1.GIRIS

Tiirkiye, bitki cesitliligi bakimindan diinyanin en zengin tilkelerinden biridir.
Bu olusumun en oOnemli nedenleri; iklim farkliliklar, topografik, jeolojik ve
jeomorfolojik cesitlilikler, deniz, gol, akarsu gibi degisik su ortami cesitlilikleri,
yiikseklik ve ekolojik farkliliklardir (Atalay, 1994). Tiirkiye florasinin ilging¢ligi, bu
farkliliklarin sonucu olarak meydana gelen tiir zenginliginin yanisira, ¢ok sayida
endemik tiir icermesinden de kaynaklanmaktadir (Ozel, 2002). Endemik sozciigii
botanikte bolge, kita, iilke gibi sinirli yayilisa sahip bitki gruplar ig¢in
kullanilmaktadir. Fakat pratikte biiyiik cogunlukla, yeryiiziiniin sadece bir bolgesinde
veya daha Kkiiciik alanlarinda yayilis gosteren tiirler icin endemik terimi
kullanilmaktadir. Endemik tiirlerin stnirh yayilisi iki nedenden
kaynaklanabilmektedir:

1. Bitki eski jeolojik devirlerde genis bir yayilisa sahip iken, daha sonra gevre
kosullarinin degismesi sonucu biiyiik oranda ortadan kalkmis olabilir. Bu durumda
tiir si@inabildigi cok 6zel ¢evre kosullarinda varliginm1 devam ettirebilir. Bu tiirler i¢in
‘paleoendemik’ veya ‘konservatif endemik’ terimleri kullanilmaktadir. Bunlar ayni
zamanda ¢ok eskiden kalma olduklari igin ‘relikt tiirler’ olarak da bilinirler.

2. Smiurh yayilisin ikinci nedeni olarak, tiiriin yeni olusu gosterilebilir. Bunlar
heniiz yayilma asamasinda olduklarindan, yayilis alanlar1 dardir. Bu tiirler igin
‘neoendemik’ terimi kullanilmaktadir (Gemici et al., 1992).

Ulkemizde bulunan 9222 bitki tiiriiniin, 2891’1 endemiktir (Erik ve Tarikahya,
2004). Avrupa iilkelerindeki endemik tiir sayist toplami 2750 kadar (Ekim et al.,
2000) iken Tiirkiye’de bu sayinin bu kadar fazla olmas1 dnemlidir. Bu nedenle dogal
kaynaklar koruma alanlarinda, endemizmin sebep ve sonuglar arastiricilarin ilgisini

ceken bir konudur.

Endemik ve endemik olmayan bitkilerimizin ¢ogu nesillerini devam ettirirken,
sanayilesme ve sehirlesme, tarim alanlarinin genisletilmesi, turizm olayi, dogadan
cesitli amaclar i¢in toplanma, tarimsal miicadele ve kirlenme, agaglandirma, yangin

gibi nedenlerden kaynakli tehlikelerle kars1 karsiyadirlar. Bunun yani sira, endemik



bitkilerimizin bircogu bozkir ya da yiiksek cayirlarda ve ormanlik alanlarda
bulunmaktadir. Bunlardan bozkir ve yiiksek dag cayirlarinda bulunanlart agir
otlatma, ormanlarda bulunanlar1 ise asir1 tahribin tehtidi altindadir. Gerek bitki
biyocesitliligi, gerekse yiiksek endemizm oram1 ve bu bitkilerin kars1 karsiya
olduklar1 tehlikeler g6z Oniine alindiginda iilkemize ait giincel koruma stratejilerinin
belirlenmesi geregi ortaya c¢ikmaktadir. Bir¢ok onemli ve endemik bitki tiiriiniin
yeterince korunmasi, tehlike altina girmemesi veya yok olmamasi konusunda

aragtiricilara bu anlamda biiyiik sorumluluklar diismektedir.

Tiirkiye’de bulunan endemik bitkilerin tamami ile endemik olmayip soyu tehdit
altinda olan tiirler, 1994 yilinda TUCN (International Union for Conservation of
Nature and Naturel Resources =Diinya Koruma Birligi) tarafindan teklif edilen
“RED DATA BOOK KATEGORILERI” ne gore simflandirilmis ve “Tiirkiye
Bitkileri Kirmiz1 Kitabi” adi ile yayinlanmistir (Ekim et al., 2000). Ad1 gecen eserde
hazirlanan listeler, doga korumacilarinin neyi korumalarim1 gostermesi acisindan
kuskusuz biiyiik onem tagimaktadir. Ancak zamanimizin iinlii taksonomistlerinden
birisi olan Isvicre’li botanikci Greuter (1979)'1n “Bitkinin yayilisi, populasyon
genisligi, ekolojik istekleri, fizyolojik toleransi, dollenme sistemi, tozlasma ve
yayima ekolojisi, cimlenme fizyolojisi, fide ve gelismis devrelerindeki rekabet
derecesi, hatta populasyondaki bocekler gibi populasyon yasamimin devami ile
dogrudan ilgili bir ¢ok konular hakkinda ayrintili bilgiler gerekir.” ctimlesiyle de
belirttigi gibi bitki yasam dongiisiiniin aydinlatilmasi biiyiik onem tasimaktadir. Bu
anlamda, c¢esitli tehdit kategorilerinin olusturulmasi ve bu kategorilere giren
taksonlarin belirlenmesinin yani sira, sozii edilen bitkilerle ilgili olarak ayrintili
biyolojik caligsmalar yapilmasi ve korunmalarina iliskin alisilagelmis ya da alternatif
yontemlerin olusturulmasi arastiricilarin iizerinde durmasi gereken Onemli bir

konudur.

Endemik ya da endemik olmayip soyu tehdit altinda olan tiirlerin korunmasina
iliskin in situ ve ex situ olarak ayrimlanmis farkl stratejiler bilim diinyas1 tarafindan
kullanilmaktadir. En uygun stratejinin hangisi oldugu ise tiirden tiire degisiklik

gostermektedir (Fay, 1994).



In situ koruma, tehdit altindaki tiirlerin dogal parklar ya da dogal reservlerde
korunmasidir. Milli parklar, tabiati koruma alanlar, tabiat parklari, tabiat anitlar,
biyogenetik rezerv alanlari, yaban hayati koruma alanlari, liretme istasyonlari, gen
koruma alanlari, tohum mesggereleri ve 6zel cevre koruma bolgeleri bu yontem icinde
degerlendirilmektedir. Bu yontemde genler ve tiirler, dogal yasama ortamlarinda
diger canlilarla birlikte, biyolojik biitiinliik i¢inde korunur. Dogal cevrede devamlilik
saglamanin yararlarindan biri, sorunlu tiirlerin kendi dogal fizyolojik ve biyolojik

cevreleriyle ilgili olarak gelismesidir (Krogstrup et al., 1992).

Ex situ koruma, bitki tiirlerinin dogal habitatlarindan uzaklastirilarak biyolojik
cesitliligin dogal ortamlar disinda korunmasidir. Tohum bankalari, sperm ve yumurta
bankalari, klon bankalari, doku kiiltiirii koleksiyonlari, koleksiyon bahgeleri, botanik
bahgeleri, arboretumlar, hayvanat bahgeleri gibi tesisler ex situ korumanin temel
unsurlarindandir. Bu yontemle materyaller kontrollii kosullarda korunabilmektedir,
ancak bu yontemin en Onemli dezavantajlarindan biri dogal evrimin durmasi ve
yapay seleksiyon baskist zorlamasidir (Ashton,1987).

Ex situ olarak elde edilmis bireyleri kullanarak yabani populasyonlarin
giiclendirilmesi, nesli tiikenmekte olan tiirlerin veya populasyonlarin tiikenme
riskini azaltan ©Onemli bir ara¢ olarak diisiiniilmektedir (Bowes, 1999). Bu
calismalarda oncelikle tiiriin ¢imlenme Ozellikleri ile ilgili ayrintili arastirmalar

yapilmasi gerekmektedir.

Tohum dagilim1 ve ¢imlenme, tiiriin ortamla uyumu i¢in biiyiik 6neme sahip olan
tireme dongiisii evreleridir (Navarro and Guitian, 2003). Bitki hayatinin baslangic
safhasi olan ¢cimlenme, tohumda biiylimenin baslamasi ve yedek besin maddelerinin
embriyo biiyiimesinde kullanilmak {izere harekete gecerek, embriyonun tohum
kabugundan disar1 ¢ikmast olayidir (Celik v.d. 1995). Degisen cevresel sartlara
adaptasyonun bir sonucu olarak her tiir, cimlenme i¢in belirli kosullara ihtiya¢ duyar
(Harper et al., 1970; Stebbins, 1971; Fenner, 1985; Meyer and Monsen, 1991; Schiitz
and Milberg, 1997). Ancak ¢imlenme i¢in gereken kosullar1 genel olarak i¢ ve dis
kosullar olmak iizere iki boliimde toplamak miimkiindiir. I¢ kosul, tohumun olusum

ve yapt bakimindan gelisebilme yeteneginde olmasidir. icsel olarak gelisimini



tamamlamis bir tohumun c¢imlenebilmesi, uygun dis kosullarin bulunmasini
gerektirir. Ortamin her tiirlii etmenini kapsayan dis kosullar ise, basta su olmak {izere

sicaklik, 151k ve havanin oksijenidir.

Cimlenmenin baglayabilmesi icin Oncelikle tohumun su alip sismesi gerekir. Su
olmadan tohumun endosperminde, perisperminde ve embriyosunda depo edilmis
besin maddeleri mobil sekle doniisemez. Tohumun su igerigi artinca, kabukta
karbondioksit ve oksijen gecirgenligi son derece artar. Tohum su almaya baglar
baslamaz, tohumda meydana gelen ilk degisim solunum oranindaki artistir; sonrasi
ise sirasiyla depo maddelerinin yikimi, yikilan iiriinlerin embriyoya tasinmasi ve
olusan hidroliz iirinlerini kullanarak embriyonun yeni metabolik {iriinleri
sentezlemesiyle iceriginde meydana gelen degisimdir. Tohumdaki depo iiriinlerinde
meydana gelen bu degisimler, kuru tohumlarda var olan, ancak su alinimi siirecinde

aktiflesen enzimler sayesinde olur (Mayer and Poljakoff-Mayber, 1989).

Cimlenme icin gereken dis kosullarin en ©Onemlilerinden biri de sicakliktir.
Sicaklik ihtiyaci tiirden tiire degisiklik gostermektedir. Bazi tiirlerin tohumlan
yiiksek sicaklikta ¢imlenirken, bazilariinki ise diisiik sicaklikta ¢imlenebilmektedir
(Kaska ve Yilmaz 1974; Bewley and Black 1986; Giinay 1992; Martinez-Ghersa et
al.,2000; Tobe et al.,2000).

Cimlenmeye geciste bir diger 6nemli faktor 1isiktir. Isigin siddeti, dalga boyu ve
siiresi ¢cimlenmeyi etkilemektedir (Kaska ve Yilmaz 1974, Andersson et al., 1997,
Benvenuti and Macchia 1997; Densmore 1997; Noranha et al.,1997, Leinonen and
Chantal 1998). Baz tiirlerin tohumlar1 ¢imlenme icin 1518a gereksinim gostermesine

ragmen, bazi tiirlerde 151kta birakma ¢imlenmeyi engellemektedir (Devlin, 1975).

Tiim bu faktorler goz oniine alindiginda, sayet tohumlar belli bazi kosullar altinda
cimlenmelerini tamamlayamiyorlarsa, o zaman dormansiden sz edilir. Dormansi,
tohumlarin ¢imlenme ve biiylime kabiliyetlerini azaltan fizyolojik bir olaydir.
Dormansi; i) embriyoda olusan faktorler (icsel dormansi, primer dormansi), ii)
bitkide olusan anatomik ve biyokimyasal faktorler (kabuk ve engelleyiciler), iii)

cevresel faktorler (yiiksek veya diisiik sicaklik, olumsuz i1siklanma siiresi, ekilen



ortamda diisitk su potansiyeli, uygulanan kimyasal engelleyiciler, sekonder

dormansi) tarafindan olusturulmaktadir (Khan, 1977).

Tohum gelisimindeki yetersizlikler, ¢cimlenme engelleri ve cimlenme kosullar
ozgiil bir ¢cimlenme fizyolojisi alanini olusturmaktadir. Bu olayi, iilkemize 6zgii
endemik bitkiler boyutunda ele aldigimizda, konu iizerindeki arastirmalarin ¢ok
kisith oldugu goriilmektedir. Nadir, endemik ve tehdit altindaki tiirlerin iireme
dongiilerindeki farkli evreler (tohum dagilimi, ¢cimlenme v.b.) iizerine detayl bilgi,
nadirlik fenomeninin kapsaml bicimde anlagilmasina katki saglayabilir ve tiirlerin
koruma idaresi kararlarina yardim edebilir (Menges, 1986). Oysaki elde edilmesi zor
olan nadir ve tehdit altindaki dogal populasyonlarin ¢imlenme gereksinimleri
genellikle bilinmemektedir. In vitro teknikler kullanilarak kontrollu kosullarda
gerceklestirilen ¢imlendirme calismalar1 bu anlamda etkili bir arac¢ olarak kargimiza

cikmaktadir.

Ex situ olarak elde edilmis bireyleri kullanarak yabani populasyonlarin
giiclendirilmesi ¢alismalarinda baslangi¢c materyali olarak tohum kullanilmasi ucuz
ve etkili bir yoldur (Cerabolini et al., 2004). Ayrica eger bitkiler tohumdan
cogaltilirsa lokal ekotiplerin genetik farkliligi arttirilabilmektedir (Fay and Muir,
1990; Fay, 1992). Ancak populasyonlarin ex situ giiclendirilmesi i¢in baglangi¢
materyali olarak tohum kullanilmasinda dikkat edilecek pek c¢ok nokta,
populasyonlarin gii¢lendirilmesi g¢aligmalarinin olumlu sonu¢ vermesi acisindan
olduk¢a 6nem tagimaktadir. Tohumlarin lokalitelerinden dogal olarak dagilmadan
once toplanmasi, canli tohum hayatinin kisa olup, tohum kalitesinin ve ¢imlenme
yiizdesinin bilinememesi, tohumlarin meyveden ayiklanip temizlenmesinin, tohum
ekstraksiyonunun zor olmasi, dormansi gibi bir takim problemler basariy1 sinirlayan

onemli faktorler arasindadir.

Populasyonlarin ex situ giiclendirilmesi ¢calismalar kapsaminda, Maunder (1992)
mevcut teknikleri gdzden gegirdiginde in vitro tekniklerin 6neminden soz eder.
Bir¢ok amaca yonelik calismalarin yapilabildigi bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda,
yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon

veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki kisimlari=eksplant) veya organ (apikal



meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin
(metabolitler gibi) iiretilmesidir. Soyu tehdit altindaki tiirlerin korunmasi ve
cogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde, ¢esitli doku kiiltiirii yontemleri rutin olarak
uygulanmaktadir (Babaoglu et al., 2002). Ayrica, bir bitki hakkinda ayrintili bir
takim bilgilerin ¢ogunu elde etmek i¢in doku kiiltiirii yontemleri bir ara¢ olarak
kullanilabilmektedir. Doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak bitkinin pek ¢ok ozelligi
ile ilgili calismalar laboratuvar kosullarinda kisa zamanda yapilabilmektedir.

Doku Kkiiltiiriinde en uygun ekspant kaynagimi, daha Onceden steril edilmis
tohumlardan elde edilen steril fideler olusturur. Bu sekilde elde edilen eksplantlarin
sterilizasyona ihtiyaci olmamakta ve yiizey sterilizasyonu isleminin zararli
etkilerinden sakinilmaktadir. Tohumlarin sterilizasyonu tohum kabugu varligindan
dolay1 kolayca saglanabilmekte ve boylece in vitro’da yararlanabilecek ¢ok sayida
steril bitki elde edilebilmektedir. Ayrica uzun siireli in vivo ¢imlenme denemelerinde
kontaminasyon c¢imlenme yiizdesini diisiirmektedir. Oysaki in vitro kosullarda,
uygun bir sterilizasyon prosediirii olusturulmus tohumlarin kullanildigi ¢imlenme
denemelerinde bu risk olduk¢a azalmaktadir.

Endemik ya da tehdit altindaki bitkilerin ex situ koruma programlart ig¢in
kullanilan in vitro teknikler icinde mikrocogaltim caligsmalar son yillarda yaygin bir
kullanim alam1 bulmus ve ¢ok sayida botanik bahg¢esinde kullanilir hale gelmistir
(Fay, 1992).

Cok cesitli yontemlerin denenebildigi in vitro bitki cogaltiminin en basit tipi
aksiller tomurcuk gelisiminin uyartilmasidir. Bu ¢alismalarda aksiller tomurcuklar
dormansiyi kirmak ve siirgiin dallar1 iiretmek igin Oncelikle bitki biiyiime
diizenleyicileri ile muamele edilmektedir. Yeni siirgiinler daha sonra birbirinden
ayrilmakta ve bitki tiretmek i¢in koklendirilmektedir. Alternatif olarak, siirgiinler
daha ileri cogaltim igin propagiil olarak kullanmilmaktadir. Aksiller tomurcuk
proliferasyonu tipik olarak aylhk kiiltiir pasajlart basina siirgiin sayisinda 10 kat
artisla sonuclanir. 6 aylik bir siirede, tek bir bitkiden baslayarak 1.000.000 kadar
propagiil ya da bitki elde etmek olasidir (Philips and Hubstenbenger, 1995).

Kiiltire alinmis dokulardan bitki rejenerasyonu onceden olusmus meristemi

bulunmayan (adventif kokenli) kiiltiire edilmis doku kisimlarindan veya kallus ve



hiicre Kkiiltiirlerinden (de novo kokenli) de gergeklestirilebilmektedir. Aksiller
tomurcuklar 6nceden olusmus meristemler olmalarina ragmen, adventif rejenerasyon
meristemlerin dogal olarak olusmadig1 alisilagelmedik yerlerinde gergeklesir
(Internodyum, yaprak ayasi, kotiledon v.b.). Kallustan siirgiin farklilagmasi da
adventif tomurcuk olarak ele alinmasina ragmen, adventif tomurcuklarin daha ¢ok
kallus evresine gerek kalmadan dogrudan bir organ ya da organ parcasindan
olusabildigi diistiniilmektedir.

Adventif veya de novo kokenli olsun ya da olmasin bitki rejenerasyonu iki
siiregten biri ile olugur. Organogenezis ve/veya somatik embriyogenezis. Bir¢ok bitki
tiirii organogenezis veya somatik embriyogenezis ile rejenerasyon yetenegindedir.
Bitki tiriiniin se¢imi ve arastirmanin hedefi bitki rejenerasyon ve c¢ogaltim
siireglerini belirlemektedir. Endemik bitkilerin korunmasi ve ¢ogaltilmasina iligkin
mikrocogaltim ¢aligmalarinda her iki rejenerasyon siirecinin de denenebildigi pek
¢ok arastirict tarafindan rapor edilmistir (Hammatt and Evans, 1985; Iriondo and
Perez 1990,1996; Erdag and Emek, 2005). Ancak iilkemizde konu ile ilgili
calismalar kisithdir ve baz1 {iiniversitelerin sinirli sayidaki laboratuvarlarinda
uygulanmaktadir.

Bizim c¢alismamizda endemik bir tiir olan Centaurea zeybekii Wagenitz
kullanilmistir. Bu tiir, Tiirkiye Bitkileri Kirmiz1 Kitabi’inda EN-ENDANGERED-
Tehlikede kategorisine alinmistir. Bir takson oldukga yiiksek risk altinda ve yakin
gelecekte yok olma tehlikesi altinda ancak heniiz CR (Critically Endangered= Cok
tehlikede) grubunda degilse bu kategoriye konur. Habitat 6zelliginin degisimi ve
tiiriin kaplama derecesinin azalmasi, aktiiel ve potansiyel bir toplama tehtidi altinda
olmasi, bagka bir taksonun istila tehtidi, melezleme, hastalik, tohum baglamama,
kirlenme, rekabetciler ve parazitlerin etkisi altinda olmasi vb. tehlikelerin yiiksek
riski altinda, son 10 yil icinde veya 3 nesilde populasyonda %50 azalma olacagi
diisiiniilityor; yayilis alan1 5000 km? veya tek bir alanda veya 500 km? ye kadar, birey
sayist 2500’tin altinda veya en ¢ok 5 lokalizasyonda biliniyorsa ENDANGERED
kategorisinde yer alir (Ekim v.d. 2000).



Tiir, ayrica kiiresel olgekte tehlike altinda olan tiirlerdendir* ve tiiriin yer aldig
Nif dag1 ¢ok fazla sayida endemik tiir bulundurmasina ragmen heniiz koruma altinda
degildir.

Tiim bu nedenler dikkate alinarak bu calismada, Centaurea zeybekii
Wagenitz’'nin in vitro cimlenme gereksinimlerinin belirlenmesi ile, endemik
bitkilerin dogal populasyonlarinin gii¢lendirilmesi c¢aligmalarina katki saglanmasi
amaclanmistir. Ayrica fide gelisimi icin en uygun in vitro ortamun belirlenmesi ve
mikro¢ogaltim calismalar ile tiiriin ¢ogaltilmasina iligkin alternatif bir prosediiriin

olusturulmasi da temel hedeflerimiz arasindadir.

* Dogal Hayat1 Koruma Vakf1 (http://wwf.org.tr/tr/default.asp)



2. Konu Tle Ilgili Onceki Cahsmalar

Yaptigimiz literatiir arastirmast dahilinde C. zeybekii’'nin in vitro ¢imlenmesi
izerine yaymlanmis herhangi bir caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle Asteraceae
familyasina ait bitkilerle yapilan in vivo ¢cimlenme denemeleri ve baska familyalara
ait bitkilerin in vitro ¢cimlenme denemeleri calismalarin yonlendirilmesinde referans

olarak alinmustir.

Padilla ve Encina (2002), Annona cherimola tohumlar1 i¢in en uygun in vitro
ortamin bulunmasi amaciyla bir ¢imlenme prosediirii gelistirmislerdir. Tohumlar1
8.67 uM gibberellik asit i¢eren vitamin destekli distile su ortaminda, 30°C’de ve

karanlikta %80 gibi biiyiik bir oranda ¢imlendirebilmislerdir.

Khan ve Gulzar (2003), cok yillik dort otsu bitkinin (Aeluropus lagopoides,
Halopyrum  mucronatum, Sporobolus ioclados ve Urochondra setulosa)
cimlenmesinde 151k, tuzluluk ve sicakligin etkisine bakmislar, maksimum ¢imlenme
yiizdesinin 20:30°C’de, 1s1k varligi farki olmaksizin, distile su ortaminda elde
edildigini ve tuzluluk oranindaki artisla ¢cimlenme yiizdesi arasinda ters bir orantinin

oldugunu bildirmislerdir.

Brandel (2004), Bidens cernua ve Bidens tripartita (Asteraceae) bitkilerinin
sicaklikla degisen dormansi regiilasyonlarin1 arastirmis ve degisik sicaklik
araliklarindaki stratifikasyon uygulamalar ile tohumlardaki primer dormansinin

asilabilecegini rapor etmistir.

C. zeybekii’'nin in vitro ¢cogaltilmasina iligkin yayinlanmis herhangi bir literatiir
bilgisine de rastlanmamistir. Bu nedenle Centaurea cinsine ait bazi tiirlerin

mikrocogaltim protokolleri dikkate alinmis ve referans olarak degerlendirilmistir.

Cuenca, Marco ve Parra (1998), mikrocogaltim i¢in Centaurea paui’nin
infloresens govdelerini eksplant olarak kullanmis, en fazla siirgiin olusumunun 0.5
mg/L BA ya da 2 mg/L KIN iceren MS ortaminda oldugunu, bunun yani sira en uzun
siirgiin boyunun bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortaminda oldugunu

belirtmislerdir. En uygun koklenmenin 2 mg/L. IAA ve 2 mg/L IBA destekli MS
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ortaminda oldugunu kaydetmisler ve koklenen siirgiinlerin %40’ 1 basarili bir

sekilde saksilara aktarmislardir.

Cuenca ve Marco (2000), tehdit altinda olan endemik bitki Centaurea spachii’nin,
floral gdvdelerinden alinan nodal eksplantlarini kullanarak yaptiklar1 adventif siirgiin
cogaltim calismalarinda 1mg/L BA iceren MS besin ortaminda yiiksek oranda siirgiin
olusumu kaydetmislerdir. Calismada elde edilen siirgiinlerin boylarmin kisa
oldugunu ve artan siirgiin sayisi ile siirgiin boyu arasinda negatif bir korelasyon
oldugunu bildirmislerdir. Koklendirme denemelerinde tek cesit oksin kullanim ile
koklenme oraninin diisiik oldugunu; iki ¢esit oksin kombinasyonunun kullaniminda
ise en iyi sonuglarin 2 mg/L. IAA ve 2 mg/L IBA iceren MS besin ortaminda
oldugunu ve bu kombinasyon ile alti hafta sonunda siirgiinlerin %601
koklendirilebilecegini ve koklendikten sonra seraya aktarilan bitkilerin %80 nin

canliligin1 korudugu rapor etmislerdir.

Takashi ve Daisuke (1997), Centaurea macrocephala bitkisinin koltuk alti
meristemlerini kullanarak mikrogogaltim caligmalann yapmislar ve elde ettikleri

siirgiinlerin %70’ini 25 uM IBA iceren hypnex ortaminda koklendirmislerdir.

Hammatt ve Evans (1985)’in, tehdit altindaki endemik bitki Centaurea
Jjunaniana’nin yaprak, kok, hipokotil ve kotiledonlarini eksplant olarak kullandiklar
ve siirgiin rejenerasyonunu arastirdiklart denemelerde, en yiiksek siirgiin sayisinin 5
mg/L BA ve 0.2 mg/LL NAA iceren MS ortaminda, en iyi koklenme yiizdesinin ise
0.01 mg/L IBA igeren MS ortaminda oldugunu belirtmislerdir.

Pevalek ve Kozlina (1998), tehdit altindaki endemik bitki Centaurea ragusina
icin klonal ¢ogaltim metodu gelistirmislerdir. Bunun i¢in tohumdan baslanarak elde
edilen 20 giinliikk fidelerin siirgiinlerini aksiller siirgiin ¢ogaltimi i¢in baslangic
materyali olarak kullanmigslardir. En iyi siirgiin gelisimini 1.0 uM BA ve 2.9 uM GA3
ilaveli ¥2 MS ortaminda oldugunu bildirmislerdir. Elde edilen siirgiinler 2.5 uM IBA
iceren 2 MS ortaminda koklendirildikten sonra basarili bir sekilde saksilara

aktarilmislardir.



11

3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Bu calismada endemik bir bitki olan Centaurea zeybekii Wagenitz tiirii
kullanilmistir (Sekil 1-2).

Centaurea zeybekii Wagenitz’nin sistematikteki yeri ve ozellikleri:

Classis : Magnoliopsida
Subclassis  : Asteridae

Ordo : Asterales

Familia : Asteraceae
Section : Acrolophus (Cass.)

Centaurea zeybekii Wagenitz

C. zeybekii Wagenitz in Notes R.B.G. Edinb. 33:218 (1974)

Kisa omiirlii ¢ok yilliklar. Govde dik 50-60 cm ve iist yarisinda genellikle ¢ok sayida
basit dalli. Yapraklar skabroz, neredeyse araknoid; bazal ve alt yapraklar
pinnatisekten, diiz veya disli sublirat’a kadar degisir. Segmentler diiz veya dentattan
pinnatilobat lanseolata veya linear lanseolata kadar degisir, orta kisimdakiler taban
yapraklarina benzer fakat daha kiigiik ve daha az pargalanmis iist kisimdakiler linear
lanseolat. Involukrum 12-14 x 6-8 mm, ovoid, sonra boru sekilli. Appendageler orta
biiyiikliikte, fillarilerin sadece tabamini orter, ii¢ koseli linguiform mor renkli, ug
kisimda esit boyda birkag disli (0-3mm). Cicekler mor distakiler neredeyse radiant.
Akenler 3-3.5 mm, pappus 2-3 mm. Ciceklenme zamani1 6.ay. Pinus brutia orman
acikligi, yaklasik 600 m.

Type: Turkey B1 izmir: Ostseite des Nif Da.oberhalb des Fahrweges
zwischen Kurudere and Ovacik kdyii, 600 m, lichter, steiniger Kiefernwald am Hang,
28 vi 1973, F.Holtz 410, P. Hinel, T. Kesercioglu (holo.
GOET!iso.EGE!Hb.F.Holtz!).

Dogu Akdeniz elementi. Sadece tip lokalitesinden biliniyor. C. cuneifolia ile

iliskili olup ondan genis, azca disli appendageleri ile ayrilir (Davis, 1975).
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Sekil 1. C. zeybekii Wagenitz’nin dogal ortaminda ¢ekilmis bir fotografi

Sekil 2. C. zeybekii Wagenitz’nin ¢igek goriintiisii
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3.2. Metot

C. zeybekii Wagenitz’ye ait kapitulumlar Izmir-Kemalpasa yoresine yakin Nif
dagmin 575 m yiiksekliginde, N 38 25 20, 01; E 027 23,463 lokalitesinden (Sekil 3)
2004 yilinin Temmuz ve Agustos aylari ile 2005 yilinin Agustos ayinda toplanmistir.
Toplanan kapitulumlar (Sekil 4) laboratuvar kosullarinda kilitli posetlerde muhafaza
edilmistir. Kapitulumlardan c¢ikarilan akenler (Sekil 5) denemelerde baslangic

materyali olarak kullanilmstir.

Sekil.3. C. zeybekii Wagenitz’ nin habitatinin genel bir goriintiisii
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Sekil 5. Kapitulumdan cikarilmis akenler (bar=0.3 cm)
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Aken; tek lokuluslu ovaryumdan olusan, i¢cinde tek tohum bulunduran ve
olgunlastiginda acilarak tohumun g¢ikmasina olanak verecek Ozel baglanti yerleri
bulunmayan, Asteraceae familyasinin tipik meyvesidir. Tohum meyve ceperine bir
noktadan baglidir ve herhangi bir miidahale olmadig siirece meyveden ayrilmaz. Bu
nedenle tezin bundan sonraki bazi kistmlarinda aken yerine tohum terimi
kullanilacaktir.

Bu calisma iki asamada planlanmistir. Birinci asamada, gibberellik asit (GA3)
ilaveli farkli in vitro ortamlarin, 1518in ve sicakligin ¢imlenme iizerine etkisini
arastirmak amaci ile c¢esitli denemeler kurularak, Centaurea zeybekii Wagenitz
tohumlarinin optimum in vitro ¢imlenme kosullarinin belirlenmesine ve ¢imlenen
fideciklerin dis ortamlara aktarilarak populasyonun ex sifu elde edilmis bireyler
kullamilarak giiclendirilmesine c¢alisilmistir. ikinci asamada ise, in vitro kosullarda
cimlenen tohumlardan steril fide gelisimi i¢in uygun ortamlarin belirlenmesinin yani
sira, bu fidelerin cesitli kistmlarinin eksplant olarak kullanilmasi ile aksiller ve
adventif siirgiin cogaltiminin tesvik edilmesi ve sonugta ¢ok sayida bitki eldesi ile

tiiriin ¢ogaltilmasina iligkin alternatif bir metot gelistirilmesi hedeflenmistir.

3.2.1. In vitro ¢cimlenme denemeleri icin yapilan on hazirhiklar

3.2.1.1. Tohum canlilik testi

Tohumun c¢imlenebilme yeteneginde olmasi icin Oncelikle canli olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle tohumlarin canliliklarmi  belirlemek amaciyla
Tetrazolium testi (Aggrawal et al., 1973) uygulanmistir. Bu testte canlilik tohumlarin
2,3,5 trifenil tetrazolium kloriir (TTC) c¢ozeltisi ile muameleleri sonucu kirmizi renk
alip almamalar ile belirlenmektedir ve arastiricilar genellikle % 0.1- 1.0’lik
konsantrasyonlarinin  yaygin olarak kullamildigin1  bildirmiglerdir. Bu amag
dogrultusunda 0.1 g TTC (SIGMA) tartilarak bir balon jojeye konulmus ve iizeri
distile su ile 100 ml’ye tamamlanmis ve bdylece % 0.1 lik TTC cozeltisi
hazirlanmistir. Tohumlarin bir kismu jilet yardimiyla steromikroskop altinda ikiye
boliinmiis ve bir yarilart uzaklastirilmistir. Geriye kalan yarilar1 bir petriye alinmistir.
Hazirlanan %0.1°1ik tetrazolium soliisyonu petrilerdeki tohumlarin distiini ortecek

sekilde dokiilmiis ve en az yarim saat siire ile beklemeye birakilmigtir. Bu siirenin
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sonunda canli tohum sayisi yiizde olarak belirlenmistir. Tohumlarin bir kismi
karanlikta oda sicakliginda (yaklasik 20 °C ve % 50-60 nemde) saklanmis ve iki yil

siiresince 6 aylik periyotlarla TTC testi uygulanarak canliliklar1 belirlenmistir.

3.2.1.2. Tohumlarin ¢cimlendirilecegi kavanozlarin hazirlanmasi

Calismalarimizda tohumlart kiiltiire almak icin 210 cc’lik genis agizli cam
kavanozlar kullanilmistir. Bos kavanozlar agizlar kapal bir sekilde 105 kPa basing
altinda 121°C’de 20 dakika boyunca otoklavda steril edildikten sonra, laminar hava
akiml steril ¢alisma kabini icerisine alinmistir. Kavanozlarin igerisine yerlestirilecek
olan filtre kagitlari, 12x12 cm ebatlarinda kesilmis ve aliiminyum folyoya sarilarak
pastor firininda 170°C’de 1 saat kalmak suretiyle steril edilmistir. Steril edilen filtre
kagitlar1 iizerlerindeki aliiminyum folyoya %70’lik alkol sikilarak kabin igine
alimmuslardir. Filtre kagitlar1 kabin icerisinde steril eldiven kullanilarak katlandiktan
sonra iizerlerinde tohumlari tasiyabilmeleri icin fiziksel destek saglayacak kopriiler
olusturacak sekilde kavanozlara yerlestirilmislerdir (Sekil 6). Daha sonra
kavanozlarim agizlar kapatilarak yeniden otoklavda 105 kPa basing altinda 121°C’de

20 dakika boyunca sterilize edilmislerdir.

Sekil 6. Tohumlara destek saglamasi amaciyla hazirlanmis kagit koprii
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3.2.1.3. Cimlenme denemelerinde kullanilan besi ortamlarinin

hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Cimlenme denemelerimizde tohumlar1 kiiltiire etmek icin GAsz iceren ve
icermeyen MS (Murashige and Skoog, 1962), Bs (Gamborg et al., 1968), White
(White, 1963) sivi ortamlar1 ve vitamin destekli distile su ortamlarn (Cizelge 1)
kullanilmistir. Bu ortamlar asagida verildigi sekilde hazirlanmistir.

Makro besin elementleri, miktar olarak fazla olmasi ve hassas terazide tartim
yaparken hata yapma payimin ¢ok az olmasindan dolayi, besi ortam1 hazirlanirken her
defasinda ayri ayn tartilarak 1000 ml’lik erlen icerinde bir miktar distile su ile
¢cOziindiiriilmiislerdir.

Mikro besin elementleri, vitaminler ve aminoasitler icin ©nceden stok
soliisyonlar hazirlanmistir. Stoklar ¢ogunlukla 5 ml igerisinde, 1 litrelik ortamda
bulunmasi gereken miktar olacak sekilde, 100 ml’lik c¢ozeltiler halinde balon
jojelerde hazirlanmigtir. Daha sonra koyu renkli siselere aktarilarak +4 °C’de
karanlikta muhafaza edilmis ve gerektiginde kullanilacak olan miktarlar pipet
yardimiyla alinarak ortamlara ilave edilmistir.

Ortamlara ilave edilen gibberellik asit (GAs3) icin de stok soliisyonlar
hazirlamistir. 5 ml’sinde 1 mg/L madde olacak sekilde cogunlukla 25-30 ml’lik
stoklar halinde hazirlanan ¢ozeltilerin pH’1 5.0’a (Smith, 1992; Franklin and Dixon,
1994; Gamborg and Philips, 1995; George, 1993) ayarlanmis ve daha sonra koyu
renkli siselere aktarilarak +4 °C’de karanlikta muhafaza edilmistir.

In vitro ortamlar i¢in gerekli bilesenler ve sukroz (MERCK) Cizelge 1’de
gosterildigi miktarlarda ilave edildikten sonra soliisyonun hacmi distile su ile son
hacime yakin olacak sekilde tamamlanmistir. En son olarak ortamlarin pH’lart MS
ve distile su i¢in 5.8’e, White ve Bs i¢in 5.5’e ayarlanmis ve sterilizasyon sonrasi
ilave edilecek GAj3; miktari dikkate alinarak final hacimleri tamamlanmistir. Ortamlar
agizlar aliminyum folyo ile kapatilip paket lastigi ile tutturulduktan sonra otoklavda
105 kPa basing¢ altinda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmislerdir. Sterilize edilen
kavanozlar, ortamlar ve Onceden stogu hazirlanan GAjz cozeltisi kabin igerisine

alinmislardir.
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Cizelge 1. Cimlenme denemelerinde kullanilan ortamlarin temel elementleri ve miktarlar

MS| B;s | White | DS
Makro Elementler mg/L
NH;NO; 1650 - - -
KNO; 1900 2500 80 -
(NH,),S04 - 134 - -
CaCl,.2H,0 440 150 - -
Ca(NO;),.4H,0 - - 300 -
KCI - - 65 -
MgS0,4.7H,0 370 250 - -
INA,SO, - - 200 -
N3H2P04 - - 16.5 -
MnSO4.H20 - 10 - -
MnS0O,.4H,0 22.3 - 7 -
KH,PO, 170 - 68 -
Mikro Elementler
KI 0.83 0.75 0.75 -
H;BO; 6.2 3.0 1.5 -
ZnS0,.7H,0 8.6 2.0 3.0 -
N32M004.2H20 0.25 0.25 - -
CuSO,.5H,0 0.025 0.025 - -
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 - -
FE,(SO4); - - 2.5 -
Na, EDTA 37.3 37.3 - -
FeSO,.7H,0 27.8 27.8 - -
Vitaminler ve Organikler
Myo-inositol 100 - 100 100
Nikotinik asit 0.5 1.0 - 0.5
Pridoksin-HCI 0.5 1.0 - 0.5
Thiamin-HCI 0.1 10.0 - 10
Glisin 2 - - 20
Diger Elementler
Sakkaroz 30 gr 20 20 30
Agar - - - -
pH 5.8 5.5 5.5 5.8
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Laminar hava akiml steril kabin icerisine alinan GAj; cozeltisi steril enjektor
yardimiyla cekildikten sonra, enjektoriin ucuna 0.22 um’lik filtre takilarak c¢ozelti
steril bir erlene siiziilmiistiir. Bu sekilde steril edilen stok GAs, daha onceden steril
edilmis ortamlara hesaplanan miktarlarda (1, 2, 3 mg /L) eklenerek toplam 16 farkh
ortam hazirlanmistir. Hazirlanan bu sivi ortamlar filtre kagidinin seviyesini agmayacak
sekilde kavanozlara dokiilmiistiir. Kavanozlarin agizlar atesten gecirildikten sonra

sikica kapatilarak tohumlarin ekilmesi i¢in hazir hale getirilmislerdir (Sekil 7).

Sekil 7. Tohum ekimi i¢in hazir hale getirilmis bir kavanoz

3.2.1.4. Alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu

Biitiin in vitro calismalarin igerisinde gerceklestigi laminar hava akimli steril
calisgma kabininin i¢i ve dis1 ¢alismaya baslamadan Once olasi kontaminasyonu
engellemek i¢cin %70’lik etil alkol (EtOH) ile silinmis ve ardindan bir saat UV 1s181na
maruz birakilmistir.

Tohum sterilizasyonu ve ekimi sirasinda kullanilacak olan ince delikli tel siizgec,
mikropipet uglari, cam petriler, pens, makas, erlen, bos cam malzemeler ve beher
gibi tim aletler aliiminyum folyo ile sarilarak veya agizlann kapatilarak 105 kPa
basin¢g altinda 121°C de 20 dakika boyunca otoklavda sterilize edilmisler ve

otoklavlama sonrast hizli bir sekilde kabin icerisine alinmiglardir.
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3.2.1.5. Tohumlarin hazirlanmas ve sterilizasyonu

Icerisinde tohumlar1 tasiyan akenler kapitulumlardan cikarildiktan sonra bir
takim morfolojik kriterler g6z oniine alinarak secilmistir. Cimlenme denemeleri igin
kabuklar1 saglam, koyu renkli, dolgun, ayn1 morfolojik 6zellige ve biiyiikliige sahip

olgun akenler kullanilmstir.

Akenler yarim saat akan ¢esme suyu altinda yikandiktan sonra kiigiik bir beher
icinde steril kabin icerisine alinip 10 dakika boyunca % 70’lik etil alkol ile muamele
edilmistir. Bu igslemin ardindan % 4.5 lik NaOCI’de 15 dakika boyunca tutulup, daha
sonra 3 kez steril distile su ile yikanmistir. Yikama sirasinda aken kaybim
engellemek icin daha onceden otoklavda steril edilen ince delikli tel siizgec

kullanilmustir.

3.2.2. In vitro ¢cimlenme denemeleri

Bu denemelerde C. zeybekii tohumlarinin in vitro ¢cimlenmesi iizerine GAj ilaveli
farkli in vitro ortamlarin, 15181 ve sicakligin etkisi arastirtlmistir. Cimlenme kriteri
olarak radikula ¢ikisi esas alinmistir. Her yeni deneme bir 6nceki denemenin en iyi
sonuglar1 baz alinarak kurulmustur. Sonuclar her deneme i¢in 6 hafta sonunda

degerlendirilmistir.

3.2.2.1. In vitro ortamlarin etkisi

Steril edilen tohumlar farkli konsantrasyonlarda (0, 1, 2 ve 3 mg/L) gibberellik
asit iceren ¢imlendirme ortamlarina (sivi MS, White, Bs, vitamin destekli distile su)
kiiltiire edilmislerdir. Denemeler her kavanoza 10’ar tohum olacak sekilde 2 tekrarli

olarak yapilmistir (Sekil 8). Kiiltiirler 2442 °C’de 16/8 saat fotoperiyotta tutulmustur.

3.2.2.2. Isigin etkisi
Cimlenme iizerine 151310 etkisini arastirmak i¢in ilk denemenin sonuglarina gore 1
mg/L. GA3 ilaveli vitamin destekli distile su ortami hazirlanmistir. Bu ortamlara

aktarilan tohumlar1 igeren kavanozlarin bir kismi 24+2 °C’de karanlikta tutulurken
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(Sekil 9), bir kismi ise 16/8 saat fotoperiyota maruz birakilmislardir. Denemeler her

kavanoza 10’ar tohum gelecek sekilde iki tekrarli olarak yapilmistir.

Sekil 8. In vitro ortamlara kiiltiire edilmis tohumlar

Sekil 9. Karanlik ortami saglamak amaciyla aliiminyum folyoya sarilmig olan kavanozlar
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3.2.2.3. Sicakhgin etkisi

Uciincii denemede tohum ¢imlenmesi iizerine sicakligin etkisi arastirilmistir. Bu
denemede de 1 mg/L GAj3 ilaveli distile su ortam1 temel ortam olarak kullanilmistir.
Sterilize edilen tohumlar ortamlara aktarildiktan sonra kavanozlar 15, 20, 25, 30 ve
35 °C’lik sicakliklarda ¢cimlenmeye birakilmislardir. Her sicaklik denemesi i¢in 10’ar

tohum kullanilmistir ve denemeler 2 tekrarhidir.

3.2.2.4. Cimlenmis tohumlarin saksilara alinmasi
In vitro sartlarda ¢imlendirilmis tohumlarim bir kismi bahge topragi iceren
saksilara alinmis ve her giin sulamak kosuluyla 8 ay boyunca gelisimleri

gbzlenmistir.

3.2.3. Mikrocogaltim denemeleri

3.2.3.1. Steril fide gelisimi icin en uygun in vitro ortam belirleme

denemeleri
In vitro ¢imlenmis tohumlarin bir kismi1 gelisimlerinin gozlenmesi ve in vitro
cogaltim calismalarinda eksplant kaynag olarak kullanilmak tizere saglikli ve steril

bitki eldesi i¢in cesitli in vitro besi ortamlarina alinmiglardir.

Besi ortamlarimin hazirlanmasi

In vitro bitkicik gelisimi i¢in Cizelge 1°de verilen ortam bilesenleri (MS, White,
Bs) daha 6nce sozii edildigi sekilde hazirlanmis ve fidelere destek saglamak amaci ile
bu ortamlan katilagtirmak i¢in 8 g/L. agar-agar (MERK) kullanilmistir. Hazirlanan
ortamlarin pH’lar1 0.1N NaOH ve 0.1N HCI ¢ozeltileri ile MS ve vitamin destekli
distile su ortamlar icin 5.8’e, White ve Bs ortamlan i¢in 5.5’e (Barnes, 1979;
Fonnesbech and Fonnesbech, 1980) ayarlandiktan sonra distile su ile son hacimleri
tamamlanmistir. Su banyosunda 1 saat homojenize edilen ortamlar kavanozlara

paylastirihip agizlan kapatilarak 121°C’de 15 dakika 105 kPa basing altinda sterilize
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edilmistir. Sterilize edilen kavanozlar uygun bir yerde sogumaya birakilmis ve

karanlikta muhafaza edilmistir.

Cimlenen tohumlarin in vitro ortamlara aktarilmasi

Bu denemelerde ¢imlenen tohumlar steril kabin igerisinde MS, Bs ve White
ortamlarina alinmislar ve 24 + 2 °C’de 16/8 saat fotoperiyot kosullarinin saglandigi
iklim odasinda tutulmuglardir. Denemeler her erlene bir fidecik gelecek sekilde 10
tekrarlidir ve her deneme 3 kez tekrar edilmistir. Yaklasik 8 hafta sonra (dort haftada
bir alt kiiltiir edilmistir) fideciklerin gelisimleri (siirgiin boyu, siirgiin sayisi, yaprak
sayisi, yaprak genisligi, kok boyu ve kok sayisi) incelenerek sonuglar

degerlendirilmistir.

3.2.3.2. Aksiller siirgiin ¢cogaltimi denemeleri

Aksiller siirgiin ¢ogaltimi denemelerinde bitki gelisimi icin en uygun ortam
olarak belirlenen MS ortaminda gelisen yaklasik 4 haftalik steril fideler, primer
koklerinden ayrilarak farkli sitokinin tip ve konsantrasyonlarimi (0.2, 0.5, 1 ve 2
mg/L BA, 0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/L KIN ve 0.001, 0.005, 0.01 ve 0.02 mg/L TDZ)
iceren MS temel besi ortamlarina aktarilmislar ve 24+2 °C’de 16/8 saat fotoperiyot
kosullarinin saglandigi kiiltiir odasina alinmiglardir. 4 haftalik siire sonunda artan
siirglin sayilar1 belirlenerek aksiller siirgiin ¢ogaltimi i¢in en uygun sitokinin tip ve

konsantrasyonu, siirgiin sayis1 ve siirgiin boyu a¢isindan degerlendirilmistir.

3.2.3.3. Direkt adventif siirgiin olusturma denemeleri

Bu denemede in vitro kosullarda cimlendirilmis steril fidelerin yapraklar
eksplant olarak kullanilmis ve bu eksplantlardan direk adventif siirgiin rejenerasyonu
tesvik edilmeye caligilmustir. Iki aylik steril fidelerin yapraklari aksiller tomurcuklari
olmaksizin abaksial yiizleri ortamla temas edecek sekilde farkli biiyiime
diizenleyicileri ilave edilmis MS ortamlarinda kiiltire edilmislerdir. Siirgiin
rejenerasyon ortamlar1 olarak BA (0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/L), KIN (0.2, 0.5, 1 ve 2
mg/L) ve TDZ (0.001, 0.005, 0.01 ve 0.02 mg/L) serileri kullanilmistir. Denemeler



24

her uygulama igin her erlene 4 eksplant gelecek sekilde 5 tekrarli olarak yapilmistir

ve tiim denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

3.2.3.4. Koklendirme ve dis ortama alistirma denemeleri

Denemeler sonucu elde edilen aksiller ve adventif siirgiinler koklenmeleri i¢in
0.5, 1, 2 ve 5 mg/LL IAA, IBA, NAA iceren MS ve Y2 MS ortamlarina alinmistir.
Koklenen siirgiinler kademeli bir sekilde dis ortamlara aktarilarak aklimatize

edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Yabani Populasyonun In vitro Kosullarda Cimlendirilen

Tohumlar Aracihig le Giiclendirilmesi

4.1.1. Tohum iiretimi ve aken yapis1 ile ilgili morfolojik
gozlemler

Arazide yapilan gozlemler sirasinda ciceklenmenin ge¢ doneminde C. zeybekii
kapitulumlar1 incelendiginde, bos kapitulumlara rastlanmamis bunun yam sira
akenler kapitulumlardan ¢ikarilirken herhangi bir bocek ya da bdcek yumurtasi
gozlenmemistir. Bu durum ¢icek sterilitesinin olmadiginin ve tohumlarin kapitulum
icinde iken herhangi bir predator tarafindan etkilenmediginin bir gostergesi olabilir.
Ancak tohumlarin kapitulumlardan dokiilmesi sirasinda bir etkiye maruz kalip

kalmadiginin anlasilmasi icin ayrintili gozlemlerin yapilmasina ihtiyag vardir.

Laboratuvar kosullarinda kilitli posetlerde muhafaza edilen kapitulumlarda
ortalama tohum iiretimi kapitulum basina 5-25 aken olarak gozlenmistir. Akenler
monomorfiktir ve hepsi pappus bulundurmaktadir. Monomorfik ve pappuslu aken
tiretimi C. solstitialis disindaki pek cok Centaurea tiirii i¢in yaygin bir durumdur

(Callihan et al.1993).

Temmuz ayinda toplanan kapitulumlarda bulunan dis kisimdaki akenlerin koyu
renkli, i¢ kisimdaki akenlerin ise daha acik renkli olduklar gézlenmistir. Bu gozlem
aken gelisiminin sentripetal oldugunu diisiindiirmektedir. Benzer durum Maddox ve
arkadaslan1 (1996) tarafindan dimorfik akene sahip olan C. solstitialis i¢in de

belirtilmistir.

4.1.2. Tohum canhlik testi

Hartman ve Kestler (1983), tohumlarin ¢imlenebilmeleri i¢in canli olmalari

gerektigini ve bu canlilifinin belirlenmesi i¢in degisik testler uygulanabilecegini
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belirtmislerdir. Bunlardan biri olan tetrazolium testi, tohumdaki respirasyon
enzimlerinin aktivitesine bagli olarak, canli tohumlar1 cansiz tohumlardan ayiran
biyokimyasal bir testtir. Testin uygulanmasi sirasinda tohumlarin su almasiyla
dehidrogenaz enziminin aktivitesi artar, bu da hidrojen iyonlarimin salinimina yol
acar. Salinan hidrojen iyonlar1 renksiz tetrazolium tuz c¢ozeltisini, formazan adi
verilen kimyasal bilesige indirger. Formazan solunum yapan canli hiicreleri kirmizi
renge boyar, cansiz hiicreler ise renk almaz. Tohumlarin canliligi tohumdaki

dokularin boyanmasina gore karar verilir.

Temmuz ve Agustos aylarinda toplanan tohumlara uygulanan tetrazolium
testinin sonuglarina gore, Temmuz ayinda toplanan kapitulumlardan ¢ikarilan akenler
icindeki tohumlarin ¢ok az bir kism1 boyanmis (%30) ve bu boyanmanin da ¢ok agik
renkte oldugu gozlenmis (Sekil 10) hi¢c boyanmayan tohum yiizdesinin ise oldukca
fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 11). Agustos ayinda toplanan kapitulumlardan
cikarilan akenler icindeki tohumlarin ise % 98’1 boyanmis ve ¢ok net olarak kirmizi
renk aldiklart goriilmiistiir (Sekil 12). TTC testi sonuglarina gore Agustos ayinda

toplanan tohumlarin %98’nin canl olduklar1 sdylenebilir.

Sekil 10. Tetrazolium testine gore boyanmis bir temmuz tohumu
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Sekil 11. Tetrazolium testine gore boyanmamis bir temmuz tohumu

Sekil 12. Tetrazolium testine gore boyanmig bir Agustos tohumu
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Tohum canliligi, tohumlarin ¢imlenme kapasitesinde olmasinin ve uygun
cimlenme kosullar1 altinda normal bir bitkiyi olusturabilecek olmasinin bir
belirtisidir. Zigotik embriyolarda, tohumun i¢indeki sartlar normal gelismeyi tegvik
eder ve c¢cimlenmeyi engeller (Kermode, 1990). Tohumlarin olgunlagsma evresi ii¢
donemden olugmaktadir. Olgunlagma evresi lipidlerin depo edilmesi, protein birikimi
ve -genel bir fenomen olmamasina ragmen- kuruma toleransimin kazanilmasi ile
karakterize edilmektedir (Bewley and Black, 1994). Tohumun kuruma siirecine
ulagsmas1 zigotik embriyo gelisim programinin kesilmesi ve ¢imlenme siirecine
baslamasin1 gostermektedir (Kermode, 1990). Bizim bulgularimiza gére tohumlarin
toplandigt Temmuz ve Agustos aylarinda kapitulumlarda morfolojik agidan higbir
fark olmamasma ragmen tohumlarin tetrazolium testine farkli yamit vermeleri,
Temmuz ayinda tohum toplamanin bitkinin reprodiiktif gelisim evresinde bir kesinti
meydana getirdiginin bir gostergesidir. Olasilikla Temmuz ayinda toplanilan
tohumlarin  biiyilk cogunlugu bu ayda heniiz gelisimlerini tam olarak
tamamlayamamis ve ana bitki ile baglantilann kesildigi ic¢in bir siire sonra
Olmiislerdir. Bu nedenle tetrazolium testinde cansiz tohumlar cok yiiksek oranda
goriilmiistiir. Bu sonug bize, tohumlarin bu dénemde cansiz olduklarini degil, yanlis
zamanda toplanmalar1 nedeni ile zigotik embriyo gelisiminin kesintiye ugramasi
sonucu sonradan Oldiiklerini diisiindiirmektedir. Temmuz aymda toplanilan
tohumlarin %30’ nun TTC testine pozitif cevap vermeleri kapitula icindeki ovullerin
olgunlagsmasinin zamana bagli olarak varyasyon gosterdiginin bir kaniti olabilir.
Olasilikla olgun tohumlar boyanmis, ancak ana bitkiden yanlis zamanda ayrilmanin
nedeni ile gelisimini tamamlayamayip 6lenler dogal olarak TTC testine yanit
vermemislerdir.

Bulgularimiza dayanarak C. zeybekii Wagenitz tiiriiniin tohumlar: ile yapilacak
herhangi bir calismada kullanilmak {iizere, tohum toplama iginin Agustos ay1 icinde
gerceklestirilmesi gerektigini sOyleyebiliriz. Ancak, bitkinin yasam dongiisiiniin
cevresel faktorlere bagl olarak degisiklik gosterdigi de akilda tutulmasi gereken bir

gercektir.
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2 yillik siire i¢cinde 6 aylik periyotlarla tekrar edilen TTC testi sonuglar1 arasinda
pek bir fark bulunmamistir (Cizelge 2). Tohumlarin toplandigi ilk ayda uygulanan
testte canliik %98, 6. ayda %98, 12. ayda %98, 18. ayda %96, 24. ayda %94
oranlarinda bulunmustur. Bitki genetik kaynaklarinin ex sifu korunmasi i¢in tohum
saklama etkili ve verimli bir yoldur. Geleneksel tohum bankalarinda tohum canlilig1
-20 °C de % 5 nem igeriginde 10 yil icin korunabilmektedir. Aktif koleksiyonlar i¢in
5 yilda, temel koleksiyonlar i¢in ise 10 yilda bir canlilik kontrolii yapilmaktadir. C.
zeybeki tohumlarinin 2 yil siire ile saklandig1, oda sicakligl kosullarinda (ortalama
20 °C ve %50-60 nem) ve 2 yil sonunda TTC testine yiiksek oranda pozitif cevap
verdikleri dikkate alindiginda, tiiriin tohumlarinin canli kalma siiresinin goreceli
olarak yiiksek oldugunu ve tohum bankalarinda saklamak i¢in kolay bir materyal
oldugunu sdylemek miimkiindiir. Ancak konu ile ilgili ayrnntili c¢alismalarin

yapilmasina ihtiyag vardir.

Cizelge 2. Toplama tarihinden itibaren alt1 ay araliklarla tohumlara uygulanan TTC testi sonuglari

Aylar % canlihk
0 %98
6 %98
12 %98
18 %96
24 %94

4.1.3. In vitro ¢cimlenme

Tetrazolium testi sonuglar1 ve morfolojik gozlemler dikkate alinarak, in vitro

cimlenme denemelerinde Agustos ayinda toplanan tohumlar kullanilmistir.
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In vitro ¢imlenme denemelerinde kullanilmak iizere kapitulumlardan cikarilan
tohumlara uygulanan sterilizasyon prosediirii olduk¢a basarili bir sonu¢ vermis ve
%98 oraninda steril kiiltiirler elde edilmistir.

Cimlenme kriteri olarak radikula cikisi esas alinmistir. Her yeni deneme bir
onceki denemenin en iyi sonuglart baz alinarak kurulmustur. Sonuglar her deneme
icin 6 hafta sonunda degerlendirilmistir.

Ik cimlenme denemesinde, GAs destekli ve desteksiz degisik in vitro ortamlar
kullanilmis, C. zeybekii tiiriinlin in vitro c¢imlenmesi i¢cin en uygun ortam
arastirilmistir. Denemelerimizin sonuglarina gore, en yliksek ¢imlenme yiizdesinin
vitamin destekli distile suya 1 mg/L. GAj ilavesi ile hazirlanmis ortamda oldugu
goriiliirken (% 80), bunu sirasiyla 2 mg/L GAj ilaveli White (%45) ve Bs (%45)
ortamlan izlemistir (Sekil 13). MS ortaminda ise en diisiik ¢cimlenme yiizdesi (%10)
elde edilmistir. Denemelerimizde kullandigimiz in vitro ortamlarin tuz icerikleri
birbirinden farklidir. Vitamin destekli DS ortaminin diger ortamlardan farki ise hig
tuz icermemesidir. Aragtirma bulgularimiz ¢imlenme yiizdesinin ortamlarin icerdigi
tuzlulukla iligkili oldugunu gostermistir. Ortamlarin tuz igerigi arttikca C. zeybekii
tohumlarinin ¢imlenme yiizdelerinde bir azalma olmus, yani ¢imlenme yiizdesi
tuzluluk oramindaki artisla negatif bir iliski gostermistir. Yiiksek tuz iceren
ortamlarda cimlenme yiizdesinin az olmasinin veya hi¢ olmamasinin nedeni tuz
oranindaki artisin negatif ozmotik potansiyele neden olmasindandir (Kauffman,
1969). Ayrica tuz ve su stresi, su alinimini (Dodd and Donovan, 1999) ve depo
besinlerin mobilizasyonu engelledigi (Bouaziz and Hicks, 1990; Lin and Kao, 1995;
Prakash and Prathapasenan, 1988) ya da cimlenen embriyolarda protein sentezini
(Ramagopal, 1990) ve yapisal organizasyonu direk etkiledigi i¢in ¢imlenmeyi
azaltmaktadir.

Genel olarak non-dormant tohumlar diisilk tuz iceren in vitro ortamlarda
cimlenebilmektedirler (Padilla and Encina 2002). Ancak White ve Bs ortamlarinda
elde edilen ¢cimlenme yiizdesinin vitamin destekli distile su iceren ortamdan diisiik
olmast C. zeybekii tohumlarinin ¢imlenmesi i¢in mineral madde gereksiniminin

olmadigini acikca gostermektedir.
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GA; ilavesi olmayan ortamlarda ¢imlenmenin daha diisiik goriilmesi dormansiyi
diisiindiirebilir. Ancak sunulan degerler 6 haftalik gézlem sonuglaridir. Denemelerin
ilerleyen siirelerinde diisiik goriilen yiizdelerin artmasi ve daha onceden yaptigimiz
in vivo c¢imlenme denemeleri bize tohumlarin dormant olmadigimi gostermistir.
Ortamlara gibberellik asit ilavesi olasilikla ¢imlenmeyi hizlandiric1 bir etki
yaratmigtir. Gibberellinlerin cesitli tohum tiirlerinde dormansiyi kirici, dormant
olmayan tohumlarda ise ¢imlenmeyi hizlandirict etkiye sahip oldugu Khan (1977)
tarafindan da rapor edilmistir.

Denemelerde kullanilan ortamlarin GAjs icermeyen kontrolleri ile farkli
konsantrasyonlar1 karsilagtirildiklarinda, uygulanan GAj’in konsantrasyona bagl
olarak c¢imlenme yiizdesini ortamdan ortama degisecek sekilde etkiledigi
goriilmektedir. Bu durum olasilikla ortam icerikleri ile tohumun i¢sel kosullarindan

kaynakli GA3 etki mekanizmasi arasindaki bir iligkiden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 13. C. zeybekii tohumlarinin ¢imlendirildigi in vitro ortamlarda goriilen ¢cimlenme yiizdeleri
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Sekil 14. Distile su ortaminda ¢imlenmis tohumlar

Sonug olarak C. zeybekii tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi icin 1 mg/L GA3
ilaveli vitamin destekli distile su ortam1 en uygun ortam olarak belirlenmistir (Sekil
14). Vitamin destekli distile su ortaminin en iyi sonu¢ vermesi bize avantaj
saglamistir, ¢iinkii bu ortam etkili olmakla beraber hazirlanmasi hem kolay hem de
masrafsizdir.

Denemelerin bundan sonraki asamalarinda 1 mg/L GAj3 ilaveli vitamin destekli
distile su ortami temel ortam olarak kullanilmistir. Cimlenme {izerine 151g1n etkisini
aragtirmak ic¢in bu ortamlara ekilen bir grup tohum 16/8 saat fotoperiyoda tabi
tutulurken, diger grup karanlik ortami saglamasi acisindan kavanozlarin disi
aliiminyum folyo ile sarilmak suretiyle 24 2 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

Yaptigimiz denemenin sonuclarina gore C. zeybekii tohumlari karanlik kosullarda
%80 ¢imlenme yiizdesi gosterirken, aydinlikta bu oran %78 olarak belirlenmis ve
cimlenme yiizdeleri karsilastinldiginda 11k ve karanlik uygulamalar arasinda 6nemli
bir farklilik bulunmamistir. Otsu kompozitleri igeren (Willis and Groves, 1991;
Plummer et al.,1997; Clarke et al.,2000) pek cok kiiciik tohuma sahip tiirde
cimlenme i¢in 151k gereksiniminin yaygin oldugu Pons (1992) tarafindan rapor
edilmesine ragmen, 151g1n tohum {iizerine etkisinin genotipe bagli ve ¢ok genis bir

tepki cesitliligine sahip oldugu da unutulmamasi gereken bir gercektir.
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Ugiincii denemede, C. zeybekii tohumlarmin in vitro ¢imlenmesi iizerine
sicakligin etkisi aragtinlmistir. Bilindigi gibi tohumlar ¢imlenme icin gereken farkli
metabolik siirecler icin uygun bir sicakliga gereksinim gosterirler. Bu nedenle
sicaklik c¢imlenmeyi etkileyen cok Onemli hatta oOncelikli dis faktorlerdendir.
Denemelerimizde 24%2 °C’de inkube edilen tohumlar en yiiksek ¢cimlenme yiizdesine
sahipken (% 79), bu degerin altinda ve iistiindeki sicakliklarda ¢imlenme yiizdesinin

distigii goriilmiistiir ( Sekil 15).
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Sekil 15. C. zeybekii tohumlarinin farkli sicakliklardaki in vitro ¢imlenme yiizdeleri

Tiim bu denemelerin sonucunda C. zeybekii tohumlarinin in vitro kosullarda
maksimum c¢imlenme yiizdesini gosterdigi final protokol asagidaki sekilde
Ozetlenebilir:

Tohumlar akan ¢esme suyu altinda yarim saat yikandiktan sonra, 10 dakika
boyunca % 70’lik etil alkolde tutulmali, ardindan % 4.5’lik sodyum hipoklorit
solusyonu ile 15 dakika boyunca muamele edilip sterilizasyonlar1 saglandiktan sonra
tic defa distile su ile yikanmalidir. Steril tohumlar Img/L. GAs iceren vitamin destekli
distile su ortamina aktarilarak, 24+2 °C’de 16/8 saat fotoperiyotta ya da karanlik
kosullarda tutulmalidir. Bu prosediir ile C. zeybekii tohumlar1 %80 oraninda

cimlendirilebileceklerdir.
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4.1.4. Cimlendirilen tohumlarin saksilara alinmasi

In vitro kosullarda ¢imlendirilen (kotiledonlari belirmis) tohumlarin bir kismi
bahge topragi igeren saksilara alinmis iklim odas1 kosullarinda yaklasik 8 ay boyunca
yasatilabilmislerdir (Sekil 16). Bu siire i¢inde bitkiler saglikli bir gelisme gostermis
ve herhangi bir morfolojik anomali gozlenmemistir. Ancak populasyonun geri
giiclendirilmesi calismalar igin, ilerleyen evrelerde bitkinin kapitulum sayisi,
kapitulum basina tohum sayisi, bir bireydeki tohum sayisi v.b. verilerin
degerlendirilmesine ve dogal ortamina plantasyonundan sonra uygun deneme
diizenekleri kurularak populasyonlarin takip edilmesi ¢aligmalarina ihtiya¢ vardir.

Bizim calismamizda in vitro ¢alismalarda kullanilmak iizere maksimum sayida
steril bitki eldesi i¢in in vitro ¢imlenme kosullarini belirlemek temel hedefimizi

olusturdugundan calismalar bu sinirlar icinde tutulmustur.

Sekil 16. Cimlendikten sonra saksilara alinan fideler
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4.2. Mikrocogaltim Denemeleri

4.2.1. Steril fide gelisimi icin en wuygun in vitro ortamin

belirlenmesi

Farkli ortamlardan elde edilen steril fidecikler en uygun gelisim gosterdikleri in
vitro ortamin belirlenmesi amaci ile Bs, MS ve White ortamlarina aktarilmiglardir.
Kiiltiir ortaminin kimyasal komposizyonu in vitro bitki cogaltim calismalarinda
onemli rol oynar. Optimal kosullarin altindaki ve iistiindeki kiiltiir ortami fizyolojik
hastaliklara ve doku 6liimiine neden olur. Denemelerimizde White ortamina aktarilan
fidelerin biiytik bir kisminin yaklagik bir ay sonra o6ldiikleri (Sekil 17) gozlenmistir.
Olasilikla bu ortamin icerdigi tuz miktar1 bitkinin saglikli gelisim gostermesi
acisindan yetersiz kalmistir. Bs ve MS ortamlarina aktarilan fideler ise hemen hemen
birbirine benzer sekilde saglikli bir gelisim gostermislerdir (Sekil 18 ve 19). Yaklagik
sekiz hafta sonra Bs ve MS ortamlarindaki fideler siirgiin boyu, siirgiin sayisi, yaprak
sayisi, yaprak genisligi, kok boyu ve kok sayisi agisindan incelendiginde fide

gelisimi icin en uygun ortamin MS oldugu sonucuna varilmistir (Cizelge 3).

Sekil 17. White ortamindaki bir aylik fide
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Sekil 18. Bs ortamindaki sekiz haftalik fide

Sekil 19. MS ortamindaki sekiz haftalik fide
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Cizelge 3. MS ve B; ortamlarinin fide gelisimi acisindan karsilastirilmasi

Bs MS
Ortalama yaprak 1.25 1.89
genisligi (cm?)
Ortalama fide 5.70 11.17
uzunlugu (cm)
Ortalama kok 2.88 6.90
uzunlugu(cm)
Fide basina 6.03 5.83
ortalama yaprak
sayisl
Fide basina 1.43 2.30
ortalama siirgiin
sayisl
Fide basina 2.17 3.23

ortalama kok sayisi
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MS ortami yiiksek tuz igerigine sahip bir ortamdir ve in vitro c¢ogaltim
calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bs ortaminda gelisimin MS’e gore
nispeten daha az olmasinin nedeni olasilikla Bs ortaminin, MS ortamina gore daha
diisiik nitrat ve amonyum icermesinden kaynaklanmaktadir. Bu denemeler sonucu
MS ortaminda gelisen saglikli fideler aksiller ve adventif siirgiin c¢ogaltimi

denemelerinde baslangi¢ materyali olarak kullanmilmistir.

4.2.2. Aksiller siirgiin cogaltin

Aksiller siirgiin ¢ogaltimi denemelerinde in vitro bitkicik gelisimi i¢in daha
onceden en uygun ortam olarak belirlenen MS ortaminda gelisen yaklasik dort
haftalik steril fideler, primer koklerinden ayrilarak BA, KIN ve TDZ iceren ve
icermeyen (kontrol) MS besi ortamlarina aktarilmiglardir.

TDZ iceren ortamlara aktarilan fidelerde aksiller siirgiin ¢ogaltimi tesvik
edilmesine ragmen, siirgiinlerin kisa boylu kiimeler halinde belirdigi ve hemen
hepsinin hiperhidrik olduklar1 goriilmiistiir. Bu nedenle denemenin daha sonraki
asamalarinda bu sitokinin tipi aksiller siirgiin ¢ogaltimi i¢in kullanilmamistir. Piirin
olmayan, sentetik ve sitokinin benzeri aktiviteye sahip olan TDZ’nin hiperhidrisiti,
diisiik siirgiin kalitesi ve koklenme yetenedi azligi gibi negatif etkilere neden
olabilecegi pek cok arastiric1 tarafindan da rapor edilmistir (Lu, 1993; Huetteman
and Preece, 1993).

KIN ve BA ilaveli ortamlara aktarilan fidelerde, 4 haftalik siire sonunda artan
siirgiin sayilar1 belirlenerek, aksiller siirgiin ¢ogaltimi i¢in en uygun sitokinin tip ve
konsantrasyonu, siirgiin sayis1 ve siirgiin boyu ag¢isindan degerlendirilmistir (Cizelge
4). KIN ilaveli ortamlarda kontrole gore belirgin bir sekilde aksiller siirgiin ¢ogaltimi
tesvik edilmis ve aksiller siirgiin ¢ogaltimmin en fazla oldugu konsantrasyon 0.5
mg/L olarak belirlenmistir (Sekil 20). Diger konsantrasyonlarda ise belirgin bir

farklilik goriilmemistir.
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Cizelge 4. Aksiller siirgiin ¢ogaltimu iizerine BA ve KIN etkisi

Biiyiime Diizenleyici

Eksplant basina

Ortamlar Konsantrasyonu ortalama siirgiin
(mg/L) sayisl
MS 0 1.80
0.2 7.10
0.5 10.05
MS+BA
1 14.85
2 9.45
0.2 4
0.5 4.50
MS+KIN
1 3.70
2 2.30
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Sekil 20. 0.5 mg/L KIN ilaveli MS ortaminda elde edilen aksiller siirgiinler

En yiiksek cogalma orani eksplant basina 14.85 (siirgiin/eksplant) siirgiin sayisi
ile 1 mg/L. BA ilaveli ortamda elde edilmistir (Sekil 21). Benzer sonug, Cuenca ve
Marco (2000) tarafindan endemik bir bitki olan C. spachii’nin aksiller siirgiin
proliferasyonu i¢in de rapor edilmistir. BA’nin, daha diisiik (0.2 ve 0.5 mg/L) ve
daha yiiksek (2 mg/L) konsantrasyonlarinda eksplant bagina diisen siirgiin sayisinda
bir azalma olmasina ragmen (siwrast ile 7.10, 10.05, 9.45 siirgiin/eksplant), diger
sitokinin tip ve konsantrasyonlari ile karsilastirildiginda, C. zeybekii’'nin aksiller
siirgiin cogaltimi icin en etkili sitokinin tipi oldugunu sdylemek miimkiindiir. BA’nin
diger endemik veya tehdit altinda olan Centaurea tiirleri i¢in etkili bir sitokinin
oldugu daha once de pek cok arastirici tarafindan rapor edilmistir (Hammatt and

Evans, 1985; Irtondo and Perez 1996).
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Sekil 21. 1 mg/L BA ilaveli MS ortaminda elde edilen aksiller siirgiinler

BA ortaminda goriilen fazla sayida aksiller siirgiin sayisina karsilik, siirgiinlerin
boylar1 goreceli olarak kisadir. Siirgiin boylar1 0.2 mg/L. BA’da 2.5 cm, 0.5 mg/LL
BA’da 295 cm, 1 mg/L BA’da 2.1 cm ve 2 mg/lL. BA’da 1.13cm oldugu
goriilmiistiir.  KIN ilaveli ortamlarda goriillen siirgiin  boylariin  BA ilaveli
ortamlardaki siirgiinlere gore nispeten daha uzun olduklar (0.2 mg/L KIN’de 3.6 cm,
0.5 mg/L KIN’de 2.93 cm, 1 mg/L KIN’de 2.96 cm) goriilmiistiir. Maksimum siirgiin
boyunun en yiiksek ortalamasi bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen ve 2 mg/L KIN
(4.26 cm) iceren MS (4.27 cm) ortamlarinda elde edilmistir (Sekil 22). BA ve KIN
iceren ortamlarda artan siirgiin boyuna karsilik, siirgiin sayisinda bir azalma yani
konsantrasyona bagli olarak siirgiin sayis1 artisi ile siirgiin boyu arasinda negatif bir
iliski oldugu gozlenmistir. Siirgiin sayisi artigi1 ile siirgiin boyu arasindaki negatif
iliski, endemik bir bitki olan Centaurea paui icin infloresens govdesinin eksplant
olarak kullanilmasi ile aksiller siirgiin ¢ogaltiminin tesvik edildigi calismada da rapor

edilmistir (Cuenca et. al., 1998).
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Mikrocogaltim caligsmalarinda elde edilen mikrosiirgiinlerin kalitesi ¢ogu
durumda g6z ardi edilmektedir. Oysaki mikrosiirgiin kalitesi koklenme, fide
giicliiligii ve bitkiciklerin dis ortamlara aktarilma sonrasi hayatta kalma basarisi igin
olduk¢a onemlidir (Singh and Syamal, 2001). Bu veriler géz oOniine alinarak
denemelerimizde en yiiksek ¢cogalma oraninin gozlendigi BA ilaveli ortamlarda elde
edilen siirgiinler, gelistirilmek {iizere bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS

ortamina alinmustir (Sekil 23).

OBA
E KIN
oMsS

0 0.2 0.5 1

Sekil 23. Bitki bilyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortamina alinarak gelistirilmis aksiller

stirgiinler
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4.2.3. Direkt adventif siirgiin olusumu

Direkt adventif siirgiin olusturma denemelerinde yaklagik 4 haftalik steril

fidelerden alinan yaprak eksplantlar1 baslangic materyali olarak kullanilmistir.

Aksiller tomurcuklart olmaksizin alinan yaprak eksplantlar tam olarak ve abaxial
yiizleri ortamla temas edecek sekilde BA (0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/L), KIN (0.2, 0.5, 1 ve
2 mg/L) ve TDZ’nin (0.001, 0.005, 0.01 ve 0.02 mg/L) farkli konsantrasyonlarini

iceren MS ortamlarina aktarilmiglardir. Bu eksplantlarin biiyiik bir cogunlugunun

aktif olduklar ve kiiltiirde ya direkt siirgiin ya da kallus olusturarak cevap verdikleri

gozlenmistir (Cizelge 5).

Cizelge S. Farkli sitokinin tip ve konsantrasyonlarinda % kallus ve siirgiin olusumu

Sitokininler Konsantrasyonlar | Kallus olusumu Siirgiin olusumu
(mg/L) (%) (%)
TDZ 0.001 90 -
0.005 100 -
0.01 100 -
0.02 47.5 -
BA 0.2 5 -
0.5 52.5 -
1 27.5 -
2 35 -
KIN 0.2 5 12.5
0.5 2.5 10
1 4 25
2 - 7.5




44

TDZ’nin tiim konsantrasyonlarinda yiiksek oranda kalluslagsma goriilmiistiir.
Kalluslagsma oranlar1 0.001 mg/ L. TDZ’de % 90, 0.005 ve 0.01 mg/L. TDZ’de %
100’4 bulurken, bu oran 0.02 mg/LL TDZ’de %47.5° e diismiistiir. TDZ, 6zellikle
odunsu bitkilerde kallus ve siirgiin olusumunu tegvik etmek i¢in kullanilan etkili bir
sitokinin (Huetteman and Preece, 1993) olmasina ragmen, bizim calismalarimizda
sadece kallus olusumunu tegvik etmistir. Kallus olusumu somaklonal varyasyona
neden olabileceginden adventif siirgiin rejenerasyonu ¢alismalarinda goreceli olarak
istenmeyen bir ara evre olmasina ragmen, endemik bir bitki olan C. zeybekii'nin
germplasminin siirdiiriilmesi adma timit verici bir siire¢ olabilir. Ciinkii kallus
kiiltiirleri aracilig ile totipotent hiicreler uzun siireli olarak (sogukta muhafaza) veya
belli araliklarla yeniden olusturularak saklanabilir (alt kiiltiirleme) ve ihtiyag
duyuldugunda bu hiicrelerden yeni bitkiler olusturulabilir. Kallus kiiltiirleri aracilig
ile (yam1 sira baska teknikler de kullanilabilir) in vitro germplasm muhafazasi
calismalar1 gen ve tohum bankalarina alternatif olusturabilmektedir (Brown and
Thorpe, 1995). Denemeler sirasinda elde edilen kalluslardan 0.005 mg/L. TDZ’li
ortamlarda ozellikle eksplantlarin proksimal kistmlarinda diisiik oranlarda (ort.%10)
acik sar1 renkli embriyogenik kalluslar elde edilirken, eksplantlarin u¢ kisimlarinda
olusan kalluslarin biiyilk bir cogunlugunun yesil renkli ve organogenik yapida
olduklart goriilmiistiir (Sekil 24). Eksplantlarin ayn1 ortamda olmalarina ragmen,
farkli cevap vermeleri ilgingtir. Embriyogenik kalluslarin farklilasmasi ile de tesvik
edilebilen somatik embriyogenezis 6zel bir farklilagma siirecidir. Bu siireci etkileyen
pek cok faktoriin yami sira, son yillarda reaktif oksijen tiirleri ile de iligkili oldugu
tartisilmaktadir. Denemelerimizde gozlenen durum olasilikla, yapragin c¢esitli
kisimlarinda farkli konsantrasyonlarda bulunan reaktif oksijen tiirleri veya -aksiller
tomurcuklarindan ayirmak icin olusturdugumuz kesik yiizeyde meydana gelen
oksidatif stres nedeni ile -kiiltiir sirasinda sonradan olusan reaktif oksijen tiirlerinin
artan miktar1 ile iligkili olabilir. Artan hidrojen peroksit miktarinin somatik
embriyogenezisi tesvik ettigi Kairong ve arkadaslar1 (1999) tarafindan da rapor
edilmistir. Denemelerimizde amag, direkt adventif siirgiin rejenerasyonu oldugu igin,

olusan kalluslar gelistirilmemis ve rejenere edilmeye ¢alisilmamistir.
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Sekil 24. 0.005 mg/L TDZ ilaveli MS ortaminda gézlenen 6 haftalik kalluslar. Bar:1 cm

Sekil 25. 0.2 mg/L BA ilaveli MS ortaminda gozlenen nodiiler kallus yapisi. Bar 1cm.
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0.5, 1 ve 2 mg/LL BA ilaveli ortamlarda da yiiksek oranlarda kalluslagma
goriilmiistiir (Cizelge 5). Bu konsantrasyonlara aktarilan eksplantlarin kalluslagma
oranlari sirastyla %52.5, %27.5 ve %35 olarak belirlenmistir. 0.2 mg/L. BA iceren
ortamlarda kalluslagsma oram diisiik olmasina ragmen (%S5) siirgiin tomurcuklarina
benzer yapilarda goriilmiistiir. Ancak alt kiiltiirlemeler ile bu tomurcuklarin siirgiine
doniismemesi bu yapilarin olasilikla nodiiler kallus olabilecegini diisiindiirmektedir
(Sekil 25). Bu nedenlerden dolayr bu sitokinin tipi de direkt adventif siirgiin
rejenerasyonu icin etkisiz bulunmustur. BA bir¢ok Asteraceae tiirii igin siirgiin
rejenerasyonunda etkili bir sitokinin olarak degerlendirilirken (Ruffoni and Massabo,
1991), bizim calismamizda istenilen cevabi1 vermemesi ilgingtir. Fakat organogenik
cevabin basta genotip olmak {iizere, pek c¢ok faktor tarafindan kontrol edildigi de

unutulmamasi gereken bir gercektir.

KIN ilaveli ortamlarda ise diisiik oranlarda kalluslagsma goriilmiistiir. Kalluslasma
oranlar1 0.2 mg/L KIN’de % 5, 0.5 mg/L KIN’de % 2.5, 1 mg/L KIN’de % 4 iken 2
mg/L KIN iceren ortamda kalluslagsma goriilmemistir (Cizelge 5). Denenen tiim
konsantrasyonlarda yaklasik iki hafta sonra yapraklarin yiizeylerinde orta damara
yakin yerlerde siirgiinler belirmeye baslamis (kiigiik yaprak cikist) (Sekil 26) ve iyi
gelismis siirgiinler 6. haftanin sonunda gézlenmistir (Sekil 27). Eksplantlarin ortamla
temas ettigi kisimlarinda kalluslagma goriilmiis ancak bu kalluslar zamanla karararak
etkinlik gostermemislerdir. Eksplant basma en yiiksek siirgiin sayis1 1 mg/L KIN
iceren ortamda (6.2 siirgiin/eksplant) (Sekil 28) elde edilmistir. Maksimum siirgiin
boyunun en yiiksek ortalamasi da (4.17 cm)(Sekil 29) yine ortamda gozlenmistir.
Sonug olarak C. zeybekii tiiriiniin in vitro elde edilmis steril fidelerinin yapraklarinin
eksplant olarak kullanilmasi ile direkt adventif siirgiin rejenerasyonu icin 1 mg/L
KIN ilaveli MS ortaminin eksplant basina en yiiksek siirgiin sayis1 ve maksimum

siirgiin boyu ag¢isindan en iyi ortam oldugunu soylemek miimkiindiir.
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Sekil 26. 0.2 mg/L KIN ilaveli MS ortaminda yapraktan direkt rejenere olmus bir haftalik adventif

stirgiin. Bar: 0.5 cm

Sekil 27. 1 mg/L KIN ilaveli MS ortaminda yapraktan direkt rejenere olmus alti haftalik adventif

stirgiinler.
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Sekil 28. KIN ilaveli MS ortamlarinda olusan eksplant basina siirgiin sayisi

002180501 02|

Sekil 29. KIN ilaveli MS ortamlarinda elde edilen siirgiinlerin ortalama boylar1
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4.2.4. Koklendirme

Aksiller ve adventif siirgiin olusumu denemelerinden elde edilen siirgiinler stok
kiiltirden ayrilarak kdklenmeleri i¢in 0.5, 1, 2 ve 5 mg/L IAA, IBA ve NAA iceren
MS ve V2 MS ortamlarina alinmislardir. MS ve 2 MS ortamlar1 arasinda kdoklenme
tesviki acisindan belirgin bir farklilik goriilmemistir. Ancak koklenme son derece
digiiktir ve siirgiinlerin sadece %15’1 0.5 mg/L IBA ilaveli ortamlarda
koklendirilebilmislerdir (Sekil 30). Koklenen bitkicikler dis ortamlara kademeli bir
sekilde aktarilarak aklimatize edilmistir (Sekil 31).

Sekil 30. Koklenmis bir siirgiin
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Sekil 31. Dis ortamda gelistirilen fideler
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SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada endemik bir bitki olan Centaurea zeybekii Wagenitz’nin in vitro
cimlenmesi ve mikrocogaltimi {izerine arastirmalar yapilmistir.  Tiiriin
kapitulumlarindan c¢ikarilan tohumlar denemelerde baslangic materyali olarak
kullanilmistir.  Temmuz ve Agustos aylarinda toplanan tohumlara Oncelikle
canliliklarinin  belirlenmesi amaciyla tetrazolium testi uygulanmig ve testin
sonuclarina goére Agustos ayinda toplanan tohumlarin %98’nin canli olduklari
goriilmiigtiir. Bulgularimiza dayanarak C. zeybekii Wagenitz tiirliniin tohumlar ile
yapilacak herhangi bir caligmada kullanilmak iizere, tohum toplama isinin Agustos
ay1 icinde gerceklestirilmesi gerektigini Onerebiliriz. 2 yillik siire i¢inde 6 aylik
periyotlarla tekrar edilen TTC testi sonuglar1 dikkate alindiginda, tohumlarin 2 yilin
sonunda canliliklarim1 korudugu ve tohum bankalarinda saklamak icin kolay bir
materyal oldugunu sdylemek miimkiindiir, ancak konu ile ilgili ayrintili ¢caligsmalarin

yapilmasina ihtiyag vardir.

In vitro ¢imlenme denemelerinde kullanilmak iizere Agustos ayinda toplanan
tohumlar 6ncelikle steril edilmistir. Yarim saat akan ¢esme suyu altinda yikandiktan
sonra 10 dakika boyunca % 70’lik etil alkolde tutulan tohumlar daha sonra % 4.5 lik
NaOCTI’de 15 dakika steril edildikten sonra 3 kez steril distile su ile yikanmistir. Bu

sterilizasyon prosediirii ile % 98 oraninda steril kiiltiirler elde edilmistir.

C. zeybekii'nin in vitro ¢imlenmesi iizerine GAj ilaveli ve ilavesiz farkli in vitro
ortamlar, 151k ve sicaklik gibi faktorlerin etkisinin arastirildigi ¢alismalarda, in vitro
kosullarda maksimum ¢imlenme yiizdesini veren final protokol belirlenmistir. Bu

protokol asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

Tohumlar akan ¢esme suyu altinda yarim saat yikandiktan sonra, 10 dakika
boyunca % 70’lik etil alkolde tutulmali, ardindan % 4.5’luk sodyum hipoklorit
solusyonu ile 15 dakika boyunca muamele edilip sterilizasyonlar saglandiktan sonra

ic defa distile su ile yikanmalidir. Sterilize edilen tohumlar 1mg/LL GAj iceren
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vitamin destekli distile su ortamina aktarilarak, 2412 °C’de 16/8 saat fotoperiyot
kosullarinda ya da karanlik kosullarda tutulmalidir. Bu protokol ile C. zeybekii
tohumlar1 % 80 oraninda cimlendirilebileceklerdir.

In vitro kosullarda cimlenen bitkiciklerin bir kismi saksilara aktarilarak
populasyonun ex situ elde edilmis bireyler kullanilarak gii¢lendirilmesine
calisilmistir. Bu caligmalarda dis ortama aktarilan fideler iklim odas1 kosullarinda
yaklagik 8 ay boyunca yasatilabilmistir. Bu siire i¢inde bitkiler saglikli bir gelisme
gostermis ve herhangi bir morfolojik anomali gbzlenmemistir. Ancak populasyonun
geri giiclendirilmesi calismalar igin, ilerleyen evrelerde bitkinin kapitulum sayisi,
kapitulum basina tohum sayisi, bir bireydeki tohum sayist v.b.verilerin
degerlendirilmesine ve dogal ortamina plantasyonundan sonra uygun deneme
diizenekleri kurularak populasyonlarin takip edilmesi ¢aligmalarina ihtiya¢ vardir.

Cimlenme denemeleri ve saksidaki bitkiciklerin gelisimleri dikkate alindiginda
C. zeybekii tohumlarinin ¢imlenme istekleri ve fide gelisimleri i¢in goreceli olarak
cok ekstrem kosullar gerekmemektedir. Buna ragmen arazi calismalari sirasinda
bitkinin populasyonundaki birey sayisinin azaldiginin gézlenmesi, olasilikla tiiriin
rekabet giicli eksikliginden kaynaklanmaktadir. Cam ormani altinda ya da tepe taci
genigligi fazla olan orman altinda gozlenmemis olmasi bitkinin golgeyi tercih
etmediginin bir gostergesi olabilir. Isik isteginden dolayi, bitki orman acikliklarim ya
da yol kenarlarim tercih edip ruderal bir bitki gibi davranmaktadir. Ancak
neoendemiklerin yayilim ve ortama uyum potansiyeli yiiksek diger ruderallerle
rekabette, onlar kadar basarili olamadiklar1 da bilinen bir gercektir. Bitkinin goreceli
olarak basit bir ortamda ¢imlenme ve gelisim gostermesi yani rekabetin olmadigi
kosullarda iyi gelisiyor olmasina ragmen, populasyonundaki bu denli azalmanin
nedenlerini olasilikla dogal ortaminda varolan diger bitki tiirleri ile ekolojik rekabet
iliskilerinde aramak gerekir. Bunun icin de bitkinin toprak alt1 ve iistii predatorlerinin
varligi ya da yoklugu, ortamdaki diger komsular ile olan iligkileri v.b. kriterlerin
uygun pilot bolgeler olusturularak incelenmesine ihtiya¢ vardir. Tiim bunlara kargin
endemizmin ¢ok sayida potansiyel nedeni olabilecegi ve bu nedenlerin aydinlatilmasi
ile koruma stratejilerine daha dogru bir bigimde karar verilebilecegi de unutulmamasi

gereken bir gergektir. Bizim caligmamizda in vitro calismalarda kullanilmak {izere
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maksimum sayida steril bitki eldesi i¢in in vitro ¢imlenme kosullarim belirlemek
temel hedefimizi olusturdugundan ¢alismalar bu sinirlar i¢inde tutulmustur.

Farkli ortamlardan elde edilen steril fidecikler en uygun gelisim gosterdikleri in
vitro ortamin belirlenmesi amaci ile Bs, MS ve White ortamlarina aktarilmislardir.
White ortamindaki fidelerin 4 hafta sonra 6ldiigii goriilmiistiir. Yaklasik sekiz hafta
sonra Bs ve MS ortamlarindaki fideler siirgiin boyu, siirgiin sayisi, yaprak sayisi,
yaprak genisligi, kok boyu ve kok sayisi agisindan incelendiginde fide gelisimi i¢in
en uygun ortamin MS oldugu sonucuna vartlmigtir. MS ortaminda gelisen saglikli
fideler aksiller ve adventif siirgiin ¢ogaltimi denemelerinde baslangic materyali
olarak kullanilmistir.

Aksiller siirgiin ¢ogaltimi denemelerinde MS ortaminda gelisen yaklasik 4
haftalik steril fideler, primer koklerinden ayrilarak BA, KIN ve TDZ iceren ve
icermeyen MS besi ortamlarina aktarilmiglardir. TDZ iceren ortamlara aktarilan
fidelerde aksiller siirgiin ¢cogaltimi tesvik edilmesine ragmen, siirgiinlerin kisa boylu
kiimeler halinde belirdigi ve hemen hepsinin hiperhidrik olduklar1 goriilmiistiir. KIN
ilaveli ortamlarda kontrole gore belirgin bir sekilde aksiller siirgiin cogaltimi tesvik
edilmis ve aksiller siirgiin ¢ogaltiminin en fazla oldugu konsantrasyon 0.5 mg/L
olarak belirlenmistir KIN iceren ortamlarda artan siirgiin boyuna karsilik, siirgiin
sayisinda bir azalma yani konsantrasyona bagli olarak siirgiin sayisi artis1 ile siirgiin
boyu arasinda negatif bir iliski oldugu gozlenmistir. En yiikksek ¢ogalma orani
eksplant basina 14.85 (siirgiin/eksplant) siirgiin say1s1 ile 1 mg/L BA ilaveli ortamda
elde edilmistir. BA’nin, daha diisiik (0.2 ve 0.5 mg/L) ve daha yiiksek (2 mg/L)
konsantrasyonlarinda eksplant basina diisen siirgiin sayisinda bir azalma olmasina
ragmen (siras1 ile 7.10, 10.05, 9.45 siirgiin/eksplant), diger sitokinin tip ve
konsantrasyonlar ile karsilastirildiginda, C. zeybekii'nin aksiller siirgiin ¢ogaltimi
icin en etkili sitokinin tipi oldugunu sdylemek miimkiindiir. Maksimum siirgiin
boyunun en yiiksek ortalamasi ise bitki bilyiime diizenleyicisi icermeyen ve 2 mg/L
KIN igeren MS ortamlarinda elde edilmistir.

Direkt adventif siirgiin olusturma denemelerinde yaklasik 4 haftalik steril
fidelerden alinan yaprak eksplantlar1 baslangic materyali olarak kullanilmistir.

Aksiller tomurcuklar1 olmaksizin alinan yaprak eksplantlar1 tam olarak ve abaxial
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yiizleri ortamla temas edecek sekilde BA (0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/L), KIN (0.2, 0.5, 1 ve
2 mg/L) ve TDZ’ nin (0.001, 0.005, 0.01 ve 0.02 mg/L) farkli konsantrasyonlarin
iceren MS ortamlarina aktarilmiglardir. Bu eksplantlarin biiyiik bir cogunlugunun
aktif olduklan ve kiiltiirde ya direk siirgiin ya da kallus olusturarak cevap verdikleri
gozlenmistir. TDZ ve BA’nin hemen tiim konsantrayonlarinda kallus olusumu tegvik
edilmistir. Bizim denemelerimizde direkt adventif siirglin rejenerasyonu
hedeflendiginden kallus olusumu istenmeyen bir ara evre olmasina ragmen, bu veri
C. zeybekii’'nin germplazminin korunmasi adina bir segcenek olusturabilir. Ciinkii
kallus kiiltiirleri araciligi ile (yanm sira bagka tekniklerde kullamilabilir) in vitro
germplasm muhafazas1 calismalari gen ve tohum bankalarina alternatif
olusturabilmektedir. KIN ilaveli ortamlarda ise diisiik oranlarda kalluslasma
goriilmiigtiir. Kalluslagma oranlar1 0.2 mg/L KIN’de % 5, 0.5 mg/L KIN’de % 2.5, 1
mg/L KIN’de % 4 iken 2 mg/L KIN iceren ortamda kalluslagsma goriilmemistir.
Denenen tiim konsantrasyonlarda yaklasik iki hafta sonra yapraklarin yiizeylerinde
orta damara yakin yerlerde siirgiinler belirmeye baslamis (kiiciik yaprak cikisi) ve
iyi gelismis siirgiinler 6. haftanin sonunda goézlenmistir. Direkt siirgiin rejenerasyonu
gbzlenen ortamlarda eksplantlarin ortamla temas ettigi kisimlarinda kalluslasma
goriilmils ancak bu kalluslar zamanla karararak etkinlik gostermemislerdir. Eksplant
basina en yiiksek siirgiin sayis1 1 mg/L KIN iceren ortamda (6.2 siirgiin/eksplant)
elde edilmistir. Maksimum siirgiin boyunun en yiiksek ortalamasi da (4.17 cm) yine
ayni ortamda gozlenmistir. Sonug olarak C. zeybekii tiiriiniin in vitro elde edilmis
steril fide yapraklarinin eksplant olarak kullanilmasi ile direkt adventif siirgiin
rejenerasyonu icin 1 mg/L KIN ilaveli MS ortaminin eksplant basina en yiiksek
siirgiin sayis1 ve maksimum siirgiin boyu ag¢isindan en iyi ortam oldugunu sdylemek

miimkiindiir.

Aksiller ve direk adventif siirgiin rejenerasyon denemelerinden elde edilen
siirgiinler koklenmeleri icin NAA, IBA ve TAA’nin farkli konsantrasyonlarini (0.5, 1,
2 ve 5 mg/L) iceren Y2 MS ve MS ortamlarima alinmislardir. Denemelerde elde
edilen koklendirme oranlar1 arasinda bu iki ortam arasinda bir fark goriilmemis,
siirglinlerin sadece %15’1 0.5 mg/L IBA ilaveli ortamlarda koklendirilerek kademeli

bir sekilde dis ortama transfer edilmislerdir.
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OZET

Bu ¢alismada endemik bir bitki olan Centaurea zeybekii Wagenitz’nin in vitro
cimlenmesi ve mikrocogaltimi {izerine arastirmalar yapilmistir.  Tiiriin
kapitulumlarindan ¢ikarilan tohumlar (aken meyve) denemelerde baslangi¢ materyali
olarak kullamlmistir. Calisma iki asamada planlanmistir. Birinci asamada, farkh in
vitro ¢imlendirme ortamlarinin, gibberellik asitin, 1518in ve sicaklifin ¢imlenme
lizerine etkisi arastirilmistir. Bu denemelerde Centaurea zeybekii tohumlarinin
optimum in vitro ¢imlenme kosullarinin belirlenmesi ve ¢imlenen fideciklerin dis
ortamlara aktarilarak populasyonun ex sifu elde edilmis bireyler kullanilarak
giiclendirilmesi hedeflenmistir. Ikinci asamada ise, in vitro kosullarda cimlenen
tohumlardan steril fide gelisimi i¢in uygun ortamlarin belirlenmesinin yani sira, bu
fidelerin cesitli kisimlarinin eksplant olarak kullanilmasi ile aksiller ve adventif
siirgiin olusumu tesvik edilmeye caligilmistir.

Kapitulumlardan cikarilan tohumlara oncelikle canlilik testi yapilmis ve canlilik
yiizde olarak belirlenmistir. Temmuz ve Agustos aylarinda toplanan tohumlara
uygulanan tetrazolium testinin sonuclarina goére, Temmuz aymda toplanan
tohumlarin ¢ok az bir kismimin boyandiklar1 (%30) ve bu boyanmanin da ¢ok agik
renkte oldugu gozlenmistir. Agustos ayinda toplanan tohumlarin ise % 98’inin
boyandiklar1 ve cok net olarak kirmizi renk aldiklar1 goriilmiistiir. TTC testi
sonuclarina gore Agustos ayinda toplanan tohumlarin hemen hepsinin canli olduklar
ve uzun bir siire (20°C sicaklik, %50-60 nemde) canliliklarini koruduklari

belirlenmistir.

Ik denemede, GA; destekli ve desteksiz degisik in vitro ortamlar kullanilmis, C.
zeybekii tiirliniin in vitro ¢imlenmesi i¢in en uygun ortam arastirilmistir. Tohumlar
akan ¢esme suyu altinda yarim saat yikandiktan sonra, 10 dakika boyunca % 70’lik
etil alkolde, ardindan 15 dakika % 4.5’luk sodyum hipoklorit solusyonunda tutulup
sterilizasyonlar1 saglandiktan sonra ii¢ defa distile su ile yikanmistir. Steril edilen
tohumlar farkli konsantrasyonlarda (1, 2 ve 3 mg/L) gibberellik asit iceren ve
icermeyen ¢imlendirme ortamlarina (Sivi MS, White, Bs, vitamin destekli distile su)

almarak, 2442 °C’de 16/8 saat fotoperiyot kosullar1 altinda kiiltiire edilmislerdir. Bu
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denemenin sonunda en yiiksek ¢imlenme yiizdesinin vitamin destekli distile suya 1
mg/L GAj; ilavesi ile hazirlanmis ortamda oldugu goriiliirken (% 80), bunu sirasiyla 2
mg/L. GAj3 ilaveli White (%45) ve Bs (%45) ortamlari izlemistir. Denemenin bundan
sonraki asamalarinda maksimum c¢imlenmenin elde edildigi 1 mg/L GAj ilaveli

distile su ortami1 temel ortam olarak kullanilmistir.

Ikinci denemede cimlenme iizerine 15181n etkisi arastirilmistir. 1 mg/L GAj3 ilaveli
distile su ortamlarina ekilen bir grup tohum 16/8 saat fotoperiyoda tabi tutulurken,
diger bir grup karanlikta 24 £2 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Denemenin sonunda
C. zeybekii tohumlar1 karanlik kosullarda %80 cimlenme gosterirken, aydinlikta bu
oran %78 olarak belirlenmis ve cimlenme yiizdeleri karsilastirildiginda 151k ve
karanlik uygulamalar arasinda onemli bir farklilik bulunmamastir.

Uciincii denemede tohum c¢imlenmesi iizerine sicakligin etkisi arastirilmistir.
Sterilize edilmis tohumlar 1 mg/l. GAj ilaveli distile su ortamlarina aktarildiktan
sonra 15, 20, 25, 30 ve 35 °C’lik sicakliklarda Kkiiltiire edilmislerdir. 2442 °C’de
inkube edilen tohumlar en yiiksek ¢imlenme yiizdesine sahipken (% 79), bu degerin
altinda ve iistiindeki sicakliklarda ¢imlenme yiizdesinin diistiigii goriilmiistiir.

In vitro kosullarda ¢imlendirilen (kotiledonlar1 belirmis) tohumlarin bir kismi
bahge topragi igeren saksilara alinmis ve iklim odasi kosullarinda yaklasik 8 ay
boyunca yasatilabilmislerdir. Cimlenen tohumlarin diger bir kismi ise en uygun
gelisim gosterecekleri in vitro ortamin belirlenmesi amaci ile Bs, MS ve White
ortamlarina aktarilmiglardir. Yaklasik 8 hafta sonra (dort haftada bir alt kiiltiir
edilmistir) fideciklerin geligimleri (siirgiin boyu, siirgiin sayisi, yaprak sayisi, yaprak
genigligi, kok boyu, kok sayis1) incelenerek sonuclar degerlendirilmistir.
Denemelerimizde White ortamina aktarilan fidelerin hemen hepsinin bir ay sonra
oldiikleri gozlenmistir. Bs ve MS ortamlarindaki fideler yaklagik 8 hafta sonra
morfolojik kriterler agisindan incelendiginde fide gelisimi icin en uygun ortamin MS
oldugu sonucuna varilmstir.

Bitki gelisimi icin en uygun ortam olarak belirlenen MS ortaminda gelisen
yaklagik 4 haftalik steril fideler aksiller siirgiin ¢cogaltimi i¢in, primer koklerinden

ayrilarak farkl sitokinin tip ve konsantrasyonlarini (0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/LL BA, 0.2,
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0.5, 1 ve 2 mg/L KIN ve 0.001, 0.005, 001 ve 0.02 mg/L TDZ) iceren MS temel
besi ortamlarina aktarilmiglar ve 24+2 °C’de 16/8 saat fotoperiyot kosullarinin
saglandig1 kiiltiir odasina alinmiglardir. 4 haftalik siire sonunda artan siirgiin sayilari
belirlenerek aksillar siirgiin ¢ogaltimi1 i¢in en uygun sitokinin tip ve konsantrasyonu,
siirglin sayis1 ve siirgiin boyu acisindan degerlendirilmistir. TDZ iceren ortamlara
aktarilan fidelerde aksiller siirgiin ¢ogaltimi tegvik edilmesine ragmen, siirgiinlerin
kisa boylu kiimeler halinde belirdigi ve hemen hepsinin hiperhidrik olduklari
goriilmiigtiir. En yiiksek cogalma orani eksplant basina 14.85 (siirgiin/eksplant)
siirgiin sayis1 ile 1 mg/L BA ilaveli MS ortaminda elde edilmistir. Maksimum siirgiin
boyunun en yiiksek ortalamasi ise bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen ve 2 mg/L
KIN igceren MS ortamlarinda elde edilmistir. KIN ve BA iceren ortamlarda artan
siirglin boyuna karsilik, siirgiin sayisinda bir azalma yani konsantrasyona bagh olarak
siirgiin sayis1 artigi ile siirgiin boyu arasinda negatif bir iliski oldugu gozlenmistir.
Direkt adventif siirgiin rejenerasyonu denemelerinde in vitro kosullarda
cimlendirilmis steril fidelerin yapraklar1 eksplant olarak kullanilmustir. iki aylik steril
fidelerin yapraklan aksiller tomurcuklar1 olmaksizin abaksial yiizleri ortamla temas
edecek sekilde BA (0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/L), KIN (0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/L) ve TDZ
(0.001, 0.005, 0.01ve 0.02 mg/L) iceren ve icermeyen MS ortamlarinda kiiltiire
edilmiglerdir. TDZ ilaveli ortamlarda yiiksek oranda kalluslagsma goriilmiistiir.
Kalluslagsma oranlar1 0.001 mg/ L TDZ’de % 90, 0.005 mg/ L ve 0.01 mg/L TDZ’de
9% 100’ti bulurken, bu oran 0.02 mg/L. TDZ’de %47.5’ e diismiistiir. BA ilaveli
ortamlarda ise kalluslagma oranlari; 0.5 mg/LL BA’da %52.5, 1mg/LL. BA’da %27.5 ve
2 mg/L BA’ da ise %35 oranindadir. 0.2 mg/L BA ilaveli ortamlarda kalluslagma
orani diisiik (% 5) olmasina ragmen, organogenik cevabin nodiiler kallus halinde
belirmesi ve alt kiiltiirlemeler ile bu durumun de§ismemesi nedeniyle bu sitokinin
tipi de direk adventif siirgiin rejenerasyonu i¢in etkisiz bulunmustur. KIN ilaveli
ortamlarda ise diisilk oranlarda kalluslasma goriilmiistiir. Kalluslasma oranlar1 0.2
mg/L KIN’de % 5, 0.5 mg/L KIN’de % 2.5, 1 mg/L KIN’de % 4 iken, 2 mg/L. KIN
iceren ortamda kalluslasma goriilmemistir. Denenen tiim konsantrasyonlarda
yaklagik iki hafta sonra yapraklarin yiizeylerinde orta damara yakin yerlerde

siirglinler belirmeye baslamis (kii¢iik yaprak cikisi) ve iyi gelismis siirgiinler 6.
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haftanin sonunda gozlenmistir. Direkt siirgiin rejenerasyonu gozlenen ortamlarda
eksplantlarin ortamla temas ettigi kisimlarinda kalluslagsma goriilmiis ancak bu
kalluslar zamanla karararak etkinlik gostermemislerdir. Eksplant basina en yiiksek
siirgiin sayist 1 mg/LL KIN iceren ortamda (6.2 siirgiin/eksplant) elde edilmistir.
Maksimum siirgiin boyunun en yiiksek ortalamasi da (4.17 cm) yine bu ortamda
gozlenmistir. Sonu¢ olarak C. zeybekii tiiriiniin in vitro elde edilmis steril fide
yapraklarmin eksplant olarak kullanilmasi ile direkt adventif siirgiin rejenerasyonu
icin 1 mg/L. KIN ilaveli MS ortaminin eksplant basina en yiiksek siirgiin sayis1 ve
maksimum siirgiin boyu agisindan en iyi ortam oldugunu sdylemek miimkiindiir.
Aksiller ve adventif siirgiin olusumu denemelerinden elde edilen siirgiinler stok
kiiltiirden ayrilarak koklenmeleri i¢in 0.5, 1, 2 ve 5 mg/L TAA, IBA, NAA iceren MS
ve V2 MS ortamlarina alinmigtir. MS ve %2 MS ortamlar1 arasinda koklenme tesviki
acisindan belirgin bir farklilik goriilmemistir. Ancak koklenme son derece diisiiktiir
ve siirgiinlerin sadece %15°1 0.5 mg/L IBA ilaveli ortamlarda koklendirilebilmistir.
Koklenen bitkicikler dis ortamlara kademeli bir sekilde aktarilarak aklimatize

edilmistir.
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SUMMARY

In this study, in vitro germination and micropropagation of Centaurea zeybekii
had been investigated. Achenes from the capitula were used as initial explants in the
experiments. The experiments were divided into two steps. At the first, effects of
different in vitro media with gibberellic acid, illumination, temperature on
germination were investigated. In these experiments, determination of optimum in
vitro germination conditions for seeds of C. zeybekii and reinforcement of natural
population with a support from seedlings acclimated to natural conditions have been
aimed. At the second step, determination of appropriate medium for sterile seedlings
from in vitro germinated seeds and induction of axillary and adventitous shoot
formation by using some parts of these seedlings have been strived out.

Viability tests were applicated to the seeds and results were shown as % of total
number. According to tetrasolium test results of seeds which were collected in July
and August, seeds of July were less (pale red) tinged (some parts were not tinged)
and the percentage was 30 %. The seeds of August were almost completely tinged
(red) and the percentage was 98 %. According to TTC tests, seeds collected in
August were almost completely alive (survive long time under 20°C temperature 50-

60 % humidity conditions)

In the first experiment, two different in vitro media (with GA3 and not) were used
to describe the most proper medium for the germination. Achenes were sterilized by
using a procedure of 70 % ethanol for 10 min. 4,5 % hypochlorite for 15 min. and
then they were washed three times with distilled water after the first washing under
tap water for 30 minutes. Sterilized seeds were cultured under 2442 °C 16/8 h
photoperiod conditions by transferring them to germination media (liquid MS, Bs,
vitamine supported distilled water) containing gibberellic acid in different
concentrations and without gibberellic acid. At the result of this experiment, the
highest germination rate (80 %) was in distilled water containing 1 mg/L. GA3 and

followed by White (45 %) containing 2 mg/L. GA3 and Bs (45 %). In the later steps
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of the experiment, distilled water containing 1 mg/L. GAj3 presented the maximum

germination rate was used as main medium.

In the second experiment, effect of illumination on germination was investigated.
A group of seeds cultured in media containing 1 mg/L. GA; was exposed to 16/8 h
photoperiod while the another group was kept in dark under 24+2 °C condition.
Finally, germination rate of C. zeybekii seeds was 80 % under dark condition and it
was 78 % under photoperiod condition showing no important difference between the
groups.

At the third experiment, effect of temperature on germination was investigated. It
was found that the highest germination rate was held (79 %) in seeds incubated under
24+2 °C and germination rate was decreased below and above this temperature.

Some of in vitro germinated seeds were transferred to pots and they survived 8
months under growth chamber conditions. Remaining germinated seeds were
transferred to Bs, MS and White media to determine the in vitro medium for
optimum development. Approximately 8 weeks later (subculturing in 4 weeks
interval), development of seedlings (shoot length, shoot number, leaf number, leaf
width, root length, root number) were evaluated. All of the seedlings which were
transferred to White medium died one month later. MS was selected as the most
proper medium for seedling development depending on a comparison with Bs
medium using morphological criteria after 8 weeks.

4 weeks old seedlings, that were developed on MS media which was determined
as the optimum media for seedling development, were separated from primary roots
and transferred to MS basal media with different types of cytokinin and
concentrations (0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/LL BA, 0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/L KIN and 0.001,
0.005, 001 and 0.02 mg/L TDZ) for axillary propagation. At the end of 4 week-
period, increase in shoot number and shoot length were determined and optimum
cytokinin type and concentration for axillary shoot propagation were determined.
Inspite of induction of axillary shoot regeneration in seedlings growing in TDZ
media, the seedlindgs were developed in short groups having hyperhydricity (nearly
in all). The highest propagation rate was obtained in the medium containing 1 mg/L

BA with 14.85 shoot per explant. The highest average of the maximum shoot length
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was obtained in MS media without plant growth regulators but containing 2 mgl
KIN. There were decrease in shoot number which is negatively correlated with
increase in shoot length in MS media containing KIN and BA.

Leaves of in vitro germinated steril seedlings were used as explants in direct
adventitous shoot regeneration experiments. Leaves of sterile seedlings (two months
old) without axillary buds were cultured in the media with or without BA (0.2, 0.5, 1
and 2 mg/L), KIN (0.2, 0.5, 1 and 2 mg/L)) and TDZ (0.001, 0.005, 0.01 and 0.02
mg/L) as their abaxial sides down and contact with the medium.. The highest callus
formation rate was observed in the media containin TDZ. Although callus formation
rates were 90 % in 0.001 mg/ L. TDZ, 100 % in 0.005 mg/ L and 0.01 mg/L. TDZ , it
was decreased as 48 % in 0.02 mg/L. TDZ. In BA containing media, callus formation
rates were 52,5 % in 0.5 mg/L, 27,5 % in 1mg/L BA and 35 % in 2 mg/L BA.
Although the low percentage of callus formation in 0.2 mg/LL BA added medium (5
%), this cytokinin type is found non-efficient for direct adventitious shoot
proliferation as organogenic answer appears with only shoot buds and this case
continues in the subcultures. Callus formation was also observed in media
containing KIN. Callus formation rates were %5 in 0.2 mg/L KIN, 2,5 % in 0.5 mg/L.
KIN, 4 % in 1 mg/L KIN and no callus formation was observed in the medium
containing 2 mg/L. KIN. In all concentrations, initiations of shoots (small leaf
initiations) close to midrib and well developed shoots were observed at the end of
sixth week. In the media having direct shoot regeneration, calli formation in explants
on their surfaces having contact with the medium were observed but these calli
became brownish in time and showed no activity. The highest number of shoots per
explant (6,2 shoot per explant) was obtained from the medium containing 1 mgl KIN.
The highest average of maximum shoot length was also observed in this medium.
Finally, it is possible to stress that medium containing 1 mgl KIN is the best medium
by obtaining maximum shoot length and highest number of shoots per explant for
direct adventitous shoot regeneration with explants from in vifro germinated shoot
leaves.

The shoots from axillary and adventitous shoot formation experiments were

transferred to MS and Y2 MS media containing 0.5, 1, 2 and 5 mg/L [AA, IBA, NAA
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for rooting. There was no difference between MS and Y2 MS media in rooting but it
was very low and only 15 % of total shoots could rooted in medium containing 0.5

mg/L IBA. Rooted plantlets were gradually acclimated to the natural conditions.
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