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Asteracea (Compositae) familyasinin {iyesi olan Aspir (Carthamus tinctorius L.) genis adaptasyon yetenegine
sahip, gerek beslenme gerekse de biyoyakit iiretiminde 6ne ¢ikan tek yillik yagli tohumlu bir bitkidir. Bu
calismada, Balci aspir ¢esidinin olgun tohumlarinin in vitro ortamda ¢imlenmesi igin uygun bir prosediiriin
olusturulmast amaglandi. Bunun igin, aspir tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesine, MS giiciiniin (kontrol, 1/1,
Y5, ve %), karbon kaynagmm (30 g/L sakkaroz, maltoz ve fruktoz) ve 1s18mn (karanlik ve aydinlik -16/8
fotoperiyod) etkisi ayr1 ayr1 incelendi. Dort haftalik kiiltiir periyodu sonunda, MS besi ortamindaki tohumlarin
kontrol grubuna (MS icermeyen) gore daha iyi gelistigi ve morfolojik gelisimleri goz 6niinde bulunduruldugunda
¥4 MS’in en uygun besi ortam1 oldugu belirlendi. Bununla birlikte besi ortamimnda kullanilan seker ¢esidinin etkili
oldugu ve sakkarozun diger sekerlerden daha iyi sonug verdigi saptandi. Aspir tohumlarinm 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 ¢gimlenme kosullari; 30 g sakkaroz ile
desteklenmis % MS besi ortaminda ve aydinlikta (16/8 fotoperiyod) kiiltiire alinan gatlatilmis tohumlarda oldugu
tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Carthamus tinctorius L., balci, in vitro, ¢cimlenme.

The Effect of MS strength, Carbon Source and Light on Germination of Balci Safflower in in vitro
Condition

ABSTRACT

Aspir a member of Asteracea family, is the only annual oilseed plants that has wide adaptability and, is prominent
in both nutrition and biofuel production. In this study, it was aimed to establish an appropriate procedure for the
germination of mature seeds of Balci safflower in in vitro conditions. For this purpose, the effect of MS strength
(control, 1/1, %, 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 examined. After four-week culture, it was
determined that the seeds in MS medium improved better than the control group and the optimal medium was %
MS for morphological development. However, the sugar used in the medium was effective and sucrose found to
give better results than the other sugars. Safflower seeds were germinated in both light and dark conditions but it
was better developed in light conditions. Conclusion, the best germination rate was in Y4 MS medium

supplemented with 30 g sucrose, and in seeds cultured in light.
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1. GIRIS

Beslenme zinciri igerisinde mutlaka yer almasi gereken yaglar, ana besin maddelerinden bir tanesidir.
Diinya niifusundaki artiga paralel olarak gida maddeleri tiiketimi artmakta ve dolayisiyla bitkisel yag
tilketimi 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, aygicegi, kolza, susam, aspir, keten,
kenevir, misir, zeytin, gelmektedir (Arioglu ve ark., 2010: 361). Aspir, hem beslenme hem de biyoyakit
tiretiminde one ¢ikan yagli tohumlu bitkilerin baginda yer almaktadir (Culpan, 2015:12).

Aspir (Carthamus tinctorius L.), Asteraceae (papatyagiller) familyasinin, Carthamus cinsine ait bir
bitki tiirtidiir. Carthamus cinsinin diinya {izerinde yetismekte olan 25 yabani tiirti 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 iilkemizde yetismektedir (Akman ve ark., 2007).

T1bbi potansiyelinin olduke¢a yiiksek olmasi sebebiyle aspir, son déonemde pek ¢ok arastirmaya konu
olmustur. Yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda aspir bitkisinin, akut istemik inme tedavisinde, kadinlarin
regl dénemlerinde, kalp-damar rahatsizliklarinda, travma sonucu olusan sisliklerin ve agrilarin tedavisinde,
ates diisiirmede ve kabizhiga karsi basarili oldugu tespit edilmistir (Thara ve ark., 1998: 223; Lin ve ark.,
2014: 355). Ayrica, aspir tohumlarinin osteoporoz, romatoid artrit ve aterojenik riski iizerine olumlu etkileri

oldugu saptanmistir (Yu ve ark., 2013: 4885).

Ulkemizde aspir ile ilgili calismalara 1930’lu yillarda Eskisehir Zirai Arastirma Enstitiisii’nde
baslanmus olup (Demirci ve ark., 2003), 1931 yilinda ilk tescil edilen ¢esit Yenice olmustur. Aspir ile ilgili
caligmalara uzun siire ¢esitli sebeplerle ara verilmesinin ardindan Eskisehir Anadolu Tarimsal Aragtirma
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 ¢esitleridir. Bu
¢esitlerden Yenice, Dinger, Balci ve Linas linoleik tip, Remzibey-05 ve Olas ¢esitleri oleik tiptir (Birben,
2015: 4).

Ulkemizde yillardir kiiltiirii yapilan aspir cesitlerinin adaptasyon yetenekleri iyi olmakla birlikte, en
onemli dezavantajlar1 yag oranlarmin 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 orami yiiksek olan yeni aspir cesitleri gelistirilmelidir. Giiniimiizde bitki 1slah¢ilar1 yiiksek
verimli, kaliteli ve stres faktorlerine dayanikli yeni cesitler gelistirmek {izere klasik bitki 1slah1 programlarini
tamamlayan, destekleyen ve hizlandiran biyoteknolojik yontemlerden yararlanma yoluna gitmektedirler.
Islah siiresinin 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
in vitro kultiirt ile ilgili birkag ¢alisma olmasina ragmen, genel olarak tiim gesitlere uygulanabilen etkili bir
bitki rejenerasyon protokoliiniin bulunmadigr belirlenmistir. Bu nedenle sunulan ¢alismada, 2011 yilinda
tescil edilen ve linoleik tipte olan Balci aspir (C. tinctorius) cesidinin olgun tohumlarinin in vitro

¢imlendirilmesi i¢in optimum protokoliin olusturulmasi amaglanmastir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
a. Bitki Materyali ve Sterilizasyonu

Bu calisma Batman Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Aragtirma
Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Calismada, materyal olarak Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii
tarafindan 2011 yilinda tescil edilen Bale1 aspir (C. tinctorius L.) ¢esidinin olgun tohumlar1 kullanilmstir.
Tohumlar kiiltiire alinmadan 6nce %70 lik alkolde 30 saniye bekletilerek on sterilizasyona tabi tutulmus ve
ardindan % 5°lik NaOCI soliisyonunda 60 dakika tutularak yiizey sterilizasyonu yapilmistir. Daha sonra,
steril distile su ile 5 kez 5’er dakika calkalanmak tizere NaOCI’den armdirilarak sterilizasyon iglemi

tamamlanmustir.

2.2. Tohumlarin ¢cimlenmesine MS kuvvetinin, karbon kaynaginin ve 15181n etkisi

Balc1 aspir ¢esidinin olgun tohumlarinin in vitro ortamda ¢imlenmesine MS (Murashige ve Skoog
1962) giiciiniin etkisini belirlemek i¢in tohumlar, 30 g/L sakkaroz ve 5.458 g agar ile desteklenmis farkli
kuvvetteki MS (1/1, 1/2, 1/4 ve kontrol) besi ortaminin bulundugu Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina ayr1 ayri
kiiltiire alindi. Her bir Magenta kabinda 4 tane olacak sekilde kabugu catlatilarak kiiltiire alinan tohumlar,
biiyiime odasinda gelismeye birakildi. Tohumlarin in vitro ortamda ¢imlenmesine karbon kaynaginin
etkisini test etmek i¢in 3 farkli (sakkaroz, maltoz ve fruktoz) seker gesidi kullanildi. 5.458 g agar ile
desteklenmis % MS besi ortamina 30 g/L bu seker miktarlari ilave edilerek hazirlanan ortamda kiiltiire alinan

catlatilmig tohumlarin ¢imlenme durumlar1 degerlendirildi.

Tohumlarin ¢imlenmesine 1s18in etkisini (karanlik ve aydinlik) test etmek i¢in MS besi ortaminda
kiiltiire alman catlatilmis tohumlarin bir kismi 16 saat aydinlik 8 saat karanlik 151k periyodunun bulundugu
bliylime odasmnda gelismeye brrakilirken bir kismi da siyah bir ortli ile ortiilerek karanlik ortamin

olusturuldugu ayni biiyiime odasinda gelismeye birakildi.

Uygulamalarmn tiimii optimum kosullarin saglandigi biiyiime odasinda yapilmistir. Biiyiime odasi; 30-
60 um m? s™ 151k siddetine sahip civali Fliioresan lambalar (400 w, MBFR/U, Thorn) ve ortam sicakligini
2542°C de sabit tutan bir sicaklik kontrol sistemi bulunmaktadir. Ayrica biiylime odasinin 151k periyodu 16
saat aydinlik 8 saat karanlik olacak bigimde ayarlanmistir (3000-5000 Lix).

2.3. istatistiksel analizler

Rastgele secilen orneklerden elde edilen verilerin analizi SPSS Paket programi (20.0) kullanilarak
yapilmigtir. Uygulamalar arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesi i¢in veriler ANOVA’ya tabi tutulmustur.
Istatiksel olarak farkli goriilen islemler belirlendiginde ortalama veriler arasindaki farkliliklar p<0.05

seviyesinde Duncan ¢oklu karsilagtirma testi ile degerlendirilmistir.

3. BULGULAR

3.1. Tohumlarin ¢cimlenmesine MS kuvvetinin etkisi

Genel olarak test edilen MS ortamlarinin tiimiinde, ¢imlenme yiizdesi bakimindan farkliliklar
goriilmezken morfolojik gelisimlerin degistigi belirlendi. 4 haftalik kiltiir periyodu sonunda, MS
gruplarinda bitkilerin siirglin boyu yaklasik 4 ile 6 cm arasinda olurken sadece sakkaroz ve agarin bulundugu

kontrol grubunda bitkilerin siirgiin boyu 0.97 cm olarak oSlciilmiistiir. Bitkilerin morfolojik gelisimleri
90
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bakimindan kontrol grubu ile MS gruplari istatistiki agidan karsilagtirildiginda da aralarindaki fark 6nemli
bulundu (Tablo 1). Test edilen MS gruplar1 siirgiin boyu ve kék boyu bakimindan kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise benzer sonuglar verdigi ve istatistiki agidan anlamli bir fark olmadigr belirlendi.
Ancak bitkilerin morfolojik gelisimleri incelendiginde 1/4 MS besi ortaminda kiiltiire alinan tohumlarin

yapraklarinin daha yesil ve canli oldugu goriildii (Sekil 1a, 1b).

Tablo 1. Aspir tohumlarinin ¢imlenmesi ve gelismesi iizerine MS giiciiniin etkisi

MS Besi Ortaminin Cimlenme orani Siirgiin Boyu Kok Boyu
Giicii (%0) (cmss) (cmxss)
Kontrol 100 0.97+0.37° 1.90+1.66°
1/1 MS 100 6.23+£3.802 6.12+5.64 2
1/2 MS 100 4.05+3.412 4.77+4.94 %
1/4 MS 100 4.45+3.48 2 6.16+£3.73 2

Rakamlar 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda 12 materyalin ortalamasini gostermektedir. Ayn1 siitunda farkli harfi
alan ortalamalar arasindaki farkliliklar nemlidir (p<0.05).

(@) (b)

Sekil 1. Besi ortaminin aspir tohumlariin ¢imlenmesine etkisi (a): Kontrol, (b): 1/4 MS

3.2. Tohumlarin ¢imlenmesine karbon kaynaginin etkisi

Balc1 aspir (C. tinctorius L.) tohumlarinin ¢alisilan tiim seker gruplarinda ¢imlendigi ancak ¢imlenme
yiizdesinin kullanilan seker ¢esidine gore degistigi goriildii (Tablo 2). Maltoz ve fruktoz sekerlerinin ilave
edildigi besi ortaminda kiiltiire alinan tohumlarin %40-50 si ¢imlenirken sakkarozlu besi ortamindaki
tohumlari 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 2).

Tablo 2. Seker ¢esitlerinin aspir tohumlarinin ¢imlenmesi ve gelismesi iizerine etkisi

Karbon Kaynag Cimlenme Orani (%) Siirgiin Boyu (Cmxss) Kok Boyu (cmSS)
30 g/L Sakkaroz 100 3.83+2.96? 6.33+4.672
30 g/L Maltoz 50 2.08+3.25 % 2.3243.81°
30 g/L Fruktoz 41.6 1.25+1.80 ° 2.20+3.05°

Rakamlar 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda 12 materyalin ortalamasini gostermektedir. Ayn1 sutunda farkli harfi alan
ortalamalar arasindaki farkliliklar dnemlidir (p<0.05).
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Sekil 2. Sakkaroz igeren besi ortaminda ¢imlenen Sekil 3. (a): Aydinlik (b): karanlik ortamda
tohumlarm genel goriinimi ¢imlenen tohumlarmn genel goriinimii

3.3. Tohumlarin ¢cimlenmesine 15181n etkisi

Balci aspir (C. tinctorius L.)’gesidinin olgun tohumlarimin in vitro ortamda ¢imlenmesine 15181n etkisini
test etmek i¢in, kiiltiire alinan tohumlarin bir kismi 16 saat aydinlik 8 saat karanlik 151k periyodunun
bulundugu biilyiime odasinda gelismeye birakilirken bir kismi da siyah bir 6rtii ile ortiilerek karanlik ortamin
olusturuldugu aym biiyiime odasinda gelismeye birakildi. Genel olarak tohumlarin ¢imlenmesi {izerinde
151810 etkili olmadig1 bununla birlikte ¢imlenen tohumlarin gelismesi i¢in 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
151k periyodunun daha iyi sonug verdigi tespit edildi (Tablo 3). Karanlik ortamda ¢imlenen tohumlarin ¢ok
uzun boylu ve beyaz renkli yani etiyole bitki goriiniimiinde oldugu belirlendi (Sekil 3a, 3b). Sonug olarak,

balci aspir tohumlarinin ¢imlenmesi ve gelismesi i¢in mutlaka 1g18a birakilmasi gerektigi tespit edildi.

Tablo 3. Balci aspir tohumlarinin ¢imlenmesi ve gelismesi {izerine 15181 etkisi

Cimlenme Oram (%) Siirgiin Boyu (cm=ss) Kok Boyu (cm=SS)
Aydinhk 100 4.38+3.23 4.594+5.66
Karanhk 100 10.87+5.87 10.20+8.02

Rakamlar 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda 12 materyalin ortalamasini géstermektedir.

4. TARTISMA VE SONUC

Genel olarak aspir lizerine yapilan doku kiiltiirii ¢alismalarinda, birgok faktoriin yan sira (genotip bitki
yasl, 151k, karbon kaynag1 gibi) besi ortami igeriginin de etkisi mevcuttur ve bitki rejenerasyonunda basariy1
biiylik oranda belirlemektedir. Yapilan ¢alismalarda MS bazal besi ortaminin aspirin in vitro kiiltiirii igin en
uygun ortam oldugu rapor edilmistir (George ve Rao, 1982; Fan ve Guo, 2013). Balci1 aspir ¢esidi ile ilgili
yaptigimiz c¢alismada benzer sekilde MS besi ortamindaki tohumlarin kontrol grubuna gore daha iyi
gelistikleri gézlendi.

Cimlenme siirecinde duyulan mineral ihtiyaci tiirden tiire degisiklik gosterir ve muhtemelen tohumdaki

rezervlere baghdir (Padilla ve Encina, 2003: 220). Orug (2012), Verbascum lydium var. Lydium ile yaptigi
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caligmada bitkinin tohumlarinin, besin rezervlerinin tohumun ¢imlenmesine yetecek diizeyde oldugunu; in
vitro sartlarda ¢gimlenmeye ihtiya¢ duyuldugunda, basitge, agar kullanilmasinin yeterli olacagini bildirmigtir.
Calismamizda benzer sekilde balci aspir gesidinin tohumlari, sadece agar bulunan kontrol grubunda %100
¢imlenmis, ancak c¢imlenen tohumlarin gelismesi i¢in agar ortamu 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), geltik tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi ile ilgili yaptig
caligmada MS besi ortamlar1 (1/1, 1/2 ve 1/4) arasinda ¢ok dnemli farklilik olmadigim ancak morfolojik
gelisim bakimindan optimum besi ortaminin 1/4 MS oldugunu bildirmistir. Calismamizda da benzer sekilde
aspir tohumlarmin in vitro kiltiir ¢alismalarinda, test edilen besi ortamlari arasinda 6nemli farklilik
olmadigimi ancak bitkilerin morfolojik gelisimleri gz 6niinde bulunduruldugunda en uygun besi ortaminin

1/4 MS oldugunu belirledik.

Bitkiler, her tiirlii karbon kaynagimi metabolize edip etkili bir sekilde kullanamazlar. Baker ve Dyer
(1996), aspirin in vitro kiiltiirii ile yaptiklart ¢alismada diisiik sukroz oranmnin siirgiin ¢ogaltilmasinda
hiperhidrasyonu azalttigim ve siirgiinlerin koklenmesini yiiksek oranda (%98) sagladigini bildirmistir.
Sukroz, aspirin in vitro rejenerasyonu ve koklenmesi igin glikoz ve maltoza gore en uygun karbon
kaynagidir (Mandal ve ark., 2001: 503; George ve Rao: 791, 1982; Fan ve Guo, 2013: 298). Biz de
yaptigimiz ¢alismada, balci aspir tohumlarimin in vitro ortamda ¢imlenmesi iizerinde besi ortaminda
kullamlan geker ¢esidinin etkili oldugunu ve siirgiinlerin morfolojik geligimleri bakimindan sakkarozun

(sukroz) diger sekerlerden (fruktoz ve maltoz) daha iyi sonug verdigini belirledik.

Tohum ¢imlenmesi, bitkinin yasam dongiisiiniin ilk ve en kritik safhalarindan biri olup (Grime ve
Camphell, 1991:143; Guan ve ark., 2009:135) hormonal ve gevresel kosullardan etkilenir (Finch-Savage ve
Leubner-Metzger, 2006: 501; Chang ve ark., 2010: 155; Culha, 2011:118). Ayrica, kiiglik tohumlu bitkilerin
¢ogunun in vitro ¢gimlenmesinde 1s18a gereksinim duyulur (Plummer ve Bell, 1997:99; Clarke ve ark., 2000:
688). Bunker (1994), 1s181n Brachycome iberidifolia tohumlarinin in vitro ¢imlenme yiizdesini arttirdigim
bildirmistir. Benzer sekilde, V. lydium var. lydium ile yapilan in vitro ¢alismada, aydinlik uygulamasinda
tohumlarm toplam ¢imlenme oram1 % 63 iken karanlik uygulamasinda bu oranin % 30'a diistiigli rapor
edilmigtir (Orug, 2012). Yaptigimiz ¢alismada, balci aspir tohumlarinin hem aydinlik hem de karanlik
ortamda ¢imlendigini ancak ¢imlenen tohumlarin aydinlik ortamda morfolojik olarak daha iyi gelisme

gosterdigini belirledik.

Sonug olarak bu ¢alismada, Balci aspir (C. tinctorius) ¢esidinin olgun tohumlari i¢in in vitro ¢cimlenme
kosullar1 igin ideal bir protokol olusturulmustur. Balc1 aspir tohumlari i¢in en iyi ¢imlenme kosullarinin; 30

g sakkaroz ile desteklenmis ¥4 MS besi ortami ve aydinlik (16/8 fotoperiyod) ortamin oldugu tespit edildi.
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