 camasir suyu dozunda 5 dk uygulama slresinde %33,3
oraninda bulasiklik giderilmis daha sonra bu eksplantlar 6-8 hafta sonra
bitkinin i¢ kisimlarinda kalan bakteri, funguslarin eksplanti tekrar bulastirdigs
gortimistir. Bu nedenle hizh ¢ogaltim igin yeteri kadar deneme kurulamamis
denemeler kisith kalmistir. Hizli ¢ogaltim galismasinda 0,5 mg/l BAP - 0,01
mg/l CPA iceren ortamda az sayida da olsa sirgliin elde edilmistir. Ancak,

olusan surgunlerin boylarindaki artis sinirli olmustur. Ayni zamanda hizli
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cogaltim galismasinda c¢ok vylksek oranlarda vitrifikasyon gozlenmistir.
Kullanitan % 3 sukrozun vitrifikasyon sebebi olabilecedi dustnilmektedir.
Bitki materyalin yeterli olmamasi nedeniyle vitrifikasyonu distirmek ve
optimizasyonu saglamak igin yeni denemeler kurulamamistir. Ayrica
kullandigimiz oranda IAA’ in surgin olusumuna etkisi olmadig: da

gozlenmistir.

Olgunlagsmamis embriyonik eksenden adventif slrgiin rejenerasyonu elde
edilirken sitokinin olarak BAP ve KIN, oksin olarak ise NAA kullanimistir.
Eksplant bagina siirgiin sayisi bakimindan en iyi degerlerin 1 mg/l KiN - 0,25
mg/l NAA iceren MS besin ortaminda elde edildigi gozlenmistir. Bitkinin
soyunun tehdit altinda oldugu distnulirse tespit edilen 1 mg/l KIN — 0,25
mg/l NAA iceren MS besin ortaminin bundan sonraki ¢alismalarda sirgin
rejenerasyon ortami olarak kullanilabilecedi ve herbisitlere dayanikh

transgenik bitki elde edilebilecegi disiniimektedir.

Koklenme icin 2 ayn c¢alisma yapiimistir. Serada yapilan ¢alismada 10.
giinden itibaren kok olusumunun basladidi 2. hafta sonunda ise kontrol
denemesi disinda tim hormon ve uygulama sirelerinde kok olusumu
gozlenmistir.  En iyi kok olusumu 500 ppm IBA ve 10 dk uygulama

stresinden elde edilmistir.

in vitro'daki kdklendirme denemelerinde 12. giinden itibaren kék olusumu
baslamistir. Kbk olusturan bitki acisindan 3 adet kok veren bitki ile en iyi
ortamin 1 mg/l IBA oldugu ve kék uzunlugu bakimindan en uzun kokin (6
cm) 0,25 mg/l IBA iceren MS ortaminda oldugu go6zlenmistir. Kéklenme igin
kullanilan oksin (IBA) ayni zamanda kallus olusumunu da tesvik etmektedir.
Bu calismada da kullanilan IBA dozlarinin kallus olusumunu tesvik ettigi
tespit edilmistir. Yine in vitro'daki koklendirme galismasinda yuksek oranda
vitrifikasyona rastlanmistir. Bunun da kullanilan sukroz oraninin bitki i¢in
yiksek oranda olmasindan kaynaklandigt dustniimektedir. Hem Kkallus
olusumunun hemde vitrifikasyonun ve silrgin olusumunu olumlu ybnde

tesvik ettigi kok olusumunu biyik oranda engelledidi tahmin edilmektedir. 0,5
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mg/l IBA igeren MS ortaminin hizli gogaltim ortamindaymis gibi siirgiin (9-10

adet) olusumunu olumlu yonde tesvik ettigi gézlenmistir.

5.2. Oneriler

Yapilan bu tez calismasi sonucunda, yurdumuzda endemik olan C.
tchihatcheffii nin yakin gelecekte tehdit altinda olacagi diisiinilmesi ve daha
once bu bitki ile ilgili herhangi bir doku kulttri galismasinin olmamasi
nedeniyle C. tchihatcheffii nin olgun ve olgunlagsmamis tohum ve yesil
materyalinin (dogadan alinan strglnler) cesitli oksin ve sitokinin iceren
ortamlar kullanilarak hizli cogaltimi ve ylksek oranda adventif sirgiin eldesi
amaglanmistir. Bu calisma sonucunda elde edilen yiiksek oranda adventif
slirgiin rejenerasyonunu tesvik eden en iyi ortamin belirlenmesi ileride
yapilacak olan transgenik bitki eldesi calismalarinda yardimci olacaktir.
Bitkinin dogada kaybolma riskinin olmasi nedeniyle elde edilen steril
surglnlerin hizli gogaltim ortamina ya da koklendirmeye alinip tohum elde
edilmesi ileriki yillarda bitkinin gelecegini garanti altina alacaktir. Bu
caligmadaki hizli cogaltim sonuglar tmit verici olup bundan sonra yapilacak
daha basarih  hizh ¢ogaltimlarla bitkiler seri halde Uretilip sts bitkisi olarak

yurt i¢i ve disi pazarlarinda hakli yerini alabilecektir.

C. tchihatcheffiinin yayilis alaninda hava su kirliligi yaninda topraklarin
bilingsiz kirlenmesine de neden olan yabanct otlarla micadelede kullanilan
herbisitier bu endemik bitkinin zarar gérerek azalmasina neden olmaktadir.
Bitkinin Ankara Valiligi tarafindan korumaya alinmasi en azindan herbisitlerle
muicadele konusunda daha hassas olunacaginin isaretidir. Ayrica bolgedeki
agaclandirma galismalari da bu step bitkisine zarar vermektedir. Yine koruma
alani olmasina ragmen civar koylulerinin cicekli dénemde bitkileri tohum
baglamadan koparip kesme cicek olarak satmasi da (zerinde durulmasi
gereken bir konudur. Cevre koyllleri ile yapilan s6zlii konusmalarda bitkinin
onemi hakkinda herhangi bir bilgiye sahip olmadiklari da tesbit edilmistir.
Golbasi Belediyesi tarafindan bolgede yapilacak oblan bitkinin  dnemi

hakkinda seminerler yararli olacaktir. Bitkinin en yogun olarak lokalize oldugu
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alanda yol yapilmasi ve bu alan Uzerine piknik yeri yapilacak olmasi C.
fchihatcheffirnin  gelecek nesillere  bu gen kaynadimizin aktariimasi
konusunda endiseler yaratmaktadir. Ankara Valiligi tarafindan bitkinin ayni
bélgede 3-5 hektarlik bir alana naklini sadlayip Ankara ve cevresindeki
onemli bitkilerin de bu alana getirilip Botanik Bahgesi yapilarak korunacagi

distncesi biraz olsun kaygilari hafifletmektedir.
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