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OZET

Stevia rebaudiana Bertoni BITKISINDE YUKSEK REBAUDIOSID A VE
STEVIOSID DITERPEN GLIKOZITLERINI ICEREN GENOTIPLERIN
SELEKSIYON YOLUYLA ISLAHI

Begiim KAPLAN
Doktora Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Kenan TURGUT
Subat 2018, 122 sayfa

Antalya kosullarinda 2014, 2015 ve 2016 yillarinda yiiriitillen bu ¢alismada
Stevia rebaudiana Bertoni’de rebaudiosid A ve steviosid miktari ile rebaudiosid A /
steviosid orani yiiksek olan genotiplerin secilerek klon seleksiyon yontemiyle, iistiin
ozellikte cesit adaylarinin ortaya ¢ikartilmasi amaclanmistir. Birinci yil 200 genotip ile
baglanilan ¢alismada, elde edilen veriler dogrultusunda ikinci yil segilen 40 genotipten
alian celikler siralarda yetistirilmis (A klonlar1), ti¢iincii y1l A klonlarindan segilen 10
genotipten (B klonlar1) alinan gelikler ii¢ tekerriirlii olarak tesadiif bloklari deneme
desenine gore siralarda yetistirilmistir. Verilerin degerlendirilmesi sonucu seleksiyon
kriterlerine uygun olan, {istiin 6zellikteki dort bitki se¢ilmistir (C klonlari). Dikimler 60
cm sira arast 40 cm sira lizeri mesafede yapilmigtir.

Elde edilen wverilere gore; 200 genotipten secilerek gelen 4 genotip
degerlendirilen oOzellikler bakimindan 6ne ¢ikmustir. 82 numarali genotip igerdigi
rebaudiosid A miktar1 bakimindan iistiin 6zellikli bir ¢esit adayr olarak goriilmiistiir.
109 numarali genotip yalniz steviosid igermesi bakimindan dikkat ¢ekici olmustur. 133
numarali genotip sadece diterpen glikozitlerin miktarmin ytiksekligi degil ayn1 zamanda
calisgma boyunca agronomik ozelliklerinin de ortalamanin {izerinde olmasi nedeniyle
iiretilip islenmeye uygun bir endiistriyel materyal olarak goriilmiistiir. 196 numaralinin
genotip steviosid ve rebaudiosid A miktar1 bakimindan yiiksek olmasi nedeniyle ¢esit
aday1 olarak secilmistir.
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ABSTRACT

SELECTIVE BREEDING OF GENOTYPES WITH HIGH CONTENT OF
REBAUDIOSIDE A AND STEVIOSIDE DITERPPENE GLYCOSIDES IN
Stevia rebaudiana Bertoni

Begiim KAPLAN
PhD Thesis in Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Kenan TURGUT
February 2018, 122 pages

This study, conducted in Antalya, Turkey in 2014-2016, aimed to determine the
genotypes with a high rebaudioside A/stevioside ratio and a high amount of
rebaudioside A and stevioside in Stevia rebaudiana Bertoni and to reveal superior
candidate varieties by the clone selection method. The study started with 200 genotypes
in the first year, then the stem cuttings from 40 genotypes selected in the second year
accordance with the obtained data were grown in row (A clones) and the 10 genotypes
(B clones) selected from the clones in the third year were grown in three replicated
according to the completely randomized block design. Four plants with superior
characteristics were selected (C clones) in accordance with the criteria for the evaluation
of the results. Row and intrarow spacing were 60 cm X 40 cm with all the clones per
plot.

Genotype 82 was regarded as a candidate with superior characteristics in terms of
the amount of rebaudioside content. Genotype 109 was noteworthy for stevioside alone.
Genotype number 133 was considered as not only high in the amount of diterpene
glycosides but also as an industrial material suitable for processing and production due
to the fact that the agronomic properties were above average during the study. As
number 196 was determined to be high in terms of the amount of genotype stevioside
and rebaudioside, it was selected as a variety candidate.
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ONSOZ

Tibbi ve aromatik bitkilere ilginin her gegen giin arttigi giiniimiizde, sentetik
ilaclara alternatif olabilecek bitkiler 6nem kazanmistir. Modern ¢agin hastaliklarindan
diyabet ve obezite ile miicadelede kalorisi diisiik tatlandiricilar kullanilmaktadir.
Asteraceae familyasindan ¢ok yillik bir bitki olan Stevia rebaudiana Bertoni yapay
tatlandiricilarin olumsuz etkilerine karsi tercih edilen dogal tatlandiricilar i¢in 1yi bir
kaynaktir. Igerdigi diterpen glikozitler sayesinde sindirimde insiilin salgilanmasina
neden olmaz ve kalori i¢cermez. Yapraklarinda bulunan steviosid ve rebaudiosid A
glikozitleri sayesinde sahip oldugu dogal tatlilik sekere kiyasla goreceli olarak 200-300
kattir.

Antalya kosullarinda yiiriitiilen adaptasyon c¢alismalar1 Stevia rebaudiana
Bertoni 'nin ¢ok yillik olarak rahatlikla tarimimin yapilabilecegini gostermistir. Ancak,
tiretimdeki en Onemli sorunlardan birisi, Akdeniz iklimi kosullarina adapte olmus
yiiksek kalitede steviol glikozit iceren cesitlerin bulunmamasidir. Ozellikle, tatlandiric
kalitesi bakimindan ¢ok 6nemli olan rebaudiosid A miktar1 ve rebaudiosid A / steviosid
orani yiiksek olan gesit veya cesitlerin gelistirilmesi 6nemlidir. Ayrica, ekstraksiyon
firmalari, hem randimanin yiiksek olmasi ve hem de saflastirma maliyetinin
diistiriilmesine 6nemli katki saglayacak olan yiiksek kalitede yeni g¢esitlerin
geligtirilmesini talep etmektedir. Stevia tariminda diger Onemli bir sorun da,
siirdiiriilebilir bir vejetatif cogaltma yonteminin bulunmamasi nedeniyle tohumla
tiretimin yaygin olarak kullanilmasidir. Tohumla iiretimde ise genetik agilmalar
nedeniyle homojenlik kaybolmakta ve kalite diismektedir. Yabanci déllendigi ve
kendine uyusmazlik gosterdigi icin stevia populasyonlarinda genetik cesitliligin ¢ok
yiiksek oldugu gozlenmektedir.

Bu tez ¢alismasinda acgik tozlanan stevia bitkilerinden, genetik agilmalar1 6nlemek
amactyla siirdiiriilebilir bir vejetatif ¢ogaltim yontemiyle ve seleksiyon 1slahi yoluyla,
steviosid, rebaudiosid A miktar1 ile rebaudiosid A / steviosid orani yiiksek olan, {istiin
ozellikteki cesit adaylar tespit edilmistir.

Caligmalarim boyunca bilgi ve destegi ile beni bu calismaya ydnlendiren tez
danigmanim Sayin Prof. Dr. Kenan TURGUT a sonsuz saygi ve siikranlarimi sunarim.
Tez Izleme Komitesi’nde yer alarak bana destek olan Saymn Prof. Dr. Mustafa
KARHAN ve Sayin Prof. Dr. Mehmet BILGEN’e tesekkiirlerimi sunarim. Tezimin
analizleri sirasinda gostermis oldugu her tiirlii yardim ve katkilarindan dolayr Sayin
Prof. Dr. Cengiz TOKER’e ve Dr. Asuman GONCU SURU’ ye tesekkiirlerimi
sunuyorum. Tezimin arazi ¢aligmalari sirasinda benden yardimini esirgemeyen Sayin
Yrd. Do¢. Dr. Yasar OZYIGIT’e ¢ok tesekkiir ederim. Tezimin her asamasinda
gostermis olduklar1 1ilgi, yardim ve desteklerinden dolayr arkadaslarim Recep
BALKIC’a, Arastirma Gorevlisi Giilgin Ece ASLAN’a ve Arastirma Gorevlisi Cihan
KARACA’ya ¢ok tesekkiir ederim. San-Tez projesi olarak yiiriittiigiim doktora tezimde
proje ortagi olarak verdikleri destekten dolayr Gow Fide Uretim ve Ticaret A.S.’ye
tesekkiir ederim.

Egitim hayatim boyunca benden inancini ve destegini esirgemeyen, bu siireci
benimle beraber yasayarak maddi ve manevi yanimda olan sevgili anneme, sevgili
babama, canim kardesime ve sevgili esime sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Giliniimiizde saglikli bir yagam siirdiirmek ve hastaliklarla miicadelede tibbi ve
aromatik bitkiler hizla 6nem kazanmaktadir. Modern ¢agin hastaligi olarak tanimlanan
obezitenin, giderek artmasina bagli olarak {ilkelerin obeziteyi Onlemeye yoOnelik
caligmalarinda da artis gozlenmektedir. Pek ¢ok iilkede ulusal gida programlar saglik
icin, dengeli beslenme, egzersiz, seker ilaveli gidalarin tiikketiminin azaltilmasi yoniinde
Onerilerde bulunmaktadir. Tiiketicilerde beslenme bilincinin artmasiyla beraber
beslenme aliskanliklarinda dogala yonelik alternatif arayislar karsimiza ¢ikmaktadir.
Obezite ve diyabetin Tiirkiye’de de dnemli saglik sorunlarinin baginda geldigi ve ulusal
saglik giderlerinin yiikselmesinin nedenlerinden oldugu diisiiniiliirse bu durum igin
alternatif bitkiler ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinin = 6nemli  oldugu
goriilmektedir. Diyabet ve obezite vakalarindaki artis bircok iilkede yaygin bir halk
sagligl sorunu haline gelmektedir. Insanlar sekersiz ve kalorisi diisiik olan gidalara
yonelmekte, dogal tatlandiricilara olan ilgi her gecen giin daha fazla artmaktadir. Bu
nedenle sekerin insan viicudu iizerindeki olumsuz etkilerinin azaltilmasi i¢in, dogal
kaynaklardan tatlandirict eldesine yonelik calismalar hiz kazanmistir. Tedavilerde
alternatif tip yontemlerinden ve bitkilerden daha fazla yararlanilmaya baglanmasi bu
alanda dogal tatlandirict 6zelligine sahip olan Stevia rebaudiana Bertoni’ye olan ilgiyi
arttirmistir.

Seker olmayan ve tatli olan maddelere “tatlandirict” adi verilmektedir.
Tatlandiricilar da yapay veya dogal olabilmektedir. Yapay tatlandiricilar, uzun yillardir
gida sanayinde ve diyet iirlinlerinde kullanilmaktadir. Ancak, yapay tatlandiricilarin
insanlar lizerinde yan etkilerinin olabilecegi her zaman tartisma konusu olmustur. Bu
nedenle, son yillarda dogal tatlandiricilarin kullanim alanlar1 giderek artmaktadir. Basta
seker hastalar1 olmak tizere diyetine dikkat etmesi gereken insanlar bu iirlinlerin baslica
tilketicileridir. Bunun yani sira 6nemli bir saglik sorunu olmamakla birlikte bu tip
iriinlere meyilli olan ¢ok sayida tiiketici bulunmaktadir. Bunun sonucunda da tiim
diinyada ve ozellikle gelismis tilkelerde diyet iirtinleri pazar1 giderek genislemektedir.
Tatlandiricilar meyve sulari, gazli icecekler, her tiirlii tathlar, ¢ikolata, biskiivi, pasta ve
kekler, tatlandirilan konserve {riinleri gibi daha bircok gida iiriinlerinde
kullanilmaktadir veya kullanilma potansiyeli bulunmaktadir. Dogal tatlandiricilardan
beklenen en 6nemli 6zellikler ise; kalorisinin diigiik olmasi, herhangi bir yan etkisinin
olmamast ve iiretim maliyetinin diisiik olmasidir. Bu agidan baktigimizda, Giliney
Amerika kokenli olan Stevia rebaudiana Bertoni 6n plana ¢ikmaktadir. Bu bitki tiiri,
yapraklarinda bulunan steviol glikozitler sayesinde halen bir¢ok iilkede dogal
tatlandirict olarak kullanilmaktadir. Steviol glikozitlerin en 6nemli 6zellikleri ise, ¢cok
giiclii bir tatlandirici olmast ve kalorisinin sifir olmasidir.

Stevia rebaudiana, bazi iilkelerde dogal tatlandirict olarak kullanilmakta ve
ekstresinin sukrozdan 200-300 kat daha tatli oldugu bildirilmektedir. Toz haline
getirilmis stevia yapragi ylz yili agskin stiredir Paraguay’da igecekleri tatlandirmak igin
kullanilmistir, ancak bu uygulama yalnizca kiiciik bir alanda kalmis gibi goriinmektedir.
Paraguay ve Brezilya’da 40 yildan bu yana seker hastalarina verilen stevia, kristalize
edilmis seker ve yapay tatlandiricilarin aksine, hazmedildigi esnada insiilin
salgilanmasia gerek duymamaktadir. Bu bitkiden elde edilen sivi haldeki ekstre, kan
sekerini diizenleyici olarak kabul edilmektedir (Singh ve Rao 2005).
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Stevia rebaudiana’nin yapraklarinda yiiksek diizeyde tatli diperten glikozit,
steviosid ve rebaudiosid A bulundurmasi, bitki yapraklarinin normalde ikincil metabolit
deposu olarak goriilmedigi disiiniildiigiinde dikkat c¢ekicidir. Bu olgu, stevia
familyasinin yalnizca bir diger iiyesinin, Stevia phlebophylla’nin tatli ent-kauren
bilesenlerinin biyosentezini gerceklestirdigi diisiiniiliince, daha da sira dist hale
gelmektedir (Kinghorn vd. 1984). Buna gore, Stevia rebaudiana’nin kemotaksonomisi
bu kadar ¢ok merak uyandirmasaydi, steviosid ve rebaudiosid A sukroza kiyasla bu
kadar ytiksek bir tatlilik yogunluguna sahip olmasaydi, uygun maliyetli olmayacagindan
Stevia rebaudiana iiriinleri sukroz alternatifi olarak bu kadar genis bir ticari kullanim
alan1 bulamazdi.

Stevia rebaudiana diinyada tarimi1 ve endiistrisi hizla gelisen bitkilerin basinda
gelmektedir. Stevia rebaudiana iiriinleri ¢eyrek yiizyili askin siiredir Japonya’da giderek
artan bir sekilde kullanilmaktadir. Glintimiizde, steviosid iceren birgok Japon yiyecegi
ve igecegi mevcuttur. Son birkag yil i¢inde, steviosid Giliney Kore’de alkollii bir icecek
olan sojunun formiilasyonunda ig¢ tiikketim i¢in yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir.
Steviosid, Brezilya’da alkolsiiz igecekler de dahil olmak tizere gesitli iiriinlerde
tatlandiric1 olarak kullanilmaktadir. Ayrica, Stevia rebaudiana friinleri Amerika
Birlesik Devletleri’nde ve Italya gibi Bati Avrupa iilkelerinde besin takviyesi olarak
kullanilmaktadir. Diinyanin ¢esitli yerlerindeki bu yaygin kullaninma ragmen,
biyomedikal literatiirde steviosid igeren Stevia rebaudiana ekstratlarinin tiiketimi
dolayistyla insanlarda goriilen olumsuz etkilerle ilgili herhangi bir kanit
bulunmamaktadir.

Stevia rebaudiana Japonya, Cin, Tayvan, Kore, Meksika, ABD, Tayland,
Malezya, Endonezya, Awvustralya, Tanzanya, Kanada, Brezilya ve Rusya’da
kullanilmaktadir ve yetistiriciligi yapilmaktadir (Megeji vd. 2005). Diinyanin stevia
yetisen diger alanlariyla kiyaslandiginda Giliney Amerika en fazla ¢esitliligin oldugu
alandir. 1970’ ler de artan stevia talebiyle doguda tarimi yayginlagsmaya baslamis ve
giiniimiizde Asya’da genis tarim alanlarinda stevia tiretimi yapilmaktadir (Nabors
2001).

Kore, yurt icinde yetistirilen seker kamisi veya seker pancarindan sukroz
tiretmemektedir. Dolayisiyla, seker yerine kullanabilecek alternatif tatlandiricilarin
arastirilmasi gerekli hale gelmistir. Bu alternatif tatlandiricilar arasinda, steviosid umut
verici bir sukroz alternatifi olarak kabul edilmis ve steviosidin kaynagi olan Stevia
rebaudiana, Kore’ye 1973 yilinda getirilmistir ve steviosidin tatlandirict olarak
kullanimma 1984 yilindan beri izin verilmektedir. Dolayisiyla, Kore’de Stevia
rebaudiana yetistirme yoniinde énemli bir ¢aba gériilmiistiir. Hali hazirda, steviosid
Kore’deki tatlandirict pazarinin % 40’1 teskil etmektedir ve gida sektdriinde,
dondurma, pasta, sekerleme, sakiz, tursu, sos, kalorisiz diyet yiyecekler ve igecekler
gibi Uriinlerde, diger seker alternatifi tatlandiricilarin hepsinden daha yogun sekilde
kullanilmaktadir. Ozellikle, Kore’de steviosidin toplam tiiketiminin %50’si, alkollii bir
icecek olan soju aracilifiyla yapilmaktadir (Kang ve Lee 1981).

Stevia rebaudiana ve steviosid iizerine yayimlanan ¢ok sayida makale ve
patentte, bunlarin botanik, biyolojik, kimyasal ve farmakolojik 6zellikleri iglenmistir.
Ancak, bilimsel literatiirde belki de en ¢ok Onem verilen ii¢ konu, steviosid ve
rebaudiosid A’nin saflastirilmasi icin kullanilacak ydntemler, steviosidin duyusal
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parametrelerini  gelistirmeyi saglayacak prosediirlerin gelistirilmesi ile steviosid
farmakolojisi ve toksikolojisi ile steviosidin enzimatik olarak {iretilen aglikonu olan
steviol lizerine ¢alismalar olmustur. Steviosidin tatliligi ve lezzetini iyilestirmek icin
Japonya’da ¢ok sayida basarili teknik girisimde bulunulmustur ve bu da stevia bazl
tirtinlerin artan kullanimina katki saglayan bir diger etken olmustur.

Ozellikle AB iilkelerinde stevianin gida katki maddesi olarak kullanimina izin
verilmesi bu bitkinin degerini daha da artirmistir. Ulkemizde Akdeniz Bolgesi, yar1
tropik (sicak ve nemli) bir iklim 6zelligine sahip oldugundan, stevia yetistiriciligi i¢in
de uygun ortam ozellikleri tasimaktadir. Uluslararasi stevia pazari ¢ok hizli gelismekte
olup, bitkinin dekar basina getirisi oldukc¢a yiiksektir. Gelecekte de yliksek getirisi ve
talebi olan tarimsal {irlinler arasinda en 6n siralarda bulunacagi dngoriilmektedir. Ayrica
iireticilerin daha fazla gelir getirici alternatif {iriin arayisinda bulunmasi stevianin
tilkemiz tarimindaki gelecegi agisindan 6nemlidir. Stevia’nin gelecek 10 yil igerisinde
kiiresel triinler arasina girecegi, diinya yillik stevia kuru yaprak talebinin 6-8 milyon
tonu gececegi, halen 5 milyar Dolar olan diinya stevia pazar degerinin birkac yil
icerisinde 10 milyar Dolar1 gegecegi ve stevia liriinlerinin diinya tatlandiric1 pazarindaki
paymin % 20-25’e ¢ikacagi tahmin edilmektedir

Endiistriyel agidan 6nemi olan bu bitki cok sayida iiretici ve sanayicinin
dikkatini ¢cekmistir. Ulkemizde de bu bitkinin iiretiminin hizla artmas1 beklenmektedir.
Ancak, tretimdeki en Onemli sorunlardan birisi, Akdeniz iklimine sahip bdlge
kosullarina adapte olmus yiiksek verimli ve yliksek steviol glikozit igeren ¢esitlerin
bulunmamasidir. Yabanci déllenen ve kendine uyusmazlik ozelligi gosteren Stevia
populasyonlarinda genetik ¢esitliligin ¢ok yiiksek oldugu gozlenmektedir. Bu nedenle,
ozellikle klon seleksiyon yontemi uygulanarak genetik ilerleme saglanabilmesi olasidir.
Ogzellikle, stevianin tatlandiric1 kalitesi bakimindan ¢ok &nemli olan rebaudiosid A
miktar1 ile rebaudiosid A / steviosid orani yiiksek ve bitki basina yaprak verimi ile
yaprak / sap orani yiiksek olan ¢esit veya cesitlerin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir
(Yadav vd. 2011). Stevia bitkisinde yapilmis olan kaliim calismalarinda; verim ve
kalite bakimimdan ¢ok 6nemli olan yaprak verimi, yaprak / sap orani ve steviosid
miktarmin kalittm dereceleri oldukg¢a yiiksek bulunmustur (Brandle ve Rosa 1992).
Diger taraftan rebaudiosid A glikozitinin varligi veya yoklugu dominant tek bir gen
tarafindan kontrol edilirken miktarinin ¢oklu lokuslar tarafindan kontrol edildigi ileri
stiriilmektedir (Brandle 1999). Verim ve Xkalite ile ilgili karakterlerin kalitim
derecelerinin yliksek olmasi 1slah caligmalarinin basarist i¢in ¢ok Onemlidir. Bu
bulgular, steviada yapilacak verim ve kalite 1slahi ¢alismalarinin bagarili olma
olasihgmin yiiksek oldugunu gostermektedir. Ozellikle, yiiksek yaprak verimli ve
kaliteli (rebaudiosid A miktari ile rebaudiosid A / steviosid oran1 yiiksek) yeni ¢esitlerin
gelistirilmesi stevia iireticisi ve sanayicisinin diinyadaki rekabet giiclinii arttirilmasi
agisindan énemlidir.

Stevia iiretimindeki diger bir 6nemli sorun ise tohumla iiretilen bitkilerin genetik
bakimdan homojen olmamalar1 ve agilma gostermeleridir. Bu durum, stevia bitkisinin
kendine kisir olmasindan dolayr tamamen yabanci ddllenmesinden kaynaklanmaktadir.
S6z konusu sorunun c¢oziilmesi i¢in mutlaka stirdiiriilebilir bir vejetatif ¢ogalma
yonteminin uygulanmas1 gerekmektedir. Ozellikle gelistirilecek olan 1slah cesitlerinin
genetik olarak acilmalarmi onlemek amaciyla, mikro-¢ogaltma ve govde celikleri
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kullanilarak homojen stevia fidelerinin elde edilmesi bitkinin siirdiiriilebilir bir sekilde
tiretimi acisindan onemlidir.

Ozellikle, yiiksek kalitedeki kuru yaprak iiriinlerinin basta Almanya olmak iizere
bircok Avrupa iilkesinde talep gordiigii ve bu taleplerin karsilanmasi bakimindan
yetersiz kalindig1 bilinmektedir. Bunun en 6nemli nedeni, stevia kuru yaprak tedarikgisi
olarak Cin’in 6n plana ¢ikmasi ve Avrupa’nin Cin’de {retilen Triinlere sicak
bakmamasidir. Tiirkiye ise bulundugu konum, iklim ve arazi kosullar1 nedeniyle 6nemli
bir avantaja sahiptir. Tirkiye’de siirdiiriilebilir stevia iiretiminin basarilmasi ilgili
firmalarin uluslararas1 rekabette bir adim 6ne ge¢mesini saglayacak ve giivenirliligini
artiracaktir. Boylece, hem i¢ pazara ve hem de dis pazarlara yiiksek kalitede kuru
yaprak tiirlinleri temin edilerek tiiketicilerin hakli talepleri karsilanmis ve iireticilerin de
gelir diizeylerinde artislar saglanmis olacaktir.

Bu calismayla; agik tozlanan stevia bitkilerinden seleksiyon 1slahi yoluyla
yaprak verimi ve kalitesi yiiksek (rebaudiosid A miktari ile rebaudiosid A/steviosid
orani yiksek) yeni ¢esitlerin 1slahi, gelistirilen 1slah ¢esitlerinde genetik agilmalari
onlemek amaciyla siirdiiriilebilir bir vejetatif cogaltim yonteminin (gelikle ¢ogaltim)
gelistirilmesi amacglanmaktadir. Boylece; tibbi ve endiistriyel bakimdan 6nemli olan
stevia bitkisinin iiretiminde iilkemizin uluslararasi rekabet giicii artacak, lireticilerin
birim alandan daha yiiksek gelir elde etmesi saglanmis olacaktir. Ayrica, lilkemizde
bitkiyi isleyecek olan tatlandirici sektdriinlin gelismesine dnemli katki saglayacaktir. Bu
noktada, tliketicilerin {iriinii daha uygun fiyatlarda temin edebilecegi ve {iriin
tiiketiminin yayginlasacagl goz Oniine alinirsa halk sagliginin korunmasina da katkida
bulunulacaktir. Stevia bitkisinin tretimi Ozellikle Akdeniz Bolgesi gibi bitkinin
yetismesi i¢in uygun olan yerlerde lreticiler i¢in yeni ve alternatif bir ge¢im kaynagi
olacak, stevia iiretimi lilkemiz i¢in de planl ve siirdiirtilebilir bir tarimsal faaliyet halini
alacaktir. TIhracat potansiyeli olduk¢a yiiksek olan iiriiniin isleme sanayinin
gelistirilmesiyle katma degerin tilkemizde kalmas1 saglanabilecektir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Stevia rebaudiana Bertoni’ nin Kokeni ve Tarihgesi

Asteraceae (Compositae) familyasindan Stevia rebaudiana Bertoni yapraklarinin
cok yiiksek bir tatlilik derecesine sahip olmasmin fark edilmesi, 6nemli bir botanik
kesiftir. Bu kesfin ne zaman yapildigi tam olarak bilinmemekle birlikte, bilim
camiasimin gindemine getirilmesi yaklasik yiiz yil 6ncesine dayanmaktadir (Gosling
1901; Bertoni 1905).

1887 yiliin sonlarina dogru, Paraguay’in kuzey dogusundaki botanik kesiflerin
erken doneminde, 1882 yilinda Paraguay’a go¢ eden ve Paraguay vatandasligi alan
Italyan-Isvicreli bir botanikci-dogabilimci olan Bertoni (1857-1929), kuzeydogulu
sifacilardan ve Mondaih yerlilerinden (Brezilya sinirinda, Ciudad de Este’nin batisinda
bulunan, énceden Puerto Stroesner/Franco/Bertoni olarak bilinen, Monday Nehri) bu
bolgelerde tatli bir bitki bulundugunu 6grenmistir. Mondaih yerlileri, bu bitkiyi
Mbaevera ve Kaa Guasu ¢ayirlarindan bilmektedir (glinlimiizde Caaguazu olarak geger)
Bertoni (1905) bitkinin nadir oldugunu ve s6z konusu tarihte bitkinin bir Grnegine
ulagsamadigini belirtmistir.

Yillar sonra, Paraguay’in bagkenti Asuncién’da, Daniel Candia adinda bir
giimriilk memuru kendisine bu tath bitkinin, kok, yapraklar ve ¢iceklerden olusan, aci
mate igkisini ezilmis haldeki yapraklarini katarak tatlandirmak i¢in kullanilmak {izere
hazir formda bir 6rnegini vermistir. Gorilinlise gore, 6rnegi veren giimrilk memuru
bitkiyi iilkenin kuzey kismindaki bir sifacidan almistir. Bertoni ezilmis 6rnegin ne
oldugunu tespit etmeyi basarmis ve Compositae’nin Eupatorieae familyasinda, dogru
taksonomik konumuna yerlestirmistir. Ancak, ornegin parcalar halindeki yapisindan
dolay1, bitkinin Eupatorium familyasina ait olup olmadigini tam olarak belirlemeyi
basaramamistir. Yine de, bilimsel olarak yeni bir bitki olduguna karar vermis ve bitkiyi
1899 yilinda Boletin de la Ecuela Agicola de Asuncion, cilt 2:35’te Eupatorium
rebaudianum Bertoni ismiyle bilim camiasina sunmustur. Rebaudianum sifati, Bertoni
tarafindan oldukga takdir edilen ve sonralar1 Bertoni tarafindan sunulan numuneler
tizerinde bitki ile ilgili ilk kimyasal ¢alismalar1 yapan Paraguayli kimyaci Ovidio
Rebaudi’den gelmektedir.

Bu yeni tiiriin yayinlanmasinin ardindan, Asuncion’da bulunan ingiliz konsolosu
H.B.M. Cecil Gosling, Ingiltere'nin Kew kasabasinda bulunan Kraliyet Botanik
Bahgeleri’ni tatli bitki Eupatorium rebaudianum’un varligindan haberdar etmis ve
mektubu ile birlikte bitkinin bazi pargalarini ve yeni tiir ile ilgili Latince agiklamalar
gondermistir. Gosling’in  mektubu ve Latince aciklamalar 1901 yilinda Kew
Biilteni’nde, anonim olarak yayinlanmis daha sonra ise yazara "Gosling 1901" seklinde
atifta bulunulmustur.

" Stevia " ad1 ilk kez stevia cinsinin farkli tiirlerini ¢alisan Ispanyol botanikci
Petri lacobi Stevus (Pedro Jaime Esteve 1500-1556) tarafindan verilmistir. 1905 yilinda
ise; kimyager Ovidio Rebaudi’nin bitkinin igerigindeki tatli bilesenleri analiz etmesine
ithafen bitki Moises Santiago de Bertoni tarafindan Stevia rebaudiana Bertoni olarak
adlandirllmigtir (Kinghorn 2002). Latince terim Stevia rebaudiana, literatiirde ilk defa
1905 yilinda Moisés Santiago de Bertoni tarafindan kullanilmistir (Bertoni 1905). Bu
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ismin kullanilmasina yol acan olaylar, Bertoni’nin 1905 ve 1918 tarihli makalelerinde
aciklanmistir (Bertoni 1905; 1918).

Paraguay ve Brezilya’da yetisen Stevia rebaudiana, Paraguay kizilderilileri
tarafindan "Tathh ot" ve "Balli yaprak" gibi degisik isimlerle adlandirilmistir.
Bagslangigta agizda yogun bir tat daha sonra metalik, aci, meyan gibi bir tat birakan
steviadan elde edilen tatlandiricilar sukrozdan 200-300 kat daha tathidirlar. 1500 yildir
Giliney Amerika’nin yerli kabileleri, stevianin yaprak ve ekstrelerini yiyecek icecekleri
tatlandirmanin yani sira bas agrisi, sindirim problemleri, dis ¢iiriikleri, cilt sorunlar1 gibi
rahatsizliklar1 tedavi etmek amaciyla da kullanmiglardir (Singh ve Rao 2005).

Stevia 20. yiizyilda yiiksek yogunluklu dogal tatlandirici olarak popiilerlik
kazanmigtir. Savas sirasinda meyan kithiginda, soya sosu {ireticileri tarafindan soya
preperatlarinda katki maddesi olarak kullanilmaya baslanmis, bu donemde Diinya’ da Ki
en biiyiik stevia tiiketicisi de Japonya olmustur (Kinghorn 2002). Stevianin yapraklari,
ekstraktlar1 ve tatli bilesenlerini iceren fraksiyonlar saflastirilarak ticarilestirilmis,
alkolli icecekler, sekerleme, dondurma gibi iiriinlerde kullanim1 yaygin hale gelmistir
(Nabors 2001). 1970 ve 1980’ ler de stevia tatlandiricilart Kuzey Amerika ve Avrupa’da
bitkisel triinler satan marketlerde goriinmeye baslamis, Japonya’da 1970°li yillarin
ortalarinda steviosid ekstresi bir¢cok sentetik tatlandiricinin yerine igeceklerde ve
yiyeceklerde aroma verici ve tatlandirict amaciyla ticari olarak kullanilmaya
baslanmistir.

Yirminci yiizyilda, bu yerel Paraguay tiirii ve tatli bilesenleri 1.000°den fazla
bilimsel makaleye ve patent basvurusuna konu olmus ve tatlandirict olarak ticari
kullanimi1 sayesinde 6nemli bir ekonomik bitki haline gelmistir. Tiirlin yapraklarinda en
bol bulunan tatli bilesen olan steviosid ve ent-kauren diterpen glikozit ilk olarak
yirminci ylizyilin ilk on yilinda katisik sekilde izole edilmistir (Bertoni 1918), ancak son
yapisina gelmesi yaklasik altmis yil sonrasina kadar ger¢eklesmemistir (Mosettig vd.
1963). 1970’lerde, Japonya’nin Hirosima Universitesi’nde Profeséor Osamu Tanaka ve
ekibi Stevia rebaudiana yapraklarindan elde edilen ikinci 6nemli tatlandirici ent-kauren
diterpen glikozit olan rebaudiosid A’y1 izole etmistir (Kohda vd. 1976). Sonrasinda
dulkosid A, rebaudiosid B-E ve steviolbiosid olmak {izere tatlandirici 6zelligi daha az
olan alt1 diger glikozit tiirden izole edilmistir (Yamasaki vd. 1976; Kobayashi vd. 1977;
Tanaka 1982).

1970’lerin ortalarinda Japonya’da, S. rebaudiana’ nin standart ekstratlar1 ve
saflagtirilmis  steviosid, bu donemde Japonya pazarinda yasaklanan sentetik
tatlandiricilarin - yerine yiyecekleri ve igecekleri tatlandirmak igin ticari olarak
kullanilmaya baslanmustir. 1987 yilina gelindiginde, steviosid igeren Stevia rebaudiana
ekstratlar1 Japonya’daki "yiiksek yogunluklu" tatlandirici pazarinin % 41’ini olusturur
hale gelmistir (Anonim 1988). Giiniimiizde, steviosidin en yaygin ve cesitli olarak
kullanildig1 yer yine Japonya’dir, ancak bu bilesen, temel kullanim amaci soju adi
verilen alkollii igecegin tatlandirilmasi olan Giiney Kore’de de gittikge daha fazla
kullanilir hale gelmektedir (Seon 1995). Steviosid, Brezilya’da ve diger Giiney Amerika
tilkelerinde onayli bir tatlandirici olarak listelenmektedir (Bakal ve O’Brien Nabors
1986; Kinghorn ve Soejarto 1991). Uygulamada, Stevia rebaudiana ekstratlar1 Amerika
Birlesik Devletleri’nde ve belirli Bat1 Avrupa iilkelerinde besin takviyesi olarak oldukca
yaygin sekilde kullanilmaktadir (Bonvie ve Bonvie 1996; Moroni 1999).
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Steviosid, hacimdeki agirligi % 0.4 olan sukroza kiyasla goreceli olarak (relatif)
300 kat daha fazla tatlilik yogunluguna sahiptir, ancak tatlilik yogunlugu % 10’luk
konsantrasyona sahip sukrozla karsilastirildigindan 100 kata kadar diiser. Ne yazik ki,
bu bilesik agizda metal benzeri aci1 bir tat birakmaktadir (Bakal ve O’Brien Nabors
1986).

Stevia rebaudiana yapraklarindan elde edilen ikinci onemli tatlandirici ent-
kauren diterpen glikozit olan rebaudiosid A, hem suda daha iyi ¢6ziindiigiinden hem de
agizda daha hos bir tat biraktigindan, stevioside kiyasla yiyecek ve iceceklerde
kullanilmak i¢in daha uygundur (Kinghorn ve Soejarto 1991; Tanaka 1997). Steviosid
genel olarak gliserizin ile karistirilir ve elde edilen karisim her iki tatlandiricinin da
lezzet profili iyilestirildiginden sinerjistiktir. Ayrica, steviosidin aspartam, asesiilfam-K
ve siklamat ile sinerjistik oldugu, ancak sukroz ile sinerjistik olmadigi rapor edilmistir
(Bakal ve O’Brien Nabors 1986).

2.1.1. Stevia rebaudiana Bertoni’ nin sSiniflandirilmasi

1904 yilinda, Bertoni bitkiden ilk kurutulmus ¢i¢ekli numuneyi elde edebilmis,
ancak Tllkedeki i¢ savas nedeniyle iist Parand bolgesine seyahat etmek zorunda
kalmistir. Asuncion’a doniisiinde, San Pedro’da yasayan birinden bitkinin canli bir
numunesini almigtir. Bertoni’nin bitkiyi stevia cinsine dogru taksonomik yerlestirme ile
dahil etmesi bu numune sayesinde olmustur ve daha sonra kesfini Stevia rebaudiana
Bertoni adiyla yayinlamistir (Bertoni 1905). [Terimlendirme bakimindan tam yazar atifi
su sekilde olmalidir: Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni.]. Bertoni’nin 1905 yilindaki
makalesinden habersiz, 1906 yilinda Hooker’s Icones Plantarum’un editorii D. Prain
(Prain 1906), tiiriin Latince agiklamalari esliginde Stevia rebaudiana * nin bir ¢izimini
yayinlamis ve Latince terim kokenini Hemsley’e atfetmistir (Hemsley 1906).
Uluslararas1 Botanik Adlandirma Kilavuzu tarafindan belirlenen kurallara gore Stevia
rebaudiana (Bertoni) Hemsley ismi, Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni isminden bir
yil sonra ortaya ¢iktigi i¢in, Oncelik ile ilgili sebeplerden dolayi, Hemsley versiyonu
Bertoni versiyonunun sinonimi haline gelmistir (Geuter vd. 1994).

Stevia Amerika Birlesik Devletleri’ nin giineybatisindan Meksika boyunca Orta
Amerika’ nin asagisina kadar yayilis gostermektedir. Amazon disinda Giiney Amerika
ve giineye dogru Arjantin’ de bulunmaktadir (King ve Robinson 1987). Brezilya’ da
stevianin 36 tiirii bulunur ve merkez bolgelerde yayilis gosterir (Frederico vd. 1996).
Paraguay’ 1n kuzeydogusunda Brezilya ile sinir olan yiiksek kesimlerinde 25-26 ° giiney
paralelinde yer alan Amambay daglar1 arasinda yer alan Rio Monday vadisinden kdken
alan Stevia rebaudiana Paraguay’ da Guarani yerlileri arasinda yaygin olarak Caa hé-¢é
(tathi bitki) olarak bilinir ve yesil bitkisel ¢aylar1 olan ‘mate’ ¢aylarinda aroma verici
olarak kullanilird1 (Soejarto vd. 1983).

Stevia rebaudiana Asteraceae familyasina ait 950 cinsten bir tanesidir ( Lester
1999). Yaklasik 230 tiirii olmasina ragmen tathilik 6zelligine sahip en ¢ok bilinen tiirii
Stevia rebaudiana Bertoni tatlilik 6zelligine sahiptir (Soejarto vd. 1983a).
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2.1.2. Stevia rebaudiana Bertoni’ nin botanik ozellikleri

Stevia cinsi otsu, ¢alimsi, yar1 calimsi olmak iizere yaklasik 230 tiir igerir.
Kromozom sayis1 2n=22" dir. Kisa giin bitkisidir. Gliney yarimkiirede Ocak’ tan Mart’ a
kuzey yarimkiirede ise Eylil’ den Aralik’ a kadar bitkide cigek bulunur. Kisa giin
kosullarinda ¢iceklenme ¢esidin giin uzunluguna hassasiyetine bagl olarak dikimden
sonraki 54-104 giin arasinda meydana gelir. Fotoperiyot hasasiyeti ise 8 saatten 14 saate
kadar degisebilir (Chalapathi 1997). Yogun bir kok sistemine sahiptir. Govdesi oldukga
nazik ve kirilgandir. Dogal yayilis alanlarinda 65 cm, kiiltlir kosullarinda 100 cm ya da
daha fazla boylanabilir.

Cizelge 2.1. Stevia rebaudiana Bertoni’nin siniflandirilmasi

Alem Plantae

Alt Alem Tracheobionta
Sube Magnoliophyta
Simif Magnoliopsida

Alt Simf Asteridae

Takim Asterales

Aile Asteraceae

Alt Aile Asteroideae

Cins Stevia

Tiir rebaudiana Bertoni

Stevia rebaudiana 30—-60 cm uzunlugunda, ¢ok yillik rizomlari, basit, karsilikli
ve az da olsa eliptik sapa dogru incelen ya da spatulat sapa dogru incelen yapraklari,
demet halinde beyaz cigekleri ve cok sayida, esit uzunlukta tiiyiimsii dikenleri olan
akenleri olan tiiylii otsu bir bitkidir. Botanik kayitlar Amambay Siradaglari’nda,
Paraguay’in kuzeydogu kesiminde dogal bir dagilima isaret etse de, cesitli literatiir
raporlar1 tiiriin Paraguay’in Amambay bdlgesine sinir komsusu olan Brezilya ve
Arjantin bolgelerinde dogal olarak bulunduguna isaret etmektedir.

Yapraklar1 2-8 cm uzunlugunda, kenarlar1 ince disli oval seklindedir. Yaprak
yiizeyinde bulunan tiiyler iki boyutta bulunmaktadir. Bunlardan biiyiik olan yaklasik 4-5
mm kii¢iikk olan ise 2.5 mm’dir (Shaffert ve Chebotar 1994). Yapraklar alternat
diziliglidir ve govde tepesine dogru sarmal olusturur. Her bogumdan bir yaprak ¢ikar ve
bunlarin arasinda belli bir a¢1 vardir. Bitki kiiltlir kosullarinda 1 m ya da daha fazla
uzunluga ulasabilir (Shock 1982). Stevia yapraklarinin kalitesi toprak kosullari, sulama
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sistemleri, giines 15181, hava, tarim uygulamalari, isleme ve depolama dahil olmak {izere
bircok cevresel faktorden etkilenir. Yaprak, yapisinda aci bilesenlerle cevrilmis tath
bilesenler igerir ve agizda oldukca hos, tath bir tat birakir (Maiti ve Purohit 2008).

Sekil 2.1. Stevia rebaudiana Bertoni’ ye ait yaprak yapisi

Cicekler indeterminant ozelliktedirler ve dallarin ug¢larinda bulunurlar. Cigek
yapis1 2-6 adet ufak beyaz cicekgikten olusan kiiciik salkim seklindedir ve iki eseylidir
(Goettemoeller ve Ching 1999). Bitki en az dort yaprak olustuktan sonra ve bir aydan
fazla siiren gesitli ¢iceklenme asamalarindan gegtikten sonra giceklenmeyi baslatabilir
(Taiariol 2004). Bes adet kiiciik anter bulunur ve alerjik olabilir. Stigma ortasindan iki
loblu anterlerle ¢evrilmis durumdadir. Bitkide kendine uyusmazlik oldugu i¢in tozlanma
icin bocek gerekmektedir (Miyagawa vd. 1986; Chalapathi vd. 1997).

Sekil 2.2. Stevia rebaudiana Bertoni’ ye ait ¢igek yapisi

Tozlanmanin olmadigi durumlarda ¢imlenme yetenegi olmayan veya c¢ok diisiik
olan tohumlar olugmaktadir. Tohumlar 3 mm uzunlugunda aken tipindedir. Her bir aken
yaklasik 20 tiiye sahiptir (Oddone 1997). Cok kiiclik bir endosperme sahiptir ve
rlizgarda tiiyler aracilifiyla dagitilir. Fertil tohumlar genellikle koyu renkteyken, infertil
tohumlar soluk acik renktedirler (Monteiro 1980; Oddone 1999 ). Tohumlar ¢ok
kiigiiktiir bin dane agirhigi ortalama 0,3-1 gramdir. Fideler olduk¢a yavas gelisim
gosterdikleri igin, araziye aktarilana kadar 45-60 giin siire gecer (Colombus 1997 ). 200
hektar yaprak tiretimi igin 1 hektar tohum tiretimi yeterlidir (Lester 1999).
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2.1.3. Stevia rebaudiana Bertoni’ nin etnobotanigi ve farmakolojik ozellikleri

Hastaliklarin ya da saglikla ilgili sikayetlerin genel olarak karmasik dogasindan
oOtiirli, hastalar1 muayene etmeden ve tani koymadan hastalik ya da sikayetlerin kesin
etiyolojisini belirlemek ¢ok zor ya da imkansizdir. Yine de, baz1 sikayetlerden sorumlu
ajanlarla ilgili ¢ikarimlarda bulunulabilir ve tedavi amagh bitkilerden yararlanilabilir.
Eski yillardan beri farkli kiiltiirlerin bulundugu, stevianin dagilim gosterdigi alanlarda
bulunan popiilasyonlarin saglik bakimi uygulamalarinda, stevia Onemli bir yer
edinmistir.

-~ \ [ \ . [ A M
.\7~\‘ ﬂq;
F_ o %
8 e
% N Lsls A\
& -~

Sekil 2.3. Stevia rebaudiana Bertoni’ ye ait tohum yapisi

Stevia ve insan arasindaki en eski etnobotanik kayit, 1570 ve 1576 yillar
arasinda Ispanyol bir hekim olan Francisco Hernandez tarafindan kaleme alinan Yeni
Ispanya Bitkilerinin Dogal Tarihi adli kitapta bulunmaktadir. Ne yazik ki, stevia
bitkilerinin kitapta Nahuatl dilinde listelenen isimleri lizerinden kimlikleri kesin olarak
belirlenememektedir. Benzer sekilde, daha giincel etnobotanik kayitlar1 olan bir dizi
bitkinin de kimligi kesin olarak belirlenememektedir.

Stevia tiirline ait karisimlarla ¢esitli hastaliklara karst tedavi yontemleri
gelistirilmistir ve en az 16 stevia tiirii tedavide rol almigtir. Tibbi kullanim ge¢misi olan
16 tiirden 13’ {i sindirim yolu sorunlari, cilt sorunlari, sitma, ates, soguk algmligi
hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla kullanilmistir. Diger saglik sikayetleri ile ilgili
olarak, 16 tiiriin 10’u metabolik, merkezi sinir sistemi iliskili, kardiyak ve kadin
hastaliklar1 iliskili sorunlarin tedavisi i¢in kullanilmistir. Meksika’da bulunan tiirlerin
coklugu nedeniyle, stevianin bu iilkedeki tibbi kullanimmin digerlerine kiyasla daha
fazla olmast beklenen bir durumdur. Yaygin olarak dagilim gosteren bir tiir olan,
Meksika’dan Kolombiya ve Venezuela’ ya kadar Orta Amerika iilkeleri boyunca yetisen
otsu c¢ali Stevia lucida’ nin, Meksika, Guatemala, Kolombiya ve Venezuela’da
inflamasyon ile iligkili agr1 ve romatizma hastaliklarin tedavisinde benzer sekilde
kullaniliyor olmasi ilgi ¢ekicidir.

Yaklasik 230 stevia tiirlinden, sadece dort tanesi, tatlandirma 6zelliklerinin yani
sira biyolojik degerlendirmeye tabi tutulmustur. Bu dort tiir Stevia eupatoria, Stevia
rebaudiana, Stevia satureifolia ve Stevia serrata’dir. Ancak, Stevia serrata iizerinde
yapilan biyolojik degerlendirmeler, iddia edilen etnomedikal ozellikleri ile ilgili
degildir. Planas ve Kuc (1968) halk tarafindan tibbi kullaniminin dogrulanmasi
amaciyla, Stevia eupatoria ve Stevia rebaudiana iizerinde biyolojik degerlendirmeler
yapmislardir. Stevia eupatoria séz konusu oldugunda ise, erken donemde yapilan
farmakolojik bir ¢alismanin disinda ¢alisma bulunmamaktadir (Soejarto vd. 1983b). Bu
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durum, Stevia eupatoria ve Stevia rebaudiana haricinde diger hicbir tiir ile ilgili
etnomedikal dogrulama girisiminde bulunulmadigi anlamina gelmektedir.

Stevia rebaudiana bu familyanin botanik, fitokimyasal ve farmakolojik anlamda
kapsamli sekilde incelenen tek tiyesidir (Kinghorn ve Soejarto 1985). Tiire gosterilen bu
0zel ilginin sebebi; bitkinin tath 6zellikleri ve tatlandirici olarak ticari kullaniminin
olmasidir. Stevia cinsinin birgok tiirii iizerinde, ¢esitli kimyasal ¢alismalar yapilmistir.
Sonug olarak, giinlimiizde bu familyanin bitkilerinde bulunan ¢ok sayida farkli ikincil
metabolit bilinmektedir.

Bitkinin sahip oldugu bu kimyasal cesitlilik, stevia tiirleri ile ilgili ¢esitli tibbi
iliskileri agiklamaktadir. Ornegin, stevia bitkilerinin karakteristiklerinden biri aci1 bir tat
vermeleridir (Soejarto vd. 1983a). Aci tat, seskiterpen laktonlarin (Rodriguez 1977) ya
da belirli diterpenlerin varlig1 ile iliskilendirilir (Sticher 1977). Seskiterpen varligi
Asteraceae familyasinin iiyelerinde karakteristik bir 6zellik gibi goriinmektedir (Herz
1977) ve ¢esitli seskiterpenler stevia tiirlerinden izole edilmistir ( Salmon vd. 1977;
Bohlmann vd. 1982). Yakin zamanda (Mata vd. 1992), son derece aci bir tadi olan ent-
atisen diterpen glikozidin Stevia salicifolia koklerinde de bulundugu rapor edilmistir.
Bilesikler konusundaki gesitlilik, stevia liyelerinde bulunan ve bazi tiirler igin zaman
zaman "keci kokusu" olarak karakterize edilen, karakteristik keskin aromatik kokuyu da
aciklamaktadir. Bitkilerce iretilen giicli ve aromatik kokular, eterik yaglarin
varhigindan dolayidir (Bruneton 1995). Bu belki de bir ¢ok stevia tiiriiniin bulasici
hastaliklarin tedavisinde kullanilmasinin sebeplerinden biridir. Bu eterik yaglar, ates
diisliriicii, romatizma azaltici ve terletici gibi bazi1 diger tedavi edici 6zelliklerden
sorumlu olabilir.

Stevia tiirlerinin rahim gevsetici, kardiyak sorunlarinin tedavisi, analjezik, sag¢
dokiilmesinin  6nlenmesinde kullanildigi bilinmektedir Fakat diger tedavi edici
faaliyetlerin fitokimyasal temeli su anda tam olarak aydinlatilamamustir.

2.1.4. Stevia rebaudiana Bertoni’ nin ekolojik istekleri

Tiirler subtropik, yar1 kurak, deniz seviyesinden 500-3500 m yiiksekliklerde
cayirlar, batakliklar ve dag yamaclarina bitisik olarak yayilig gosterirler (Kinghorn
2002). En iyi gelismeyi yillik sicaklik ortalamasi 31 °C, yagist ise 1400 mm olan
alanlarda gostermektedir. Gelisme asamalari boyunca soguga oldukca hassastir. Don
olaylarinin minimum oldugu, yiiksek 151k yogunlugu olan ve yiiksek sicakliga sahip
bolgelerde daha yiiksek yaprak iiretimi saglanmaktadir. Yapilan agronomi caligmalari
bitkinin mutlak -3 °C ile 15-30 °C arasinda degisen sicaklik degerlerine dayanabildigini
gostermistir.

Devamli ve yeterli nem iceren ve 1yl drenajli topraklari sevmektedir. Stevia
bitkisi su gollenmesine ¢ok duyarlidir, bu nedenle toprak uzun siire nemli kalmamalidir.
Yiiksek kil icerigine sahip topraklarda yetistiriciligi onerilmez. Hafif biinyeli, aliiviyal
ya da kirmiz1 topraklarda iyi gelisir ve pH 5-7.5 olan asidik ya da hafif bazik topraklari
sever. Stevianin besleyici kokleri toprak yiizeyine olduk¢a yakin oldugu i¢in, 6zellikle
kumlu topraklara ilave besin olarak kompost eklenmesi gelismeyi olumlu yonde
etkilemektedir. Yagisin yetersiz oldugu yerlerde mutlaka sulanmalidir. Stevia bitkisinin
yillik ortalama sicaklik istegi ise 24 °C’dir (Singh ve Rao 2005). Stevia bitkisi, tropik ve
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suptropik iklim kusaklarina daha iyi adapte olmaktadir. Cok yillik bir bitki olmas1 ve
diisiik sicakliklardan zarar gérmesi nedeniyle karasal iklim kosullarina adaptasyonu
olas1 goriillmemektedir.

Stevia bir kisa gilin bitkisidir. Bitkinin gelismesinde giin uzunlugu 1s1k
yogunlugundan daha kritiktir. Uzun bahar ve yaz giinleri yaprak gelismesi icin idealdir.
Buna karsin kisa giin kosullar1 ise ¢iceklenmeyi tesvik etmektedir. Stevia giines
1isinlarinin asirt yogun olmast durumunda, yaz aylarinda kismen de olsa golgeye ihtiyag
duymaktadir. Bitkinin dikimi sirasinda toprak sicakliginin 18 °C olmasi uygundur.

2.2. Stevia rebaudiana Bertoni’ nin Kimyasal Bilesimi ve Ozellikleri

Komissarenko vd. (1994) vyaptiklart c¢alismalarda stevia bitkisine ait
ekstraktlarda flavonoid, alkaloit, suda ¢6ziinen klorofil ve ksantofil, hidroksisinnamik
asit, notral suda ¢oziinen oligasakkarit, serbest seker, aminoasit, lipit, eterik yaglar ve
aliminyum, demir, ¢inko gibi iz elementlerin bulundugunu bildirmislerdir.

Stevia’ da ki ilk eterik yag analizi Arjantin’den toplanan Stevia satureiaefolia
tiiriinde gaz kromatografisi ile yapilmis ve temel bilesenler olarak monoterpen borneol,
sineol, pulegon, geraniyol, nerol, linalol asetat, limonen ve fenilpropanoid bulunmustur
(Montes 1969). Meksika’dan ¢i¢ceklenme sezonun basinda ve sonunda, sirastyla Eylil’
de ve Kasim’ da toplanan Stevia porphyrea ciceklerinden elde edilen eterik yaglar
tizerinde ikinci bir analitik ¢alisma gergeklestirilmistir. Gaz kromatografi ile birlikte
kiitle spektroskopisi ile analiz edilen bu eterik yaglardan Eyliil ayinda elde edilen eterik
yag temel olarak timol, -pinen ve 7-etil-2,4- dimetil azulen igerirken, Kasim ayinda elde
edilen eterik yag temelde nerol, -felandren ve -humulen (-karyofilin) seskiterpenleri ve
farnesol igerdiginden, olduk¢a farkli ¢ikmistir (Pérez vd. 1995). Stevia achalensis
tirliniin ugucu bilesen analizindeyse temel bilesenler B-selinen, B-karyofilin ve -
muurolen olarak bulunmustur (Zygadlo vd. 1997).

Bu c¢alismalara ek olarak, Meksika’dan toplanan Stevia serrata cicekleri
tizerinde yapilan buhar distilasyonu sonucunda, yiiksek miktarda seskiterpen kamazulen
bulunmus, Stevia salicifolia tiiriiniin toprak fistii kisimlarindan elde edilen lipofil
ekstratlarda ise -pinene ve -mirtenil sinnamat bulunmustur (Bohlmann ve Zdero 1985).

Steviadan gesitli ugucu seskiterpenler de izole edilmistir. Bu grup hidrokarbonlar
ve monooksijenli maddelerden olugmaktadir. Bu bilesiklerin ¢ogu, analiz edilen bitki
malzemelerinin toprak {stli parcalarindan ya da koklerinden hazirlanan toplam ham
ekstratlardan elde edilen lipofil fraksiyonlarindan izole edilmistir. Boylece, Bolivya’dan
toplanan Stevia sarensis ve Stevia yaconensis tiirlerinin toprak istii pargalarinda -
humulen bulunmustur (Zdero vd. 1988). Kuzey Amerika tiirleri olan Stevia
polycephala, Stevia serrata ve Stevia ovata’nin koklerinde izohumulen bulunurken
(Bohlmann vd. 1977), Stevia salicifolia tiiriiniin toprak istii pargalarinda y-humulen
bulunmustur. Bu bilesik, Paraguay’ dan toplanan Stevia aristata koklerinden de izole
edilirken (Zdero vd. 1987), Meksika’dan toplanan Stevia berlandieri tiiriiniin toprak
tistli kisimlarindan himayalol izole edilmistir. Kuzeydogu Brezilya’ dan toplanan Stevia
myriadenia koklerinde karyofilin  bulunurken Stevia berlandieri, Stevia salicifolia ve
Stevia amambayensis (Schmeda-Hirschmann vd. 1986) koklerinde karyofilin epoksi
bulunmustur. 40,5-p-epoksi-8-hidroksi tiirevi, Stevia triflora tiirtinden izole edilmistir
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(Amaro-Luis ve Adrian 1997). Stevia achalensis (Bohlmann vd. 1986), Stevia
amambayensis Stevia myriadenia ve Stevia polyphylla (Zdero vd. 1988) tiirlerinde
bisiklogermakren bulunmustur. B-Bergamoten, Stevia amambayensis koklerinden de
izole edilmistir. Stevia ovata tiiriiniin toprak Ustii kisimlarindan asiklik seskiterpenoidler
nerolidol ve B-farnesan ile birlikte poliasetilen pentanen elde edilmistir. Nerolidol S.
salicifolia tiiriiniin toprak istii kistmlarindan da elde edilmistir (Bohlmann ve Zdero
1985).

2.2.1. Steviol glikozitler

Stevia yapragi dokularinda, tatlandirict 6zelligi olan sekiz diterpen glikozit tespit
edilmistir. Bunlar, en azindan baslangi¢ asamalarinda, 6énemli bir bitki hormonu olan
giberellik asit i¢in kullanilan yolun aynisi ile sentezlenir (Singh ve Rao 2005). Dort
temel tatlandiric1 steviosid (stv), rebaudiosid A (reb A), rebaudiosid C (reb C), ve
dulkosid A (dul A)’ dir. iki temel glikozit, genellikle kuru yaprak agirhginin %5-10
kadarini olusturan steviosid ve % 2-4 kadarimi olusturan rebaudiosid A’ dir. Bunlar en
tatl bilesiklerdir. Rebaudiosid B (reb B), rebaudiosid C (% 1-2), rebaudiosid D (reb D),
rebaudiosid E (reb E), rebaudiosid F (reb F), dulkosid A (dul A), dulkosid C (dul C) ve
steviolbiyosid gibi kiiciik glikozitler ve bunlarin yani sira flavonoid glikozitler,
kumarinler, sinanamik asitler, fenilpropanoidler ve bazi eterik yaglar da dahil olmak
tizere, diger ilgili bilesenler de mevcuttur (Dacome vd. 2005; Sekaran vd. 2007).

Stevianin bilesenleri arasinda, rebaudiosid A adi verilen bilesen, en ¢ok istenen
lezzet profiline uydugu i¢in oldukea ilgi ¢ekicidir (DuBois 2000). Steviosid geleneksel
olarak tatlandiricinin biiyiik bir kismimi olusturur (toplam glikozit igeriginin % 60-70
kadar1) ve sekerden 110-270 kat daha tatli olarak degerlendirilir. Bazen ‘‘meyan kokii’’
tad1 olarak rapor edilen, tiikketim sonrasinda biraktigi aci tat da stevioside bagldir.
Tatliligin yani sira, steviosidin kalict bir etkisi ya da belirli bir seviyede aciligi da
vardir. Bu acilik insanlarin ¢ogunlugu tarafindan begenilmez ve steviosidin kabul
edilebilirligini azaltir. Rebaudiosid A genel olarak toplam tatliligin % 30-40 kadarini
olusturur ve en tath tada sahiptir. Agizda aci tat (meyan koki tadi ya da kalici etki)
birakmadan, sekerden 180-400 kat daha tatli olarak degerlendirilir.

Rebaudiosid A / steviosid orani, ideal tatlilik 6l¢iisii olarak kabul edilir. Daha
¢ok rebaudiosid A, daha iyi sonug¢ demektir. Mevcut rebaudiosid A miktari, stevioside
esit oldugunda, agizda kalan aci tat giderilmis olur. Kiigiik glikozitlerin daha az tath
oldugu, tatlilik diizeylerinin sekerin 30-80 kat1 oldugu kabul edilir (Crammer ve lkan
1986). Bu bilesenlerin tathilik etkisi yalnizca lezzetle alakalidir. Sindirilmezler ve
kimyasalin hig¢bir pargasi viicut tarafindan emilmez. Bu yiizden herhangi bir besin
degerleri yoktur (Hutapea 1997). Tatlandirici bilesenlerin yaprak dokusundaki verim
diizeyi, giin uzunluguna (Metivier ve Viana 1979) ve tarimsal uygulamalara (Shock
1982) gore degisebilir. Bircok diisiik kalorili tatlandiricinin aksine, steviosid yiiksek
sicakliklarda (100 °C) ve genis bir pH degeri araliginda kararlidir (Kinghorn ve Soejarto
1985). Kalorisi yoktur, mayalanamaz ve pisirildigi takdirde kararmaz (Crammer ve Ikan
1986).

Steviosid iceriginin, yetistirme kosullarina bagl olarak, kuru agirlik bazinda % 4

ile 20 aras1 degistigi rapor edilmistir (Kennely 2002; Starrat vd. 2002). Steviosid,
rebaudiosid A, rebaudiosid B, rebaudiosid C, rebaudiosid D, rebaudiosid E, dulkosid A
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ve steviolbiyosid bilesenlerinin tatlilik potansiyeli (sukroz = 1) sirastyla 250-300, 350-
450, 300-350, 50-120, 200-300, 520-300, 50-120 ve 100-125 kadardir. Genel olarak,
Paraguay steviast yapraklari en yiliksek tathi steviosid-rebaudiosid molekiilii
konsantrasyonuna (% 9-13) sahiptir, Cin steviast yalmizca % 5-6 kadar bir
konsantrasyona sahipken ve Hint steviast bu iki tiir arasinda kalan bir konsantrasyona
sahiptir. Hindistan kosullar1 altinda steviosid konsantrasyonu kuru yaprak agirliginin %
9.08’1 civarindadir (Ashwini 1996; Chalapathi 1996).

Italya’ nin Toskana kiyisinda bulunan bes farkl1 Stevia rebaudiana genotipinin
ucucu yag bilesimi Kolon Kromatografisi (CC) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektrometresi (GC/MS) ile incelenmistir. Kirk farkli bilesen tespit edilmistir ve
incelenen tiim numunelerdeki temel bilesenlerin spatulenol (% 13.4-40.9), karyofilen
oksit (% 1.3-18.7), beta-karyofilen (% 2.1-16.0) ve beta-pinen (% 5.5-21.5) oldugu
goriilmiistiir (Cioni vd. 2006).

B- Gle(3-1)

0— B-Glc- B-Gle(2-1) 0—B-Glc- B-Gle(2-1)

0—pB-Glc 0—-Glc

Stevioside Rebaudioside A

Steviol Isosteviol Dihydroisosteviol

Sekil 2.4. Stevia rebaudiana Bertoni yapraginda bulunan ana bilesik steviosidin
kimyasal omurgas1 ve diger iliskili bazi bilesikler (Ahmed vd. 2011)

Steviol glikozit ve gibberellin mekanizmalari, kauren sentezinde ayrilir.
Steviada, kauren tatli glikozitlerin bel kemigi olan steviole doniistiiriilir ve ardindan
esas tatlandiricilart olusturmak iizere glikozile ya da rhaminoz edilirler. Onciil bilesikler
kloroplast i¢inde sentezlenir ve buradan endoplazmik retikuluma ve golgi aygitina
tasiir ve koful haline gelir. S6z konusu bu bilesiklerin stevia bitkisindeki rolii heniiz
net degildir, ancak yapraktaki yiiksek konsantrasyonlar1 ve tiir igindeki mekanizmanin
dontisiimii, evrim siiresince bu bilesiklere sahip olan bitkilerin 6énemli avantaja sahip
oldugunu gostermektedir. Baz1 arastirmacilar bunlarin bocekleri piiskiirtmeye yaradigini
diisiintirken, bazilariysa giberellik asit diizeyinin kontrol edilmesi i¢in gelismis bir arag
oldugunu bildirmislerdir (Smith ve Van-Stadin 1992).
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Ifade edilmis dizi etiketleri (Expressed Sequence Tag - EST) genomik
arastirmalar sonunda ortaya ¢ikan gii¢lii bir aractir. Ifade edilmis dizi etiketi
derlemeleri, gen ekspresyon desenleri, gen regiilasyonu ve dizi ¢esitliligini gosterebilir.
Giliniimiizde zengin kiitiiphaneler ve verimli yiiksek islem hacmine sahip yontemler
yaygin oldugundan, EST’ler metabolik odakli durumlarda gen kesfetmek i¢in etkili bir
ara¢ haline gelmistir (Sterky vd. 1998; Ohlrogge ve Benning 2000). Bu kavram ilk
olarak kene otundan oleat hidroksilaz izole etmek i¢in kullanilmistir (Van de Loo vd.
1995). Bu ilk uygulamadan sonra, EST’ler farkl1 bitkilerin 1-deoksi-D-ksiluloz 5-fosfat
(DXP) mekanizmalarindan yeni genler bulmak i¢in kullanilmistir. Giiniimiizde,
transkriptom analizinin bir¢ok farkli metabolik olayda rol alan, yiliksek derecede ekspres
edilen genlerin tespit edilmesi i¢in kullanilabilecegi anlasilmistir (Brandle vd. 2002).
Yogun tathiliklar1 ve giberellik asit ile yakin yapisal iliskileri, mekanizmanin oldukca
aktif niteligi ile bir araya gelerek, steviol glikozit biyosentezi ve metabolizmaya olan
ilgiyi artirmistir (Totte vd. 2000). Stevia rebaudiana’da, bu bilesikler yalnizca
yapraklarda bulunan mezofil hiicrelerinde sentezlenir ve koklerde bulunmaz. Stevia
rebaudiana’nin toplam metabolizmanin biiyiik bir kismin1 steviol glikozitlerin sentezine
ayirdigi agiktir ve bu durum Stevia rebaudiana’yr EST tabanli gen kesfi ¢alismalari igin
iyi bir aday yapar. Bu olaganiistii metabolik yetenegine ragmen, steviol glikozitlerin
biyosentezinde rol alan genlerden yalnizca birkag¢i izole ve karakterize edilebilmistir
(Brandle vd. 2002).

Son yillarda yapilan deneyler, steviol biyosentezinin ilk adimlarinin mevalonat
yoluyla degil, plastid lokalize DXP yoluyla oldugunu géstermistir (Totte vd. 2000). Bu
nedenle, steviol glikozit biyosentezinin ilk adimi, tiamin fosfat bagimli DXP sentaz
yoluyla piriivat ve gliseraldehit 3-fosfattan DXP olusumudur (Lange vd. 1998;
Eisenreich vd. 2001). Ayrica, dimentilalil difosfatin (DMADP), izopentenil difosfatin
(IDP) onciisii olmayabilecegi, IDP ve DMADP ’nin farkli sentezlerden meydana geliyor
olabilecegi de bulunmustur (Arigoni vd. 1999; Rodriguez- Concepcion vd. 2000).

Izopentenil difosfat ve DMADP, ii¢ ardisik yogunlasma reaksiyonu ile meydana
gelen geranilgeranil difosfat sentezi yoluyla geranilgeranil difosfata dontistiiriiliir
(McGarvey ve Croteau 1995). Tiim diterpenler gibi, steviol ilk dnce protonasyon
tarafindan baglatilan kopalil difosfat (CDP) sentezi yoluyla -kopalil difosfat
siklizasyonu ile GGDP’den sentezlenir (Hedden ve Phillips 2000). Ardindan, kauren
sentaz tarafindan katalize edilen iyonizasyon bagimli siklizasyon yoluyla, CDP’den
kauren {iretilir (Richman vd. 1999). Daha sonra kauren, yeni bir P450 mono-oksijenaz
tarafindan C-19 pozisyonunda kaurenik aside okside edilir (Helliwell vd. 1999). Steviol,
C-13 pozisyonunda kaurenik asidin hidroksilasyonu ile iretilir, ancak bu FAD bagimli
mono-oksijenaz i¢in heniiz gen izole edilmemistir (Kim vd. 1996). iki okside edilmis
fonksiyonel steviol gubu, C-19 karboksilati ve C-13 alkolii, farkli glikozitlerin kimligini
belirleyen seker yan zincirleri i¢in baglanti noktalar1 saglar. C-13 alkolii arka arkaya
glikozile edilir, ilk 6nce steviolmonosid, sonra steviolbiyosidden steviosid olusturan C-
19 karboksilat1 glikosile edilir (Shibata vd. 1991; 1995). Bu biyokimyasal siireg
rebaudiosid A olusturan steviosidin glikozile edilmesiyle son bulur. Rhaminoz edilmis
glikozitler, steviolmonoside UDP ramnoz kisminin ilave edilmesiyle de olusturulabilir
(Richman vd. 1999).

Steviol glikozilasyonunda rol alan enzimler kismen karakterize edilmistir ve
belirli glikozit kaliplarinin kalittimiyla ilgili bilgi mevcuttur, ancak ilgili genler izole
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edilmemistir (Shibata vd. 1991; Richman vd. 1999). Gen kesfi i¢in kaynak yaratma ve
steviol glikozit sentezini anlama diisiincesiyle, Brandle vd. (2002) bir Stevia rebaudiana
yaprak kiitiiphanesinden rastgele aldiklart 5548 cDNA’y1 dizilemistir. Elektronik
problar, veritabani arama ve fark gosterimi ile steviol glikozit biyosentetik yolundaki
adimlar icin aday genlerin % 70’i aranmustir. Ikincil metabolizma kategorisinde
siniflandirilan 278 EST’nin 62 tanesinin diterpen glikozit sentezi i¢in aday oldugu
goriilmiistiir. Mevalonik asit yolunun higbir {iyesi, Stevia rebaudiana yaprak EST’leri
arasinda tespit edilmemistir. Bu bulgu Totte vd. (2000) tarafindan yapilan ¢alismay1
destekler niteliktedir ve DXP yolunun, steviole doniistiiriilmek tizere IDP sentezlemekte
kullanildigin1 kanitlar. Pirtivat ve gliseraldehit 3-fosfattan rebaudiosid-A’ya olan yolun
adimlar1 i¢in adaylarin % 70’1 tespit edilmistir. En belirgin sekilde yansitilan EST,
kaurenden kaurenik aside ti¢ adimli oksidasyonda rol aldigi bilinen Arabidopsis GA3
geni ortologlarindan biri olmustur (Helliwell vd. 1999). Kaurenik asit sentezi, hem
steviol hem de giberellik asit sentezinde kilit bir adimdir.

Cizelge 2.2. Steviol glikozitlerle ilgili bilesiklerin yapisal tiirevleri

Bilesik R1 zincir R2 zincir
Steviosid B- Glc B- Glc- B-Glc (2—1)
Steviolbiosid H B- Glc- B-Glc (2—1)
Rebaudiosid A B- Glc B- Glc- B-Glc (2—1)

|

B- Glc- (3—1)
Rebaudiosid B H B- Glc- B-Glc (2—1)

|

B- Glc- (3—1)
Rebaudiosid C B- Glc B- Glc- a-Rha (2—1)

|

B- Glc- (3—1)
Rebaudiosid D B- Glc- B-Glc (2—1) B- Glc- B-Glec (2—1)

|

B- Glc- (3—1)
Rebaudiosid E B- Glc- B-Glc (2—1) B- Glc- B-Glc (2—1)
Dulcoside A B- Glc B- Glc- a-Rha (2—1)

Stevia Amerika Birlesik Devletleri’nin bazi kisimlar1 da dahil olmak tizere,
subtropikal bolgelerde ¢ok yillik bir bitki olarak ve yiiksek enlem bolgelerinde yillik bir
bitki olarak yetistirilir (Goettemoeller ve Ching 1999). Bitkinin gelisimi radyasyon, giin
uzunlugu, sicaklik, toprak nemliligi ve riizgardan etkilenir. Yapilan ¢alismalar verimin
iklim ve ¢evre kosullarindan etkilenen stevianin genetik karakterine bagli oldugunu
gosterir (Ermakov ve Kotechetov 1996). Ayrica, terpenlerin sentezi iklimsel ve ¢evresel
kosullardan etkilenir (Langston ve Leopold 1954). Chen ve digerleri (1995), steviosid
iceriginin mevsimsel degisimini arastirmistir. Tateo ve digerleri (1998), cevresel ve
tarimsal faktorlerin steviosid tiretimi {izerinde daha fazla etkisi oldugu yoniinde goriis
bildirmistir. Stevia i¢in ideal sicakligin 23 °C ortalamayla 6.0 ile 43°C arasinda
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o

degistigi, yart nemli subtropikal bir iklimdir (Brandle ve Rosa 1992). Misir’da yapilan
bir arastirmada, sicaklik, 1s1k periyodu uzunlugu ve yogunlugu gibi iklim kosullarinin,
kisa kiyasla yazin elde edilen verimdeki bariz artistan da anlasildigi gibi, stevia
iiretimini ve kalitesini 6nemli derecede etkiledigi ortaya koyulmustur.

Kisa giinlere kiyasla, uzun giin kosullart bogum arast uzunlugu, yaprak alanimi
ve kuru agirhigr artirir ve Stevia rebaudiana’da bulunan ardisik yaprak giftleri arasindaki
aralig1 azaltir. Toplam ¢oziiniir seker, protein ve steviosid igerigi de hem goreceli hem
de mutlak anlamda artar ve steviosid i¢indeki mevcut aglikon ile steviol biyosentezide
% 45 oraninda artar. Stevia yapraklarindaki glikozit konsantrasyonu, bitki uzun giin
kosullar altinda yetistiginde artis gosterir. Glikozit sentezi ¢i¢ceklenme sirasinda ya da
ciceklenmeden hemen Once azaldig icin, ¢igeklenmenin uzun giin kosullar1 sayesinde
geciktirilmesi, glikozit birikimi i¢in daha fazla zaman yaratir (Metivier ve Viana 2005).
Sekaran vd. (2007), ex vitro yesil yapraklarda 1.65 lik ve in vitro fidanlarda 0.9’ lik bir
rebaudiosid A/steviosid orani gostermistir. Sadece siddetli kalsiyum (Ca) eksikligi
glikozit konsantrasyonunda azalmaya sebep olmustur (DeLima vd. 1997). En son
tamamiyla genisleyen yaprak ciftlerinin kimyasal igerigi, bitkinin besinsel durumunu
gostermistir (Utumi vd. 1999).

2.2.2. Stevianmin farkh kisimlarindaki steviol glikozit icerigi

Bitki organlar1 asagidaki siraya gore azalan, farkli miktarlarda tath glikozit
icerir: yaprak, c¢icek, sap, tohum ve kok. Kokler steviosid icermeyen tek organlardir.
Yapraklardaki tatlilik, ¢igeklerdeki tatliligin iki kat1 yiiksektir (Dwivedi 1999). Sekaran
vd. (2007) bireysel stevia dokularindaki steviosid miktarnin, asagidaki siraya gore
azalmak tizere ciddi anlamda farklhilik gosterdigini rapor etmistir: yaprak, fidan, kok,
cicek. En yiiksek steviosid igeriginin yapraklarda bulunmasi, yapraklarin steviosid
bilesiklerinin hem sentezi, hem de birincil birikimi i¢in temel doku gorevi gordiigiini
gosterir. En yiiksek steviosid miktar1 tstteki geng, aktif olarak biiyiliyen fidan
kisimlarinda bulunurken, en alttaki yaslanan fidan boélimleri en diisiik steviosid
miktarina sahiptir. Ontojeni sirasinda, hem olgun yapraklardaki hem de saplardaki
steviosid konsantrasyonunda kademeli bir artis gézlenmistir ve bu siire¢ ¢igeklenmenin
baslangicindaki tomurcuklanma agamasina kadar stirmiistiir.

Stevianin alttaki olgun yapraklarinda, istteki daha gen¢ yapraklara kiyasla
yaprak yiizey alani basina daha az salgi bezi vardir. Bu da salgi bezi dagilim yogunlugu
ile steviol gliskosid igerigi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu anlamina gelir. Bu
korelasyon muhtemelen iist gen¢ yapraklarda, alttaki yaslanan yapraklara kiyasla
%30’dan %170’e artmis olan glikozit birikimi lehinedir. Klona bagl olarak, toplam
glikozit igerigindeki rebaudiosid A orani da artis gostermistir. Ontojeni sirasinda,
glikozit icerigindeki kii¢iikk varyasyon koklerde de goriiliir. Bitkisel asamadan
ciceklenmeye kadar, bu organlardaki glikozit iceriginde kademeli bir azalma
gozlenmistir. Tohum gelisim asamasinda, glikozit diizeyinin baslangigtaki seviyeye
dondigii tespit edilmistir. Ancak, koklerdeki toplam glikozit icerigi asla % 0.1’1 gegmez
(Bondarev vd. 2003). Kang ve Lee (1981), yapraklardaki en yiiksek steviosid icerigine
cicek tomurcuklarinin olusumu sirasinda ulasildigini, sonrasinda kademeli olarak
azalma gergeklestigini gostermistir. Tiim bu bilgiler, steviol glikozitinin generatif
organlara tasindigmin indikatorii olabilir. Benzer sonuglar Rhaponticum carthamoides,
Ajuga reptans ve Serratula coronata’da bulunan disteroidler i¢in de bulunmustur
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(Anufrieva vd. 1998).

Steviol glikozitler tiim bitki diizeyinde, yaslandik¢a dokularda birikme egilimi
gosterir. Boylece daha olgun alt yapraklar, daha geng iist yapraklara kiyasla daha fazla
tatlandirict barindirir. Kloroplastlar onciil sentezde 6nemli oldugundan, kok ve alt sap
gibi klorofil ihtiva etmeyen dokularda glikozit bulunmaz ya da eser miktarda bulunur.
Ciceklenme basladiktan sonra, yapraklardaki glikozit konsantrasyonu azalmaya baslar
(Singh ve Rao 2005). Stevia bitkisinin saplar1 tatlandirici igermez ya da ¢ok az miktarda
igcerir. Buna ragmen saplarda gida maddeleri veya alkollii igeceklerin iyilestirilmesi i¢in
kullanilabilecek bazi lezzet arttiricilar, koku veren maddeler ya da diger ajanlarin
oldugu belirtilir (Singh ve Rao 2005). Saplar olgunlastikca ve renklerini kaybettikce,
mevcut tim steviosid igerigi kaybolur. Stevia koklerinin yapisi, gelisimi ve kimyasal
icerigi de dikkat gekmistir (Yamazaki vd. 1991; Zubenko vd. 1995).

2.2.3. Stevia rebaudiana Bertoni’nin biyolojik aktivitesi

Stevia rebaudiana tiriiniin tath diterpen glikozitleri {izerine kapsamli
farmakolojik ve toksikolojik ¢aligmalarin aksine, ¢ok az sayida izole edilmis maddenin
biyolojik potansiyeli rapor edilmistir. Ayrica, stevia tiirlerinde de bulunan, ancak farkli
bitkisel kaynaklardan elde edilen bir¢ok bilesigin 6énemli biyolojik ve/veya farmakolojik
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Seskiterpen laktonlar, Asteraceae familyasinin
biyolojik olarak genis ve c¢esitli aktif madde bileseni grubunu oOlusturur ve Stevianin
tibbi Ozelliklerinden bazilar1 bu bilesiklerin yiiksek miktarda bulunmasinin bir
sonucudur. Daha 6nce yapilan 6nemli incelemelerde, bu aktif maddelerin kimyasal ve
taksonomik onemi ve biyolojik aktiviteleri ele alinmistir (Robles vd. 1995). Stevia
yaconensis ve Stevia chamaedrys tiirlerinin toprak iistii kisimlar1 da dahil olmak tizere
(Zdero vd. 1988) bir ¢ok sifal1 bitkinin aktif bir bileseni olan kostunolid, insan hepatom
(karaciger tiimorii) hiicrelerinde Hepatit B viriis yiizey antijeni gen ekspresyonunu
bastirir (Chen vd. 1995). Stevia sarensis (Zdero vd. 1988), Stevia procumbens ve Stevia
maimarensis (Hernandez vd. 1996 b) tiirlerinden izole edilen 6patoriyopikrin ve bunun
yan1 sira Stevia yaconensis var. subeglandulosa (Sosa vd. 1989) tiiriinden izole edilen
16kozin tlirevlerinin, sempanzeler tarafindan tiiketilen ve tedavi edici 6zellikleri oldugu
iddia edilen bitkilerin énemli bilesenleri oldugu tespit edilmistir. Opatoriyopikrinin,
farelerde Lewis akciger timor sisteminde gliglii anti-tiimor aktivitesi oldugu
gosterilirken, 16kozinin, 13-dehidro tiirevinin anti-iilser aktivite gosterdigi ortaya
koyulmustur (Robles vd. 1995). Bu maddenin ayn1 zamanda, halk tibbinda anti-tilser
ajant1  olarak  kullanilan  Artemisia  douglasiana  (Asteraceae:Anthemideae)
yapraklarindaki gastrik hiicre koruyucu ajan oldugu tespit edilmistir (Giordano vd.
1990). Stevia yaconensis var. Subeglandulosa tiiriinden izole edilen ludartinin,

dehidroldkozinden daha giiclii bir hiicre koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (Giordano
vd. 1990).

Stevianin ham ekstratlari, anti-mikrobiyal ve anti-mantar aktivite gostermis ve
bu baz1 durumlarda seskiterpen lakton ve/veya flavonoid varlig ile iliskilendirilmistir
(Montanaro vd. 1996). Biyootografik deneylerle yapilan degerlendirmelere gore, Stevia
breviaristata (Hernandez vd. 1994) tiirtinde bulunan Kkastisinin, Cladosporium
cucumerinum’a kars1 Psiadia trinervia (Asteraceae: Astereae) ekstratlari tarafindan
gosterilen anti-mantar aktiviteden sorumlu oldugu bildirilmistir (Wang vd. 1989). Stevia
origanoides (Rajbhandari ve Roberts 1985a), Stevia satureiaefolia, Stevia procumbens
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(Sosa vd. 1989), ve Stevia breviaristata (Hernandez vd. 1994) tiirlerinde bulunan
flavonoid &patorin, solunum dizisinin complex | (NADH-koenzim Q rediiktaz)
kisminda, temel bir inhibisyon bdlgesi gdsteren mitokondriyal NADH oksidaza kars1
inhibitor etkinlik gostermistir (Hodnick vd. 1994). Tarimsal anlamda 6nemli olan
mantar patojenlerinin biiylimesinin, segilen seskiterpen laktonlarla inhibe edilmesi ile
ilgili caligmalar yapilmistir. En aktif bilesiklerin isoalantolakton ve bunlarin izomerleri
oldugu bulunmustur (Picman ve Schneider 1993; Calera vd. 1995) ve bunlar da Stevia
polyphylla tiiriiniin 6nemli bilesenleridir.

Eupatorium  riparium  (Asteraceae:Eupatoricac) tiiriinden izole edilen
metilriparyokromen, tropikal bir patojen tiirii olan Colletotrichum gloeosporioides de
dahil olmak tizere bes mantar tiiriine kars1 anti-fungal aktivite gostermistir (Bandara vd.
1992). Daha oOnce belirtildigi gibi, bu madde Stevia serrata tiiriiniin bilinen bir
bilesenidir. Stevia purpurea (Bohlmann vd. 1976) tiiriinden izole edilen bisabolen
epoksidlerin, Nezaria viridula (Heteroptera: Pentatomidae) boceginin erkek seks
feromon ana bilesenleri oldugu bulunmustur (Brezot vd. 1994). Eucommia ulmoides
(Eucommiaceae) tiirtinden izole edilen ve Stevia gisebachiana (Sigstad vd. 1991)
tiriinde de mevcut olan loliolid 151 numunesi, orta diizeyde immiinsiipresif aktivite
gostermistir. Bu maddenin T lenfosit cogalma perturbasyonu gergeklestirildigi 6ne
stiriilmiistiir (Okada vd. 1994).

2.3. Stevia rebaudiana Bertoni’de Islah Yaklasimlari

Stevia i¢in 1slah programlari toplam steviol glikozit, rebaudiosid A / steviosid
orani ve yiiksek yaprak verimini elde etmeye yonelik olmalidir. Simdiye kadar, steviada
1slah ¢aligmalar1 biiylik 6l¢iide yaprak verimini ve rebaudiosid A konsantrasyonunu
gelistirmeye odaklanmistir. Yapilan caligmalar steviada yaprak verimi, rebaudiosid A /
steviosid orani ve istenilen oranda rebaudiosid A konsantrasyonu elde etmek igin
gerekli genetik cesitliligin var oldugunu ortaya koymaktadir (Shizhen 1995). Stevia
rebaudiana yapraklarindaki rebaudiosid A / steviosid orani genellikle 0.5 ya da daha
azdir. Steviosid glikozitinin ham ekstresi karakteristik bir ac1 tat verir. Bunun aksine, en
degerli ekstreler ana bilesen olarak organoleptik ve fizikokimyasal ozelliklerinden
dolayr diger tiim glikozitlere gbre en iyi profile sahip olan ve suda ¢dziinebilen
rebaudiosid A igerenlerdir (Huang vd. 1995). Bu nedenle, yiiksek oranda rebaudiosid A
iceren yeni Stevia rebaudiana ¢esitlerinin fitokimyasal karakterizasyonlarinin
gelistirilmesi, bu dogal tatlandirici kaynaginin degerlendirilerek, kullanilabilir hale
getirilmesi bu bitkiyle ¢alisan 1slahg¢ilarin birincil amact olmustur (Sekaran vd. 2007).
Yabanci tozlandig1 ve dogal cesitlilik yiiksek oldugu igin, yetistiriciler yapraklardaki
tatlilik seviyesinin ve rebaudiosid A / steviosid oraninin yiiksek oldugu hatlar1 elde
edebilirler (Huang vd. 1995).

Steviada iki tiir tohum bulunur; siyah ve taba renkli tohumlar. Siyah tohumlar,
taba tohumlara kiyasla daha agirdir. Goettemoeller ve Ching (1999) stevianin diisiik
tohum ¢imlenmesini arastirmis ve tetrazolium kloriire dayali olarak tohum canliligini
test etmis, siyah tohumlarin canliliginin (% 76.7) taba tohumlarin canliligina (% 8.3)
kiyasla ¢ok daha yiiksek oldugunu bulmustur. Capraz tozlasma ve kendi kendine
tozlagsma, polenin bir kiirdanin ucundaki bombus aris1 (Bombus impatiens) gogsii ile
aktarilmasi ile basarilmistir. Tozlagsma islemlerinin yami sira, 151tk ve karanligin
¢imlenme {izerindeki etkileri de degerlendirilmistir. Isik siyah tohumlarin ¢imlenmesini
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artirir, ancak taba tohumlarinkini artirmaz. Bu durum, taba tohumlarin dollenme
olmadan iiretilen cansiz tohumlari temsil ettigini gosterir.

Bombus aris1 ile c¢apraz tozlagsma (% 78.3), elle gapraz tozlasma (% 92.0),
riizgarla gapraz tozlagsma (% 68.3), elle kendi kendine tozlasma (% 93.3) ve kontrol (%
36.3) olmak {izere bes tozlasma isleminden elde edilen tohum ¢imlendirme g¢aligmasi,
bu klonlarda uyumsuzlugun etken olmadigim1 gostermistir. Ancak tiim tozlasma
islemleri, siyah tohumlarin ¢imlenmesini kontrole kiyasla artirmistir. Bu durum
tozlasmanin elde edilmesi i¢in ¢igeklerin aktif manipiilasyonunun gerekli oldugunu
gosterir (Goettemoeller ve Ching 1999).

Stevia tohumlarinin ¢imlenme oranlart biiylik degisiklik gosterir. 25°C sicaklikta
% 62-90 aras1 son ¢imlenmenin ticte ikisine ulagilmasi 4-6 giin siirebilir. Cimlenme en
az 20°C ve genellikle 25°C iizeri sicaklik gerektirir ve 151k genel itibariyle ¢cimlenmeyi
artirir. Sicakligin 24 saatten kisa bir siire i¢in artirtlmasi (nemli kagit tizerinde 40°C)
¢imlenmeyi hizlandirabilir, ancak toplam ¢imlenmeyi azaltir (Tanaka 1985). Japonya’
da, tohum diisiik nemlilik ve karanlikta saklandiginda, 3 yila kadar canliligini
stirdiirmiistiir (Kawatani vd. 1977). Bu durum 0°C optimum saklama sicakliginda, 3
yildan sonra canlilifin % 50 azaldig1 iddiastyla ters diiser. Baska bir deneyde, araziden
ve seradan toplanan tohumlar ¢imlenme bakimindan karsilastirilmistir. Seradan
toplanan tohumlar % 90 ¢imlenme oranina sahipken, araziden toplanan tohumlarin
yalnizca % 34 ¢imlenme oranina sahip oldugu goriilmiistiir (Carneiro 1996). 1 yilda
tiretilen toplam canli tohum sayist belirsizdir. 200 hektarlik iirlin i¢in, % 50 ¢imlenme
ile 8 kg ha* kadar tohum verimi yeterlidir (Lester 1999).

Stevia rebaudiana ’nin yabani popiilasyonlarinda, fenotip ve yaprak analizleri
biiylik degiskenlik gosterir. Shock (1982) canlilik denemesi i¢in 200 sira bitki ekmis ve
17 siranin verimliligini izlemistir. Seleksiyon programi belirli bir siire devam ettikten
sonra bile, yapraklardaki steviosid igerigi, bitkiler arasinda 6nemli 6lciide degisiklik
gosterebilmektedir (% 4-16). Bu dogal degiskenlik kismen de olsa tiiriin biiyiik 6lglide
genetik olarak kendisine yakin olmayan bitkilerle ¢aprazlanmasi nedeniyle olabilir.

Monteiro (1980), popiilasyonda bulunan fenotipik farkliliklari arastirmis ve
bunlari gegerli bir taksonomik ¢esitlilige ayirmay1 basaramamistir. Ayrica, ekilen Stevia
rebaudiana bitkilerinden elde edilen tatlandirict molekiillerin iiretiminde nicel ve nitel
diizensizlik oldugu rapor edilmistir. Popiilasyon i¢indeki fenotipik ¢esitlilik, tiiriin agik
tozlagsma davranisi ile iligkilendirilir (Tateo vd. 1998). Nurhaimi ve Toruan (1995), alti
bitkicik gubu arasinda DNA parmak izleri bakimindan somaklonal varyasyonlar
oldugunu gostermistir. Cin’ de yapilan bir arastirmada, tek bir klondan alinan bitki
numunelerinde, steviosid igeriginin % 1.48’den % 6.98° e kadar, rebaudiosid A
iceriginin % 4.5’ den % 12.1° e kadar ve toplam glikozidin % 10.26° dan % 19.57" ye
kadar degistigi rapor edilmistir (Huang vd. 1995). Cin’ de yapilan baska bir aragtirmada,
baz1 siralardaki toplam tatli glikozit konsantrasyonunun % 20.5° e kadar ¢iktig1 ve farkl
bir ¢esitte rebaudiosid A / steviosid oraninin 9/1 olabildigi rapor edilmistir (Shizhen
1995). Hammaddedeki boyle bir gesitlilik, bireysel glikozitleri tekrar kristalize etmeye
gerek kalmadan, % 85’ in flizerinde rebaudiosid A igeren stevia tatlandiricilarinin
geleneksel ekstraksiyon metotlariyla {iretilmesini miimkiin kilacak niteliktedir.
Palampur’ da bulunan Himalaya Biyokaynak Teknoloji Enstitiisii tarafindan incelenen
Stevia rebaudiana popiilasyonunda 6nemli morfolojik varyasyon gdzlenmistir. Bu
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popiilasyon ayni zamanda steviosid igerigi bakimindan, % 1 ile % 10 arasinda
degisebilen, 6nemli bir varyasyon gostermistir (Megeji vd. 2005). Elde edilen bilgileri
ideal bir bitki tipi gelistirmek adina kullanmak igin stevianin genetik anlamda
tyilestirilmesi, ancak mevcut morfolojik, kimyasal, biyokimyasal, sitogenetik ve
molekiiler ¢esitliligin  karakterize edilmesiyle miimkiindiir. Delhi Arastirma
Istasyonu’nda (Ontario, Kanada) yetistirilen stevia bitkilerinin yaprak kuru agirligimin,
sap kuru agirligindan 1.22 kat daha fazla oldugu bulunmustur, bu oran Kaliforniya’ da
yetistirilen bitkiler i¢cinse yaklasik 0.67 olarak bulunmustur (Brandle ve Rosa 1992).

Gen kaynagi, trlinlerin gelistirilmesi i¢in ¢ok Onemli bir malzemedir. Bir
alandan digerine gen kaynagi sunulmasi, 6zellikle gelismekte olan lilkelerde yetistirme
icin Onemli bir durumdur. Yetistirme programlarinda gen kaynagindaki gen
cesitliliginin yiikksek oldugu ve istiin 6zelliklere sahip olanlar gen kaynagi olarak
kullanilir. Sunulan gen kaynagi dogrudan ticari g¢esitler olarak kullanilabilir. Ancak, gen
kaynagi adaptasyonu uzun vadeli bir programdir. Gen kombinasyonlart bir¢ok nesil
boyunca devam ettirilmeli ve istenilen gen kombinasyonlari i¢in seleksiyonu kademeli
olarak uygulanmalidir.

Diinya c¢apinda stevia arastirma ve derleme c¢alismalari yapan kurumlar,
Paraguay’daki yabani, dogal ortamindan tohum ve bitki malzemesi toplamistir ( Tateo
vd. 1998). Tohum toplama altinda yatan mantik, genotiplerin degil, genlerin muhafaza
edilmesidir. Biiylime aligkanliklar1 ve tatlilik bakimindan morfolojik olarak ¢esitlilik
gosteren iki Stevia rebaudiana genotipi, Himalaya Biyokaynak Teknoloji Enstitiisii
tarafindan muhafaza edilerek cogaltilmaktadir. Arzu edilen bitki tiirlerini elde etmek
i¢cin se¢imin devaminda, bireysel olarak se¢ilen bitkilerin dolleri ayrilmaktadir.

Stevia yetistirme isleminin basarisi, ebeveyn secimine, c¢aprazlamaya, yeterli
popiilasyon yetistirmeye ve secime baglidir. Dogada, stevia yapraklarindaki toplam
glikozit konsantrasyonu tipik olarak kuru agirlik bazinda % 2 ile 10 arasinda degisir.
Yiritilen 1slah ve seleksiyon c¢alismalariyla, stevia yapraklarindaki glikozit
konsantrasyonu neredeyse % 20’ye kadar ¢ikarilmistir (Huang vd. 1995). Ancak, stevia
yapraklarindaki toplam glikozit konsantrasyonu dikkate alinarak, fenotipik segime
dayali olarak yapilan bu calismalar toprak, iklim gibi ¢evresel kosullardan ciddi
anlamda etkilenmektedir. Daha da onemlisi, biiyiimenin nispeten ge¢ bir doneminde
secim yapilmasii gerektirir. Erken biiylime evresinde yapilan se¢im en diisiik etkiye
sahiptir, zira fidanlar ¢esitliligin yalnizca % 20-30 kadarinin genetik olacagi derecede
cevre kosullarindan etkilenir (Brandle ve Rosa 1992). Sonug olarak, yliksek miktarda
glikozit iireten bitkilerin se¢ilmesi pahali ve zaman isteyen bir islemdir (Yao vd. 1999).

Stevia iizerine bir siiredir arastirma yapan {iilkelerin hepsi, 6zellikle Japonya,
Cin, Kore, Tayvan ve Rusya, yetistirme/se¢cim programlariin basarili oldugunu rapor
etmigler ve iyilestirilmis glikozit igerigi ve daha yiiksek verime sahip yeni cesitler
tiretmiglerdir. Yetistirme programlarinin ¢ogu melezleme ve se¢im iizerine kuruludur.
Klonlama tek tek secilen bitkilerin c¢ogaltilmasi igin sik¢a kullanilmaktadir. Bu
secimlerden bazilari, ¢ok verimli olmalarina ragmen, kendi i¢inde uyumsuzdur ve
yalnizca bitkisel olarak c¢ogaltilabilir (Lee vd. 1982). Yeni melezler iiretmek igin
kullanisli olsalar da, bu durum ticari kullanimlarin1 kisitlar.
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Diinyanin bagka yerlerinde yapilan girisimler, iistlin bitki tiirleri i¢in patentlerle
sonug¢lanmistir. Baslangi¢ malzemesindeki 0.36:1’lik rebaudiosid A / steviosid oranina
kiyasla, 0.96:1’lik rebaudiosid A / steviosid oranina ve % 22.4 oraninda toplam
glikozite sahip bir gesit gelistirilmistir (Lee vd. 1982). Rebaudiosid A / steviosid orani
9.1/1°¢ kadar ¢ikan diger bitkiler de yetistirilmistir, ancak bunlarin toplam steviol
glikozit oran1 yalmizca % 10.1 kadardir (Morita 1987). Yine kendi i¢inde uyumsuz
olmasindan dolay1, s6z konusu ¢esit, tohum bazli bir iiretim sistemi kullanilarak yeniden
iiretilememistir.

Tekrarlayan seleksiyon, capraz tozlagsma uygulanan tiiriin kantitatif kalitsal
karakterlerini 1iyilestirmek i¢in yararlidir. Kendi icinde uyumsuzlugun yiiksek
heterojenlik seviyesi sagladig1 Stevia rebaudiana’da, tekrarlayan seleksiyon ¢imlenme
veriminin yani sira toplam glikozit igerigini artirmanin da en etkili yoludur. Popiilasyon
tyilestirmede, bitki yetistiricileri istiin rekombinasyonlarin se¢imi ile istenilen allellerin
sikligin1 arttirmayr amaglamaktadir. Tekrarlayan se¢im tipik olarak kaynak
popiilasyondan bireysel acik tozlasan bitkilerin hasati ile baslar. Bu bitkilerin
tohumlarinin bir kism1 bir rezerv olarak saklanir. DAl siralarinin tarimsal karakterleri
gorsel olarak degerlendirilir ve iistiin siralar tespit edilir. Secilen siralar ayr1 olarak hasat
edilir. D61 performansina dayali olarak, secilen tekil bitkilerden esit miktarda rezerv
tohum karistirilir. Bu ilk tekrarlayan seleksiyon dongiisii, yeni kompozitin bitkiler
arasinda rastgele eslemeye izin verilen izole bir arazide yetistirilmesiyle baslar. Her
kompozitin kalan bitkilerinden, her tekrarlayan se¢im dongiisiinde iyilestirilmesi
hedeflenen karakterlerin se¢ime verdigi yaniti belirlemek i¢in, g¢ogaltilmis verim
denemelerinde kullanilmak iizere toplu tohum o6rnegi hasat edilir. Tekrarlayan se¢im,
secime karsi uygun bir yanit elde edene kadar devam eder. Her tekrarlayan se¢im
dongiisii, potansiyel bir cesit olan yeni bir popiilasyon iiretir. Istenen allel siklig1
arttirllarak gelistirilmis popiilasyon, cesit olarak ya da iistiin bireysel genotipleri tespit
etmek i¢in bir kaynak olarak kullanilabilir.

Rebaudiosid A bakimindan zenginlestirilmis ve yliksek steviol glikozit igerigine
sahip, tohumdan diiretilen transplantlara dayali olarak nispeten diigiik maliyetli bir
yontemle iiretilecek bir stevia cesit gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu nedenle, klonlarin
melezlenmesi ya da tekrarlayan secim dongiisiinde bir yetistirme popiilasyonundan
aliman ayni soydan gelen siralardan bir sentetik cesit gereklidir. Sentetik bir ¢esidin
gelistirilmesi i¢in birden fazla siraya ihtiya¢ vardir ve siralar ya da klonlar genellikle
kombinasyon becerileri bakimindan test edilir, sentetik ¢esit korunur ve rastgele
melezleme ile kombine edilir. Bu gibi sentetik ¢esitlerin bitki iiretim sistemlerinde
kullanilmasi amaclanir. Tiriin biiyiik 6l¢iide genetik olarak kendisine yakin olmayan
bitkilerle ¢aprazlanmasi ve etkili bir tozlasma kontrolii sisteminin olmayis1 nedeniyle,
kompozitler ve sentetikler mevcut heterozun bir kismini1 yakalamak i¢in kullanilir. En
pratik ve en etkili yetistirme yontemi budur. Japonya ve bazi diger iilkelerde, sentetik
cesit gelistirmeye dayali olarak steviayir bir tarimsal iirlin haline getirme konusunda
yogun ¢abalar s6z konusudur.

Mutagenez, cesitliligi artirmak ve istenen ekonomik o6zellikleri geleneksel
yetistirme prosediirlerine kiyasla daha kisa siirede izole etmek i¢in kullanilabilecek bir
aractir. Dogada bulunan ¢esitliligin kaynagi, bitkinin evrimi sirasinda gergeklesen dogal
mutasyonlarin birikimidir. Hem fiziksel hem de kimyasal mutajenik ajanlarin kesfiyle
birlikte, bitki yetistiricileri gesitlilik yaratma ve bu ¢esitliligi yetistirme programlarinda
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kullanma imkanimni elde etmistir. X 1sinlari, gamma isinlari, hizli nétronlar, termal
notronlar ve kimyasallar da dahil olmak iizere bir ¢ok mutajenik ajan yararh
mutasyonlar iiretmek icin kullanilabilir. Kobalt-60 gamma 1smlart ile yapilan
irradiyasyon islemi, yetistirme hatlarinda ¢esitlilik yaratmak ic¢in kullanilmistir (Toruan-
Mathius vd. 1995). Popiilasyon séz konusu karakterle ilgili olarak diisiik ¢esitlilik
gosterdigi takdirde, istenilen karakterler ancak mutasyon yoluyla gelistirilebilir. Bu
bitkinin ekonomik agidan énemli kism1 yapraklar oldugundan, mutasyon ile yetistirme
stevianin gelistirilmesinde ¢ok onemli bir rol oynayabilir. Stevia tohumlarinin gama
irradiyasyonu ¢imlenmeyi etkilemez, ancak yiiksek dozlarda uygulandiginda kok
gelisimini bastirir.

Melezleme biiyiik genetik varyasyonlar ve heterotik yanitlar elde etme firsatt
sunar. Hangi bitki s6z konusu olursa olsun, melez gelistirmedeki basar1 ekonomik verim
bakimindan heterotik yanitin varligina ve tohum tiretim maliyeti bakimindan ekonomik
elveriglilige baghdir. Budama islemlerinden elde edilen disi bitkilerin tohumlari ile eril
bitkilerin tohumlarinin toplanmasi ve melezlenmesini kapsayan bir melez Stevia
rebaudiana tohumu yetistirme metodu onerilmistir. Avantajlar1 diisiitk maliyetli olmasi,
rebaudiosid A ve steviosid igeriginin yiiksek olmasidir. Wang (2006), sistematik olarak
iyi tekil bireylerin yetistirilmesi, iyi kombinasyonlarin secilmesi ve uygulanmasi, klon
ebeveyn bitkilerin yayilmasi, tiretken tohumlarin melezlenmesi ve toplanan tohumlarin
karistirtlmasini igeren, sistematik olarak bir Stevia rebaudiana klon ebeveyn bitkisi
yetistirilmesi yoluyla yeni bir melez ¢esit iiretilmesini 6nerir. Ebeveyn bitkinin asekstiel
yayllmasindaki amag, iyi Ozelliklerin korunmasi ve ebeveyn bitki klonunun grup
melezlemesini gerceklestirmesini saglamaktir. Bu da geleneksel yetistirme yontemlerine
kiyasla daha basit bir progam ve daha hizli verim elde etmek demektir. Bu metoda gore,
yetistirilen yeni Stevia rebaudiana cesidi daha yiiksek dayanima, yiiksek yaprak
randimanina ve yapraklarda yliksek toplam glikozit igerigine sahiptir.

Tarimsal verimi artirmak i¢in poliploidi indiiksiyonu, ekonomik nedenlerle
tiretilen bitkilerde yaygin olarak kullanilan bir siiregtir (Allard 1960) ve Nicandra
physaloides (Gupta ve Roy 1986), kahve (Cruz vd. 1993), Clitoria ternatea (Gandhi ve
Patil 1997) ve portakal gibi diger tiirler i¢in kullanilmistir. Bireylerin daha iyi
adaptasyonu ve artan organ ve hiicre boyutlar1 genellikle poliploidi ile iligkilendirilir
(Guerra 1988). Kromozom sayis1 farkli bireyler arasinda melezleme genellikle steril
dole yol acar. Allard’a gore (1960), ebeveynleri diploid ve tetraploid olan g¢esitli
tarimsal bitkilerde, doller kismen ya da biitiiniiyle steril ve tohum ihtiva etmeyen
triploidlerdir.

Valois (1992), Stevia rebaudiana tohumlarint % 0.001 ve % 0.5 arasinda
degisen konsantrasyonlarda 18 saat boyunca dokuz islemde kolhisine (antimitotik bir
ajan) batirarak poliploid tilirleri gelistirmistir. Poliploidlesme yalnizca iki islemde
dogrulanmistir, bu da en diisiik kolhisin konsantrasyonuna denk gelir. Yani, triploid
Stevia rebaudiana bitkileri, tetraploid disi ebeveyn ve diploid eril ebeveynin
ciftlesmesiyle tiretilebilir. Triploid Stevia rebaudiana bitkileri yiiksek miktarda, ¢ok tatl
bir diterpenoid olan rebaudiosid A igerir (Shuichi vd. 2001). Poliploidler kullanilarak
stevianin glikozit kalitesi gelistirilmis olur. Triploid ve tetraploid bitkileri, diploidlere
kiyasla daha diisiik bir tetrad normalite oranina sahiptir. Tiim poliploid tiirleri cansiz
polenlere sahiptir. Dolayisiyla, ploid sayist arttik¢a, polen ve stoma boyutu artar ve
bunlarin birim alandaki sayilar1 azalir. Triploid tiirlerden en kisa ve en diisiik ¢igek
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sayisina sahip bitkiler iretilirken, tetraploid tiirii en genis yapraklara sahiptir. Varyans
analizi, ploidi diizeyi ve incelenen tiim morfolojik 6zellikler arasinda pozitif yonde bir
korelasyonla birlikte, tiirler arasinda yiiksek diizeyde istatistiksel farklilik oldugunu
ortaya ¢ikarmistir (Oliveira vd. 2004).

Shuichi vd. (2001) tarafindan triploid stevia bitkileri yetistirilmis ve sekiz gesite
ayrilan 42 adet triploid bitki elde edilmistir. K6k ucu hiicrelerin kromozom sayisi
hesaplanarak ve flow sitometrisi analizi sonucunda ortaya ¢ikan kromozom sayisi, bu
bitkilerin triploid oldugunu gdstermistir (2n =33). Bu triploid bitkilerde, yapraklar,
cicekler ve koruyucu hiicreler diploid olarak siniflandirilan bitkilere nazaran daha
genistir. Triploid bitkilerin yaprak sekli, ignemsi veya genis ignemsi olarak kategorize
edilmistir. Yiiksek rebaudiosid A igerigine sahip tetraploid SMXIW ile yiiksek
rebaudiosid A igerigine sahip yedi ¢esit diploid gesitinin melezlenmesinden elde edilen,
T1’den T7’ye yedi gesit triploid bitki tizerinde yapilan ince tabaka kromatogafisi ve
HPLC analizleri, 0.63’den yiiksek bir oranla (rebaudiosid A: steviosid) yiiksek bir
rebaudiosid A igerigi gostermistir. Diger yandan, yiiksek steviosid igerigine sahip
tetraploid KSW ile yiiksek rebaudiosid A igerigine sahip diploid SMX6
melezlenmesinden elde edilen T-8 yiiksek steviosid icerigi gostermistir (rebaudiosid A
oran1 = 0.23). Triploid bitkilerin toplam tatlandiric igerigi ve rebaudiosid A oraninin
mevsimsel degisimi, toplam igerigin Agustos ayma kadar arttigini, rebaudiosid A
oranininsa sabit kaldigini géstermistir (Shuichi vd. 2001).

Stevia tohumlari, oldukga diisiik bir ¢imlenme yiizdesi gosterir. Stevianin hizli
cogaltilmasina yonelik bilinen en etkin proses doku kiiltiiriidiir. Stevianin siirgiin uglari
ve yapraklardan in vitro mikro-cogaltimina (Ahmed vd. 2007) dair ¢ok az rapor vardir
(Miyagawa vd. 1986). Hiicre ve doku kiiltiirii teknikleri, yaygin olarak iki g¢enekli
bitkilerin biiytimesi ve metabolizmasinin g¢alismak tizere kullanilmistir (Ahsan vd.
2000). In vitro kiiltiirden bitki rejenerasyonu, embriyogenez veya organogenez ile elde
edilebilir. Steviada rejenerasyon, yapraklar (Ferreira ve Handro 1987a, b), yan siirgiinler
(Bespalhok-Filho vd. 1992), kok uglart (Tamura vd. 1984b), siispansiyon kiiltiirleri
(Ferreira ve Handro 1988) ve anterler (Flachsland vd. 1996) gibi eksplantlarindan
organogenez ile elde edilmistir. Somatik embriyogenez, daha oOnce yapraklar
(Bespalhok-Filho vd. 1993) ve koklerden (Miyagawa vd. 1984) rapor edilmistir.
Somatik embriyogenez ayrica, 2,4-D (9,05 ve 18,10 mM) ve kinetin (0 ila 9,29 mM) ile
takviye edilmis MS ortaminda kiiltirlenen Stevia rebaudiana’nin g¢icekgik
eksplantlarindan elde edilebilir. 9.05 mM 2,4-D ile takviye edilen ortamda maksimum
embriyojenik kallus olusumu, kinetin icermeyen ortamda meydana gelmistir. 18.10 mM
2,4-D ile takviye edilen ortamda en iyi sonu¢ veren uygulama, 2.32 mM kinetindir.
Embriyojenik kallus, tag ve yumurtalik tabaninda baslamigtir (Bespalhok Filho ve
Hattori 1997). Embriyojenik kallus, genel olarak acik yesil veya agik sar1 bir renk,
kompakt bir yap1 ve yilizeyinde globiiler somatik embriyolarin varligi ile karakterize
edilir. Embriyojenik kallus ilk olarak ta¢ ve/veya yumurtalik tabaninda meydana
gelmistir ve sonrasinda tiim eksplant boyunca cogalmistir. Beyaz bir renk ve bir
hiperhidrik goriiniis ile karakterize edilen embriyojenik olmayan kallus da bulunabilir.
2,4-D gibi bir sentetik oksin, genel olarak somatik embriyogenezin indiiksiyonuna
yonelik kullanilir (Merkle vd. 1990). Oksin, farklilasmanin giderilmesine neden olmak
ve totipotensi saglamak igin gereklidir (Bespalhok-Filho ve Hattori 1997).
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Pande ve Gupta'ya (2013) gore, in vitro ¢ogaltim, ticari ve tibbi agidan onemli
olan bitkilerin geleneksel ¢ogaltim yontemlerine karsi, gii¢lii bir alternatif potansiyele
sahiptir. Embriyogenez veya organogenez yoluyla elde edilen stevianin in vitro
rejenerasyonla biiyiimesi ile ilgili ¢ok sayida rapor bulunmaktadir. Bununla birlikte
eksplant kaynagi, sterilizasyon siireci, ortam formiilasyonlari, kiiltiir kosullari, fenolik
bilesenlerin ortamda birikimi ve ortamin renk degisikligi, ayni tiirdeki farkli
genotiplerden bile siirgiin rejenerasyonunun 6nemli dlgiide etkiler (Gantait vd. 2014).

Cogaltim frekansi, kullanilan eksplantin gesidine baghdir. Stevia'da in vitro
olarak dogrudan organogenezin basariyla baslatilmasi, kok uglar1 (Ibrahim vd. 2008a),
yapraklar (Jain vd. 2009; Kalpana vd. 2010), nodal segmentler (Hwang 2006; Ahmed
vd. 2007; Modi vd. 2012) ve aksiller tomurcuklar (Das vd. 2011) gibi bir dizi eksplant
kullanilarak gergeklestirilir. Stevia'daki somatik embriyogenezde yapraklar (Bespalhok-
Filho vd. 1993), cigekler ve saplarin kullanildigi bildirilmistir (Bespalhok-Filho ve
Hattori 1997). Siispansiyon Kkiiltiirlerinde ise eksplant kaynagi olarak sagak kok
(Yamazaki vd. 1991), geng¢ yapraklar (Janarthanam vd. 2009), yaprak diskler (Banerjee
ve Sarkar 2008) ve anterler (Flachsland vd. 1996) dolayli organogenez yoluyla
rejenerasyon igin kullanilmistir. Singh vd. (2014), nodal segmentin, siirgiin ucu ve inter-
nodal segmente kiyasla, stevia'daki birden ¢ok siirgiin indiiksiyonu a¢isindan daha iyi
performans gosterdigini kanitlamislardir.

Stevia bitkilerinin doku kiiltiirlinden sonra uyum saglamasi diger tibbi bitkilerde
oldugu gibi, kiiltiir islemlerinin basarisina baglidir. In vitro ortamindan gelen rejenere
stevia fideciklerinin daha sonraki ortama aligmasi 151k, sicaklik ve nem gibi iklimsel
faktorlerle iligkilidir. Acuna vd. (1997) 6 haftalik fidelerin nodal segmentlerini MS
ortammda % 50 makro element icerigi ile 0.9 mg 1" NAA varhiginda ilk kiiltiire
almiglardir. In vitro bitkilerin in vivo kosullara transferinde koklenme islemini
desteklemek i¢in nodal segmentler % 5 IAA igeren sollisyonuna daldirilmis ve bitkiler 1
ay siireyle bir serada yetistirildikten sonra tarlaya aktarilmistir. Cocopeat igeren
ortamlarda % 70 oraninda hayatta kalmiglardir (Sivaram ve Mukundan 2003).

Anter kiiltiirti, genel olarak kendine uyusmazligin, homozigot bitkiler veya tiir
ici ireme gelisimine yonelik smirlayict faktdr oldugu durumlarda kullanilir. Bu
yontemde farklilagsan bir popiilasyondan olgun olmayan anterler, substrat {izerinde
biiyiitiiliir. Anter kiiltiirli, genel olarak bir 1slah progaminin baslangicinda uygulanir.
Ozel bir &zellige ydnelik homozigot olan bitkilerin popiilasyonu kullanilabilir
oldugunda, hibridizasyon ile yeni degisiklik cesitler gelistirilebilir ve genetik caligmalar,
etkili bir sekilde gerceklestirilebilir.

Flachsland vd. (1996)’ ya gore Stevia rebaudiana anterlerinden yeniden {iretilen
bitkiler, tanimlanan kosullar altinda in vitro ortamda kiiltiire alinmustir. Anterler (tek
cekirdekli mikrosporlar igerir), 0.1 ila 1 mgl™® BAP ila takviye edilmis Murashige ve
Skoog sivi ortaminda aseptik olarak kiiltlirlendiklerinde kallus olusturmak {izere
indiiklenmistir. Siirgiinlerin rejenerasyonu, kallus parcalarinin ayni bilesime sahip taze
kat1 ortama aktarilmas ile kolaylikla elde edilmistir. Siirgiinler, 0.1 mgl™ NAA iceren
ortama aktarilarak, kok olusturmak {izere indiiklenmistir. Kiigiik bitkiler, basarili bir
sekilde dikilmistir, ancak yeniden iiretilen bitkilerden kok uclarinin sitolojik caligmalari,
kromozomlarin normal bir diploit (2n=22) sayisini ortaya ¢ikarmistir. Bu ¢alisma, anter
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duvarinin somatik hiicrelerinin, ortamda yiiksek BAP konsantrasyonuna yanit verdigini
ileri siirer.

Somaklonal varyasyonlar, in vitro streslere bagli olarak ortaya g¢ikar ve DNA
metilasyonu, kromozomlarin yeniden diizenlenmeleri ve nokta mutasyonlar1 seklinde
fark edilirler (Phillips vd. 1994). Mikro ¢ogaltimla elde edilen bitkilerin klonal
dogrulugunu degerlendirmek i¢in molekiiler ¢alismalar, sitolojik degerlendirmeler ve
biyokimyasal testler gibi ¢esitli yaklasimlardan yararlanilmaktadir. Genetik
varyasyonun belirlenmesi, in vitro’da zararli somaklonal varyasyonlar1 gidermede
germplazmanin korunmasi i¢in oldugu kadar mikro ¢ogaltim i¢in de gereklidir. PCR
temelli teknikler: RAPD, ISSR ve AFLP'nin, tibbi bitkilerin yani sira, aloe (Gantait vd.
2010a), allium (Gantait vd. 2010a) ve gerbera (Gantait vd. 2010c) gibi siis bitkilerinde
de in vitro ve genetik stabilitenin olusturulmasinda ¢ok yararli oldugu bulunmustur.
Doku Kkiiltiirii'nde iiretilen steviada biyokimyasal ve molekiiler markdriin bir
kombinasyonu kullanilarak yapilan ¢alismada, varyasyonun degerlendirilmesine iliskin
ilk rapor Das vd. (2011) tarafindan yayimlanmistir.

Molekiiler markor teknolojisi gelisimi ve sonucunda onemli tarimsal 6zellikler
ile baglantilt markor lokuslarinin tanimlanmasi, bitki 1slahgilari igin heyecan verici yeni
olanaklar yaratmistir. Markor destekli seleksiyon, daha erken seleksiyon ve azalmis
bitki popiilasyon boyutuna olanak saglayarak se¢im etkinliginin gelistirilmesine yonelik
potansiyel saglar (Staub vd. 1996). Son yilarda genetik haritalarin olusturulmasi, yeni
bir bitki 1slah aracinin temeli olmustur. Bitki genom haritalamasinin 6nceliklerinden
biri, ekonomik olarak 6nemli Ozellikler ile baglantili genlerin tanimlanmasi ve bu
bilginin iriinlerin daha fazla gelistirilmesine yo6nelik kullanimidir. Molekiiler
markorlerin baglanti haritalarinin gelistirilmesine yonelik degeri ve bunlarin ekonomik
olarak 6nemli 6zelliklerin analizinde kullanimu, tarla bitkileri (Paran ve Michelmore
1993) ve orman agaglarinda yaygin olarak gosterilmistir (Bradshaw ve Stettler 1995).
Molekiiler baglanti haritalari, bircok ana {iriin bitkisine yonelik olusturulmustur
(Paterson 1996). Bu haritalar, kolaylikla algilanabilir genetik markoérlere olan
baglantilar1 yoluyla istenilen nitel ve nicel 6zelliklerin se¢imine yonelik daha dogrudan
bir yontem saglarlar (Yao vd. 1999).

Lata vd. (2012), mikro ¢ogaltimla iiretilmis ve gii¢lendirilmis stevia bitkilerinin
genetik stabilitesini degerlendirmek igin ISSR markérlerini kullanmislardir. Soliman vd.
(2013), 14 ISSR primeri kullanarak stevia'nin mikro cogaltim frekansini ve anag
bitkilerinin genetik stabilitesini degerlendirmislerdir.

Modi vd. (2012), RAPD markérlerini kullanarak doku kiiltlirti ile tretilmis
bitkilerin arasinda somaklonal varyasyon olmadigini gdstermistir. Somaklonal
varyasyon tlizerine yapilan bir ¢alismada Khan vd. (2013), transgenik ve somaklonal
bitkilerin ISSR profillemesinin % 43.36 monomorfik ve % 56.64 polimorfik bantlar
oldugunu géstermistirlerdir. Singh vd. (2014), mikro c¢ogaltimla {retilmis stevia
fidelerinin genetik dogrulugunun, ISSR analizi ile dogrulandiginda, kallustan elde
edilen in vitro bitkilerin, kiiltir doneminde genetik varyasyon gosterdigini, buna karsin,
nodal segmentlerden olanlarin gdstermedigini bildirmislerdir.

2.4. Stevia rebaudiana’ mn Tatlandiric1 Ozelliginin Gelistirilmesi Calismalar
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Metalik tat sorununun bu tatlandiricinin daha yaygin sekilde kullanilmasini
engelleyen kisitlayici faktor olarak goriilmesinden dolayi, steviosidin tatl 6zelliklerinin
iyilestirilmesi yoniinde bir¢ok girisimde bulunulmustur. Ornegin; steviosidin bir¢ok tat
maskeleyici ve tatlilik pekistirici ajanla formiile edilmesi miimkiindiir ve Stevia
rebaudiana ekstraktlari ve steviosid icin iyilestirilmis tatlandirici kompozisyonlar
iceren bir¢ok patent ortaya koyulmustur. Stevioside kiyasla rebaudiosid A’ nin tercih
edilen ozelliklerini elde etmek i¢in, yabani Paraguay popiilasyonuyla karsilastirildiginda
stevioside gore rebaudiosid A orani1 daha yiiksek olan Stevia rebaudiana tiirleri tiretmek
icin girisimlerde bulunulmustur (Kinghorn ve Soejarto 1991). Dogal steviosid kiyasla
tathilik parametreleri gelistirilmis tiirevler Ulretmek icgin sentetik yaklagimlarda
bulunulmustur (DuBois ve Stephenson 1985). Alternatif bir strateji olarak, steviosidin
enzimatik transglikozilasyonu ile iist maddeye gore tat profilleri gelistirilmis analoglar
elde edilmistir (Tanaka 1997). Ornegin; steviosidin seker kismmin 19 ° C’de
modifikasyonu enzimatik transglikozilasyon ile yapilabilir ve daha sonra
transglikozilasyonu katalize etmek i¢in siklomaltodekstrin-glikonotransferaz (CGTase)
kullanilabilir. Bilesiklerin karigimina ait glikosil zinciri B-amilaz kullanilarak CGTase
islemi ile kisaltilarak iiretilen, transglikozilasyon uygulanmis ("seker transferi
yapilmis") bir steviosid {iriinii Japonya’da satilmaktadir (Tanaka 1997).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calismada bitkisel materyal olarak Asteraceae familyasina ait olan Paraguay
kokenli Stevia rebaudiana Bertoni bitkisi kullamlmustir. Ulkemizde ‘seker otu’ olarak
bilinen bitki sindirim esnasinda insiiliin salgilanmasina neden olmaz ve yapraklari
kendine has tatlilik 6zelligine sahiptir. Bu tatlilik sekerden 200-300 kat fazla olarak
ifade edilmektedir ve bitkinin icerdigi steviol glikozitlerden kaynaklanmaktadir.

Calisma 2014, 2015 ve 2016 yillar1 arasinda, Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimii’nde yiiriitilmustir. 2011 yilinda fideliklerde
cimlendirildikten sonra 2012 yilinda Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii Deneme Arazisi’ne dikilen, her tiirlii bakim ve sulama islemleri
yapilarak yetistirilen Stevia rebaudiana Bertoni bitkisel materyal olarak kullanilmistir.

3.2. Deneme Alani

Calisma Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii Deneme
Arazisi’nde yiritiilmistir. Deneme alan1  36°53'54.01"'K  ve 30°38'35.71''D
koordinatlarindadir. Yikseklik 34 metredir. Calismanin yiriitildigii alanin Google
earthden alinmis goriintiisii Sekil 3.1 ‘de gosterilmektedir.

Sekil 3.1. Deneme alaninin genel goriiniimii

3.2.1. Deneme alanimmn toprak ézellikleri

Calismanin yiirtitiildiigli alan hafif bilinyeli, kirmiz1 toprak olup, killi tinl
yapidadir. Topragin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin analizi i¢in deneme alaninda 0-
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30 cm derinlikten alinan toprak 6rnekleri analiz edilmis ve elde edilen degerler Cizelge
3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneme Alaninin Toprak Ozellikleri

Toprak Birim Metotlar Analiz Sonucu Degerlendirme
Ozellikleri
(0-30cm)
pH — 1:25 7.7 Hafif Alkali
Kireg (%) Kalsimetrik 33.9 Cok Fazla
Kiregli
Tuz (%) 1:25 0.030 Tuzsuz
Doygunluk (%) Saturasyon 59 Biinye: Killi
Tinh
Organik Madde | (%) Walkley Black 1.55 Az
Toplam N (%) Kjeldahl 0.113 Tyi
Almabilir P kg P20s/da | Olsen-Spekt. 11.8 Az
Alabilir K kg K20/da | A.Asetat-ICP 111.3 Fazla
Almabilir Ca kg CaO/da | A.Asetat-ICP 1996.8 Fazla
Almabilir Mg kg A.Asetat-ICP 88.6 Yeterli
MgO/da
Alabilir Fe ppm DTPA-ICP 2.80 Yeterli
Almabilir Mn ppm DTPA-ICP 29.48 Yeterli
Alabilir Zn ppm DTPA-ICP 1.00 Yeterli
Almabilir Cu ppm DTPA-ICP 0.90 Yeterli

3.3. iklim Verileri

Deneme 2014-2016 yillar1 arasinda ii¢ yil siireyle yiriitiilmiistiir. Denemenin
yiriitiildiigi  doneme ait meteorolojik veriler Antalya Meteoroloji Bolge
Midiirligi’nden alinmistir. Calismanin yiiriitildiigi doneme ait iklim verileri Cizelge
3.2’de gosterilmektedir.
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Cizelge 3.2. 2014-2015-2016 yillarina ait iklim verileri

Aylar Sicaklik (°C) Yagis (mm) Nem (%)

2014 2015 2016 2014 2015 2016 | 2014 2015 2016

Ocak 12.8 10.8 10.4 1946 | 2465 | 79.4 71.5 67.2 57.2

Subat 13.2 11.9 14.5 35.6 1949 | 66.7 63.6 60.7 67.9

Mart 14.7 14.2 15.2 2244 | 1528 | 57.2 61.7 62.9 61.0
Nisan 17.1 16.0 19.0 34.2 9.0 14.4 70.8 58.2 68.1
Mayis 20.2 21.3 20.4 61.8 6.4 28.2 72 67.1 72.9

Haziran | 25.4 23.9 26.8 4.6 54 24.3 58.4 66.2 62.8

Temmuz | 27.7 28.3 29.9 0.2 0.0 0.6 68.9 61.3 60.3

Agustos 29.2 29.2 29.5 1.8 0.4 0.0 66.3 61.9 66.8

Eyliil 25.8 26.4 26.5 81 54.8 32.3 61.3 67.8 55.0
Ekim 21.7 22.6 23.3 95.8 116.1 | 0.0 56.8 58.9 56.8
Kasim 16.3 18.4 17.5 1704 | 1169 | 99.2 57 51.6 55.7

Aralhk 14.6 13.3 11.2 3313 |04 76.3 71.8 50.8 48.9

Ortalama | 19,89 | 19,69 20,35 1235,7 | 903,6 | 478,6 | 6501 | 61,22 | 61,12

Aylara gore ortalama yagis miktarinin 2014-2015-2016 yillarindaki degisimi
Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. 2014-2015-2016 yillar1 ortalama yagis miktart (mm)
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Aylara gore ortalama nemin 2014-2015-2016 yillarindaki degisimi Sekil 3.3’te
gosterilmistir.
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Sekil 3.3. 2014-2015-2016 yillar1 ortalama nem miktar (%)

3.4. Metot
3.4.1. Deneme deseni

Calismada vejetatif olarak iiretimi daha basarili olan Stevia rebaudiana Bertoni’
de klon seleksiyonu 1slah yontemi kullanilmistir. Calismanin birinci yilinda (2014)
deneme arazisinde var olan yaklasik 2000 Stevia rebaudiana Bertoni popiilasyonundan
200 tek bitki fenotipik gozlemlere dayali olarak secilmistir. Segilen bitkilerde
agronomik ol¢iimler ve igerik analizleri yapilmistir. Calismanin ikinci yilinda (2015)
varyasyon kaynagindan 40 tek bitki segilerek A-klonu olusturulmustur. Her bir
genotipten alinan A-klonlar1 siralara 10 bitki olacak sekilde dikilmistir. Cigeklenmenin
hemen Oncesinde agronomik olglimleri ve hasat sonrasinda icerik analizleri yapilmistir.
Calismanin ti¢iincii yilinda (2016) A-klonlarindan segilen 10 genotipten 100 adet ¢elik
alinarak 3 tekerriirlii olarak her parselde bir genotipe ait 10 bitki olacak sekilde 30
parsele dikilmis ve B-klonlari elde edilmistir. Deneme, tesadif bloklart deneme
desenine gore 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir. Parseller tek sira, sira {izeri mesafe 40
cm, sira arast mesafe 60 cm olacak sekilde ve 12 metre boyunda kurulmustur. B-
klonlarindan seleksiyon kriterlerine uygun olan ve istatistiki olarak 6ne ¢ikan 4 adet
klonal hat C-klonu olarak segilerek 1slah degerleri tespit edilmistir. Sekil 3.4 te vejetatif
ireyebilen yabanci dollenen bitki tiiriinde klon seleksiyonu semasi gosterilmektedir.
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Varyasyon kaynagi

2000 adet Stevia rebaudiana
Bertoni popiilasyonundan 200
bitki ile olusturulmustur
(2014).

A klonlanr

200 bitkiden 40 tek bitki A
klonu olarak se¢ilmistir (2015).

B klonlari

A klonlarindan 10 adet B klonu
[ secilerek parsellere alinmigtir

(2016).

C klonlan

B klonlarindan 4 klonal hat C
klonu olarak secilmistir (2017).

Sekil 3.4. Vejetatif tireyebilen bitki tiiriinde klon seleksiyonu semasi

3.4.2.Varyasyon kaynagi

Varyasyon kaynagi olarak 2011 yilinda fideliklerde ¢imlendirildikten sonra 2012
yilinda Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Deneme
Arazisi’ne dikilerek yetistirilen 3 yillik bitkiler kullanilmigtir. Yaklasik 2000 Stevia
rebaudiana Bertoni popiilasyonundan 200 bitki fenotipik goézlemlere dayali olarak
secilmistir. Segilen 200 bitkiye rastgele 1° den 200’¢ kadar numara verilmistir ve
numaral etiketler bitkilerin bagina dikilmistir. Sekil 3.5’ de varyasyon kaynag1 olarak
kullanilan ~ Stevia rebaudiana Bertoni popiilasyonunun arazideki  goriintiisii
gosterilmektedir.
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Sekil 3.5. Varyasyon kaynagi olarak kullanilan Stevia rebaudiana Bertoni popiilasyonu

3.4.3. Arazi ¢cahismalari ve agronomik él¢iimler
3.4.3.1. Denemenin birinci yilinda yapilan ¢calismalar

Varyasyon kaynagi olusturulduktan sonra, bigimden hemen Once bitkilerin
toprak ylizeyinden en u¢ noktasina kadar olan yiiksekligi olgiilerek bitki boyu cm
cinsinden belirlenmistir. Yine bigim Oncesi 200 bitkinin yapraklarmin klorofil
igeriklerinin renk yogunlugu degerleri tespit edilmistir (her bitkiden 10 yaprak). SPAD-
502, Osaka, Japan klorofil metre aleti kullanilmistir.

Cigeklenmenin hemen 6ncesinde segilen 200 adet bitki bi¢im yiiksekligi yerden
10 cm olacak sekilde hasat edilerek Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimii  Laboratuvarlari’na gotiiriilmiistiir. Her bitkiden ayrilan dort adet yaprak
orneginde yaprak alan1 ve yaprak ¢evresi olglimleri yapilmus, dijital kumpasla yaprak
kalinlig1 6lciilmiistiir. Hasat sonrasinda bitkiler tartilarak bitki bagina yesil herba miktari
bulunmustur. Ardindan yaprak ve saplari birbirinden ayrilarak, bitki basina yaprak, sap
ve yaprak/sap oranlart belirlenmistir. Yapraklar kurutma dolabinda 37 °C” de 7-10 giin
streyle kurutulduktan sonra bitki basina kuru yaprak miktarlar1 tespit edilmistir.
Kurutulan yapraklar igerik analizleri yapilmak tizere muhafaza edilmistir. Denemenin
birinci y1linda arazide yliriitiilen ¢calismalar Sekil 3.6° da gosterilmistir.

Sekil 3.6. Denemenin birinci yilinda arazide yiiriitiilen ¢aligmalar
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3.4.3.2. Denemenin ikinci yilinda yapilan ¢calismalar
3.4.3.2.1. A Klonlarmn seleksiyonu

Hasat oncesi ve sonrasinda elde edilen veriler yaprak kalinligi (mm), bitki boyu
(cm), yaprak alan1 (mm?), yaprak ¢evresi (mm), klorofil, bitki basina yesil herba miktari
(9), bitki basina yesil yaprak miktar1 (g), bitki basina yesil sap miktar1 (g) ile steviosid,
rebaudiosid A oranlar1 degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore seleksiyon kriteri
olarak; yiiksek glikozit orani, yiiksek reb A/stv, yalniz stv igeren, dengeli reb A/ stv,
yiiksek stv orani ve yiiksek reb A orani belirlenmistir. Buna uygun olarak 40 bitki A-
klonu olarak secilmistir.

3.4.3.2.2. Varyasyon kaynagindan alinan celiklerden fide elde edilmesi ve fidelerin
araziye aktarilmasi

Seleksiyonu yapilan bitkilerin her birinden, Mayis 2015°te 15 adet olacak
sekilde yaklasik 6-8 cm boyunda celikler alinarak, etiketli 1slak bezlere sarilmistir. Islak
bez ile sarilmis olan bitkiler taginabilir saklama kabina alinarak, koklendirilmek tizere,
hizl1 bir sekilde Grow Fide’ye gotiiriilmiistiir. 6-8 cm boyundaki celikler, Grow Fide’ ye
ait sisleme serasinda, torft+perlit (1:1) hacimsel ortamina aktarilmadan once her
defasinda steril edilmis makaslarla temizlenerek 216’ lik viollere her violde 5 bitkiden
en az 15 c¢elik olacak sekilde dikilmistir. Her bir ¢eligin sap kismi dikimden 6nce 10
saniye kadar 500 ppm indol biitirik asit (IBA) igerisinde bekletilmistir. Ardindan
kontrollii kosullarin oldugu sisleme seralarina koklendirilmek tlizere alinmistir. Sisleme
sistemi otomatik olup, ilk birka¢ giin 2 dakika aralikla daha sonra 10 dakika aralikla
caligmustir.

Cizelge 3.3. A klonlarinin ¢elik ve fide sayilar

KLON | CELIK ADEDi | FiDE ADEDI KLON | CELIiK ADEDI FIDE
NO NO ADEDI
1 16 16 93 18 18
4 31 31 96 32 32
7 10 10 98 16 16
14 22 22 100 27 27
15 41 0 105 23 23
16 24 24 109 24 24

Devami arkada
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Cizelge 3.3’ iin devamu.

31 17 17 110 25 25
44 31 31 111 29 29
51 31 31 116 21 21
52 24 24 119 16 16
54 18 18 129 28 28
56 30 30 133 22 22
66 24 24 141 23 23
71 41 41 152 31 31
72 23 23 159 28 28
78 30 30 161 24 24
82 30 30 185 36 36
83 22 22 191 26 26
84 34 34 196 25 25
88 17 17 202 29 29

Secilen bitkilerden alinan ¢elikler (yaklasik olarak 800 adet c¢elik) Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Deneme Arazisi’ne getirilmeden
once, arazi dikim i¢in hazirlanmistir. Toprak hazirligi yapilmis, damlama sulama
sistemi kurulmus, siralar agilarak bitkilerin etiketleri araziye c¢akilmistir. Secilen
bitkilerden alinan ¢elikler (yaklasik olarak 800 adet celik) Grow fidede 21 giinde 40
genotipi temsil eden ¢elikler koklendirildikten sonra araziye aktarilmistir. Dikimde sira
aras1 mesafe 60 cm, sira lizeri mesafe 40 cm olacak sekilde, 15-20 cm derinliginde
acilan ocaklara dikim yapilmistir. Dikimden hemen sonra can suyu verilmistir. 40
bitkiye ait 10 klon deneme arazisine yine bu 40 bitkiye ait her bitki i¢in 8 adet klonda
olusabilecek bir olumsuzlukta kullanilmak iizere calismanin yedegi olarak araziye
dikilmistir. 40 genotipten alinan ¢elik sayilari ve fide olusum sayisi Cizelge 3.3°te
gosterilmektedir. 40 genotipten alinan gelik sayisi kadar fide olusmus, fide elde yiizdesi
%100 olmustur.

3.4.3.2.3. A klonlarinda uygulanan kiiltiirel islemler

Dikimden 6nce deneme alani derin bir sekilde siirdiiriilmiis ve {izerine diskaro
gecirilerek keseklerin kirilmasiyla diizgiin bir alan olusturulmustur. Deneme alanina
damlama sulama sistemi, damlama borular1 her bir bitkinin yanindan gegecek sekilde
dosenmistir. Yiiksek sicakliklarin oldugu dénemlerde su ihtiyaci fazla oldugundan
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giinde yaklagik olarak 8-10 saat siireyle, nem miktarinin % 60 iizerinde oldugu Antalya
kosullarinda giinde yaklasik olarak 4-5 saat sulama yeterli olmustur. Bitkilerin gelisme
ve biiyiime gosterdigi donem boyunca yabanct ot kontrolii el ile sokiilerek
uzaklagtirmak suretiyle gerceklestirilmistir. Deneme siiresince bitkilerde herhangi bir
hastalik ve zararli etmenine rastlanmamustir.

3.4.3.2.4. Hasat oncesi yapilan calismalar ve hasat

A-klonlarinda bi¢imden hemen Once bitkilerin toprak yiizeyinden en ug
noktasina kadar olan yiiksekligi dlciilerek bitki boyu cm cinsinden belirlenmistir. Bigim
Oncesi siralardaki bitkilerin yapraklarinin klorofil igeriklerinin renk yogunlugu SPAD-
502, Osaka, Japan klorofil metre aleti ile tespit edilmistir (her bitkiden 10 yaprak).
Tasinabilir klorofil metre cihazi Klorofili dolayli olarak olger ve degerler 1 ile 100
arasinda olup, birimsizdir.

Siralardaki bitkilerin hasadi ¢igeklenmenin hemen dncesinde Antalya kosullarinda
Eyliil aymin ikinci haftasi gergeklestirilmistir. Siralardan bitki bicim yiiksekligi yerden
10 cm olacak sekilde hasat edilen bitkiler Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii Laboratuvarlari’na gotiirtilmustiir.

A klonlarinin yaprak kalinligi (mm), yaprak alani (mm?), yaprak ¢evresi (mm),
bitki basina yesil herba miktari, bitki basina yesil yaprak miktari, bitki basina yesil sap
miktart ve bitki basma yaprak / sap oranlari belirlendikten sonra yapraklar oda
sicakliginda (37 °C) 7-10 giin siireyle kurutulduktan sonra bitki bagina kuru yaprak
miktarlar1 tespit edilmistir. Daha sonra kurutulan yapraklar icerik analizleri yapilmak
tizere muhafaza edilmistir. Sekil 3.7°de denemenin ikinci yilinda arazide yiiriitiilen
calismalar gosterilmektedir.

Sekil 3.7. Denemenin ikinci yilinda arazide yiiriitiilen ¢alismalar
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3.2.3.3. Denemenin iigiincii yilinda yapilan ¢calismalar
3.2.3.3.1. B klonlarmn seleksiyonu

Hasat oncesi ve sonrasinda elde edilen veriler (yaprak kalinligi (mm), bitki boyu
(cm), yaprak alani (mm?), yaprak cevresi (mm), klorofil, bitki basma yesil herba
miktari, bitki basina yesil yaprak miktari, bitki basina yesil sap miktari) ile steviosid,
rebaudiosid A oranlar1 degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore seleksiyon kriteri
olarak; yliksek glikozit orani, yliksek rebaudioside A miktari, yalniz steviosid igermesi
ve rebaudiosid A / steviosid oraninin yiiksek olmasi belirlenmistir. Buna uygun olarak
10 bitki B-klonu olarak segilmistir.

3.2.3.3.2. A Kklonlarindan fide elde edilmesi ve araziye aktarilmasi

Seleksiyonu yapilan bitkilerin herbirinden en az 40 adet olacak sekilde yaklasik 6-
8 cm boyunda celikler alinarak, etiketli 1slak bezlere sarilmistir. Islak bez ile sarilmis
olan bitkiler tasmabilir saklama kabina alinarak, koklendirilmek tizere, hizli bir sekilde
Grow Fide’ye gotiiriilmiistiir. 6-8 cm boyundaki ¢elikler, Grow Fide’ ye ait sisleme
serasinda, torf+perlit (1:1) hacimsel ortamina aktarilmadan Once her defasinda steril
edilmis makaslarla temizlenerek 216’ lik viollere her violde 10 bitkiden en az 40 ¢elik
olacak sekilde dikilmistir. Her bir ¢eligin sap kismi dikimden 6nce 10 saniye kadar 500
ppm indol biitirik asit (IBA) igerisinde bekletilmistir. Ardindan kontrollii kosullarin
oldugu sisleme seralarina koklendirilmek tlizere alinmistir. Stevia bitkisi nemi sevdigi
icin, sisleme sistemi dikimden sonra ilk 5 giin boyunca 5 dakikada 1 defa 10 saniye siire
ile, daha sonraki giinlerde 10 dakikada 1 defa olacak sekilde calistirilmistir. Sisleme
sisteminin tizerine golgelendirmek amaciyla yesil ortii serilmistir. B klonlarinin gelik ve
fide sayilar1 Cizelge 3.4’ te gosterilmektedir.

Cizelge 3.4. B klonlarinin celik ve fide sayilar

KLON NO CELIK ADEDI FiDE ADEDI
82 50 30
83 54 30
100 88 30
109 64 30
111 85 30
116 41 30
133 58 30
185 46 30
191 78 30
196 73 30

B klonlarimi temsil eden fideler Grow fidede koklendirildikten sonra (yaklasik
olarak 4 hafta) Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Deneme
Arazisi’ne dikim i¢in getirilmistir. Fideler uygulama alanma getirilmeden 6nce, arazi
dikim i¢in hazirlanmigtir. Toprak hazirligi yapilmig, damlama sulama sistemi kurulmus,

37



MATERYAL VE METOT B.KAPLAN

siralar agilarak bitkilerin etiketleri araziye ¢akilmistir. Her bir klon i¢in 10 bitki sira
parsellere aktarilmis, bir parselde 1 klondan 10 bitki olacak sekilde, bir tekerriirde 10
parsel 100 bitki olacak sekilde deneme {li¢ tekerriirlii olarak tesadiif bloklari deneme
desenine uygun sekilde olusturulmustur. Dikimde sira arast mesafe 60 cm, sira iizeri
mesafe 40 cm olacak sekilde, 15-20 cm derinliginde agilan ocaklara dikim yapilmistir.
Dikimden hemen sonra can suyu verilmistir.

3.2.3.3.3. B klonlarinda uygulanan Kkiiltiirel islemler

Dikimden once deneme alani1 derin bir sekilde siirdiiriilmiis ve tizerine diskaro
gecirilerek keseklerin kirilmasiyla diizgiin bir alan olusturulmustur. Deneme alanina
damlama sulama sistemi, damlama borular1 her bir bitkinin yanindan gegecek sekilde
dosenmistir. Yiiksek sicakliklarin oldugu donemlerde su ihtiyaci fazla oldugundan
giinde yaklasik olarak 8-10 saat siireyle, nem miktarinin % 60 iizerinde oldugu Antalya
kosullarinda giinde yaklasik olarak 4-5 saat sulama yeterli olmustur. Bitkilerin gelisme
ve biiylime gosterdigi donem boyunca yabanct ot kontrolii el ile sokiilerek
uzaklagtirmak suretiyle gerceklestirilmistir. Deneme siiresince bitkilerde herhangi bir
hastalik ve zararli etmenine rastlanmamuistir.

3.2.3.3.4. Hasat oncesi yapilan calismalar ve hasat

B klonlarinda bi¢imden hemen Once bitkilerin toprak yilizeyinden en ug
noktasina kadar olan yiiksekligi ol¢iilerek bitki boyu cm cinsinden belirlenmistir. Bigim
oncesi siralardaki bitkilerin SPAD-502, Osaka, Japan klorofil metre aleti kullanilarak
yapraklarmin klorofil igeriklerinin renk yogunlugu degerleri tespit edilmistir (her
bitkiden 10 yaprak). Tasiabilir klorofil metre cihazi klorofili dolayli olarak Slger ve
degerler 1 ile 100 arasinda olup, birimsizdir.

Parsellerdeki bitkilerin hasadi ¢iceklenmenin hemen Oncesinde Antalya
kosullarinda Eyliil aymin ikinci haftasi gergeklestirilmistir. Parsellerden bitki bigim
yiiksekligi yerden 10 cm olacak sekilde hasat edilen bitkiler Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Laboratuvarlari’na gotiiriilmiistiir.

3.4.4. Analiz metodlar ve in vitro cogaltim ¢alismalar:
3.4.4.1. Hasat sonrasinda yapilan ¢calismalar

Denemenin ii¢ yili boyunca hasat sonrasinda her bitkiden (birinci y1l; 200 adet
bitki, ikinci yil; 400 adet bitki, tigiincli yil; 300 adet bitki) ayrilan 5 adet yaprak
orneginde yaprak alani Olclimleri ve dijital kumpasla yaprak kalinligi oOlgiimleri
yapilmigtir. Yaprak alam ve yaprak cevresi olgiimleri Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarimsal Yapilar ve Sulama Boliimii’n de bulunan CI-202 Laser Area Meter
cihaziyla yapilmistir.

Her yil hasat sonrasinda bitkiler tartilarak bitki basina taze herba agirlig
(9/bitki) belirlenmistir. Yaprak ve saplar birbirinden ayrilarak tartilmis, bitki basina taze
dal agirlig1 (g/bitki) ve bitki basina taze yaprak agirligi (g/bitki) belirlenmistir.

Daha sonra 35 °C’ de 7-10 giin siireyle kurutma dolabinda kurutulan yapraklar
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tartilarak kuru yaprak miktar1 (g/bitki) belirlenmistir. Kurutulan yapraklar igerik
analizleri yapilmak {izere muhafaza edilmistir.

3.4.4.2. Bitkisel materyalin ekstraksiyonu

Calismanin devam ettigi iic yil boyunca her hasat sonrasinda kurutularak
muhafaza edilen yapraklar (1.y1l; varyasyon kaynagina ait olan, 2. y1l; A klonlarina ait
olan, 3. yil; B klonlarina ait olan) analizi yapilmak iizere ekstrakte edilmistir. Her bir
bitkiden 1 g bitki tartilarak son hacim ultra saf su ile 10 mL’ ye tamamlanmistir.
Ardindan ultra turrax IKA TI18 cihaz1 ile 6nce 7000 dev/dak’dan bagslanip 12000
dev/dak hiza kadar ¢ikilarak yaklasik 10 dakika boyunca homojenize edilmistir. Elde
edilen homojenat 5000 dev/dak. da 15 dakika siiresince santrifiij edilmis ve islem
sonunda posa uzaklastirilarak supernatattan 0.1 mL alinarak mobil faz [asetonitril:su
(80:20)] olan karisimla son hacim 10 ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra muhafaza
edilmek tizere buzdolabina kaldirilmistir. Sekil 3.8’de ¢alismamizda Stevia rebaudiana
Bertoni  yapraklarimin ekstraksiyonunda izledigimiz asamalar1 gosteren sema
gosterilmektedir.

1 g yaprak ogiitiilerek toz haline getirilir

(—

10 ml saf su eklenir

¢

Ultra turrax IKA T18 homojenizatér ile ortalama 8000 dev/ dak pargalanir

<

15' 5000 dev/ dak santrifiij edilir

\ U

0.1 mL supernatant + 9.9 mL mobil faz (asetonitril:su) eklenir

Sekil 3.8. Stevia rebaudiana Bertoni yapraklarinin ekstraksiyon semasi
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3.4.4.3. Bitkisel materyalin kromotografik analizi

Orneklerde steviosid ve rebaudiosid A miktarlart HPLC ile harici standart
metodu kullanilarak izokratik kosullarda belirlenmistir (Wolver- Rieck vd. 2010).
Kromotografik analizler i¢cin HPLC sistemi olarak Tarla Bitkileri Bolimii
Laboratuvarlari’'nda bulunan Agilent 1200, G1311A Quaternary Pompa, G1313A
Standart otomatik 6rnekleyici, G1316A Colcom kolon firin1 ve sogutucu ile G1315A
Diode Array Detector (DAD) kullanilmstir.

Steviosid ve rebaudiosid A steviol glikozitlerinin HPLC ile analizleri asagida
verilen konfigiirasyona gore yapilmistir.

a) Pompa: Basinct 400 bar’a kadar ¢ikabilen Agilent 1200 marka (G1311 A model)
4’lii pompa (quaternary pump) kullanilmistir.

b) Dedektor: Agilent 1200 marka ve G1315 D model DAD dedektor (Diode Array
Dedektor) kullanilmistir.

¢) Kolon: Nucleodur HILIC (250 x 4.6 mm, 5 um) kolon kullanilmistir.

d) Degaz islemi: Agilent 1200 marka G1322 A model degasser kullanilarak mobil
fazda olusan gazlar uzaklastirilmistir.

e) Kaydedici (Integator): Dedektoriin gonderdigi uyartilar “Chemstation” adli yazilim
kullanilarak bilgisayar ortamina kaydedilmistir.

f) izokratik sistem: Izokratik sistem, sabit konsantrasyondaki mobil fazin 1.0 ml/dk
akis hizi ile beraber maddelerin kolonlardaki alikonma zamanina bagl olarak
birbirlerinden ayrilabilmesi temeline dayanmaktadir.

g) Mobil (siiriikleyici) faz: Mobil faz olarak, Asetonitril (HPLC grade, Merck ) : Su
(Ultra saf su) (80 : 20 v/v) kullanilmigtir.

h) UV absorbans degerleri: Steviol glikozitler i¢cin 210 nm’ye ayarlanmistir.

i) Kolon sicakhigi: Sistemde Agilent 1200 marka G1316 A model termostath kolon
firi1 bulunmaktadir. Kolon sicakligi 36 °C’ ye ayarlanmustir.

j) Akis hizi: Hareketli faz akis1 1 ml/dk olarak belirlenmistir.

k) Enjeksiyon hacmi: Agilent 1200 marka G1313A standart otomatik Ornekleyici
enjeksiyon bloguna 20 pl 6rnek enjekte edilmistir.

Daha once ekstraksiyonu yapilarak buzdolabinda muhafaza edilen 6rnekler 0.45
um steril siringadan siiziilerek viallere alinmistir. Sisteme vialler i¢inden 20 pL
enjeksiyon yapilarak dlgiimler gerceklestirilmistir. Miktar tayini i¢in hedef bilesenlerin
saf standartlarindan farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanarak Sekil 3.9 da
gosterilen egim degerleri elde edilmistir.
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y = 4,4222x + 3062,6 o y = 4,0884x + 33,078 o
R?=0,9999 Steviosid :=1  Rebaudiosid A
1.000.000 1.000.000

800.000 / 800.000

c 600.000 c 600.000
s s

< 400.000 < 400.000

200.000 200.000

0 0

0 100000 200000 300000 0 100000 200000 300000
Konsantrasyon (mg/L) Konsantrasyon (mg/L)

Sekil. 3.9.Standart ¢ozeltilere ait egimler

Denemenin tiglincii yilina ait arazi ve laboratuvar calismalarina ait fotograflar
Sekil 3.10’da gosterilmektedir.
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Sekil 3.10. Denemenin {igiinci yilina ait arazi ve laboratuvar ¢aligmalari

3.4.4.4. Klorofil a ve klorofil b yogunlugu

Yaprak orneklerinde klorofil analizi taze alinmis bitki 6rneklerinde yapilmigtir.
Taze yapraklar yikanip kurutulduktan sonra, kuruyan yapraklar steril bir makas
yardimiyla pargalanmigtir. Karanlik ortamda 0.25 g taze yaprak 6rnegi ilizerine CaCOs
ve aseton eklendikten sonra ultra turrax IKA T18 ile ekstrakte edilmistir. Elde edilen
ekstraktlarin 645 ve 663 nm dalga boylarinda spektrofotometrede (UV-vis T60)
absorbanslar1 kaydedilmistir. Klorofil a ve klorofil b igerikleri ayr1 ayr1 hesaplanarak
sonug¢ mg/g taze 6rnek olarak verilmistir (Witham vd. 1971).

3.4.4.5. Toplam fenolik madde (TFM) tayini

A klonlar1 ve B klonlarinda toplam fenolik madde tayini yapilmistir. Toplam
fenolik madde miktar1 spektrofotometrik yontemle belirlenmistir (Spanos ve Wrolstad
1992). Sizdirmaz kapakli cam bir tiipe elde edilen ekstraktlardan uygun oranda
seyreltilmis 0.5 mL 6rnek ve {izerine 2.5 mL 0.2 N Folin-Ciocalteu ayiract eklenmistir.
5 dak siire ile beklendikten sonra karigima 2 mL %7.5’lik Na,CO3 ¢ozeltisi eklenmistir.
Elde edilen karisim vorteksle yaklagik 5 dak karistirildiktan sonra 50°C’deki su
banyosunda 5 dk bekletilerek inkiibe edilmistir. Ardindan karanlik ortamda 10 dak siire
ile oda sicakligina sogutularak spektrofotometrede (UV-vis T60) 760 nm dalga
boyunda, kore kars1 absorbansi okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri gallik asit
¢ozeltileri ile olusturulan standart egri yardimiyla mg gallik asit esdegeri (GAE)/mg
kuru ornek agirh@ma donistirilmistir (Skerget vd. 2005). Sonuglar mg gallik asit
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esdegeri (GAE)/L olarak ifade edilmistir (Sekil 3.11).

250 -+

y = 97,454 - 3,6142
R?=0,9991

200

N
o
o

[EEN
(9]
o

U1
o

Konsantrasyon (mg/L)
o
)

o

1 1,5
Absorbans (nm)

Sekil 3.11. Gallik asit standart ¢ozeltileri ile elde edilmis egim

3.4.4.6.Toplam antioksidan aktivite tayini

Calismanin tgiincti yilinda B klonlarimi temsil eden 10 stevia genotipinin
ekstraktlarinda antioksidan aktivite tayini spektrofotometrik olarak DPPH radikalinin
(Sigma Aldrich, ABD) inhibisyonuna dayanan yontemle gergeklestirilmistir
(Fernandez-Leon vd. 2013). Serbest radikallerin antioksidanlar tarafindan siipiiriilme
giiclerinin belirlenmesinde kullanilan bu yontem; antioksidanlarin bir hidrojen atomu
veya elektronlarint vererek DPPH ‘in serbest radikal 6zelligini yok etmesi temeline
dayanmaktadir (Archana vd. 2005) ve polifenolik bilesiklerin antiradikal etkilerinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilir (San Chez vd. 1998). Ekstraktlar belli oranda
seyreltildikten sonra 50 puL alinarak iizerine 950 pL taze hazirlanmis 60 uM DPPH
cozeltisi ilave edilerek oda sicakliginda karanlik bir ortamda 30 dak bekletilmistir.
Ekstraktlara ilave edilen DPPH ¢6zeltisinin absorbansi analiz siiresinin baginda 517 nm
dalga boyunda saf metanole karsi Olgiilerek kaydedilmistir. 30 dakika sonunda
orneklerin 517 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmis ve DPPH ¢6zeltisine gore
absorbans farklar1 belirlenmistir. Orneklerin antioksidan aktivitesi bu absorbans farklar
kullanilarak, farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis troloks (Sigma Aldrich, ABD)
standartlar1 ile elde edilen egri yardimiyla (Sekil 3.12) hesaplanmis ve mg troloks
esdeger antioksidan kapasite (TEAK)/L olarak ifade edilmistir.
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Sekil 3.12. Farkli konsantrasyonlarda trolox standartlariyla elde edilen egim

3.4.4.7. Temel besi ortamlarimin hazirlanmasi

Stevia bitkisinin mikro-cogaltma calismalar1 Akdeniz Universitesi Teknokent
icinde yer alan Kuzey Agripak firmas: doku kiiltiirii laboratuvarlarinda yiiriitilmistiir.
Bitki seciminde Ozel bir klon sec¢ilmeden klonlar arasindan tesadiifi olarak secilen
bitkiler cogaltim materyali olarak kullanilmistir. Calismanin ilk asamasinda, belirlenen
deneme desenine uygun ortamlar hazirlanmistir. Temel besi ortami olarak MS
(Murashige & Skoog); ortam katilastirict olarak agar (%0.7) ve gelrite (%3); hormon
denemeleri i¢in ise BAP, Kinetin ve IAA kullanilmistir. Olusturulan deneme desenine
uygun olarak; BAP’n 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/1 dozlar1 ile IAA’in 0.5 mg/l dozu; Kinetinin
0.25 mg/l dozu ve NAA’nin 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 mg/l dozlart uygulanmistir.
Calismada kullanilan deneme deseni Cizelge 3.5.°te gosterilmistir.

Calismada 2 farkli jel 20 farkli hormon kombinasyonu kullanilarak hazirlanan
40 ortama, sterilizasyonu yapilan Stevia rebaudiana Bertoni’ ler aktarilmigtir. Her bir
uygulama i¢in tekerriirli temsil eden 10 kavanozda olmak iizere toplam 400 kavanoz
kullanilmis, herbir kavanoza 5 adet eksplant yerlestirilmistir. Toplamda kullanilan
eksplant sayis1 2000 olmustur. Ardindan kiiltiirler; 25 °C sicaklik, 4000 lux 151k siddeti
ve 16 / 8 h fotoperiyot kosullarindaki biiyiime odasinda inkiibe edilmislerdir.

3.4.4.7.1. Birinci alt kiiltiire alma

Yaklagik 4 haftanin sonunda bitkiler kesilerek degerlendirme yapilmistir. Buna
gore gelrite’in agara gore daha iyi bir gelisim ortami oldugu gdzlenmistir. En iyi
performans gosteren 3 ortam belirlenmis ve alt kiiltiir ortam1 olarak kullanilmistir.

3.4.4.7.2. ikinci alt Kiiltiire alma

4 haftanin sonunda 11 numarali ortamin (MS+0.5 BAP+0.25 Kinetin) en iyi
oldugu gozlenmistir. Uretim frekansinin yiiksek olabilecegi diisiiniilerek sadece belirli
kavanozlar tiretime alinmistir. 11 numarali ortamdan gelen bitkilerden 4000 adet bitki
kesimi yapilmustir.

44



MATERYAL VE METOT B.KAPLAN

3.4.4.7.3. Uciincii alt kiiltiire alma

Yaklasik 4 hafta sonunda bitkilerde yaslanmay1 onlemek icin 4000 adet bitki
kesilerek yeniden 11 numarali ortama (MS+0.5 BAP+0.25 Kinetin) alinmustir.

3.4.4.7.4. Koklendirme

Bir sonraki asamada 1000 bitki kullanilarak 30000 adet bitki koklendirilmistir.
Koklendirme ortami olarak MSO kullanilmistir. Bir hafta i¢inde koklenme gozlenmistir.

3.4.4.7.5. Bitkilerin ahstirma odasina alinmasi

In vitro kosullarda yetismis ve koklenmis olan bitkicikler kavanozlardan pens
yardimiyla ¢ikarilarak koklerdeki agar akan su altinda temizlenmistir. 2 hafta aligtirma
ortaminda 25 °C sicaklik, 4000 lux 151k siddeti ve 16 / 8 h fotoperiyot kosullarinda
tutulduktan sonra seraya alimmistir. Calismalarin yiriitildigi iklimlendirme odalari,
koklenen bitkilerin ortamdan alinmasi ve alistirma odalarindaki goriintiileri Sekil 3.13°
te gosterilmektedir.

AN

Sekil 3.13. Stevia rebaudiana Bertoni’de in vitro ¢ogaltim ¢alismalari

Cizelge 3.5. Mikro-¢ogaltimda kullanilan deneme deseni

No | Ortam Katilastirici No | Ortam Katilastiric1 Ajan
Ajan (%0.7) (%3)

1 MSO0 (Kontrol) gelrite 21 MSO0 (Kontrol) agar

2 MS+0.5 BAP gelrite 22 MS+0.5 BAP agar

3 MS+1.0 BAP gelrite 23 MS+1.0 BAP agar

4 MS+1.5 BAP gelrite 24 MS+1.5 BAP agar

Devami arkada
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Cizelge 3.5’in devamu.

MS+2.0 BAP gelrite 25 MS+2.0 BAP agar
MS+0.5 BAP+0.5 | gelrite 26 MS+0.5 BAP+0.5 agar
IAA IAA

7 MS+1.0 BAP+0.5 | gelrite 27 MS+1.0 BAP+0.5 agar
IAA IAA

8 MS+1.5 BAP+0.5 | gelrite 28 MS+1.5 BAP+0.5 agar
IAA IAA

9 MS+2.0 BAP+0.5 | gelrite 29 MS+2.0 BAP+0.5 agar
IAA IAA

10 MS+0.5 IAA gelrite 30 -MS+0.5 IAA agar

11 | MS+0.5BAP+0.25 | gelrite 31 | MS+0.5 BAP+0.25 | agar
Kinetin Kinetin

12 MS+1.0 gelrite 32 -MS+1.0 BAP+0.25 | agar
BAP+0.25 Kinetin Kinetin

13 MS+1.5 gelrite 33 MS+1.5 BAP+0.25 | agar
BAP+0.25 Kinetin Kinetin

14 MS+2.0 gelrite 34 MS+2.0 BAP+0.25 | agar
BAP+0.25 Kinetin Kinetin

15 MS+0.25 Kinetin | gelrite 35 MS+0.25 Kinetin agar

16 MS+0.10 gelrite 36 MS+0.10 NAA+1.0 | agar
NAA+1.0 BAP BAP

17 MS+0.15 gelrite 37 MS+0.15 NAA+1.0 | agar
NAA+1.0 BAP BAP

18 MS+0.20 gelrite 38 MS+0.20 NAA+1.0 | agar
NAA+1.0 BAP BAP

19 MS+0.25 gelrite 39 MS+0.25 NAA+1.0 | agar
NAA+1.0 BAP BAP

20 MS+0.5BAP+0.25 | gelrite 40 MS+0.5BAP+0.25 | agar
Kinetin+ Kinetin+0.5 IAA
0.51AA

3.2.2. Verilerin degerlendirilmesi

Denemeden elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SAS paket programi
kullanilarak yapilmistir. Istatistiksel analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde farklar
arasindaki onemlilik diizeyi % 5 ve % 1 olarak ifade edilmistir. Segilen genotipler
Duncan ¢oklu karsilagtirma testi ile degrlendirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Varyasyon Kaynagi’na Ait Bulgular
4.1.1. Bitki boyu ve klorofil yogunlugu

Denemenin ilk yilinda kaynak popiilasyondan seg¢ilen 200 bitkide bigim Oncesi
bitki boyu (cm) ve SPAD-502, Osaka, Japan Klorofil metre aleti kullanilarak
yapraklariin klorofil igeriklerinin renk yogunlugu degerleri tespit edilmistir (her
bitkiden 10 yaprak). Buna gore; bitki boyu ortalamasi 71.64 cm ve klorofil iceriklerinin
renk yogunlugu ortalamasi 41.19 olarak belirlenmistir. Bitki boyu bakimindan 120 ve
60 numarali genotipler 100 cm ile en yiiksek degere sahip olurken, 193 numarali
genotip 46 cm ile en diisiik bitki boyuna sahip oldugu gozlenmistir. Klorofil yogunlugu
bakimindan en yiiksek klorofil yogunlugu 148 ve 200 numarali genotiplerde 50.3 iken,
en disiik klorofil yogunlugu 101 numarali genotipte 31.1 olarak Ool¢iilmiistiir.
Denemenin birinci yilina ait bitki boyu ve klorofil yogunlugu Cizelge 4.1." de
verilmistir.

Cizelge 4.1. Denemenin birinci yilinda 6lgiilmiis olan bitki boyu ve klorofil yogunlugu

Klon Bitki Boyu (cm) Klorofil Klon No Bitki Boyu (cm) Klorofil
No

1 55 40.9 103 54 33,9
2 51 37.7 104 81 40,7
3 57 39.1 105 89 37,3
4 60 329 106 70 37
5 25 42.7 107 60 35,23
6 63 39.3 108 79 43
7 75 44.7 109 73 42,4
8 61 39.9 110 93 38,5
9 63 454 111 62 38
10 63 23.1 112 60 38
11 70 43.6 113 58 37
12 73 45.8 114 59 42,3
13 69 39.1 115 63 40.8
14 80 429 116 75 46.6
15 77 39 117 59 47.7
16 77 46 118 68 45.4
17 87 39.9 119 75 375
18 63 421 120 100 44.3
19 68 33.9 121 86 43.2
20 72 40.9 122 51 46.5
21 58 44.2 123 78 45.2
22 78 44 124 84 415
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Cizelge 4.1’in devamu.

23 80 32,5 125 79 40.2
24 69 38.4 126 75 41.2
25 72 41.1 127 81 39.3
26 64 36.9 128 61 43.4
27 70 36.7 129 85 40.2
28 57 32.6 130 56 43.1
29 81 45.9 131 83 53.3
30 52 35.7 132 62 39.9
31 55 385 133 63 39.4
32 75 38.4 134 75 39.6
33 60 38.2 135 70 42.2
34 67 38.7 136 77 39.69
35 66 37.7 137 64 48.1
36 90 49.3 138 67 34.4
37 66 41.9 139 74 39.4
38 81 40.4 140 79 42.8
39 67 38.3 141 71 45.7
40 71 37.8 142 56 39.2
41 84 38.9 143 61 37.6
42 89 44.3 144 76 38.2
43 92 42.3 145 78 35.5
44 96 46.9 146 93 42.7
45 72 44.1 147 93 43.4
46 76 45.7 148 86 50.3
47 76 47 149 84 37.3
48 72 40.7 150 77 38.9
49 68 45.7 151 60 39.4
50 82 43.8 152 71 36.4
51 60 44.1 153 75 39.32
52 60 37.2 154 66 39.5
53 57 35.8 155 70 38.1
54 78 43.6 156 65 40.4
55 66 45.2 157 60 37.3
56 62 38.9 158 57 43.1
57 80 47.1 159 90 41.8
58 76 45.2 160 65 42.9
59 71 39.1 161 69 43.7
60 100 38.9 162 65 37.5
61 82 43.4 163 89 39.5
62 60 46.2 164 70 45
63 80 38.8 165 91 42.6
64 69 43.3 166 79 40.4
65 72 41.8 167 75 43.6
66 83 47.6 168 76 39.3
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Cizelge 4.1’in devamu.
67 58 43.3 169 62 41.3
68 74 39.3 170 71 39.7
69 71 43.4 171 56 44.6
70 71 46.1 172 70 45.8
71 57 39.7 173 75 40.6
72 71 44.7 174 68 44.5
73 67 42.6 175 71 38
74 76 43.2 176 61 40
75 86 36.9 177 60 44.9
76 69 43.4 178 72 39.1
77 58 40.1 179 89 35.7
78 75 40.6 180 66 39.1
79 85 414 181 71 37.9
80 82 453 182 55 43.8
81 66 38.3 183 60 39
82 77 46.46 184 80 38.6
83 75 39.1 185 67 46.9
84 68 45.4 186 61 39.6
85 79 40.5 187 63 355
86 58 40.9 188 69 47.2
87 80 40.7 189 67 42.1
88 69 441 191 84 46.5
89 85 38 192 91 42.6
91 63 41.8 193 46 34.1
92 62 43.1 194 78 453
93 78 40.5 195 67 35.9
94 68 435 196 76 40.7
95 81 46.4 197 81 38
96 92 47.1 198 90 40.6
97 93 43.2 199 66 39.9
98 75 41 200 69 50.3
99 75 46.1 201 62 36.7
100 83 45.2 202 82 43
101 65 311 Ortalama 71.64 41.19
102 76 41.4

4.1.2. Yaprak alani, cevresi ve kalinhgi

Hasat sonrasinda 200 bitkide her bitkiden ayrilan 3 adet yaprak Orneginde

yaprak alani, yaprak cevresi Ol¢limleri yapilmis ve dijital kumpasla yaprak kalinligi
dlciilmiistiir. Yaprak alani ortalamas1 24.7 cm?, yaprak ¢evresi ortalamasi 16.6 cm ve
yaprak kalinligi ortalamasi 0.35 c¢cm olarak belirlenmistir. Yaprak alan1 bakimindan en
yiiksek deger 38.87 cm? olan 139 numarali genotipken, en diisiik deger 15.49 ile 4
numarali genotipe aittir. Yaprak ¢evresi en uzun genotip 23.37 cm ile 68 numarali
genotip olurken, en kisa genotip 11.67 uzunluga sahip olan 42 numarali genotiptir.
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Yaprak kalinligi en kalin olan 66 numarali genotip 0.56 mm olurken, en ince olan
genotip 0.2 mm olan 87’dir. Denemenin birinci yilina ait yaprak alani, c¢evresi ve
kalinlig1 Cizelge 4.2.” de verilmistir.

Cizelge 4.2. Denemenin birinci yilinda yaprak alani, ¢evresi ve kalinlig

Klon | Yaprak Yaprak Yaprak Klon Yaprak Yaprak Yaprak
No kalinhgir | alam (cm?) | ¢evresi No kalinhgi alam (cm?) | cevresi
(mm) (cm) (mm) (cm)
1 0.29 24.11 19.69 101 0.47 17.08 13.00
2 0.45 18.38 12.82 102 0.37 27.91 17.10
3 0.27 23.03 17.17 103 0.35 22,51 15.01
4 0.39 15.49 15.71 104 0.37 21.71 15.14
5 0.38 28.79 17.19 105 0.37 22.49 16.23
6 0.33 27.63 17.00 106 0.43 34.41 21.24
7 0.36 25.26 17.07 107 0.44 28.09 16.83
8 0.31 28.01 16.70 108 0.43 27.62 16.34
9 0.36 22.97 17.25 109 0.46 21.56 14.96
10 0.39 23.19 15.86 110 0.31 13.15 12.01
11 0.28 18.72 16.35 111 0.39 17.95 15.23
12 0.33 22.42 14.85 112 0.39 14.28 14.50
13 0.3 24.99 18.93 113 0.43 30.92 18.29
14 0.36 15.59 13.78 114 0.41 22.41 16.78
15 0.27 20.34 17.50 115 0.44 32.63 20.56
16 0.36 16.17 13.83 116 0.38 30.17 17.10
17 0.33 18.78 13.95 117 0.35 18.93 14.09
18 0.32 19.71 15.31 118 0.45 25.08 17.22
19 0.29 33.16 21.21 119 0.35 14.90 14.97
20 0.33 28.85 17.49 120 0.44 26.39 16.41
21 0.36 31.95 18.86 121 0.4 26.88 18.50
22 0.36 22.40 15.81 122 0.35 25.57 15.17
23 0.32 21.23 17.73 123 0.42 25.86 17.01
24 0.32 26.46 17.29 124 0.32 23.41 16.89
25 0.31 21.17 15.90 125 0.36 26.97 17.45
26 0.34 32.86 18.15 126 0.31 17.40 13.86
27 0.28 34.92 19.38 127 0.44 20.86 16.71
28 0.29 14.99 14.18 128 0.33 23.87 16.81
29 0.28 23.88 15.90 129 0.32 24.47 15.84
30 0.38 26.81 17.33 130 0.34 27.74 16.77
31 0.24 28.91 17.81 131 0.36 22.40 15.61
32 0.31 32.57 17.73 132 0.37 18.57 13.85
33 0.15 21.12 15.48 133 0.43 22.52 15.74
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34 0.33 14.37 12.70 134 0.39 14.52 15.01
35 0.23 22.64 16.12 135 0.36 22.60 14.69
36 0.37 20.41 15.27 136 0.34 21.71 16.73
37 0.25 24.80 1551 137 0.45 20.79 14.95
38 0.45 25.20 16.96 138 0.29 21.31 14.96
39 0.29 22.87 15.44 139 0.41 38.88 20.94
40 0.31 20.77 15.78 140 0.27 14.95 14.02
41 0.29 20.95 15.64 141 0.33 16.06 12.89
42 0.34 16.87 11.67 142 0.36 19.81 14.22
43 0.26 22.31 16.87 143 0.35 24.16 15.85
44 0.34 29.24 20.11 144 0.37 30.44 17.76
45 0.26 33.46 18.48 145 0.34 30.05 19.40
46 0.47 28.70 19.67 146 0.32 36.52 18.09
47 0.23 24.54 17.49 147 0.33 24.34 16.65
48 0.31 28.97 15.50 148 0.39 29.28 17.24
49 0.16 32.88 20.33 149 0.26 25.53 18.60
50 0.36 20.31 16.62 150 0.44 16.95 12.56
51 0.37 21.40 15.52 151 0.4 22.60 16.42
52 0.36 26.10 16.42 152 0.36 19.36 15.62
53 0.29 19.22 13.95 153 0.48 21.27 17.04
54 0.42 25.06 15.17 154 0.41 27.71 16.92
55 0.31 17.83 14.78 155 0.31 26.08 17.73
56 0.27 26.04 16.38 156 0.41 28.20 18.15
57 0.38 31.47 18.99 157 0.41 23.80 19.54
58 041 25.74 18.04 158 0.38 27.20 16.76
59 0.35 36.15 22.46 159 0.44 30.49 16.28
60 0.45 33.05 17.94 160 0.34 37.78 21.23
61 0.26 20.58 15.65 161 0.31 20.80 13.91
62 0.38 19.65 14.89 162 0.33 28.76 18.62
63 0.26 17.26 14.18 163 0.4 21.56 14.29
64 0.37 25.26 16.82 164 0.38 15.79 11.46
65 0.31 25.26 21.82 165 0.34 27.63 15.59
66 0.56 23.49 16.20 166 0.37 20.77 14.82
67 0.43 20.54 14.18 167 0.34 26.26 15.57
68 0.42 42.54 23.37 168 0.29 28.23 18.04
69 0.44 23.05 17.04 169 0.32 31.83 20.32
70 0.41 29.25 19.62 170 0.43 15.00 13.14
71 0.26 21.73 17.38 171 0.37 28.53 16.57
72 0.36 23.77 15.65 172 0.39 24.25 17.48
73 0.37 25.99 16.74 173 0.35 28.96 17.48
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Cizelge 4.2°nin devamu.

74 0.37 26.06 15.28 174 0.39 18.46 15.62
75 0.3 20.83 15.17 175 0.32 2451 15.59
76 0.31 16.97 13.98 176 0.38 20.88 15.87
77 0.27 24.20 15.18 177 0.4 20.67 12.18
78 0.38 23.53 15.56 178 0.31 33.27 19.71
79 0.28 22.11 17.73 179 0.39 35.31 19.12
80 0.4 40.75 21.12 180 0.42 27.86 16.99
81 0.28 16.86 12.12 181 0.39 34.66 18.93
82 0.4 20.67 15.07 182 0.34 35.90 20.42
83 0.3 31.67 17.50 183 0.44 30.71 20.39
84 0.38 25.30 15.84 184 0.31 29.88 17.79
85 0.25 23.05 15.82 185 0.43 36.66 21.24
86 0.26 21.46 14.31 186 0.29 19.79 14.78
87 0.2 24.23 17.37 187 0.36 24.77 15.73
88 0.42 17.28 13.46 188 0.35 26.49 16.11
89 0.25 19.51 16.20 189 0.38 33.07 19.35
91 0.36 29.92 19.79 191 0.39 28.09 17.60
92 0.38 37.49 20.52 192 0.43 16.21 14.13
93 0.31 28.66 18.87 193 0.35 16.95 13.03
94 0.25 26.14 18.76 194 0.39 24.34 16.93
95 0.38 22.61 16.72 195 0.48 26.14 17.71
96 0.36 27.72 18.94 196 0.29 20.78 15.22
97 0.28 16.75 14.97 197 0.43 24.90 20.80
98 0.34 27.08 17.32 198 0.37 27.36 15.93
99 0.37 32.83 17.73 199 0.39 33.56 18.09
100 0.43 22.39 17.20 200 0.34 20.97 12.89

4.1.3. Yesil herba, yesil yaprak ve yesil sap miktari

Hasat sonrasinda yesil bitkilere ait bitki basina yesil herba miktar1 (g/bitki)
yaprak miktar1 (g/bitki), sap miktar1 (g/bitki), herba miktar1 (g/bitki) ve yaprak/sap
oranlar1 belirlenmistir. Bitki basina yesil yaprak miktar1 ortalamasi 125.3 g, bitki basina
yesil sap miktar1 ortalamas1 96.5 g, bitki basina yesil herba miktar1 ortalamas1 263.0 g
olarak tespit edilmistir. Bitki basina yesil yaprak miktar1 en yiliksek 183 numarali
genotip 323.56 g, en diisilk 186 numarali genotip 41.5 g olarak Olglilmiistiir. Bitki
basina yesil sap miktar1 bakimindan en yiliksek miktar 100 numarali genotipte 299.1 ¢
olurken, en diisiik miktar ise 25.84 g ile 160 numarali genotiptir. Bitki basina yesil
herba miktar1 68 numarali genotipte 655.4 g ile en yiiksek, 186 numarali genotipte 76.2
g ile en diisiik miktarlar olarak olgiilmiistiir. Denemenin birinci yilina ait yesil herba,
yesil yaprak ve yesil sap miktar1 Cizelge 4.3.” te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Denemenin birinci yilinda yesil herba, yesil yaprak ve yesil sap miktar1

Klon | Bitki basina yesil herba | Bitki basina yesil yaprak Bitki basina yesil sap miktar1
No miktar (g/bitki) miktar (g/bitki) (g/bitki)
1 153,5 84.8 41

2 126.6 62.97 37.46
3 168 81.1 451

4 130.7 63.37 41.29
5 133.84 55.7 46.1

6 170 83.63 53.66
7 172.2 105.8 49.3

8 185.8 83.18 64.41
9 132.2 64.7 43.3
10 271.9 124.67 74.96
11 229.1 111.9 84.6
12 306.9 155.42 121.75
13 255.2 116.4 103.3
14 326 152.46 131.85
15 132.7 69.5 46.5
16 196.4 75.4 80.22
17 170.3 76.3 68.5
18 234 116.89 80

19 398.04 221.3 149.7
20 192.05 97.98 57.58
21 162 120.8 43.3
22 273 136.23 99.02
23 185.2 107.9 65.2
24 203.74 106.21 64.57
25 203.43 89.3 72.2
26 275.2 119.05 101.68
27 281.98 136.1 94.2
28 100.88 40.74 31.26
29 285.6 143.6 79.6
30 1455 73.74 36.26
31 174.24 955 44.2
32 304.93 100.61 111.77
33 151.3 74.1 38

34 204.15 95.42 63.74
35 167.4 101.1 44.8
36 483.8 169.41 197.06
37 221.56 113.6 79.8
38 330.52 155.24 121.2
39 296 156.2 89.7

Devami arkada
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Cizelge 4.3’iin devamu.

40 266.2 119 86.1
41 302.1 130.9 104.2
42 209.28 91.65 58.25
43 184.86 71.8 71.8
44 426.7 152 156.33
45 272.2 105.8 92.2
46 403.9 182.35 118.67
47 265.9 127.5 95.4
48 5325 254.74 183.08
49 89.3 41.9 29.2
50 366.3 130.65 108.54
51 207.86 96.3 68.6
52 231.7 105.7 55.3
53 207.9 105.1 60.2
54 401.4 138.08 160
55 160.8 77.6 45

56 234.7 86.6 58.07
57 331.97 1554 121.09
58 147.86 55.26 38.27
59 227.1 99.9 44.8
60 376 150.62 125.28
61 2521 96.8 70.1
62 404.78 207.6 113.89
63 263.5 127.8 70.6
64 360.4 162.68 110.88
65 170.18 51.1 69

66 340.34 158.16 131.86
67 300.6 145.2 98.3
68 655.4 282.75 229.45
69 321.43 131.2 124.2
70 454.7 186.57 169.1
71 181.9 76.3 44.1
72 224.6 92.4 69.12
73 251.75 121.6 91.3
74 200.5 82.84 60.2
75 303.6 90.6 89.4
76 208.83 79.22 54.38
77 195.3 1125 49.7
78 271.63 111.47 81.26
79 231.74 123.4 73

80 218.1 85.62 69.09
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81 252.9 105.5 66.2
82 260.9 97.96 83.87
83 221.15 58.4 51.8
84 259.5 102.7 51.82
85 204.7 99.5 431
86 248.85 101.85 55.19
87 328.04 124.8 95.5
88 269.2 106.77 74.42
89 331.2 131 103
91 320.09 128.1 954
92 309.08 129.07 82.57
93 393.05 285.3 108.2
94 309.27 133.43 79.73
95 389.4 100.8 108.7
96 297.2 103.68 83.4
97 301.1 103.31 88

98 190.6 94.1 58.65
99 336.5 123.97 82.86
100 617.3 290.7 299.1
101 232.55 133.44 82.14
102 250.1 114 97.2
103 131.86 66.25 52.21
104 261.4 134.2 96.5
105 200.6 67.72 71.63
106 259.8 119.8 110.7
107 296.82 162.36 101.41
108 237 105.2 96.4
109 334.42 152.11 127.9
110 250.9 94.3 153.2
111 267.45 156.78 86.64
112 432.2 232.7 131.7
113 257 144.42 93.06
114 259.4 133.4 90.2
115 336.58 183.62 132
116 228.3 108.8 102.9
117 177.06 86.5 71.7
118 530.7 3155 199.8
119 226.95 110.61 110.29
120 245.2 137 1143
121 222.63 88.47 105.6
122 304.8 164.7 116.8
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123 556.48 301.6 215.68
124 146.2 71.1 60.4
125 253.76 105.42 127.95
126 306 161.3 133.4
127 332.42 160.34 149.53
128 279.1 160.5 104.1
129 212 102.17 87.97
130 312.8 177.6 116.8
131 152.47 62.76 62.83
132 173.4 90.9 73.3
133 303.67 116.94 114.64
134 221.8 118.8 102.7
135 117.34 58.11 43.33
136 122.7 49.8 60

137 285.79 176.35 81.41
138 174.6 86.5 79.8
139 157.61 74.1 57.42
140 221.8 89.8 122.2
141 137.9 116.02 108.34
142 139.3 120 71.3
143 94.95 54.16 25.45
144 204.6 106.8 91.6
145 180.57 137.98 117.92
146 332.3 141.6 193.4
147 346.18 167.48 158.66
148 304.5 151.9 149.6
149 276.61 131.67 114.06
150 99.1 47.7 47.9
151 231.13 124.98 79.31
152 233.27 109.91 66.11
153 234.34 102.6 91.11
154 324.93 147.54 130.72
155 319.72 170.02 123.83
156 22591 101 86.65
157 150.21 77.6 57.41
158 185.21 92.56 67.08
159 284.61 143.65 135.9
160 77.3 30.25 25.84
161 167.2 88.5 70.9
162 314.7 1775 131.2
163 137.84 66.9 66.9
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164 460.3 285.7 146.5
165 213.06 82.46 98.69
166 491.7 2241 165.3
167 165.31 80.44 67
168 241.9 122.2 107.4
169 286.51 149.27 104.61
170 320.7 125.2 91

171 229.76 121.21 82.38
172 172.7 89.3 80.3
173 170.33 87.8 59.2
174 261.9 1411 105.7
175 170.3 86.79 67.43
176 235.4 1185 71.8
177 312.92 160.32 119.53
178 226.4 121.4 93.3
179 472.4 227.03 212
180 274.6 159.5 1115
181 193.8 87.52 75.19
182 277.1 163.1 105.6
183 638 323.56 291.12
184 296.6 164 128.3
185 389 200.01 167.82
186 76.2 41.5 27.2
187 186 88.19 76.06
188 1191 103.5 71.2
189 238 126.76 88.5
191 380.9 173.29 170.92
192 398.7 171.7 204.7
193 217.11 123.9 63.27
194 325.3 167.4 136
195 280 128.35 122.22
196 306.7 156.9 124.2
197 366.46 161.72 183.73
198 309 166.5 126
199 261.3 202.24 141.29
200 387.52 115.8 124.6

4.1.4. Steviosid ve rebaudiosid A
200 adet bitkide kurutulmus stevia yapraklarindan HPLC ile yapilan igerik

analizlerinde bitki basina ortalama steviosid miktar1 % 8.1, bitki basina ortalama
rebaudiosid A miktart % 4.7, bitki basina ortalama steviosid+rebaudiosid A miktar1 %
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12.8 ve bitki basina ortalama reb A / steviosid orami1 0.59 olarak Ol¢lilmiistiir. Bitki
basina rebaudiosid A miktart en yiiksek 146 numarali genotipte % 13.69 olurken en
diisitk 30 numarali genotipte % 1.94 olarak Sl¢iilmiistiir. Bitki basina steviosid miktari
bakimindan en yiiksek genotip % 16.0 iceren 66 numarali genotip olurken, en diisiik
genotip 19 numarali % 2.1 iceren olmustur. 66 numarali genotip 200 bitki i¢in yapilan
Olctimlerde % 23.83 ile en yiiksek steviosid+rebaudiosid A miktarina sahip olmustur.
Denemenin birinci yilina ait steviosid ve rebaudiosid A miktari, steviosid+rebaudiosid
A miktar1 ve reb A / steviosid orani1 Cizelge 4.4.° te verilmistir.

Cizelge 4.4. Denemenin Dbirinci yilina ait steviosid, rebaudiosid A,
steviosid+rebaudiosid A miktar1 ve reb A / steviosid orani

Klon | reb A (%) stv (%) reb A/stv reb A+stv (%)
?O 8.58 12.5 0.69 21.05
2 6.73 11.0 0.61 17.72
3 5.02 9.7 0.52 14.73
4 8.09 10.9 0.74 18.97
5 4.49 8.4 0.54 12.88
6 3.49 8.1 0.43 11.58
7 7.04 55 1.27 12.56
8 6.65 7.1 0.94 13.75
9 4.35 8.9 0.49 13.30
10 6.94 8.5 0.81 15.47
11 4.93 10.4 0.47 15.36
12 3.95 3.2 1.25 7.11
13 4.97 8.3 0.60 13.31
14 7.24 59 1.22 13.18
15 - 11.6 - 11.61
16 7.95 7.8 1.01 15.80
17 7.14 10.6 0.67 17.74
18 5.96 8.0 0.74 13.96
19 0.92 2.1 0.44 3.03
20 6.03 10.4 0.58 16.48
21 5.94 9.0 0.66 14.93
22 5.66 7.3 0.77 12.98
23 4.50 9.2 0.49 13.67
24 3.75 7.7 0.49 11.43
25 5.30 114 0.46 16.71
26 4.29 114 0.38 15.70
27 4.12 8.9 0.46 13.01
28 - 12.3 - 12.29

Devami arkada

58



BULGULAR VE TARTISMA

B.KAPLAN

Cizelge 4.4’iin devamu.

29 |- 0.0 -

30 | 194 4.9 0.40 6.82
31 |6.63 2.8 2.34 9.47
32 |- 111 - 11.06
33 | 7.14 7.7 0.93 14.83
34 | 584 9.3 0.63 15.13
35 |- 114 - 11.41
36 | 523 10.2 0.51 15.46
37 | 3.64 7.9 0.46 11.56
38 | 4.08 9.2 0.44 13.25
39 | 558 51 1.08 10.72
40 | 2.46 7.0 0.35 9.50
41 | 461 6.8 0.68 11.44
42 | - 10.0 - 10.00
43 | 2.29 9.6 0.24 11.92
44 | 7.86 8.4 0.94 16.25
45 | 293 9.3 0.32 12.21
46 | 5.44 7.8 0.70 13.19
47 | - 2.7 - 2.74
48 | 6.62 7.3 0.90 13.95
49 | 3.42 8.5 0.40 11.91
50 | 3.55 7.0 0.51 10.50
51 |5.22 141 0.37 19.31
52 | 5.22 13.8 0.38 18.98
53 |3.04 2.8 1.09 5.81
54 | 8.74 116 0.75 20.35
55 | 5.72 9.8 0.58 15.52
56 | 9.85 11.8 0.83 21.66
57 | 545 12.8 0.43 18.22
58 | 6.45 6.8 0.95 13.23
59 |381 4.5 0.84 8.34
60 | 4.25 4.8 0.88 9.09
61 | 6.72 8.5 0.79 15.22
62 | 6.02 8.9 0.67 14.95
63 | 3.99 7.5 0.53 11.51
64 | 391 10.1 0.39 14.00
65 | 591 6.2 0.95 12.15
66 | 7.87 16.0 0.49 23.83
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67 | 3.30 6.2 0.53 9.52
68 | 582 12.2 0.48 18.04
69 | 7.87 8.3 0.94 16.21
70 | 7.44 6.9 1.07 14.38
71 | 6.50 12.6 0.52 19.10
72 |6.83 7.1 0.96 13.98
73 | 4.68 13.2 0.36 17.85
74 | 334 6.8 0.49 10.16
75 594 4.7 1.27 10.64
76 | 6.24 9.5 0.66 15.73
77 | 697 10.3 0.68 17.24
78 |6.24 12.9 0.48 19.16
79 |- 111 - 11.08
80 | 4.74 9.6 0.49 14.34
81 | 437 11.7 0.37 16.04
82 | 7.95 54 1.48 13.33
83 | 7.27 6.7 1.09 13.93
84 | 595 15.2 0.39 21.19
85 | 3.69 7.8 0.47 11.52
86 | - 0.0 - -

87 |3.83 7.8 0.49 11.64
88 | 7.99 10.4 0.77 18.40
89 |- 0.0 - -

91 | 5.68 5.8 0.98 11.47
92 |3.70 12.8 0.29 16.46
93 | 7.50 8.1 0.92 15.61
94 | 2.36 55 0.43 7.83
95 | - 11.0 - 11.01
96 | 7.09 9.2 0.77 16.34
97 | 491 4.2 1.17 9.10
98 | 5.87 14.3 0.41 20.20
99 | 6.46 8.5 0.76 14.97
100 | 7.60 10.1 0.75 17.72
101 | 5.87 7.0 0.84 12.84
102 | 4.68 3.3 1.43 7.96
103 | - 9.7 - 9.67
104 | 6.16 6.3 0.97 12.48
105 | 6.78 12.3 0.55 19.06
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106 | 3.50 59 0.59 9.38

107 | 6.28 7.9 0.79 14.22
108 | 3.83 10.0 0.38 13.84
109 | - 15.3 - 15.28
110 | 7.93 12.5 0.64 20.39
111 | 6.86 4.8 1.42 11.69
112 | 3.27 8.7 0.37 12.00
113 | 4.47 6.4 0.70 10.89
114 | 4.05 7.4 0.55 11.44
115 | 5.26 10.5 0.50 15.76
116 | 7.40 6.7 111 14.09
117 | 4.49 8.9 0.51 13.38
118 | 6.03 7.7 0.79 13.69
119 | 5.46 15.5 0.35 20.92
120 | 6.19 6.3 0.98 12.50
121 | 4.77 8.3 0.58 13.03
122 | 4.30 8.1 0.53 12.39
123 | 4.06 10.3 0.39 14.41
124 | 4.46 4.9 0.91 9.33

125 | 4.35 13.2 0.33 17.58
126 | 4.03 11.8 0.34 15.79
127 | 4.24 12.4 0.34 16.62
128 | 3.95 11.0 0.36 14.98
129 | 6.22 55 1.13 11.75
130 | 4.09 13.7 0.30 17.78
131 | 4.95 8.9 0.56 13.80
132 | 3.78 4.6 0.83 8.33

133 | 8.47 8.2 1.03 16.68
134 | 4.50 8.0 0.57 12.45
135 | 4.26 8.6 0.50 12.87
136 | 5.51 8.0 0.69 13.53
137 | 6.51 12.2 0.53 18.74
138 | - 10.5 - 10.46
139 | 3.61 10.1 0.36 13.71
140 | 3.39 11.2 0.30 14.56
141 | 8.56 11.8 0.73 20.33
142 | 3.34 10.8 0.31 14.17
143 | 3.74 7.1 0.52 10.87
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144 | - 52 - 5.21
145 | 4.76 12.9 0.37 17.70
146 | 13.69 9.6 1.42 23.34
147 | 6.79 8.0 0.85 14.79
148 | 5.72 55 1.05 11.20
149 | - 0.0 - -

150 | 5.60 5.0 1.12 10.63
151 | 5.83 8.0 0.73 13.83
152 | - 13.9 - 13.94
153 | 6.10 12.8 0.48 18.88
154 | 3.05 6.9 0.44 9.96
155 | 4.58 7.5 0.61 12.11
156 | 4.94 6.1 0.81 11.03
157 | 2.62 4.9 0.54 7.51
158 | 7.21 4.0 1.80 11.20
159 | 4.47 14.5 0.31 18.93
160 | 4.56 7.0 0.65 11.59
161 | 9.20 8.1 1.14 17.28
162 | 3.60 7.4 0.48 11.04
163 | 4.18 6.6 0.63 10.81
164 | 4.18 10.4 0.40 14.62
165 | 6.54 3.4 191 9.95
166 | 4.56 6.7 0.68 11.27
167 | 6.41 7.0 0.91 13.45
168 | 3.49 10.0 0.35 13.45
169 | 4.36 11.7 0.37 16.08
170 | 6.24 116 0.54 17.87
171 | 5.90 6.3 0.93 12.24
172 | 3.64 8.6 0.42 12.20
173 | 5.86 5.7 1.03 11.55
174 | 5.72 3.8 1.49 9.57
175 | 5.76 3.9 1.47 9.68
176 | 5.44 6.1 0.89 11.58
177 | 5.21 9.7 0.54 14.86
178 | 6.96 4.6 1.52 11.52
179 | 4.97 5.7 0.87 10.66
180 | 4.73 51 0.93 9.80
181 | 4.70 5.7 0.83 10.36
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Cizelge 4.4’iin devamu.

182 | 5.91 6.0 0.98 11.92
183 | 7.14 7.7 0.93 14.81
184 | 6.51 5.5 1.18 12.02
185 | 8.61 8.6 1.01 17.16
186 | 3.23 4.0 0.80 7.27
187 | 431 9.9 0.43 14.24
188 | 6.40 6.7 0.96 13.10
189 | - 6.4 - 6.44
191 | 7.51 7.5 1.00 14.99
192 | 5.55 0.0 - 5.55
193 | - 8.0 - 7.98
194 | 6.36 7.4 0.85 13.81
195 | 4.32 5.0 0.87 9.29
196 | 7.57 10.7 0.70 18.31
197 | 3.92 10.8 0.36 14.68
198 | - 8.1 - 8.14
199 | 5.40 12.7 0.43 18.08
200 | 3.22 7.8 0.41 11.00

Sekil 4.1’de stevia yapragindan ektrakte edilmis bir Grnege ait kromotogram
gosterilmektedir.

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (BEGUM 2015-04-23 21-23-1511052.0)
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Sekil 4.1. Stevia rebaudiana Bertoni’ ye ait 6rnek kromotogram
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105 numarali genotipe ait kromotogramda 7. dakikada gelen steviosid ve 9.
dakikada gelen rebausiosid A pikleri goriilmektedir. Bu genotipin steviosid miktar1 %
12.3, rebaudiosid A miktar1 % 6.78 olarak Slgiilmiistiir.

4.1.5. Varyasyon kaynagina ait verilerin degerlendirilmesi

Stevia bitkisi 21-27 ° giiney enlemleri icinde yer alan Paraguay subtropikal
bolgesinde dogal yayilis gosteren bir bitki olmasina ragmen, farkli cografyalarda da bu
tiiriin yetistirilmesi i¢in ¢esitli denemeler yapilmistir. Kore’ye 1973 yilinda ilk kez
tanitilan stevia bitkisi i¢in yapilan adaptasyon c¢aligsmalariyla, bes yil gibi kisa bir siirede
dekardan elde edilen stevia yapragi 200-250 kg olmustur (Chung ve Lee 1978).
Lokasyondan kaynakli iklimsel farkliliklardan dolay:r Stevia rebaudiana yetistirme
kosullarinin Kore i¢in optimize edilmesi gerekmistir (Chung ve Lee 1978; Lee vd.
1980). Ornegin; bitki i¢in gereken kritik giindiiz uzunlugunun 12 saat oldugu, giin
uzunlugu 12 saatin altina distiigiinde bitkinin biiylimesinin ciddi anlamda yavasladigi
gbzlenmistir. En yiiksek steviosid igerigi bitki yapraklarinin iist kisminda goriiliirken, en
diistik steviosid igerigi ise alt 20 cm altindaki bitki kisimlarinda bulunmustur. Tavarini
ve Angelini (2013) hasat zamaniyla rebaudiosid A / steviosid orani arasinda iliski
oldugunu ve ¢icek olusum zamanma kadar hasadin geciktirilmesinin, yaprak kuru
agirhigim fark edilir sekilde arttirdigini bildirmislerdir. Bu calismayla benzer sekilde
Antalya sartlarinda 6nceki yillarda adaptasyonu saglanmis olan stevia bitkisi i¢in uygun
hasat zamaninin ¢i¢ceklenmenin hemen oncesinde oldugu ve yine glikozit igeriginin bu
donemde en iist seviyeye geldigi tarafimizca tespit edilmistir (Turgut vd. 2015). Bu
nedenle denemenin yiiriitiildiigii {i¢ y1l boyunca hasat ¢igeklenmenin hemen oncesinde
yapilmistir.

Iklim bitkilerin biiyiime ve gelismeleri iizerindeki en &nemli gevresel
faktorlerdendir. Bitkinin ihtiya¢ duydugu iklimsel kosullar bitkiye gore degiskenlik
gosterir. Stevia bitkisinin dogal yayilis alan1 subtropikal iklim kosullarina sahiptir. Bu
bolgenin ( Asuncion ) ortalama yillik sicakligi ilkbahar ve yaz aylarinda (Ekim’den
Mart’a kadar) 21° C ile 32°C arasinda olurken sonbaharda ve kigin (Nisan’dan Eyliil’e
kadar) sicaklik 10° C ile 21°C arasindadir. Yilin bityiik bir bolimiinde sicak ve nemli
iklim vardir. Bu bolgede Haziran’dan Agustos’a kadar olan donemde geceleri ¢ok diisiik
sicakliklar goriilebilir. Stevia en iyi gelismeyi yillik sicaklik ortalamasi 31 °C, yagis1 ise
1400 mm olan alanlarda gostermektedir. Don olaylarina kars1 hassastir. Yiiksek 1s1k
yogunlugu olan ve yiiksek sicaklifa sahip bolgelerde daha yliksek yaprak firetimi
saglanmaktadir. Yapilan agonomi caligmalari bitkinin mutlak -3 °C ile 15-30 °C
arasinda degisen sicaklik degerlerine dayanabildigini gdstermistir. Antalya’nin genel
olarak iklim karakteristigi Akdeniz iklimidir. Yazlar1 sicak ve kurak, kislar1 ilik ve
yagislt olarak gecer. Deniz seviyesi’'ne yakin olan kesimlerde nem miktar1 6zellikle
Temmuz Agustos aylarinda oldukca yiiksektir, yillik ortalama nispi nem % 64
civarindadir. Deniz seviyesi’nden yiiksek kesimlerde yar1 karasal iklim goriiliir. Yazin
ortalama sicaklik 28-36 °C arasindadir. Don bazi yillarda birkag¢ giin hari¢ nerdeyse hig
goriilmez. Stevianin soguga kars1 dayanikli olmadigr ve ¢ok kisa bir siire sifira yakin
sicakliga dayanabildigi bildirilmistir (Sing ve Rao 2005). Antalya’nin kiy1 bolgesinde
yazlar hem uzun hem de sicaktir. Uzun yaz giinlerinde giin uzunlugu neredeyse 15 saate
yakin olmaktadir. Haziran ay1 ortalama giin uzunlugu 14.8 saat olurken Eyliil ayi
ortalama giin uzunlugu 12.4 saat olarak kaydedilmistir. Yillik ortalama yagis miktar1 ise
1100 mm civarindadir.
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Stevianin bilyiimesi ve ¢igeklenmesi radyasyon, giin uzunlugu, sicaklik, toprak
nemliligi ve riizgar gibi gevresel faktorlerden etkilenir. Yapilan g¢alismalar verimin
temel olarak fenotipik ekspresyonunun iklim ve g¢evre kosullardan etkilenen bitkinin
genetik karakterine bagli oldugunu gosterir (Metivier ve Viana 1979; Ermakov ve
Kotechetov 1996). Stevianin iyi bir gelisim gosterebilmesi i¢in toprak tuzlulugunun
disiik, pH’min 6.5-7.7 arasinda ve drenajmin iyi olmasi gerektigi bildirilmistir
(Landazuri ve Tigero 2009).

Denemenin yiuriitiildiigii tic yil degerlendirildiginde yillar boyunca ortalama
sicaklik degerleri biiylik bir degiskenlik gostermezken 2016 yilinda yil i¢i ortalama
sicaklik degeri diger yillara gore yaklasik olarak 1°C artis gostermistir. Yillik yagis
miktar1 ¢alismanin yiiriitiildiigii yillarda biiylik degiskenlikler gostermistir. 2014 yilinda
yillik toplam yagis miktar1 1.235,70 mm, 2015 yilunda 903.60 mm ve 2016 yilinda
478.60 mm olarak Ol¢iilmiistiir. Ortalama nem miktar1 deneme stiresince ilk yil (2014)
%065 olarak olgiiliirken diger yillarda bu deger %61 olarak kaydedilmistir.

Calismanin birinci yilinda secilen bitkiler araziye li¢ yil Once dikilmistir. Bu
nedenle varyasyon kaynaginin olusturuldugu ilk yil bitkiler agronomik acidan
degerlendirildiginde iyi gelisim gostermis ve bulunduklari ortama uyum saglamislardir.
Yaprak alaninin ve yaprak g¢evresinin bir yillik klonal olarak yetistirilen bitkilerin diger
bitkilerden neredeyse 2.5 kat daha fazla oldugu bulunmustur. Buradan bitkinin yast1 ile
yaprak alani ve yaprak cevresi arasinda pozitif yonde bir iligski oldugu one siiriilebilir.
Yaprak kalinligi ii¢ yasindaki varyasyon kaynaginda 0.39 mm olurken bir yasindaki
bitkilerdeki iki yilin ortalamasi 0.43 mm olmustur. Bu da bitkinin yaslandik¢a yaprak
kalinligmin azaldigin1 gostermektedir. Bunun da nedeni degisen cevresel faktorlere
uyum saglama siirecindeki ve kendi fizyolojik aktivitelerini devam ettirdigi siiregteki
degisen metabolik aktiviteleri olabilir. Yaprak/ sap orami ilk yil 1.18 olarak
bulunmustur. Tiim herba ve yaprak miktarinin yariya diistiigi bir yasinda klonlarin
oldugu diger yillarda ise oran 0.98-1.03 arasindadir. Bu da bize yaprak/sap oraninda ¢ok
biiyiik bir degiskenlik olmadigini géstermektedir. Tateo vd. (1998) yaptiklar1 ¢calismada
toplam steviosid miktarinin yaprak/sap miktariyla pozitif korelasyon gosterdigini
bildirmislerdir.

Varyasyon kaynagini temsil eden {i¢ yasindaki bitkilerde herba miktari, yesil
yaprak miktar1, sap miktar1 ve kuru yaprak miktar1 bir yillik diger bitkilerden neredeyse
iki kat daha fazladir. Calismamizda verim kriterleri baslangigta belirledigimiz
seleksiyon kriterlerinden olmadigi i¢in degerlendirme siirecinde kimyasal igerikler 6n
planda tutulmustur.

Cevresel kosullarin ve cesitlerin farkli olmasida bitkiye ait performans
Ozelliklerinin farkli olabilmesine neden olmaktadir. Bu nedenle ozellikle gevresel
faktorlerden yiiksek oranda etkilenen stevia bitkisi i¢in yapilacak olan verim ve icerige
ait bulgularin her yilin iklimsel kosullarinda, bulundugu lokasyonda degerlendirilmesi
uygun olacaktir. Ozellikle 1slah calismalarinda bitkinin bu hassasiyeti géz Oniinde
bulundurulmasi1 gerekir. Kumar vd. (2014) iki farkli stevia c¢esidiyle yaptiklari
calismada yaprak/sap oranmin 1.14 ‘den 3.83’e¢ Megeji vd. (2005) ise 0.9’dan 2.0° a
kadar degistigini bildirmislerdir. Ceunen ve Genus (2013) bu farkliligin gevresel
kosullardan 6zellikle fotoperiyodizmden olabilecegini ortaya koymuslardir. Yaptigimiz
calismada lokasyonun ve kullanilan ¢esidin ayni oldugu g6z Oniine alindiginda;
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yaprak/sap orant 0.98 ile 1.18 arasinda degismis ¢alismanin yiiriitiildiigl ti¢ y1l boyunca
cok biiyiik bir farklilik gdéstermemistir. Brandle ve Rosa (1992) yaprak/sap oraninin
steviosid igerigi ve verimle iligkisinin olmadigimmi1 fakat agronomik ve kimyasal
iyilestirmelerle bunun miimkiin olabilecegini bildirmislerdir. Tateo vd. (1998) yaprak/
sap oraninin steviosid igerigiyle pozitif iligkili oldugunu ortaya koymuslardir.

Hasat oncesinde elde edilen baz1 agronomik verilerle, hasat sonrasinda elde edilen
ve temel seleksiyon kriterlerimiz olan reb A, stv ve reb A+stv arasindaki iligki
degerlendirilmistir. Yaprak kalinlig1 ile reb A arasinda pozitif yonde yaklasik olarak %
20 lik iligki gozlenmistir. Benzer sekilde Shyu (1994) yaptigi calismada yaprak
kalinlig1 ile rebaudioside A arasinda yiiksek oranda iliski oldugunu bildirmistir.
Giberrelin biyosentez yolundan iiretilen reb A i¢in yaprak kalinligi ile giberellin sentezi
arasindaki iliskide incelenebilir. Reb A ve yaprak kalinligi (mm) arasindaki dagilim
grafigi Sekil 4.2.’de gosterilmistir.

16,0
14,0 &
12,0
10,0

8,0

Reb A

6,0
4,0
2,0

0,0 -
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Yaprak kalinhigi (mm)

Sekil 4.2. Reb A ve yaprak kalinlig1 (mm) arasindaki dagilim grafigi

Reb A ve klorofil miktar1 arasindaki iliski degerlendirildiginde yaklasik olarak %
20’ lik pozitif iligski oldugu bulunmustur. Weng vd. (1996) benzer sekilde yiiksek reb A
miktartyla klorofil ve yaprak alani arasinda pozitif iligki oldugunu bildirmislerdir. Reb
A ve klorofil arasindaki dagilim grafigi Sekil 4.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Reb A ve klorofil arasindaki dagilim grafigi
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Yaprak kalinlig1 ile steviosid arasinda zayif bir iligski oldugu gozlenmistir. Bu da
biyosentez yolunda rebaudiosid A’nin steviosidden sonra sentezlenmesiyle iliskili
olabilir. Degiskenler arasindaki iliskiler degerlendirildiginde klorofille reb A arasindaki
iliskinin, klorofille steviosid arasindaki iliskiden daha yiiksek oldugu sdylenebilir.
Cizelge 4.6.°da varyasyon kaynaginda bazi1 karakterlere ait korelasyon degerleri

verilmistir.

Cizelge 4.5. Varyasyon kaynaginda baz1 karakterlere ait korelasyon degerleri

Degiskenler Pearson Korelasyon Katsayisi (r) p degeri
Yaprak kalinhgi-Reb A 0.209 0.003
Yaprak kalinhgi-Stv 0.148 0.037
Yaprak kalinhgi-Reb A+Stv 0.23 0.001
Klorofil-Reb A 0.208 0.003
Klorofil-Reb A+Stv 0.145 0.04
Bitki basina yesil sap miktari-Reb A 0.177 0.013

Burada daha ¢ok steviol glikozitlerin bitkinin morfolojik ve anatomik
Ozellikleriyle arasindaki iliski degerlendirilmistir. Cevresel kosullardan daha ¢ok
etkilenen bitki boyu, yaprak kalinligi, yaprak alani gibi karakterlerin gevresel
kosullardan ¢ok i¢ faktorlerden etkilenen rebaudioside A ve steviosid arasindaki
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iliskinin ¢ok giiclii olmadigr gorilmiistir. Stevia rebaudiana’ nin yabani
popiilasyonlarinda, fenotip ve yaprak analizleri biliyiik degiskenlik gosterir.

Cesitli yetistirme ve 1slah programlarinda, yapraklarinda farkli diizeylerde
steviosid bulunan gesitli bitki genotipleri ile seleksiyon c¢alismalar1 yiritilmistiir.
Shock (1982) steviada yaptigi ¢alismada 200 sira bitki dikmig, 17 siranin Steviosid
igerigini izlemis ve seleksiyon progami belirli bir siire devam ettikten sonra bile,
yapraklardaki steviosid igeriginin, bitkiler arasinda 6nemli 6l¢iide degiskenlik (% 4-16)
gosterebildigini bildirmistir (Bian 1981; Nakamura ve Tamura 1985). Handro vd.
(1993) ise bu dogal degiskenligin kismen de olsa tiiriin biiyiik dlglide genetik olarak
farkli bitkilerle ¢aprazlanmasi nedeniyle olabilecegini bildirmislerdir. Calismamizda
varyasyon kaynagi olarak sectigimiz 200 bitki tamamen fenotipik goriiniislerine gore
(yaprak sayisi, dal sayisi, boy uzunlugu vb.) secilmistir. Yaptigimiz icerik analizleri
sonucunda bu 200 bitki arasinda steviosid ve rebaudiosid A bakimindan olduk¢a genis
bir varyasyon oldugu ortaya c¢ikmistir. Steviosid igerigi % 2-16 arasinda degisirken
rebaudiosid A igerigi % 1-13 arasinda degiskenlik gostermistir. Yapilan baska bir
calismada ise; popiilasyonda bulunan fenotipik farkliliklar arastirilmis ve bunlarin
gecerli bir taksonomik cesitlilige gore siniflandirilmalart basarilamamigtir (Monteiro
1980). Bunun yanisira; ekilen Stevia rebaudiana bitkilerinden elde edilen tatlandirict
molekiillerin {iretiminde nicel ve nitel diizensizlik oldugu rapor edilmistir. Popiilasyon
icindeki fonetipik cesitlilik, tiirlin agik tozlasma davranisi ile iliskilendirilmektedir
(Tateo vd. 1998).

4.2. A Klonlarina Ait Bulgular
4.2.1. A Klonlarmn seleksiyonu

Varyasyon kaynagina ait hasat 6ncesi ve sonrasinda elde edilen veriler (yaprak
kalinlig1 (mm), bitki boyu (cm), yaprak alan1 (mm?), yaprak c¢evresi (mm), klorofil, yesil
herba miktar1 (g/bitki), yesil sap miktar1 (g/bitki), ile steviosid (% stv), rebaudiosid A
(% reb A) oranlar1 degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore seleksiyon kriteri
olarak; yiiksek glikozit orani, yiiksek reb A/ stv, yalniz stv igeren, reb A=stv, yiiksek stv
orant ve yiiksek reb A orani belirlenmistir. Buna uygun olarak 40 genotip A klonu
olarak secilmistir. Seleksiyon kriterleri Cizelge 4.6.’da gdsterilmistir.

Cizelge 4.6. A klonlarinin seleksiyon kriterleri

Klon No REB A (%) STV (%) REB A+ STV (%) | Seleksiyon Kriteri
1 8.6 125 21.1 reb A+stv
4 8.1 10.9 19.0 reb A+stv
7 7.0 55 12.5 reb A/ stv
14 7.2 5.9 131 reb A/ stv
15 0.0 11.6 11.6 yalniz stv

Devami arkada
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Cizelge 4.6’nin devamu.

16 8.0 7.8 15.8 reb A=stv

28 0.0 12.3 12.3 yalniz stv iceren (yedek)
31 6.6 2.8 9.4 reb A/st v

44 7.9 8.4 16.3 reb A= stv

51 5.2 14.1 19.3 yiiksek stv

52 52 13.8 19.0 yiiksek stv

54 8.7 11.6 20.3 reb A+stv

56 9.8 11.8 21.6 reb A+stv

66 7.9 16.0 23.9 yiiksek stv

71 6.5 1.6 19.1 yiiksek stv

72 6.8 7.1 13.9 reb A/ stv

78 6.2 12.9 19.1 yiiksek stv

82 7. 54 13.3 reb A/ stv

83 7.3 6.7 14.0 reb A/ stv

84 6.0 15.2 21.2 yiiksek stv

88 8.0 10.4 18.4 yiksek reb A
93 7. 8.1 15.6 yiiksek reb A
96 7.1 9.2 16.3 reb A=stv

98 5.9 14.3 20.2 yiiksek stv

100 7.6 10.1 17.7 yiksek stv

105 6.8 12.3 19.1 reb A+stv

109 0.0 15.3 15.3 yalniz stv

111 6.9 4.8 11.7 reb A /stv
116 7.4 6.7 14.1 reb A/ stv

119 55 15.5 21.0 reb A+stv

129 6.2 5.5 117 reb a/ stv

133 8.5 8.2 6.7 yiksek reb A
141 8.6 11.8 20.4 reb A+stv

152 0.0 13.9 13.9 yalniz stv iceren
159 4.5 14.5 19 yi  sek stv
161 9.2 8.1 17.3 yiksek reb A
185 8.6 8.6 17.2 reb A/stv

191 7.5 7.5 15.0 reb Alstv

196 7.6 10.7 18.3 yiiksek reb A orani
202 7.4 7.3 14.7 reb A=stv

4.2.2. Bitki boyu ve Kklorofil yogunlugu

A klonlarini olusturan 40 klonda ( her klondan 5 bitki) bi¢cim Oncesi bitki boyu
(cm) ve SPAD-502, Osaka, Japan klorofil metre aleti kullanilarak yapraklarinin klorofil
igeriklerinin renk yogunlugu degerleri tespit edilmistir (her bitkiden 10 yaprak). Buna
gore; bitki boyu ortalamasi 78.32 cm ve klorofil igeriklerinin renk yogunlugu ortalamasi
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47.17 olarak belirlenmistir. A klonlarinda bitki boyu bakimindan en uzun olan 84
numarali genotipin 88.6 cm, en kisa olan 31 numarali genotipin ise 52.6 cm boya sahip
oldugu gozlenmistir. Klorofil yogunlugu bakimindan ise en yiiksek 72 numarali
genotipin 54.62, en diisiik 111 numarali genotipin 40.58 oldugu belirlenmistir. A
klonlarinda bitki boyu ve klorofil yogunlugu Cizelge 4.7.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. A klonlarinda bitki boyu ve klorofil yogunlugu

Klon | Bitki Klorofil Klon Bitki Klorofil
No Boyu (cm) No Boyu (cm)

1 79.0 40.72 15 68.4 43.2
66 84.6 45.02 98 69.6 45.12
7 81.2 45.54 100 70.2 45,58
14 86.8 49.96 105 74.8 42.50
16 62.0 46.56 109 77.8 49.78
4 72.6 50.60 110 80.2 46.48
44 81.0 47.80 111 70.2 40.28
51 73.4 47.40 116 88.0 48.84
52 84.0 42.00 119 69.2 47.34
54 76.4 48.28 129 69.4 44.00
28 72.6 46.52 133 73.2 48.78
56 74.8 42.20 141 67.0 52.18
71 86.2 46.92 152 64.4 42.32
72 82.0 54.62 159 65.3 44.36
78 74.2 48.72 161 69.2 48.24
82 76.0 44.84 185 69.4 50.90
83 81.6 49.98 191 73.2 53.28
84 88.6 44.6 196 67.0 45.34
88 80.4 50.98 202 64.4 46.26
96 57.6 48.82 31 52.6 41.35

4.2.3. Yaprak alani, cevresi ve kalinhgi

A klonlarinda hasat sonrasinda her klonu temsil eden 5 adet bitkiden ayrilan 5
adet yaprak Orneginde yaprak alani, yaprak cevresi Ol¢limleri yapilmis ve dijital
kumpasla yaprak kalinligr Ol¢iilmiistiir. Yaprak kalinligi ortalamasi 0,41 mm, yaprak
alan1 ortalamast 38,28 mm? ve yaprak cevresi ortalamasi 51.74 mm olarak
belirlenmistir. A klonlarindan yaprak kalinlig1 en fazla olan 78 numarali genotip 0.60
mm, en az olan genotipler ise 0.31 mm ile 44 ve 196 numaralardir. Yaprak alani en
fazla olan 116 numarali genotip 21.17 cm?, en az olan ise 7.43 cm? olan 191 numarali
genotiptir. Yaprak ¢evresi en uzun olan 116 numarali genotip 25.04 cm olurken, 191
numarali genotipin 12.79 cm ile en kisa boya sahip oldugu gozlenmistir. A klonlarinda
yaprak alani, ¢evresi ve kalinlig1 Cizelge 4.8.” de verilmistir.
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Cizelge 4.8. A klonlarinda yaprak alani, ¢evresi ve kalinlig

Klon | Yaprak | Yaprak Yaprak Klon | Yaprak Yaprak Yaprak
No kalinh@ | alam cevresi No Kalinhg alami (cm?) cevresi

(mm) | (cm) | cm) (mm) (cm)
1 0.42 14.18 17.95 15 0.39 13.43 16.22
66 0.47 10.54 16.08 98 0.41 13.10 16.76
7 0.41 13.80 18.29 100 | 0.45 16.12 20.49
14 0.49 9.95 15.66 105 | 0.35 10.61 15.73
16 0.42 7.97 14.81 109 | 0.42 11.04 16.44
4 0.40 12.63 16.34 110 | 0.35 9.83 18.01
44 0.31 16.36 19.78 111 | 0.36 9.57 15.61
51 0.39 18.01 20.29 116 | 0.49 21.17 25.04
52 0.27 14.21 18.22 119 | 0.44 9.83 18.09
54 0.40 14.67 18.26 129 | 0.40 15.84 20.24
28 0.51 18.42 21.44 133 | 045 13.51 16.93
56 0.48 13.66 16.70 141 | 0.37 7.88 12.89
71 0.50 9.44 15.13 152 | 0.37 9.26 13.43
72 0.46 15.11 18.08 159 | 0.38 9.56 12.61
78 0.60 11.89 16.28 161 | 0.39 11.28 16.44
82 0.38 13.53 16.88 185 | 0.38 18.49 23.49
83 0.39 14.20 18.74 191 | 0.44 7.43 12.79
84 0.39 10.82 15.90 196 | 0.31 9.12 15.22
88 0.40 14.14 17.15 202 | 0.43 16.04 19.89
93 0.49 13.15 16.93 31 0.49 8.99 15.34
96 0.36 11.01 15.55

4.2.4. Yesil herba, yesil yaprak, yesil sap ve kuru yaprak miktari

Hasat sonrasinda A klonlarinin yesil herba miktar1 (g/bitki) yaprak miktar
(g/bitki), sap miktar1 (g/bitki), herba miktar1 (g/bitki) ve yaprak/sap oranlari
belirlenmistir. Bitki basina yesil herba miktar1 ortalamasi 238.55 g, yesil yaprak miktari
ortalamast 112.7 g, yesil sap miktar1 ortalamas1 119.48 g ve yaprak/ sap orani 0,94
olarak tespit edilmistir. Her siradan 5 adet bitkide kuru yaprak miktar1 ortalamas1 33.08
g olarak Ol¢iilmiistiir. Yesil herba miktar1 bakimindan 100 numarali genotip 368.93 g ile
en fazla agirliga sahip olurken, 56 numarali genotipin 70.54 g ile en diisik agirliga
sahip oldugu goézlenmistir. 72 numarali genotipin 68.62 g ile en yiiksek yesil yaprak
miktart igerdigi, 56 numarali genotipin ise 39.18 g ile en az yesil yapraga sahip oldugu
belirlenmistir. Yesil sap miktar1 bakimindan degerlendirildiginde 110 numarali genotip
208.48 g, 56 numarali genotipin ise 30.48 g yesil sap miktarlariyla A klonlarindaki en
yiiksek ve en diigiik miktarlar oldugu gézlenmistir. Kuru yaprak miktar: bakimindan ise
119 numarali genotipin 46.82 g ile en yiiksek,12.22 g ile 56 numarali genotipin en
diisiik agirliga sahip oldugu gézlenmistir. A klonlarinda yesil herba, yesil yaprak, yesil
sap, kuru yaprak ve yaprak/sap miktar1 Cizelge 4.9.” da verilmistir.
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Cizelge 4.9. A klonlarinda yesil herba, yesil yaprak, yesil sap, kuru yaprak, yaprak/sap
miktari

Klon | Yesil herba Yesil yaprak Yesil sap miktari Yaprak/sap Kuru yaprak
No miktari miktari (g/bitki) orani miktari(g/bitki)
(g/bitki) (g/bitki)

1 251.10 136.11 112.26 1.21 34.96
66 179.64 86.37 91.01 0.95 25.12
7 211.18 106.53 101.94 1.05 32.48
14 207.63 91.61 113.19 0.81 28.32
16 225.91 92.50 127.02 0.73 30.44
4 155.08 70.35 79.70 0.88 26.16
44 223.44 91.56 119.46 0.77 31.04
51 251.29 119.19 114.37 1.04 41.48
52 181.04 86.70 93.38 0.93 32.90
54 194.18 85.20 107.26 0.79 26.08
28 201.60 112.86 86.06 131 33.06
56 70.54 39.18 30.48 1.29 12.22
71 190.10 93.36 90.38 1.03 26.94
72 355.22 168.62 180.36 0.93 44.46
78 243.44 113.40 124.58 0.91 32.64
82 267.10 135.08 128.94 1.05 42.46
83 245.30 116.24 112.40 1.03 38.26
84 240.28 125.84 111.30 1.13 32.62
88 287.84 116.62 164.52 0.71 39.53
93 282.38 127.00 150.14 0.85 37.64
96 231.78 119.74 105.59 1.13 33.74
15 264.20 112.90 98.65 1.14 35.90
98 202.36 105.79 91.94 1.15 29.58
100 | 368.93 171.72 186.59 0.92 43.84
105 | 235.54 101.90 124.65 0.82 31.24
109 | 305.06 148.52 139.27 1.07 40.62
110 | 354.85 117.57 208.48 0.56 36.44
111 | 173.77 92.23 75.06 1.23 25.22
116 | 279.32 113.94 148.33 0.77 32.74
119 323.25 157.67 154.69 1.02 46.82
129 | 369.87 160.61 194.61 0.83 41.80
133 | 178.20 95.98 79.92 1.20 28.08
141 | 193.20 100.84 129.96 0.78 28.24
152 | 317.62 160.88 152.56 1.05 42.94
159 254.58 125.52 124.86 1.01 40.14
161 | 228.06 106.02 108.96 0.97 28.90
185 259.72 127.64 115.66 1.10 34.76

Devami arkada
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Cizelge 4.9’un devamu.

191 | 201.30 100.90 97.24 1.04 28.24
196 | 226.24 107.14 115.68 0.93 30.06
202 | 229.12 101.54 125.46 0.81 27.18
31 145.03 80.83 60.85 1.33 23.65

4.2.5. Steviosid ve rebaudiosid A

A klonlarinda hasat sonrasinda kurutulmus stevia yapraklarindan HPLC ile
yapilan igerik analizlerinde sira basina ortalama steviosid miktar1 % 5.26, sira basina
ortalama rebaudiosid A miktar1 % 6.3, sira basina ortalama steviosid+rebaudiosid A
miktar1 % 11.59 ve sira miktar1 basina ortalama Reb A/ steviosid orani 1.20 olarak
Ol¢iilmiistiir. A klonlarinda reb A miktar1 en fazla ¢ikan genotip % 6.96 ile 31 numara
olmustur. Reb A miktar1 % 3.32 ile en diisiik miktara sahip olan 84 numarali genotiptir.
Steviosid igerigi en yiiksek olan ayni zamanda hi¢ reb A igcermeyen 109 numarali
genotip % 8.54 steviosid igerirken, en diisiik steviosid igeren % 4.26 ile 129 numarali
genotiptir. 4 numarali genotipin ise % 14.9 ile diger genotipler arasinda toplam rebA+
stv bakimindan en yiiksek icerige sahip oldugu gozlenmistir. Buna goére; 4 numarali ve
196 numarali genotipler igerdikleri yiiksek reb A ve steviosid miktarlar1 bakimindan, 52
numaralt genotip % 9.36 steviosid icermesi agisindan, 82 numarali genotip % 7.77 ile
en yiiksek reb A igermesinden ve 109 numarali genotip sadece steviosid igermesinden
dolayt A klonlar1 arasinda 6n plana c¢ikan genotipler olmuslardir. A klonlarinda
steviosid, rebaudiosid A, steviosid+rebaudiosid A miktar1 ve reb A / steviosid orani
Cizelge 4.10.” da verilmigtir.

Cizelge 4.10. A klonlarinda steviosid, rebaudiosid A, steviosid+rebaudiosid A miktari
ve reb A / steviosid orani

Klon No | REB A (%) STV (%) REB A/STV (%) REB A+ STV (%)
1 4.83 6.17 0.78 11

4 6.86 8.04 0.85 149
7 6.69 5.92 1.13 12.61
14 6.67 5.35 1.25 12.02
28 6.03 53 114 11.33
16 472 5.54 0.85 10.26
31 6.96 5.23 1.33 12.19
44 4.01 5.97 0.67 9.98
51 4.99 6.09 0.82 11.08
52 4 9.36 0.43 13.36
54 5.14 6.81 0.75 11.95
56 4.9 5.97 0.82 10.87
66 4.79 8.32 0.58 13.11
71 4.83 6.3 0.77 11.13

Devami arkada
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Cizelge 4.10’un devama.

72 5.02 491 1.02 9.93

78 3.42 6.46 0.53 0.88

82 7.77 5.2 1.49 12.97
83 6.11 4.6 1.33 10.71
84 3.32 8.67 0.38 11.99
88 4.92 6.23 0.79 11.15
93 6.91 4.97 1.39 11.88
96 6.15 7.53 0.82 13.68
98 4.55 7.21 0.63 11.76
100 6.04 6.3 0.96 12.34
105 4.66 7.83 0.60 12.49
109 0 8.54 - 8.54

111 5.62 7.95 0.71 13.57
116 5.72 4.8 1.19 10.52
119 3.8 7.56 0.50 11.36
129 5.17 4.26 1.21 9.43

133 6.81 4.99 1.36 11.8

141 4.88 441 111 9.29

152 3.57 6.42 0.56 9.99

159 3.77 7.39 0.51 11.16
161 5.92 5.46 1.08 11.38
185 6.48 5.08 1.28 11.56
191 6.62 5.92 1.12 12.54
196 6.46 7.92 0.82 14.38
202 5.92 5.81 1.02 11.73

4.2.6. Toplam fenolik madde

A klonlarinda toplam fenolik madde (mg/L) miktarlar1 Cizelge 4.11°de

verilmistir. Buna gore A klonlarinin toplam fenolik madde bakimindan ortalamasinin
2.746 mg/ L oldugu gozlenmistir. En yliksek fenolik madde miktarinin 3.675 mg/L
igeren 66 numarali klonal hatta ait oldugu, en diisiik fenolik madde miktarinin ise 1.293
mg/L i¢eren 44 numarali klona ait oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.11. A klonlarinda toplam fenolik madde (mg/L) miktarlar

Klon | Toplam Fenolik Madde mg/L Klon Toplam Fenolik Madde mg/L
No No

1 2.798,54 15 2.486,69

66 3.675,63 98 2.346,36

7 2.087,13 100 2.104,67
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Cizelge 4.11’in devamu.
14 291744 105 2.558,81
16 2.810,24 109 2.697,19
4 2.582,19 110 2.894,05
44 1.293,85 111 2.319,07
51 2.135,86 116 3.153,28
52 2.182,63 119 3.340,39
54 2.724,48 129 2.860,91
28 3.215,65 133 2.933,03
56 2.515,93 141 2.486,69
71 2.455,50 152 3.394,96
72 3.104,55 159 3.326,74
78 1.755,79 161 2.258,65
82 2.496,44 185 3.383,27
83 2.849,22 191 3.578,17
84 2.919,39 196 3.578,17
88 2.925,23 202 3.430,04
93 2.574,40 31 2.283,99
96 2.714,73 Ortalama 2.746,20

4.2.7. A klonlarmna ait verilerin degerlendirilmesi

[k y1l varyasyon kaynagina ait veriler degerlendirildikten sonra 200 genotipten
40 genotip A klonu olarak secilmistir. Secim yapilirken seleksiyon kriterleri olarak daha
cok icerdikleri diterpen glikozitlerin miktar1 ve bunlar arasindaki oran dikkate
alinmustir. Ik yil verileri ii¢ yasinda bitkilerden elde edildigi i¢in A klonlarina ait
bulgular bir onceki yilla kiyaslandiginda ozellikle agronomik ozellikler acisindan
neredeyse yar1 yartya bir azalig gézlenmistir. Klorofil miktar1 ve yaprak/sap oraninda
¢ok biiyiik bir degisiklik gbézlenmemistir. Bunun yanisira, bizim temel seleksiyon
kriterlerimiz olan 6zellikler bakimindan farkliliklar gozlenmistir.

A klonlart olusturulurken 9 genotip igerdigi yiiksek steviosid miktari, 9 genotip
reb A ve steviosid oraninin yaklagik olarak birbirine esit olmasi, 7 genotip reb A/stv
oranina gore yiiksek olanlar, 6 genotip reb A+ stv miktar1 toplamda yiiksek olanlar, 6
genotip yiiksek reb A miktar1 ve 3 genotipte yalniz steviosid igermesi bakimindan
secilmistir. A klonlarinda yapilan ¢aligmalarda ise bazi1 genotiplerin seleksiyonlarina
neden olan ozelliklerini koruduklari, bazilarinda ise biiylik farkliliklar olustugu
gozlenmistir. Ornegin 4 numarali klonal hat bir dnceki yil igerdigi reb A + stv miktar
(% 19.0) nedeniyle secilmisken bir sonraki yil reb A+stv miktar: (% 14.9) bakimindan
yaklagik olarak % 21.6 kadar degisiklik gostermistir. Bu degiskenlige ragmen yil ici
toplam reb A+ stv miktar1 ortalamasina gore ortalamanin iizerinde bir toplam degere
sahiptir. Yani aslinda miktar azalsada genotipin secilmesine neden olan karakterin
ozelligini korudugu goriilmektedir. Cizelge 4.12.’de 4 numarali klonal hatta ait degisim
gosterilmektedir.
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Cizelge 4.12. 4 numarali klonal hatta ait degisim

2014 2015
Reb A Sty Reb A+ Seleksiyon nedeni Reb A Sty Reb A+
Stv Stv
Klon 0 0 0 0
NO % Yo % reb A + stv Yo % %
4 8.1 10.9 19.0 Degisim % 21.6 (|) 6.86 8.04 14.9

14 numarali genotipin birinci yil ve ikinci yil durumu degerlendirildiginde; ilk
yil yapilan degerlendirmeye gore reb A/ stv oraninin yiiksek olmasi nedeniyle secilmis
oldugu goriilmektedir. Ikinci y1l rakamsal olarak degerler degismesine ragmen aradaki
oranin neredeyse hi¢ degismedigi goriilmiistiir. Ik y1l 1.22 olan reb A/ stv orami ikinci
y1l 1.24 olmus ve degisim miktar1 sadece %1.63 olmustur. Bu da bize rebaudiosid A ve
steviosidin sentezinin cevresel faktorlerden ¢ok etkilenmiyor oldugunu gosterebilir.
Cizelge 4.13.’te 14 numarali klonal hatta ait degisim gosterilmektedir.

Cizelge 4.13. 14 numarali klonal hatta ait degisim

2014 2015
Reb A Sty ReStiVA/ Seleksiyon nedeni Reb A Sty Reb A/ Sty
KI\'I%” % % % reb A/ stv % % %
14 7.2 5.9 1.22 Degisim % 1.63(1) 6.67 5.35 1.24

Ik y11 200 stevia bitkisinde yapilan icerik analizlerinde baz1 genotiplerde reb A
olmadig tespit edilmistir. Bu genotiplerden de seleksiyon yapilarak sonraki yillarda
ozelliklerini klonal olarak devam ettirip ettirmedikleri takip edilmistir. Ik yil sadece
steviosid icerdigi rebaudiosid A i¢cermedigi i¢in segilen 109 numarali klonal hatta ikinci
yil steviosid miktarinin yaklasik olarak % 45 oraninda azaldig: tespit edilmistir. Nicel
olarak azalmasina ragmen yine de seleksiyonuna neden olan karakter O6zelligini
korudugu goriilmektedir. Ikinci yil verilerinde genel olarak goriilen bu azalma ilk yil
varyasyon kaynagii olusturan bitkilerin ii¢ yasinda ikinci y1l A klonlarini olusturan
bitkilerin bir yasinda olmasindan kaynaklanmaktadir. 109 numarali genotipte iki yil
yapilan igerik analizlerinde hem ii¢ yasindaki ana bitkide hem ana bitkiye ait bir
yasindaki klonda rebaudiosid A bulunamamustir. Ayrica steviosid orani bir dnceki yila
kiyasla azalmis olsa da yine de se¢ilmis 40 genotipin 2015 yili steviosid ortalamas1 %
6.32 iken 109 numarali genotipin steviosid ortalamasi % 8.54 olmustur. Cizelge 4.14.’te
109 numarali klonal hatta ait degisim gdsterilmektedir.
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izelge 4.14. 109 numaral1 klonal hatta ait degisim
Cizelg gis
2014 2015
Reb A Sty Reb A+ Seleksiyon nedeni Reb A Sty Reb A+
Stv Stv
K|\I]?)n % % % yalniz stv % % %
109 0 15.3 15.3 Degisim % 45.06 () 0 8.54 8.54

159 numarali genotip degerlendirildiginde yliksek miktarda steviosid icerdigi
i¢in secildigi goriilmektedir. Steviosid degeri ikinci yil yaklasik olarak % 50 oraninda
azalmistir. Ancak ilk yil 200 adet stevia bitkisine ait steviosid ortalamas1 % 8.3 iken 159
numarali genotipin % 14.5 degeri ortalamadan yaklasik olarak % 44 gibi bir farklilik
gosterirken, steviosid ortalamasinin % 6.3 oldugu ikinci yil bir yillik 159 numarali
genotip %7.39 steviosid miktariyla ortalamadan pozitif yonde % 15.5 kadar bir fark
gostermistir. Cizelge 4.15.’te 159 numaral klonal hatta ait degisim gosterilmektedir.

Cizelge 4.15. 159 numarali klonal hatta ait degisim

2014 2015
Reb A Sty Reb A+ Seleksiyon nedeni Reb A Sty Reb A+
Stv Stv
Klon .
No % % % yiiksek stv % % %
159 4.5 14.5 18.9 Degisim % 50.7 (|) 3.77 7.39 11.16

Calismamizin ilk yilinda 200 genotip igerisinden segilen 40 genotipten reb A+
stv oran1 yiiksek olan 6 tanesinden 3 tanesinin aym 6zelliklerini ikinci yilda da devam
ettirdikleri goriilmiistir. Yalniz steviosid igeren 3 tane genotipin 1 tanesinin bu dzelligi
ikinci yilda da devam ettirdigi gozlenmistir. Reb A miktar steviosid miktarina yakin
oldugu i¢in segilen 9 genotipten 6 tanesinin ¢alismanin ikinci yilinda da benzer sekilde
oldugu bulunmustur. Varyasyon kaynagindan steviosid igerigi yiiksek oldugu igin
secilmis olan 9 genotipten 6 tanesinin ikinci yilda da steviosid miktarlarinin ortalamanin
tizerinde oldugu, reb A miktar1 yiiksek oldugu i¢in secilmis olan 6 genotipten 3
tanesininde ayn1 sekilde bu 6zellik bakimindan 6zelligini devam ettirdigi gortilmiistiir.
Yapilan calismada bizim i¢in en 6nemli seleksiyon kriterlerinden biri olan reb A/ stv
orani 1’ in lizerinde ve yiiksek olan 7 genotipten 6 genotipin ikinci yil calismalarinda da
oraninin yiiksek oldugu gézlenmistir.

Birinci yil bulgularinda steviosid ortalamasi % 8.3, ikinci yil ise % 5.26° dir.
Birinci yil verileri degerlendirildiginde reb A ortalamasinin % 6.71, ikinci yil ise % 6.32
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oldugu goriilmektedir. Steviosid miktarmin bir onceki yila gore % 38 oraninda
degismesinin nedenlerinden en 6nemlisi varyasyon kaynagini olusturan genotiplerin ii¢
yasinda, A klonlarmin bir yasinda olmasi olabilir. Bunun da nedeni bir yasindaki
bitkilerin bulunduklar1 ortama uyum saglama siirecinde steviol akiimiilasyonunu yiiksek
diizeyde gergeklestirememis olmasi, fizyolojik faaliyetlerini daha ¢ok bitkinin
adaptasyonu, biiyiime ve gelismesi yoniinde devam ettirmis olmasindan kaynaklanmis
olabilir. Steviol glikozitler tiim bitki diizeyinde, yaslandik¢a dokularda birikme egilimi
gosterir. Boylece daha yaslt alt yapraklar, daha geng iist yapraklara kiyasla daha fazla
tatlandirict barindirir. Kloroplastlar onciil sentezde énemli oldugundan, kok ve alt sap
gibi klorofil ihtiva etmeyen dokularda glikozit bulunmaz ya da eser miktarda bulunur.
Ciceklenme basladiktan sonra, yapraklardaki glikozit konsantrasyonu azalmaya baslar
(Singh ve Rao 2005). Reb A miktar1 bakimindan iki y1l arasinda sadece % 5.66 gibi bir
degisimin gozlenmesi, reb A diterpen glikozitinin ¢evresel faktorlerden az,
etkilendigini, genetik faktorlerin etkisinin yiiksek, dolayisiyla kalittim derecesinin
yiiksek olabilecegini gostermektedir.

Bunun yanisira ¢alismanin yiiriitiildiigii iki y1l arasindaki iklimsel farklilik olup
olmadiginida g6z onlinde bulundurmak gerekir. Bu agidan bakildiginda iki yil arasinda
sicaklik ve yagis degerleri arasinda bitkide strese ya da fizyolojik degisikliklere neden
olacak kadar biiyiik bir fark olmadigi belki nem degerinin bir miktar (% 65-% 61)

degistigi goriilmektedir.

A klonlarma ait bitki boyu, klorofil, yaprak alani, yaprak ¢evresi, yesil sap
miktari, yesil yaprak miktari, herba miktari, kuru yaprak miktari ve yaprak/sap oranlari
degerlendirildiginde, varyasyon kaynagina gore bitki boyu, klorofil ve yaprak/sap orani
hari¢ diger parametrelerin neredeyse yariya yakin bir azalig gosterdikleri gortilmiistiir.
Yapilan klonal seleksiyonda Oncelikli kriterlerimiz igeriklerin yiiksek olmasi
oldugundan dolayi, 6zellikle cevresel faktorlerden daha fazla etkilenen verimle iligkili
parametrelere ait veriler oncelikli olarak degerlendirilmemistir. Seleksiyon yaparken
ayn1 karakter bakimindan birbirine yakin degerlere sahip iki genotip arasindaki
secimlerde tarla kosullarindaki performanslar1 da goéz Oniinde bulundurularak se¢im
yapilmistir. Ileri ki calismalarda hedefe yonelik durulmus, igerigi yiiksek ¢esitler
gelistirildiginde verime dayali parametrelerinde iyilestirilmesi i¢in caligmalar
yapilabilir.

4.3. B Klonlarina Ait Bulgular
4.3.1. B klonlarmin seleksiyonu

A klonlarina ait hasat dncesi ve sonrasinda elde edilen veriler (yaprak kalinlig
(mm), bitki boyu (cm), yaprak alan1 (mm?), yaprak c¢evresi (mm), klorofil, yesil herba
miktar1 (g/bitki), yesil sap miktar1 (g/bitki), ile steviosid (% stv), rebaudiosid A (% reb
A) oranlar1 degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore B klonlar1 olusturulurken
seleksiyon kriteri olarak; yiiksek glikozit orani, yiiksek reb A/ stv, yalniz stv iceren,
yiiksek stv oran1 ve yiiksek reb A orani belirlenmistir. Buna uygun olarak 10 genotip B
klonu olarak secilmistir. Se¢imler yapilirken genotiplerin 6nceki yillardaki verileride
dahil olmak iizere tarla performanslar1 da dikkate alinmustir. Seleksiyon Kriterleri
Cizelge 4.16.’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.16. B klonlar i¢in seleksiyon kriterleri

Klon no REBA(%) STV (%) rebA/stv Seleksiyon Kriteri
82 7.77 5.20 1.49 reb A/ stv

83 6.11 4.60 1.33 reb A/ stv
100 6.04 6.30 0.96 yiiksek stv
109 - 8.54 - yalniz stv
111 5.62 7.95 0.71 reb A+stv
116 5.72 4.80 1.19 reb A/ stv
133 6.81 4.99 1.36 yiiksek reb A
185 6.48 5.08 1.28 reb A/ stv
191 6.62 5.92 1.12 yiiksek reb A
196 6.46 7.92 0.82 reb A+stv

4.3.1. Bitki boyu ve klorofil yogunlugu

B klonlarini olusturan 3 tekerriirde, 10 klonda ( her klondan 5 bitki) bigim 6ncesi
bitki boyu (cm) ve SPAD-502, Osaka, Japan Kklorofil metre aleti kullanilarak
yapraklarinin klorofil igeriklerinin renk yogunlugu degerleri tespit edilmistir (her
bitkiden 10 yaprak). Buna gore; bitki boyu ortalamasi birinci tekerriirde 62.50 cm,
ikinci tekerriirde 49.06 cm ve tgiincii tekerriirde 60.62 cm olarak dl¢iilmiistiir. Klorofil
iceriklerinin renk yogunlugu birinci tekerriirde 49.06, ikinci tekerriirde 50.45 ve t¢iincii
tekerriirde 51.55 olarak belirlenmisir. B klonlarinda bitki boyu ve klorofil yogunlugu
Cizelge 4.17.°de gosterilmistir.

Cizelge 4.17. B klonlarinda bitki boyu ve klorofil yogunlugu

1. Tekerriir 2. Tekerriir 3. Tekerriir Ortalama
Klon No Bitki Klorofil Bitki Klorofil | Bitki Klorofil | Bitki Klorofil

Boyu Boyu Boyu Boyu

(cm) (cm) (cm) (cm)
82 59.60 | 48.19 60.80 47.38 66.00 53.76 62.13 49.78
83 61.60 | 51.78 69.40 56.4 61.20 53.84 64.07 54.01
100 59.60 | 46.06 54.60 48.02 60.00 53.02 58.07 49.03
109 65.80 | 50.06 66.60 50.12 70.80 52.5 67.73 50.89
111 61.40 | 38.46 50.00 39.3 43.80 43.1 51.73 40.29
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Cizelge 4.17’nin devami.

116 64.60 | 47.52 65.40 57.36 54.00 54.18 61.33 53.02
133 72.40 | 50.98 65.20 56.36 70.40 43.78 69.33 50.37
185 56.80 | 54.08 54.60 59.02 55.00 55.5 55.47 56.20
191 62.20 | 55.58 63.40 46.8 63.20 57.48 62.93 53.29
196 61.00 | 47.92 63.20 43.74 61.80 48.32 62.00 46.66
Ortalama | 62.50 | 49.06 61.32 50.45 60.62 51.55 61.48 50.35

B klonlarinda klorofil a ve klorofil b yogunlugu ayrica dl¢tilmiistiir. Buna gore
en yliksek klorofil a yogunlugu 196 numarali klonda en yiiksek klorofil b yogunlugu ise
116 numarali klonda oSlgiilmiistiir. B klonlarinin ortalama klorofil a yogunlugu 5.76
olurken, ortalama klorofil b yogunlugu ise 2.42 olarak bulunmustur. Cizelge 4.18.” de B
klonlarmin klorofil a ve klorofil b yogunlugu gosterilmistir.

Cizelge 4.18. B klonlarinin klorofil a ve klorofil b yogunlugu

Klon | Klorofil a | Klorofil b Klon Klorofil a Klorofil b
No No

82 6.17 2.39 116 5.55 3.26

83 5.7 2.27 133 3.26 2.99

100 5.81 2.02 185 5.87 1.76

109 5.17 2.56 191 3.62 2.48

111 6.17 2.03 196 6.71 2.75

4.3.2. Yaprak alani, ¢evresi ve kalinhgi

B klonlarinda hasat sonrasinda ii¢ tekerriirde de her klonu temsil eden 5 adet
bitkiden ayrilan 5 adet yaprak o6rneginde yaprak alani, yaprak ¢evresi dl¢limleri yapilmis
ve dijital kumpasla yaprak kalinligi ol¢iilmiistiir. Yaprak kalinligi ortalamasi birinci
tekerriirde 0.52 mm, ikinci tekerriirde 0.40 mm ve tglinct tekerriirde 0.44 mm olarak
Olciilmiistlir. Yaprak alani1 ortalamasi birinci tekerriirde 16.11 cm?, ikinci tekerriirde
14.63 cm? ve iigiincii tekerriirde 14.51 cm? dl¢iilmiistiir. B klonlarinda yaprak cevresi
ortalamasi birinci tekerriirde 4.52 mm, ikinci tekerriirde 4.36 cm ve ti¢lincii tekerriirde
455 cm ‘dir. B klonlarinda yaprak alani, c¢evresi ve kalinligi Cizelge 4.19.” da
gosterilmistir.
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Cizelge 4.19. B klonlarinda yaprak alani, ¢evresi ve kalinlig

1. Tekerriir 2. Tekerriir 3. Tekerriir
Klo | Yaprak Yaprak Yaprak Yaprak Yaprak Yaprak Yaprak Yaprak Yaprak
n Kalinhgi | Alam Cevresi Kalinhg | Alam Cevresi Kalinhg | Alam Cevresi
No (mm) (cm?) (cm) (mm) (cm?) (cm) (mm) (cm?) (cm)
82 0.52 17.32 4.34 0.38 14.11 4.69 0.44 16.06 4.27
83 0.5 18.36 5.00 0.39 16.82 4.43 0.45 16.39 4.64

100 | 0.53 15.99 5.44 0.34 16.64 4.40 0.45 14.97 5.00
109 | 0.58 15.29 4.16 0.42 14.43 4.46 0.47 13.26 4.69
111 | 0.46 19.28 5.09 0.44 13.01 3.96 0.4 13.94 4.20
116 | 0.58 12.18 3.01 0.37 13.48 3.61 0.42 12.78 4.32
133 | 0.55 16.56 5.29 0.45 15.58 4.85 0.49 12.57 3.94
185 | 0.58 18.30 4.83 0.49 16.03 4.17 0.53 19.75 5.44
191 | 0.48 14.36 4.42 0.36 11.84 4.41 0.36 12.42 4.64
196 | 0.47 13.49 3.63 0.43 14.34 4.62 0.43 12.95 441
Ort | 0.525 16.11 4.52 0.407 14.63 4.36 0.444 14.51 4.55

4.3.3. Yesil herba, yesil yaprak, yesil sap ve kuru yaprak miktari

B klonlarma ait tekerriirlerin herbiri igin yesil herba miktar1 (g/bitki), yesil
yaprak miktart (g/bitki), yesil sap miktar1 (g/bitki), herba miktari (g/bitki) ve yaprak/sap
oranlar1 belirlenmistir. Birinci tekerriirde bitki basina yesil herba miktar1 ortalamasi
143.53 g, yesil yaprak miktar1 ortalamasi1 62.57 g, yesil sap miktar1 ortalamas1 66.615 g,
kuru yaprak miktari ortalamasi 25.32 g ve yaprak/ sap orani 0.97 olarak 6lgiilmiistiir.
Ikinci tekerriirde bitki basina yesil herba miktar1 ortalamas1 145.86 g, yesil yaprak
miktar1 ortalamas1 64.31 g, yesil sap miktar: ortalamas1 69.118 g, kuru yaprak miktar1
ortalamas1 25.41 g ve yaprak/ sap oram 0.97 olarak &lciilmiistiir. Uciincii tekerriirde
bitki bagina yesil herba miktar1 ortalamasi 133.51 @, yesil yaprak miktar1 ortalamasi
57.65 g, yesil sap miktar1 ortalamasi 60.88 g, kuru yaprak miktari ortalamasi 24.60 g ve
yaprak/ sap orani 0.99 olarak 6l¢iilmiistiir. B klonlarinda yesil herba, yesil yaprak, yesil
sap ve kuru yaprak miktar1 Cizelge 4.20.” de verilmistir.

Cizelge 4.20. B klonlarinda 3 tekerriirde yesil herba, yesil yaprak, yesil sap, kuru
yaprak, yaprak/sap miktari

Klon yesil herba yesil yaprak | yesil sap miktar1 | kuru yaprak yaprak/sap
No (g/bitki) (g/bitki) (g/bitki) miktari (g/bitki) | oram

82 131.74 58.42 61.81 23.48 0.94

83 164.16 62.79 75.97 25.94 0.82

100 166.61 84.28 76.68 31.36 1.09

109 179.20 72.43 85.72 27.26 0.84

111 121.30 67.84 47.28 27.20 1.43

116 163.56 51.59 81.78 21.96 0.63

133 167.42 79.32 72.52 29.30 1.09

Devami arkada
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Cizelge 4.20’nin devami.

185 59.75 31.08 25.32 18.02 1.22
191 122.65 49.31 62.7 22.42 0.78
196 158.86 68.69 76.37 26.22 0.89
ortalama | 143.53 62.57 66.615 25.32 0.97
Klon yesil herba yesil yaprak | yesil sap miktar1 | kuru yaprak yaprak/
No (g/bitki) (g/bitki) (g/bitki) miktar (g/bitki) | sap
82 125.84 57.48 60 24.76 0.95
83 131.62 49.20 60.6 21.94 0.81
100 142.50 68.46 69.24 25.26 0.98
109 146.12 64.24 68.12 24.40 0.94
111 124.14 72.00 48.22 26.40 1.49
116 173.62 56.06 84.56 23.78 0.66
133 144.46 70.70 60.54 26.14 1.16
185 119.42 62.92 50.84 26.04 1.23
191 173.64 72.18 103.08 28.04 0.70
196 177.26 69.86 85.98 27.36 0.81
ortalama | 145.86 64.31 69.118 25.41 0.97
Klon yesil herba yesil yaprak | yesil sap miktar1 | kuru yaprak yaprak/
No (g/bitki) (g/bitki) (g/bitki) miktari (g/bitki) | sap
82 171.19 68.89 83.37 29.58 0.82
83 143.32 56.42 67.55 22.74 0.83
100 113.07 55.68 54.65 23.80 1.01
109 145.17 62.80 64.61 25.80 0.97
111 96.47 45.54 29.89 21.54 1.57
116 104.29 35.98 49.14 20.18 0.73
133 175.61 82.34 80.85 29.32 1.01
185 106.90 55.20 43.62 24.14 1.26
191 137.36 54.30 66.18 23.88 0.82
196 141.75 59.32 68.94 24.98 0.86
ortalama | 133.51 57.65 60.88 24.60 0.99

4.3.4. Steviosid ve rebaudiosid A

B klonlarinda kurutulmus stevia yapraklarindan HPLC ile yapilan igerik
analizlerinde birinci tekerriirde bitki basina ortalama steviosid miktar1 % 4.53, ortalama
rebaudiosid A miktar1 % 5.2, bitki basina ortalama steviosid+rebaudiosid A miktar1 %
9.73 ve ortalama reb A/ steviosid orani 1.15 olarak 6l¢iilmiistiir. ikinci tekerriirde bitki
basina ortalama steviosid miktar1 % 5.09, ortalama rebaudiosid A miktar1 % 6.24, bitki
basina ortalama steviosid+rebaudiosid A miktar1 % 11.33 ve ortalama reb A/ steviosid
oran1 1.23 olarak dl¢iilmiistiir. Uciincii tekerriirde bitki basina ortalama steviosid miktari
% 5.08, ortalama rebaudiosid A miktar1 % 6.38, bitki basma ortalama
steviosid+rebaudiosid A miktar1 % 11.46 ve ortalama reb A/ steviosid orani 1.26 olarak
Olgtilmistiir. B klonlarinda reb A bakimindan degerlendirildiginde 133 numarali genotip
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% 6.4 ile en yiiksek. 111 numarali genotipin % 4.85 ile en diisiik degere sahip oldugu
bulunmustur. Ayrica 82 ve 191 numarali genotiplerin sirasiyla % 6.37 ve % 6.24 reb A
miktart igerdikleri gdzlenmistir. Steviosid bakimindan degerlendirildiginde 109
numarali genotipin % 7.59 steviosid igerigiyle B klonlar1 i¢cinde en yiiksek, 111
numarali genotipin ise % 3.84 ile en diisilk miktara sahip oldugu goriilmiistiir. 109
numarali genotipin sadece steviosid igeriyor olmasi dikkat cekicidir. 82 numarali
genotipin reb A / steviosid orani bakimindan 1.48 ile en yiiksek, 196 numarali genotipin
ise 0.89 ile en diisiik orana sahip oldugu bulunmustur. B klonlar1 steviosid+rebaudiosid
A miktar1 bakimindan degerlendirildiginde 196 numarali genotipin % 13.58, 109
numarali genotipin % 7.59 ile en diisiik miktara sahip oldugu goriilmistiir. 191 numaral
genotipinde steviosid+rebaudiosid A miktar1 bakimindan, % 11.0’in {izerinde olmasi
onemlidir. B klonlarinda steviosid, rebaudiosid A, steviosid+rebaudiosid A miktar1 ve
reb A / steviosid orani Cizelge 4.21.” de verilmistir.

Cizelge 4.21. B klonlarinda steviosid, rebaudiosid A, steviosid+rebaudiosid A miktari
ve reb A / steviosid orani

Klon No % reb A % steviosid rebA/stv reb A+ stv (%)
82 6.37 4.29 1.48 10.66
83 5.69 4.43 1.29 10.12
100 5.52 4.75 1.16 10.27
109 - 7.59 - 7.59
111 4.85 3.84 1.26 8.69
116 6.06 4.90 1.18 10.96
133 6.40 4.35 1.34 10.75
185 6.11 4.40 1.38 10.51
191 6.24 5.10 1.16 11.34
196 6.20 7.38 0.89 13.58
Ortalama 5.94 5.08 1.21 10.44

4.3.5. Toplam fenolik madde

B klonlarinda spektrofotometrik yontemle belirlenen toplam fenolik madde
(mg/L) miktarlar1 Cizelge 4.22°de verilmistir. Ornekler arasinda farkliliklar istatistiksel
olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Cizelge 4.21°de klonlar arasinda fenolik
madde bakimindan degerlendirme gosterilmektedir. Buna gore; 196 numarali genotip en
yiiksek toplam fenolik madde miktarina sahip olurken 185 numarali genotip ise en
diistik fenolik madde miktarina sahip olmustur. 82, 100, 109 ve 191 numarali genotipler
ayni grupta yer almislardir.
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Cizelge 4.22. B klonlarinda toplam fenolik madde (mg/L) miktarlar

Klon 1. TEKERRUR 2. TEKERRUR 3. TEKERRUR 3.YIL
No mg/L mg/L mg/L ortalama
82 2112.47 2549.06 1734.35 2131.96
83 2416.52 2356.10 2445.76 2406.13
100 1777.22 2512.03 2128.06 2139.10
109 2332.71 2235.26 2317.12 2295.03
111 1995.52 2463.30 2272.29 2243.70
116 2334.66 2704.99 2552.96 2530.87
133 2673.80 2494.49 2543.21 2570.50
185 2053.99 1977.98 2204.07 2078.68
191 2116.36 2627.02 2221.62 2321.67
196 2897.95 2613.38 2878.46 2796.59
Ortalama 2271.12 2453.36 2329.79 2351.42

4.3.6. Toplam antioksidan aktivite

B klonlarinda toplam antioksidan (mg/L TEAK) miktarlart Cizelge 4.23°de
verilmigtir.  Antioksidan kapasitedede genotipler arasinda Onemli bir fark
gozlenmemistir. Radikal siipiiriicii etki yaptigimiz ¢alismada ¢ok yiiksek bulunmamustir.
Yapilan bir calismada ise alkollii iceceklerde ve tiitiin sanayisinin yanisira dondurma,
meyve suyu, sekerleme gibi bircok endiistriyel gidada stevianin antioksidan kaynagi
olarak kullanilabilecek bir {irin oldugu bildirilmistir (Penner 2004).

Cizelge 4.23. B klonlarinda toplam antioksidan madde (mg/L TEAK) miktarlari

1. Tekerriir 2. Tekerriir 3. Tekerriir 3.Yl
Klon No |mg/L TEAK mg/L TEAK mg/L TEAK ortalama
82 64.132 23.678 24.007 37.272
83 73.671 28.546 29.533 43.917
100 87.816 31.737 33.743 51.099
109 69.461 31.178 26.704 42.447
111 56.303 20.454 23.118 33.292
116 95.184 36.704 39.072 56.987
133 93.474 37.724 38.086 56.428
185 65.645 28.283 28.217 40.715
191 83.276 33.316 34.072 50.221
196 109.066 48.151 48.414 68.544
Ortalama | 79.803 31.977 32.497 48.092

Yapilan degerlendirmede klonlar arasinda antioksidan aktivite bakimindan
istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamustir. Sekil 4.24’de klonlarin antioksidan ve
fenolik madde bakimindan ¢oklu karsilastirma degerlendirmesi yer almaktadir.
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Cizelge 4.24. B klonlarinda toplam fenolik madde ve antioksidan madde miktarlarinin
degerlendirilmesi

Klon No Fenol” Antioksidan
82 2132.00 bc 37.27
83 2406.10 abc 43.92
100 2139.10 bc 51.10
109 2295.00 bc 42.45
111 2243.70 bc 33.29
116 2530.90 ab 56.99
133 2570.50 ab 56.43
185 2078.70 ¢ 40.72
191 2321.70 bc 50.22
196 2796.60 a 68.54

4.3.7. B klonlarina ait verilerin degerlendirilmesi

A Kklonlarindan elde edilen 10 genotipten olusan B klonlarina ait agronomik
veriler degerlendirildiginde; bir yasindaki klonlarin ortalama standartlarda performans
gosterdigi sOylenebilir. Yaprak alani1 ve yaprak kalinligi bakimindan, {i¢ yasindaki
popiilasyon dikkate alinmadiginda bir yasindaki A ve B klonlarinin benzer sonuglar
gosterdigi goriilmektedir. Klorofil icerigi bakimindan ii¢ yasindaki ana popiilasyonda
dahil olmak tizere klonlarda ¢ok biiyiik bir degiskenlik gézlenmemistir. Benzer sekilde
yaprak/sap oranlar1 arasinda da varyasyon kaynagi ile A ve B klonlar1 arasindaki en
biiyiik fark % 20 olmustur. Bunlarin disindaki yesil yaprak miktari, yesil herba miktari,
yesil sap miktar1 ve kuru yaprak miktar1 gibi agronomik degerler birbirinden farklilik
gostermistir. Kisa giinlere kiyasla, uzun giin kosullar1 bogumlar arasi1 uzunlugu, yaprak
alanini ve kuru agirligr artirir ve seker otunda bulunan ardigik yaprak ciftleri arasindaki
aralig1 azaltir. Stevianin yetistirildigi lokasyonda agronomik veriler bakimindan
farkliliklar ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Kanada’da yetisen stevia bitkilerinin
kuru vyaprak agirhigmin, kuru sap agirligma oran1 1.22 olarak bulunurken,
Kaliforniya’da bu oran yaklasik 0.67 olarak bulunmustur (Brandle ve Rosa 1992).

Baslica seleksiyon kriterimiz olan diterpen glikozitlerin miktar1 bakimindan 10
genotipin ti¢ yillik 6zellikleri degerlendirilmistir.

82 numaral1 genotipin ilk y11 A klonlar1 olusturulurken secilme nedeni reb A /
stv oraninin yiiksek olmasidir. Bir sonraki yil B klonlar1 olusturuldugunda da 82
numarali genotipin ayni 6zelligi devam ettirdigi goriilmiistir. Reb A ve steviosid
miktarlart her y1l degissede reb A / stv oraninin ¢ok biiyiik bir degiskenlik gostermemis
ilk y1l 1.48, ikinci yil 1.49 ve iigiincii yil 1.48 olmustur.

83 numaral1 genotip ilk yil reb A / stv oraninin yiiksek olmasi nedeniyle A klonu
olarak se¢ilmistir. B klonlarinda da bu 6zelligini devam ettirmistir. Ana popiilasyondaki
reb A / stv oran1 1.09 iken A klonlarinda 1.33 ve B klonlarinda 1.28 olarak baslangicta
secilmesine neden olan oranin ¢ok daha iizerinde bir performans gdstermistir.
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116 numarali genotipin ilk yil seleksiyon nedeni reb A / stv oraninin yiiksek
olmasidir. Caligmanin sonraki yillarinda da reb A / stv orani ¢ok biiyiik bir degisiklige
ugramadan devam etmistir. Birinci y1l 1.11. ikinci yil 1.19 ve tiglincii y1l 1.24 bulunan
reb A / stv orani bu genotip i¢in neredeyse stabil olarak devam etmistir.

185 numarali genotip ilk yil reb A / stv oram1 popiilasyon i¢indeki diger
bireylerden yiliksek oldugu ig¢in secilmistir. Calismanin ikinci ve iigiincii yilinda bu
ozelligini koruyarak nicelik olarak artis gdstermistir. ilk y1l 1.01 olan reb A / stv oranu,
ikinci yil 1.28 ve ti¢iincii y1l 1.39 olmustur. Reb A / stv oran1 yiiksek olmasi bakimindan
secilen 82-83-116 ve 185 numarali genotipler beraber degerlendirildiginde biitiin
genotiplerin se¢ilmelerine neden olan 6zelliklerini koruduklar1 gériilmektedir. Ozellikle
endistriyel agidan stevia bitkisinde olmasi istenen baslica 6zelliklerden biri olan reb A /
stv oraninin yiiksek olmasi ve bunu ¢aligmanin yapildig: yillar boyunca genotip 6zelligi
olarak devam ettirmesi 6nemli bir bulgudur. Bu belki de reb A {iretiminin g¢evresel
etkenlerden az etkilenmesinden olabilir. Bir diger bakis agisiyla biyosentez yolunda
steviosidden sonra sentezlenen reb A * nin iiretiminin stevioside bagli oldugu ve ikisinin
iiretimi arasindaki iliskide bu genotiplerde bir denge oldugu da diisiiniilebilir.

100 numarali genotip ilk yil icerdigi yiliksek steviosid miktar1 nedeniyle
segilmistir. ilk yil % 10.11 gibi ortalamanin {izerinde bir miktara sahipken ikinci y1l bu
miktar % 6.30 olmus ve yine A klonlar1 stevosid ortalamasinin tizerinde oldugu i¢in
secilmistir. Ancak ii¢lincii y1l B klonlarinda steviosid ortalamasi genel olarak azalmis ve
100 numaralt genotipte de % 4.75 miktar1 bulunmustur. Bu da steviosid bakimindan
genotip 6zelliginin ¢evresel faktorlere gore degiskenlik gostermesinden kaynaklaniyor
olabilir.

109 numaral1 genotip degerlendirildiginde. ana popiilasyon kaynaginda steviosid
ve rebaudiosid A analizleri yapildiginda. 200 genotipten 3 tanesinde rebaudiosid A
olmadig1 yalmiz steviosid i¢erdigi gézlenmistir. Bu 6zelligin o yila 6zgii bir durum mu
yoksa genotip 6zelligi mi oldugunu gérmek acisindan 3 genotip se¢ilmistir. Bunlardan
sadece 109 numarali genotipin ikinci yilda da yalniz steviosid igerdigi goriilmiistiir. Ana
varyasyon kaynagindan B klonlarina kadar 109 numarali genotipin hi¢ rebaudiosid A
icermedigi bulunmustur ve 6nemli bir bulgu olabilir. Tateo vd. (1998), gevresel ve
tarimsal faktorlerin steviosid tiretimi tizerine etkili oldugu yoniinde goriis bildirmistir.

133 numarali genotip yiiksek reb A igermesi nedeniyle sec¢ilmistir. Calismanin
yiiriitiildigl yillar boyunca yiiksek reb A igcermistir. Reb A miktarina bagl olarak reb A
/ stv oranlar1 da hep yiiksek olmustur. Ilk y1l reb A miktar1 % 8.47, iKinci y1l % 6.81 ve
tictincii y1l % 6.4 olmustur.

191 numarali genotip ilk y1l reb A / stv oran1 yiiksek oldugu icin segilmistir. ik
yil reb A / stv orani 1.0 olarak bulunmustur. A klonlar1 i¢in yapilan degerlendirmede ise
yine ayni 0zelligini devam ettirmis ayn1 zamanda reb A orani da yiiksek oldugu i¢cin B
klonu olarak se¢ilmistir. 191 numarali genotipin ii¢ y1l boyunca hem reb A miktar1 hem
de reb A / stv oran1 yiiksek olmustur.

111 numarali genotip ilk yil reb A /stv orani yliksek oldugu i¢in (1.42)

secilmistir. Sonraki yil bu 6zelligini devam ettirmedigi goriilmiistiir. Ancak reb A+ stv
miktar1 yiiksek oldugu i¢in (%12.34) bu genotipin bir sonraki yil iginde se¢imi
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yapilmigtir. B klonlarinda ise segilen iki 6zellik bakimindan da karakterleri devam
ettirmedigi muhtemelen cevresel sartlara gore degiskenlik gosterdigi gozlenmistir.
Misir ’da yapilan bir arastirmada, sicaklik, 151k periyotu uzunlugu ve yogunlugu gibi
iklim kosullarinin, kisa kiyasla yazin elde edilen verimdeki bariz artistan da anlasildigi
gibi, stevia tretimini ve kalitesini onemli derecede etkiledigi ortaya koyulmustur
(Allam vd. 2001). Yillar arasinda ayni genotipte ortaya ¢ikan farklilik en biiyiik
cevresel faktorlerden biri olan iklimden kaynaklaniyor olabilir.

196 numarali genotip ilk yil hem reb A + stv miktar1 yiikksek oldugu (% 18.31)
hem de reb A miktar1 (% 7.57) yiiksek oldugu igin segilmistir. U¢ y1l boyunca iki
ozellik bakimmdan da karakterini devam ettirmistir. Ozellikle reb A ° ya bagh
karakterlerin ayn1 6zellikleri devam ettirmesi bakimidan 6nemlidir. Cizelge 4.25.’te 3
yillik deneme siiresinde segilen 10 genotipin reb A (%), steviosid (%) ve reb A/ stv
miktarlar1 gosterilmektedir. Stevia yapraklarindaki glikozit konsantrasyonu, bitki uzun
giin kosullar1 altinda yetistiginde artis gosterir. Glikozit sentezi ¢igeklenme sirasinda ya
da ciceklenmeden hemen Once azaldigi i¢in, ¢i¢eklenmenin uzun giin kosullar
sayesinde geciktirilmesi, glikozit birikimi i¢in daha fazla zaman yaratir (Metivier ve
Viana 1979, 2005; Singh ve Rao 2005).

Cizelge 4.25. Segilen 10 genotipe ait reb A (%). steviosid (%).ve reb A/ stv miktarlar

Klon REB A(% STV (%) REB A/STV
No 1.yl 2.yl 3.yl 1.y1l 2.1l 3.yl 1.yl 2.yl 3.yl
82 7,95 7,77 6,37 5,38 5,20 4,29 1,48 1,49 1,48
83 7,27 6,11 5,69 6,66 4,60 4,43 1,09 1,33 1,28
100 7,60 6,04 5,52 10,11 6,30 4,75 0,75 0,96 1,16
109 - - - 15,28 8,54 7,59 - -
111 6,86 5,62 4,85 4,84 7,95 3,84 1,42 0,70 1,26
116 7,40 5,72 6,06 6,69 4,80 4,90 1,11 1,19 1,24
133 8,47 6,81 6,4 8,20 4,99 4,35 1,03 1,36 1,47
185 8,61 6,48 6,11 8,55 5,08 4,40 1,01 1,28 1,39
191 7,51 6,62 6,24 7,48 5,92 5,10 1,00 1,12 1,22
196 7,57 6,46 6,2 10,74 7,92 7,38 0,70 0,82 0,84
ORTALAMA 6,92 5,76 5,94 8,39 6,13 5,09 0,96 1,02 1,17

Elde edilen bulgular stevianin sentezledigi sekonder metabolitlerden olan
glikozitlerin sentezinin degisken oldugunu gostermektedir. Farkli yerlerde yapilan
calismalarda da bunun ornekleri goriilmiistiir. Ornegin; Huang vd. (1995) Cin ’de
yaptiklar1 bir arastirmada, tek bir klondan alinan bitki numunelerinde, steviosid
igeriginin % 1.48’den % 6.98 ’e kadar. rebaudiosid A igeriginin % 4.5’ den % 12.1° e
kadar ve toplam glikozitin % 10.26 * dan %19.57" ye kadar degiskenlik gosterdigi rapor
edilmistir. Cin’ de yapilan baska bir arastirmada, bazi siralardaki toplam tath glikozit
konsantrasyonunun % 20.5’e kadar ¢iktig1 ve farkl bir gesitte rebaudiosid A / steviosid
oraninin 9:1 olabildigi rapor edilmistir (Morita 1987; Shizhen 1995). Yaptigimiz
caligmada ii¢ y1l boyunca genotiplerin icerdikleri glikozit konsantrasyonu bakimindan
genis bir varyasyon gozlenmistir. Megeji vd. (2005) tarafindan incelenen Stevia
popiilasyonunda onemli morfolojik varyasyon gozlenmistir. Bu popiilasyon ayni
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zamanda steviosid igerigi bakimindan, %1 ile %10 arasinda degisebilen, dnemli bir
varyasyon gostermistir.

Hammaddedeki bdyle bir gesitlilik, bireysel glikozitleri tekrar kristalize etmeye
gerek kalmadan, %85’ in tizerinde rebaudiosid A igeren stevia tatlandiricilarinin
geleneksel ekstraksiyon metotlartyla tiretilmesini miimkiin kilacak niteliktedir.

Elde edilen bilgileri ideal bir ¢esit gelistirmek adina kullanmak i¢in stevianin
genetik anlamda 1iyilestirilmesi, ancak mevcut morfolojik, kimyasal, biyokimyasal,
sitogenetik ve molekiiler ¢esitliligin karakterize edilmesiyle miimkiindiir. Stevia iizerine
bir siiredir aragtirma yapan llkelerin hepsi, 6zellikle Japonya, Cin, Kore, Tayvan ve
Rusya, seleksiyon programlarinin basarili oldugunu rapor etmisler ve iyilestirilmis
glikosid igerigi ve daha yiiksek verime sahip yeni ¢esitler tiretmislerdir.

B klonlarinda elde edilen veriler dogrultusunda; bitki boyu, yaprak alani, yaprak
cevresi ve klorofile ait varyans analizi sonuglarina iliskin veriler Cizelge 4.26° da
verilmistir. Yapilan istatistik analizi sonucunda genotipler arasinda bitki boyu agisindan
% 1 diizeyinde 6nemli bir farkin oldugu goriilmektedir. Gruplandirmalar incelendiginde
Klonal hatlarin bes farkli grupta yer aldigi goriilmektedir. Bitki boyu bakimindan 133
numarali genotip 69.33 cm’ le en uzun boya sahip olurken, bunu 67.73 cm boya sahip
olan 109 numarali klonal hat izlemistir. Yine 83 ile 191 ve 82 ile 196 numaral1 klonal
hatlarin ayn1 gruplar igerisinde yer aldiklari gozlenmistir. En kisa boya sahip olan 111
numarali genotip 51.73 cm ve buna en yakin grupta yer alan 185 numarali klonal hattin
55.47 cm oldugu gozlenmistir. Bitki boyunun kantitatif kalitilan bir 6zellik oldugu ve
cevresel faktorlerden etkilendigi bildirilmistir (Salehi vd. 2006). Yaprak alanm
bakimindan klonal hatlar degerlendirildiginde % 1 diizeyinde fark oldugu
goriilmektedir. En yiliksek yaprak alaninin 18.07 cm? olan 185 numarali genotipe, €n
diistik yaprak alaninin 12.81 cm? olan 116 numarali genotipe ait oldugu goriilmektedir.
Bunun yanisira 109, 133 ve 196 numarali klonal hatlarin ayni grupta yer aldigi
goriilmiistiir. Yaprak kalinlig1 bakimidan gruplar arasindaki fark 0.40 mm ve 0.44 mm
arasinda degiskenlik gostermistir. 133 numarali klonal hattin en fazla yaprak kalinligina
sahip oldugu, 109 ve 116 numarali klonal hatlarin ayn1 grupta yer aldig1 goriilmiistiir. B
klonlarinda yaprak ¢evresi bakimindan klonal hatlar arasindaki fark Onemli
bulunmamistir. En fazla yaprak g¢evresi 14.83 cm olan 100 numarali genotip, en az
yaprak ¢evresi ise 116 numarali klonal hatta 10.94 cm olarak Ol¢lilmiistiir. Klorofil
agisindan genotipler arasinda % 1 diizeyinde fark oldugu tespit edimistir. Klorofil
miktar1 en yiliksek olan 185 numarali genotipte 56.2, en diisiik olan 196 numarali
genotipte 46.66 olarak bulunmustur. Klorofil miktar1 bakimindan 82, 83, 116 ve 191
numarali genotipler ayni1 gupta yer alirken, 109 ve 133 numarali klonal hatlarin ise ayn1
gupta oldugu goriilmiistiir. Cizelge 4.27° de Duncan coklu karsilastirma testine gore;
bitki boyu, yaprak kalinligi, yaprak alani, yaprak c¢evresi ve klorofil Ozellikleri
bakimindan genotipler degerlendirildiginde 133 ve 185 numarali genotiplerin
degerlendirilen karakterler bakimindan yiiksek degerlere sahip oldugu, 111 numarali
genotipin ise degerlendirilen karakterler bakimindan diisiik 6zelliklere sahip oldugu
gorilmektedir.
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Cizelge 4.26. B klonlarina ait morfolojik 6zelliklere iliskin varyans analiz sonuglari

o Yaprak Yaprak
Varyasyon SD Bitki Boyu Kalinhg: Yaprak cevresi Klorofil
Kaynaklari (cm) alam (cm?)

(mm) (cm)

Blok 2 45.14 0.182 359.99** 4,748 31.37
Genotip 9 421.85** 0.022** 408.53** 17.749 309.86**
Hata 120 67.43 1.38 71.85 11.14 60.22
CV (%) 13.36 23.22 18.73 24.83 15.31

*: % 5 diizeyinde 6nemli. **: % 1 diizeyinde onemli

Cizelge 4.27. B klonlarina ait morfolojik 6zelliklere iliskin veriler

Bitki Yaprak Yaprak Yaprak Klorofil
Klon - .

boyu kalinhgi (mm) | alani cevresi
No 5

(cm) (cm?) (cm)
82 62.13 bc 0.449 be 15.83 abc 13.311 52.93 ab
83 64.07 abc 0.451 bc 17.19ab 14.08 54.01 ab
100 58. 07 cd 0.443 bc 15.86 abc 14.835 49.03 be
109 67.73 ab 0.495 ab 14.32 cd 13.311 50.89 abc
111 51.73 ¢ 0.435bc 15.41 be 13.266 40.29d
116 61.33 bed 0.460 ab 12.81d 10.949 53.02 ab
133 69.33 a 0.497a 14.90 cd 14.084 50.37 abc
185 55.47 de 0.405c 18.07 a 14.447 56.20 a
191 62.93 abc 0.444 be 12.87d 13.466 53.29 ab
196 62.00 bc 0.449 be 13.59 cd 12.668 46.66 ¢

Klonal hatlar arasinda yesil herba miktar1 acisindan % 1 diizeyinde fark oldugu
goriilmustiir. 162.50 g olan 133 numarali klonal hat en yiliksek yesil herba miktarina
sahip olurken, bunu 159.29 g olan 196 numarali klonal hat ve 156.83 g olan 109
numarali klonal hat izlemistir. En diigiik yesil herba miktar1 95.36 g ortalamasi olan 185
numarali genotipe ait olmustur. 82, 83, 100, 116 ve 191 numarali klonal hatlar ayn1 grup
icinde yer almislardir. Yesil yaprak miktari, yesil sap miktar1 ve yaprak / sap agisindan
ise klonal hatlar arasinda % 1 diizeyinde fark oldugu goriilmiistiir. Yesil yaprak
bakimindan en yiiksek genotip 77.45 g ortalamasi olan 133 numarali genotip olurken,
bunu 69.47 g olan 100 numarali klonal hat ve 66.49 g olan 109 numarali klonal hat
izlemistir. 116 numarali genotip 47.88 g ortalamasi ile en diisiik yesil yaprak miktarina
sahip olmustur. Klonal hatlar arasinda yesil sap miktari bakimindan % 1 diizeyinde fark
oldugu goriilmektedir. Yapilan istatistiki analiz sonucunda iki grup olusmus, en yiiksek
yesil sap miktar1 191 numarali genotipte 77.32 g olurken, en diisiik sap miktar1 185
numarali genotipte 39.93 g olarak goriilmistiir. 82, 83, 100, 109, 116, 133, 191 ve 196
numarali genotipler ayni grupta yer alirken, 111 ve 185 numarali genotiplerin aym
grupta yer aldig1 goriilmektedir. Kuru yaprak miktar1 bakimindan genotipler arasinda %
5 diizeyinde farkin oldugu belirlenmistir. Kuru yaprak bakimindan en yiiksek 133
numarali genotip 28.25 g ve en diisik 116 numarali genotipin 21.97 g oldugu
goriilmektedir. Klonal hatlar arasinda yaprak / sap orami acisindan % 1 diizeyinde
onemli bir farkin oldugu goriilmektedir. Duncan testine gore yapilan gruplandirma

89



BULGULAR VE TARTISMA B.KAPLAN

incelendiginde bir¢ok klonal hattin farkli grupta yer aldig1 goriilmektedir. 111 numarali
genotipin 1.54 oraniyla en yiiksek oldugu, bunu 185 numarali genotipin 1.26 oraniyla
izledigi goriilmektedir. 116 numarali genotipin ise 0.67 oraniyla en diisiik orana sahip
oldugu goriilmektedir. Degerlendirilen 6zellikler bakimindan 133 numarali genotipin
yesil herba miktar1, yesil yaprak miktari, yesil sap miktar1 ve kuru yaprak miktari
bakimindan gruplar i¢inde en yiiksek ortalama degerlere sahip oldugu goriilmektedir.
Cizelge 4.28.°de B klonlarina ait baz1 6zelliklere iliskin varyans analiz sonuglart ve
Cizelge 4.29.” de B klonlarina ait baz1 6zelliklere iliskin veriler gosterilmektedir.

Cizelge 4.28. B klonlarina ait agronomik 6zelliklere iligskin varyans analiz sonuglari

Yesil yaprak | Yesil Kuru
Varyasyon Yesil herba esil yap g yaprak
S.D . miktari sap . yaprak/sap
Kaynaklan miktar (g) . miktari
(o)) miktari (Q) @)
Blok 2 2151.51 597.15 891.25 9.94 0.0054
Genotip 9 6573.25** 1206.86** 2723.14** 55.294* 0.9398**
Hata 120 | 2105.09 399.01 604.36 24.99 0.0285
CV (%) 32.54 32.47 37.50 19.91 16.67
*: % 5 diizeyinde 6nemli. **: % 1 diizeyinde 6nemli
Cizelge 4.29. B klonlarina ait agronomik 6zelliklere iligkin veriler
Klon No | Yesil herba Yesil Yesil sap Yaprak/Sap | Kuru yaprak
miktari (Q) yaprak miktari (Q) orani miktari (g)
miktari (Q)
82 142.92 ab 61.60 abcd 68.40 a 0.996 de 25.94 abc
83 146.36 ab 56.14 bcd 68.04 a 0.836 f 23.54 bc
100 140.73 ab 69.47 ab 66.86 a 1.059 cd 26.81 ab
109 156.83 a 66.49 ab 72.82a 0.938 def 25.82 abc
111 113.97 bc 61.79 abcd 41.80b 1542 a 25.05 abc
116 147.16 ab 47.88d 71.83 a 0.679¢ 21.97c
133 162.50 a 77.45a 71.31a 1.131c 28.25a
185 95.36 ¢ 49.74 cd 39.93 b 1.263Db 22.73 bc
191 144.55 ab 58.60 bcd 77.32 a 0.821f 24.78 abc
196 159.29 a 65.96 abc 77.10a 0.871 ef 26.19 ab

Yapilan degerlendirme sonucunda klonal hatlar arasinda steviosid, rebaudiosid A
ve reb A / stv agisindan % 1 diizeyinde fark oldugu gorilmistir (Cizelge 4.30).
Steviosid bakimindan degerlendirildiginde 109 ve 196 numarali genotiplerin gruptaki
diger klonlarla kiyaslandiginda daha yiiksek oranda steviosid igerdigi, (sirasiyla % 7.59
ve % 7.38) 111 ve 133 numarali genotiplerin ise diisiik oranda steviosid igerdigi
(sirastyla % 3.84 ve % 4.35) goriilmektedir (Cizelge 4.31). Gruplar degerlendirildiginde
82 ve 83numarali klonal hatlarin ayn1 grupta, 100 ve 116 numarali klonal hatlarin ayni
grupta yer aldiklar1 goriilmektedir. Rebaudiosid A bakimindan degerlendirildiginde 82,
133 ve 191 numarali genotiplerin ayn1 grupta yer aldigi ve yiiksek rebaudiosid A
miktar1 icerdikleri goriilmektedir. 82 ve 133 numarali genotiplerin % 6.40 ve 196
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numarali genotipin % 6.20 rebaudiosid A igerdikleri goriilmektedir. 111 numarali
genotipin ise % 4.85 miktariyla B klonlar1 arasinda en az rebaudiosid A iceren klon
oldugu goriilmektedir. Reb A / stv orani bakimindan 82 ve 185 numarali genotipler
yiiksek oranda bulunmaktadir. 111 numarali klonal hattin 1.26 ve 116 numarali1 klonal
hattin 1.18 oranina sahip oldugu goriilmektedir. Ancak degerlendirmelerimizde 6nemli
bir seleksiyon kriteri olan reb A / stv orami agisindan bakildiginda, bu oranin B
klonlarinda yiiksek c¢iktig1 genotiplerde steviosid oraninin diisiik olmasi bunun
seleksiyonda yaniltict olabilecegini diistindiirmektedir. Bu nedenle bir onceki A
klonlarinda 111 numarali genotip i¢in bu oranin 0.7 ¢ikmis olmasi bu 6zelligin bu
genotip icin devamli olmadigini géstermektedir. Burada reb A / stv oran1 bakimindan 82
numaralt  genotipin  6zelligini  klonlar boyunca korudugunun goézlenmesi
degerlendirmeler acisindan 6nemlidir.

Cizelge 4.30. B klonlarina ait steviol glikozit igeriklerine iligkin varyans analiz
sonugclari

Ki;ﬁi’l‘;:l S.D Stv (%) Reb A (%) RebA/stv
Blok 2 5.13%* 18.03% 0.72
Genotip 8 34.80** 3.60** 1.55**
Hata 105 80.78 0.72 0.29

CV (%) 16.74 14.23 38.07

*: % 5 diizeyinde 6nemli. **: % 1 diizeyinde onemli

Cizelge 4.31. B klonlarna ait steviol glikozit igeriklerine iliskin veriler

Klon No Steviosid Rebaudiosid A Reb A/ stv
82 4.29c 6.37 a 1.48 ab
83 443c 5.69 ab 1.29b
100 4.75cb 5.52 bc 1.16 be
109 7.59 a - -

111 3.84d 4.85¢c 1.26 a
116 4.90 cb 6.06 ab 1.18 ab
133 4.35d 6.40 a 1.34ab
185 4.40d 6.11 ab 1.38a
191 5.10b 6.24 a 1.16 bc
196 7.38a 6.20 ab 0.89¢

4.5. B Klonlarina Ait Ozelliklerin Korelasyon Analizi

Temel bilesen analizinde kullanilan karakterlere ait korelasyon degerleri Cizelge
4,32 de verilmistir. Bitki boyu ile incelenen 6zellikler arasinda bir iliski
bulunmamaistir. Shyu (1994) bitki boyu ile yesil ve kuru yaprak miktar1 arasinda pozitif
yonde iliski oldugunu bildirmistir. Buana ve Goenadi (1985) sera kosullarinda
yuriittiikkleri bir calismada stevia bitkisinde dikimden iki ve dort hafta sonra yaptiklar
gozlemlerde bitki boyu ve yaprak sayisimin bitkinin biyokiitlesiyle pozitif iligkisi
oldugunu bildirmislerdir. Buana (1989) daha sonra yaptig1 calismada 4 haftalik
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bitkilerde bitki boyu ile yaprak ve dal sayist arasinda iliski bulunmadigini bildirmistir.
Bitkilerin biiylimesi ve bulundugu ortama uyum saglayarak gelisim gostermesi, i¢ ve dis
faktorlere baghdir. Dig faktorler daha ¢ok 151k, su, sicaklikken, i¢ faktorler her bitkiye
gore degisen o bitkinin c¢ogunlukla genetik Ozelliklerine bagli olarak degisen
hormonlardir. Bitki biiylime hormanlarindan giberellinlerin farkli dozlarmin farklh
bitkilerin biiylime ve gelismesi iizerine etkisinin arastirildig1 bir¢ok ¢alisma mevcuttur.
Steviol glikozit ve gibberellin mekanizmalari, kauren sentezinde ayrilir. Steviada,
kauren tath glikozitlerin bel kemigi olan steviole doniistiiriiliir ve ardindan esas
tatlandiricilart olusturmak iizere glikozile ya da rhaminoz edilirler. Onciil bilesikler
kloroplast i¢inde sentezlenir ve buradan endoplazmik retikuluma ve golgi aygitina
taginir ve koful haline gelir. S6z konusu bu bilesiklerin stevia bitkisindeki rolii heniiz
net degildir, ancak yapraktaki yiliksek konsantrasyonlar1 ve tiir icindeki mekanizmanin
doniisiimii, evrim siiresince bu bilesiklere sahip olan bitkilerin 6nemli avantaja sahip
oldugunu gostermektedir. Bazi arastirmacilar bunlarin  bocekleri uzaklastirmaya
yaradigint disilintirken, bazilariysa giberellik asit diizeyinin kontrol edilmesi ig¢in
gelismis bir ara¢ oldugunu bildirmislerdir (Smith ve Van-Stadin 1992). Yaptigimiz
calismada yaprak alani ile yaprak ¢evresi arasinda %61 pozitif iliski bulunmustur. Alan
ve ¢evre Ol¢limlerinde ayni degiskenler kullanilmasindan dolay: aradaki iligki beklenen
bir sonug olarak degerlendirilebilir. Yaprak alani ile reb A/stv arasinda % 1 6nem
diizeyinde % 38 pozitif iliski goriilmiistiir. Yaprak cevresi ile yesil herba, yesil yaprak,
yesil sap ve kuru yaprak miktar1 arasinda %85 tizerinde pozitif iliski oldugu tespit
edilmistir

Yapilan bir ¢alismada yapraklarin steviosid i¢eriginin diger parametrelerle iliskisi
degerlendirildiginde gelisim diizeyine bakilarak fide doénemi ile olgun donemdeki
bitkilerin steviosid igerigi arasinda iliski gézlenmemis ve seleksiyonda fide doneminin
etkisiz oldugu ortaya konulmustur (Shyu 1994). Truong vd. (1999) steviosid igeriginin
kok sayis1 ve yaprak alani ile iligkili oldugunu, yaprak alaniyla iliskisinin daha giiglii
oldugunu ortaya koymuslardir. Bizim ¢alismamizda ise steviosid miktar1 yesil sap ile
%S5 onem diizeyinde %29 farklilik bulunmustur. Yine steviosidle yaprak cevresi
arasinda ise %1 6nem diizeyinde %41 pozitif yonde iligki oldugu goériilmiistiir. Steviosid
ile yaprak alani arasinda %16nem diizeyinde %36 negatif iliski, reb A ile %53 pozitif
iliski oldugu gézlenmistir. Yesil herba ve yesil yaprak miktar1 arasinda %85’in tizerinde
pozitif iligski gézlenmistir. Kuru yaprak miktariin yesil herba, yesil yaprak ve yesil sap
miktar ile % 80 iizerinde pozitif iliskisi oldugu gozlenmistir. Yapilan bir ¢alismada
Shyu (1994) kuru yaprak miktarinin yaprak alani ve yaprak kalinligi ile iliskili
oldugunu bildirmistir. Yine ayni1 ¢aligmada kuru yaprak miktarinin bitki boyu ve bitki
basina yaprak miktariyla pozitif iligkili oldugu ortaya konulmustur. Rebaudiosid A /
steviosid oraniin yaprak kalinligi ile pozitif iligkili oldugu bildirilmistir (Shyu 1994).
Weng vd. (1996) yiiksek rebaudiosid A miktarmin genis yaprak alaniyla, yiiksek
klorofil ve protein miktariyla iliskili oldugunu belirlemislerdir.

Verim morfolojik  dzellikler ve kimyasal yapis1 arasindaki iligkiler
degerlendirildiginde stevia bitkisine karakteristik ozelliklerini  veren diterpen
glikozitlerin diger karakterlerle iliskisinin zayif oldugu, bunun da nedeninin daha ¢ok
cevresel faktorlerin  neden oldugu stres kosullarinda sentezlenen sekonder
metabolitlerden kaynaklandig: ileri siiriilebilir.

92



BULGULAR VE TARTISMA B.KAPLAN

Yapilan caligmalarda fide donemindeki ve olgun donemdeki yapraklardaki
steviosid igerigi arasinda iliski olmadigini steviada seleksiyon yaparken fide doneminde
yapmanin etkisiz oldugu ortaya konmustur.
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Cizelge 4.32 B Klonlarina ait zelliklerin korelasyon analizi

yaprak

yaprak

yesil

kuru

ialinlik bitki boy | yaprak alan cevre klorofil yesil herba yaprak yesil sap yaprak/sap yaprak stv reb A reb Alstv
yaprak
kalinlik 1 0,197 0,135 -0,046 0,102 0,124 0,075 0,137 -0,118 0,061 -0,002 -0,174 0,055
bitki boy | 0,197 1 0,006 0,061 -0,012 0,105 0,085 0,091 -0,035 0,055 0,046 -0,146 0,088
yaprak alan | 0,135 0,006 1 0,618** -0,01 -0,082 0,076 -0,127 0,447** 0,053 -0,363** -0,099 0,386**
yaprak
cevre -0,046 0,061 0,618** 1 -0,036 -0,003 0,159 -0,062 0,410** 0,142 -0,259 -0,111 0,198
klorofil | 0,102 -0,012 -0,01 -0,036 1 0,035 -0,031 0,067 -0,153 -0,013 -0,045 0,121 0,113
yesil herba | 0,124 0,105 -0,082 -0,003 0,035 1 0,920** | 0,982** -0,422** 0,848** 0,233 -0,126 -0,223
yesil
yaprak | 0,075 0,085 0,076 0,159 -0,031 0,920** 1 0,862** -0,081 0,937** 0,102 -0,202 -0,116
yesil sap | 0,137 0,091 -0,127 -0,062 0,067 0,982** 0,862** |1 -0,541** 0,792** 0,293* -0,099 -0,292
yaprak/sap | -0,118 -0,035 0,447** 0,410** -0,153 -0,422** -0,081 -0,541** 1 -0,032 -0,455** -0,134 0,468**
kuru
yaprak | 0,061 0,055 0,053 0,142 -0,013 0,848** 0,937** | 0,792** -0,032 1 0,036 -0,248 -0,109
stv -0,002 0,046 -0,363** -0,259 -0,045 0,233 0,102 0,293* -0,455** 0,036 1 0,537** -0,779**
reb A -0,174 -0,146 -0,099 -0,111 0,121 -0,126 -0,202 -0,099 -0,134 -0,248 0,537** 1 0,04
reb A/stv | 0,055 0,088 0,386** 0,198 0,113 -0,223 -0,116 -0,292 0,468** -0,109 -0,779** 0,04 1

*: % 5 diizeyinde 6nemli. **: % 1 diizeyinde 6nemli
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4.6. C klonlarinin seleksiyonu

Ug yil boyunca yiiriitiilen galisma sonuncunda B klonlarmi temsil eden 10
genotipe ait birinci, ikinci ve tgilincii yi1l performanslari degerlendirilerek C klonlar
secilmistir. Bu se¢im yapilirken temel seleksiyon kriterlerimiz olan diterpen glikozitler
g6z Oniinde bulundurulmusgtur. Bunun yanisira degerlendirmelerde performanslari iyi
olsa da arazi kosullarinda bitkinin durumu, araziye aktarildiktan sonra adaptasyonu ve
yaprak miktarlar1 da dikkate alinmistir. Yapilan seleksiyonda stevia bitkisine
karakteristik 6zelligini veren steviol glikozitlerden steviosid ve rebaudiosid A miktarlari
ve bunlar arasindaki oran oncelikli olarak esas almmistir. Buna gore; 82 numarali
genotip reb A / stv oraninin deneme siiresince 1.20’nin tizerinde olmasindan, 109
numarali genotip sadece steviosid igerdiginden, 133 numarali genotip biitiin kriterler
bakimindan {stlin performans gostermesi ve 196 numarali genotip steviosid ve
rebaudiosid A miktarlarinin yliksek olmasindan dolayr C klonlar1 olarak se¢ilmiglerdir.

Reb A
(%); 0

109

Reb A/
stv; 0

Sekil 4.4. Secilmis C klonlarinin steviol glikozit dagilimi a) 82 numarali klon
b)196 numarali klon ¢) 133 numarali klon d)109 numarali klon
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4.5. In vitro Cogaltim Bulgular

4.5.1. Kiiltiire alma

Gelrite (%3) 20 farkli kombinasyondaki ortamlarindan elde edilen siirgiin sayisi
(adet), siirgin uzunlugu(cm), ¢ogaltma Kkatsayisi ve goézlemler Cizelge 4.33. te
gosterilmistir. Gelrite igeren ortamlarda siirgiin olusturma orani ortalama olarak % 96.5
olurken, bitki basina siirgiin sayis1 ortalama 2.46 ve ortalama siirgiin uzunlugu ise 10.07

cm olarak ol¢iilmiistiir.

Cizelge 4.33. Gelrite (%3) igeren 4 farkli hormonla 20 farkli kombinasyondaki siirgiin

sayisi (adet). siirglin uzunlugu (cm). ¢ogalim katsayisi ve gézlemler

Ortam Siirgiin Siirgiin Sayisi Siirgiin Gozlemler
(gelrite)(%3) | Olusturma | (bitki basina) Uzunlugu
Orani (%) (cm)

MSO0 100 1.3 16.5 Geligim diizgiin, kok

(Kontrol) olusumu

MS+0.5 BAP | 100 2.7 13.3 Geligim diizgiin, kallus
olusumu

MS+1.0 BAP | 100 25 10.7 Geligim diizgiin, kallus
olusumu

MS+1.5 BAP | 90 2.6 7.8 Alt bogumlarda vitrifikasyon

MS+2.0 BAP | 100 2.7 1.7 Geligim diizgiin, kallus
olusumu

MS+0.5 90 2.3 12.1 Geligim diizgiin, alt

BAP+0.5 IAA yapraklarda
kahverengilesme

MS+1.0 100 24 10.3 Gelisim diizgiin, Kallus

BAP+0.5 IAA olusumu

MS+1.5 100 2.3 10.7 Gelisim diizgiin, Kallus

BAP+0.5 IAA olusumu

MS+2.0 100 2.0 8.6 Kallus olusumu,

BAP+0.5 IAA vitrifikasyon

MS+0.5 IAA | 100 15 144 Gelisim diizgiin, kKallus
olusumu

MS+0.5 100 3.0 10.3 Geligim diizgiin, kallus

BAP+0.25 olusumu

Kinetin

MS+1.0 90 31 9.3 Geligim diizgiin, kallus

BAP+0.25 olusumu

Kinetin

MS+1.5 80 2.4 59 Kallus olusumu,

BAP+0.25 vitrifikasyon

Kinetin

MS+2.0 100 25 5.7 Kallus olusumu,

BAP+0.25 vitrifikasyon

Kinetin

MS+0.25 100 2.1 12.3 Gelisim diizgiin, Kallus

Kinetin olusumu
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Cizelge 4.33’iin devami.
MS+0.10 100 2.8 9.1 Geligim diizgiin,
NAA+1.0 Vitrifikasyon
BAP
MS+0.15 90 2.9 9.4 Kallus olugumu,
NAA+1.0 vitrifikasyon
BAP
MS+0.20 90 2.8 9.5 Kallus olugumu,
NAA+1.0 vitrifikasyon
BAP
MS+0.25 100 2.9 8.7 Gelisim diizgiin, kallus
NAA+1.0 olusumu
BAP
MS+0.5BAP+ | 100 2.4 9.1 Gelisim diizgiin, kallus
0.25 olusumu
Kinetin+0.5
1AA

Gelrite (%3) iceren 4 farkli hormonla 20 farkli kombinasyondaki o6zelliklere
ilisgkin varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.34’te gosterilmektedir. Katilagtirici ajan
olarak gelrite kullanilan ortamlar arasinda 0.01 dnemlilik diizeyinde ortamlar arasinda
fark vardir.

Cizelge 4.34. Gelrite (%3) iceren 4 farkli hormonla 20 farkli kombinasyondaki
ozelliklere iliskin varyans analiz sonuglari

Ki;ﬁsﬁ’l(;:l S.D | Siirgiin Sayiss | Siirgiin Uzunlugu I‘i‘;%:;;‘:;f‘
tOnemlilik diizeyi ** ** **

Ortam 19 | 1.090 39.59 30.47
Hata 80 [0.135 6.56 5.75

CV (%) 14.96 25.00 24.12

Yapilan istatistiki degerlendirmede siirgiin sayis1 bakimindan gelrite igeren 20
farkl1 kombinasyondaki hormon ortamlarindan MS+0.5 BAP, MS+1.0 BAP,MS+1.5
BAP, MS+1.0 BAP+0.5 IAA, MS+1.5 BAP+0.25 Kinetin, ve MS+2.0 BAP+0.25
Kinetin igerenlerin ayn1 grupta yer aldigi goriilmistir. MS+2.0 BAP ve MS+0.10
NAA+1.0 BAP ortamlarida ayni grup iginde yer almiglardir. Siirgiin uzunlugu ile farkl
ortamlar arasindaki iligski degerlendirildiginde MS+1.0 BAP, MS+1.0 BAP+0.5 1AA,
MS+1.5 BAP+0.5 IAA ve MS+0.5 BAP+0.25 Kinetin iceren ortamlarin ayni grupta
oldugu gorilmiistiir. Cogaltma katsayist bakimindan MS+1.5 BAP, MS+2.0 BAP,
MS+1.0 BAP+0.5 IAA, MS+1.0 BAP+0.25 Kinetin, MS+0.10 NAA+1.0 BAP ve
MS+0.25 NAA+1.0 BAP igeren ortamlarin ayni grupta yer aldiklari goriilmiistiir.
Gelrite (%3) igeren 4 farkli hormonla 20 farkli kombinasyondaki siirgiin sayist (adet),
siirglin uzunlugu (cm), cogaltma katsayis1 ve gozlemlerin degerlendirilmesi Cizelge
4.35’te gosterilmigtir.
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Cizelge 4.35. Gelrite (%3) igeren 4 farkli hormonla 20 farkli kombinasyondaki siirgiin
sayis1 (adet), siirgin uzunlugu (cm), ¢ogaltma katsayis1 ve gozlemlerin
degerlendirilmesi

Ortam (S;J(i;ln sayis1 (Sciinl;)giin uzunlugu Cogaltma katsayisi
MSO0 (Kontrol) 1.26f 16.40a 5.34f
MS+0.5 BAP 2.58bcde 13.06abc 12.80ab
MS+1.0 BAP 2.50bcde 10.73cde 12.62ab
MS+1.5 BAP 2.62bcde 7.89ef 11.31abc
MS+2.0 BAP 2.70abcd 7.72ef 10.16abc
MS+0.5 BAP+0.5 IAA 2.32de 12.16bcd 13.38a
MS+1.0 BAP+0.5 I1AA 2.46hcde 10.38cde 10.84abc
MS+1.5 BAP+0.5 IAA 2.30de 10.74cde 12.36ab
MS+2.0 BAP+0.5 IAA 2.08e 8.68def 8.64cdef
MS+0.5 IAA 1.52f 14.46ab 5.86f
VoTDS BAPHO25 3.00ab 10.36cde 12.42ab
Vo0 BAPY0.25 3.18a 9.30cdef 11.46abc
VoS BAPTO.25 2.48bcde 5.92f 6.32¢f
Vo120 BAPTO.25 2.50bcde 5.78f 6.56def
MS+0.25 Kinetin 2.12e 15.08ab 8.50cdef
MS+0.10 NAA+1.0 BAP | 2.82abcd 9.18def 11.19abc
MS+0.15 NAA+1.0 BAP | 2.92abc 9.48cdef 9.84abcd
MS+0.20 NAA+1.0 BAP |2.2.38cde 9.58cdef 9.70bcde
MS+0.25 NAA+1.0 BAP | 2.96ab 8.78def 11.20abc
WOt D OBAPYD25 2.40cde 9.18def 8.460def

Agar (%0.7) igeren 4 farkli hormonla 20 farkli kombinasyondaki ortamlarindan
elde edilen siirgiin sayis1 (adet), siirgiin uzunlugu(cm), cogaltma katsayisi ve gdzlemler
Cizelge 4.36° da gosterilmistir.

Cizelge 4.36. Agar (%0.7) iceren 4 farkli hormonla 20 farkli kombinasyondaki siirgiin
sayist (adet). siirgiin uzunlugu (cm). cogaltma katsayisi ve gozlemler

Ortam (agar) (%0.7) Siirgiin Siirgiin sayis1 | Siirgiin Gozlemler
olusturma | (bitki basina) | uzunlugu(cm)
orani (%)
MSO0 (Kontrol) 100 13 165 K.al_lu_s olusumu,
vitrifikasyon

MS+0.5 BAP 100 27 133 K_al_lu_s olusumu,
vitrifikasyon
MS+1.0 BAP 100 25 10.7 Kallus olugumu,

vitrifikasyon
Devami arkada
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Cizelge 4.36’nun devamu.

MS+1.5 BAP

Kallus olusumu,

100 26 /8 Vitrifikasyon
MS+2.0 BAP 80 27 77 K_al_lu_s olusumu,
vitrifikasyon
MS+0.5 BAP+0.5 IAA 9% 23 121 Gelisim diizgiin,
kallus olusumu
MS+1.0 BAP+0.5 IAA 90 24 103 K_al_lu_s olugumu,
vitrifikasyon
MS+1.5 BAP+0.5 IAA 100 23 10.7 K_al_lu_s olugumu,
vitrifikasyon
MS+2.0 BAP+0.5 IAA 90 20 8.6 K_al_lu_s olugumu,
vitrifikasyon
MS+0.5 IAA Kallus olusumu,
80 15 14.4 kahverengi
yapraklar
M.S+0..5 BAP+0.25 80 30 103 Gelisim diizgiin,
Kinetin kallus olusumu
M.S+l..0 BAP+0.25 % 31 93 K_al_lu-s olusumu,
Kinetin vitrifikasyon
M.S+l..5 BAP+0.25 % 24 59 K_al_lu-s olusumu,
Kinetin vitrifikasyon
M.S+2..O BAP+0.25 100 25 57 K_al_lu-s olugsumu,
Kinetin vitrifikasyon
MS+0.25 Kinetin 100 21 123 K_al_lu_s yok,
vitrifikasyon
MS+0.10 NAA+1.0 BAP 70 28 91 K_al_lu_s olusumu,
vitrifikasyon
MS+0.15 NAA+1.0 BAP 100 29 94 K_al_lu_s olusumu,
vitrifikasyon
MS+0.20 NAA+1.0 BAP 9% 28 95 K_al_lu_s olusumu,
vitrifikasyon
MS+0.25 NAA+1.0 BAP 100 29 87 K_al_lu_s olusumu,
vitrifikasyon
MS+0.5BAP+0.25 9% 24 91 Kallus olusumu,
Kinetin+0.5 IAA ' ' vitrifikasyon

Agar (%0.7) iceren 4 farkli hormonla 20 farkli kombinasyondaki o6zelliklere
iliskin varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.37°de gosterilmektedir. Katilastirict ajan
olarak agar kullanilan ortamlar arasinda 0.01 dnemlilik diizeyinde fark vardir.

Cizelge 4.37. Mikrocogaltimda siirgiin olusumuna iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon I I o Cogaltim
Kaynaklar1 S.D Siirgiin Sayis1 Siirgiin Uzunlugu Katsayisi
Onemlilik " x x
diizeyi

Ortam 19 0.67 16.43 5.55
Hata 80 0.0845 1.64 0.41

CV (%) 15.98 43.84 22.04
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Yapilan istatistiki degerlendirmede siirgiin sayist bakimindan gelrite iceren 20
farkli kombinasyondaki hormon ortamlarindan MS+0.15 NAA+1.0 BAP, MS+0.25
NAA+1.0 BAP ve MS+0.5BAP+0.25 Kinetin+0.5 IAA ortamlar1 ayni grup i¢inde yer
almiglardir. Siirgiin uzunlugu ile farkl ortamlar arasindaki iliski degerlendirildiginde
MS+0.5 BAP, MS+1.0 BAP , MS+1.5 BAP, MS+0.5 BAP+0.5 IAA, MS+1.0 BAP+0.5
IAA, MS+1.5 BAP+0.5 IAA, MS+0.5 BAP+0.25 Kinetin, MS+1.0 BAP+0.25 Kinetin,
MS+1.5 BAP+0.25 Kinetin, MS+0.15 NAA+1.0 BAP, MS+0.20 NAA+1.0 BAP,
MS+0.25 NAA+1.0 BAP, MS+0.5BAP+0.25 Kinetin+0.5 IAA ve MS+2.0 BAP+0.25
Kinetin igeren ortamlarin ayni grupta oldugu gorilmistir. Cogaltma katsayisi
bakimindan MS+0.5 BAP, MS+0.5 BAP+0.5 IAA, MS+0.15 NAA+1.0 BAP ve
MS+0.5BAP+0.25 Kinetin+0.5 IAA iceren ortamlarin ayni grupta yer aldiklar
goriilmistiir. Agar (%0.7) igeren 4 farkli hormonla 20 farkli kombinasyondaki siirgiin
sayist  (adet), siirglin uzunlugu (cm), ¢ogaltma katsayisi ve gozlemlerin
degerlendirilmesi Cizelge 4.38’te gosterilmistir.

Cizelge 4.38. Agar iceren ortamlarda mikrogogaltimda siirgiin olusumuna iliskin
verilerin degerlendirilmesi

Ortam Siirgiin Sayisi(adet) | Siirgiin uzunlugu(cm) I(if:;;l:sl?
MSO0 (Kontrol) 1.48fg 9.76a 5.04b
MS+0.5 BAP 1.98cde 2.14cd 3.10cde
MS+1.0 BAP 1.92cde 1.94cd 2.72cdef
MS+1.5 BAP 1.62defg 1.76cd 1.90fg
MS+2.0 BAP 1.44fg 1.54d 1.94fg
MS+0.5 BAP+0.5 IAA 1.86cdef 2.42cd 3.0cde
MS+1.0 BAP+0.5 IAA 1.56efg 2.34cd 2.48efg
MS+1.5 BAP+0.5 IAA 1.46fg 2.0cd 2.0fg
MS+2.0 BAP+0.5 IAA 1.4q 1.5d 1.72g
MS+0.5 IAA 1.44fg 3.54bc 3.46¢d
MS+0.5 BAP+0.25 Kinetin 2.02bcd 2.14cd 2.54defg
MS+1.0 BAP+0.25 Kinetin 1.56efg 2.02cd 2.56defg
MS+1.5 BAP+0.25 Kinetin 1.62defg 1.84cd 2.28efgy
MS+2.0 BAP+0.25 Kinetin 1.46fg 1.90cd 1.92fg
MS+0.25 Kinetin 2.64a 4.52h 5.90a
MS+0.10 NAA+1.0 BAP 2.40ab 2.36¢d 3.66¢C
MS+0.15 NAA+1.0 BAP 2.12bc 2.18cd 3.02cde
MS+0.20 NAA+1.0 BAP 1.98cde 2.0cd 2.52defg
MS+0.25 NAA+1.0 BAP 2.22bc 2.10cd 3.60c
Mo SBAP D25 2.18bc 2.42cd 3.04cde
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4.5.2. Alt kiiltiire alma

En iyi performans gosterdigi belirlenen 3 ortamdan alt kiiltiir olarak; gelrite igeren
ortamlardan 11 ve 16 numara ile agar igeren 35 numarali ortam se¢ilmistir. Sekil 4.5. a)
MS+0.5 BAP+0.25 Kinetin igeren 11 numarali (gelrite) ve 31 numarali (agar)
ortamlarindaki gelisimi karsilagtirmali olarak goriilmektedir. Sekil 4.5. b) MS+0.10
NAA+1.0 BAP igeren 16 numarali (gelrite) ve 36 numarali (agar) ortamlarina aittir.
Sekil 4.5. ¢) 15 numarali (gelrite) ve 35 numarali (agar) MS+0.25 Kinetin ortamlari
gorilmektedir. 11 numarali ortamda (MS+0.5 BAP+0.25 Kinetin) siirgin uzunlugu
ortalama 20 cm olurken, bitki basina siirgiin sayisi 3.4 adet ve cogaltim frekansi
yaklasik 20 kat olarak dl¢iilmiistiir. Gelisim diizgiindiir. 16 numarali ortamda (MS+0.10
NAA+1.0 BAP) ortalama siirgiin uzunlugu 15 cm, bitki basina siirgiin sayis1 2.3 adet,
cogaltim frekans1 yaklasik 10 kat olarak 6l¢iilmiistlir ve vitrifikasyon gozlenmistir. 35
numarali ortamda (MS+0.25 Kinetin) ortalama siirgiin uzunlugu yaklasik olarak 6-7 cm,
bitki basina siirgiin sayis1 7.8 adet, ¢ogaltim frekansi yaklasik 5 kat olarak dl¢iilmiistiir.
Siirgiin bogum aralarinin dar, siirgiin uzunluklarinin kisa oldugu gézlenmistir.

Sekil 4.5. En iyi gelisim gosteren 3 ortam a) MS+0.5 BAP+0.25 Kinetin igeren 11
numarali (gelrite) ve 31 numarali (agar) b) MS+0.10 NAA+1.0 BAP igeren 16 numarali
(gelrite) ve 36 numarali (agar) ¢) 15 numarali (gelrite) ve 35 numarali (agar) MS+0.25
Kinetin

4.5.3. Alt kiiltiire alma

11 numarali ortamdan gelen bitkilerden 4000 adet bitki kesimi yapilmistir. Her bir
bitkiden ortalama olarak bir bitkinin 20 kat1 kadar bitki elde edilmistir. Tim kiiltiire
alma ve alt kiiltiir iglemleri iistten tiflemeli steril kabin igerisinde gergeklestirilmistir.

11 numarali ortamda siirgiin uzunlugu ortalama 20 cm olurken, bitki basina
stirgiin sayis1 3.6 adet ve ¢cogaltim frekansinin bazi bitkilerde yaklasik 30 katina kadar
ciktig1 gozlenmistir. Cogaltim frekansi ortalama olarak 25 kat olarak ol¢iilmiistiir.

4.5.4. Koklendirme ve bitkilerin alistirma odasina alinmasi
Yaklasik bir haftalik bir siire iginde koklenme gozlenmistir. Koklenme orani %

100 olarak gergeklesmistir. Basari orant %100 olmustur. Sekil 4.6.” da kdklenen
sirgtinler gosterilmektedir.
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Sekil 4.6. Doku kiiltiirii ortaminda koklenen siirgiinler

Islah programlari ¢ogunlukla melezleme ve seleksiyon iizerine kuruludur. Klonal
cogaltim yontemi tek tek segilen bitkilerin ¢cogaltilmasi i¢in sik¢a kullanilmaktadir. Bu
secimlerden bazilar1, ¢ok verimli olmalarina ragmen, kendi iginde uyumsuzdur ve
yalnizca bitkisel olarak c¢ogaltilabilir (Lee vd. 1982). Yeni melezler iiretmek igin
kullanish olsalar da, bu durum ticari kullanimlarini kisitlar. Yine kendi i¢inde uyumsuz
olmasindan dolayi, ticari olarak gelistirilen bir¢ok ¢esit tohum bazli bir iiretim sistemi
kullanilarak yeniden iiretilememistir. Klonal ¢ogaltim icinse tek sorun, biiylik dlgekli
stevia bitki liretiminin genel uygulanabilirligini sinirlayan maliyetler olabilir.

Gelistirilen ¢esitlerin iiretimlerinin yaygin, pratik ve kisa zamanda daha fazla
miktarda yapilabilmesi i¢in yararlanilabilecek en etkili yontemlerden bir digeride doku
kiiltiirinde mikrocogaltimdir. Stevia tohumlarinin diisilk ¢imlenme yiizdesine sahip
olmas1 ve doku kiiltiirlinlin stevianin kitlesel cogaltilmasina yonelik tek ve en hizli siire¢
olmasi bitkinin iiretim potansiyeli agisindan énemlidir. Calismamizda herhangi se¢ilmis
bir genotipten yola ¢ikmaksizin stevia bitkisi i¢in {iretim potansiyelini en azindan fide
olusum frekansin1 gozlemlemek i¢in doku kiiltiirii kosullarinda da denemeler
yapilmustir. Farkli ortamlar, farkli hormonlar ve konsantrasyonlarinda stevia ic¢in en
uygun gelisim ortami bulunmustur. Buna gore; MS+0.5 BAP+0.25 Kinetin ve gelrite
iceren ortam bitkilerin en iyi gelisim gosterdigi ortam olmugstur. Yaklasik olarak iic
haftada bir alt kiiltiire alinan bitkiler i¢ alt kiiltiire alma sonunda 25 kat c¢ogaltim
frekansina sahip olmustur. Steviada doku kiiltiirii ve celikle ¢ogaltim gibi vejetatif
tiretimin tohuma gore daha uygun bir ¢ogaltim sekli oldugu bildirilmistir (Schnelle
2010).
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5. SONUC

Besleyici olmayan yiiksek yogunluklu dogal tatlandirici kaynagi olmasindan
dolay1 endiistriyel agidan onemli olan Stevia rebaudiana Bertoni, icerdigi diterpen
glikozitlerle diinyanin 6nde gelen gida bilimcileri tarafindan "gelecegin tatlandiricist”
olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, stevia arastirmalarinda yasanan her yeni
gelisme, heyecanla beklenmekte ve yayinlandiginda etraflica analiz edilmektedir.

Yapilan calismalarda steviaya karakteristik tadini veren glikozitleri iceren
yapragin biitiin halinde kullanilmasi, etken maddelerin izole edilip tatlarinin
tyilestirilmesi ¢aligmalarindan daha pratik ve ekonomik bir yontemdir. Calismalar daha
¢ok steviosid ve rebaudiosid A’ nin tadini iyilestirmeye yoneliktir. Bunlarda da izlenen
yol. izole stevia bilesenlerine, diger tiir tipik sekerlerin eklenmesidir. Rebaudiosid A’
nin tadinin istenen tat profiline daha uygun olmasi, arastimacilarin steviosidden sentetik
olarak rebaudiosid A elde etmek i¢in yeni yontemler aramasina neden olmustur. Ancak
gerekli tatlilign elde etmek i¢in, rebaudiosid A diger seker tiirleriyle karistirilmak
durumundadir. Bunun yanisira, stevioside ait tadi gelistirmek i¢in, bunlari dogrudan
steviadan elde edilen diger maddelerle kombine etmeyi amaglayan siirecler
gelistirilmektedir.

Diinya’ nin bir¢ok {iilkesinde stevianin yetistirilmesi ve 1slahiyla ilgili ¢aligsmalar
yiriitiilmektedir. Yapilan ¢aligmalar daha c¢ok diterpen glikozit igerigi ve daha yiliksek
verime sahip yeni ¢esitler tiretilmesi tizerinedir. Cimlenme yiizdesi diisiik olan steviada
yetistirme isleminin basarisi, ebeveyn secimine, c¢aprazlamaya, yeterli popiilasyon
yetistirmeye ve seleksiyona baglidir. Yapilan islah ve se¢im sonucunda, Stevia
yapraklarindaki glikozit konsantrasyonu neredeyse % 20’ ye kadar cikarilmistir.
Ulkemizde gelistirilmis ve adaptasyonu saglanmus bir ¢esit bulunmamaktadir.

Klon seleksiyonuyla reb A ve steviosid diterpen glikozitleri yiiksek olan
genotiplerden {iistiin Ozellikte olanlarin segilmesi amaciyla yiiriitiilen calismada ana
popiilasyon kaynag1 olarak gelisimlerini tamamlamis ve istenilen fenotipik olgunluga
gelmis {i¢ yasinda stevia bitkileri kullanilmistir. Agronomik 6zellikler ve steviol glikozit
miktar1 bakimindan Antalya lokasyonunun bitkinin gelisimi icin elverisli oldugu
gorilmistir. Bolgeye adaptasyonunu tamamlamis olan {i¢ yasindaki stevialar
literatiirdeki ortalama degerlerin iizerinde bir gelisim gostermistir.

Klonal olarak yetistirilen secilmis genotiplerin bir yasinda nicel olarak degerleri
degiskenlik gosterse de tasidiklart karakterler bakimindan 6zellliklerini devam
ettirdikleri goriilmiistiir. Nicelik bakimindan degiskenlik gosteren karakterlerin daha
cok cevresel faktorlerden etkilenen yesil herba miktari, yesil yaprak miktari, yesil sap
miktart ve kuru yaprak miktari oldugu gozlenmistir. Bunun disinda klorofil, yaprak
kalinlig1, yaprak/ sap oran1 bakimindan ana popiilasyondan B klonlarina kadar 6nemli
bir farkin olmadig1 goriilmiistiir.

Icerdigi diterpen glikozitler bakimindan degerlendirildiginde steviosid miktarmin
daha ¢ok degistigi, rebaudiosid A miktarinin daha stabil oldugu gozlenmistir. Calisma
boyunca on ii¢ farkli parametreye ait veriler alinmig, seleksiyon kriteri olarak glikozit
icerigi Oncelikli olarak degerlendirilmistir. 200 genotipten secilerek gelen 4 genotip

degerlendirilen Ozellikler bakimindan 6ne c¢ikmistir. 82 numarali genotip igerdigi
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rebaudiosid A miktar1 ve klonlar boyunca stabilitesini devam ettiren reb A/ stv orani
bakimindan {istiin 6zellikli bir ¢esit adayr olarak goriilmiistiir. 109 numarali genotip
yalniz steviosid icermesi bakimindan dikkat ¢ekici olmustur. Enzimatik ve kimyasal
reaksiyonlarla biyosentez yolunda kendisinden sonraki basamakta sentezlenen
rebaudiosid A’ ya donistiiriilebilecek iyi bir materyal olabilmesi acisindan 6nemli
bulunmustur. 133 numarali genotip sadece diterpen glikozitlerin miktarinin ytiksekligi
degil ayn1 zamanda ¢alisma boyunca agronomik 6zelliklerinin de ortalamanin {izerinde
olmas1 nedeniyle iiretilip islenmeye uygun bir endiistriyel materyal olarak goriilmiistiir.
196 numaral1 genotip steviosid ve rebaudiosid A miktar1 bakimindan yiiksek olmasi bu
genotipte sekonder metabolit sentezinin yogun oldugunu gdstermistir ve ¢esit adayi
olarak secilmistir. 82 ve 196 numaral {istiin 6zellikte oldugu tarafimizca tespit edilen
genotipleri tescil ettirmek {izere ilgili bagvurular yapilmistir.

Gida tiiketicilerinin artan saglikli ve dogal beslenme egilimi ureticileri, dogal ve
dogala 6zdes riinler tiretmeye yonlendirmistir. Steviada yapay tatlandiricilara alternatif
olan 6nemli bir iiriindiir. igerdigi etken madde bakimindan 1slah edilmis gesitlerin
artmasi, bu maddelerin saflastirilarak izole edilme siirecini azaltarak, endiistriyel
maliyetlerin diisiiriilmesi agisindan 6nemlidir. Elde edilen sonuglara gore, iilkemiz igin
yeni ve alternatif bir iriin olan Stevia bitkisi Antalya kosullarina kolayca uyum
saglayabilen, yeni c¢esit ve cesit adaylarmin gelistirilmesine uygundur. Stevianin
liretiminin yayginlagsmasi ve islenmesi i¢in uygun bitkisel materyaller iiretilerek iilke
ekonomisine katki saglanabilmesi miimkiindiir.
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