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Aspir (Carthamus tinctorius L.), gerek beslenme gerekse de biyoyakit iiretiminde one ¢ikan
yaglt tohumlu bitkilerin baginda gelmektedir. Bu tez ¢alismasinda, 2011 yilinda tescil edilen ve linoleik
tipte olan Balci aspir ¢esidinin olgun tohumlarindan itibaren optimum mikrogogaltim prosediiriiniin
olusturulmasi amaglandi.

Aspir bitkisinin in vitro yetistirme kosullarimi belirlemek amaciyla, ilk olarak tohumlarin
sterilizasyonunun saglanmasi i¢in sodyum hipokloritte (NaOCI) bekletme siireleri test edildi. %5°lik
NaOClI’in farkl: siirelerinde (10, 15, 20, 25, 30, 40,50, 60 dk) ayr1 ayr1 bekletilen tohumlar catlatilan ve
catlatilmayan olmak tizere 2 farkli sekilde kiiltiire alindi. Enfeksiyon riskinin azaltilmasi i¢in tohumlarin
%S5°1lik NaOCl’de minimum 60 dakika bekletilmesi gerektigi belirlendi. Catlatilmis tohumlarin tamaminin
¢imlendigi, catlatilmamis tohumlarm ise ¢ok az sayida (%16.6) cimlendigi goriildii. /n vitro ¢imlenme
i¢in tohumlarin mutlaka catlatildiktan sonra kiiltiire birakilmasi gerektigi tespit edildi.

Aspir tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesine, MS giictiniin (kontrol, 1/1, ', ve %), karbon
kaynagimin (30 g/L sakkaroz, maltoz ve fruktoz) ve 15181 (karanlik ve aydinlik -16/8 fotoperiyod) etkisi
ayr1 ayri incelendi. MS besi ortamindaki tohumlarin kontrol grubuna (MS igermeyen) gore daha iyi
gelistigi ve morfolojik gelisimde gdzoniinde bulunduruldugunda % MS’in en uygun besi ortami oldugu
belirlendi. Bununla birlikte besi ortaminda kullanilan seker ¢esidinin etkili oldugu ve sakkarozun diger
sekerlerden daha iyi sonug verdigi saptandi. Aspirin hem aydinlik hem de karanlik ortamda ¢imlendigi
ancak ¢imlenen tohumlarin aydinlik ortamda daha iyi gelisme gosterdigi belirlendi. Tiim bu sonuglar
degerlendirildiginde, tohumlar icin en iyi ¢cimlenme kosullari; 30 g sakkaroz ile desteklenmis Y2 MS besi
ortaminda ve aydinlikta (16/8 fotoperiyod) kiiltiire alinan catlatilmis tohumlarda oldugu tespit edildi.

Mikrogogaltma ¢alismalarinda, in vitro kosullarda ¢imlendirilen tohumlardan elde edilen steril
fideler kullanildi. Siirgiin ¢ogaltilmasinda BAP ve Kinetinin (Kin) farkli konsantrasyonlarimm (0.5, 1.0,
2.0, 4.0 mg/L) etkisi arastirildi. Sitokinin igermeyen kontrol grubu disinda test edilen BAP ve Kin
oranlarinin tiimiinde yeni siirgiin olusumu gozlendi. BAP konsantrasyonlar1 arasinda en iyi siirgiin
cogaltimi, eksplant bagma yaklagik 5.33 adet siirgiin ile 0.5 mg/L BAP’l1 ortamdan elde edilirken, Kin
uygulamalarinda sirastyla 3.75 - 3.33 adet siirgiin ile 0.5 ve 4.0 mg/L Kin igeren ortamdan elde edildi.
Ancak BAP uygulamalarinin genelinde ve 4.0 mg/L Kin uygulamasinda olusan siirgiinlerde vitrifikasyon
oldugu belirlendi. Bu nedenle, vitrifikasyonun olmadig1 kdklenmeye uygun saglikli siirgiinlerin gelistigi
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0.5 mg/L Kin ile desteklenmis MS besi ortaminin balct aspir ¢esidinin in vitro siirglin ¢ogaltimi i¢in en
ideal ortam oldugu tespit edildi.

In vitro siirgiinlerin koklendirilmesi amaciyla MS besi ortamina NAA (0.5, 1.0, 2.0 mg/L) ve
IAA (0.5, 1.0, 2.0 mg/L) in farkli konsantrasyonlar ilave edildi. 0.5 mg/L NAA ve IAA hari¢ tim
gruplarda siirgiinlerin kdklendigi ve en iyi kok olusumunun, eksplant basina 20 adet ile 2.0 mg/L NAA
iceren ortamda kiltlire alinan siirgiinlerde oldugu tespit edildi. Elde edilen kokli fideler torf — perlit
karigimi igeren saksilara dikilerek topraga adaptasyonu saglandi.

Sonug olarak bu tez caligmasinda, Balci aspir (Carthamus tinctorius L.) ¢esidinin olgun
tohumlarindan itibaren in vitro ¢imlenme, siirgiin ¢ogaltimi ve koklendirilme igin ideal bir protokol
olusturuldu.

Anahtar Kelimeler: Carthamus tinctorius, Balci, in vitro, ¢cimlenme, mikrogogaltma, koklenme

viii



ABSTRACT

MS THESIS

MICROPROPAGATION OF BALCI SAFFLOWER (Carthamus tinctorius L.)
Atike HAMIDI BIRECIKLI

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
BATMAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE OF BIOLOGY

Advisor: Assoc. Prof.Dr. Filiz AKBAS
2018, 61 pages

Jury
Prof. Dr. Hasan Cetin OZEN
Assoc.Prof. Dr Filiz AKBAS
Assoc.Prof.Dr. Emine AYAZ TILKAT

Safflower (Carthamus tinctorius L.) is at the begining of oilseed crops that are important both in
biofuel production and nutritionally. In this thesis study, it was aimed to establish an optimum
microproduction process from the mature seeds of Balci safflower variety which is linoleic type and was
registered in 2011.

In order to determine the optimum conditions for in vitro growth, the safflower seeds were
separately kept at different times (10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60 min) in 5% sodium hypochlorite (NaOCI)
and were cultured in two different applications with their seeds broken or unbroken. It was observed that
all of broken seeds were germinated and only a small part of the unbroken seeds (16.6%) were
germinated. For this reason, it was determined that seeds should definitely be cultured for in vitro
germination after brokening. It was also determined that the seeds should be kept at 5% NaOCI for a
minimum of 60 minutes to reduce the risk of infection.

The effects of MS strength (control, 1/1, Y4, and %), carbon source (30 g/L sucrose, maltose and
fructose) and light (dark and light-16/8 photoperiod) on in vitro germination of safflower seeds were
separately examined. It was determined that seeds in the MS medium were better developed than the
control group (without MS) and % MS is the optimal medium for the morphological development of the
seeds. However, it was found that sugar content used in the medium was effective and sucrose was better
than other sugars. It has been determined that safflower is germinated in both light and dark conditions,
but germinated seeds are better developed in the light conditions. When all these results were evaluated, it
was determined that the best germination rate of seeds was in ¥4 MS medium supplemented with 30 g
sucrose and in broken seeds cultured in light (16/8 photoperiod).

In the micropropagation studies, sterile seedling were used as a material which obtained from
seeds germinated in in vitro conditions. The effects of different concentrations of BAP and Kinetin (0.5,
1.0, 2.0, 4.0 mg/L) on shoot multiplication were investigated. New shoot formation was observed in all of
the BAP and kinetin concentrations tested except the control group (without cytokine). The best shoot
multiplication was obtained from medium with 0.5 mg/L BAP with approximately 5.33 shoots per
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explant among BAP applications. On the other hand 3.75 - 3.33 shoots per explant were obtained from
medium containing 0.5 and 4.0 mg/L Kin in kinetin applications, However, vitrification was observed in
shoots at all of the BAP and 4.0 mg/L Kinetin applications. Therefore, MS medium supplemented with
0.5 mg/L Kin was determined the optimum medium (rooting-suitable, healthy shoots, without
vitrification) for in vitro shoot propagation of Balc1 safflower.

Different concentrations of NAA (0.5, 1.0, 2.0 mg/L) and IAA (0.5, 1.0, 2.0 mg/L) were added
to the MS medium for rooting in vitro shoots. Generally all shoots were rooted in all applications except
0.5 mg/L NAA and IAA. The best root formation was observed in medium containing 2.0 mg/L NAA
with 20 roots to per explant. The soil adaptation of the obtained rooted seedlings was provided with
planted in pots containing a mixture of peat and perlite.

As a result in this thesis study, an optimum protocol was established for in vitro germination,
shoot propagation and rooting from mature seeds of Balci safflower (Carthamus tinctorius L.) variety.

Key words: Carthamus tinctorius, Balci, in vitro, germination, micropropagation, rooting
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1.GIRIS
Beslenme zinciri i¢erisinde mutlaka yer almasi gereken yaglar, ana besin

maddelerinden bir tanesidir. Diinya niifusundaki artisa paralel olarak gida maddeleri
tiiketimi artmakta ve dolayisiyla bitkisel yag tiiketimi de artmaktadir. Bitkisel yaglar;
yabani veya kiiltiir formundaki yagli tohumlu bitkilerden elde edilmektedir. Yeryiiziinde
tohumlarinda yag iceren ¢ok sayida bitki olmasina ragmen, bugiin sanayide islenerek
tohumlarindan yag elde edilen bitkilerin basinda; soya, ay¢icegi, kolza, susam, aspir,
keten, kenevir, misir, zeytin, gelmektedir (Arioglu ve ark., 2010). Aspir, hem beslenme
hemde biyoyakit tiretiminde 6ne ¢ikan yagh tohumlu bitkilerin basinda yeralmaktadir
(Culpan, 2015).

Aspir (Carthamus tinctorius L.), Asteraceae (papatyagiller) familyasinin,
Carthamus cinsine ait bir bitki tiiriidiir. Bu bitkininde iiyesi oldugu Asteraceae, gicekli
bitkilerin en biiyiik familyasidir ve ¢igek durumundan dolayr “Compositae familyas1”
olarak da isimlendirilmektedir. Carthamus cinsinin diinya {izerinde yetismekte olan 25
yabani tiirii bulunmakta (Babaoglu, 2006) ve bu tiirlerden C. tinctorius L., C. lanatus L.,
C. dentatus Vahl. ve C. persicus Willd.’un i¢inde bulundugu 8 Carthamus tiirii
tilkemizde yetismektedir (Akman ve ark., 2007).

Aspir, diinya genelinde yetistirildigi bolge halki tarafindan farkl sekillerde
isimlendirilmekte (Dajue ve Miindel, 1996) ve bu durum iilkemiz i¢in de s6z
konusudur. Aspir bitkisi lilkemizin bazi yoresinde yalanci safran olarak bilinmesinin
yani sira dikenli aygigegi, zerdegal, haspir, kir safrani, papagan yemi, Amerikan safrani
ve boyaci aspiri gibi isimlerle de anilmaktadir.

Aspir (C.tinctorius L.) bitkisi, yalanci safran olarak da bilinen sart, turuncu,

kirmizi, krem Ve beyaz ¢igeklere sahip, calimsi formda tek yillik dikotil bir bitkidir.
Tohumlarinda %30-50 arasinda yag bulunduran, olgunluk evresinde genellikle 80-100
cm’e kadar boylanabilen bir gévdeye sahiptir (Babaoglu, 2005; 2007).

Aspir bitkisinin gelisim evreleri kok, gévde uzamasi ve dallanmaya gore 6
evreye ayrilmaktadir. Gelisimin ilk evresi ¢cimlenme, daha sonraki safha ise rozet
evresidir. Iki veya ii¢ hafta siiren bu evrede, gdvde uzamasi olmaz ve yapraklar yiizeye
yakin olarak gelisir (Oelke ve ark., 2000). Bitkide dallanmanin olmadig1 bu evrede,
giiclii kazik kok sistemi geliserek topragin derinlerine dogru ilerler (Dajue ve Miindel,
1996) ve takip eden evrelerde govde uzamasi ve dallanmalar goézlenir. Bu gelisim
safhasinda, govde uzamasi oldukga hizli olup 45 ile 75 cm boya ulasan kuvvetli dallar
gelisir (Miindel ve ark.,2004).

Ortadogu tilkelerinde yaygin olarak kullanilan aspir, tibbi potansiyeli oldukga
yiiksek olmasi sebebiyle son donemde pek ¢ok arastirmaya konu olmustur. Yapilan
deneysel ¢alismalar sonucunda aspir bitkisinin, akut istemik inme tedavisinde,
kadinlarin regl donemlerinde, kalp-damar rahatsizliklarinda, travma sonucu olugan
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sisliklerin ve agrilarin tedavisinde, ates diisiirmede ve kabizliga kars1 basarili oldugu
tespit edilmistir (Ihara, 1998; Lin ve ark., 2014; Isler, 2014). Ayrica, aspir tohumlarinin
osteoporoz, romatoid artrit ve aterojenik riski iizerine olumlu etkileri oldugu
saptanmustir (Yu ve ark., 2013).

Aspir tohumundan elde edilen yag, sabun, boya, vernik ve cila iiretiminde ve
yemeklik yag olarak da kullanilmaktadir (Karaaslan ve Hakan, 2007). Oleik asit ve
insanlar i¢in esansiyel olan linoleik asidi yiiksek oranda igermesi nedeniyle aspir yagi
beslenmede 6nemli bir yere sahiptir (Konar ve ark., 2010). %16-20 oleik asit (omega-9)
ve %71-75 linoleik asit (omega-6) miktari ile aspir (Cosge ve ark.,2007) musir, findik,
zeytin gibi diger yag bitkilerine oranla daha yiiksek yag igerigine sahiptir (Oelke ve
ark., 2000). Antioksidan etkisi sayesinde aspir yagi, kalp ve damar hastalarinin
uyguladiklart diyetlerde de bulunur (Uysal ve ark., 2006).

Aspir bitkisinin sadece tohumlar1 degil, yaprak ve ¢icekleri de ¢ok farkl
alanlarda degerlendirilmektedir. Yapraklari ¢ay yapiminda kullanilirken (Dajue ve
Miindel, 1996), ¢igek petallerinden kirmizi renkli “karthamin” ve sar1 renkli
“karthamidin” maddesi elde edilmektedir. Bu maddeler, kozmetik (Karaaslan ve Hakan,
2007), gida ve tekstil sanayisinde boya maddesi olarak kullanilmaktadir (Smith ve
Jimmerson, 2005; Babaoglu, 2006). Ayrica, bu bitkinin ¢igekleri ¢esitli yemeklerin
renklendirilmesinde ve tatlandirilmasinda da kullanilmaktadir (Pahlavani ve ark., 2004).
Ornegin; Diyarbakir ili ve ¢evresinde sar1 renkli aspir ¢icekleri pilavlarda kullanilarak
pilavin sar1 renkli olmasi saglanir (Babaoglu, 2006).

Bu kullanim alanlar1 disinda aspir bitkisinin dikensiz varyeteleri kesme ¢igek
olarak Bat1 Avrupa, Japonya ve Latin Amerika’da kullanilmaktadir (Dajue ve Miindel,
1996). Bitki, yesilken ¢it yapiminda kullanilmasinin yaninda hayvanlarin otlatilmasi
icin uygun ortam olusturur ve bu sekilde hayvan yemi olarak kullanilir (Babaoglu,
2006).

Aspir, kuru ve sicak ¢evresel kosullara adapte olabilen, genellikle nétr ve uzun
giin bitkisi olarak degerlendirilir (Dajue ve Miindel, 1996; Pahlavani ve ark., 2004) ve
iklimsel/jeolojik kosullar agisindan segici olmayan bu bitki, kurak arazilerde bile
rahatlikla yetistirilebilmektedir (Angin ve Sensoz, 2006). Sicakligin az oldugu, kuru
rlizgarlarin estigi, ekim dncesinde topragin yeterli derecede nemli oldugu bolgeler ile
300 mm yagis alan veya yeterli derecede sulanan bolgelerde aspir bitkisinden daha iyi
verim elde edilebilmektedir (Miindel ve ark., 2004). Derin, verimli, yiiksek su tutma
kapasitesine sahip 1y1 drenajli, tinli topraklarin aspir tarimi i¢in ideal oldugu tespit
edilmistir (Dajue veMiindel, 1996; Babaoglu, 2005; Berglund ve ark., 2007).

Diinyanin en eski yagli tohumlu bitkilerinden biri olan aspir bitkisinin
anavataninin Giiney Asya oldugu diisiiniilmektedir (Babaoglu, 2006). Misirda yapilan
arkeolojik kazilarda 4000 yillik mumyalarin tabutlarinda aspir tohumlari ve siis i¢in
kullanilan ¢igekleri bulunmus (Dajue ve Miindel, 1996; Smith ve Jimmerson, 2005) ve
eldeki kaynaklara gore, bu bitki Cin’de yaklasik 2200 y1l 6nce kullanilmistir (Smith ve
Jimmerson, 2005). Aspir bitkisinin iiretimi, Cin’in disinda Hindistan, yakin dogu ve
kuzey Afrika’da da uzun bir tarihi siirece sahiptir (Knights, 2007). Avrupa kitasinda
orta ¢ag doneminde, Amerika kitasinda ise Amerika’nin kesfinden sonra aspir bitkisinin
tarimina baslanmistir (Babaoglu, 2006). Diinyadaki aspir ekilis alan1 816.588 hektar,
tiretimi 670.318 ton ve verimi ise 82 kg/da’dir. Tiirkiye’deki ekilis alan1 ise 44.000
hektar, tiretimi 62.000 ton ve verimi 140 kg/da’dir (Anonim, 2014). En fazla ekim
alanina sahip iilkeler arasinda Kazakistan, Hindistan, ABD, Meksika ve Arjantin
bulunmaktadir (Anonim, 2013).

Aspir bitkisinin Tiirkiye’ye girmesi ve tariminin yapilmasi, Bulgaristan’dan
gelen gogmenler araciligi ile Marmara Bolgesi'nde (Balikesir yoresine) baglamistir.
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Daha sonralar1 Eskigehir, Ankara, Konya, Sanliurfa, Balikesir ve Afyon illerine
yayilmistir. Bazi kaynaklara gore ise yabani formlarina yurdumuzda rastlandigi ve yillar
once Tiirkler tarafindan Orta Asya’dan getirildigi belirtilmektedir (Kog, 2001).

Ulkemizde aspir ile ilgili ¢alismalara 1930°1u yillarda Eskisehir Zirai Arastirma
Enstitiisii’'nde baglanmis olup (Demirci ve ark., 2003), 1931 yilinda ilk tescil edilen gesit
Yenice olmustur. Aspir ile ilgili ¢alismalara uzun siire ¢esitli sebeplerle ara verilmesinin
ardindan Eskisehir Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan Dinger 1977
yilinda, Remzibey-05 2005 yilinda, Balc1 2011 yilinda; Trakya Tarimsal Arastirma
Enstitiisii tarafindan Linas 2013 yilinda, Olas 2015 yilinda tescil edilmis aspir
cesitleridir. Ayaz ise Bahri Dagdas Uluslararas1 Tarimsal Arastirma Enstitiisi
Miidiirliigii’'nee gelistirilen ve 2013 yilinda tiretim izni alan aspir ¢esididir. Bu
cesitlerden Yenice, Dinger, Balc1 ve Linas linoleik tip, Remzibey-05 ve Olas ¢esitleri
oleik tiptir (Birben, 2015).

Giiniimiizde bitki biyoteknolojisi; bitki fizyolojisi, biyokimya ve molekiiler
caligmalarda en sik basvurulan yontem ve araglar arasinda bulunmakta ve bitki
bilimlerinin farkli alanlarinda hizla kullanilmaktadir. Bitki doku kiiltiirii; aseptik
sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki veya hiicre (meristematik hiicreler,
stispansiyon veya kallus kiiltiirleri), doku (¢esitli bitki kisimlar1) yada organ (apikal
meristem, kok, vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya cesitli bitkisel
tirtinlerin (sekonder metabolitler vb.) tiretilmesidir (Babaoglu ve ark.,2001). Bitki doku
kiiltirlerinin kullanim amaglar1 i¢inde, var olan gesitlerde genetik ¢esitliligi olusturmak,
yeni ¢esit gelistirmek ve yokolmakta olan tiirlerin korunmasi ve ¢ogaltilmasi yer
almaktadir (Babaoglu ve ark., 2002).

Bitki doku kiiltiir ¢aligsmalarinda ilk deneysel arastirmalar 1900°1i yillarda
baslamis ve Haberlandt’in totipotensi (toplam gii¢ teorisi) goriisii doku kiiltiirliniin
temelini teskil etmistir. Bu goriise gore her bitki bir zigot hiicresinden meydana
gelmekte ve her zigot hiicresinin komple bir bitkiyi meydana getirebilme potansiyeli
bulunmaktadir. Ayrica bu durum o bitkinin tiim canli hiicreleri iginde gegerlidir. Daha
sonra 1930’lu yillarda kesfedilen bitki hormonlarinin doku kiiltiiriinde kullanilmasi
biiyiik kolayliklar saglamis ve doku kiiltiiriiniin gelisimine 6nemli katki yapmustir
(Kocagaligkan, 2002). Tiirkiye’de biyoteknoloji ¢caligmalar: 1970°1i yillarin ikinci
yarisinda baglamistir ve ilk yillarda agirlikli olarak doku kiiltiirii calismalarina yer
verilmistir. Molekiiler ve genetik bilimlerinin yardimi ile doku kiiltiirii ¢aligmalari
giintimiize kadar artarak devam etmis ve yayginlasmistir (Abak ve ark., 2001).

Ulkemizde yillardir kiiltiirii yapilan aspir gesitlerinin adaptasyon yetenekleri iyi
olmakla birlikte, en 6nemli dezavantajlar1 yag oran1 ve tohum veriminin diisiik
olmasidir (Birben, 2015). Yeni gelistirilmis aspir ¢esitleri olan Balci, Linas ve Olas
cesitlerinin yag oranlari artirilmis olsa da aspirin bolgemizde ekonomik olarak diger yag
bitkileri (ay¢igegi, kanola) ile rekabet edebilmesi icin en az onlar kadar tohum verimi ve
yag orani yiiksek olan yeni aspir cesitleri gelistirilmelidir (Kanar, 2016). Bununla
birlikte bitkinin yabanci déllenmesi nedeniyle kullanilan gesitlerin 6zellikleri zamanla
bozulabilir. Bunun i¢in yeni ¢esitlerle adaptasyon ve verimlilik ¢alismalarina her zaman
ihtiya¢ duyulmaktadir (Oztiirk, 1994).

Giiniimiizde klasik 1slah galismalarina oranla daha kisa siirede sonug vermesi
bakimindan bitki doku kiiltiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun i¢in, her tiir
veya her genotip i¢in ortam kosullarinin belirlenmesine yonelik in vitro kiiltiir
calismalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Aspir bitkisi ile ilgili ilk doku kiiltiirii galismalar1 George ve Rao tarafindan hint
cesitleri lizerinde 1982 yilinda yapilmistir. Daha sonra, bazi aragtiricilar tarafindan, 27
Hint, 2 Amerikan, 1 Tiirk, 1 iran, 1 Cin ve 2 Avusturya gesidi ile ilgili doku kiiltiirii ve
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siirgiin rejenerasyon protokolii rapor edilmistir. Bu ¢caligmalarda siirgiin rejenerasyonu
ya direk tomurcuktan ya da kallustan itibaren elde edilmistir. Kullanilan eksplant
kaynaklar1 ise genellikle kotiledon, hipokotil, yaprak, kok, gévde, anter gibi bitki
kisimlart olmustur (Fan ve Guo, 2013).

Yaptigimiz literatiir taramasinda, aspir bitkisinin in vitro kiiltiirii tizerine
tilkemizde gelistirilen yerli ¢esitlerle ilgili cok az sayida ¢alisma mevcuttur. Bunlarda
stirgiin rejenerasyonu genellikle in vitro siirgiinlerin gesitli kisimlari1 kullanilarak
kallustan siirgilin rejenerasyonu elde etmeye yoneliktir. Bu nedenle tez ¢alismasinda,
2011 yilinda tescil edilen ve linoleik tipte olan Balc1 aspir (C. tinctorius L.) ¢esidinin
olgun tohumlarindan itibaren in vitro ¢imlenme ve elde edilen siirgiinlerin gogaltilmasi
ve koklendirilmesi i¢in optimum prosediiriin olusturulmas1 amaglanmuistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Doku kiltiri teknikleri kullanilarak, 6zellikle tibbi ve aromatik bitkilerin
mikrogogaltiminda son yillarda 6nemli ilerleme kaydedilmistir. Mikrogogaltimin bir¢ok
avantaji bulunmaktadir. Bunlarin arasinda; hastalik ve zararlilardan arindirilmis
homojen bitkisel materyal elde edilmesi, klasik yontemlerle tiretilmesi zor olan tiirlerin
kolay tiretilmesi, segilen iistiin genotiplerin hizli tiretilmesi, genis alanlara ve is giiciine
ihtiya¢ duymadan ve mevsime bagli kalmadan her donemde tiretime imkan tanimas1 yer
almaktadir (Bajaj ve ark., 1988).

Aspir bitkisinin bitki doku kiiltiirii yoluyla mikrogogaltim galismalarinin, diisiik
frekansta olmas1 ve ¢ogu aspir varyetesi i¢in uygun etkili bir protokoliin olmamas1 bu
bitki ile ilgili yapilacak genetik modifikasyon calismalarinin devamini ciddi sekilde
kisitlamaktadir. Son zamanlarda bilim adamlar1 bu sorunu ¢6zmek i¢in fakli eksplant
¢esidi, besi ortami ve kiiltiir kosullarini deneyerek bazi genotiplerde basart oranini1 %30’
dan %90’lara ¢ikarmay1 basarmiglardir (Fan ve Guo, 2013).

George ve Rao (1982), ii¢ farkl1 aspir varyetesinin (Th-10 black, NP-9 black ve
Partial hull black) kotiledon ve hipokotil kisimlarindan kallus olusturma ve siirgiin
proliferasyonu potansiyelini arastirmistir. Farkli konsantrasyonlarda BA, kinetin, 2-IP
ve zeatin (0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L) ilave edilmis MS besi ortamina aldig1 hipokotil
eksplantlarindan her ii¢ varyetede siirgiin rejenerasyonu elde edilmezken, 0.2 mg/L BA
iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinan, Th-10 black ve NP-9 black’in kotiledon
eksplantlarindan %65-70 oraninda siirgiin elde edilmistir. Arastiricilar ayrica, her ti¢
varyetenin hem hipokotil hem de kotiledon kisimlarindan BA + NAA igeren MS besi
ortaminda kallus olusumu ve kallustan siirgiinlerin meydana geldigini ancak bu
stirglinlerin gelisemeyerek oldiigiinii bildirmislerdir.

Prasad ve ark. (1991) 10 farkli aspir genotipinin (Mangira, Tara, 18-66-18, 9-51,
NS115-1, EC46984, A-1, S-4, JL-40, EC47006) in vitro kiiltiirlerini kurmak i¢in 5 farkli
besi ortami (MS, LS, N6, B5 ve Chaleff'in) kullanmislar ve en iyi kallus olusumunun
%48.6 orani ile MS besi ortaminda yerli ¢esit olan Mangira’da elde edildigini
bildirmislerdir. Ayrica BAP (2.0 mg/L) ve NAA (0.5 mg/L) ilave edilmis MS ortaminda
slirgilin rejenerasyonu gozlendigini ve 2 MS + 0.1 mg/L NAA’l1 besi ortaminda da
koklenme goriildiiglinii rapor etmislerdir.

Orlikowska ve Dyer (1993), Montola ve Centennial aspir varyetelerinin olgun
tohumlarini in vitro ortamda ¢imlendirerek elde ettikleri siirgiinlerin ¢ogaltimina oksin
(NAA) ve sitokininlerin (BAP, TDZ, Kinetin, 2-1P) etkisini aragtirmiglardir. 0,1 mg/L
NAA ile kombine edilen 0,5 mg/L BAP yada 0,1 mg/L TDZ igeren MS besi ortaminin
direk siirgiin rejenerasyonu i¢in optimum oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, 1 cm
uzunlugundaki internodlardan 1 mg/L 2-IP igeren ortamda ¢ok sayida siirgiin elde
etmislerdir. Her iki varyeteden elde ettikleri siirgiinleri 1 mg/L NAA igeren MS besi
ortaminda koklendirerek basarili bir sekilde seraya aktarmiglardir.

Nikam ve Shitole (1999), Bhima aspir (C. tinctorius L.) ¢esidinin, kok,
hipokotil, kotiledon ve yaprak eksplantlarini in vitro ortamda kiiltiire alarak, kallus
olusturma ve bitki rejenerasyonu lizerine besi ortami (MS, SH-M ve B5) ve biiyiime
diizenleyicilerinin (2,4-D, IAA, NAA, BA ve Kinetin) etkisini arastirmiglardir. Sonugta,
ortama bir oksin ilavesi ile Sitokinin oran1 > 1 oldugunda kallus olusumunun arttigini,
ozellikle 2,4-D nin tiim eksplantlarda kallus olusumunda etkili oldugunu saptamislardir.
Aragtiricilar ayrica, BA (4.43 uM) — kazein hidrolizat igeren MS besi ortaminda
hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda ¢ok sayida siirgiin olusumu elde ettiklerini rapor
etmislerdir.
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Mandal ve ark. (2001), aspirde direk organogenesis ve bitki rejenerasyonu
calismalarinda, genotip, eksplant yasi, karbon kaynagi ve etilenin etkisini 8 farkl
genotipte test etmislerdir. Test edilen 8 gesitten 7'sinde degisen oranlarda embriyojenik
kallus elde ettiklerini ve somatik embriyolarin olugsmasi ve olgunlagmasinda eksplant
yasinin 6nemli oldugunu tespit etmislerdir.

Mandal ve Gupta (2003), aspir yapraklarindan somatik embriyo elde etme
tizerinde farkli biiytime diizenleyicilerinin etkilerini arastirmislardir. Somatik
embriyolarin sayisi kadar embriyojenik kallus frekansinin da oksin tiiriine ve
konsantrasyonuna gore degistigini ve en yiiksek somatik embriyo frekansinin 2 mg/L
NAA iceren ortamda elde edildigini bildirmislerdir.

Radhika ve ark. (2006), farkli aspir (C. tinctorius L.) genotiplerinin (A-1,
Manjira ve HUS-305) kok, hipokotil, kotiledon ve primer yaprak eksplantlarindan
itibaren adventif siirgiin rejenerasyonuna bitki biiyiime diizenleyicilerinin (IBA, NAA,
BA, Kinetin ve TDZ) farkli kombinasyonlarinin etkisini incelemislerdir. Hem siirgiin
rejenerasyon potansiyeli hemde eksplant basina siirgiin sayis1 bakimimdan TDZ + NAA
kombinasyonunun iyi sonug verdigini belirlemislerdir. Arastiricilar gelisen siirgiinlerin
0.5 mg NAA igeren 1/2 MS besi ortaminda koklendirilerek basarili bir sekilde topraga
aktarildigini bildirmislerdir.

Walia ve ark. (2007), ilk kez aspirin endosperm dokusundan bitki
rejenerasyonunu arastirmislardir. Bunun ig¢in, HUS-305 aspir ¢esidinin endospermlerini,
farkli konsantrasyonlarda BA, Kinetin, TDZ, 2,4-D ve NAA iceren MS ortaminda
kiiltiire almislardir. Arastiricilar en yiiksek kallus olusumunu 2,4-D eklenmis ortamdan
elde ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica olusan kallustan BA, Kin ve TDZ igeren
ortamlarda embriyolarin olustugunu ve maksimum embriyojenik yanit1 (%35.0) TDZ
nin verdigini belirlemiglerdir.

Kumar ve ark. (2008) NARI-6 aspir ¢esidinin somatik embriyogenez yoluyla
bitki rejenerasyonu igin etkili bir protokol olusturmuslardir. Embriyojenik kallus
olusturmak i¢in 10-17 giinliik in vitro siirgiinlerden alinan yaprak eksplantlar1 ve
kotiledonlar kullanilmistir. Sonugta, TDZ, 2-IP veya IBA ile desteklenmis MS besi
ortaminda kiiltiire alinan kotiledon eksplantlarindan yiiksek oranda (%94.3)
embriyojenik kallus elde etmislerdir. Daha sonra hormon igermeyen MS besi ortamina
aktarilan bu kallustan %100 oraninda somatik embriyolar meydana geldigini
belirlemislerdir. Arastiricilar olusan somatik embriyolar: olgunlastirarak GA3 ile
desteklenmis 1/4 MS ortaminda ¢imlendirmislerdir.

Basalma ve ark. (2007), dinger aspir ¢esidinin kotiledon yapraklarini kullanarak
adventif siirgiin rejenerasyonu protokoliinii gelistirme ¢aligmalarinda, TDZ ve IBA in
farkli kombinasyonlarinin etkisini incelemislerdir. Bunun i¢in kotiledon yapraklarini,
TDZ ve IBA’in farkli konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarini iceren MS besi
ortaminda kiiltiire almislardir. Arastiricilar, en yiiksek siirgiin rejenerasyon yiizdesi
(%33.33) ve eksplant basina en fazla siirgiin sayisin1 (eksplant basina 6.5 adet siirgiin),
0.5mg/ L TDZ ve 0.25 mg /LI IBA igeren MS ortamindan elde etmislerdir. Arastiricilar
ayrica, 14 giinliik fidelerin kotiledon nodlar1 ve meristem uglarini, farkli BAP-NAA
kombinasyonlari ile desteklenmis MS besi ortaminda kiiltiire almiglardir. Kiiltiiriin 18-
21 giinleri arasinda test edilen besi ortamlarinin ¢ogunda kotiledoner nodlardan ve
meristem uglarindan dogrudan dogruya birden fazla yeni siirgiin olustugunu ve %100
slirglin ¢ogaltim1 sagladiklarini ileri stirmiiglerdir.

Yang ve ark. (2009) Cin kokenli Tacheng aspir ¢esidinin kotiledon
eksplantlarindan stirgiin rejenerasyonu iizerine fitohormonlarin etkisini incelemislerdir.
Fitohormonlarin tek bagina kullanildiginda kallus olusumunu uyardigini ancak adventif
tomurcuklar1 dogrudan tiretemedigini, buna karsin farkli fitohormon
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kombinasyonlariin, adventif tomurcuklarin olusmasini ve koklenme tizerine g¢esitli
etkilere sahip oldugunu tespit etmislerdir. Sonug olarak yapilan tim denemelerden,
optimum kallus indiikleyici ortami: MS +%3 Sakkaroz +%0.7 Agar +1.0 mg/L NAA,;
Siirgiin Farklilastirma ortami: MS + %3 Sakkaroz +%0.7 Agar + 0.2 mg/L NAA + 1.0
mg/L BA ve koklendirme ortami: %2 MS + 2.0 mg/L NAA + 0.5 mg/L [AA olarak
belirlemiglerdir.

Aspir tohumlarinin in vitro ortamda ¢imlenmesi ve kallus olusturma
potansiyelini inceleyen Kumari ve Pandey (2010), in vitro ortamda ¢imlendirilen
tohumlardan gelisen fidelerin farkli kisimlarini (alt hipokotil, {ist hipokotil, yaprak gibi)
kullanmislardir. Arastiricilar, fitohormonlarin (2,4-D, IBA, IAA ve KN) farkli
konsantrasyonlarinin bulundugu MS besi ortamina Hindistan cevizi siitiinii (%20 ve
%80 Vv/v) ilave etmisler ve en iyi kallus olusumunun tiim eksplant ¢esitlerinde 2,4-D nin
farkli konsantrasyonlarinda (3.0 ppm - 5.0 ppm) olustugunu tespit etmislerdir.

Iki aspir ¢esidinde (Dinger ve Sina) in vitro cogaltma ve Agrobacterium
tumefaciens vasitasiyla gen aktarimini arastiran Motamedi ve ark. (2011), en yiiksek
kallus olusumunun Dinger ¢esidinde (%94.33) 1 mg/L NAA + 1 mg/L BAP igeren MS
ortaminda meydana geldigini bildirmislerdir. Ayrica, kallustan siirgiin olusumunun en
yiiksek oranimin (% 35.1) yine Dinger ¢esidinin kotiledon eksplantlarindan, 0.1 mg/L
NAA + 2 mg/L BAP ile desteklenmis ortamda elde edildigini rapor etmislerdir.

Ghasempour ve ark. (2014), lesaf aspir ¢esidinin in vitro mikrogogaltilmasi
tizerine bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisini incelemislerdir. Arastiricilar, steril
ettikleri tohumlar1 ¢imlendirerek elde ettikleri fideleri BAP, Kinetin, NAA ve 2,4-D’
nin farkli konsantrasyonlarini igeren MS besi ortamina aktarmiglardir. Sonugta, 1.0
mg/L BAP iceren MS besi ortaminda kiiltiire aldiklar1 yaprak eksplantlarinda %97.79
oraninda kallus elde etmiglerdir. Ayrica en iyi siirgiin rejenerasyonunun 0.1 mg/L NAA
ve 1.0 mg/L BAP igeren MS ortaminda oldugunu rapor etmislerdir.

Fan ve Guo (2014), Jimsar aspir (C. tinctorius) ¢esidinin doku kiiltiirii yolu ile
¢ogaltilmasi lizerine kiiltiir kosullarinin (sicaklik, 1s1k, nem gibi), eksplant ¢esidinin ve
bitki bitylime diizenleyicilerinin etkisini incelemislerdir. Arastiricilar, 6-8 giinliik in
vitro fidelerden alinan kotiledonlarin diger eksplantlardan daha iyi sonug¢ verdigini
belirleyerek giindiiz 24 °C- gece 16 °C sicakligin, 9000 liix 151k siddetinin ve %60 nispi
nemin rejenerasyon i¢in uygun oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica, en yiiksek siirgiin
rejenerasyon oranini eksplant basina 5 adventif tomurcuk (%79.1) ile; 12.0 mg/L TDZ,
2.5 mg/L IBA ve 1.5 mg/L 2-IP igeren MS besi ortamindan elde edildigini
bildirmislerdir.

Nikhil ve ark. (2014), kotiledon yapraklarini eksplant kaynagi olarak kullanarak
iki aspir gesidinin (AKS-207 ve PKV-pink) in vitro bitki rejenerasyon potansiyelini
incelemislerdir. Her 2 aspir ¢esidinde de en iyi kallus olusumunun, TDZ (2.0 mg/L) +
NAA (0.5 mg/L) i¢eren ortamda kiiltiire alindiktan 21 giin sonra yaprak
segmentlerinden elde edildigini tespit etmislerdir. Maksimum siirgiin olusumu ise
%63.33 orani ile AKS-207 ¢esidinde ve TDZ (2.0 mg/L) + NAA (0.1 mg/L) ile
desteklenen ortamda; PKV-pink iginse TDZ (2.0 mg/L) + NAA (0.5 mg/L) ile
desteklenen ortamda oldugunu rapor etmislerdir. Cogaltilan ve iy1 gelisen siirgiinler
daha sonra NAA nin farkli konsantrasyonlarinda kdklendirilerek topraga adaptasyonu
saglanmstir.

Ozdemir ve Tiirker (2014), yabani aspirin (C. persicus Wild) in vitro ¢ogaltimi
calismalarinda BAP ve NAA’nin farkli kombinasyonlarinin etkisini arastirmiglardir.
Kallus olusumu, rejenere siirgiin ylizdesi, eksplant basina siirgilin sayist ve uzunlugu,
eksplant bagina kok sayis1 ve uzunlugu i¢in BAP-NAA arasindaki kombinasyonlarin
etkili oldugunu belirlemislerdir. Ayrica en yiiksek siirgiin rejenerasyonunun 0.50 mg/L
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BAP + 0.25 mg/L NAA bulunan MS besi ortaminda, kallus olusumunun ise 1 mg/L
BAP + 1 mg/L NAA ve 2 mg/L BAP + 1mg/L NAA bulunan MS besi ortaminda
oldugunu saptamiglardir.

Yaman (2014), Remzibey, Dinger ve Shifa aspir gesitleri ile ilgili yaptig1 doku
kiiltiirti arastirmalarinda, Remzibey ¢esidinde 4 mg/L TDZ ve 0.2 mg/L NAA, Dinger
¢esidinde 1 mg/L TDZ ve Shifa ¢esidinde ise 2 mg/L NAA ve 2 mg/L BAP iceren MS
besin ortamlarinda adventif siirgiin rejenerasyonunun arttig1 sonucuna varmistir.

Moghadam ve Mohammadi (2014), iki farkli aspir ¢esidinin ¢gimlenme
ozellikleri ve tane verimi {izerine askorbik ve salisilik asitin etkisini laboratuvar ve sera
kosullarinda incelemislerdir. Arastiricilar, askorbik ve salisilik asitin konsantrasyonu
arttik¢a, ¢cimlenme oraninin azaldigini ve en yiiksek tane veriminin (bitki basina 16.2 g)
‘Faraman’ kiiltivarinda oldugunu bildirmislerdir.

Dipti ve ark. (2015), iki farkl1 aspir genotipinin (AKS-207 ve PKV-Pink)
kotiledon yapraklarini kullanarak in vitro siirgiin rejenerasyon kapasitesini
arastirmiglardir. En iyi kallus olusumunun her iki genotipte 1.0 mg/L 2,4-D + 1.0 mg/L
Kin (1 mg/L) igeren MS besi ortaminda; maksimum siirgiin rejenerasyonunun ise AKS-
207 genotipi igin 3.0 mg/L BAP, PKV-Pink i¢in 4.0 mg/L BAP i¢eren MS besi
ortaminda oldugunu rapor etmislerdir.

Culpan (2015), gibberellik asit ve salisilik asidin Dinger ve Balc1 aspir
cesitlerinde, verim ve kalite dzellikleri tizerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda,
tane verimi ve yag orani bakimindan cesitler ile hormonlar arasindaki farkliliklarin yani
sira ¢esit x hormon ve hormon x doz interaksiyonlarinida 6nemli bulmustur. Dekara en
yiiksek tane verimi (120.496 kg/da) SA uygulamasiyla Dinger ¢esidinden, en diisiik
verim ise (55.111 kg/da) GAs uygulamasiyla Balci ¢gesidinden elde edilmistir.

Moghbel ve ark. (2015), in vitro ortamda kiiltiire alinmis aspir (C. tinctorius L.)
bitkisine kolsisin uygulayarak DNA igerigi ve stomalarda meydana gelen degisimleri
inceledikleri ¢aligmada, aspir tohumlarini 24-48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
kolsisin, (%0- %0,03- %0,05- %0,08-%0,1 (W/V)) ile muamele ederek kontrollii
kosullar altinda kat1 MS ortaminda kiilttire almislardir. Rejenere edilen bitkilerin
hiicresel DNA igerigi spektrofotometre ile 6l¢iilmiistiir. Ayrica, stoma boyut
Olciimiinden ve spektrofotometreden elde edilen sonuglari teyit etmek icin flow
sitometrisini kullanmiglardir. Sonugta, 24 saat boyunca %0.03, %0.05 ve %0.1 kolsisin
uygulanan aspir fidelerinin daha biiyiik stomalara sahip olduklari ve tiim uygulamalarda
DNA igeriginin belirgin sekilde arttigi tespit edilmistir. Arastiricilar yapilan flow
sitometrisi analizlerinde de elde edilen bu sonuglarin teyit edildigini bildirmislerdir.

Kanar (2016), 10 farkli aspir ¢esidinin (Dinger, Balc1, Remzibey, Rio, Nebraska
10, Oleic Leed, Quiriego 88, San Jose 89, Sina, Gila) Kahramanmaras kosullarindaki
verim ve verim unsurlarini incelemistir. Sonugta, en yiiksek yag oranina Oleic Leed
(%35.31) gesidinin, en yiiksek tohum (99.23 kg/da) ve yag (33.65 kg/da) verimine Balci
cesidinin sahip oldugunu tespit etmistir.

Kaya (2017), Balc1 aspir gesidinin in vitro hizli ¢cogaltimu igin steril fidelerin
nod, hipokotil ve kotiledon kisimlarini farkli hormon kombinasyonlarinin bulundugu
MS ortaminda kiiltiire almigtir. Denemeler sonunda elde edilen kallustan eksplant
basina en ¢ok siirgiin sayisi nod eksplantinda 3,76 adet ile 0.5 mg/L Kin igeren MS
besin ortamindan; hipokotil eksplantinda 1.0 adet ile 2.0 mg/L BAP igeren MS besin
ortamindan; kotiledon eksplantinda ise 8,33 adet ile 0.5 mg/L BAP x 0.5 mg/L NAA
iceren MS ortamindan elde edilmistir. Arastirici, eksplantlarda kallus olusumu
bakimindan sonuglarin iyi olmasina ragmen siirgiin olusturan eksplant yiizdesi ve
eksplant bagina siirgiin sayis1 bakimindan literatiire kiyasla daha diisiik sonuclar elde
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ettigini rapor etmis ve gelisen siirgiinlerin ¢ogunun vitrifiye oldugunu ve bu nedenle
koklendirme c¢alismalarinin yiirtitiilemedigini bildirmistir.

Diger kompozit bitki iiyeleriyle karsilastirildiginda, aspir bitkisinin
mikrogogaltilmasi oldukga zordur. Aspirin mikrogogaltilmasi {izerine birkag literatiir
olmasina ragmen, genel olarak tiim ¢esitlere uygulanabilen etkili bir bitki rejenerasyon
protokolii hala mevcut degildir (Fan ve Guo, 2013). Bu nedenle, sunulan tez
calismasinda Balci aspir (C. tinctorius) ¢esidinin olgun tohumlarindan itibaren
mikrocogaltilmasi ve koklendirilmesi i¢in optimum in vitro kosullarin belirlenmesi
amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyali

Bu ¢alisma Batman Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Aragtirma Laboratuvarinda yiirtitiilmiistiir. Calismada, materyal olarak Gegit Kusagi
Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan 2011 yilinda tescil edilen Balci aspir (C.
tinctorius L.) ¢esidi kullanilmistir (Sekil 3.1.).

1‘ = )}
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A

Sekil 3.1. Balc1 aspir ¢esidinin olgun tohumlarinin genel
gorinimii

Aspir Bitkisinin Takson Hiyerarsisi

Alem : Plantae
Siif : Magnoliopsida
Takim : Asterales

Familya : Asteraceae

Altfamilya: Carduoideae

Cins : Carthamus

Tiir : Carthamus tinctorius L.

Aspir, embriyoda plumulanin gelisimi ile olugan ve olgunluk evresinde
genellikle 80-100 cm’e kadar boylanabilen bir gévdeye sahip, yaygin olarak dallanma
gozlenen ¢alimsi formda tek yillik dikotil bir bitkidir (Babaoglu, 2005). Yapraklar,
gbvde lizerinde sarmal dizilis gosterirler ve her noddan bir yaprak ¢ikar. Yaprak
alaninin, gesitlere gore farklilik gostermesine ragmen, genisligi 2.5 ile 5 cm, uzunlugu
ise 10 ile 15 cm arasinda degisir (Dajue ve Miindel, 1996).

Cizelge 3.1. Tescilli Balcr aspir ¢esidinin 6zellikleri (Anonim, 2017)

Morfolojik Ozellikleri Verim Ozellikleri Tarimsal o6zellikleri
Dikenlilik  Cicek Bitki Tane Sulu Kuru ic Bin Dane Yag
Rengi Boyu Rengi (kg/da) (kg/da) oramm  Agirhg (g) Oram
(cm) (%) (%)
Dikenli Sar1 70-100 Beyaz  300-400 120-240  57-59 40-48 38-41
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3.2. Yontem
3.2.1. In vitro Kiiltiir kosullar
3.2.1.1. Cam malzeme ve filtre kagitlarinin sterilizasyonu

Deneylerde kullanilan cam malzemelerden erlenmayer, beher fir¢a yardimiyla
temizlenip, sicak sudan gegirildikten sonra ii¢ defa saf sudan gegcirilerek etiivde 180
°C’de 3 saat bekletilmek suretiyle steril edilmistir. Diger cam malzemeler olan meziir,
balon joje ve pipetler ise yine fir¢a yardimiyla yikanip, sicak sudan gegirildikten sonra
tic defa saf sudan gecirilerek 80 °C’de etiivde 3 saat bekletilmek suretiyle
sterilizasyonlar1 saglanmistir. Bitkisel materyallerin kiiltiire alindig1 Magenta GA-7
kiiltiir kaplari, sicak suda yikanip, ii¢ defa saf sudan geg¢irilip kurutma islemi
saglandiktan sonra aliiminyum folyo ile sarilarak 121 °C’de ve 1 atm basing altinda 25
dakika siire ile otoklavda sterilizasyonu tamamlanmistir. Arastirmanin her agamasinda
kullanilan filtre kagitlari, 180 °C’de 2 saat siire ile besi ortamlar1 ve stoklarin
hazirlanmasinda kullanilan saf su ise yine etiivde 180 °C’de 3 saat siire ile sterilize
edilmistir.

3.2.1.2. Pens ve bisturilerin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Materyallerin uygun boyutlarda hazirlanmasi ve kiiltiir kaplarina yerlestirilmesi
icin kullanilan pens ve bisturiler %96°lik alkol ile silinip 6-9’lu gruplar halinde
aliminyum folyo ile sarilarak kuru hava sterilizatdriinde 300 °C’de 30 dakika siire ile
steril edilmistir.

3.2.1.3. Ropikaj ve Kiiltiir odalarimin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Deneyler baslatilmadan 1 giin (24 saat) once ropikaj odasindaki kapi, masa,
dolaplar, zemin ve duvarlar seyreltilmis sodyum hipoklorit (NaOCI) ile silinmistir.
Calismanin yapilacag: steril kabinin i¢ kisimlart %70’lik alkol ile temizlenmistir.
Yukarida verildigi gibi ropikaj odasinin sterilizasyonu yapildiktan sonra ultraviyole
lambas1 2-4 saat acik birakilarak sterilizasyon iglemleri tamamlanmistir.

Biiyiime odasinda; 30-60 pm m™ s™ 151k siddetine sahip civali Fliioresan
lambalar (400 w, MBFR/U, Thorn) ve ortam sicakligini 25+2°C de sabit tutan bir
sicaklik kontrol sistemi bulunmaktadir. Ayrica biiylime odasinin 151k peryodu 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik olacak bigimde ayarlanmistir (3000-5000 liix).

3.2.1.4. Besi ortamlarimin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Yapilan biitiin deneysel ¢aligmalarda, besi ortam1 olarak Murashige ve Skoog
(1962) tarafindan 6nerilen temel besi ortaminin modifiye edilmis sekli kullanilmistir.
MS besi ortaminda kullanilan stok cozeltilerin hazirlanmasi

MS (makro elementler) Ana Cozeltisi

NH;NO; 16.5¢

CaCl,.2H,0 449

MgSQO,.7H,0 3.7¢9

KH,PO, 179

Distile Su 1000 mI’ye tamamlanir.
MS Mikro 1 Elementler Ana Cozeltisi

H3BO;3 620 mg

MnSQO,4.4H,0 1695 mg

ZnS04.7H,0 860 mg
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Kl 83 mg

Na,Mo00O,.2H,0 25 mg

Distile su 100 ml’ye tamamlanir.
MS Mikro 2 Elementler Ana Cozeltisi

CuS0O,4 .5H,0 25 mg

COC|2.6 H,O 25 mg

Distile su 100 ml’ye tamamlanir.
Kompleks Selator Ana Cozeltisi

FeS0O,.7H,0 3.725 9

Na,EDTA 2.785¢

Distile su 1000 ml’ye tamamlanur.

Vitamin Karisimn Ana Cozeltisi

Nikotinik asit 50 mg

Glisin 200 mg

Pridoksin HCI 50 mg

Distile su 100 ml’ye tamamlanir
B1 Vitamini Ana Cozeltisi

Tiamin HCI 100 mg

Distile su 100 m1’ye tamamlanur.

Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Hazirlanmasi
BAP Ana Cozeltisi (10°°)

6-Benzilaminopurin (BAP) 100 mg

AN HCI 3-5c¢cc

Distile su 100 ml’ye tamamlanir.
Kinetin Ana Cozeltisi (107°)

Kinetin (6-furfuroaminopurin) 100 mg

Distile su 100 m1’ye tamamlanur.
NAA Ana Cozeltisi (10)

a Naftalen asetik asit (NAA) 100 mg

% 95 lik Etil Alkol 3-5cc

Distile su 100 m1’ye tamamlanur.
IAA Ana Cozeltisi (107

Indolasetikasit (IAA) 100 mg

% 95 lik Etil Alkol 5-10 cc

Distile su 100 mI’ye tamamlanur.

1 Litre Murashige ve Skoog (MS) besi ortaminin hazirlanmasz;

Uygulamalarda kullanilan 1 L MS besi ortami Cizelge 3.2. de belirtilen

miktarlarda hazirlanmistir. MS kiiltiir besi ortami hazirlanirken ilave edilen herbir stok

soliisyondan sonra ¢ozelti birka¢ dakika calkalanmistir. Caligmanin amacina uygun

bitki biiylime diizenleyicileri (oksin ve sitokinin) belirlenip ilave edildikten sonra besi
ortaminin pH’s1 5.6-5.7 olacak sekilde 0.1 M NaOH yada 0.1 M HCI ile ayarlanmistir.

Katilagtirma ajan1 olarak kiiltiir besi ortamina 5.458 g agar eklenmistir. Hazirlanan besi

ortami, 25 dakika siire ile 121 °C’de 1 atm basing altinda otoklavda steril edilmistir.
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Sterilizasyonu saglanan besi ortami rdpikaj odasinda bulunan steril kabin igerisinde

Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina 50-60 ml olacak sekilde boliistiiriilmiistiir.

Cizelge 3.2. MS besi ortaminin icerigi (Murashige ve Skoog, 1962)

Agar 5.458 ¢g
Sakkaroz 309

MS Ana Cozeltisi (Makro Elementler) 100 mi

MS Mikro Elementler-1 10 ml

MS Mikro Elementler-2 1ml
Kompleks Selator 10 ml

Vitamin Karigimi 1ml

B1 Vitamini Ana Cozeltisi 1ml

Distile Su 1000 ml’ye tamamlanir

3.2.2. Sterilizasyon tekniginin gelistirilmesi ¢alismalari

Baslangi¢ materyali olarak kullanilan Balc1 Aspir (C. tinctorius L.) ¢esidine ait
olgun tohumlarin dekontaminasyonu ve ¢gimlenmesi i¢in optimum sterilizasyon teknigi
gelistirildi. Bunun i¢in olgun tohumlar musluk suyunda iyice yikandiktan sonra %70 lik
alkolde 30 saniye bekletilerek 6n sterilizasyona tabi tutuldu. Daha sonra tohumlar %
5’1ik NaOCI solusyonunun farkli (10, 15, 20, 25, 30, 40, 45, 60 dKk) bekletme siireleri
ayr1 ayr1 uygulandi ve daha sonraki asamada, steril distile su ile 5 kez 5’er dakika
calkalanmak tizere NaOCI’den arindirilarak sterilizasyon islemi tamamlandi. Steril
tohumlar, 30 g/L sakkaroz ve 5.458 g/L agar ile desteklenmis hormonsuz 1/1 MS besi
ortaminda kiiltlire alinarak, optimum kosullarin saglanmis oldugu biiyiime odasinda
gelismeye birakildi (Sekil 3.2.). Kiiltiire alinan tohumlarin gelisimleri ile ilgili
gozlemler alinarak, ¢gimlenme durumlari degerlendirildi (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Kiiltiir ortaminda aspir tohumlarinin genel

Sekil 3.2. Aspir tohumlarinin ¢imlendirme = 7
goriinimii

besi ortaminda kiiltiire alinmasi
3.2.3. Cimlendirme ¢alismalari
In vitro ¢imlendirme ¢alismalarinda baslangi¢ materyali olarak kullanilan olgun
tohumlara 2 farkli uygulama yapilmigstir.

e Birinci uygulamada; tohumlar sterilizasyon islemlerinden gecirildikten
sonra, ¢atlatilmadan oldugu gibi in vitro ortamda kiiltiire alinmistir.
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e ikinci uygulamada; tohumlar sterilizasyon islemlerinden gegirildikten
sonra, steril pens ve bisturi yardimiyla embriyoya zarar vermeden
catlatilarak kiiltiir besi ortamina aktarilmistir.

3.2.3.1. Tohumlarin ¢cimlenmesine MS kuvvetinin etkisi

Balci aspir ¢esidinin olgun tohumlarinin in vitro ortamda ¢imlenmesine MS
giiciiniin (1/1, 1/2, 1/4 ve kontrol) etkisi ayr1 ayr1 test edildi. Bunun i¢in olgun tohumlar,
bir dnceki deneme sonuglarina gore belirlenen sterilizasyon oraninda (%5°lik NaOCI’de
60 dk) steril edildikten sonra, 30 g/L sakkaroz ve 5.458 g agar ile desteklenmis farkli
kuvvetteki MS besi ortamlarinda kiiltiire alindi. Her bir Magenta kabinda 4 tane olacak
sekilde kiiltiire alinan tohumlar, biiyiime odasinda gelismeye birakildi. Dort haftalik
kiltiir siiresi sonunda elde edilen veriler analiz edilerek degerlendirildi.

3.2.3.2. Tohumlarin ¢cimlenmesine karbon kaynagimn etkisi
Balci aspir ¢esidinin olgun tohumlarinin in vitro ortamda ¢imlenmesine karbon
kaynaginin etkisini test etmek i¢in 3 farkli seker ¢esidi kullanildi. 5.458 g agar ile
desteklenmis 4 MS besi ortamina asagida belirtilen seker miktarlari ilave edildi.
»30 g/L sakkaroz

»30 g/L maltoz
»30 g/L fruktoz

Kiiltlire alinan tohumlarin gelisimleri ile ilgili gozlemler alinarak, ¢cimlenme
durumlar1 degerlendirildi.

3.2.3.3. Tohumlarin ¢imlenmesine 15181n etkisi

Tohumlarin ¢imlenmesine 15181n etkisini (karanlik ve aydinlik) test etmek i¢in
MS besi ortaminda kiiltiire alinan tohumlarin bir kismi 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
151k periyodunun bulundugu biiyiime odasinda gelismeye birakilirken bir kismi da siyah
bir ortii ile ortiilerek karanlik ortamin olusturuldugu ayni biiyiime odasinda gelismeye
birakildi. Dort haftalik kiiltiir stiresi sonunda elde edilen veriler analiz edilerek
degerlendirildi.

3.2.4. Mikrocogaltma calismalari

Mikrocogaltma ¢aligmalarinda baslangic materyali elde etmek i¢in Balc1 Aspir
(C. tinctorius L.) gesidine ait olgun tohumlar 6ncelikle in vitro ortamda ¢imlendirildi.
Daha sonra ¢imlenen tohumlar, 30 g/L sakkaroz ve 5.458g agar ile desteklenmis MS
besi ortaminda birkag defa alt kiiltiire alinarak in vitro siirgiinler elde edildi. Elde edilen
In vitro siirgiinlerin mikrogogaltimi iizerine bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisini
belirlemek amaciyla asagida verilen sitokinin konsantrasyonlari bir kontrol grubu ile
birlikte test edildi.

» 0.5-1.0-2.0-4.0 mg/L Benzilaminopurin (BAP)

» 0.5-1.0-2.0-4.0 mg/L Kinetin (Kin)

» Kontrol ( hormon igermeyen)
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Sekil 3.4. Cogaltma ortamina
aktarilan in vitro siirgiinlerin genel
gorunimu

Siirglinlerin gelismesi i¢cin MS besi ortami, 30 g/L sakkaroz, 5.458 g agar ile
desteklendi. Yaklasik 1.0-1.5 cm uzunlugunda 3-4 yaprak i¢eren saglikli siirgiinler,
hazirlanan bu besi yerlerinin bulundugu Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina inkiibe
edilerek, biiylime odasinda gelismeye birakildi (Sekil 3.4.). Dort haftalik kiiltiir siiresi
sonunda elde edilen veriler SPSS 20.0 paket programinda (Duncan testinde) istatistiksel
olarak analiz edilerek degerlendirildi.

3.2.5. Koklendirme ¢alismalari

In vitro kosullarda elde edilen aspir siirgiinlerinin koklenmesine I1AA ve
NAA’nin farkli konsantrasyonlarmin (0.5 — 1.0 — 2.0 mg/L) etkisi bir kontrol grubu ile
birlikte test edildi. Bu amagla birkag alt kiiltiir sonrasinda elde edilen 1.5-2.0 cm
uzunlugunda, kalin gévdeli siirgiinler steril kabin igerisinde jelozundan arindirilarak,
IAA ve NAA’nin farkli konsantrasyonlarini igeren 30 g/L sakkaroz ve 5.458 g agar ile
desteklenmis 1/1 MS besi ortamina inkiibe edildi. Koklenme besi ortamina aktarilan
siirgiinler, biiyiime odasinda (biiyiime odasmin sicakligi 25+2 °C, 151k periyodu 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik; 3000-5000 liix) gelismeye birakildi. Dort haftalik kiiltiir stiresi
sonunda elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.2.6. Topraga adaptasyon (aklimatizasyon)

In vitro kosullarda koklendirilen fideler, kiiltiir kaplarindan disar1 ¢ikarilarak
once musluk suyu altinda 5-10 dakika daha sonra steril su igerisinde iyice yikanarak
agarlarindan tamamen arindirilmis ve ticari olarak satilan torf — perlit karigimi (2:1)
igeren saksilara ekimi yapildi. Bu islemden sonra, saksilarin tist kismi seffaf poset ile
kapatilmis ve kontrollii bir sekilde biiylime odasinda gelismeye birakilmistir. Bitkileri
dis ortam kosullarina kademeli olarak aligtirmak amaciyla saksilarin iizerindeki poset 2.
giinden itibaren 10 giin boyunca belirli araliklarla agilmistir ve bu siirenin sonunda,
saksilarin iist kisimlarindaki seffaf posetler tamamen ¢ikartilarak biiyiime odasinda
gelismeye birakilmigtir.

3.2.7. Istatistiksel analizler

Rastgele segilen orneklerden elde edilen verilerin analizi SPSS Paket programi
(20.0) kullanilarak yapilmigtir. Uygulamalar arasindaki farkliliklarin 6nem derecesini
belirlemek i¢in tek yonlii varyans analizinin Duncan yontemi segilmistir. Ornek sayilari
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genellikle her parametre i¢in (siirgiin boyu, siirgiin sayisi, ¢cimlenme yiizdesi, kok boyu,
kok sayisi) ayri ayri secilerek (n=12) her bir testin giivenilirlik oran1 %95 (p < 0.05)
olarak belirlenmistir.

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Balci1 Aspir (C. tinctorius L.) Tohumlarmin Cimlendirilmesi

4.1.1. Sterilizasyon tekniginin gelistirilmesi

Balci aspir (C. tinctorius L.) gesidinin in vitro ortamda yetistirilmesine yonelik
bu caligmada, eksplant sterilizasyonunu saglamak amaciyla; %5°lik NaOCI’in farkli
stirelerinde (10, 15, 20, 25, 30, 40, 45 ve 60 dakika) ayr1 ayr1 bekletilen olgun tohumlar,
¢imlenme besi ortamlarinda kiiltiire alindi. Dort haftalik kiiltiir periyodu sonrasinda
enfekte olan ve ¢imlenen tohumlarin sayis1 yiizde olarak tespit edilerek elde edilen
veriler Cizelge 4.1.de gosterildi.

Deneylerden elde edilen sonuclara gore; sterilizasyon islemine (kontrol grubu)

tabi tutulmadan kiiltiire alinan tohumlarin tamaminin 1 hafta icerisinde enfekte oldugu
belirlendi. Tohumlarin kiiltire alma ¢alismalarinda mutlaka sterilizasyon islemi
yapilmast gerektigi (Cizelge 4.1.) ve kiiltiirleri kurabilmek i¢in tohumlarin kiiltiire
alinmadan oOnce sterilizasyon yonteminin belirlenmesi gerektigi sonucuna varildi.

Cizelge 4.1. %5’lik NaOCI’in farkli stirelerinde bekletilen aspir tohumlarinda enfeksiyon ve ¢imlenme
ylizdesi

%5 NaOCl’de Bekletme Siiresi (dakika)
0 10 15 20 25 30 40 45 60
Enfeksiyon Orami (%) 100 916 833 75 583 50 416 33 8
Cimlenme Oram (%) 0 100 100 100 100 100 100 100 100
Rakamlar 12 materyalin ortalamasini gostermektedir.

Kiiltire alindiktan 4 hafta sonra, NaOCl de bekletme siiresi uzadik¢a besi
ortamlarinda olusan enfeksiyon oraninin azaldigi, bekleme siiresi ile enfeksiyon
yiizdesinin ters orantili oldugu belirlendi (Cizelge 4.1.). En yiiksek bekletme siiresi
olan 60 dakikada enfeksiyon oraninin %8 e kadar geriledigi goriildi. Bu nedenle, aspir
tohumlarinin kiiltiire alinmadan once enfeksiyon riskinin azaltilmasi i¢in %35’lik

NaOCl1’de minimum 60 dakika bekletilmesi gerektigi sonucuna varildi.
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In vitro doku kiiltiiriinde baslangic materyali olarak hangi eksplant kullanilirsa
kullanilsin en 6nemli nokta sterilizasyon islemleridir. Yapilan ¢alismalarda, eksplant
kaynaginin ylizey Sterilizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan maddeler etil alkol,
NaOCl, Ca(OCl),, HgCl,, AgNO3; ve H,0,’dir. Birgok ¢alismada, aspir bitkisinin olgun
tohumlarinin yiizey sterilizasyonu islemi igin NaOCl ve HgCl, gibi sterilizasyon
ajanlarmin  kullanildigi ve basarili sonuglar alindigt bir¢ok arastirici tarafindan
bildirilmistir (Nikam ve Shitole, 1999; Mandal ve Gupta, 2003; Ozdemir ve Tiirker,
2014; Kaya, 2017).

Kaya (2017), balct aspir ¢esidinde yaptigi c¢alismada, NaOCl ile ylizey
sterilizasyon isleminde yiiksek kontaminasyon oranlari (sirasiyla %46,67; %36,67,
%26,67) gozledigini ve kontaminasyonu Onleme ve ¢imlenmenin olumsuz
etkilenmedigi denemelerin %0.1°lik HgCl; ile yapilan sterilizasyon ile saglandigini
rapor etmistir. Yaptigimiz ¢alismada, Balc1 aspir ¢esidinin olgun tohumlarinin in vitro
kiiltiirtinde kontaminasyonu oOnlemek igin %5’lik NaOCI’de minimum 60 dakika
bekletilme siiresinin enfeksiyon oranini azalttigimi (%8) ve en uygun yiizey

sterilizasyonu oldugunu belirledik.

Cizelge 4.2. Catlatilmus ve ¢atlatilmamis aspir tohumlarinda enfeksiyon ve ¢imlenme ylizdesi

Tohum Catlatilmis Tohum Catlatilmams
Enfeksiyon Oram (%) 0 0
Cimlenme Orani (%) 100 16.66

Rakamlar 12 materyalin ortalamasini gostermektedir.

Bununla birlikte, in vitro ¢imlendirme ¢alismalarinda baslangi¢ materyali olarak
kullanilan olgun tohumlar catlatilarak/gatlatilmadan olmak tizere 2 farkl sekilde
kiiltiire alindi. Cizelge 4.2. de goriildiigii gibi ¢imlenme yiizdesi bakimindan catlatilmis
ve catlatilmamis tohumlar arasinda farkliliklar oldugu belirlendi. Catlatilmig
tohumlarin tamaminin ¢imlendigi buna karsin, ¢atlatilmamis tohumlarin yaklagik altida
birinin (%16.6) ¢imlendigi goriildii. Dolayisiyla tohumlarin in vitro ortamda daha kisa
stirede ¢cimlenmesini saglayabilmek i¢in mutlaka catlatildiktan sonra kiiltiire
birakilmas1 gerektigi tespit edildi.

Aspir tohumlari sert bir tohum kabuguyla ortiilii oldugundan fiziksel bir
dormansiye sebep olmakta ve tohum ¢imlenmesi diisiik seviyelerde kalmaktadir.
Tohum kabugunun fiziksel dormansiye sebep olabildigi ve ¢cimlenmeyi
engelleyebildigi, farkli bitki gruplarinda bir¢ok arastirici tarafindan rapor edilmistir
(Kaye ve Kuykendall, 2001; Tetsuya ve Takahashi, 2003; Rehman ve Park, 2000;
Dayan, 2006). Arastiricilar farkli 6n islemlerle tohum kabugunun zayiflatilmasi
durumunda fiziksel dormansinin kirilarak ¢imlenme yiizdesinin 6nemli oranda arttigini
bildirmislerdir.
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Kaya (2017), balci aspir ¢esidinin olgun tohumlarini steril ettikten sonra
herhangi bir isleme tabi tutmadan MS besi ortaminda kiiltiire aldiginda %23 oraninda
cimlenme ylizdesi elde etmistir. Bizde yaptigimiz ¢alismada aspir tohumlarini herhangi
bir isleme tabi tutmadan kiiltiire aldigimizda ¢imlenme oraninin %16,6 da kaldigini,
ancak bisturi yardimi ile tohumu gatlatarak kiiltiire aldigimizda ise fiziksel dormansinin
ortadan kalktigini ve ¢imlenme yiizdesinin %100 e ulastigin1 belirledik.

Sonug olarak, Balci aspir (C. tinctorius L.) ¢esidinin olgun tohumlarinin in vitro

ortamda ¢imlendirilmesi ¢aligmalarinda en iyi sonug %5 NaOCI’de 60 dk kadar
bekletilen ¢atlatilmis tohumlardan elde edildi.

4.1.2. Tohumlarin ¢cimlenmesine MS kuvvetinin etkisi

Aspir tohumlarinin ¢imlenmesinde besi ortaminda optimum kosullar1 saglamak
amaciyla, MS tuzlarinin farkli konsantrasyonlar1 (MS 1/1, 1/2, 1/4) bir kontrol grubu ile
birlikte ayr1 ayri test edildi. Cizelge 4.3.’de gorildiigii gibi, genel olarak test edilen
ortamlarin tiimiinde, ¢imlenme yiizdesi bakimindan farkliliklar goriilmezken morfolojik
gelisimlerin degistigi belirlendi. 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda, test edilen MS
gruplarinda bitkilerin siirgiin boyu yaklasik 4 ile 6 cm arasinda olurken sadece sakkaroz
ve agarin bulundugu kontrol grubunda bitkilerin siirgiin boyu 0.97 cm olarak
ol¢tilmiistiir. Genel olarak bitkilerin morfolojik gelisimleri bakimindan kontrol grubu ile
MS gruplart istatistiki agidan karsilastirildiginda aralarindaki fark 6nemli bulundu
(Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Aspir tohumlarinin ¢gimlenmesi ve gelismesi tizerine MS giicliniin etkisi (santimetre =
standart sapma)

MS Besi Ortaminin Cimlenme oram Siirgiin Boyu (cm) Kok Boyu (cm)
Giicii (%)
Kontrol 100 0.97+0.37 ° 1.90+1.66"
1/1 MS 100 6.23+3.80 2 6.12+5.64 ®
1/2 MS 100 4.05+3.41°2 4.77+4.94 %
1/4 MS 100 4.45+3.482 6.16+3.73 2

Rakamlar 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda 12 materyalin ortalamasini gostermektedir. Ayni siitunda
farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0.05).

Test edilen MS gruplari siirgiin boyu ve kok boyu bakimindan kendi aralarinda
karsilastirildiginda benzer sonuglar verdigi ve istatistiki agidan anlamli bir fark olmadigi
belirlendi. Ancak bitkilerin morfolojik gelisimleri incelendiginde 1/4 MS besi
ortaminda kiiltiire alinan tohumlarin yapraklarinin daha yesil ve canli oldugu gortildii
(Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.).
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Sekil 4.1. Kontrol (sakkaroz ve agar) ortaminda ¢imlenen Sekil 4.2. 1/1 MS besi ortaminda ¢imlenen thumlarm g

tohumlarin genel goriintimi gOriinimi

Sekil 4.3. 1/2 MS besi ortaminda ¢imlenen tohumlarin genel Sekil 4.4. 1/4 MS besi ortaminda ¢imlenen tohumlarim ¢

gortniimii goriiniimii

Genel olarak aspir tizerine yapilan doku kiiltiirii galismalarinda, birgok faktoriin
yant sira (genotip bitki yasi, 151k, karbon kaynagi gibi) besi ortami igeriginin de etkisi
mevcuttur ve bitki rejenerasyonunda bagariy1 biiylik oranda belirlemektedir. Yapilan
calismalarda MS bazal besi ortaminin aspirin in vitro kiiltiirii i¢in en uygun ortam
oldugu rapor edilmistir (George ve Rao, 1982; Fan ve Guo, 2013). Balc1 aspir ¢esidi ile
ilgili yaptigimiz ¢caligmada benzer sekilde MS besi ortamindaki tohumlarin kontrol
grubuna gore daha iyi gelistikleri gozlendi.

Cimlenme siirecinde duyulan mineral ihtiyaci tiirden tlire degisiklik gosterir ve
muhtemelen tohumdaki rezervlere baglidir (Padilla ve Encina, 2003). Orug (2012),
Verbascum lydium var. Lydium ile yaptig1 ¢alismada bitkinin tohumlarinin, besin
rezervlerinin tohumun ¢imlenmesine yetecek diizeyde oldugunu; in vitro sartlarda
¢imlenmeye ihtiya¢ duyuldugunda, basitce, agar kullanilmasinin yeterli olacagini
bildirmistir. Calismamizda benzer sekilde balci aspir ¢esidinin tohumlar1, sadece agar
bulunan kontrol grubunda %2100 ¢imlenmis, ancak ¢imlenen tohumlarin gelismesi igin
agar ortami yetersiz kalmistir. MS gruplarinda bitkilerin siirgiin boyu yaklasik 4 ile 6
cm arasinda olurken kontrol grubunda bitkilerin siirgiin boyu 0.97 cm de kalmistir.
Bunun yaninda Orcan (2016), ¢eltik tohumlarinin in vitro ¢cimlenmesi ile ilgili yaptig
calismada MS besi ortamlar1 (1/1, 1/2 ve 1/4) arasinda ¢ok 6nemli farklilik olmadigini
ancak morfolojik gelisim bakimindan optimum besi ortaminin 1/4 MS oldugunu
bildirmistir. Calismamizda da benzer sekilde aspir tohumlariin in vitro kiiltiir
caligmalarinda, test edilen besi ortamlari arasinda 6nemli farklilik olmadigini ancak
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bitkilerin morfolojik gelisimleri géz 6niinde bulunduruldugunda en uygun besi
ortaminin 1/4 MS oldugunu belirledik.

4.1.3. Tohumlarin ¢imlenmesine karbon kaynaginin etkisi

Balci aspir (C. tinctorius L.) ¢esidinin olgun tohumlarinin in vitro ortamda
¢imlenmesine karbon kaynaginin etkisini test etmek igin % MS besi ortaminda 3 farkli
seker ¢esidi (30 g/L sakkaroz, maltoz ve fruktoz) kullanildi. Kiiltiire alinan tohumlarin
gelisimleri ile ilgili gézlemler dort haftalik kiiltiir periyodu sonunda alinarak, veriler
Cizelge 4.4. de gosterildi.

Cizelge 4.4. Karbon kaynag1 olarak kullanilan geker ¢esitlerinin aspir tohumlarinin ¢imlenmesi ve
gelismesi lizerine etkisi (santimetre =+ standart sapma)

Karbon Kaynag Cimlenme Orani1 (%) Siirgiin Boyu (cm) Kok Boyu (cm)
30 g/L Sakkaroz 100 3.83+2.96 2 6.33+4.67 2
30 g/LMaltoz 50 2.08+3.25 % 2.32+3.81°
30 g/LFruktoz 41.6 1.25+1.80° 2.20+3.05°

Rakamlar 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda 12 materyalin ortalamasini gostermektedir. Ayni sutunda
farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.4 de belirtilen veriler 15181nda, test edilen tiim gruplarda tohumlarin
¢imlendigi ancak ¢imlenme yiizdesinin kullanilan seker ¢esidine gore degistigi gortildii.
Maltoz ve fruktoz sekerlerinin ilave edildigi besi ortaminda kiiltiire alinan tohumlarin
%40-50 si ¢imlenirken (Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.) sakkarozlu besi ortamindaki tohumlarin
tamaminin ¢imlendigi belirlendi. Ayrica ¢imlenen tohumlardan gelisen siirgiinlerin
morfolojik bakimdan da sakkarozlu besi ortaminda daha iyi gelistigi ve bu farkliligin
istatistiki bakimdan da 6nemli oldugu tespit edildi (Sekil 4.7. ).

Sekil 4.5. Karbon kaynagi olarak Maltoz igeren Sekil 4.6. Karbon kaynagi olarak Fruktoz igeren
besi ortaminda ¢imlenen tohumlarin genel besi ortaminda ¢imlenen tohumlarin  genel
gorinimii gorinimil
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Sekil 4.7. Karbon kaynag olarak Sakkaroz iceren besi ortaminda
¢imlenen tohumlarin genel goriintimii

Bitkiler, her tiirlii karbon kaynagini metabolize edip etkili bir sekilde
kullanamazlar. Baker ve Dyer (1996), aspirin in vitro kiiltiirii ile yaptiklar1 ¢alismada
diistik sukroz oraninin siirgiin ¢ogaltilmasinda hiperhidrasyonu azalttigini ve
slirglinlerin koklenmesini yiiksek oranda (%98) sagladigini bildirmistir. Sukroz, aspirin
in vitro rejenerasyonu ve koklenmesi i¢in glikoz ve maltoza gore en uygun karbon
kaynagidir (Mandal ve ark., 2001; George ve Rao, 1982; Fan ve Guo, 2013). Biz de
yaptigimiz ¢alismada, balci aspir tohumlarinin in vitro ortamda ¢imlenmesi iizerinde
besi ortaminda kullanilan seker ¢esidinin etkili oldugunu ve siirgiinlerin morfolojik
gelisimleri bakimindan sakkarozun (sukroz) diger sekerlerden (fruktoz ve maltoz) daha
iyi sonug verdigini belirledik.

4.1.4. Tohumlarin ¢cimlenmesine 15181n etKkisi

Balc1 Aspir (C. tinctorius L.)’in olgun tohumlarinin in vitro ortamda
cimlenmesine 151811 etkisi (karanlik ve aydinlik) ayr1 ayri test edildi. Kiiltlire alinan
tohumlarin bir kismi1 16 saat aydinlik 8 saat karanlik 151k periyodunun bulundugu
biliylime odasinda gelismeye birakilirken bir kismi da siyah bir ortii ile ortiilerek
karanlik ortamin olusturuldugu ayni biiyiime odasinda gelismeye birakildi. Dort haftalik
kiiltiir stiresi sonunda elde edilen sonuglar Cizelge 4.5 de analiz edilerek degerlendirildi.

Cizelge 4.5. Balci aspir tohumlarinin ¢imlenmesi ve gelismesi {izerine 15181n etkisi (santimetre + standart
sapma)

Cimlenme Oram (%) Siirgiin Boyu (cm) Kok Boyu (cm)
Aydinhk 100 4.38+3.23 4.59+5.66
Karanhk 100 10.87+5.87 10.20+8.02

Rakamlar 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda 12 materyalin ortalamasini gostermektedir.

Genel olarak tohumlarin ¢imlenmesi tizerinde 15181n etkili olmadig: bununla
birlikte ¢cimlenen tohumlarin gelismesi i¢in 16 saat aydinlik 8 saat karanlik 151k
periyodunun daha iyi sonug verdigi tespit edildi. Karanlik ortamda ¢imlenen tohumlarin
¢ok uzun boylu ve beyaz renkli yani etiyole bitki goriiniimiinde oldugu belirlendi (Sekil
4.8.). Sonug olarak, balc1 aspir tohumlarinin ¢imlenmesi ve gelismesi i¢in mutlaka 1518a
birakilmasi gerektigi tespit edildi.
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Sekil 4.8. a.Aydinlik (16/8 fotoperiyot) b. Karanlik
ortamda ¢imlenen tohumlarin genel goriiniimii

Tohum ¢imlenmesi, bitkinin yasam dongiisiiniin ilk ve en kritik safhalarindan
biri olup (Grime ve Camphell, 1991; Guan ve ark., 2009) hormonal ve gevresel
kosullardan etkilenir (Finch-Savage ve Leubner-Metzger, 2006; Chang ve ark., 2010;
Culha, 2011). Ayrica, kiigiik tohumlu bitkilerin gogunun in vitro ¢imlenmesinde 1s18a
gereksinim duyulur (Plummer ve Bell, 1997; Clarke ve ark., 2000). Bunker (1994),
1s1¢m Brachycome iberidifolia tohumlarinin in vitro ¢imlenme yiizdesini arttirdigini
bildirmistir. Benzer sekilde, V. lydium var. lydium ile yapilan in vitro ¢alismada,
aydinlik uygulamasinda tohumlarin toplam ¢imlenme orani1 % 63 iken karanlik
uygulamasinda bu oranin % 30'a diistligli rapor edilmistir (Orug, 2012). Yaptigimiz
caligmada, balct aspir tohumlarinin hem aydinlik hem de karanlik ortamda ¢imlendigini
ancak ¢imlenen tohumlarin aydinlik ortamda morfolojik olarak daha iyi gelisme
gosterdigini belirledik.

4.2. Mikrocogaltma Calismalar:

Balc1 Aspir (C.tinctorius L. ) ¢esidinin olgun tohumlarindan itibaren in vitro
kosullarda elde edilen siirgiinlerin mikrogogaltimi {izerine farkli BAP ve Kin (0.5, 1.0,
2.0, 4.0 mg/L) konsantrasyonlarinin etkisi bir kontrol grubu ile birlikte aragtirildi. Dort
haftalik kiiltiir periyodu sonunda elde edilen veriler Cizelge 4.6. ve Cizelge 4.7. de
sunuldu.

Cizelge 4.6. In vitro siirgiinlerin mikrogogaltim iizerine BAP konsantrasyonlarmin etKisi (santimetre +
standart sapma).

Siirgiin Boyu (cm) Siirgiin Sayis1 (adet)
Kontrol 3.20+1.33° 1.00+0.00°
0.5 mg/LBAP 3.37+0.712 5.33+1.232
1.0 mg/LBAP 2.91+0.66 * 3.25+1.13°
2.0 mg/LBAP 3.39+1.16 2 1.83+1.19 «
4.0 mg/LBAP 2.74+0.87 2 2.83+2.20

Rakamlar 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda 12 materyalin ortalamasini géstermektedir. Ayn1 siitunda
farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik nemlidir (p<0.05).
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Daort haftalik kiiltiir periyodu sonunda, test edilen BAP konsantrasyonlarinda,
stirglin boyu bakimindan sonuglarin birbirine ¢ok yakin oldugu ve istatistiki agidan
kontrol grubu da dahil herhangi bir anlamli farklilik olmadig: goriildii (Sekil 4.9.).
Bununla birlikte, yeni siirgiin olusumunun besi ortaminda kullanilan BAP
konsantrasyonuna gore degistigi ve istatistiki bakimindan gruplar arasinda anlaml
farklilik oldugu belirlendi (Cizelge 4.6.). Uygulama gruplar: arasinda en fazla yeni
slirglin olusumuna, eksplant basina 5.33 ve 3.25 adet ile diisiik BAP
konsantrasyonlarinda (0.5 - 1.0 mg/L) elde edildi (Sekil 4.10. ve 4.11.). BAP
konsantrasyonu arttik¢a (2.0-4.0 mg/L) siirgiin sayisinda bir azalma olduguve bu
azalmanin istatistiki agidan da anlamli oldugu belirlendi (Sekil 4.12. ve Sekil 4.13.).
Olusan siirgiinlerin morfolojik gelisimlerine bakildiginda tiim gruplarda siirgiinlerin
taban kisminda kallus olusumu ve yapraklarinda vitrifikasyon (seffaflasma) goriildii.
Besi ortaminda BAP konsantrasyonu arttik¢a kallus ve yaprak vitrifikasyonunda da artig
oldugu belirlendi.

Sekil 4.9. Hormonsuz MS besi ortaminda Sekil 4.10. 0.5 mg/L BAP iceren besi ortaminda
stirgiinlerin genel gorinimii stirglinlerin genel goriiniimi

Sekil 4.11. 1.0 mg/L BAP igeren besi ortaminda Sekil 4.12. 2.0 mg/L BAP igeren besi ortaminda
stirgiinlerin genel goriinimii stirglinlerin genel goriiniimi
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Sekil 4.13. 4.0 mg/L BAP iceren besi ortaminda siirgiinlerin genel goriiniimii
Balc1 Aspir (C. tinctorius L.) ¢esidinin olgun tohumlarindan itibaren in vitro
kosullarda elde edilen siirgiinlerin mikrogogaltimi {izerine Kin’in (0.5, 1.0, 2.0, 4.0
mg/L) farkli konsantrasyonlarinin etkisi bir kontrol grubu ile birlikte arastirildi. Dort
haftalik kiiltiir periyodu sonunda elde edilen veriler Cizelge 4.7. de sunuldu.

Cizelge 4.7. In vitro siirgiinlerin mikrogogaltimi iizerine Kinetin konsantrasyonlarmin etkisi (santimetre +
standart sapma).

Siirgiin Boyu (cm) Siirgiin Sayisi (adet)
Kontrol 3.20+1.33° 1.00+0.00 ©
0.5 mg/L Kin 5.66+1.76 3.33+2.30°
1.0 mg/L Kin 3.54+2.06 ° 2.50+1.56 ®
2.0 mg/L Kin 3.37+1.82° 1.33+0.65
4.0 mg/L Kin 2.75+0.43" 3.75+1.65 2

Rakamlar 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda 12 materyalin ortalamasini géstermektedir. Ayni sutunda
farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir(p<0.05).

Sekil 4.14. 0.5 mg/L Kin igeren besi ortaminda Sekil 4.15. 1.0 mg/L Kin igeren besi ortaminda
stirgiinlerin genel goriinimii stirglinlerin genel goriiniimi
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Sekil 4.16. 2.0 mg/L Kin igeren besi ortaminda Sekil4.17. 4 mg/L Kin iceren besi ortaminda
stirgiinlerin genel goriiniimil stirglinlerin genel goriiniimii

In vitro aspir fidelerinin mikrogogaltilmasina bir sitokinin olan Kinetinin etkisi
incelendiginde, siirgiin boyu bakimindan ¢ok dnemli farkliliklarin olmadigi ancak yeni
slirglin olusumunun uygulanan konsantrasyona gore degiskenlik gosterdigi belirlendi
(Sekil 4.14 ve Sekil 4.15). Cizelge 4.7. de gortldigi gibi test edilen gruplar arasinda,
en iyi siirglin olusumu eksplant bagina 3.75 adet siirgiin ile 4.0 mg/L Kin ve 3.33 adet
stirgiin ile 0.5 mg/Kin igeren ortamdan elde edildi (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17). Ancak 4.0
mg/L Kin i¢eren ortamda olusan siirgiinlerin BAP uygulamalarinda oldugu gibi biiyiik
oranda vitrifiye oldugu ve dolayisiyla siirgiin ¢gogaltimi i¢in uygun olmadig: belirlendi.
Test edilen Kin uygulamalari arasinda, olugan yeni siirglinlerin morfolojik gelisimleri
g0z oniinde bulunduruldugunda vitrifikasyonun olmadigi kdklenmeye uygun en saglikli
stirglinlerin gelistigi ortamin 0.5mg/L Kin uygulamasi oldugu tespit edildi.

Balc1 aspir ¢esidinin mikrogogaltimi tizerine genel olarak (BAP ve Kin)
konsantrasyonlarinin etkisi karsilastirildiginda, siirglin boyu bakimidan énemli bir
farkliligin olmadigi (0.5 mg/L Kin harig), test edilen her iki grupda siirgiin boylarin
birbirine ¢ok yakin oldugu belirlendi (Sekil 4.18.). Test edilen BAP ve Kin
konsantrasyonlari arasinda en iyi siirgiin boyu 5.66 cm ile 0.5 mg/L Kin igeren
ortamdan elde edildi. Siirgiin sayis1 bakimindan incelendiginde ise gruplar arasinda
istatistiki agidan anlamli farkliliklar oldugu goriildii. Ayrica sitokinin icermeyen kontrol
grubunda yeni siirgiin olusumuna rastlanmadigi i¢in, in vitro siirgiinlerin ¢ogaltilmasi
icin besi ortamina mutlaka Bitki biiyiime diizenleyicisinin (BBD) ilave edilmesi
gerektigi sonucuna varildi. Test edilen tiim gruplar arasinda eksplant basina en iyi
stirgiin olusumu 0.5 mg/L BAP ile desteklenmis ortamdan elde edilmesine ragmen daha
once belirtildigi gibi siirgiinlerin vitrifiye olmast nedeniyle bu ortamin siirgiin cogaltim1
i¢in uygun olmadigi tespit edildi. Genel olarak Kin uygulamalarinda morfolojik olarak
koklenmeye uygun vitrifiye olmamig saglikl siirgiinler elde edildi.

Sonug olarak, balci aspir ¢esidinin in vitro ortamda mikrogogaltimi igin en iyi
ortamin 0.5 mg/L Kin ile desteklenmis MS besi ortam1 oldugu tespit edildi.
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H Kontrol
> 0.5 mg/L Kin
a = 1.0 mg/LKin
W 2.0 mg/LKin
3 B 4.0 mg/LKin
2 0.5 mg/LBAP
1.0 mg/LBAP
! 2.0 mg/LBAP
0 4.0 mg/LBAP

Strglin Boyu (cm) Sirgilin Sayisi (adet)

Sekil 4.18. Balc1 Aspir (C. tinctorius L.) ¢esidinin mikrogogaltimu tizerine BAP ve Kin
konsantrasyonlarinin etkisi

Aspir bitkisi ile ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ogunda siirgiin rejenerasyonu ya
direk tomurcuktan ya da kallustan itibaren elde edilmistir. Kullanilan eksplant
kaynaklar1 ise genellikle kotiledon, hipokotil, yaprak, kok, gdvde, anter gibi bitki
kisimlar1 olmustur (Fan ve Guo, 2013). Ayrica bazi arastiricilar da, meristematik
hiicreler igermesi bakimindan govde ucu ile siirgiin ucunun, siirgiin ve kok gelisiminde
en verimli eksplant oldugunu rapor etmislerdir (Ozgen ve ark. 1998; Ozdemir ve
Tiirker, 2014). Calismamizda, Balci aspir ¢esidi ile yaptigimiz siirgiin gogaltimi
caligmasinda, eksplant kaynagi olarak olgun tohumlardan in vitro ortamda elde edilen
stirgtinleri kullanarak iyi sonuglar elde ettik.

Bitki doku kiiltiirii caligmalarinda, Bitki Biiyiime Diizenleyicisinin
konsantrasyonlari ve kombinasyonlarinin besi ortamina ilave edilmesi adventif siirgiin
olusumu tizerinde oldukga etkilidir (Mariashibu ve ark., 2013). Yaptigimiz ¢alismada
sitokinin igermeyen kontrol grubunda yeni siirgiin olusumuna rastlamadigimiz igin besi
ortamina mutlaka BBD ilave edilmesi gerektigini tespit ettik.

Orlikowska ve Dyer (1993), Radhika ve ark. (2006), Basalma ve ark. (2007),
Sujatha ve Dinesh (2007), Nikhil ve ark. (2014); farkli aspir ¢esitlerinde hipokotil,
kotiledon ve yapragi, eksplant kaynagi olarak kullanip, TDZ-NAA kombinasyonlarinin
adventif siirgiin rejenerasyonu igin kullanilabilir bir protokol olabilecegini
onermiglerdir. Motamedi ve ark. (2011) kotiledon, Ghasempour ve ark. (2014) ile
Ozdemir ve Tiirker (2014) olgun tohumlarin in vitro ortamda ¢imlendirerek elde
ettikleri siirgiinlerin gogaltimmda BAP-NAA kombinasyonunun siirgiin rejenerasyonu
i¢in optimum oldugunu bildirmislerdir.

Kaya (2017), Balc1 aspir ¢esidinin in vitro hizli ¢ogaltimi igin steril fidelerin
nod, hipokotil ve kotiledon kisimlarini farkli hormon kombinasyonlarmin bulundugu
MS ortaminda kiiltiire alarak kallus olusturmustur. Elde edilen kallustan eksplant basina
en ¢ok siirgiin sayisi nod eksplantinda 3,76 adet ile 0.5 mg/L Kin ortamindan; kotiledon
eksplantinda ise 8,33 adet ile 0.5 mg/L BAP x 0.5 mg/L NAA igeren MS ortamindan
elde ettigini rapor etmistir. Ancak gelisen siirglinlerin cogunun vitrifiye oldugunu ve bu
nedenle gelisemedigini bildirmistir. Ayni aspir ¢esidi ile yaptigimiz ¢alismada, en iyi
slirglin olusumunun eksplant basina 3.33 adet siirgiin ile 0.5 mg/L Kin igeren ortamdan
elde ettik. Arasticinin aksine olusan siirgiinlerin morfolojik olarak vitrifiye olmadigi
koklenmeye uygun oldugunu saptadik. Bu nedenle, Balci aspir ¢esidinin in vitro
ortamda mikrogogaltimi i¢in en iyi ortamin 0.5 mg/L Kinetin ile desteklenmis MS besi
ortami oldugunu belirledik.
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4.3. Koklendirme Calismalari

In vitro kosullarda elde edilen Balci aspir (C.tinctorius L.) cesidine ait
stirgiinlerin koklenmesine NAA ve IAA’in 3 farkli konsantrasyonunun (0.5, 1.0, 2.0
mg/L) etkisi bir kontrol grubu ile birlikte test edildi. Dort haftalik kiiltiir periyodu
sonunda elde edilen veriler degerlendirilerek Cizelge 4.8.de sunuldu.

Cizelge 4.8. /n vitro kosullarda elde edilen balc1 aspir gesidinin siirgiinlerinin kéklenmesine IAA ve
NAA’in etkisi.

Konsantrasyon Siirgiin Boyu

Kok Boyu (cm)

Kok Sayis: (adet)

(mg/L) (cm)

Kontrol 0.0 3.43+ 1.262 3.87+1.13° 3.50+ 0.32°
0.5 206017 0.00+ 0.00° 0.00 + 0.00°

NAA 1.0 221+ 029 0.30+2.18° 0.87+1.56 "
2.0 3.90 + 1.99% 2.60+1.82% 20.00+ 0.65°

0.5 212+ 0.35% 0.00 £ 0.00° 0.00 £ 0.00°

IAA 1.0 3.12+227° 1.68+0.67% 2,50+ 1.75°
2.0 4.0 + 3.28 1.76 +1.22° 3.25+1.30°

Rakamlar 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda 12 materyalin ortalamasinmi géstermektedir. Ayn1 sutunda
farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0.05)

Dort haftalik kiiltiir periyodu sonunda gelisen siirgiinlerde, kontrol, NAA ve
IAA’in yiiksek (1.0 ve 2.0 mg/L) konsantrasyonlarinda kok olusumu goriiliirken, diisiik
konsantrasyonlarda NAA ve I1AA (0.5 mg/L) i¢eren ortamlarda koklenme gézlenmedi
(Cizelge 4.8.). 2.0 mg/L NAA igeren besi ortami digindaki uygulamalarda (kontrol, 1.0
- 2.0 mg/L 1AA, 1.0 mg/L NAA) bulunan siirgiinlerde meydana gelen koklenme
oraninin birbirine yakin oldugu ve istatistiksel olarak da bu benzerligin anlaml
olmadig1 belirlendi. Test edilen tiim uygulamalarda en fazla kok olusumu eksplant
basina 20 adet ile 2.0 mg/L NAA iceren ortamda kiiltiire alinan siirglinlerden elde
edildi. Elde edilen bu sonug istatistiksel olarak da anlamli bulundu.

Koklerin morfolojik gelisimlerine bakildiginda, kontrol grubu ile 1.0- 2.0 mg/L
IAA ve 1.0 mg/L NAA ile desteklenmis besi ortamlarinda az sayida olan koklerin zayif,
yer yer sarardigi ve kahverengilestigi tespit edildi (Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21.ve
Sekil 4.22.). Koklenme ¢aligmalari igin kullanilan 2.0 mg/L NAA’11 besi ortaminda ise,
daha giiclii ve saglikli koklerin gelistigi siirglinlerin canli ve yapraklarin koyu yesil
oldugu goriildii (Sekil 4.23.).

Doku kiiltiirii ¢alismalarinda besi ortamlarinda elde edilen siirgiinlerin
koklenmesini saglamak bazi durumlarda miimkiin olmamaktadir. Bu durumda
stirgiinlerin, kok olusumu tesvik edecek hormonlarin bulundugu ortamlara aktarilmasi
gerekmektedir. Bitki biiyiime diizenleyicilerinden oksinlerin kok olusumunu tesvik
ettigi de bilinmektedir (Kadioglu 2004). Ozdemir ve Tiirker (2014) ile Talat ve Anwar
(2010), IBA igeren MS besi ortamina aktardiklari aspir siirgtinlerinde koklenme
gerceklestirdiklerini bildirmislerdir. Yaptigimiz koklendirme ¢aligmalarinda, 2.0 mg/L
NAA iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerden eksplant basina 20 adet kok
elde edildi Calismamizi destekler sekilde Prasad ve ark. (1991), Orlikowska ve Dyer
(1993), Radhika ve ark. (2006), Yang ve ark. (2009) NAA iceren MS besi ortamina
aktardiklari in vitro aspir siirgtinlerinde koklenme elde etiklerini bildirmislerdir.
Calistigimiz ayni aspir ¢esidinde Kaya (2017) ise kiiltiire aldig: siirgiinlerin vitrifiye
olmasi sebebiyle bitkilerde kok gelisiminin olmadigini rapor etmistir.
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Sekil 4.19. Hormonsuz besi ortamindaki siirgiinlerde kok gelisimi

Sekil 4.20. 1.0 mg/L 1AA igere

Sekil 4.21. 2.0 mg/L IAA igeren besi
siirgiinlerde kok gelisimi ortamindaki siirgiinlerde kok gelisimi

Sekil 4.22. 1.0 mg/L NAA igeren besi ortamindaki  Sekil 4.23. 2.0 mg/L NAA igeren besi
stirglinlerde kok gelisimi ortamindaki siirgiinlerde kok gelisimi

4.4 Topraga Adaptasyon (Aklimatizasyon)
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Aklimatizasyon g¢alismalari i¢in koklendirme ¢alismalarinda elde edilen tam bir
bitki konumuna gelen canli ve saglikli koklii fideler agarlarindan tamamen arindirildi ve
ticari olarak satilan torf — perlit karisimi (2:1) iceren saksilara dikildi (Sekil 4.24.).
Saksilarin iizeri seffaf poset ile kapatilarak 25+2 °C sicaklik ile 16/8 fotoperiyoda sahip
biiylime odasinda gelismeye birakildi (Sekil 4.25.). Bitkileri dis ortam kosullarina
kademeli olarak alistirmak amaciyla saksilarin tizerindeki poset 2. giinden itibaren 10
giin boyunca belirli araliklarla agilmak suretiyle, ortamin nemi kontrol altinda tutulmaya
calisildi. Bu sekilde uygulamaya tabi tutulan bitkilerin tizerleri 10. giin sonunda
tamamen agild1 ve 2 hafta daha biiylime odasinda gelismeye birakildi. Fidelerin bu siire
sonuna kadar hayatta kaldiklar1 ve yagsamlarina devam ettikleri tespit edildi (Sekil
4.26.).

Sekil 4.24. In vitro kosullarda Sekil 4.25. Torf-Perlit karisimi saksilara ekilmis fidelerin biiyiime
koklendirilmis aspir fidesi odasinda gelismeye birakilmasi
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Sekil 4.26. Koklii fidelerin gelismis hali

In vitro sartlarda elde edilen koklii fidelerin topraga aktarilmasi ve dis kosullara
adaptasyonunun saglanmasi énemli bir sorundur ve bitkiler igin dldirici
olabilmektedir. Calismamizda, koklii aspir fideleri saksilara aktarilmis ve bitkiler canh
kalarak topraga adaptasyonu saglanmistir. Calismamizi destekler sekilde, Talat ve
Anwar (2010), Sujatha ve Dinesh (2007), Radhika ve ark. (2006) ile Ozdemir ve Tiirker
(2014) yaptiklar ¢alismada koklendirdikleri aspir bitkilerinin topraga adaptasyonlarini
sagladiklarini bildirmislerdir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Asteracea (Compositae) familyasinin {iyesi olan Aspir (C. tinctorius L.) genis
adaptasyon yetenegine sahip, gerek beslenme gerekse de biyoyakit iiretiminde 6ne ¢ikan
tek yillik yagli tohumlu bir bitkidir. Ulkemizde yillardir kiiltiirii yapilan aspir
cesitlerinin adaptasyon yetenekleri iyi olmakla birlikte, en 6nemli dezavantajlar1 yag
oranlarinin ve tohum verimlerinin diisiik olmasidir. Aspirden ekonomik diizeyde verim
alabilmek i¢in, modern yetistiricilik yontemlerinin yani sira ileri 1slah metotlarinin
kullanilarak tohum verimi ve yag orani yiikksek olan yeni aspir gesitleri gelistirilmelidir.
Gliniimiizde bitki 1slahgilar1 yiiksek verimli, kaliteli ve stres faktorlerine dayanikli yeni
cesitler gelistirmek tizere klasik bitki 1slahi programlarini tamamlayan, destekleyen ve
hizlandiran biyoteknolojik yontemlerden yararlanma yoluna gitmektedirler. Islah
sliresinin kisaltilmasinda 6nemli avantaj saglayan in vitro rejenerasyonun
gerceklestirilebilmesi de ancak ilgili bitki tiirii i¢in etkili bir doku kiiltiirii
protokollerinin olusturulmasina baglidir.

Yaptigimiz literatiir taramalarina gore, arastirmamizda bitkisel materyal olarak
kullandigimiz aspirin mikrogogaltilmasi ile ilgili {izerine birkag ¢alisma olmasina
ragmen, genel olarak tiim gesitlere uygulanabilen etkili bir bitki rejenerasyon
protokoliiniin bulunmadigi belirlenmistir. Bu nedenle sunulan tez ¢aligmasinda, 2011
yilinda tescil edilen ve linoleik tipte olan Balc1 aspir (C. tinctorius) ¢esidinin olgun
tohumlarmin in vitro ¢imlendirilmesi ve elde edilen siirgiinlerin ¢ogaltilmasi,
koklendirilmesi i¢in optimum protokoliin olusturulmasi amag¢lanmustir.

Bu aragtirmadan elde edilen sonug ve oneriler asagida maddeler halinde
Ozetlenmistir:

1. In vitro doku Kkiiltiiriinde baslangic materyali olarak hangi eksplant

kullanilirsa kullanilsin en 6nemli nokta sterilizasyon islemleridir. Balci
aspir (C. tinctorius L.) ¢esidinin in vitro ortamda yetistirilmesine yonelik
yaptigimiz c¢aligmanin ilk asamasinda; baglangig eksplanti olarak
kullanilan tohumlarin sterilizasyonu saglandi. Tohumlarin NaOCl’de en
yiiksek bekletme siiresi olan 60 dakikada enfeksiyon oran1 %8 e kadar
geriledigi goriildii. Bu nedenle, aspir tohumlarinin kiiltiire alinmadan
once enfeksiyon riskinin azaltilmasi i¢in %5’°lik NaOCI’de minimum 60
dakika bekletilmesi gerektigi belirlendi.

2. Aspir tohumlarmnin sert bir testa ile ortiilii olmasi fiziksel bir dormansiye
sebep olmakta ve dolayisiyla da tohum ¢imlenme orani diisiik
seviyelerde kalmaktadir. Yaptigimiz in vitro ¢imlendirme ¢alismalarinda
baslangic materyali olarak kullanilan olgun aspir tohumlarini

catlatilan/catlatilmayan olmak {izere 2 farkli sekilde kiiltiire aldik.
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3.

4.

Catlatilmis tohumlarin tamaminin ¢imlendigi, ¢atlatilmamis tohumlarin
ise ¢cok az sayida (%16.6) ¢imlendigi goriildii. Bu nedenle, in vitro
ortamda ¢imlenmenin gerg¢eklesmesi i¢in tohum testasina miidahale
(catlatilmasi1) edildikten sonra kiiltiir besi ortamina aktarilmasinin
gerekliligi tespit edildi.

Bitki doku kiiltiirlerinde kullanilan besi ortami basariy1 etkileyen en
onemli faktorlerden biridir ve MS bazal besi ortaminin aspirin in vitro
kiltiirii i¢gin en uygun ortam oldugunu bildiren bircok ¢alisma
bulunmaktadir. Yaptigimiz calismada benzer sekilde MS besi
ortamindaki tohumlarin kontrol grubuna gore daha iyi gelistigini
gozledik. Ayrica bitkilerin morfolojik gelisimleri incelendiginde 2 MS
besi ortaminda kiiltiire alinan tohumlarin yapraklarmmin daha yesil ve
canlt oldugu dolayisiyla en uygun besi ortammin Y MS oldugu
belirlendi.

Bitkiler, her tiirlii karbon kaynagin1 metabolize edip etkili bir sekilde
kullanamazlar. Yaptigimiz c¢alismada, balct aspir tohumlarinin
¢imlenmesi tlizerinde besi ortaminda kullanilan seker c¢esidinin etkili
oldugunu ve ¢imlenen tohumlarin morfolojik gelisimleri bakimindan
sakkarozun diger sekerlerden (frikktoz ve maltoz) daha iyi sonug
verdigini saptadik. Maltoz ve fruktoz sekerlerinin ilave edildigi besi
ortaminda kiiltiire alinan tohumlarin %40-50’si ¢imlenirken sakkarozlu
besi ortaminda tohumlarin tamaminin ¢imlendigi belirlendi.

Genellikle kiigiik tohumlu bitkilerin ¢ogunun in vitro ¢imlenmesinde
1s18a  gereksinim duyulur. Yaptigimiz ¢alismada, balct aspir (C.
tinctorius L.) tohumlarmin hem fotoperiyod (16/8) hem de karanlik
ortamda ¢imlendigini ancak c¢imlenen tohumlarin aydinlik ortamda
morfolojik olarak daha iyi gelisme gosterdigini belirledik. Karanlik
ortamda ¢imlenen tohumlarin ¢ok uzun boylu ve beyaz renkli yani
etiyole bitki goriiniimiinde oldugu i¢in tohumlarin ¢imlenmesi ve
gelismesi i¢cin mutlaka 1s18a birakilmasi gerektigi tespit edildi.

Siirgiin ¢ogaltilmas1 ¢aligmasinda, sitokinin igermeyen kontrol grubunda
yeni siirgiin olusumuna rastlanmadigi i¢in, besi ortamina mutlaka Bitki
Biiyiime Diizenleyicisinin (BBD) ilave edilmesi gerektigi belirlendi.

Test edilen tiim BAP konsantrasyonlar1 arasinda en iyi siirgiin cogaltima,
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7.

8.

eksplant bagina yaklasik 5.33 adet 0.5 mg/L BAP igeren ortamdan elde
edildi. Ancak gelisen siirgiinlerin morfolojik gelisimlerine bakildiginda
stirgiinlerin taban kisminda kallus ve yapraklarinda vitrifikasyon
(seffaflasma) goriildiigiinden siirgiin ¢ogaltimi icin uygun olmadigi
belirlendi.

Test edilen Kin uygulamalar1 arasinda, en iyi siirgiin olusumu eksplant
basina 3.75 adet siirgiin ile 4.0 mg/L Kin ve 3.33 adet siirgiin ile 0.5
mg/L Kin igeren ortamdan elde edildi. Ancak 4.0 mg/L Kin igeren
ortamda olusan siirglinlerin BAP uygulamalarinda oldugu gibi biiyiik
oranda vitrifiye oldugu ve dolayisiyla siirgiin ¢ogaltimi i¢in uygun
olmadig: belirlendi. Test edilen BAP ve Kin konsantrasyonlari arasinda
en iyi slirglin boyu 5.66 cm ile 0.5 mg/L Kin igeren ortamdan elde edildi.
Vitrifikasyonun olmadigi, koklenmeye uygun saglikli siirgiinlerin
gelistigi 0.5 mg/L Kin ile desteklenmis MS besi ortaminin, balci aspir
¢esidinin in vitro siirgiin ¢ogaltimi i¢in en ideal ortam oldugu tespit
edildi.

9. In vitro sartlarda her zaman koklenmeyi saglamak miimkiin olmamakta

10.

ve bu durumda besi ortamina kdk olusumunu saglayacak hormonlarin
ilave edilmesi gerekmektedir. Yaptigimiz caligmada, siirgiinlerde kok
olusumunu elde etmek amaciyla MS besi ortamina NAA ve |IAA’in 3
farkli konsantrasyonlarint (0.5, 1.0, 2.0 mg/L) ilave ettik. Sonugta 0.5
mg/l. NAA ve IAA igeren besi ortami: disinda, tiim gruplarda
stirglinlerin koklendigini belirledik. En fazla kok olusumunu ise eksplant
basina 20 adet ile 2.0 mg/L NAA iceren ortamda Kkiiltiire alinan
stirgiinlerden elde ettik. Olusan koklerin diger oranlara gore, daha kalin
ve saglikli gelistigini, siirgiinlerin canli ve yapraklarin koyu yesil
oldugunu belirledik.

Koklendirme calismalarinda elde edilen, tam bir bitki konumuna gelen
canli ve saglikli fideleri torf — perlit karigimi igeren saksilara dikerek

topraga adaptasyonunu sagladik.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda, Balci aspir (C. tinctorius) ¢esidinin olgun
tohumlari i¢in in vitro ¢gimlenme kosullari, ¢gimlenme ¢alismalarindan elde edilen
stirgiinlerin ¢ogaltilmasi ve koklendirilmesi igin ideal bir protokol olusturulmustur. Elde
edilen koklii fidelerin topraga aktarilmasi ve basarili bir sekilde dis ortama adaptasyonu
saglanmistir.
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in vitro kiiltiir ortaminda aspir bitkisi stirgiinlerinin vitrifiye olmasi karsilagilan
en 6nemli sorunlardan biridir. Balct aspir ¢esidi ile ilgili yaptigimiz bu ¢alismada da
gelisen siirgiinlerin bir kisminda vitrifikasyon oldugu tespit edilmistir. Bu olumsuzlugun
bertaraf edilmesi i¢in vitrifikasyonu engellemeye yonelik yeni ¢alismalar yapilmasi
faydal1 olacaktir.
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