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ETiK BEYAN VE ARASTIRMA FONU DESTEGI

Kocaeli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarma uygun olarak
hazirladigim bu tez/proje ¢alismasinda,

- Bu tezin/projenin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu,

- Calismamin hazirlik, veri toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim
asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun davrandigima,

- Bu c¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak gdsterdigimi
ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi,

- Bu ¢alismanim Kocaeli Universitesi’nin abone oldugu intihal yazilim programi
kullanilarak Fen Bilimleri Enstitiisii'niin belirlemis oldugu 6l¢iitlere uygun
oldugunu,

- Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

- Tezin/Projenin herhangi bir b6liimiinii bu liniversite veya baska bir tiniversitede
baska bir tez/proje ¢aligsmasi olarak sunmadigima,

beyan ederim.

|Z| Bu tez/proje ¢alismasinin herhangi bir asamasi hi¢bir kurum/kurulus tarafindan
maddi/alt yap1 destegi ile desteklenmemistir.

|:| Bu tez/proje caligmasi kapsaminda iretilen veri ve
bilgiler ....occveviiiiiiieeee e tarafindan ...........cccooeeeiiiieiieniieee, no’lu proje
kapsaminda maddi/alt yap1 destegi alinarak gerceklestirilmistir.

Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla ilgili yaptiim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmas1 durumunda, ortaya c¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi
bildiririm.

(Ogrencinin Ad1 Soyadi)



YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI

Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/projemin tamamin1 veya
herhangi bir kismini, basili ve elektronik formatta arsivleme ve asagida belirtilen
kosullarla kullanima agma izninin Kocaeli Universitesi’ne verdigimi beyan ederim. Bu
izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin/projemin tamaminin ya da bir bolimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanimi1 bana ait olacaktir.

Tezin/projenin kendi 6zgiin ¢alismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi
ve tezimin/projenin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer
alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu
metinlerin yazili izin alarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim kurulu tarafindan yayinlanan “Lisaniistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina iliskin Yonerge” kapsaminda
tezim asagida belirtilen kosullar haricinde YOK Ulusal Tez Merkezi/ Kocaeli Universitesi
Kiitliphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime agilir.

|:| Enstitii yonetim kurulu karari ile tezimin/projemin erisime agilmasi mezuniyet
tarihinden itibaren 2 yil ertelenmistir.

Enstitli yonetim kurulu gerekgeli karari ile tezimin/projemin erisime agilmast
mezuniyet tarihinden itibaren 6 ay ertelenmistir.
|Z| Tezim/projem ile ilgili gizlilik karar1 verilmemistir.

(Ogrencinin Ad1 Soyadi)



ONSOZ VE TESEKKUR

Yiiksek lisans ¢alismam boyunca her zaman yardim ve destegini benden esirgemeyen
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MESE SARIBASI (Centaurea ptosimopappa HAYEK) BITKISININ IN VITRO
KULTURE ALINMASI VE KALLUS KULTURLERININ OLUSTURULMASI
UZERINE ARASTIRMALAR

OZET

Bu ¢alismada Hatay florasinda endemik olarak yetisen Centaurea ptosimopappa Hayek
(Mese saribasi) bitkisinin tohumlarmin in vitro kosullarda ¢imlendirilerek kiiltiire
alinmasi ve elde edilen in vitro bitkilerden yaprak ve govde eksplantlarindan kallus
kiiltiirlerinin olusturulmasi amaglanmistir. Cimlendirme denemeleri igin seyreltilmis (1/2,
1/5 ve 1/10) Murashige ve Skoog (MS) besin ortamu, farkli dozlarda Giberellik asit (GAz)
(0,0, 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/L) igeren MS besin ortami, farkli dozlarda GAz (0,0, 0,5, 1,0 ve
2,0 mg/L) igeren steril bitki topragi, iki fazli besin ortami (sivi/kati), sivi MS ve steril
pamuk ortamlarinda tohumlar in vitro kiiltiire alinmistir. En yiiksek ¢imlenme orani
%26,7 ile steril pamuk ortaminda tespit edilmistir. Cimlenen tohumlardan olusan in vitro
bitkilerden siirgiin uglar1 alinarak 1,0 mg/L BA+ 0,1 mg/L IBA+ 0,5 mg/L GAs3 iceren
MS besiyerinde 2 kez alt kiiltiir yapilarak ¢ogaltilmistir. Cogaltilan siirgiinlerden kallus
olusumu i¢in yaprak ve govde eksplantlari alinmistir. Bu eksplantlar, kallus olusturmak
amaciyla 6- Benzilamino Purinin (BAP) (0,0, 1,0, 2,0 ve 3,0 mg/L), Naftalen Asetik Asit
(NAA) (0,0, 0,5, 1,0, 2,0 ve 3,0 mg/L) ya da (0,0, 0,5, 1,0, 2,0 ve 3,0 mg/L) 2-4
Diklorofenoksi Asetik Asit (2,4-D) ile olusturdugu  kombinasyonlari igeren besin
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Yapraktan alinan eksplantta 1 mg/L BAP ilaveli ortamda,
govdeden alinan eksplantta ise 1,0 mg/L BAP + 2,0 mg/L NAA ilaveli ortamlarda %100
kallus olusumu gozlemlenmistir. Ayrica in Vvitro ¢ogaltilan siirgiinler koklendirilmek
tizere farkli dozlarda (0,0, 0,5, 1,0, 2,0 ve 4,0 mg/L) IBA iceren ortamlarda
koklendirilmistir. En iyi koklenme oran1 4,0 mg/L IBA ilaveli MS ortaminda %77,7
oraninda tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bitki Blylme Dizenleyici, Centaurea ptosimopappa Hayek,
Cimlenme, Endemik Bitki.
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RESEARCH ON IN VITRO CULTURE AND CALLUS CULTURES
PROTOCOLS OF MESE SARIBASI (Centaurea ptosimopappa HAYEK) PLANT

ABSTRACT

In this study, it was aimed to cultivate the seeds of Centaurea ptosimopappa Hayek (Mese
saribas1) plant, which grows endemic in the flora of Hatay, by germinating in vitro
conditions and to establish callus cultures from leaf and stem explants obtained from in
vitro plants. MS medium containing diluted (1/2, 1/5 and 1/10) Murassige Skoog (MS),
Gibberellic acid (GAgz) (0.0, 0.5, 1.0, and 2.0 mg/L) doses for germination trials, (0.0, 0.5,
1.0 and 2.0 mg/L) sterile plant soil containing GA3, dual phase medium (liquid/solid),
liquid MS and sterile cotton media were cultured in vitro. The seeds were germinated in
the best sterile cotton with a germination rate of 26.7 % shoot tips were taken and
augmented by subculture 2 times in MS medium containing 1.0 mg/L BA+ 0.1 mg/L
IBA+ 0.5 mg/L GA3. Leaf and stem explants were taken for the formation of reproduced
shoots callus. For the callus formation potential of these explants; (0.0, 1.0, 2.0 and 3.0
mg/L) 6- Benzylamino Purine (BAP), (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 and 3.0 mg/L) Naphthalene
Acetic Acid (NAA) and (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 and 3.0 mg/L) were cultured in combinations
of 2-4 Dichlorophenoxy Acetic Acid (2,4-D). 100% callus formation was observed in the
media with the addition of 1.0 mg/L BAP in the explant taken from the leaf and in the
media with the addition of 1.0 mg/L BAP + 2.0 mg/L NAA in the explant taken from the
stem. In addition, in vitro propagated shoots were cultured in IBA containing media for
rooting (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 mg/L). The best root formation was determined at the
rate of 77.7% in the medium with 4.0 mg/L IBA.

Keywords: Plant Growth Regulator, Centaurea ptosimopappa Hayek, Germination,
Endemic Plant.



1.GIRIS

Turkiye cografi konumu nedeniyle ¢ok zengin bitki ortiisiine ev sahipligi yapmaktadir.
Ulkemiz topraklarinda yaklasik 12,000 bitki tiirii oldugu ve tiirlerden 3,649 tanesinin
endemik oldugu bilinmektedir (Senkul ve Kaya, 2017). Bu bitkiler ekonomik, tibbi,
farmakolojik, gida, peyzaj, tarim gibi farkli alanlarda kullanilmaktadir. Centaurea
cinsinin yabani tiirleri terapotik potansiyele sahiptir ve birgok ¢esidi biyolojik olarak aktif
bilesikler igerir. Bu bilesikler antitlimor, antidiyabetik, antienflamatuar, antidepresan,
antiromatizmal ve antimikrobiyal enzimatik 6zellikler igerir. Genellikle halk tibbinda
istah acici, akne Onleyici, migren tedavisinde, kanser tedavisinde, ishal kesici, bitkilerin
cicekleri idrar soktiricu, tonik olarak, hemoroid, peptik, iilser ve soguk alginligi gibi
hastaliklarin tedavilerinde kullanilmaktadir (Sharonova ve dig., 2021).

Bazi endemik tiirler cok dar alanda yayilis gostermektedir (AKyiiz, 2016). Ulkemizin
Hatay ve Osmaniye florasinda dar bir alanda yetisen Centaurea ptosimopappa tirtnin
dogada tiikenme riskinin yiiksek olmasi ve tiirlin neslinin korunmasi biyogesitlilik i¢in
Onem tasimaktadir. Bilingsiz tarim, orman yanginlari, kentlesme, sanayilesmenin artmasi,
degisen iklim kosullar1 gibi birgok antropojenik veya dogal faktorler endemik tirlerin
neslinin tiikenmesine ya da azalmasina neden olmaktadir. Nesli tiikenme tehlikesi
altindaki tiirlerin kaybolmamasi, gelecek nesillere aktarilabilmesi igin tohumlarin
korunmasi ve c¢ogaltilmasi gerekmektedir. In vitro teknikler kullanilarak tiirlerin
cogaltilmasi genetik zenginligin korunmast i¢in 6nemlidir. (Ekinci, 2019)

Bitkilerin  farkli sebeplerle sayilarinin azalmast mevcut bitkilerin  ihtiyac
karsilayamamasindan dolay1 in vitro ¢alismalar yapilmaktadir. Yapilan ¢alismanin amaci
Centaurea ptosimopappa tohumlarmn in vitro teknikler kullanilarak ¢imlendirilmesi ve
olusan fidelerin yaprak ve govde eksplantlardan kallus olusturma potansiyellerinin

arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Asteraceae Familyasi

Compositae veya Asteraceae olarak bilinen familyaya ait bitkiler diinyanin birgok
kitasinda yayilis gostermektedir (Celik, 2015). 1,911 cins ve 13 alt familyas1 bulunan bu
familyanin tanimlanmis 32,913 tiirii oldugu bilinmekte ve her gecen giin yeni tiirlerin
kesfi yapilmaktadir (Rustaiyan ve dig., 2021). Asteraceae familyasi Tiirkiye’nin en biiyiik
bitki ¢esitliligi olan 3 familyasindan biridir. Filogenetik merkezi Guiney Amerika bolgesi
oldugu diisliniilen bu familyaya ait cogu tiire lilkemiz ev sahipligi yapmaktadir ve
tlkemizde ki tiirlerin %541 endemiktir. Bilinen 194 taksonun 105 tanesi endemik turddr
(Canli, 2018; Bremer ve dig., 1992). Tiirlerin cografik dagilis1 genellikle denize ve
yiikseltiye bagli olarak degismektedir. Tek yillik ve ¢ok yillik tiirleri vardir (Jafarinia ve
dig., 2019). Bu tlrler icerdikleri sekonder metabolitler sayesinde bircok alanda
kullanilmaktadir. Bitkilerin farkli boliimlerinde olusan sekonder metabolitlerden elde
edilen ekstratlar tip, eczacilik, gida gibi alanlarda olduke¢a fazla kullanilmaktadir. Bu
metabolitlerin kontrollii kosullarda in vitro yontemlerle artirilmasina dair ¢aligmalar

yapilmaktadir.

2.2. Centaurea L.

Asteraceae familyasinin en genis taksonunu Centaurea tirleri olusturmaktadir. Bu cinse
ait 700 tir oldugu ve bu tiirlerin endemizim oraninin yiiksek oldugu bilinmektedir
(Sharonova ve dig., 2021). Bu cinsin bitkileri peygamber ¢i¢egi, coban kaldiran, Mese
saribasi, yildiz dikenler, timur dikeni, kantaron gibi farkli isimlerle halk arasinda
bilinmektedir. Tiirler ¢ok sayida gigek olusturmakta ve bu ¢igekler kirmizi, sar1 ve mavi

renklerinin farkl: tonlarini igermektedir. Meyveleri aken yapisindadir (Demir, 2008).

Calismada kullanilan tiiriin sistematik siniflandirmasi; Plantae (Bitkiler Alemi),
Magnoliophyta (Kapali tohumlular), Magnoliopsida (Iki ¢enekliler), Asterales,
Asteraceae (Papatyagiller), Centaurea (Peygamber c¢icegi), Centaurea ptosimopappa
Hayek (Mese saribasi), seklindedir (URL-2).



Centaurea ptosimopappa Akdeniz bolgesinde yayilis gostermekte olup 6. ve 9. aylarda
ciceklenen ¢ali formunda ¢ok yillik bir bitkidir. Osmaniye ve Hatay illerinin Pinus ve
Quercus ormanlarinda endemik olarak bulunmaktadir. Yaklasik olarak 150-1350 m
rakimlarda yetismektedir. Centaurea ptosimopappa tirt Tlrkiye Bitkileri Kirmiz1 Veri
Kitabinda duyarli kategorisinde nesli tiikenme tehlikesi altinda olan VU (zarar gorebilir)
olarak kayit edilmistir. Bu tiiriin bitkileri tibbi alanda, farmakolojide, gida sektoriinde ve
yem bitkisi olarak kullanilmaktadir. Iceriginde barmdirdigi farkli sekonder metabolitler
ekonomik anlamda oldukga degerlidir (URL-2). Sekonder metabolit olarak genellikle
flavonoidler, diterpenler, seskiterpenler ve alkaloidler icermektedir (Caglar, 2011).
Centaurea tiirlerinden elde edilen sekonder metabolitler oldukg¢a ¢esitli ve ekonomik
degeri yliksek bilesiklerdir. Diger familyalara kiyasla Asteraceae familyasinin sekonder
metabolitleri daha fazla kullanilmaktadir (Rustaiyan ve dig., 2021). Bu bilesiklerin 6nemi

her gecen giin artmaktadir. Sekil 2.1.” de Centaurea tiiriine ait goriintiiler verilmistir.

RC

Sekil 2. 1. Centaurea ptosimopappa bitkisinin dogal habitatindan goriintiileri (URL-1)

2.3. Kallus Kulturt

Kallus dilimize Latinceden callum kelimesinden gelmektedir. Kallus eski tabiri ile,
Tirkcede sert doku anlamina gelmekte olup hiicrenin yara aldiktan sonra biiylimesi
sonucu kalloz biriktirmesidir. Son zamanlarda, totipotensi 6zelligi olan yani bélinebilme
yetenegini kaybetmemis farklilasan dokularin meydana getirdigi ‘‘hiicre yigin1’’ terimi
olarak bilinmektedir. Bitki doku kultirl yontemlerinden bir tanesi kallus kalturtdur.
Kallus kiiltiirii ile bir materyal kullanilarak ¢ok sayida yeni materyaller iretilebilinir
(Aygun ve Erdemel, 2016). In vitro kosullarda ana bitkiden alinan farkli ekpslantlarda
yara dokusu olusturulur. Bu dokular bitki biyime dizenleyicileri iceren kiltir



ortamlarma dikim yapilarak morfolojik diizensizlige sahip yeni hiicre yiginlari olusturur.
Bitki blyume dizenleyici olarak 2,4-D, IAA, KIN, BAP, IBA’ nin farkli kombinasyonlari
denenmektedir (Mariana ve dig., 2018). Kiiltiir sartlarinda fiziksel ve kimyasal
ihtiyaclarin karsilanmasi gerekmektedir. Ortam kosullarindan sicaklik, 1s1k, inkiibasyon
stresi ve bitki buyume dizenleyici maddeler kallus olusumunu etkileyen faktorlerdir
(Mohanlall, 2020).

Kallus kiiltiirleri  kontrollii kosullarda kuruldugu i¢in mevsimsel olaylardan
etkilenmemektedir. Bu nedenle istenildigi zaman kallus elde edilebilir. Bu kalluslar
protoplast kiiltiirinde, genetik calismalarda, bitkisel as1 ¢aligmalarinda, indirekt yolla
organ elde edilmesinde, sekonder metabolitlerin iiretilmesi gibi farkli alanlarda
kullanilmaktadir. Sekonder metabolitler bitkilerin elzem metabolizma iiriinii olmayip
0zel yollarla tirettikleri bilesiklerdir (Aygin ve Erdemel, 2016). Bitkilerden sekonder
metabolit eldesi i¢in kallus olusumu gergeklestikten sonra hiicre stispansiyon kiiltiirleri
kurularak metabolit iiretimi yapilabilmektedir. Bitkiler strese ugradiklari zaman
metabolitleri arttirma yoluna girerler. Bu yiizden kallus kiiltiirleri abiyotik veya biyotik
strese ugratildiklar1 zaman metabolitlerde artis oldugu bildirilmektedir ve boylece var
olandan daha fazla metabolit elde etme olanagi saglanmaktadir (Ramachandra Rao ve
dig., 2002; Sokmen ve dig., 2001).



3. KAYNAK OZETLERI

Farkli bitki tiirlerinde son 50 yildir in vitro ¢ogaltim g¢alismalar1 yapilmaktadir. Bu
caligmalarda baglangigta bitki dokularinin sterilizasyonu iizerine kimyasallarin doz ve
stireleri denenmistir. Diger yandan farkli bitki dokularindan (eksplant) in vitro
rejenerasyon ve mikrogogaltim c¢alismalarinda bitki biiyiime diizenleyici maddelerin
etkileri arastirilmigtir. Bitkilerin ¢ogaltilmasinin yaninda in vitro teknikler kullanilarak

etken madde elde etme konusunda c¢alismalar yapilmistir.

Ozel Alev (2002), siis bitkisi olarak kullanilan nesli tilkenme tehlikesi altinda olan
Centaurea tchihatcheffii tiirtinde in vitro ¢ogaltma ¢alismalar1 yapmustir. Dogada yetisen
bitkilerden alinan eksplantlar yiizey sterilizasyonuna tabi tutularak in vitro kiltrler
olusturmustur. On uygulama olarak 4 °C de sogukta bekletmeye alman 250 adet tohum,
13 giin sonra kiiltiir ortaminda ekime alinmistir. Ekimden 150 giin sonra sadece 1
tohumda ¢imlenme gozlemlenmistir. Siirgiin ¢ogaltiminda en iyi siirgiin gelisimi 0,5
mg/L BAP+ 0,01 mg/L CPA igeren ortamlarda elde ettigini bildirmistir. En iyi koklenme
ortamu1 ise 0,25 mg/L IBA iceren MS besin ortaminda gézlemlendigini bildirmistir.

Perica (2003), tarafindan Centaurea rupestris L. tohumlarinin in vitro ¢ogaltimi {izerine
bir arastirma yapilmistir. Hirvatistan endemigi olan C. rupestris bitkisi sekonder
metabolitleri gii¢lii bir antibakteriyel 6zellige sahiptir. In vitro ortamda steril edilen
tohumlar MS besiyerinde tiiplerde ¢imlendirilmistir. Elde edilen fidelerin kokleri
kesildikten sonra BA ve GAgzilaveli ortamda siirgiin rejenerasyonu igin kiiltiire alinmigtir.
1uM BA ve 2,9 uM GAgsilaveli ortamda eksplant basina 11,88 adet siirgiin gelisimini en
yuksek verim olarak elde etmistir. Siirglinlerin koklendirilmesi i¢in 3 uM IBA ilaveli %2
MS ortaminda %358 oraninda basarili kok olusumu bildirmistir. Kéklendirilen siirgiinler

steril bitki topraginda iklimlendirme agamasini tamamladiktan sonra seraya aktarilmistir.

Janarthanam ve dig. (2010), Stevia rebaudiana sekonder metabolitlerinin in vitro ortamda
bitki biiylime diizenleyicileri kullanilarak arttirilmasina dair bir ¢calisma yapmislardir.
Asteraceae familyasina ait Stevia bitkisi ¢ok yillik bir bitkidir. Bu tiiriin tohumlarinin
¢imlenme orani dogal sartlarda oldukea diisiiktiir. Tiirlin sekonder metabolitleri ekonomik
alanda ve tibbi alanda kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismada bitkinin yaprak ve nodal

ekplantlarint BA, KIN, 2,4-D, NAA, IAA ve IBA kombinasyonlarini iceren MS



besiyerinde kiiltiirlere almislardir. Kallus olusturma potansiyeli 0,5 mg/L 2,4-D, 1,0 mg/L
KIN, 0,5 mg/L NAA igeren ortamlarda yiiksek oranda kaydedilmistir. Calismada yaprak
ekpslantlarindan elde edilen kalluslarin diger ekpslantlara goére daha fazla sekonder

metabolit icerdigi saptanmustir.

Wani ve dig. (2010), Tridax procumbens L. tiiriiniin yaprak, bogum arasi1 ve siirgiin ucu
ekplantlarindan kallus olusturmaya yonelik calisma yapmislardir. Aragtirmada
Asteraceae familyasina ait Tridax procumbens L. tiiriiniin sekonder metabolitlerinin farkli
alanlarda kullanildig1, 6zellikle Hindistan geleneksel tibbinda yaygin kullanilan gifali bir
bitki oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada yaprak ve siirgiin ucu eksplantlari 0,5 mg/L 2,4-
D+ 0,5 mg/L BAP veya 0,5 mg/L 2,4-D + 0,5 mg/L KIN igeren ortamlarda, bogum arasi
eksplantlarina gore daha hizli ve daha ¢ok kallus olusturmustur. Bogum arasi
eksplantinda 2,0 mg/L 2,4-D ve 0,5 mg/L BAP ilaveli ortamda kallus olusumunu en fazla
tespit etmislerdir. Bu tiirlin yapraklarindan elde edilen kalluslarin sekonder metabolit

tiretiminde kullanilmasinin gévde eksplantlarina gére daha uygun oldugu bildirilmistir

Yiizbasioglu ve dig. (2012), Hatay florasinda yayilis gosteren Centaurea arifolia tird icin
IUCN (Uluslararast Dogay1 Koruma Birligi) kategorisinde DD (veri yetersiz) olarak kayit
edilen tlrGn in vitro gogaltimi iizerine bir arastirma yapmislardir. On uygulama olarak
sogukta bekletme ve siilflirik ait uygulamasi yapilan tohumlar steril edildikten sonra %2
MS besiyerinde ¢imlendirmeye almiglardir. 6 hafta sonunda ¢imlenen fidelerin yaprak
eksplantlart kallus rejenerasyonu i¢in BAP, NAA, 2,4- D kombinasyonlarinda kiiltiire
alinmigtir. On uygulamalarin ¢imlenme iizerinde etkisinin olmadig1, 2 MS besiyerinde
cimlenme oranin %25 oldugu ve alinan sonuglar dogrultusunda bu tiiriin ¢gimlenmesinin
zor oldugunu belirlenmistir. 1,0 mg/L BAP ve 0,1 mg/L NAA ilaveli ortamlarda surgin
ve kallus rejenerasyonunun en iyi oldugu tespit edilmistir. Gelisen siirgiinler 1,0 mg/L

IBA ortaminda basaril1 bir sekilde koklendirilmistir.

Stirticti ve dig. (2012), nesli tilkenme tehlikesi altinda olan Scorzonera ahmet-duranii
tlrline ait tohumlarin in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi yoniinde arastirma yapmislardir.
Giiney Bati Toroslarda teshis edilen bu endemik tir dar bir florada yetismektedir. Steril
edilen tohumlar MS besiyerinde ¢imlendirilmistir. Olusan fidelerinden alinan farkli
eksplantlar (kotiledon, yaprak, hipokotil ve kok) orgonagenezis olusturmasi i¢in KIN ve

NAA kombinasyonlarin1 igeren besin ortamlarinda Kkiltire alinmistir. Alinan



eksplantlarin kallus olusturma oran1 1,0 mg/L KIN+ 0,5 mg/L NAA kombinasyonlarinda
eksplant bagina 2,9 g kallus olarak elde edilmistir. Siirgiin gelisimi i¢in en iyi ortam1 1,5
mg/ KIN+ 0,1 mg/L NAA ilaveli ortam olarak bulmuslardir. Apikal uglarin siirgiin

olusturma performansi diger dokulara gére daha iyi oldugunu gézlemlenmislerdir.

Ozler (2014), tarafindan nesli tikenmekte olan Ankara endemik tirii Centaurea
tchihatcheffii tohumlarinin in vitro gogaltimi igin 1,0, 2,0 ve 3,0 mg/L GAz dozlarinin MS
besiyerinde ¢imlenme tizerindeki etkisi arastirilmistir. Steril kosullarda ¢imlendirilen
fidelerin siirgiin gelisimi ve mikrogogaltimi i¢in deneme ¢alismasi yapilmistir. 2,0 mg/L
GAgailaveli ortam ¢imlendirme i¢in uygun bulunmustur. Mikrogogaltim denemesinde 0,5
mg/L IBA+ 0,5 mg/L BAP kombinasyonunda eksplant basina adet olarak siirgiin gelisimi
2,0 cm olarak kayit edilmistir. Steril surglnlerin koklendirilme denemesinde 1,0 mg/L

IBA igeren besin ortaminda %86 oraninda basar1 saglandigini bildirmistir.

Demirel (2015), Tunceli yoresine ait iki endemik tlr olan Centaurea fenzlii ve Centaurea
derderiifolia bitkilerine ait tohumlarin ¢imlenmesini hizlandirmak igin arastirma
yapmustir. On uygulama olarak tohumlarin yaris1 4 ay boyunca sogukta katlamaya
alimmistir. Katlamaya alinan ve alinmayan tohumlar %1-5 KNOgz 50-100 ppm GAs3
¢Ozeltisinde farkli siirelerde bekletilmistir. Tohumlarin ekimi B5, WH, MS ve SH
ortamlarinda yapilmistir. WH ortaminda sogukta bekletilmeyen Centaurea derderiifolia
tohumlarinda %50’sinde ¢imlenme kayit edilmistir. On uygulama isleminde istatiksel
olarak fark bulunmamistir. Centaurea fenzlii tohumlarinda ise en iyi cimlenmesi in vivo

kosullarda gozlenmistir.

Aydogan ve Erdag (2015), Izmir bdlgesinde dar bir alanda yayilis gdsteren Centaurea
zeybeki tlrGndn in vitro ortamda c¢ogaltma ve kallus olusturma potansiyelini
arastirmiglardir. Tiire ait tohumlar1 1,0 mg/L GAs igeren distile suda ¢imlendirmislerdir.
Cimledirilen fidelerin yapraklar1 eksplant olarak kullanilmistir. Kallus denemeleri i¢in
eksplantlar TDZ, BA, KIN iceren ortamlarda kiiltiire alinmistir. %100 oran ile kallus
olusumu 0,005 mg/L ve 0,001 mg/L TDZ igeren ortamlarda gézlenmistir. 0,2 mg/L KIN
bulunan ortamda kallus olusumu %S5, 0,5 mg/L BA ortaminda %52 olarak kayit
edilmistir. Kallus olusturmak i¢in KIN iceren ortam uygun goriilmesede, ayni ortam
siirgiin gelisimi i¢in eksplant basina 6,2 adet siirgiin ile iyi bir sonu¢ vermistir.

Koklendirme denemesinde MS ve 1/2 MS ortamlar1 arasinda istatiksel bir fark



bulunamamis ve koklendirmeye alinan siirgiinlerin %15°1 0,5 mg/L IBA igeren ortamda

koklenmistir.

Traykova ve dig. (2015), nesli kritik olarak tehlike altinda olan Centaurea davidavii
Bulgar endemik tarinin 9 adet tohumunu MS besiyerinde kiltiire almislardir. Strgin
rejenerasyonu icin BAP, 2iP ve TDZ’ nin farkli konsantrasyonlar1 denenmistir. 0,5 mg/L
BAP ilaveli ortamda eksplant basina 3,6 adet siirgiin ve ayni ortamda yapraktan kallus
olusumu goézlemlenmistir. Yar1 kuvvetli ortamda kolayca kok olusturan bitkiler basarili

bir sekilde dis kosullara alistirilmistir.

Stanilova ve dig. (2016), Centaurea davidavii tiriiniin genetik kaynaklarinin korunmasi
icin in vitro teknikler ile ¢cimlendirme denemesi yapmislardir. Bulgaristan florasinda en
cok bulunan endemik bitkiler Asterecaeae familyasinin Centaurea tirleridir. Bu
bitkilerden C. davidavii tiirii dogal kosullarda ¢imlenme potansiyeli diisiik oldugu ayrica
tirun gevresel faktorlerin etkisiyle neslinin azalma tehlikesinin oldugu bildirilmistir. Bu
calismada temel besiyeri MS ortaminda tohumlar1 steril kosullarda ¢imlendirmislerdir.
Olusan siirgiinlerin doku kiiltlirii uygulamalarinda genetik olarak degisiklige ugrayip
ugramadigin1 ISSR analizi yaparak test etmisler ve genetik biitlinliglin korundugu

sonucuna varmiglardir.

Valletta ve dig. (2016), Asteraceae familyasia ait Cenaturea cineraria turinin Italya
Bolgesel Kirmizi Listesinde nesli tiikenme tehlikesi altinda oldugu bildirilmis olup
bitkinin neslinin devam ettirme amaciyla in vitro ¢ogaltim denemeleri yapmislardir.
Cimlendirme denemeleri i¢in 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik, giindiiz 20 °C, gece 10
°C de ¢imlenmeye alinan tohumlarda %067,5 basar1 saglanmislardir. Surgin
rejenerasyonu denemesinde 0,5 mg/L BAP + 2,0 mg/L KIN igeren MS besiyerinde
kiiltiire alinan eksplantlarda %74 oraninda ¢oklu siirgiinler elde etmislerdir. Koklendirme
ortami olarak 0,5 mg/L IBA igeren kiiltiir ortaminda siirgiinlerin %100’{inde koklenme
gozlemlemisglerdir. Koklenen siirgiinlerden %74’ dis kosullara basarili bir sekilde

alistirllmastir.

Atalay ve Erisen (2017), kritik tehlike altinda olan Centaurea lycaonica ttrdnun neslinin
devami ig¢in in vitro cogaltim teknikleri kullanmiglardir. Tohumlar GAsz igeren ve

icermeyen temel besiyeri MS ortaminda ¢imlenmeye alinmis en yiiksek ¢imlenme %20



orantyla hormonsuz ortamda elde edilmistir. Strgiin rejenerasyonu igin BAP, KIN, TDZ
iceren MS besiyerine steril nodal eksplantlar: dikilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi
en yiksek 0,5 mg/L BAP iceren ortamda elde edilmistir. Kallus olusturma potansiyelinin
arastirilmasi i¢in yeni olusan siirglinlerden alinan yaprak eksplantlari, NAA, KIN, BAP
ve TDZ ilaveli ortamda kdiltlire alinmigtir. Olusan kalluslar bitki biiyiime diizenleyicisinin
tirtine gore farklilik gostermistir. Koklendirme denemesinde en iyi sonug 2,0 mg/L 1AA
igeren ortamda %90 oraniyla kayit edilmistir. Koklenen bitkileri basariyla dis kosullara
aktarildigini bildirmislerdir.

Durak (2017), tatlandiric1 ve siis bitkisi olarak kullanilan Stevia rebaudiana bitkisinin
mikrogogaltim protokolii olusturmak igin govde segmenti ve bogum arasi eksplantlarini
kullanarak bir aragtirma yapmistir. Eksplantlarin siirgiin olusturma kapasitesi i¢in kontrol
uygulamasi yaninda BAP ve KIN igeren ortamlar kullanilmustir. Kallus kilturi
denemesinde ise materyal olarak yaprak ve bogumlardan alinan eksplantlar kullanilmistir.
Steril edilen eksplantlar TDZ, IBA, BAP, 2,4- D ve Zeatin ilaveli MS besi yerlerinde
kiiltiire alinmgtir. Siirgiin gelisiminde en iyi sonucu kontrol uygulamasi verirken kallus
denemesinde ise en iyi sonucu 1,0 mg/L TDZ + 1,0 mg/L IBA ilaveli MS ortami verdigini
bildirmistir. Ayrica yapilan ¢alismada sekonder metabolit olan fenolik bilesigin 5,0 mg/L
2IP ve 2,0 mg/L IBA igeren ortamda da en yiiksek miktarda ortaya ¢iktig1 belirlenmistir.

Birecikli (2018), ekonomik degeri olan Asteraceae familyasina ait Carthamus tinctorius
L. trdn in vitro ortamda ¢imlendirme ¢alismasinda MS (1/2, 1/4 ve kontrol), aydinligin
ve karanhi@in etkisi, karbon kaynagi farkliligmin ¢imlenme {izerindeki etkisini
aragtirmistir. Calismada 1/4 MS, 30 g/L sakkaroz ve 1s1kli ortamin ¢imlenme i¢in daha
etkili oldugu saptanmistir. Siirgiin rejenerasyonu i¢in BAP ve KIN kombinasyonlarinda
steril fidelerden elde edilen stirgunler MS besiyerinde kiiltiire alinmigtir. 0,5 mg/L BAP
ilaveli ortamda siirgilin gelisimi eksplant basina 5,3 adet olarak elde edilmistir. Gelisen

slirgiinlerin koklendirme ortami olarak 2,0 mg/L NAA igeren ortam uygun bulunmustur.

Latifian ve dig. (2018), Tagetes minuta turinde in vitro teknikler kullanilarak ¢ogaltim
yontemleri iizerine bir ¢alisma yapmislardir. Endiistriyel olarak degeri olan Tagetes
minuta yaydig1 hos kokularda olduk¢a dikkat ¢ekmektedir. Bu tiire ait bitkiler 1lik
iklimlerde yayilis gostermektedir. In vitro ortamda steril edilmis tohumlar MS besin

ortaminda ¢imlenmesi i¢in kiiltiire alinmistir. Cimlendirilen fidelerin hipokotil



eksplantlar1 BAP ve TAA ilaveli ortamlar da kallus olugturmasi i¢in kiiltiire alinmistir. En

iyi kallus olusturan ortamin igerigini 12,5 uM BAP+ 62,5 uM [AA olarak bulunmustur.

Tiirkoglu ve dig. (2018), nesli tikenme tehlikesi altinda olan Centaurea fenzlii endemik
tirtiniin korunmasi ve neslinin devami igin in vitro ortamda cogaltma c¢alismalari
yapmiglardir. 2,60 UM GAs igeren MS besiyerinde %35 oraninda ¢imlenme kayit
etmislerdir. Cimlenen fidelerin yapraklari siirglin gelisimi ve kallus olusturmasi icin
kiiltiire alinmigtir. En 1yi kallus olusumu %86,7 oraniyla 4,44 uM BAP+ 10,64 pM NAA
iceren ortamda, en iyi slirgiin rejenerasyonu ise 8,88 UM BAP+ 2,688 UM NAA iceren
ortamda gozlenmistir. 4,90 up M IBA ortaminda kdklendirilen siirgiinlerden %60°1 basarili
bir sekilde dis kosullara alistirilmistir.

Mariana ve dig. (2018), tibbi alanda kullanilan Asteraceae familyasina ait Meksika
endemik Ageratina pichinchensis tiiriinden sekonder metabolit tiretmek i¢in c¢alisma
yapmislardir. Bu c¢alismada KIN, 2,4-D ve NAA ile olusturdugu kombinasyonlari
denemislerdir. Kallus olusumu en fazla %81,7 oranla 0,1 mg/L KIN + 1,0 mg/L NAA
igeren kiiltiir ortaminda elde edilmistir. Olusan kalluslarin bej renginde ve gevrek yapida
oldugu bildirilmigtir. Yapilan analizler sonucunda bu tiiriin sekonder metabolit {iretimde

bu sekilde kullanilabilecegi saptanmustir.

Coskun ve dig. (2019), igeriginde birden ¢ok sekonder metabolit barindiran Rosmarinus
officinalis L. (biberiye) bitkisinin metabolit igeriginin arttirillmasina dair bir ¢aligma
yapmuslardir. Yaprak eksplantt kullanilarak BAP ve NAA’nin kallus olusturma
potansiyellerini arastirmiglardir. Kallus indiiksiyonunun en fazla oldugu ortam olarak 1,0
mg/L BAP ve 2,0 mg/L NAA ilaveli MS besiyeri oldugu belirlenmistir. 200 uM

melatonin elisitoriiniin sekonder metabolit arttirilmasi i¢in ideal oldugunu bildirmislerdir

Ekinci (2019), tarafindan Centaurea amaena tohumlarinin in vitro hizli gogaltimi {izerine
yapilan arastirmada MS besiyerinde ¢imlendirilen tohumlardan olusan fideler eksplant
olarak kullanilmigtir. Olusan siirgiinler TDZ, BAP, NAA igeren kiiltiir ortamina dikim
yapilmistir. TDZ ortaminda %100 kallus olusumu gézlemlenmistir. Koklenmeye alinan
strginlerde en ylksek %50 orantyla kok olusumu 2,0 mg/L IBA ortaminda elde

edilmistir.
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Kaya ve dig. (2019), Hatay endemik bitkisi Centaurea ptosimopappa tohumlarinin in vivo
cimlendirilmesi Gzerine ¢alisma yapmiglardir. Tohumlar 24 saat boyunca %3 KNO3 ve
250, 500 ppm GAz c¢ozeltisinde bekletildikten sonra 0,2 cm derinlikte torf ortamina
ekmislerdir. Uygulama yapilmayan tohumlari, 0,2 ve 1 cm derinliklerde torfa ekim
yapmislardir. 500 ppm GAsigeren ortamda %99 oraniyla ¢imlenme gozlemlenmis olup
ortalama ¢imlenme suresini 11 giin olarak kayit etmislerdir. Kok uzunlugu en fazla 6,3

cm ile ayn1 ortamda belirlenmistir.

Kaya (2022), tarafindan tibbi alanda ve siis bitkisi olarak kullanilan Centaurea depressa
icin Uretim protokolii olusturma galismasi yapilmistir. Sterilizasyon denemelerinde %50
NaOCI ¢ozeltisi igerisinde 10 dk bekletme onerilmistir. Tohumlar %30 sakkaroz ve %8
agar iceren MS besiyerinde ¢cimlendirmeye alinmustir. Siirgiin rejenerasyonu i¢in eksplant
olarak kotiledon, bogum, hipokotil, yaprak ve govde parcalar1 BAP ve NAA destekli besi
yerlerine dikilmistir. 0,2 mg/L BAP ve 0,5 mg/L NAA iceren ortamlarda en fazla siirgln
gelisimi oldugu kayit edilmistir. 0,4 mg/L IBA ortaminda ise en yiksek oranda
koklendirme yapilarak koklenen bitkilerin basarili bir sekilde dis kosullara alistirildigini
bildirmistir. Ayrica antibakteriyel denemelerde kullanilan bakteri tiirlerinde Centaurea

depressa nin inhibe edici 6zelligi oldugu bildirilmistir.
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4. MALZEME VE YONTEM
4.1. Malzeme
4.1.1. Bitkisel Materyal

Bu c¢alismada bitkisel materyal olarak Asteraceac familyasina ait Centaurea
ptosimopappa HAYEK tiirii kullanildi. Bu tir Glkemizin Akdeniz bélgesinin Hatay ve
Osmaniye illerinde endemik olarak yayilis gostermektir (Sekil 4.1.). Calisma da
kullanilan bitkiye ait tohumlar (Sekil 4.2.) Hatay Mustafa Kemal Universitesi gretim
tiyesi Prof. Dr. Kazim Mavi’den temin edildi. Tohumlar ekim yapilacak zamana kadar
cam kavanoz i¢erisinde oda sicakliginda muhafaza edildi. Bitkinin tohumlari siyah renkte

kiiciik ve sert bir kabuk yapisina sahiptir (Sekil 4.3.).

Rt

r—"/

Sekil 4. 1. Centaurea ptosimopappa bitkisinin Turkiye’deki dagilimi (URL-2)

4

Sekil 4. 2. Centaurea ptosimopappa bitkisinin tohumlarina ait goriintimler
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4.2.YOntem
4.2.1. Sterilizasyon Calismalari
4.2.2. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

Ekimi yapilacak tohumlardan ayni morfolojik 6zellige sahip dolu ve biiylik olgun
tohumlar segildi. Bu ¢alismada sodyum hipokloritin (NaClO) ticari formu kullanildi.
Secilen tohumlar ilk olarak ¢esme suyu ile yikandi ve sonrasinda %15 NaCIO ¢ozeltisi
icerisinde 15 dakika sire ile calkalanarak yuzey sterilizasyonuna tabi tutuldu. Tohumlar,

sodyum hipokloritten arindirmak igin 3 kez 5’er dakika steril su ile durulandi.
4.2.3. Kullanilan Besin Ortami Sterilizasyonu

Yapilan bu ¢aligmada kiiltiir ortam1 olarak farkli dozlarda bitki biiyiime diizenleyici
iceren ve icermeyen ortamlar kullanildi. Kiiltiir ortami hazirlanmasi i¢in beher igerisine
200 ml distile saf su, 4,4 g/L (MS) Murassige and Skoog (1962) ortami, 7 g/L agar ve 30
g/L sakkaroz eklendikten sonra karigtirilarak bir ¢Ozelti elde edildi. Blylmeyi
diizenleyici maddeler eklendikten sonra tizeri saf su ile 1 L’ye tamamlandi ve pH’s1 1 N
HCI ve 1 N NaOH ile 5,7-5,8’¢e ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti 121 °C sicaklikta, 1,2 atm
basing altinda 15 dakika boyunca otoklavda steril edildi.
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Tablo 4. 2. Caligmada kullanilan MS (Murashige and Skoog 1962) besin ortaminin igerigi
(Babaoglu ve dig., 2002)

Makro Elementler mg/L
NHsNO3 1650,0
KNO3 1900,0
CaCl22H20 440,0
MgS047H,0 370,0
KH2PO4 170,0
Mikro Elementeler

Kl 0,83
HsBOs 6,2
MnS0O4.4H20 22,3
ZnS047H20 8,6
NazMoO42H >0 0,2
CuS0O45H20 0,0025
CoCl25H20 0,0025
Na:EDTA 37,3
FeSQO4.7H20 27,8
Vitaminler

Myo-inositol 100,0
Nicotinic acid 0,5
Pyridoxine-HCI 0,5
Thiamin-HCI 0,1
Glycine 2,0

14



4.2.4. Tohum Cimlendirme Denemeleri

Arastirmada biitiin tohumlar ve tohumlarin ekildigi ortamlar deneme islemi dncesinde
steril edildi. Cimlendirme amaciyla hazirlanan besin ortamlarina dikilen tohumlar 25 °C
sicaklik, 16 saat aydinlik/8 saat karanlik kosullardaki iklim odasinda inkiibe edildi.
Cimlenen tohumlarin sayimi iki giin ara ile 3 hafta siireyle yapilmis ve kok¢iigiin testadan

2-3 mm ¢ikisi ¢gimlenmis tohum olarak kabul edildi.
4.2.4.1. Seyreltilmis MS besi ortaminda ¢cimlendirme

Steril edilmis tohumlar steril kabin icerisinde 1/2, 1/5 ve 1/10 kuvvetinde hazirlanan besin

ortamlarina ekildi.
4.2.4.2. GAsiceren MS besi ortaminda ¢cimlendirme

Steril edilmis tohumlar 0,0, 0,5, 1,0, 2,0 ve 3,0 mg/L GAgz igeren MS besin ortamlari

uzerine ekildi.
4.2.4.3. Steril bitki topraginda (S.B.T.) cimlendirme

Tohum ekimi yapilacak magentalara aym1 miktarda koyulan bitki topragi, farklh
dozlardaki GA3 (0,0, 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/L) igeren ¢ozeltiler ile sulandiktan sonra otoklav
icerisinde 15 dakika bekletilerek steril edildi. Sonrasinda steril edilen tohumlar magenta
basina 10 adet olacak sekilde ekildi ve 25 °C sicaklikta 16/8 saat fotoperiyotta inkiibe
edildi

4.2.4.4. iki fazl besin ortaminda cimlendirme

0,6 g/L agar ve 30 g/L sakkaroz iceren MS besiyeri hazirlanip steril edildikten sonra steril
kabin icerisinde magentalara yaklasik 15 ml olacak sekilde dagitildi. Kiiltiir ortami1 oda
sicakliginda yar1 kat1 hale geldikten sonra agar icermeyen ayn1 ortam hazirlanip yari kati
ortamlarin Uzerine dokdlerek ¢ift fazli bir ortam elde edildi ve bu ortama steril tohumlar
ekildi.

4.2.4.5. Sivi MS besi ortaminda ¢imlendirme

Agar icermeyen MS besi ortaminda steril tohumlarin ekimi yapildi.
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4.2.4.6. Steril pamuk igerisinde ¢cimlendirme

Magenta icerisine yerlestirilen ince katman halindeki pamuk, distile su ile 1slatilarak

otoklavda steril edildikten sonra tohumlar pamuk Uzerine ekildi.

Sekil 4.3. MS besiyerinde ¢gimlenmeye alinan tohumlar (A), steril pamuk ortamina ekilen

tohumlarin goriiniimii (B)

Tohum ¢imlendirme denemeleri tesadiif parselleri deneme diizenine gore 3 tekerrurli her

tekerriirde 10 tohum olacak sekilde kuruldu.

Cimlenme orani (%): Tohum ekiminden 10 giin sonrasinda ¢imlenen tohum sayimi
yapilarak; [Cimlenen tohum sayisi/ Toplam tohum sayist x 100] formuld ile ¢gimlenme

oran1 yiizde olarak bulundu (Yilmaz ve Kisakiirek, 2020).

Ortalama ¢imlenme hizi denklemi (MGT);

(MGT = ¥Dn/¥n) (4.1)

formiilii ile hesaplandi. Bu formiilde n giin sayisini, D ise n giinde gimlenen tohum

sayisini belirtmektedir (Degirmenci, 2019).
4.2.5. Mikrogogaltim Denemesi

Bu ¢alismada ¢imlendirilmis tohumlardan elde edilen fidelerin 2-3 cm’lik tepe tomurcugu
bulunan surgunleri, 1,0 mg/L BA+ 0,1 mg/L IBA+ 0,5 mg/L GAs igeren MS besi

ortaminda kiiltlire alinarak ¢ogaltim yapildi. Ayn1 ortam bilesiminde 4 hafta arayla 2 kez
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alt kiiltiir yapildi. Kiiltiir kosullart 25 °C sicaklik ve 16/8 fotoperiyot uygulanmistir. Alt

kiiltiirlerin sonunda eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirglin uzunlugu degerleri belirlendi.
4.2.7. Koklendirme Denemesi

In vitro ¢ogaltilan siirgiinlerin kok olusturmasi i¢in IBA’nin etkileri incelendi. Bu amacla
besin ortamina farkli dozlarda (0,0, 0,5, 1,0, 2,0 ve 4,0 mg/L) IBA dozlar1 ilave edildi.
Temel besin ortami1 olarak MS besiyeri kullanildi. Besin ortamina 30 g/L sakkaroz, 7 g/L
agar ilave edildi ve ortam pH 5,8 olarak ayarlandi. Bu deneme tesadf parselleri deneme
diizenine gore 3 tekerriirlii, her tekerriirde 5 eksplant olacak sekilde yapildi. Kiiltiirler
iklim dolabinda 2542 °C, 16 saat aydinlik ortamda 4 hafta inkiibasyona tabi tutuldu ve bu
stirenin sonunda koklenme orani (%), kok uzunlugu (cm), siirgiin uzunlugu (cm), stirgiin

say1st (adet) ve kallus orani (%) belirlendi.
4.2.6. Kallus Kulttrti Denemesi

In vitro siirgiinlerden elde edilen yaprak ve govde eksplantlari kallus kiiltiirii olusturmak
amaciyla kullanildr (Sekil 4.5.). Arastirmada farkli dozlardaki BAP’nin (0,0, 1,0, 2,0 ve
3,0 mg/L), NAA (0,0, 0,5, 1,0 2,0 ve 3,0 mg/L) ve 2,4-D (0,0, 0,5, 1,0, 2,0 ve 3,0 mg/L)
ile olusturdugu kombinasyonlarin kallus olusumu tizerine etkilerine bakildi. Temel besin
ortami1 olarak MS ortam1 kullanildi ve ortama 7 g/L agar ve 30 g/L sakkaroz ilave edildi.
Ortamlarin pH’s1 5,8 olarak ayarlandi. Eksplantlar 2542 °C sicaklikta, karanlik kosullarda
4 hafta siire ile inkiibasyona tabi tutulmustur. Bu siire sonunda yaprak ve goévde
eksplantlarindan kallus olusturma oran1 (%), kallus rengi (olusan kalluslar beyaz, yesil,
sar1 ve kahve renkli olarak belirlendi), kallus dokusunun tipi (yumusak ve sert) ve kallus
biyiikligi (skala: 4: ¢cok buyuk, 3: blyuk, 2: orta, 1: kiiglik) bakildi. Denemeler tesaduf
parselleri deneme duizenine gore 4 tekerriirlii, her tekerriirde 5 eksplant olacak sekilde

kuruldu.

Sekil 4.4. Kallus kiiltiirii, yaprak ve govde eksplanti 6rneginin goriiniimii
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Tablo 4. 3. Kallus kiltiri olusturmada bitki biiyiime diizenleyicilerininin

kombinasyonlar1

glrn:ﬁ?rasn Kombinasyonlar (mg/L) ggﬁ:las] Kombinasyonlar (mg/L)
1 Kontrol 21 Kontrol

2 0,0 BAP+ 0,5 NAA 22 0,0 BAP+0,52,4-D
3 0,0 BAP+ 1,0 NAA 23 0,0 BAP+1,02,4-D
4 0,0 BAP+ 2,0 NAA 24 0,0 BAP+2,02,4-D
5 0,0 BAP+ 3,0 NAA 25 0,0 BAP+3,02,4-D
6 1,0 BAP+ 0,0 NAA 26 1,0 BAP+ 0,0 2,4-D
7 1,0 BAP+ 0,5 NAA 27 1,0BAP+0,52,4-D
8 1,0 BAP+ 1,0 NAA 28 1,0BAP+1,02,4-D
9 1,0 BAP+ 2,0 NAA 29 1,0 BAP+2,02,4-D
10 1,0 BAP+ 3,0 NAA 30 1,0 BAP+ 3,0 2,4-D
11 2,0 BAP+ 0,0 NAA 31 2,0 BAP+0,02,4-D
12 2,0 BAP+ 0,5 NAA 32 2,0 BAP+0,52,4-D
13 2,0 BAP+ 1,0 NAA 33 2,0 BAP+1,02,4-D
14 2,0 BAP+ 2,0 NAA 34 2,0 BAP+2,02,4-D
15 2,0 BAP+ 3,0 NAA 35 2,0 BAP +3,02,4-D
16 3,0 BAP+ 0,0 NAA 36 3,0 BAP+0,02,4-D
17 3,0 BAP+ 0,5 NAA 37 3,0 BAP+0,52,4-D
18 3,0 BAP+ 1,0 NAA 38 3,0 BAP+1,02,4-D
19 3,0 BAP+ 2,0 NAA 39 3,0 BAP+2,02,4-D
20 3,0 BAP+ 3,0 NAA 40 3,0 BAP+3,02,4-D

18



5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Tohum Cimlendirme Denemeleri

Mese saribasi (Centaurea ptosimopappa) tohumlarinda in vitro ¢cimlendirme denemeleri
asamasinda farkli ortamlar kullanilmistir. YUzey sterilizasyonu yapilan tohumlar (1/2, 1/5
ve 1/10) oranlarinda seyreltilmis MS ortamlari ve farkli dozlarda (0, 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/L)
GAgziceren MS ortamlari yaninda steril bitki topragi, ¢ift faz MS ortami, sivi MS ortami

ve steril pamuk ortamlarinda ¢imlendirilmeye alindi.

In vitro ortamda gerceklestirilen denemelerin sonuglar1 incelendigi zaman farkli
ortamlarin Mese saribasi tohumlarinda ¢imlenme orani ve ¢imlenme hizinda farkliliklarin

oldugu saptandi. Farkli ortamlarda ¢imlendirilen tohumlarin ¢imlenme oranlar1 (%)

Tablo 5.1.’de verildi.

Tablo 5. 1. Farkli kiiltiir ortamlarinda Centaurea tohumlarimin ¢imlenme oranlari

Cimlendirme Ortam

Cimlenme (%)

B*
Seyreltilmis MS Besin 12 30 B
Ortam 1/5 5,0
1/10 6,78
MS 010 B
GAs Iceren MS Besin 0,5 mg/L GAs 0,08
Ortanu 1,0 mg/L GAs 0,08
2,0 mg/L GA3 0.08
Kontrol 16,78
0,5 mg/L GA
I B 5,6 ®
Steril Toprak Ortam
1,0 mg/L GA3
89FB
2,0 mg/L GA
S 7,68
iki Fazli Ortam 0,08
Sivi MS 0,08
Steril Pamuk 26,7 A

* Farkl harfler ile gosterilen veriler arasindaki farkliliklar Tukey ¢oklu karsilastima testine gére p<0,05 hata seviyesinde 6nemlidir
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Sekil 5. 1. Farkli ortamlarda ¢imlendirilen tohumlarin goriinlimii (A: steril pamuk, B: steril toprak,

C: % MS besiyeri)

Ortamlar arasinda istatistiksel olarak onemli fark oldugu belirlendi. Steril pamuk
ortaminda yapilan ¢imlendirme de %26,7 oranla en iyi ¢imlenme oldugu tespit edildi. Bu
ortamu steril bitki topragi, 1,0 mg/L GAs ve 2,0 mg/L GAgz igeren steril bitki topragina
ekilen tohumlardaki ¢imlenme oranlari sirasiyla %16,7, %8,9 ve %7,6 olarak takip
etmistir. GAsz igermeyen MS ortami1 ve 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/L GAzigeren MS besin ortami

ve s1vi MS ortamlarinda hi¢ ¢imlenme olmamustir.

Mese saribast bitkisinin tohumlarindaki ¢imlenme hizi 0,1-4,1 giin arasinda degisim
gostermektedir. Tablo 5.2. verilen tohumlarin ¢gimlenme hiz1 incelendigi zaman en iyi
¢imlenme hiz1 sirasiyla; steril pamukta 0,1 giin, 2 mg/L. GAsigeren steril bitki topraginda
ve 1/10 MS ortaminda 1,3 giin olarak kayit edildi. En yavas ¢imlenme 1/2 MS besin

yerinde 4,1 gun olarak belirlendi.

Her ne kadar farkli ortamlarda ¢imlenme hizinda farkliliklar tespit edilsede bu farklilik
istatistiki olarak 6nemli bulunmadi. Farkli ortamlara ait ¢imlenen tohumlarin gorselleri

Sekil 5.1.°de verildi.
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Tablo 5. 2. Mese saribasi tohumlarinin ortamlarda ¢imlenme hizi

. . Cimlenme
Cimlendirme Ortam Hizi(giin)
Seyreltilmis MS Besin 12 4.1
Ortam 1/5 3,3

1/10 1,3
MS 0.0
GAs Iceren MS Besin 0.5 mg/l. GA; 0,0
Ortam
1,0 mg/L GA3 0.0
2,0 mg/L GA3 0.0
Kontrol 20
0,5 mg/L GAs
2,2
Steril Toprak Ortanmm
1,0 mg/L GA3
15
2,0 mg/L GA3
1,3
iki Fazli Ortam 0,0
Sivi MS 0,0
Steril Pamuk 0,1

*[statistiki olarak énemli bulunmamistir.

5.2. Mikrocogaltim Denemesi

Steril sartlarda in vitro ortamda ¢imlendirilmis fidelerden elde edilen siirgiin ucu
eksplantlar; 1,0 mg/L BA+ 0,1 mg/L IBA+ 0,5 mg/L GAszigeren kiiltiir ortaminda 2 kez
alt kiiltiir yapilarak ¢ogaltildi. Elde edilen bulgular Tablo 5.3.’te, siirglinlerin gelisim

asamalar1 Sekil 5.2.”de verildi.

Birinci alt kiiltiirde ortalama siirglin sayis1 3,9 adet iken bu say1 ikinci alt kiiltiirde 9,2
adet olmustur. Ayn sekilde 1. alt kiiltiirde siirgiin uzunlugu 1,3 cm belirlenirken ikinci
alt kultirde 2,5 cm ¢ikmustir.
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Tablo 5. 3. Mikrogogaltim denemesinde 1. ve 2. alt kiiltiiriinde siirgiin sayis1 ve kalitesi

Alt Kulttrler Ortalama Siirgiin Sayisi (adet) Ortalama Siirgiin Uzunlugu (cm)
Birinci Alt Kultiir 39 13
Ikinci Alt Kiltir 9,2 25

Sekil 5. 2. Siirgiinlerin gelisim agamalarina ait goriintiiler (soldan saga; cimlendirme denemesi, Birinci

alt kiiltiir, Tkinci alt kiiltiir)

Sekil 5. 3. Tkinci alt kiiltiir asamasinda siirgiinlerde meydana gelen ¢ogalmanin goriiniimii
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5.3. Koklendirme Denemesi

Bu asamada Mese saribasi bitkisinin mikrogogaltim asamasinda elde edilen siirgiinler 0,0
0,5 1,0, 20 ve 4,0 mg/L IBA dozlarmi igeren MS besin ortamlarma dikilerek

koklendirilmeye alindi. Calismada elde edilen sonuglar Tablo 5.4.’te verildi.

Tablo 5. 4. Mese saribasi sirgunlerinde koklenme orani, kallus orani, kok uzunlugu,

stirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu

Koklenme | Kallus Ortalama |Ortalama | Ortalama
Oram (%) |Oran (%) | Kok Surgun | Sdrgun
Uzunlugu |Sayis1 Uzunlugu
IBA (mg/L) (cm) (adet) (cm)
Kontrol 6,7 B 26,6 2,5 1,088 1,6%
0,5 00 B 0,0 0,0 2,2 2,1
1,0 90 B 33,3 3,5 18 2,3
2,0 133B 33,3 3,7 1,4 1,6
4.0 77,7 A 26,6 2,1 15 2,2

* Farkl1 harfler ile gosterilen veriler arasindaki farkliliklar Tukey goklu karsilastirma testine gére p<0,05 hata seviyesinde 6nemlidir.

OD jstatistiki olarak énemli degil
En yiiksek koklenme orani 4,0 mg/L IBA ilave edilmis MS ortaminda %77,7 oraninda
elde edildi. Bunu %13,3 oraniyla 2,0 mg/L IBA igeren ortam takip etmistir. Bu iki deger

arasindaki farklilik istatistik olarak 6nemli bulundu. 0,5 mg/L IBA igeren ortamda hig

koklenme elde edilmedi.

Kok uzunlugu bakimindan en uzun kok 3,7 cm ile 2,0 mg/L IBA iceren ortamda elde
edildi. Bunu 1,0 mg/L IBA igeren ortam 3,5 cm takip etmistir. Koklenme olan
stirgiinlerde en kisa 2,1 cm kok uzunluguna 4,0 mg/L IBA iceren ortamda elde edildi.

Bu veriler arasindaki farklilik istatistiki olarak énemli bulunmadi. Ayrica koklendirme

ortaminda bile siirglinlerden yeni siirglin olusumu gézlemlendi.

Koklenme olmayan 0,5 mg/L IBA igeren ortamda en fazla stirgiin olusumu gozlemlendi.

Diger ortamlarda 1,0-1,8 adet ile 2,2 adet arasinda yeni siirgiin olusumu gozlemlendi.

Koklendirme ortamina alinan siirgiinlerde kallus olusumunda ortamlar arasinda farklilik

gozlemlenmedi. Siirgiinlerde kallus orani ise %0-33,3 arasinda bir degisim gosterdi.
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Sekil 5. 4. 2,0 mg/L ve 4,0 mg/L IBA uygulamalarinda kéklenme ve siirgiin gelisimine

ait gortntaler

Sekil 5. 5. 2,0 mg/L IBA uygulamasinda kok olusumu (A: yandan, B: alttan gériintim)

Koklendirme ortaminda dikilen siirgiinlerde siirgiin uzamasi tespit edildi. Siirglin
uzunlugu olarak 1,6-2,1 arasinda bir varyasyon tespit edildi. Ancak bu degerler arasinda
istatiksel olarak bir farklilik bulunmadi.
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5.4. Kallus Denemesi

Mese saribasi bitkisine ait yaprak ve goévde eksplantlarinin kallus olusumu igin farkli

ortam kombinasyonlar1 denenmistir (Tablo 5.4.).

Yaprak eksplantlarinda %0-100 oraninda kallus olusumu belirlenmistir. %100 kallus
olusumu 1,0 mg/L BAP + 1,0 mg/L NAA, 1,0 mg/L BAP + 2,0 mg/L NAA, 1,0 mg/L
BAP + 0,0 mg/L 2,4-D, 3,0 mg/L BAP + 0,5 mg/L 2,4-D, 3,0 mg/L BAP + 3,0 mg/L 2,4-
D ortamlarinda gézlemlendi. Kontrol, 0,0 mg/L BAP+ 0,5 mg/L NAA, 1,0 mg/L BAP+
0,0 mg/L NAA, 0,0 mg/L BAP+ 1,0 mg/L 2,4-D, 0,0 mg/L BAP+ 2,0 mg/L 2,4-D, 0,0
mg/L BAP+ 3,0 mg/L 2,4-D, 2,0 mg/L BAP + 3,0 mg/L 2,4-D iceren ortamlarda kallus

olusumu gozlemlenmedi (Tablo 5.5.).

Govde eksplanti kallus denemesinde kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerinin
kombinasyonlarina ait istatistiksel oranlar Tablo 5.5.’te verildi. En iyi kallus olusumu 3,0
mg/L BAP+ 1,0 mg/L 2,4-D ve 1,0 mg/L BAP+ 2,0 mg/L NAA iceren ortamlarda %100
oraninda kayit edildi. Bunu takiben 2,0 mg/L BAP+ 2,0 mg/L NAA ve 1,0 mg/L BAP+
0,5 mg/L NAA ilaveli edilen ortamlarda %95 oraninda kallus olusumu saptandi.

Kontrol, 0,0 mg/L BAP+ 2,0 mg/L NAA, 0,0 mg/L BAP+ 2,0 mg/L 2,4-D, 0,0 mg/L
BAP+ 3,0 mg/L 2,4-D, 1,0 mg/L BAP+ 2,0 mg/L 2,4-D, 1,0 mg/L BAP+ 3,0 mg/L 2,4-

D kombinasyonlarini igeren ortamlarda kallus olusumu gozlemlenmedi.

Yaprak ve govde eksplantlarinda ortak olarak; 1,0 mg/L BAP+ 2,0 mg/L NAA ilaveli

ortamda %100 kallus olusumu gézlemlendi.

Yaprak ve govde eksplantlarinda ortak olarak; Kontrol, 0,0 mg/L BAP+ 2,0 mg/L 2,4-D,
0,0 mg/L BAP+ 3.0 mg/L 2,4-D, 1,0 mg/L BAP+ 2,0 mg/L 2,4-D, 1,0 mg/L BAP+ 3.0

mg/L 2,4-D ilaveli ortamlarda kallus olusumu g6zlemlenmedi.
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Tablo 5. 5. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin kombinasyonlarinin kallus olusturma

oranlari
g;’:iamram Kombinasyonlar (mg/L) Yaprak Eksplant1 Kallus (%) | Gévde Eksplanti Kallus (%)
1 Kontrol 00¢ 0,0°F
2 0,0 BAP+ 0,5 NAA 00°¢ 40,0 ABCDEF
3 0,0 BAP+ 1,0 NAA 90,0 25,0 BCDEF
4 0,0 BAP+ 2,0 NAA 00°¢ 0,0F
5 0,0 BAP+ 3.0 NAA 70,04° 40,0 ABCDEF
6 1,0 BAP+ 0,0 NAA 00¢ 500EF
! 1,0 BAP+ 0,5 NAA 70,048 95,04°
8 1,0 BAP+1,0 NAA 100,0 A 55,0 ABCDEF
9 1,0 BAP+ 2,0 NAA 100,04 100,04
10 1,0 BAP+ 3.0 NAA 85,048 45,0 ABCDEF
1 2,0 BAP+ 0,0 NAA 85048 75,0 ABCDE
12 2,0 BAP+ 0,5 NAA 70,048 40,0 ABCDEF
13 2,0 BAP+ 1,0 NAA 75,0 A8 85,0 ABCD
14 2,0 BAP+2,0 NAA 100,0 A 95,0 A%
15 2,0 BAP+ 3.0 NAA 95,04 95,08
16 3.0 BAP+ 0,0 NAA 450A8C 40,0 ABCDEF
17 3.0 BAP+0,5 NAA 60,0 ABC 35,0 ABCDEF
18 3.0 BAP+ 1,0 NAA 67,548 25,0 BCDEF
19 3.0 BAP+ 2,0 NAA 47,5A8¢ 25,00 BCPEF
20 3.0 BAP+ 3.0 NAA 85,0 A8 85,0 ABCD
21 0,0 BAP+0,0 NAA 65,0 AB 50,0 ABCDEF
22 0,0 BAP+0,5 2,4-D 45,0 ABC 20,00 CPEF
23 0,0 BAP+1,02,4-D 00° 10,0 EF
24 0,0 BAP+2,0 2,4-D 00¢ 00F
25 0,0 BAP+ 3.0 2,4-D 0,0°¢ 007
26 1,0 BAP+ 0,0 2,4-D 100,04 85,048¢P
27 1,0 BAP+ 0,5 2,4-D 40,0A8¢ 10,0 EF
28 1,0 BAP+1,02,4-D 75,048 15,0 °FF
29 1,0 BAP+ 2,0 2,4-D 00¢ 00F
30 1,0 BAP+3.0 2,4-D 0,0¢ 007
31 2,0 BAP+0,0 2,4-D 80,0 A8 40,0 ABCPEF
32 2,0 BAP+0,52,4-D 90,04 45,0 ABCDEF
33 2,0 BAP+ 1,0 2,4-D 90,04 90,0A8¢
34 2,0 BAP+2,02,4-D 2508¢ 500EF
35 2,0 BAP + 3.0 2,4-D 00°¢ 10,0 5F
36 3.0 BAP+ 0,0 2,4-D 80,048 60,0 ABCDEF
37 3.0 BAP+0,52,4-D 100,0 A 65,0 ABCDEF
38 3.0 BAP+1,02,4-D 95,0~ 100,04
39 3.0 BAP+2,02,4-D 90,04 50,0 ABCDEF
40 3.0 BAP+3.0 2,4-D 100,04 85,0 ABCD

* Farkli harfler ile gosterilen veriler arasindaki farkliliklar Tukey ¢oklu karsilagtirma testine gére p<0,05 hata seviyesinde 6nemlidir
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Yaprak eksplantlarinda %100 kallus olusturan ortamlara ait yapilan incelemelerde; 3,0
mg/L BAP+ 3.0 mg/L 2,4-D ortaminda olusan kalluslar 2 birim, sert yapida, kahve rengi,
3.0 mg/L BAP+ 0,5 mg/L 2,4-D ortaminda 1 birim, sert yapida, kahve rengi, 1,0 mg/L
BAP+ 0,0 mg/L 2,4-D ortaminda 3 birim, yumusak yapida, sar1, 1,0 mg/L BAP+ 1,0 mg/L
NAA ortaminda 3 birim, yumusak, beyaz renkte kalluslar kayit edildi. (Tablo 5.6.)

Denemede yaprak eksplantinda 2,0 mg/ BAP+ 1,0 mg/L NAA (13 no’lu), 3,0 mg/L BAP
(16 no’lu), 3,0 mg/L BAP+ 0,5 mg/L NAA (17 no’lu) ve 3,0 mg/L BAP+ 1,0 mg/L NAA
(18 no’lu) iceren ortamlarinda kallus olusumu istatistiksel olarak farkli gruplarda
bulunmasina ragmen 13 no’lu ortamda yaprak olusumu, 16 no’lu ortamda sadece surgiin
gelisimi, 17 no’lu ortamda siirglin gelisimi ve yapraklanma, 18 no’lu ortamda strgun
gelisimi ve kok olusumu gdzlenmistir. 13 no’lu ortamda kallus yapis1 yumusak, beyaz 2
birim, 16 no’lu ortamda 1 birim, yumusak yapida, sar1 renkli, 17 no’lu ortamda 3 birim,
sert yapida, beyaz renkli, 18 no’lu ortamda ise 3 birim yumusak yapida, beyaz renkli
kalluslar gozlemlendi.

Sekil 5. 6. 3,0 mg/L BAP+ 0,5 mg/L. NAA ortaminda yaprak eksplantinda kallus olusumu
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Tablo 5. 6. Yaprak eksplanti kallus biiytikliigii, dokusu, rengi ve kallusta olusan yapilar

Kombinasyonlar K?I |.l.JS | Kallus Dokusu | Kallus Rengi Kallusta Olusan
(mg/L) Biiyiikliigii Yapilar
Kontrol - - - -

0,0 BAP+0,5 NAA - - - -

0,0 BAP+1,0 NAA 2 Yumusak Beyaz -

0,0 BAP+ 2,0 NAA - - - -

0,0 BAP+ 3.0 NAA 2 Sert Beyaz -

1,0 BAP+ 0,0 NAA - - - -

1,0 BAP+ 0,5 NAA 3 Sert Beyaz -

1,0 BAP+1,0 NAA 3 Yumusak Beyaz -

1,0 BAP+2,0 NAA 3 Yumusak Sar1 -

1,0 BAP+ 3.0 NAA 3 Sert Kahve -

2,0 BAP+ 0,0 NAA 3 Sert Beyaz -

2,0 BAP+0,5 NAA 3 Sert Sari -

2,0 BAP+ 1,0 NAA 2 Yumusak Beyaz Yaprak
2,0 BAP+2,0 NAA 3 Yumusak Kahve -

2,0 BAP+ 3.0 NAA 2 Yumusak Yesil -

3.0 BAP+0,0 NAA 1 Yumusak Sar1 Sdrgun
3.0 BAP+ 0,5 NAA 3 Sert Beyaz Surgun- Yaprak
3.0 BAP+ 1,0 NAA 3 Yumusgak Beyaz Sirgln- Kok
3.0 BAP+2,0 NAA 2 Sert Beyaz -

3.0 BAP+ 3.0 NAA 3 Yumusak Beyaz -

0,0 BAP+0,0 NAA 2 Sert Beyaz -

0,0 BAP+0,52,4-D 2 Yumusak Yesil -

0,0 BAP+1,02,4-D - - - -

0,0 BAP+ 2,0 2,4-D - - - -

0,0 BAP+ 3.0 2,4-D - - - -

1,0 BAP+0,0 2,4-D 3 Yumusak Sar1 -

1,0 BAP+ 0,5 2,4-D 1 Sert Beyaz -

1,0 BAP+1,0 2,4-D 1 Sert Kahve -

1,0 BAP+2,0 2,4-D - - - -

1,0 BAP+ 3.0 2,4-D - - - -

2,0 BAP+0,02,4-D 2 Yumusak Kahve -

2,0 BAP+ 0,5 2,4-D 2 Yumusak Kahve -

2,0 BAP+1,02,4-D 2 Yumusak Kahve -

2,0 BAP+2,0 2,4-D 1 Yumusak Kahve -

2,0 BAP +3.02,4-D - - - -

3.0 BAP+0,02,4-D 3 Sert Beyaz -

3.0 BAP+0,524-D 1 Sert Kahve -

3.0 BAP+1,024-D 1 Sert Kahve -

3.0 BAP+2,024-D 1 Sert Kahve -

3.0 BAP+3.024-D 2 Sert Kahve -
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Denemede govde eksplantinda kallus olusum orani %50 ve alt1 olan bazi ortamlarda
stirgiin gelisimi ve koklenmeler oldugu tespit edildi. (Tablo 5.7.) 0,0 mg/L BAP +0,5
mg/L NAA (2 no’lu) ve 0,0 mg/L BAP+ 3,0 mg/L NAA (5 no’lu) iceren ortamlarda sacak
koklenmeler ve siirgiin gelisimi oldugu gézlemlendi. Bu ortamlarda olusan kallus yapilari
sirastyla 3 birim, sert yapida, beyaz ve 1 birim, sert yapida, beyaz renktedir. Arastirmada,
3,0 mg/L BAP+ 0,0 mg/L NAA (16 no’lu), 3,0 mg/L BAP+ 1,0 mg/L NAA (18 no’lu),
3,0 mg/L BAP+ 2,0 mg/L NAA (19 no’lu) ilaveli ortamlarda siirgiin gelisimi, 3,0 mg/L
BAP+ 0,5 mg/L NAA (17 no’lu) igeren ortamda siirgiin ve yaprak gelisimi, 3,0 mg/L
BAP + 3,0 mg/L NAA (20 no’lu) ve kontrol gruplarinda siirgiin gelisimi ve sagak kok
olusumu gergeklesti. Sekil 5.8.”de kalluslarda meydana gelen degisimler gosterildi.

Sekil 5. 7. 3,0 mg/L BAP+ 0,0 mg/ NAA ortaminda govde eksplant1 kallus olusumu ve

kalluslarda sﬁrgﬁn gehslml (A), 3,0 mg/L BAP+ 1,0 mg/L NAA igeren MS ortaminda kallus, siirgiin ve kok olusumu
(B)

Sekil 5. 8. Govde eksplantinda olusan kok ve siirglin olusumu, deneme oncesi (A),
deneme sonrasi (B)
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Tablo 5. 7. Govde eksplanti kallus biiytikligi, dokusu, rengi ve kallusta olusan yapilar

Kombinasyonlar | Kallus Kallus |Kallusta Olusan
(mg/L) Biiyiikliigii | Kallus Dokusu Rengi | Yapilar
Kontrol - - - -

0,0 BAP+ 0,5 NAA 1 Sert Beyaz | KOk- Surgin
0,0 BAP+ 1,0 NAA 1 Sert Beyaz |-

0,0 BAP+ 2,0 NAA - - - -

0,0 BAP+3.0 NAA 1 Sert Beyaz | Kok- Surgin
1,0 BAP+0,0 NAA 1 Yumusak Beyaz |-

1,0 BAP+ 0,5 NAA 3 Sert Beyaz -

1,0 BAP+1,0 NAA 2 Sert Beyaz |-

1,0 BAP+ 2,0 NAA 3 Yumusak Sar1 -

1,0 BAP+3.0 NAA 2 Yumusak Kahve |-

2,0 BAP+0,0 NAA 1 Yumusak Kahve |-

2,0 BAP+0,5 NAA 1 Yumusak Beyaz |-

2,0 BAP+ 1,0 NAA 2 Yumusak Beyaz |-

2,0 BAP+2,0 NAA 2 Yumusak Sar1 -

2,0 BAP+ 3.0 NAA 2 Yumusak Yesil -

3.0 BAP+0,0 NAA 1 Yumusak Beyaz | Sirgln

3.0 BAP+ 0,5 NAA 2 Yumusak Beyaz | Sirgln- Yaprak
3.0 BAP+ 1,0 NAA 3 Yumusak Beyaz | Siirgln- Kok
3.0 BAP+ 2,0 NAA 3 Yumusak Beyaz | Sirgln

3.0 BAP+3.0 NAA 3 Yumusak Beyaz | Sirgln- Kok
0,0 BAP+0,0 NAA 3 Yumusak Beyaz |-

0,0 BAP+0,52,4-D 1 Yumusak Sar1 -

0,0 BAP+1,02,4-D 1 Sert Kahve |-

0,0 BAP+2,02,4-D - - - -

0,0 BAP+3.02,4-D - - - -

1,0 BAP+0,02,4-D 2 Sert Beyaz |-

1,0 BAP+052,4-D 1 Sert Beyaz |-
1,0BAP+1,02,4-D 1 Sert Kahve |-

1,0 BAP+2,0 2,4-D - - - -

1,0 BAP+3.02,4-D - - - -

2,0 BAP+0,02,4-D 2 Yumusak Beyaz |-

2,0 BAP+0,52,4-D 2 Yumusak Beyaz |-

2,0 BAP+1,02,4-D 2 Yumusak Kahve |-

2,0 BAP+2,02,4-D 1 Yumusak Kahve |-

20BAP +302,4-D 1 Yumusak Kahve |-

3.0 BAP+0,0 2,4-D 2 Yumusak Beyaz |-

3.0 BAP+0,52,4-D 1 Sert Kahve |-

3.0 BAP+1,024-D 1 Sert Kahve |-

3.0 BAP+2,02,4-D 1 Sert Kahve |-

3.0 BAP+3.02,4-D 2 Sert Kahve |-
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5.5. Tartisma

Yapilan bu ¢alismada Mese saribasi tohumlarinin in vitro ortamda farkli besi yerlerinde
cimlendirilmesi ile kiiltiire alinmasi in vitro ¢ogaltilmasi ve kallus kualtlrlerinin

olusturulmasi amaglanmaistir.

Seyreltilmis MS besi yerlerinde yapilan denemelerde 1/2, 1/5 ve 1/10 oranlarinda MS
kullanild1 ve ¢imlenme orani en yiiksek 1/10 MS besiyerinde %6,7 olarak tespit edildi. In
vitro sartlarda kullanilan besin ortamlarinda ki mineral madde miktarlar1 farklilik
gostermektedir (Padilla ve dig., 2003). Kullanilan besin ortaminin igeriginde ki mineral
madde miktarinin artmasi tohumun su almasini yani ozmotik basinci azaltmaktadir. Bu
durumda tohumun endospermine su girisi engellenerek ¢imlenme orani diismektedir.
Bizim ¢alismamizda MS dozu arttik¢a ¢imlenen tohum yiizdesinin azaldigi goruldi.
Tohum c¢imlenmesinin besiyerinin yogunlugu ile ters orantili oldugu goézlemlendi.
Yiizbasioglu ve dig. (2012) Centaurea arifolia tiriinG in vitro kosullarda %2 MS ortaminda
basarili bir sekilde ¢imlendirmislerdir. Emek ve Erdag (2013) Rhaponticoides mykalea
da yaptiklari calismada WH ve MS besiyeri iceren ortamlarda en fazla cimlenmeyi (%10)
mineral orami diisik olan WH besiyerinde kayit etmislerdir. Bu g¢alismalarla bizim

bulgularimiz paralellik gostermektedir.

Mese saribagt tohumlarmin ekildigi, GAs dozlar1 iceren MS besi yerlerinde ¢imlenme
olayr gozlemlenmemistir. Giberellik asit dormansiyi kirarak tohum c¢imlenmesini
hizlandirmada etkili oldugunu 6nce yapilan bir¢ok arastirma da bildirilmektedir (Iglesias
ve Babiano, 1997, Nadjafi ve dig., 2006). Nitekim in vitro kosullarda ¢imlendirmeye
alinan Centaurea tchihatcheffii tohumlarinin ¢imlenmesini 2 mg/L GAs iceren kultlr
ortaminda en yiiksek oranda bildirmislerdir (Okay ve dig., 2014). Goztas (2008)
Centaurea kotschyi tohumlarinda yaptigi ¢gimlendirme denemesinde farkli dozlarda GA3
etkisini arastirmis en iyi ¢imlenme sonucunu 10 mg/L GAsilaveli ortamda %57,5 olarak
gozlemlemistir. Ayrica arastirict 100 mg/L’den daha fazla GAs igeren ortamlarin
cimlenmede negatif etki yaptigimi bildirmistir. GA3’lin konsantrasyonlarinin artmasi
tohumda birikerek toksik etki gosterecegi bununda g¢imlenmeyi azaltacagi yapilan

calismalarda gozlemlenmistir (Aygin, 2022). Cavusoglu ve Sulusoglu, 2015 GA3’in
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tohum ¢imlenmesinde etkisi bitki cinsine, tiriine, uygulama slresine gore farklilik

goOsterebilecegi sonucuna varmislardir.

Diger yandan Demirel (2015) tarafindan yapilan ¢alismada 6n uygulama olarak GA3z ‘te
bekletmeye tabi tutulan Centaurea fenzlii tohumlart WH besiyerinde ekime alindiktan 12

gun sonra ¢imlenme oldugu kayit edilmistir.

Ayrica steril bitki topraginda denenen 1,0 mg/l GAs dozlarinda ¢imlenme en fazla %8,9
oranla izlenmesi topragin karanlik etkisi olusturdugu ve toprak igerigindeki mineral
degerlerinde ki farkliliktan kaynakli GAgz’lin  ¢imlenmede etkisi oldugunu
diisiindiirmektedir. Ancak bizim g¢alismamizda GA3’iin ¢imlenme Uzerine olumlu bir
etkisinin olmadig1 gézlemlendi. Diger ¢alismalarin tersine bir etki gostermesi tamamen

genotip etkisi oldugu diislinebilinir.

Diger yandan distile sulu steril pamuk ortaminda %26,7 oran ile en yuksek ¢imlenme
kayit edildi. Centaurea zeybeki tiriinde yapilan ¢caligmada MS, WH, BS5 ve distile suda
¢imlenmeye alinan tohumlardan en yiiksek cimlenme oranin distile suda oldugunu
bildirilmektedir (Kurt ve Erdag, 2009). Khan ve dig. (2003) Aeluropus lagopoides,
Urochondra setulosa ve Sporobolus ioclados tirlerinde yaptiklari caligmalarda distile su
ortaminin en iyi gimlenme sagladigini, mineral madde miktarinin artmasinin ¢imlenmeyi
azalttigini bildirmislerdir. Calisilan tiirler farkli olsa da arastirma sonuglar1 benzerlik

gostermektedir.

Tohumlar1 ¢imlenmesi zor ve uzun siire alan tiirlerde yapilan ¢alismada, ¢ift fazli ortamin
cimlenme siresini azalttigi ve ¢imlenme oranini arttirdigi bildirilmektedir (Thomas ve
dig., 2006). Ancak ¢alismada ¢ift fazli ortamda ¢imlenme olay1 gergeklesmemistir. Bu
farkliligin genetik yapidan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica yine MS

ortaminin yogunlugunun da bu olumsuzlugu ortaya ¢ikarabilecegi kanaatindeyiz.

Cimlendirilen tohumlardan elde edilen bitkilerden in vitro cogaltim yapilmistir. Cogaltma
ortami olarak 2,0 mg/L BA+ 0,1 mg/L IAA+ 0,5 mg/L GA3 igeren MS ortami
kullanilmistir. Mikrogogaltim asamasinda 1. alt kiiltiirde siirgiin sayis1 eksplant basina
ortalama 3,9 adet iken ikinci alt kilttrde 9,2 adet oldugu goriildii. 2 alt kiiltiire alinan

stirgiinlerde kardeslenme oraninin fazla olmasi nedeniyle siirgiin sayis1 artmustir.
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Ozler (2014) C. amaena tiiriinde yaptig1 calismada 0,5 mg/L IBA+ 0,5 mg/L BAP ilaveli
ortamda eksplant bagina 2,5 adet strgln elde etmistir. Ayrica BAP dozunun artmasinin
vitrifikasyona neden oldugunu, lakin ortama GAg3 ilavesinin vitrifikasyonu azaltacagini
bildirmistir. Okay ve dig. (2014) Centaurea tchihatcheffii'de yaptig1 denemede 0,5 mg/L
IBA+ 0,5 mg/L BAP kombinasyonunda eksplant basina 2,1 adet siirgiin elde etmislerdir.
Bir bagka calismada Centaurea macrocephala’da en iyi siirgiin gelisimini 0,5 mg/L
BA’da elde etmislerdir (Hosoki ve dig., 1997). Nitekim bu ¢alismalarla kiyaslandiginda
bizim ¢alismamizda eksplant basina elde edilen siirgiin sayisi1 daha fazla bulunmustur. Bu
sonuglar secilen ortam bilesiminde Centaurea ptosimopappa tlrinun in vitro

cogaltilabilecegini gostermektedir.

Oksinler genel olarak pratikte kok olusturmak i¢in kullanilan bitki biiyiime
duzenleyecileridir. Oksin i¢erisinde en fazla kullanilan ve etkisi daha fazla olan IBA’ dur.
Bu nedenle yapilan ¢calismada IBA’nin konsantrasyonlari kullanilmistir. En iyi koklenme
4 mg/L IBA igeren ortamda 77,7 oraninda gozlemlenirken 0,5 mg/L IBA’da koklenme
olmamustir (Tablo 5.4.). Nitekim bizim ¢alismamizla paralel olan, in vitro kosullarda zor
kok olusturdugu bildirilen C. fenzilli bitkisi koklendirme denemesinde en iyi sonucu 0,1
mg/L IBA’da vermistir (Tiirkoglu ve dig., 2018).

Centaurea tchihatchiffi tiriintn in vitro koklendirme denemesinde 0,3 mg/L IBA destekli
kiiltiir ortaminda 12. giinden sonra koklenmenin basladigi bildirilmistir (Ozel Alev,
2002). Ekinci (2019) tarafindan yapilan in vitro ¢alismada steril ortamda biiyiitiilen
Centaurea amaena surgunleri 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/L IBA iceren temel besiyeri MS’de
koklenmesi i¢in kiiltiire alinmistir. Maksimum kok olusumu 2,0 mg/L IBA igeren
ortamda %50 oraninda kayit edilmistir. Bizim ¢alismamizda da 2,0 mg/L IBA ortaminda

%13,3 oraninda kdklenme saglamistir.

Ancak yiiksek dozlarda IBA bitkilerde koklenmeyi artirirken kok uzamasmi ve
dallanmay1 olumsuz yonde etkilemektedir. Diger yandan kallus olusumuna neden
olmakta bu kallus olusumu iletim demetlerinin bosaltilmasina ve bitkilerin yasama
oraninin azalmasina neden olmaktadir. Centaurea cineraria turinde IBA dozunun
artmastyla koklerde kallus rejenerasyonun da artis1 gézlemlenmistir. Bu aragtirmada 0,5
ve 1,0 mg/L IBA ilaveli ortamlarin k6klenme durumlar1 karsilastirildigina 0,5 mg/L de

uzun ve daha fazla sayida kok oldugunu kayit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda 0,5 mg/L
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IBA igeren ortamda kok olusumu gozlenmezken 4,0 mg/L IBA igeren ortamda kok
uzunlugu 2,1 cm, 1,0 mg/L IBA’da 3,5 cm olmasi bu ifadeyi dogrular niteliktedir. Kok
olusumu olmayan 0,5 mg/L IBA iceren ortamda eksplant basina siirgiin sayis1 diger
ortamlara kiyasla daha yuksek (2,2 adet) olarak bulundu.

Centaurea tchihatcheffii turinun in vitro da kosullarda koklendirilmesinde kontrol
uygulamasinda %70,7, 0,1 mg/L IBA iceren ortamda %81,6, 1,0 mg/L IBA iceren
ortamda %86,3 oraninda kok olusumu bildirilmistir (Ozler, 2014). Bu ¢alismada da bizim
sonuglarimizi destekler nitelikte oksin dozunun artmasina paralel olarak koklenme

oraninin arttig1 goriilmektedir.

Surgin ucu kaltard ile in vitro cogaltilan Centaurea ptosimopappa bitkisinin
siirglinlerinden elde edilen govde segmenti ve yaprak parcalarindan kallus olusturmaya
yonelik yapilan calismada BAP, NAA ve 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlarinin
olusturdugu MS besi ortam1 kullanildi. Denemeler sonucunda konsantrasyon
farkliliklarinin ve kullanilan eksplantin kallus olusumunda etkisi 6nemli bulundu (Tablo

5.5.).

Yaprak eksplantlarinin pargalar1 govde eksplantlarina gore kullanilan kombinasyonlarda
daha fazla kallus olusturdugu belirlendi. Benzer sekilde Janarthanam ve dig. (2010)
Stevia rebaudiana bitkisinde kallus gelisimi i¢in yaptiklar1 ¢alismada yaprak ve bogum
arast eksplantlar1 kullanmiglardir ve en iyi kallus olusumunu yaprak eksplantinda
gozlemlemislerdir. S. rebaudiana’da yapilan bagka bir ¢aligmada yaprak ve bogum
eksplantlarinda kallus kiiltiirii denemesi yapilmis, yaprakta olusan kalluslarin bogum
eksplantlarina oranla daha verimli oldugu tespit edildi (Durak, 2017). Bu ¢alismadan elde
edilen bulgular ¢alismamiz ile uyum icermektedir. Asteraceae familyasindan Tridax
procumbens tiiriinde yapilan kallus denemelerinde, yaprak eksplantlarinda kallus
olusumu 0,5 mg/L 2,4-D ve 0,5 mg/L BAP igeren ortamda maksimum diizeyde kayit
edilmistir (Wani ve dig., 2010). Aydogan ve Erdag (2015) Centaurea zeybekii tirtinde
yaptiklar1 ¢calismada yaprak eksplantinin 0,5 mg/L BA iceren ortamda en yuksek oranda
kallus olusturdugunu bildirmiglerdir. Arastirma yapilan bu denemede yaprak
eksplantlarinda 1,0 mg/L IBA+ 3,0 mg/L NAA igeren ortamda %100 oraninda yumusak

yapida kalluslar meydana gelmistir.
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Centaurea montana bitkisinde yaprak eksplantlarinda yapilan kallus denemesinde 1 mg/L
2,4-D ilaveli ortamda %75 oraninda kallus olusumu, 3,0 mg/L 2,4-D+ 0,5 mg/L BAP
ilaveli ortamda %70 oraninda sert yapida kallus olustugunu bildirilmektedir (Alaiwi ve
dig., 2012). Genel olarak ¢alismamizdan elde edilen sonuglar ile 6nceki ¢aligmalardan

elde edilen sonuglarin uyumlu oldugu goriilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Centaurea tiirlerinin ¢ogu llkemiz simirlar1 igerisinde endemik olarak yayilis
gostermektedir. Endemik tiirlerin bazilar1 dar bir florada bulunduklari i¢in nesilleri gesitli
sebeplerle azaltmakta ve yok olma tehlikesi altindadirlar. Bu tiirlerin icerdigi sekonder
metaboliter; flovonoidler, seskiterpenler, fenolik bilesikler, alkoloidler vb. gibi bilesikler;
ekonomik, tibbi, tarim, gida, farmakoloji gibi farkli alanlarda kullanilmaktadir (Canli,
2018). Kullanilan bu metabolitlerin elde edilmesi ve yil boyunca iiretim yapilabilmesi
icin bitki doku kiiltiirti yontemleri kullanilmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan Centaurea
ptosimopappa tird tibbi alanda kullanilmakta ve nesli zarar gorebilir olarak kayitlarda
gecmektedir (URL-2). Tiiriin neslinin devami i¢in in vitro ¢ogaltma tekniklerine dair bir
literatiir c¢alismasi bulunmamaktadir. In vitro teknikler kullanilarak ¢imlendirme
denemeleri ile bitkinin ¢ogaltilmasi i¢in uygun ortam belirlenmeye c¢alisildi. Ayrica
icerdigi sekonder metabolitlerin tayin edilmesinde ve artirilmasinda bir asama olarak
kullanilan kallus kiiltiirii i¢in temel besin ortamina ilave edilmesi gereken en uygun bitki

blyume dlizenleyici kombinasyonlarinin belirlenmesi tizerine ¢aligildi.
Yapilan denemeler sonrasinda elde edilen sonuglarin 6zeti asagida verildi.

Centaurea ptosimopappa bitkisine ait tohumlarin ¢imlendirme denemesinde kullanilan
farkli ortamlardan; en iyi ¢imlenmeyi distile sulu steril pamukta %26,7 oraninda elde
edildi. Bu oranin ¢ok diisiikk olmas1 nedeniyle, ¢imlenmeyi arttirici bagka aragtirmalarin

yapilmasi gerektigi sonucuna varildi.

GAz’lin kullanildigi MS besi yerlerinde ¢imlenme meydana gelmemistir. GA3’ilin
c¢imlenmede etkili olamamasimin bitkinin genetik yapist ile ilgili olabilecegi

disiindlmektedir.

Kallus kiiltiirii denemelerinde kullanilan yaprak ve govde segmenti eksplantlarinda
yaprak eksplantlarinin kallus olusturma potansiyelinin govde segmenti eksplantlarina
gore daha yiiksek oldugu belirlendi ve yaprak eksplantlarinin kallus kiiltiirti olusturmada

kaynak olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Farkli kombinasyonlarda kullanilan BAP, 2,4-D ve NAA’nin birden ¢ok

kombinasyonunun %100 oraninda kallus tirettigi gézlemlendi. Yaprak eksplanti kallus
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denemesi i¢in kullanilan 1,0 mg/L BAP+ 2,0 mg/L NAA’nin %100 oraninda kallus
olusturmasi ve olusan kalluslarin diger kalluslara gore biiyiik (3 birim) ve yumusak doku
olmasi, bu kultirin gelecek c¢alismalarda kullanilmasinin hem daha az kimyasal
kullanilmasinda, hemde maddi olarak daha uygun olabilecegi kanaatine varildi. Ayrica
yapilan gozlemlerde yumusak doku olusturan kalluslarin siirgiin, yaprak ve kok
olusturma potansiyelinin daha fazla oldugu goriildi. Bu sonuclarla kallus kaltart ile
indirek organogenesis c¢alismalarinin yapilabilecegi diisiincesi meydana gelmistir.
Yumusak dokulu kalluslarin sekonder metabolit liretiminde kullanilan hiicre siispansiyon

kiiltiirleri i¢in daha uygun olmasi da bir avantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Govde eksplant1 kallus denemesinde; 1,0 mg/L BAP+ 2,0 mg/L NAA ilaveli ortamin
%100 oraninda verim vermesi ve olusan kalluslarin yumusak yapida, 3 birim

biiytikliigiinde olmasi bu ortamin daha elverisli oldugunu gostermektedir.

Koklendirme denemesi igin kullanilan 4,0 mg/L IBA igeren ortamimn %77 oraninda
koklenmesi bu ortamin siirgiinlerinin koklendirilerek bitki iiretiminde kullanilabilecegini
gostermektedir. Bunun yaninda farkli uygulamalarinda yapilarak koklendirme oraninin

artirilabilecegi diistiniilmektedir.

Yapilan denemeler sonucunda sunulan bu verilerin bundan sonraki yapilacak
calismalarda yol gosterici olacagi disiintilmektedir. Sonraki calismalarda sekonder
metabolitlerin arastirilmasi, siispansiyon kiiltiirlerinin kurulmasi ve farkli elisitorlerin

denenmesi ¢alismalarinda 6nemli katkilar saglayacag: diisiiniilmekte ve 6nerilmektedir.
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