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OZET

Bu arastirmada, ¢imlenme problemi olan ve tibbi éneme sahip olan Papaver rhoeas tohumlarinin doku
kaltiiri (in vitro) ortaminda ¢imlendirilmesi i¢in en uygun ortam pH’1, siikroz ve agar dozunun belirlenmesi
amaglanmistir. Tohumlarin ¢imlendirilmesi saf su ortaminda ve in vitro ortamda bitki biiylitme kabininde
gergeklestirilmistir. Yaptigimiz c¢alismanin sonucunda, Papaver rhoeas tohumlarinin saf suda ¢imlenme
oraninin ¢ok diisiik oldugu ve tohumlarin dormant oldugu (¢imlenme yiizdesi ~ % 10) tespit edilmistir. /n
vitro ortamda yapilan ¢imlendirme denemesinde ise en uygun ortam pH’1 5.8 olarak belirlenmistir. % 3
oraninda kullanilan siikroz ve % 0.7 oraninda kullanilan agar ortaminda en yiiksek ¢imlenme elde edilmistir.
Sonug olarak, Papaver rhoes tohumlart in vitro ortamda basarili bir sekilde ¢imlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Agar, ¢cimlenme, in vitro, Papaver rhoeas, pH, siikroz.

THE EFFECTS OF DIFFERENT TREATMENTS ON
IN VITRO SEED GERMINATION OF PAPAVER RHOEAS

ABSTRACT

In this research, the most suitable pH level, sucrose and agar doses for in vitro germination of Papaver rhoeas
which has got germination problem and medical importance were determined. The germination of seeds
carried out in distilled water and in vitro condition at plant growth cabinet. As a result of our study, Papaver
rhoeas seeds germination rate in distilled water is very low and seeds are dormant (germination percentage ~
10 %) were detected. The most suitable pH level, in vitro germination treatment was determined as 5.8. 3 %
sucrose and 0.7 % agar led to highest germination rate. Consequently, Papaver rhoeas seeds was successfully
germinated in vitro culture.

Keywords: Agar, germination, in vitro, Papaver rhoeas, pH, sucrose.

1. GIRiS

Bitkiler ekosistemin temel bilesenlerindendir. Insan yasamui igin gerekli olan yiyecegi ve diger temel materyalleri
ekosistemden saglamaktadir. Diinyadaki insan niifusunun hizla artmasiyla birlikte bitki ortiisti tizerindeki tahrip,
ekonomik, sosyal, kiiltiirel nedenlerden dolay1 artmistir ve diinya yiizeyindeki dogal kaynaklar hizli bir sekilde
tiiketilmeye baglanmistir. Diinyadaki insan niifusunun artisina paralel olarak, ekosistem tizerindeki baski artmig
ve bundan dolay1 dogal gen kaynaklarimiz olan bitkileri korumak biiyiik bir problem halini almistir. Son
yiizy1lda ekosistemdeki bitki tiirlerinin yok olusu hiz kazanmistir [1].

Papaver rhoeas L. (Gelincik) Papaveraceae familyasindan Diinya'da ¢ok genis bir yayilma alanina sahip 30-90
cm boyunda bir yillik otsu bir yabanci ot tiiriidiir. Gévdesi dik ve tiiylii, yapraklar tabanda rozet, yukarida
almagli, diizensiz titysii parcalidir. Cicekler tek terminal, kirmizi taban kismi siyah, ilkbahar yaz aylarinda acar.
Cigekler dokiildiikten sonra kalan meyveleri tiiysiiz ve fig1 bigiminde ¢ok tohumlu bir kapsiildiir [2, 3]. Bu
bitkinin ekstraktlari halk arasinda tedavi amagli olarak kullanilmaktadir. Papaver rhoeas bitkisi fenolik bilesikler
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icermektedir. Bitkinin gostermis oldugu bazi farmakolojik etkiler, bitkinin igerdigi bu degerli bilesenlere
dayandirilabilir. Gelincigin kurutulmus cigeklerinden ve taze yapraklarinda yararlanilir. Alkoloitler, renk
maddeleri, miisilaj; ¢igek disindaki toprak tstii kisimlar readin alkoloidi, az miktarda morfin ve narkotin,
roeadin, roeajenin, tebain, oripavin, kodein igerir [3, 4, 5, 6]. Bitkinin tibbi 6zelliklerine baktigimizda ¢icekler
yatistirici, uyutucu, okstiriik kesici, surubu ise korkan ve asir1 heyecanlanan ¢ocuklar: sakinlestirmek i¢in igirilir,
ayrica serinletici igecek olarak ve seker hastalarinda sekeri diistirmek i¢in; sarilikta gargara veya okstirtik icin
icilir. Agr1 kesici, antibakteriyel, antioksidan, ates diistiriicti, ter soktiiriicii, balgam soktiiriicti, uyusturucu, teskin
edici olarak kullanilir. Bitkinin yaprak ve kapsiilleri uykusuzluk, kalp carpintisi ve mide agrilarma kars
kullanilir. Bitkinin yesil yapraklari ayrica, kavrularak veya salata olarak tiiketilir [3, 7, 8].

Tohum olusumu, bitkinin hayati stiresince énemli bir evreyi olusturmaktadir. Tohumlar ¢imlenebilmek igin,
degisen ¢evre sartlarinin sonucu olarak belirli gereksinimlere ihtiyac duyarlar [9, 10]. Nitekim bitkinin tohumdan
yayilarak tiremesi genellikle etkili ve ucuz bir yontem olmasina ragmen, yabani olarak yetisen tiirler i¢in
cimlenme gereksinimleri genellikle bilinmemektedir. Bir¢ok bitki tiirii besin agisindan zengin ve ayni zamanda
bitki hormonu ile desteklenen besin ortaminda, steril in vitro sartlarda gelisim gostermektedirler [11, 12]. Ancak
bazi turlerde basarili tohum ¢imlenmesi i¢in bu teknikler gerekli olmamakta ve kullanildig: taktirde kaynak
israfina neden olmaktadir. Bu yiizden her tiirtin kendi ihtiyacina goére, uygun teknigin secilmesi gerekmektedir
[13].

Papaver rhoeas L. bitkisinin tohumlari, kuvvetli bir dormansiye sahiptir ve dormansi kolaylikla
kirilamamaktadir [14]. Dormansi bir¢cok yabanci ot tohum populasyonunun sahip oldugu genel bir 6zelliktir ve
bu da yabanci otlarin ¢ikis oranint engellemektedir [15]. Dogada bulunan birgok bitkinin ata formlarinda
bulunan c¢esitli dormansi mekanizmalari, bu bitkilerin kiiltiire alinmasiyla ortadan kaldirilabilmektedir, fakat
elverisli olmayan cevre sartlarinda dormansi tekrar ortaya ¢ikmaktadir. Buna karsilik yabanci ot tohumlarinin,
cimlenmeden uzun yillar toprakta canli kalmasini saglayan bir dormansi mekanizmasi bulunmaktadir [16].
Bundan dolay1, Papaver rhoeas tiiriinde ¢imlenmenin uyarilmast ve arttirilmasi yoniindeki ¢alismalara ihtiyag
vardir [17].

Calismamizin amaci, ¢imlenme problemi olan ve tibbi kullanima sahip olan Papaver rhoeas tohumlarinin in
vitro ortamda ¢imlendirilmesi i¢in uygun bir prosediir olusturulmasi ve bu ¢alismanin aynu tiir tizerine gelecekte
yapilacak calismalara katki saglamaktir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1. Calisma Alanm

Calisma materyalimiz olan Papaver rhoeas tohumlari, Kiitahya ili ve g¢evresinden Haziran-Agustos aylari
arasinda toplanmistir. Toplanan tohumlarin igerisinden saglikli olanlar segilmis, deneylerde kullanilincaya kadar
kiiciik zarflar igerisinde laboratuar sartlarinda karanlik ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

2.2. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

Tohumlar, Babaoglu vd. (2001)’nin tohum sterilizasyonu i¢in 6nerdigi sekilde birka¢ damla Tween-20 eklenmis
% 10’luk NaOCI ¢ozeltisi icerisinde 15 dakika stireyle tutularak dezenfekte edilmis, daha sonra ti¢ kez beser
dakika siireyle otoklavlanmus steril saf su ile durulanmistir [18].

2.3. Tohum Cimlendirme
2.3.1. Saf su ortaminda ¢cimlendirme

Tohumlardan dolgun, saglam goriiniislii, benzer biiylikliikte olanlar se¢ilmistir. Papaver rhoeas tirtinin
tohumlari, ¢ift katli kurutma kagidi yerlestirilmis ve steril saf su ile 1slatilmig petri kaplarina ekilmistir. Petri
kaplar1 (9 cm ¢apli) tohum ekiminden énce 115 °C’de etiivde sterilize edilip tabanina iki kath filtre kagidi
yerlestirilmistir. Tohumlar 30 giin boyunca ¢imlendirme dolabinda inkiibe edilmislerdir. Kabinin iklim sartlar
25/18 °C sicaklik; 16/8 saat fotoperiyot ve % 70 nem olarak ayarlanmustir.
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2.3. 2. In vitro ¢cimlendirme

Denemelerde esas olarak MS besin ortami regetesindeki makro ve mikro element tuzlari ile organik maddeler
kullanilmistir. Bu temel besin ortaminin i¢indeki maddeler ve miktarlart ile ilgili bilgiler Cizelge 2.1°de
verilmistir [19, 20]. Steril edilmis tohumlar ¢imlendirme amaciyla agarli MS besin ortamina alinmistir.
Hazirlanan besin ortamlari cam kavanoz veya magenda kaplarma aktarilmistir. Kaplarin agzi kapatilarak 15
dakika siireyle 121 °C’de otoklavda sterilize edilmistir. Calismamizda 3 farkli agar konsantrasyonunun (% 0.6,
0.7, 0.8), 3 farkli stikroz konsantrasyonu (% 1, 2, 3) ile 5 farkli pH seviyesinin (5.6, 5.7, 5.8, 6.0, 6.5) tohum
¢imlenmesi tizerindeki etkisini arastirilmistir. Her deneme ti¢ kez tekrarlanmustir. Yiizde ¢imlenme durumu
ekimi takiben yedinci giinden baslanarak 6. hafta sonuna kadar ¢imlenen tohumlarin sayimi yapilmistir.
Sonuglar maksimum ¢imlenmenin bulundugu 4. hafta sonunda bulunan degerlerdir. Kiiltiir kaplar1 yukarida
belirtildigi sekilde ve sartlarda iklim kabinine yerlestirilmistir. Radikulanin tohum kabugundan 2 mm uzamis
olmasi ¢imlenme i¢in yeterli kriter olarak kabul edilmistir. Tohumlarda ¢imlenme oran1 % olarak ifade
edilmistir.

2.4. Istatistiksel Analizler
Denemeler sonunda elde edilen tim verilerin ortalamalar1 ve standart hatalar1 SPSS 18.0 paket programi ile
yapilmustir. Yapilan muamelelerin etkileri tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Uygulama

sonug¢lariin ortalamalar1 arasindaki farklar 0.05 6nem diizeyinde Duncan testi ile karsilastirilmistir. Her
uygulamada 50 adet tohum kullanilmistir. Denemeler ti¢ tekerriirlii olarak yapilmistir [21].

Cizelge 2.1. MS besin ortaminda bulunan besin maddeleri ve oranlar1 (mg/1) [19, 20].

inorganik maddeler MS
Amonyum nitrat NH4NO; 1650
Kalsiyum klortir CaCl,.2H,0O 440
Magnezyum siilfat MgS0,4.7H,0 370
Potasyum dihidrojen fosfat KH,PO, 170
Potasyum nitrat KNO; 1900
Borik asit H;BO;s 6,2
Kobalt kloriir CoCl,.6H,O 0,025
Bakar siilfat CuS0,.5H,0 0,025
Mangan siilfat MnS0O,.4H,0 22,3
Potasyum iyodiir KI 0,83
Sodyum molibdat Na,Mo004.2H,0O 0,25
Cinko stilfat ZnS0,4.4H,0 8,0
Sodyum EDTA Na,EDTA 37,3
Demir siilfat FeSO,.7H,O 27,8
Organik maddeler

Glisin 2
Myo-inositol 100
Nikotinik asit 0,5
Piridoksin.HCI 0,5
Thiamin. HCI 0,1
Sakkaroz 30 g/l
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3. BULGULAR

3.1. Papaver rhoeas Tohumlarmm Cimlenmesi Uzerine Cesitli Uygulamalarin Etkisi

Saf su ortaminda yapilan ¢imlendirmede P. rhoeas tohumlarinda 14 giin boyunca maksimum ¢imlenme orant,
cimlendirmenin 10. giintinde 9,27 olarak elde edilmis ve bunu takiben ¢imlenmede herhangi bir degisiklik
gortilmemistir (Cizelge 3.1). Papaver rhoeas tohumlariin normal sartlarda ¢imlenme oraninin ¢ok diisiik oldugu

ve tohumlarin kuvvetli sekilde dormansiye sahip oldugu ortaya konulmustur.

Cizelge 3.1. Saf su ortaminda Papaver rhoeas tohumlarinin ¢gimlenme ytizdesi (%).

Cimlenme siiresi Cimlenme
(giin) %
1 0
2 0
3 2,46 + 0,09
4 6,07 £0,09
5 6,78 +0,06
6 8,03 £0,07
7 9,13 +£0,07
8 9,23 £0,04
9 9,23 £0,07
10 9,27 £0,03
11 9,27 £0,03
12 9,27 £0,03
13 9,27 £0,03
14 9,27 +0,03

+ Standart hata (SE).

In vitro ortamda yapilan ¢imlendirme calismasinda, agar’in farkli konsantrasyonlarinin tohum ¢imlenme %’si ve
tohum ¢imlenme siiresi (gtin) tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla ti¢ farkli konsantrasyonda agar (% 0.6, 0.7,
0.8) igeren besin ortami hazirlanmistir. Test edilen agar konsantrasyonlari arasinda hem ¢imlenme %’si hem de
cimlenme siiresi (giin) bakimidan farkliliklar gézlenmistir (Cizelge 3.2). En iyi ¢imlenme yiizdesi % 88,33 ile
% 0.7 agar igeren besin ortaminda elde edilmistir. Cimlenme siireleri bakimindan ise % 0.6 ile % 0.7 agar
konsantrasyonu arasinda fark istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur.

Siikroz’un farkli konsantrasyonlarinin tohum ¢imlenme %°’si ve tohum ¢imlenme siiresi (giin) tizerindeki etkisine
baktigimizda, her li¢ siikroz konsantrasyonu (% 1, 2, 3) arasindaki farkin istatistiki olarak nemli oldugu ortaya
konulmustur. En iyi ¢imlenme yiizdesi % 3 siikroz konsantrasyonunda % 100 olarak elde edilmistir. Gene bu
siikroz konsantrasyonunda ¢imlenme siiresinin daha kisa oldugu (5,25) oldugu goriilmistir. % 1 siikroz
konsantrasyonunda ise ¢imlenme oraninin nispeten diistiigii tespit edilmistir (Cizelge 3.2).

Bes farkli pH seviyesinde kiiltlire alinan Papaver rhoeas tohumlarinda pH 5.8°de % 89,67 ile en yiiksek
cimlenme yiizdesi elde edilmistir. pH seviyesi arttikca ¢imlenmenin de olumsuz yonde etkilendigi tespit
edilmistir. pH 5.8’de ¢imlenme siiresinin de nispeten kisa oldugu ve bunun istatistiki olarak Snemli oldugu
goriilmistiir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Papaver rhoeas tiiriiniin tohum ¢imlenme yiizdesi (%) tizerine farkli uygulamalarin etkisi.

Uygulamalar | Konsantrasyon Cimlenme % Cimlenme siiresi (giin)
% 0,6 68,03+0,61b" 4,88 0,04 b
Agar % 0,7 88,33 +0,88 a 5,00 + 0,06 b
% 0,8 554+0,78 ¢ 528+ 0,04 a
% 1 88,00 + 0,61 ¢ 5,75+ 0,03 a
Sitkroz %2 9527 +0,62 b 5,52+0,06b
% 3 100,00 + 0,00 a 525+0,03 ¢
5,6 59,97+ 0,84 ¢ 5,02+ 0,06 b
5,7 67,9+0,61b 4,62 +0,06 ¢
pH 5.8 89,67 0,88 a 4,00 +0,06 d
6,0 66,07 +0,79 b 5,02+ 0,04 b
6,5 35,23 +0,65d 528+ 0,04 a

* Ayni stitunda farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (Duncan; p < 0.05).

+ Standart hata (SE).
4. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢aligma, MS besin ortaminda bulunan agar ve siikroz konsantrasyonu ile ortamin pH seviyesinin yabanci ot
olup kuvvetli tohum dormansisine sahip olan ve ayni zamanda tibbi etkili Papaver rhoeas tohumlarmin
cimlenmesi {izerindeki etkisini belirlemek ve ilerideki yapilacak doku kiiltiirii ¢alismalari i¢in optimum seviyeyi
saptamak amaciyla yapilmistir.

Sifali otlar binlerce yildir kullanilmaktadir. T1bbi tedavide ise bitkisel alternatiflere ilgi yeniden ortaya ¢ikmustir.
Sifali otlar ve bunlardan elde edilen ilaglarin kullanimi 60.000 y1l oncesine dayanmaktadir ve bunlar bizim
sagligimizin tamamlayici bir pargasidir [22]. Dormansi ise birgok yabanct ot populasyonunun sahip oldugu genel
bir 6zelliktir. Dogada bulunan bir¢ok bitkinin dormansi mekanizmalari, bu bitkilerin kiiltire alinmasiyla ortadan
kaldirilabilmektedir. Fakat ¢evre sartlart uygun olmadiginda dormansi tekrar ortaya ¢ikmaktadir. Buna karsin
yabanci ot tohumlar1 giiglii bir dormansi mekanizmasina sahiptir ve bu mekanizma yabanci ot tohumlarinin
toprakta ¢imlenmeden yillarca canli kalmasimi saglamaktadir. Boylece, gelismede etkili ¢evre kosullarinin
uygun olmadigi zamanlarda gelismeyi engelleyerek, bitki ve organlarinin fazla etkilenmemesini saglayarak
bitkiyi yasatir ve dolayisiyla neslin devamini saglar. Bu sayede birgok bitki olumsuz etki yapan soguk kis aylari
ile sicak ve kurak yaz aylarinda zarar gérmemektedir [23]. Bu yiizden deneysel ¢aligmalarin laboratuar
sartlarinda yapilabilmesi i¢in yabanci otlari istenen zamanda ¢imlendirmeye ihtiya¢ vardir. Bunun i¢in de, bu
caligmalarin 6niinde engel teskil eden dormansi probleminin asilmasi gerekmektedir.

Bu bahsettigimiz sebeplerden dolay1 calismamizda Kiitahya ve ¢evresinde tahil tarlalarinda yaygin olarak
bulunan Papaver rhoeas bitki tiirintin in vitro ortamda iiretimine olanak saglayacak en uygun ¢imlendirme
prosediiriiniin belirlenmesi amaglanmistir. Doku kiiltiir tekniklerinin dogru uygulanmasinin ilk asamasi, dogru
ortamin secilmesidir. Calisgmamizda agarin farkli konsantrasyonlarindan % 0,7 agar’da en iyi ¢imlenme orani
elde edilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada, Helianthus annuus bitkisinin iki ¢esitinde (Gabor, Progres) etkili bir
siirgiin rejenerasyonu saglamak i¢in 4.4 uM BAP, 5.4 uM NAA ve farkli konsantrasyonlarda agar iceren MS
besin ortaminda kotiledon eksplantindan, siirgiin rejenerasyonu elde edilmeye calisilmistir. Agar’m ti¢ farkli
konsantrasyonu (% 0.4, % 0.6, % 0.8) denenmis olup, en yiiksek siirgiin sayist % 0.6 agar (6.6) ortaminda elde
edildigi belirtilmistir. Ancak artan agar konsantrasyonunun vitrifikasyon yiizdesini dnemli oranda diistirdigii
bildirilmistir [24]. Besin ortamindaki agar yogunlugunun artmasiyla goriilen ¢ogalma hizindaki azalis, artan agar
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yogunlugu ile ortamin fiziksel durumunun degiserek katilagmasi buna bagli olarak besinlerin ve biiyiime
diizenleyicilerin doku tarafindan aliniminin engellenmesinin sonucu oldugu belirtilmistir [25]. Stikroz’un farkli
konsantrasyonlarinin Papaver rhoeas tohumlarinin ¢imlenmesi tizerindeki etkisine bakildiginda, en iyi sonu¢ %
3 stikroz’da tespit edilmistir. Bagka bir ¢alismada, Nymphaea alba L. bitkisinde 5 farkl siikroz konsantrasyonu
(30, 25, 20, 15, 10 g/l) uygulanmis, en iyi ¢imlenme yiizdesi 25 g/l stikroz iceren MS besin ortaminda elde
edilmistir [26]. Bu sonug bizim elde ettigimiz sonuglar ile paralellik gostermektedir. Calismamizda MS besin
ortaminda dort farkli pH seviyesinde (5.7, 5.8, 6.0, 6.5) tohum ¢imlenme oranlar1 karsilastirilmistir. Buna gore
en iyi sonu¢ pH 5.8 ‘de elde edilmistir. Onay (1996) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, Pistacia vera
(Antepfistigi) bitkisi nodal segmentlerinin farkli pH (5.6, 5.7, 5.8, 6.0, 6.5, 7.0) seviyelerinde, siirgiin sayist ve
stirgtin uzunlugu tizerindeki etkisine bakilmis, en etkili uygulamalarin pH 5.8 ve pH 5.7 oldugu belirtilmistir
[27].

Sonug olarak, tilkemizin mevcut bitki potansiyelinin, ¢esitli endiistri sahalarinda kullanimi, diinyada bu konuda
yapilan ¢alismalar genel hatlartyla degerlendirildiginde biiyiik bir 6neme sahip oldugu anlasilmaktadir [28]. Tim
diinyada oldugu gibi, tilkemizde de son yillarda dogal bitkisel zenginliklerimizin yavas yavas tiikenmesi, tibbi
oneme sahip yabani bitkilerin kiiltiriintin yapilmasi bir zorunluluk halini almistir. Yaptigimiz bu ¢alisma ile
Papaver rhoeas tohumlarmin in vitro ortamda, farkli besin ortamlarinda c¢imlendirilmesi basariyla
gerceklestirilmistir ve calismamizin bundan sonra bu tiir ile ilgili olarak yapilacak doku kiiltirti ¢alismalarina
temel olusturacagini disiinmekteyiz.
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