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Ozet: Aspir, linoleik asit ve oleik asitce zengin; yenilebilir doymamis yag asitlerinin elde edilmesinde
kullanilmast nedeniyle énemli bir endiistriyel bitkidir. Bu c¢alismada aspirin in vitro’ da ¢ogaltimi
amaciyla siirgiin ucu eksplantlar1 0.25- 0.50- 1- 2 mg/L BAP ve 0.25- 0.50-1 mg/L NAA’ nin farkhi
kombinasyonlarini igeren, %3 sakkaroz ilave edilmis ve % 0.8 agar ile katilagtirilmis MS ortaminda
kiiltiire almmustir. Arastirma sonuglari kallus olusumu, rejenere siirgiin yiizdesi, eksplant basgina siirgiin
sayisi, sirgiin uzunlugu, eksplant basma kok sayisi ve kok uzunlugu igin BAP-NAA arasindaki
kombinasyolarm etkili oldugunu gostermistir. Maksimum siirgiin rejenerasyonu 0.50 mg/L BAP + 0.25
mg/L NAA igeren MS besin ortaminda, maksimum kallus olusumu ise 1 mg/L BAP + 1 mg/L NAA ve 2
mg/L BAP + Img/L NAA igeren MS besin ortaminda kaydedilmistir. Rejenere siirgiinler 1 mg/L IBA
igeren MS besin ortaminda koklendirilmistir.

Anahtar kelimeler: BAP, NAA, Aspir, Mikroiiretim

Effect of Different Combinations of BAP and NAA in vitro Propagation of Wild Safflower
(Carthamus persicus Wild)

Abstract: Safflower (Carthamus persicus Wild), is rich in terms of linoleic acid and oleic acid and is
used to obtain low saturated fatty acid. In order to propagate safflower in vitro, shoot tip explants were
cultured in MS medium containing different combinations of BAP and NAA supplemented with 3%
sucrose and solidified with 0.8% agar. The results showed a significant interaction between BAP and
NAA combinations for callus formation, shoot and root regeneration, number of shoots and roots per
explant, shoot and root length. Maximum shoot regeneration was noted in MS medium containing 0.50
mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA. Maximum callus formation was determined in MS medium supplemented
with 1 mg/L BAP + 1 mg/L NAA and 2 mg/L BAP + Img/L NAA. The regenerated shoots were rooted
on MS medium containing 1 mg/L IBA.
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Aspir (Carthamus persicus Wild) Compositae familyasina ait tek yillik bir bitkidir (Mensink ve ark.
1994). Ana vatani olan Arap yarimadasindan iran, Pakistan, Hindistan ve diger iilkelere dagimistir.
Diinyada 60°1n tizerinde tlilkede aspir tarimi yapilmaktadir (FAO 2013) ve bu iilkeler igerisinde ilk siray1
Hindistan almaktadir. Ulkemizde yalanci safran, Amerikan safran1 ve boyaci safran1 gibi isimlerle de
bilinen aspir genis yaprakli, sar1, kirmizi, turuncu, beyaz ve krem renklerinde ¢igeklere sahip, dikenli ve
dikensiz tipleri olan, kurakliga dayanikli ve ortalama yag orani % 30-45 arasinda degisebilen bir yag
bitkisidir. Baz1 Ortadogu ve Asya iilkelerinde ¢icekleri pilav, ¢orba, sos, ekmek ve tursulara katilarak bu
gidalarm sar1 ve parlak turuncu renk almalar1 saglanmaktadir (Ozdemir ve ark. 2011). Yag: alindiktan
sonra geriye kalan kiispe, icerdigi % 25’e varan ham protein orani ile hayvancilikta iyi bir yem kaynagidir
(Okamoto ve ark. 2005). Aspir tohumlarindan elde edilen yag, kaliteli yemeklik yag olarak
kullanilmaktadir. Aspir yagi oOzellikle oleik asit (omega-9) bakimmdan zengin olmasi ve insanlar
agisindan esansiyel yag asidi olan linoleik asit (C 18:2) oran1 %75’e kadar ulasmasi nedeniyle 6nemli bir
besin kaynagidir. Aspir yagi, icerdigi bu yiiksek orandaki linoleik asit (Omega-6) nedeniyle ¢abuk
kuruyan yaglardan oldugu igin, boya sanayinde kullanilmaktadir (Sales 2005; Vogel ve Browse 1996;
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Konar ve ark. 2010). Ayrica yabani aspir bitkisinin ¢igek, yaprak ve gdvdesi; okside ve rediikte glutatyon,
A, C, E vitaminleri ile B-karoten agisindan da zengindir (Ozdemir ve ark. 2011).

Son 30 y1l i¢indeki ¢alismalar incelendiginde, aspirin mikro iiretimi ve siirgiin rejeneresyonunda bitkinin
genotipinin, kullanilan hormon konsantrasyonlarinin ¢ok 6nemli oldugu gériilmektedir. Bagalma ve ark.
(2007), Walia ve ark. (2007), Sujatha ve Dinesh (2007), Radhika ve ark. (2006), Talat ve Anwar (2010),
Nikam ve Shitole (1998), farkli eksplantlar1 kullanarak siirgiin rejenerasyonunu gergeklestirmislerdir. Bu
¢aligsmalarm tamaminda siirgiin rejenerasyonu, kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri ve inkiibasyon
periyodu tarafindan etkilenmistir. Aspir tarimmin tilkemizde gelisememe nedeni mevcut ¢esitlerin kuru
tarim alanlarinda diisiik tohum verimi ve diisiik yag orami1 vermeleridir. Yiiriitiilen aspir (C. tinctorius L.)
1slah1 ¢aligmalarmin ana amaci da bu olumsuzlugu ortadan kaldirabilmek ig¢in soguga ve kurakliga
toleransh ¢esitlerin gelistirilmesi yoniindedir. Soguga ve kuraga toleranslik islahmin temeli de bu
ozelliklere sahip kimi yabani Carthamus tiirlerinden bu 6zellikleri doku kiiltiirii tekniklerini kullanarak ya
da melezleme 1slahi1 yoluyla, kiiltiir tiirii olan Carthamus tinctorius’a aktarilmasidir. Bu ¢aligmanin amaci;
daha once in vitro rejenerasyonu lzerine calisilmalar yiiriitilmemis olan yabani aspir tiirii olan
Carthamus persicus Wild’ de in vitro rejenerasyonu gergeklestirerek kiiltiir tiirlerinde yapilacak olacak
melezleme ve 1slah ¢alismalarinda kullanilmak iizere uygun rejenerasyon protokoliinii gelistirmektir.

Materyal ve Metot
Bitki Materyali

Bu ¢alismada dogal yetisme ortamindan toplanmis olan aspir (Carthamus persicus Wild) bitkisi bitkisel
materyal olarak kullanilmustir. Bitkilerinin tiir teshisi Firat Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji boliimiinde
yapilmistir.

Sterilizasyon

Calismada kullanilan petri, erlen gibi cam malzemeler ile pens, bistiiri gibi aletlerin ve besin ortaminin
sterilizasyonu otoklavda 1.5 atmosfer basing altinda 121 ~C de, 20 dakika tutularak yapilmistir. Aspir
tohumlarmin sterilizasyonu ise % 100 liik NaOCl (¢amasir suyu) igerisinde 20 dakika bekletilerek
saglanmugtir. Daha sonra aspir tohumlari steril saf su ile 3 kez durulanmustir. Sterilizasyonu tamamlanan
aspir tohumlar1 hormon igermeyen besin ortamlarina her petriye 5 adet tohum gelecek sekilde ekim
yapilarak, bu ortamlarda ¢imlendirilmistir.

Besin Ortamlar: ve Kiiltiir Kosullar

Tohumlarin ¢imlendirilmesinde hormonsuz MS (Murashige ve Skoog 1962) ortami kullanilmistir. Siirgiin
ucu eksplantlarinin rejenerasyonu igin MS besin ortaminda farkli oranlarda naftalen asetik asit (NAA) ve
6-benzil amino piirin (BAP) kombinasyonlar1 denenmistir. Koklendirme ortami olarak da 1 mg/L indol-3-
biitirik asit (IBA) igeren MS besin ortam1 kullanilmistir. Bu ortamlar igerisine % 3 sakkaroz ilave edilmis
ve % 0.8 agar kullanilarak katilagtirilmistir. Ortam hazirlandiginda gift distile saf su kullanilmisg ve besin
ortammin pH’st IN NaOH ve IN HCI kullanilarak 5.8 e ayarlanmigtir. BAP, NAA ve IBA uygun
¢oziciilerde ¢ozdiiriildiikten sonra istenilen miktarda ve oranda stok soliisyonlari hazirlanmistir.
Hazirlanan stok soliisyonlar +4 ~C de saklanmustir.

In vitro dan Elde Edilen Fidelerden Eksplantlarin Izolasyonu

In vitro ortamda steril olarak yetistirilen 15 giinlik aspir fidelerinden alman siirgiin uglari, eksplant
kaynag1 olarak kullanilmigtir. 1 cm uzunlugunda kesilen eksplantlar her petride 5 adet olacak sekilde
rejenerasyon ortamina aktarilmigtir. Uygulamalar 3 tekerriirlii olacak sekilde planlanmistir. 90X15 mm
steril petri kutularinda MS ortamimda uygun hormon konsantrasyonlari eklenerek 16/8 1sik/karanlik
fotoperyodunda 500 pmolm™sec” floresans 1siklandirmasinda iklim odasinda, 25+2 ~C sicaklikta inkiibe
edilmistir. Doku kiiltiirii ile ilgili biitiin ¢aligmalar steril hava akisli kabin icerisinde yapilmaistir.
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Rejenere Olan Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler belirli bir uzunluga geldikten sonra 1 mg/L IBA igeren koklendirme ortamina
aktarilmigtir. Koklenen siirgiinler saksilara aktarildiktan sonra iklim odasinda cevre sartlarina uyumu
saglanmusgtir.

Bulgular ve Tartisma

Bu c¢aligmada yabani aspir (Carthamus persicus Wild) bitkisinin tohumlar1 in vitro ortamda
¢imlendirilmis, 15 giinliik fidelerinden alinan siirgiin ucu, eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Siirgiin
ucu eksplantlar1 degisik konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren MS besin ortaminda kiiltiire alimmustir.
Bu hormon konsantrasyonlarinin eksplantlar iizerinde etkileri Cizelge 1°de gosterilmistir. Bu bulgulara
gore, siirgiin rejenerasyonu i¢in en uygun ortamim 0.50 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA igceren MS besin
ortami1 oldugu; bu ortamda % 100 oraninda siirgiin rejenerasyonunun gézlendigi tespit edilmistir. Kallus
olusumunun en fazla 1 mg/L BAP + 1 mg/L NAA ve 2 mg/L BAP + 1 mg/L NAA iceren MS besin
ortaminda oldugu tespit edilmistir. Eksplant bagina diisen ortalama siirglin sayisi, siirgiin uzunlugu,
eksplant bagina diisen ortalama kok sayisi ve ortalama kdk uzunlugu agisindan en verimli ortamin 0.50
mg/L BAP+ 0.25 mg/L NAA igeren MS besin ortaminin oldugu belirlenmistir (Sekil 1).

Cizelge 1. Farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin siirgiin ucu eksplanti iizerindeki etkileri

Hormonlar Kallus Rejenere Eksplant Ortalama Eksplant Ortalama

BAP NAA olusum siirgiin basimna diisen siirgiin basma kok
(mg/L) (mg/L) yiizdesi yiizdesi ortalama uzunlugu diisen uzunlugu

(%) (%) siirgiin sayisi (cm) ortalama (cm)

kok sayisi

0.25 0.25 10.00 30.00 3.22+1.60 5.15+0.79 0.33+0.73 0.20+0.50
0.50 0.25 0.00 100.00 6.96+3.46 5.73+1.46 1.66+0.33 0.97+0.37
1 0.25 40.00 60.00 2.70+1.73 2.97+0.78 0.66+0.21 0.50+0.29
2 0.25 60.00 40.00 2.51x1.24 2.30+1.83 0.33+0.06 0.83+0.34
0.25 0.50 50.00 50.00 2.60+1.02 4.10+2.34 1.00£1.03 0.23+0.09
0.50 0.50 70.00 30.00 2.29+1.15 4.1243.09 0.00+0.00 0.00+0.00
1 0.50 80.00 20.00 1.85+0.10 3.73£1.27 0.33+0.35 0.41+0.96
2 0.50 90.00 10.00 1.73+£0.57 2.51+0.78 0.33+0.20 0.56+0.74
0.25 1 90.00 10.00 1.54+1.38 1.34+0.09 0.33+0.17 0.72+0.18
0.50 1 70.00 30.00 1.81+1.52 0.97+1.45 0.66+0.24 0.31+0.46

+ = En az ii¢ tekrarla elde edilen standart sapmayi ifade etmektedir.

In vitro sartlarda siirgiin rejenerasyonunun saglandigi besin ortamlarinda her zaman kdklenmeyi saglamak
miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle siirgiinlerin, koklenmeyi tesvik edici hormonlarm bulundugu
ortamlara transfer edilmesi gerekmektedir. Koklenmeyi tesvik etmek amaciyla Img/L IBA igeren MS
besin ortami kullanilmistir. Calisma sonrasinda kdklenen bitkiler (Sekil 2), hormon igermeyen MS
ortamma aktarilarak bitkilerin belirli bir biiyiiklige gelmeleri saglanmistir. Daha sonra bitkiler 3:1
oraninda toprak: kum igeren saksilara aktarilarak dig ortama adaptasyonlar1 gergeklestirilmistir.

Glntimiizde insanlarin beslenmesi yoniinden 6nem tagiyan bitkilerin, verimini, hastalik ve zararlilara
kars1 direnglerini arttrmak amaci ile kullanilan klasik i1slah metotlarmin yani sira, doku kiiltiirii ve
biyoteknoloji yontemleri ile her yonii ile istenen 6zelliklere sahip bitki tiirlerinin {iretimi ¢ok daha kisa
stirelerde ve kontrollii kosullarda elde edilerek bu bitkilerin doga kosullarina uygun hale getirilmesi
miimkiindiir.
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Sekil 1: Siirgiin ucu explantindan aventif slirgilin rejenerasyonu (a, b, c, d, e, f). 0.50 mg/L BAP + 0.25
mg/L NAA igeren MS besin ortamindaki maksimum siirgiin rejenerasyonu (b, c, d).

Sekil 2: 1 mg /L IBA igeren MS besin ortamina aktarilan adventif siirgiinlerden kok gelisimi.
Bu calismada daha once aspirde yapilmis doku kiiltiirii ve mikroiiretim ¢alismalari 15181 altinda, BAP-

NAA kombinasyonlar1 ile gii¢lii bir rejenerasyon protokolii gelistirmek amaglanmigtir. Calismada
kullanilan BAP-NAA konsantrasyonlarinin, ¢alisilan genotipde, kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu
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i¢in olduk¢a 6nemli oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde Basalma ve ark. (2007) Sujatha ve Dinesh
(2007), aspirde kotiledon ve yapragi, eksplant kaynagi olarak kullanip, TDZ-NAA kombinasyonlarinin
adventif siirglin rejenerasyonu i¢in kullanilabilir bir protokol olabilecegini 6nermislerdir. Walia ve ark.
(2007) aspirin HUS-305 ¢esidinde yaptiklari ¢alismalarda farkli konsantrasyonlarda TDZ, 2,4-D ve NAA
kullanarak zigotik embriyodan somatik embriyo iiretimi ¢alismalari yiiriitmiislerdir. TDZ kullanarak
somatik embriyo gelistirmislerdir. Ancak bu ¢aligmalardaki kallus olusumu ve siirgiin sayisi; yapilan bu
calisma ile kiyaslandiginda oldukga yetersiz kalmaktadir. Bu durum kullanilan genotip, farkl
hormonlarin kullanimi ve hormon dozlarinin farkli olmasi ile agiklanabilir. Bu ¢alismada kullandigimiz
sentetik bir sitokinin olan BAP’ 1n siirgiin gelisimini tegvik etmesi de beklenen bir sonugtur (Lincoln ve
Eduardo 2008).

Sujatha ve Dinesh (2007) 10 yabani aspir, 1 tanede kiiltiir aspir tiiriiniin yaprak eksplantini kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda TDZ-NAA kullanarak siirgiin rejenerasyonu
saglamislardir. C. tinctorius ve C. arborescens’in yaprak eksplantlarinda kallus olusmaksizin; TDZ-NAA
hormon kombinasyonlarinda adventif siirgiin rejenerasyonunu gerceklestirmislerdir.

Radhika ve ark. (2006) aspir bitkisinde 0.5 mg/L NAA igeren MS besin ortaminda siirgiin
iretememislerdir. Her ne kadar bitkisel hormonlar farklilasmig boliinme yetenegini kaybetmis hiicrelere
yeniden boliinme 6zelligi kazandirsa da, meristematik hiicreler igermesi bakimmdan gévde ucu, siirgiin
ve kok gelisiminde en verimli eksplant olarak rapor edilmistir (Ozgen ve ark. 1998). Siirgiin ucunun,
eksplant kaynagi olarak kullanilmasi bu ¢alismadan olumlu sonuglar alinmasma neden olmus olabilir.
Bitki biiylime diizenleyicilerinin konsantrasyonlari ve kombinasyonlari, fiziksel sartlar ve bitki
genotipinin yaninda eksplantlarin hasat edilip ana bitkiden iliskisinin kesilmesi ve kiiltiir ortamina
alinmasi esnasinda igerdikleri endojen hormon miktarinin metabolizmadaki gorevleri géz Oniinde
bulunduruldugunda, o6zellikle sitokininlerin, kismen oksinlerin ve bu iki bilyiime diizenleyicisinin
etkilesimlerinin adventif siirgiin olusumu {izerine en etkili maddeler olduklart goriilmektedir (Mariashibu
ve ark. 2013).

Aragtirmada koklenme olmaksizin gelisen siirglinler kdklendirilmek amaciyla 1 mg/L IBA iceren MS
besin ortamina aktarilmis ve ¢ok yiiksek bir oranda (Cizelge 1) koklenme gergeklestirilmistir. Talat ve
Anwar (2010) IBA igeren MS besin ortaminda adventif siirgiinleri kdklendirmislerdir. Bu bulgu sunulan
bu caligmadaki adventif siirgiinlerin koklendirilmesi sonucunu desteklemektedir. Oksinlerin koklenmeyi
tegvik ettigi de bilinen bir gergektir (Kadioglu 2004).

In vitro sartlarda gelistirilen bitkilerin topraga sasirtilmasi biiyiik bir problemdir. Bu iglem ilk glinlerde dis
kosullara adaptasyonun dogru sekilde yapilmasi gibi cesitli nedenlerle bitkiler icin dldiiriicii
olabilmektedir. Calismamizda kdklendirilen biitiin bitkiler belirli bir biiyiikliige ulastiktan sonra saksilara
sasirtilmis, % 85 gibi ¢ok yiiksek bir oranla bitkiler canli kalmistir. Talat ve Anwar (2010), Sujatha ve
Dinesh (2007) ile Radhika ve ark. (2006) adventif siirgiinleri koklendirip, koklenen bitkilerin topraga
uyumlarini gergeklestirmislerdir.

Calismadan elde edilen verilere dayanarak, adventif siirgiin rejenerasyonu igin en uygun ortamin 0.50
mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA iceren MS besin ortami oldugu, kallus olusumu i¢in en uygun ortamin
Img/L BAP + 1 mg/L NAA ve 2 mg/L BAP + 1 mg/L NAA igeren MS besin ortami oldugu sonucuna
ulasilmistir.  fleride yapilacak calismalarda yabani aspirde (Carthamus persicus Wild) siirgiin
rejenerasyonu iizerine daha etkili olabilecek farklt BAP ve NAA hormon kombinasyonlar1 denenebilir.
Farkli sitokinin ve oksin hormon tipleri ve kombinasyonlari kullanilarak yeni denemeler planlanabilir. Bu
calisma soguga ve kurakliga toleransli kiiltiir tiirlerinin gelistirilmesi i¢in 1slah ¢aligmalarina 1s1k tutabilir.
Calismada kullandigimiz hormon kombinasyonlar1 kullanilarak yabani ve kiiltiir tiirlerinin protoplast
fiizyonlar1 gergeklestirilebilir. Calismadan elde edilen yeni bulgular 1siginda daha yeni uygulamalar
yapilarak yabani aspirde (Carthamus persicus Wild) siirgiin rejenerasyonu ve kok olusumu esnasindaki
fizyolojik ve molekiiler olaylar aydinlatilabilir.
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