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Sentorya (Centaurea tchihatchefii Fish.&Mey.) Endemik Bitkisinin Cogaltimi Uzerinde
Cahismalar

Yesim OKAY* Sebnem ELLIALTIOGLU* Koksal DEMIR* Rukiye TIPIRDAMAZ?
Aysegiil Elif SAVCI? Hanife OZLER® Cevdet GUMUS* Ash GUNOZ®

YAnkara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii, Ankara
2Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii, Ankara

3 Or-Ser Organik Uriinler Kontrol ve Sertifikasyon Ltd.Sti., Ankara
“Bartin Universitesi Meslek Yiiksekokulu, Bartin

®Gida Tarim ve Hayvancilik il Miidiirliigii, Ankara

*Sorumlu Yazar: Gelis Tarihi: Nisan 25, 2014
E-mail: cgumus42@hotmail.com KabulTarihi: Mayis 31, 2014
Ozet

Diinyada sadece Ankara—Golbasi’nda sinirli bir alanda yagsamakta olan ve uluslararasi kayitlarda nesli tilkenme tehlikesi altinda bitkiler
grubunda yer alan, endemik bitki Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey. (Sevgi Cicegi, Sentorya) bitkisinin tohumla ve doku kiiltiirii yoluyla
¢ogaltilmasina yonelik arastirmalar ger¢eklestirilmistir. Bu tiiriin hizli ve etkin bigimde ¢ogaltilma olanaklarinin belirlenmesi ile tilkemizin
sahip oldugu zengin biyogesitlilik ve genetik kaynaklarin korunmasinda énemli bir katki saglanmis olacaktir. Dogada tohumlariyla ¢ogalan
ancak gerek tohumlaridaki uzun ve kararli dormansi, gerekse diger faktorler nedeniyle ¢ogaltilmasinda 6nemli sikintilarla karsilasilan bu
bitkide, s6z konusu cogaltma sorunlarinin ¢6ziimiine yonelik calismalar yiriitiilmiistiir. Tohum ¢imlendirme asamasinda dormansinin
giderilmesi igin gibberellik asit ve sogukta katlama uygulamalar1 yapilmis; doku kiiltiiriinde vegetatif ¢cogaltim asamasinda ise en uygun
besin ortami bilesimi iizerinde denemeler yapilmistir. GAjz ¢ozeltisinde bekletilen ve 4-5 ay sogukta katlamaya tabi tutulan tohumlarda
¢imlenme oranlar yiiksek bulunmustur (%58.89). Doku kiiltiirinde ¢imlenme asamasinda 1 mg/L GA; igeren ortamdaki ¢imlenme orani
(%83.6) ile 2 mg/L GAs igeren ortamdaki ¢imlenme orani (%85.2) olarak en yiiksek degerleri vermistir. Siirgiin ¢ogaltimi agamasinda
eksplant basina en yiiksek siirgiin olusumu 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP kombinasyonunun 1. alt kiiltiiriinde elde edilmistir (2.05 adet
siirgtin/eksplant). Hormonsuz MS ortaminda %70, 1 mg/L IBA katkili ortamda ise %86 oraninda koklenme elde edilmigtir. Hem tohumla,
hem de doku kiiltiirii yoluyla ¢ogaltma olanagi bulunan bitki, gerekli adimlarin atilmasi halinde park ve bahgelerde yerini alabilecek
potansiyelde goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey., tohumla ¢ogaltma, mikro ¢ogaltim

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

Abstract

Centaurea tchihatcheffii Fish.&Mey is critically endangered endemic species which grows on limited area around Golbagi-Ankara
Province in Turkey. Propagation of this species has remained low in its natural habitat due to high seed dormancy due to embryo and needs a
long vernalization to break it. In this research, the propagation of this species investigated in vivo and in vitro conditions. Besides, to obtain
poliploid plants, colchicine treatment has been done in vitro conditions.

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

Biyolojik ¢esitlilik ya da biyogesitlilik, ekosistemlere
gii¢, canlilik, direng, denge, renk kazandiran dinamik bir
nitelik tasgimaktadir. ‘Biyolojik ¢esitlilik’, tiirler i¢erisinde
ve tlirler arasinda genetik farkliliklardan dolayr goriilen
gesitlilik [1]; belirli bir alan, g¢evre, ekosistem veya
diinyadaki canlilarin genetik, taksonomik ve ekosistem
gesitliligi  [2]; bir  bolgedeki  genlerin, tiirlerin,
ekosistemlerin ve ekolojik olaylarin olusturdugu bir biitiin
[3] olarak cesitli sekillerde tanimlanmaktadir. Tiirkiye
Cevre Vakfi [4]’na gore, ‘Biyolojik ¢esitlilik” herhangi bir
ekosistemde dogal olarak bulunan birden fazla canli tiirii
varligidir ve belirli genislikteki bir ekosistemde bulunan
tiirlerin sayisi, o ekosistemin biyolojik zenginliginin 6lgiitii
sayilmaktadir. Biyolojik ¢esitlilikteki bozulmalarin ve bir
tiirlin yok olmasi bigimindeki kayiplarin diger tiirleri nasil
etkileyecegini onceden tahmin etmek miimkiin olmamakla
birlikte, en 6nemli kaybin genetik c¢esitliligin azalmasi
yoniinde olacagi diisiiniilmektedir [5].

Ankara florasinda 99 familya, 495 cinse ait 1365
cigekli bitki tirli bulundugu ve bunlarm %19.85’inin
endemik oldugu kaydedilmistir [6]. Bolgede biyogesitlilik
agisindan ¢ok Onemli olan endemik tiirlerden birisi de
Sevgi Cicegi adiyla bilinen veya Yanardoner olarak
adlandirilan ~ Centaurea tchihatcheffii’dir. ~ Asteraceae
familyasinda yer alan sentorya; tek yillik, 25-30 cm
uzunlugunda, Nisan sonlarinda ve Mayista ¢icek agan, ¢ok
giizel ve ¢arpict mor, kirmizi, pembe renkte ¢igeklere sahip
olan otsu bir bitkidir. 1848 yilinda Afyon cevresinde
yetistigine dair kayit bulunmakla birlikte, C. tchihatcheffii
gliniimiizde, sadece Ankara Golbagi’nda yetismekte olan
endemik bir tiirdiir [7].

Centaurea tchihatcheffii’nin endemik konumu ve
korunmasi ¢ercevesinde bazi inceleme ve arastirmalar
yapilmuig olmakla birlikte [8-10], bu tiiriin ¢ogaltilmasina
iligkin ¢alismalarin sayist sinirlidir. Tohumla ¢ogaltimda
bazi sorunlarin oldugu bunun igin bazi uygulamalar
yapilmas1 gerektigi, Okay ve Demir [10], tarafindan
kaydedilmistir. Yapilan kaynak aragtirmasinda farkli
Centaurea tiirlerinin doku kiiltiirii yoluyla ¢ogaltilmasina
iliskin baz1 bulgular [11-13] ile Ozel [14], Tipirdamaz ve
ark. [15], Kurt ve Erdag [16]’in verilerine rastlanmistir.
Aragtiricilar, C. ftchihatcheffii'nin doku kiiltiirii ile
¢ogaltimina uygun kosullarin optimize edilmesi gerektigini
ifade etmektedirler. C. tchihatcheffii dogada tohumlar ile
¢ogalmakta ancak tohumlar klasik yontemlerle ¢gimlenmeye
almdiginda  sorunlarla  karsilagilabilmektedir.  Tiiriin
¢ogaltilmasindaki  engeller ve siis Dbitkisi olarak
kullanilabilme potansiyeli dikkate alindiginda, bu tiirlin
korunmasi ve ¢ogaltilmasinda, doku kiiltiirii ile ¢cogaltimin
sorunsuzca hayata gegirilmesi yoniindeki caligsmalarin
gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

C. tchihatcheffii  tohumlarinin  yiiksek  sicaklik
derecelerinde ¢imlenemedikleri, 6n soguk uygulamasi
yapilan tohumlarda ¢imlenme yeteneklerinin kaybolmadigi
ve ¢imlenmenin % 10 oldugu, toplandiktan sonra belli
dormansi siiresini gegiren tohumlarda ¢imlenmenin daha
yiiksek belirlendigi, araziden toplandiktan sonra yaklasik 9
ay Dbekletilen tohumlarin toprak+perlit karigimindaki
¢imlenmelerinin 7-10 giinde tamamlandigi ve g¢imlenme
degerinin %90’a ¢ikt1g1, 50-55 giinde ise ¢iceklenme fazina
ulagildigl, dormansinin laboratuvar kosullarinda (20 °C,
%50-60 nem) saklanan tohumlar igin yaklagik 9 ay siirdiigi
ve dormansinin tohum kabugundan degil de embriyodan
kaynaklanabilecegi 6nceden yapilan caligmalardan elde
edilen sonuglar olarak sunulmustur [17, 18].

C. tchihatcheffii'nin dogada tohumlar: ile g¢ogaldig:
halde, tohumlar Kklasik yontemlerle ¢imlenmeye
alindiginda, temel istekler yerine getirildigi halde sonug
olumsuz olmaktadir. 13 giin +4 C*de birakilan ve karanlik
inkiibatorde 18 C°’de bekletilen tohumlarindan yalnizca 1
tanesi 150 gilin sonra ¢imlenmis, olusan bitkinin kok
gelisiminin de anormal oldugu gozlenmistir. Tohum
¢imlendirilmesinde karsilagilan sorunlar nedenile alternatif
cogaltim ydntemlerini deneyen Ozel [14] ve Ozel ve ark.
[19] tarafindan gergeklestirilen aragtirmalarda dogadan
toplanan Dbitkilerden alman 8-10 cm’lik 9’arli geng
stirglinler, farkli dozlardaki (0, 500 ve 1000 ppm) IBA
¢ozeltisi igerisinde farkli siirelerde (0, 5, 10 ve 15 dk)
bekletilerek  serada  steril  kum igeren saksilarda
koklendirmeye birakilmiglar ve koklenen bitkiler saksilara
gecirilmiglerdir. 10. giinden itibaren kék olusumunun
basladigi, 2. hafta sonunda ise kontrol denemesi disindaki
tim hormon ve uygulama siirelerinde kék olusumunun
gozlendigi bildirilmistir. En iyi kdk olusumu 500 ppm IBA
ve 10 dakika uygulama siiresinde elde edilmistir.

Okay ve Giinoz [20], tirlin tohumlarinin klasik
yontemler kullanilarak ¢imlendirilmeye alindiginda, temel
istekler yerine getirildigi halde ¢ok diisiik ¢imlenme
oranlart elde edildigini ve bitkinin kok gelisiminin de
anormal oldugunu bildirmistir. Schiitz [21] ile Taiz ve
Zeiger [22], tiriin tohumlarinda derin bir primer dormansi
goriildiiglinii ve bu tohumlarin ¢imlenebilmek i¢in uzun bir
vernalizasyon dénemine ihtiyag duyduklarini
belirtmislerdir.

Kaybolmakta olan bazi tiirlerin korunmasinda ve
¢ogaltilmalari zor olan bazi tiirlerin iiretilmesinde ¢esitli
doku kiiltiirii yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir. Bu
nedenle soyu tikenmekte ve tehdit altinda olan; ayni
zamanda tibbi bitki ve siis bitkisi olarak ticari 6neme sahip
olma potansiyeli tagiyan C. tchihatcheffii’nin ve diger
Centaurea tiirlerinin in vitro gogaltimi ve adventif siirgiin
rejenerasyonu iizerinde de cesitli calismalar yapilmigtir.
Centaurea junaniana [23], C.macrocephala [24], C.paui
[11], C. spacchii [12], C. zeybekii [16], C.ultreiae [25], C.
arifolia [26] tirlerinde yapilan meristem ve bogum
kiiltiirlerinden basarili sonuglar alinmig, in vitro bitki
¢ogaltimi miimkiin olmustur. Caligmalarda MS besin
ortami bilesimi kullanilmig ve oksin ile sitokininin degisik
dozlart denenmistir. 1 mg/L BAP igeren MS besin
ortaminda siirgiin gelisimi olugurken, ¢esitli eksplantlardan
organogenezis elde edilmesi i¢in 5 mg/l BAP ve 0.2 mg/l
NAA iceren MS ortami genel olarak daha olumlu
bulunmustur.

Ozel [14], C. tchihatcheffii tohumlarmin yiizey
sterilizasyonunda sorunlarla kargilasmis olup in vitro
kosullardaki kontaminasyona engel olma konusunda
denemeler yapmustir. Bu c¢alismalarin  genel bir
degerlendirilmesi  yapildiginda; tohumlarin in  vitro
kosullarda ¢imlenmesi konusunda enfeksiyon nedeniyle
sikintilar yasanmasi sonucunda yesil bitkilerden dogadan
eksplant alinmasi veya olgunlagmamigs embriyolardan
stirglin rejenerasyonu yoluyla bitki cogaltimi yapildigi,
koklenme calismalarmim ise ex vitro kosullarda serada
oksin  uygulamalar1 ile Dbirlikte  gerceklestirildigi
ozetlenebilir.

Tipirdamaz ve ark. [15] tarafindan gerceklestirilen
arastirmada ise, C. tchihatcheffii’nin tohumlar1 in vitro
kosullarda 6 g/L veya 9 g/L agar iceren MS ortamlarinda
kiiltiire alnarak c¢imlenme iizerine farkli agar dozlarmnin
etkisi incelenmistir. Ayrica in vitro’da gelisen fidelerden
alinan siirgiin eksplantlar1 9 g/l agar ve 1 mg/l GA; +
0.25mg/l BAP kombinasyonlarint iceren MS ve 1/2 MS
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ortamlarinda inkiibe edilerek ortam kuvvetin siirglin
rejenerasyonu {izerindeki etkisi arastirilmigtir. MS ortamina
dikilen eksplantlarin %40.7’si siirgiin olusturmus, %29.5’1
siirglin  olusturmadan sadece kendi gelismeye devam
etmistir. 1/2 MS ortaminda ise eksplantlarin %42.3’i
stirglin  olustururken %38.4°ti kendi gelismeye devam
etmistir. Eksplant basina elde edilen siirgiin sayist ise her
iki ortam igin 2.27 olarak belirlenmistir.

Bu arasgtirmada, Centauera tchihatcheffii Fish.&Mey.
tohumlarinin in vivo ve in vitro kosullarda ¢imlenmeleri
lizerine, ayrica in vitro ¢imlenen bitkilerden hazirlanan
eksplantlardan hizli vegetatif cogaltim yapmak amaciyla en
uygun besin ortamu kompozisyonunun belirlenmesi
konularinda calismalar yapilmasi ve ¢ogaltim yonteminin
optimize edilmesi amaglanmigtir. Sentorya bitkisinin iiretici
kosullarinda ¢ogaltilabilmesine yonelik olarak, en uygun
tohum ekim zamani ve yontemi ile tohum ¢imlendirme
olanaklar1 da aragtirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Aragtirmada  bitkisel materyal olarak, Ankara-
Golbasi’nda tiiriin dogal yayilim alanlarindan biri olan [27]
T.C. Kiiltiir Bakanligi Devlet Opera ve Balesi Genel
Miidirligii arazisinde yer alan Centaurea tchihatcheffii
populasyonlar1 ile yine Ankara -Golbasi’ndan toplanan
tohumlar kullanmilmigtir. 2010 yili Haziran ay1 igerisinde
dogal populasyondan toplanan tohumlar oda sicakliginda,
gazete kagitlari {izerinde bir hafta siireyle serilerek
kurutulmus, benzer morfolojik ozelliklere ve biyiikliige
sahip olanlar sayilarak uygulamalar i¢in gereken tohumlar
ayrilmigtir [5].

Tohumla Cogaltma Calismalari

Tohumla ¢ogaltim ¢alismalar1 Okay ve Giinéz [20]’de
belirtildigi gibi yapilmis olup asagida dzetlenmistir.

a) Dogrudan araziye ekim: Bu yontemde {iretici
sartlarinda uygun ekim zamanimi belirlemek amaciyla
tohumlar katlama yapilmaksizin 4 farkli zamanda
(Agustos ay1 sonu, Eylil ayr sonu, Ekim ay1 sonu ve
Kasim aymin ikinci yarisi) dogrudan araziye ekilmislerdir.
Tohumlar ekim zamanina kadar oda sicakliginda tohum
saklama kaplarinda muhafaza edilmislerdir.

b) Cimlenmeyi uyarict 6n islem uygulamalari ve
Cimlendirme ortami reaksiyonu: Tohumlar ¢imlenme
engellerini ortadan kaldirmak ve ¢imlenmeyi tesvik etmek
amaciyla farkli 6n islemlere tabii tutulmustur. Bu amagla
sogukta katlama (3, 4, 5 ay), suda bekletme (10 saat, 24
saat) ve GA; uygulamalarmm (10 ppm, 100 ppm)
¢imlenme {izerine etkisi arastirilmistir. Bunun yaninda
tohumlar 6n islem uygulamasimi takiben farkli pH
seviyelerine ayarlanan (6.5, 7.5, 8.5) ¢imlendirme
ortamina (1:1 oranindaki torf+perlit) ekilerek ¢imlendirme
ortami reaksiyonun da etkisi arastirilmig, tohum ekimlerini
izleyen donemlerde tohumlarda ¢imlenme orani (%)
belirlenmistir.

Aragtirma sonuglari, Minitab 15.1 istatistik paket
programi  kullanilarak, tesadiif parselleri deneme
deseninde faktoriyel diizende varyans analizi teknigi ile
degerlendirilmig, farkli gruplarin  harflendirilmesinde
Duncan ¢oklu karsilastirma testlerinden yararlanilmistir.
% olarak ifade edilen ¢imlenme orani Ozelligine ait
gozlem degerlerine ag1 (arc sinVx) transformasyonu
uygulanmistir.

Doku Kiiltiirii Calismalar:

Sentorya tohumlarinin yiizey sterilizasyonu, Babaoglu
ve ark. [28]’nin onerdigi yonteme ve asamalarina dikkat
edilerek gergeklestirilmistir. Buna gore tohumlar, birkag
damla Tween-20 ilave edilmis %]15°lik ticari sodyum
hipoklorit (¢amasir suyu) i¢inde 25 dakika calkalanarak
dezenfekte edilmis, bunun ardindan, 3 defa 5’er dakika
steril saf su ile durulama islemine tabi tutulmustur. Cam
tiipler igerisine birer adet tohum ekilmistir. 23+2°C
sicaklik ve siirekli karanlik kosullarda ¢imlendirilen
fideler, koke¢iik uzunlugu yaklasik 5 mm oldugu zaman 16
saat aydinlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmis
fotoperiyodik diizene ve 2000 lux floresan 1sigina sahip
iklim odasina aktarilmiglardir.

Tohum ¢imlendirme amaciyla farkli tarihlerde
(26.01.2011, 17.04.2011, 09.11.2011, 11.12. 2011 ve
17.03.2012) bes adet deneme kurulmustur. Bunlardan ilk
iki tarihte yapilan ekimler, hormonsuz MS ortamu {izerine
gerceklestirilmistir. 3. ekim tarihindeki ortamlarin bir
kismma 1 mg/L dozunda GAj ilave edilmistir. 4. ve 5.
ekimlerde ise tekrarlamali olarak ii¢ farkli GA; dozunun
cimlenme {izerindeki etkileri incelenmistir. Bu dozlar 1, 2
ve 3 mg/L olarak kullanilmigtir. Enfeksiyon oraninm
azaltmak amaciyla tohumlarin pappuslar kesilmis ve her
tipe bir adet tohum olacak sekilde ekilmistir.
Denemelerde ekimi yapilan tohum sayis1 sirasiyla 305,
273, 464, 268 ve 376 adettir. Kiiltiirler 23+2 °C sicaklikta
ve karanlik kosullarda inkiilbe edilmistir. Tohum
ckiminden itibaren iki hafta araliklarla (2, 4, 6 ve 8. hafta)
¢imlenme sayimlar1 yapilmustir. 8. haftanin  sonunda
¢imlenmeyen kiiltiirlerde denemeye son verilmistir.

Aseptik kosullarda ¢imlendirilen tohumlardan gelisen
sentorya fideleri, dort haftalik inkiibasyon siiresi
tamamlandiktan  sonra  eksplant  kaynagi  olarak
kullanilmigtir. Tek bogum eksplantlari besin ortamina
yatay ve dikey olarak yerlestirilmis [29], siirgiin uglari ise
dikey bicimde yerlestirilmiglerdir. Eksplantlarin cam
kavanozlardaki besin ortamlarina dikilmesinden sonra tiim
kiiltiirler, 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik ve 25 °C +1
sicaklik diizenine ayarlanan ve 2000 lux siddetinde
aydinlatilan iklim odasinda gelismeye birakilmiglardir.

iklim odasinda {i¢ hafta siireyle inkiibe edilen
kiiltirlerde gelisen siirgiinlerden ii¢ haftanin sonunda
yeniden tek bogum eksplantlari hazirlanarak alt kiiltiirlere
almmigtir.  Tim besin ortamu bilesimlerinden gelen
stirgiinler, iki hafta silireyle oncelikle hormonsuz MS
ortaminda yetigtirilmis, ardindan dort farkli biiyiime
diizenleyici kombinasyonu igeren MS ortamlarina
aktarilmiglardir. Bu ortamlardaki biiylime diizenleyici
igerikleri goyledir: 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP; 0.5
mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP; 1.0 mg/L IBA + 0.5 mg/L
BAP; 1.0 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP. Tek bogum
eksplantlar1 ilk 6 hafta siireyle bu ortamlar iizerinde
birakilmig ve olusan siirgiin sayilar1 belirlenmistir.

Aksillar  siirgiinler birbirinden ayrildiktan sonra
hormonsuz veya igerisine 0.1 mg/L IBA ya da 1.0 mg/L
IBA katilmis MS ortamlarinda koklendirme asamasina
almmistir.  Dort hafta sonunda koklenme durumlari
incelenmis ve % olarak hesaplanmigtir.

BULGULAR

Tohumla Cogaltma Calismalari

Tohumla ¢ogaltim ¢alismalarindan elde edilen sonuglar
Okay ve Giinéz [20] tarafindan onceden detaylandirilmig
oldugundan, bu bolimde yalnizca one ¢ikan sonuglar
degerlendirilmistir.
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Aragtirmada katlama yapilmadan dogrudan araziye
ekilen C. tchihatcheffii tohumlarinda en yiiksek ¢imlenme
(%63.11, %71.78) Agustos sonunda yapilan ekimlerde elde
edilmis, bu donemi Eyliil ayinda yapilan ekimler izlemistir.

Yetistirme ortamlarinin tim pH degerlerinde 5 ay
katlanan tohumlarin en yiiksek ¢imlenme oranini (% 58.89)
gosterdikleri, bunu 4 ay siire ile katlanan tohumlarin (%
42.78) izledigi belirlenmistir. 3 ay siire ile katlanan
tohumlarda, tiim yetistirme ortamlarindaki ¢imlenme
oranlart en disik diizeylerdedir (% 21.11). Katlama
stireleri arasindaki farkliliklar istatistik anlamda 6nemlidir.
Yetistirme  ortamimm  pH’st  acisindan  yapilan
degerlendirmede ise, en yiiksek tohum ¢imlenme
oranlarinin sirasiyla 6.5 pH (% 50.56) ve 7.5 pH (% 45)
derecelerinde  bulundugu, aralarindaki  farkliliklarim
istatistik anlamda 6nemsiz oldugu belirlenmistir. 8.5 pH
ortamina ekilen tohumlarin ¢imlenme oranlart (% 27.22)
istatistik anlamda 6nemli diizeyde diigiik olmustur [20]. En
yiksek tohum ¢imlenme oranlari, tim ortam pH
degerlerinde, 100 ppm GAj; c¢ozeltisinde bekletilen
tohumlarda gergeklesmistir. 6.5 ve 7.5 pH derecesindeki
ortamda tohum ¢imlenme oranlart daha yiiksek
bulunmustur. Her iki yilda da sirasiyla 100 ppm ve 10 ppm
GA; c¢ozeltisinde Dbekletme uygulamalarinm, tohum
¢imlenmesini arttrma agisindan One ¢iktigi, diger
uygulamalardan istatistik anlamda 6nemli diizeyde etkili
oldugu goriilmektedir. Suda bekletme uygulamalarinin ise,
her iki yilda da 10 ppm GAj; c¢ozeltisinde bekletme
uygulamalar1 ile aymi diizeylerde sonuglar verdigi,
aralarindaki farkliliklarin da istatistik anlamda O6nemli
bulunmadig: belirlenmistir. Tohum ekilen ortamlarmn pH
degerlerinin ¢imlenme iizerine etkileri incelendiginde,
arastrmanin her iki yilinda da, 8.5 pH degerine sahip
ortama ekilen tohumlardaki ¢imlenme oranlarinin, istatistik
anlamda Onemli diizeyde diisik oldugu belirlenmistir.
Tohum ekim ortaminin pH derecesinin 6.5 ve 7.5 olmast
durumunda  ¢imlenmenin  daha  yiiksek oranlarda
gerceklestigi ve aralarindaki farkliliklarin da istatistik
anlamda 6nemli olmadig1 anlagilmigtir [20].

Doku Kiiltiirii Calismalar:

Yiizeysel sterilizasyon isleminden gegirilerek besin
ortamlarina dikilen tohumlarla yapilan tohum ¢imlendirme
asamast uygulamalar1 toplam bes kez gergeklestirilmistir.
Bunlardan ilk iki dikimde hormonsuz MS ortamu
kullamlmustir. Ugiincii dikimde besin ortammna 1 mg/L GA;
ilavesi  yapilmig, bu uygulamanin olumlu etkisi
gozlemlenince dordiincii ve besinci tohum ekimlerinde ii¢
farkli GAj3 dozunun ¢imlenme {izerindeki etkileri
incelenmistir. Cizelge 1°de, bes farkli ekim tarihinde
yapilan ve ikiser hafta ara ile toplamda 8 hafta boyunca
¢imlenme go6zlemleri yapilan denemelerin sonuglar1 bir
arada verilmistir.

Kontaminasyon, ¢alismamizda sorun yaratan bir faktor
olarak ortaya ¢ikmamustir. Bu durumun, tohum
materyalinin alinmast sirasinda ve kurutularak saklanmasi
sirasinda yapilan islemler ile alakali oldugu, titiz ve sagliklt
materyalden alman ve saglikli kosullarda kurutularak
saklanan tohumlardaki enfeksiyon oraninin ¢ok diisiik
olacagi ve in vitro ¢imlendirmede sorun ¢ikartmayacagini
sOylemek miimkiindiir. Hormonsuz MS ortaminda
¢imlenme oraninin %60’a yakin olmasi, dnceki yapilan
caligmalara gore ¢ok olumlu bir sonug¢ olmakla birlikte, bu
orant artirmanin miimkiin olabilecegi disiiniilmiis ve
calismanin geneli kapsaminda devam eden denemeler
kurulmustur.

GAz’lin sentorya tohumlarmin ¢imlenmesi iizerindeki
etkisi ¢ok yiiksek diizeyde olmustur. 8 haftanin sonunda
kontrol ortamlarinda %55.11 olarak belirlenen ¢imlenme
orani, GAj ilave edilen ortamlarda %87.64 olmustur. Sekil
1’de ¢imlenen tohumlar ve bitki gelisimi gosterilmistir.
GAz’lin dormansinin ortadan kaldirilmasinda etkin bir
hormon olarak etkisini gosterdigi, ancak kullanim dozunun
artmasinin ¢imlenmeyi olumsuz etkileyebilecek bir faktor
olabilecegi de gbzlemlenmistir.

Sekil 1. 1 mg/L GA; iceren ortamlarda ¢imlenen ve gelisen
sentorya bitkileri

IBA + BAP Kombinasyonlart ile yapilan denemeler

In vitro kosullarda ¢imlendirilen ve gelisme gosteren
fidelerden hazirlanan eksplantlarin  besin ortamlarina
dikilmesi sonucunda elde edilen ilk veriler, eksplantlarin
dikim pozisyonlar: ile ilgilidir. IBA ve BAP’nin ikiser
dozunun kombine edildigi toplam dort farkli igerige sahip
besin ortaminda yatay veya dikey olarak besin ortamina
yerlestirilen sentorya tek bogum eksplantlarinin gelisme
oranlar1 ve 5 hafta sonundaki gozlem sonuglar1 Cizelge
2’de verilmistir.

IBA ve BAP’nin birlikte bulundugu besin ortamlarinda
eksplantlarin geliserek siirgiin olusturma oranlar1 en az
%19.44, en fazla %62.50 olmustur (sirasiyla 1.0 + 1.0/
Yatay ve 1.0 + 0.5/ Dikey kombinasyonlarinda) (Sekil 2).

Sekil 2. Proliferasyon ortamimna aktarilan eksplantlardan gelisen
stirgtinler; a. 0.5 mg/L IBA + 1.0 mg/L BAP, b. 1.0 mg/L IBA +
0.5 mg/L BAP, c. 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP
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Genel olarak Dikey pozisyonda besin ortamina yerlestirilen
eksplantlarda gelisme oranm1 ve/veya eksplant basina olusan
stirglin sayist daha yiiksek olmustur. Gorsel olarak yapilan
tespitlerde de dikey olarak dikimi yapilan eksplantlarin
daha hizl1 ve giirbiiz gelistigi izlenimi edinilmistir. 11k kez
proliferasyon ortamlarina alinan eksplantlardan gelisen
stirglin sayilar1 sadece 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP
iceren ortamlarda ortalama 2 ve iizerinde bulunmustur.
Ikinci alt kiiltiiriin sonunda tiim ortamlardan elde edilen
materyal iige ayrilarak hormonsuz MS, 0.1 mg/L IBA ve
1.0 mg/L IBA ilave edilmis MS ortamlarina alindiktan
sonra elde edilen koklenme oranlari  topluca
degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge 3’te sunulmustur.
Cizelgeden de izlenebilecegi gibi, hormonsuz MS
ortaminda her iki alt kiltiirlin ortalamas: esasinda
degerlendirildiginde %70.7°lik bir koklenme orani elde

edilmistir. Bu oran, besin ortamina 0.1 mg/L IBA ilave
edildiginde %81.6’ya, 1.0 mg/L IBA eklendiginde ise
%86.3’e  ¢ikmustir. IBA  katkist  koklenme oranini
arttrmigtir.  Nitekim oksin tiirevlerinin ve yogunlukla
kullanilan IBA’nin doku kiiltiiri ¢aligmalarinda koklenme
asamasinda kullanildigi genel doku Kkiiltiiri  bilgileri
arasinda yer almaktadir [30, 31]. Yalnizca doku kiiltiirii igin
degil, IBA pek ¢ok bitki tiiriinde koklenme i¢in kullanilan
ve daldima metodunda yer alan Dbir bilyiime
diizenleyicisidir [32]. Hatta Ozel [14] tarafindan yapilan
calismada da sentorya siirgiinleri ex vitro kosullarda serada
koklendirmeye tabi tutulmuslar ve 500 ppm IBA
soliisyonunda 10 dk siireyle yapilan daldirma, kéklenme
bakimindan en iyi sonucu vermistir. Oksin uygulanmayan
stirglinler ~ koklenmemigtir. ~ Arastiricilarin = in vitro
koklendirme ¢aligmalari ise olumlu sonu¢ vermemistir.

Cizelge 1. 2011 ve 2012 yillar1 igerisinde denemelerde kullanilan in vitro bitkilerin elde edilmesi i¢in yapilan sentorya tohum

ekimlerinden elde edilen tohum ¢imlenme oranlari

) L i iml o %
Ekim Tarihi Besin Ortam Enfeksnzon Oram Cimlenme Orani (%)
(%) 2.Hafta 4. Hafta 6.Hafta 8.Hafta
1.EKim
(27.01.2011) MS 18.03 39.02 50.08 51.08 58.40
2. Ekim
(17.04.2011) MS 1.46 26.39 49.44 54.27 56.13
. Ms 6.88 20.45°" 43.18" 49.43° 55.11°
3. Ekim
(07.11.2011) MS+1 mg/L GAg 481 48.88° 84.27° 84.27° 87.64°
MS+1 mg/L GAs 7.81 25.42° 49.15° 69.49 ° 86.90°
4. EKim c b b b
(11.12.2011) MS+2 mg/L GA; 3.17 11.47 34.42 67.21 81.20
MS+3 mg/L GA; 1.59 19.35° 33.87° 64.51° 76.50°
MS 2.77 20.00° 4350° 62.86 ¢ 64.30¢
5. Ekim MS+1 mg/L GAs 8.33 54.54° 61.10° 72.86° 83.60°
(17.03.2012)
MS+2 mg/L GA; 0 44,447 67.80° 84.85° 85.20°
MS+3 mg/L GAs 8.33 24.24° 42.90° 75.00° 772 0°

Cizelge 2. Tohumlardan gelisen in vitro fidelerden hazirlanan eksplantlarin farkli IBA+BAP kombinasyonlarindan 5 hafta
siire sonunda elde edilen siirgiin gelisme oranlar1 ve eksplant bagina aksillar siirgiin sayilari

IBA-BAP Dikim Dikilen Gelisen Siirgiin Gelisme Olusan Toplam Eksplant
Kombinasyonu Sekli Eksplant Sayis1 | Eksplant Sayisi Oram Siirgiin Sayisi Basina Siirgiin
(mg/L) (Adet) (Adet) (%) (Adet) Sayisi (Adet)
Yatay 36 22 61.11 45 2.05
0.5+0.5 -
Dikey 18 8 44.44 20 2.50
Yatay 36 13 36.11 13 1.00
0.5+ 1.0 -
Dikey 22 11 50.00 11 1.00
Yatay 36 13 36.11 13 1.00
1.0+ 05 -
Dikey 24 15 62.50 22 1.47
Yatay 36 7 19.44 7 1.00
1.0+ 1.0 -
Dikey 24 9 37.50 9 1.00

Cizelge 3. Hormonsuz MS veya 0.1 mg/L IBA ilave edilmis MS ortamlarima aktarilan sentorya siirglinlerinin kéklenme

oranlari
Koklendirme ortam .. 2."alt kultul.‘.den alnan .. 3'..alt kUItuEden alnan Ortalama koklenme oram
siirgiinlerde kéklenme oram siirgiinlerde koklenme oram (%)
(%) (%)
Hormonsuz MS 755+ 12 65.9+15% 70.7
0.1 mg/L katkah MS 84.7+1.8% 78.5+09%® 81.6
1.0 mg/L katkih MS 89.2+0.8% 83.4+14% 86.3

*Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore ayni siitunda farkl kiigiik harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05);
ayni satirda farkli biiyilik harfler alan uygulamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05).
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SONUC VE ONERILER

Centaurea tchihatcheffii’nin tohumla g¢ogaltilabilme
olanaklari iizerinde yapilan arastirmalarin sonuglart su
sekilde siralanabilir;

1. Arazide c¢imlenmeyi uyarici herhangi bir on
uygulama gergeklestirilmeden dogrudan yapilan tohum
ekimlerinde ¢imlenme oranlar1 son derece diisiik
diizeylerde  gergeklesmistir.  Bu  durum,  bitkinin
tohumlarinda ekimden 6nce mutlaka ¢imlenmeyi uyarict bir
uygulama yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

2. Acikta yapilan tohum ekimlerinde farkli ekim
zamanlari da denenmistir. Katlama yapilmadan araziye
ekilen C. tchihatcheffii tohumlarinda en yiiksek ¢imlenme
Agustos sonunda yapilan ekimlerde elde edilmis, bu
donemi Eyliil ayinda yapilan ekimler izlemistir.

3. Katlamadan sonra araziye ekilen tohumlarda
c¢imlenme ¢ok yiiksek olmamakla birlikte, yeterli
sayilabilecek diizeyde gergeklesmistir.

4. C. tchihatcheffii tohumlarinda ¢imlenmeyi uyarict
bazt uygulamalarin etki diizeylerini belirleyebilmek
amaciyla, suda bekletme (12 ve 24 saat), GAj ¢Ozeltisinde
bekletme (10 ppm ve 100 ppm) ve katlama (3, 4 ve 5 ay
stire ile) uygulamalar1 gergeklestirilmis, en yiiksek tohum
c¢imlenme orant 100 ppm GAj; c¢ozeltisinde 24 saat
bekletilen tohumlarda belirlenmistir.

5. Katlama uygulamalar1 tohum ¢imlenmesini énemli
diizeyde artirmistir. 5 ay katlanan tohumlarin en yiiksek
¢imlenme oranini gosterdikleri, bunu 4 ay siire ile katlanan
tohumlarin izledigi goriilmektedir. 3 ay siire ile katlanan
tohumlarda tiim yetistirme ortamlarindaki ¢imlenme
oranlar1 daha diistik diizeylerdedir.

6. Tohumlarin ekildigi ortammn pH derecesinin tohum
¢imlenmesini etkiledigi, yetistirme ortamimnin pH degeri
arttikca,  tohum  ¢imlenme  oranlarmin  azaldif1
belirlenmigtir.

C. tchihatcheffii'nin in vitro kosullarda gogaltimu
yapilmis olup ¢alismanin sonuglari su sekilde 6zetlenebilir:

1. C. tchihatcheffii’nin olgunlagmis tohumlar1 araziden
dikkatlice toplanip oOzenle kurutulduktan sonra bu
tohumlarin kullanilmasiyla enfeksiyon bakimindan 6nemli
bir sorunla karsilagilmaksizin, sadece birka¢ damla Tween-
20 ilave edilmis %15°lik ticari sodyum hipoklorit (camasir
suyu) icinde 25 dakika bekletilmek suretiyle yiizeysel
dezenfeksiyondan gecirilebilmekte ve kiiltiirler basariyla
kurulabilmektedir.

2. In vitro tohum ekimlerinde pappus kisimlari
¢ikarilmis tohumlarm kullanilmasi gerekmektedir. Bu
uygulama  yapilmadigi  taktirde enfeksiyon  orani
yiikselmektedir.

3. MS+1 mg/L GA; ortamlarinda %86 oraninda tohum
¢imlenmesi elde edilmistir. Gibberellik asit ilavesi,
¢imlenme oraninit %60’lardan %80°li degerlere tagimistir.

4. Mikrocogaltim denemelerinde, bir-bir buguk aylik
in vitro fidelerden alman tek bogum ve siirgiin ucu
eksplantlar1 kullanilabilir. Eksplantlarin yatay degil, dikey
pozisyonda besin ortamina yerlestirilmesi daha olumlu
bulunmustur.

5. Sentorya eksplantlarindan siirgiin proliferasyonu
saglanmigtir. 0.5 mg/L IBA + 0.5 mg/L BAP
kombinasyonu, dengeli yapisi sayesinde eksplant bagina 2.5
adet civarinda siirgiin olusturmustur. BAP dozu artinca 0.5
cm’nin altinda ¢ok sayida ve vitrifiye olan siirgiin olusumu
meydana gelmis olup bu materyalin degerlendirilmesi
miimkiin goriilmemistir.

6. Koklenme agamasinda hormonsuz MS ortaminda
%70 oraninda kdklenme meydana gelmistir. Besin ortamina

IBA ilave edilmesi, koklenme oranin artirmistir. 0.1 mg/L
IBA iceren ortamda %81; 1.0 mg/L IBA iceren ortamda
%386 oraninda koklenme meydana gelmistir. Ancak doz
arttiginda siirgiin boylarinin kisaldigi ve camsilagmaya
egilim ortaya c¢iktigi gozlemlenmistir. Bu nedenle diisiik
doz IBA uygulamasi uygun bulunmustur. Hormonsuz MS
ortamlarinda ¢igek tomurcugu olusumuna egilim %90
civarindaki materyalde ortaya ¢ikmustir.

7. C. tchihatcheffii’nin siirgiin ucu ve tek bogum
eksplantiyla  cogaltilmast  basariyla  gergeklestirilmis,
fizyolojik ve 1slah ¢aligmalarinda kullanilabilecek bir
sistem olarak degerlendirilebilir asamaya ulastirilmistir.

Sonuglart sunulan bu ¢aligma ile in vitro kosullarda
endemik C. tchihatcheffii tiiriiniin ¢ogaltimi igin kosullar
optimize edilmis  goriinmektedir. Bundan sonraki
caligmalarda poliploidi ve diger mutasyon uygulamalari
icin temel ¢ogaltim ve elit bityi iiretme asamalart igin
zemini hazirlanmig bulunmaktadir. Bu tiirde ve benzeri
olan tehlike altinda bulunan endemik bitkilerin ¢ogaltilmasi
ve tizerlerinde yapilacak 1slah ¢alismalariyla siis bitkileri ve
tibbi bitkiler sektoriinde degerlendirilebilecek yeni ¢esitler
gelistirilmesi, iilkemiz bilimi ve yetistiriciligine katki
saglayacaktir.
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