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OZET

Bu aragtirmada, endemik ve tehlike altindaki Thermopsis turcica’nin ekolojik
durumu, in vitro tohum ¢imlenmesi ve mikrogogaltimi arastirilmigtir. Tarla
acilmas1t ve bocek istilast dolayisiyla sagliksiz tohumlara sahip olmasi T.
turcica’yr tehdit eden en Onemli unsurlar olarak belirlenmistir. 7. turcica’nin
belirlenen bes popiilasyonundan birisi olan Eber popiilasyonundan temin edilen
saglikli tohumlar ¢imlenme deneyleri ve mikrogogaltim icin kullanilmistir. 7.
turcica tohumlart MS yatagina alinmadan Once stratifikasyon ve/veya konsantre
stilfiirik, hidroklorik ve nitrik asit kullanarak kimyasal skrafikasyon islemine tabi
tutulmustur. 90 dakika siilflirik asit muamelesi maksimum (%100) ve hizli (3,6
giin) ¢imlenme i¢in ideal bulunmustur. Fakat stratifikasyon ve diger asit
uygulamalarinin 7. turcica tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine her hangi bir etkisi
olmamuistir. /n vitro fidelerden temin edilen kotiledon, epikotil ve kok eksplantlar
degisik konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2, 4 ve 8 mg/L) NAA veya 2,4-D bulunduran
temel MS ortamlarina transfer edilmistir. En iyi kallus olusumu (%100) 2mg/L
NAA ve 2,4-D ortamindaki kok eksplantlarindan alinmis olmasina ragmen, NAA
uygulanmis eksplantlara gére 2,4-D bulunduran temel MS besi yerleri lizerindeki
kalluslarda biyokiitle gelisimi yar1 yariya az olarak tespit edilmistir. Buna ek
olarak, NAA uygulanmis tiim eksplant ¢esitlerinin kallus olusumu sirasinda
adventif kok ve fide gelisimi gozlemlenmisken, bunlar 2,4-D’de
gozlemlenmemistir. NAA igeren ortamlardan elde edilen kalluslar sitokinin igeren
ortamlara alindiginda siirgiin olusumlar1 meydana gelmisken, 2,4-D igerikli
ortamlarda olugsan kalluslardan hicbirisinde rejenerasyon olmamistir. Bu nedenle,
2,4-D, T. turcica kallus olusumunu ve kallustan rejenerasyonu engellemistir.
Degisik konsantrasyonlarda (0, 0.5, 1 ve 2 mg/L) kinetin ve benzilamino piirin
bulunduran temel MS ortamina alinan kalluslardan en 1yi siirgiin olusumu (kallus
basina 4,4) 2 mg/L BA ortaminda elde edilmistir. Rejenerantlar 1 mg/L NAA
iceren temel 2 MS ortaminda basariyla (%70) koklendirildikten sonra, 7. turcica

in vitro fidecikleri topraga sasirtilmistir.

Anahtar kelimeler: Thermopsis turcica, endemik, tehlike altindaki bitki tiirti, in
vitro ¢imlenme, mikropropagasyon.



ABSTRACT

In this study, ecological status, in vitro seed germination and micropropagation of
an endemic and endangered plant species, Thermopsis turcica, were investigated.
It was determined that clearing new agricultural lands and holding unhealthy
seeds due to insect attacks are the most threatened factors for 7. furcica. Healthy
seeds obtained from Eber population which is one of five designated populations
of T. turcica were used for germination experiments and micropropagation. 7.
turcica seeds were treated with stratification and/or chemical scarification using
concentrated sulfuric, hydrochloric and nitric acids before taken on MS beads. 90
minute sulfuric acid treatment was optimal for the maximum (%100) and fast (3,6
days) germination. However, stratification and other acid treatments were not had
an effect on the germination of 7. turcica seeds. Cotyledon, epicotyl and root
explants obtained from these in vitro seedling were transferred on basal MS media
containing various concentrations (0.5, 1, 2, 4 ve 8 mg/L) of NAA or 2,4-D.
Although the best callus formation (%100) was obtained from root explants
treated with both 2 mg/L NAA and 2,4-D, only the half biomass development was
determined for calli on basal MS media containing 2,4-D as compared to the NAA
treated explants. Furthermore, adventitious root and shoot developments were
only observed during callus formation from the all kinds of explants treated with
NAA, but not with 2,4-D. The shoot formation was only occurred on cytokinine
media if the calli’s obtained in NAA containing media. Therefore, 2,4-D inhibited
T. turcica callus formation and regeneration from the callus. The best shoot
regeneration (4,4 per callus) was gained with 2 mg/L benzyladenine (BA) after the
calli’s transferred onto basal MS media including various concentrations (0.5, 1
ve 2 mg/L) of benzyladenine (BA) or kinetin. After the regenerates successfully
rooted (%70) with basal 2 MS containing 1 mg/LL NAA, in vitro T. turcica

seedlings were acclimatized to the soil.

Key Words: Thermopsis turcica, endemic, endangered plant species, in vitro
germination, micropropagation.
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1. GIRIS:

Beslenme, ¢evresel kosullardan korunmak i¢in barinma ve giyinme, hastaliklarin
iistesinden gelmek i¢in tip, avlanma ve giinliik ihtiyaclar1 karsilama amagh
yapilan arag, gerec¢, vs, insanoglunun temel ihtiyaglar1 i¢inde bulunan ana
olgulardir. Bu ve bunun gibi sayabilecegimiz bir¢ok konudaki baska bir ortak
Ozellik ise bitkilerin basrolde olmasi ve insanlar i¢in vazgec¢ilmez bir unsur haline

gelmis olmasidir.

Insan igin olan yararlarindan daha da fazla olarak bitkiler, su ve giines enerjisi
yardimi ile organik madde sentezleyebilme kabiliyetleri sayesinde besin
piramidinin tabanini tegkil eder ve havadaki karbondioksidi sogurup aerobik

canlilar i¢in vazgegilmez olan oksijen molekiiliinii olusturur.

Sentezledikleri primer ve sekonder metabolitler sayesinde sadece besin kaynagi
olarak degil, ayn1 zamanda kimya sanayinde, lif teknolojisinde ve ila¢ sanayinde

onemli hammaddeler olarak da kullanilirlar.

Diinya iizerinde yayilmis olan bitkilerin insanlar i¢in bu denli 6nemli olmas1 ve
tikketimlerinin giinden giline artmasi ise baska bir sorun dogurmus ve bu bitkilerin
bircogunu yok olma smirma getirmistir. Bu riskin ortaya ¢ikmasinda biz
insanlarin tiikketim haricinde daha biiyiik bir etkisi vardir. Bu etkiyi, diinya
tizerindeki baskin tiir olarak tiim dogal yasam alanlarmi istila etmemiz olarak

adlandirmamiz ¢ok da haksizlik olmaz diye diisiinebiliriz.

Yukarida bahsettigimiz gibi bir¢ok yararlari olan bitkilerin korunmasi ve diinya
sahnesindeki yerlerinin saglamlastirilmasi, 6zellikle biyoloji bilimiyle ugrasan
bilim insanlar1 i¢in vazgegilemez bir olgudur. Gen teknolojisindeki hizl
ilerlemeler ve rekombinant DNA uygulamalar1 géz oniline alindiginda diinya
hazinesi olarak degerlendirmemiz gereken bitki gen kaynaklarinin korunmasi

gelecek kusaklara birakabilecegimiz en dnemli miras olacaktir.



Tiirkiye bitki tiirii agisindan zengin bir iilkedir. Bunun yaninda bu tiirlerin yasam
alanlariin basta insani etkilerce tehdit edilmesinden dolay1 yok olma tehlikesi ile

kars1 karsiya olan tiir sayis1 da oldukga fazladir.

Bu bitkilerin korunmalar1 i¢in uzun yillardir uygulana gelen klasik koruma
metotlarinin yeterliligi tartismali olup bunlarin laboratuar uygulamalar1 ve yeni
teknolojiler ile desteklenmesi siirecine 70’li yillarda baglanmistir. Bitki
biyoteknolojisindeki hizli gelismeler bu teknikleri destekler yonde Onemli

acilimlar saglamis ve saglamaya devam etmektedir.

Bu ¢alismada da Afyonkarahisar bolgesinde yasayan ve nesli tilkenme tehlikesi ile
kars1t karsiya olan endemik bitki tiiri Thermopsis turcica nin korunmasi igin
mevcut uygulamalara alternatif bir koruma ydntemi olarak in vitro teknikler

lizerine ¢alisilmustir.



2. LITERATUR BILGILERI:

Bugiin yeryiiziinde 270 000’in {izerinde bitki tiirli oldugu diisiiniilmekte ve bu
bitkilerin yaklasik 34 000’inin tehlike altinda oldugu varsayilmaktadir (Benson
1999). Avrupa kitasindaki tiir sayisinin 12 000 civarinda oldugu ve bunlarin 2750
tanesinin endemik oldugu bildirilmektedir (Ekim vd. 2000).

Tiirkiye, cografik konum itibariyle Asya ve Avrupa arasinda bir kopri
konumundadir. Cesitli iklimsel faktorlerin etkisi, topografik ve jeolojik yapisi, ¢ok
degisik toprak tiplerinin bulunmasi iilkemizin ¢ok zengin bir floraya sahip
olmasina neden olmustur. Tiirkiye Iran-Turan, Akdeniz ve Avrupa-Sibirya gibi ii¢
ayr fitocografik bolgenin kesistigi bir yerde bulunmaktadir. Anadolu’ya dogudan
[ran-Turan, giineyden Akdeniz ve kuzeyden Avrupa-Sibirya elementleri sokularak
popiilasyonlar olusturmalar1 bu zenginligin baslica nedenleridir. Tiirkiye ayrica
cesitli ekolojik etmenler, makro ve mikroklimalar nedeniyle ¢ok sayida cinsin gen
merkezi durumundadir ve endemik taksonlar bakimindan olduk¢a zengin bir

ilkedir (Davis 1982).

Yapilan son kayitlarla birlikte Tiirkiye’de 9 222 adet bitki tiirii oldugu tespit
edilmistir. Alt tiirler1 ve varyeteleri de dahil ettigimizde toplam 11 014 takson
bulunmaktadir. Bu taksonlarin 10 754’ yerli, 101’1 yabanci ve 159’u kiiltiir
bitkisidir. Bu taksonlardan 3 708 tanesi endemik taksondur ve endemizm orani %

34.5 olarak belirtilmistir (Giiner vd. 2000).

Bu yiiksek endemizm {ilkemizi 6nemli bir gen kaynagi haline getirmektedir.
Endemik bitkiler ekstrem sartlara bagl olarak belirli bolgelere uyum saglamis ve
bunun disinda bagka yerde bulunmayan bitki tiirleri olarak tanimlanabilir.
Dolayis1 ile canliliklarini stirdiirebildikleri bu smirli sartlardaki degisimlere
oldukga hassastirlar ve bu sebeple Tiirkiye’nin sahip oldugu bu yiiksek endemizm
orani ayni zamanda bu tiirlerin yasamlarinin devamu igin ytiksek riski beraberinde

getirmektedir. Aslinda her endemik bitki tiiriiniin yok olma tehlikesinin



olmamasina karsin, daha dar alanlarda sikismig ve birey sayilart oldukca azalmis

olan endemik tiirler tehlike altinda olabilmektedir.

Ekim vd.’ne (2000) gore Tiirkiye’de yiiksek risk altindaki bitki gruplarina ait
(CR-critically endangered-, EN- endangered-, VU-vulnerable-) endemik takson
sayist 1633’tiir. Daha diisiik risk altindaki (LR-lower risk-) endemik takson sayist
ise 1586°dir. Bunlara ek olarak, yayiliglart ile ilgili yeterli bilgi olmamasi sebebi
ile degerlendirmeye alinmayan 273 adet endemik takson mevcuttur. Bu yiiksek
endemizm rakamlar iilkemizin biyolojik zenginliginin nasil bir tehdit altinda

oldugunu ve korunmasi gerekliligini gozler 6niine sermektedir.

Genel olarak tarimsal c¢alismalar (mera alanlarinin tarla agmak amaciyla
stiriilmesi, asir1 otlatma, aniz yakilmasi, asir1 glibre ve tarimsal ila¢ kullanima,
yiiksek verimli g¢esitlerin yayginlagsmasi), sehirlesme, endiistrilesme, yol ve baraj
yapimlari, dogadan asir1 bitki toplama ve soklimii, asir1 orman kesimi ve orman
yanginlart ile turizm sektoriindeki hizli gelismeler bitki tiirlerinin yok olmasina

neden olan baslica unsurlardir ( Sehirali vd. 2005).

IUCN (The International Union for the Conservation of Nature and Natural
Resources) tehlike kategorilerine gére CR kategorisindeki bitkilerin genel tehlike
kriterleri ise kisaca habitat Ozelliginin degisimi, tiirlin kaplama derecesinin
azalmasi, aktiiel ve potansiyel bir toplama tehtidi altinda olmasi, tohum
baglamama, kirlilik, baska bir takson tarafindan istila, rekabetcilerin ve
parazitlerin etkisi seklinde siralanabilir. Bu sebeplerden dolayr popiilasyonda 10
yil icinde % 80 azalma olacag diisiinilen tirler bu kategoride

degerlendirilmektedir (Ekim vd. 2000).

Diinyamiz1 giines sisteminde essiz yapan, genetik kaynaklardir. Genetik
kaynaklar, canlilarin gelisimini yonlendiren genleri igermektedir. Bu genlerin
farkli kombinasyonlar1 ge¢miste ve giiniimiizde yapilmis, gelecekte yapilacak

bitki 1slahi ¢alismalar1 i¢in son derece dnemli olan genetik cesitliligin olusumunu



saglamaktadir. Bu sebepten dolayi, bu ¢ok degerli gen kaynaklarmin gelecek igin

korunmasi son derece 6nemlidir ( Sehirali vd. 2005).

Temelde her biri degisik tekniklerin bir araya gelmesiyle olusan iki temel bitki
koruma sistemi vardir. Bu iki uygulama in situ ve ex situ koruma olarak

belirtilmektedir.

Tehlike altindaki bitkileri korumak i¢in, bu bitkilerin dogal yayilis alanlari
icerisinde korumaya alinmasi ve koruma alanlart olusturulmasi in sifu koruma
calismalar1 olarak bilinmektedir (Ekim vd. 2000). Bu baglamda Tan vd. (2003)
“Tehlike Altindaki Tirlerin Ekosistemlerinde Muhafazasi ve Yonetimi Projesi”
adi1 altinda bir ¢alisma gerceklestirmis, Tuz Goli, Toroslar, Burdur ve Konya
bolgelerindeki tehlike altindaki tiirlerin bulundugu, ayn1 zamanda arastirmamizin
hedef tiirli olan Thermopsis turcica 'min habitatin1 da igeren 15 dnemli bitki alani
tespit edilmistir. Bu ¢alismada hedef tiirlerin yayilis alanlar1 ve bu tiirlerle birlikte

ayn1 ekosistemde yasayan bitki tiirleri saptanmastir.

Tohum bankalarinin olusturulmasi, tiirlere ait genetik dagilimlarin tespiti,
tohumlarin ¢imlenme prosediirlerinin  belirlenmesi, tohumdan ¢ogaltimin
yapilmast ve bitki doku Kkiiltiirii tekniklerini kullanarak hem mikrogogaltimin
yapilmast hem de siirekli kiiltiirlerin olusturulmasi ex situ koruma g¢alismalarina

ornek olarak verilebilir.

Tohumdan ¢ogaltim caligmalarina 6rnek olarak, Kaye ve Kuykendall (2001 a)
nadir bes bitkinin (Lupinus sulphureus ssp. kincaidii, Erigeron decumbens,
Lomatium bradshawii, Horkelia congesta ve Aster curtus) ¢imlendirme
prosediirlerinin belirlenmesi ve bu bitkilerin sera sartlarinda ¢ogaltilmasi ile ilgili
calismiglardir. Basarili fide eldesi saglanan (%50-100) bu calisma sonucunda bu
teknigin kullanimiyla bitkilerin dogal habitatlarinin onariminin saglanabilecegi,
uygun bagka habitatlara ekimlerinin yapilabilecegi veya sera sartlarinda

tiretiminin yapilabilecegi rapor edilmistir.



Bir baska tohumdan c¢ogaltma calismasinda, Cerabolini vd. (2004) tehlike
altindaki Physoplexis comosa ve Primula glaucescens adli iki tiir i¢in steril ve
steril olmayan ortamlarda ¢imlendirme deneyleri yapmis, iki tiir i¢cin % 90 ve
tizerinde ¢imlenme oranlar elde etmislerdir. Primula glaucescens her iki ortamda
da c¢imlenmisken, Physoplexis comosa bazi yapay gereksinimlere (bitki
hormonlar1 ve zengin besi ortamlari) ihtiya¢ duyarak sadece steril ortamda
cimlenme gostermistir. Bu aragtirma sonuclari nadir veya tehlike altindaki
bitkilerin korunmasinda tohumdan cogaltma yapilmasinin onemli bir yontem

olduguna isaret etmektedir.

Yukaridaki ¢alismalardan da anlasilacag: lizere tohumdan ¢ogaltim yapabilmenin
en Oonemli agamas1 verimli bir ¢imlenme prosediiriiniin elde edilmesidir. Ayrica
tire ait tohumlarin ¢imlenme O6zelliklerinin arastirilmasi ile yabani bitkilerin
tireme problemleri olup olmadig1 da belirlenebilmektedir. Ciinkii, yabani bitkilerin
tohumlar1 herhangi bir 6n muamele gerekmeksizin ¢imlenebildigi gibi bazi tohum
cimlenmesini kisitlayict faktorlerden dolayr tohum ¢imlenme problemleri

olabilmektedir.

Cimlenme genellikle su alimi1 (imbibisyon=sisme) ile baslayan ve radikulanin
tohum kabugundan uzamasi veya c¢ikmasi ile sonlanan olaylar dizisi olarak
tanimlanir. Cok basitlestirilmis sekliyle ¢imlenme sirasinda dort asama mevcuttur;
(1) suyun embriyo icine girip proteinlerle diger kolloidleri hidrate ettigi asama
yani hidrasyon veya imbibisyon, (ii) metabolik aktiviteyi arttirmay1 saglayan
enzimlerin yapimi veya aktivasyonu, (ii1)) radikulanin tohum kabugundan
cikmastyla devam eden radikula hiicrelerindeki uzama ve (iv) fide bliyiimesi

(Salisbury ve Ross 1992).

Fakat bazi durumlarda tohum canliligimi siirdiirse de bircok sebepten Otiirti
cimlenememektedir. Hareketsizlik, sadece uygun dissal kosullarin ( 6rn. ¢ok kuru
veya soguk durumlarda) olmamasindan dolay1 tohumun ¢imlenmedigi, dormansi
ise digsal kosullar (6rn. nem, 1s1 ve atmosfer) uygun da olsa igsel kosullardan

dolay1 tohumun ¢imlenmeyi basaramadigi durumdur (Salisbury ve Ross 1992).



Tohumlara ¢imlenme 6ncesi uygulanan soguk muamelesinin (stratifikasyon) igsel
dormansinin ortadan kaldirilmasina yardimci oldugu bildirilmistir (Rehman ve
Park 2000). Bu engelleyici etkilerden bir tanesi de embriyoyu cevreleyen
tabakalardir (6rn. endosperm, tohum kabugu, meyve kabugu). Bu tabakalar, su
ve/veya oksijen alimimi engelleyebilmekte ve mekanik bariyer etkisi ile
radikulanin ¢ikisina engel olabilmektedir. Bu tip sert tohum kabuklar1 Fabaceae
familyasinin tyeleri arasinda oldukca yaygindir. Tohum kabugunu kirmak,
inceltmek veya eritmek, yani kisaca onun engelleyici bariyer etkisini ortadan
kaldirmak ise skarifikasyon olarak adlandirilmaktadir. Bu islemi mekanik olarak
yapmak i¢in bigaklar, torpiiler veya zimpara kagitlar1 kullanilabilmektedir. Ayrica
konsantre asitler (6rn. siilfiirik, nitrik ve hidroklorik asit) kullanilarak da

skarifikasyon igleminin kimyasal olarak yapilmas1 miimkiindiir.

Kaye ve Kuykendall (2001 b) sert tohum kabugu bulunan Lupinus sulphureus ssp.
kincaidii’'nin iki ayr1 popiilasyonundan alinan tohumlarda ¢imlenmenin
arttirllmasi i¢in mekanik skarifikasyonun etkilerini arastirmistir. Hi¢cbir muamele
yapilmamis tohumlardaki ¢imlenme oranlar1 popiilasyonlara gore %2 ve %9 iken
zimpara kagidi ile skarifiye edilmis tohumlardaki ¢imlenme oranlar1 yine

poptilasyonlara gore sirastyla %18 ve %45 olarak bulunmustur.

Sy vd. (2001) Fabaceae iiyeleri lizerinde yaptiklar1 calismada tohumlarin
konsantre siilflirik asit ile 6n muamelesinin tohum kabugunun su geg¢irmezligini
ortadan kaldirdigin1  ve yiiksek oranda ¢imlenmeye neden oldugunu

bildirmislerdir.

Yapilan bir bagka ¢aligmada, sert ve suya gegirgen olmayan bir tohum kabugu ve
embriyo dormansisine sahip olan Koelreuteria paniculata agacinin dogal
¢imlenmesinin neredeyse imkansiz hale gelmesi sonucunda Kore’de neslinin
tehlike altinda oldugu rapor edilmistir (Rehman ve Park 2000). Bu sorunu ortadan
kaldirmak icin yapilan denemede skarifiye tohumlarla karsilagtirildiginda

skarifiye olmamis tohumlarda hi¢gbir denemede ¢imlenme gézlenmemistir. Distan



GA; (giberellik asit) uygulamasi ile ¢imlenme yaklasik % 15, distile suda 6n
sogutma ile yaklasik %45 ve GAj; i¢inde 6n sogutma ile de yaklasik % 60 civaria
cikarilabilmistir.

Tetsuya ve Takahashi (2003) Fabaceae ailesinin bir liyesi olan Thermopsis
lupinoides iizerinde yaptiklar1 calismada tohumlarin sert tohum kabuguna ve
dolayisi ile fiziksel dormansiye sahip oldugunu ve bu dormansinin kirilmasinda
konsantre siilfiirik asit muamelesinin yiiksek ¢imlenme oranina sebep oldugunu

bildirmislerdir.

Dogal yasamda bu islem, mikrobiyal aktivite, tohumlarin kuslarin veya diger
hayvanlarin sindirim sisteminden ge¢mesi, tohumlarin su vasitasiyla kum veya
taslar arasinda siiriiklenmesi sonucu olan asinma veya degisik sicakliklara maruz
kalma sonucu kabukta olusabilecek catlamalar ile ger¢eklesmektedir (Salisbury ve

Ross 1992).

Maksimum genetik ¢esitliligi siirdiirmek i¢in tohumdan yapilan c¢ogaltim
yontemlerinin tercih edilmesine ragmen, az tohum {iireten ve ¢imlenmesi zor olan
ya da sera sartlarinda ¢imlenme sonrasi fide gelisimini devam ettiremeyen tehlike
altindaki tiirlerin ex situ korunmasi s6z konusu oldugu durumlarda bitki doku

kiltiirii teknikleri de kullanilmaktadir (Benson 1999).

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besi ortaminda, biitiin bir bitki,
hiicre, doku veya organ gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel
triinlerin iiretilmesidir. Bu dogrultuda bitki kisimlart (eksplant) sterilizasyon
islemine tabi tutulduktan sonra yapay besi ortamlarina alinmaktadir ve sicaklik,

151k ve nem kontrollii odaciklarda kiiltiire edilmektedir (Babaoglu vd. 2002).

1902 yilinda ilk izole hiicre kiiltiirlerinin elde edilmesiyle basglayan bu siire¢
ozellikle son kirk yilda miithis bir sekilde gelismis ve tiirler aras1 melezlemeler
sonrast embriyo kiiltlirli, haploid bitki iiretimi, in vitro seleksiyon, in vitro

dollenme, in vitro germplazm muhafazasi, protoplast fiizyonu, hastaliksiz bitki



elde edilmesi, mikrogogaltim, somatik embriyogenesis, sentetik tohum iiretimi ve

sekonder metabolit iiretimi gibi tekniklerde genis agilimlar sunmustur.

Bir bitkiden alinan ve totipotent 6zelligi bulunan kisimlardan (embriyo, tohum,
govde, stirgiin, kok, kallus, tek hiicre veya polen) yapay besin ortamlarinda ve
aseptik kosullarda yeni bitkilerin elde edilmesine mikrogogaltim denir (Babaoglu

vd. 2002).

Mikrogogaltim teknigi, kullanilan eksplantin 6zelligine gore adlandirilir.
Cogunlukla kullanilan teknikler ise: tek bogum yontemi, aksiler dallanma,
adventif siirgiin ya da tomurcuklarin rejenerasyonu, kallus, hiicre ve

protoplastlardan bitki rejenerasyonudur.

Basarili bir mikrogogaltimin bes asamasi bulunmaktadir. Bunlar; (i) hazirlik
asamasi, (i1) kiiltiir baglangi¢ asamasi, (ii1) siirglin ¢ogaltim asamasi, (iv) siirgiin
gelisimi ve koklendirme asamasi ile (v) dig ortama alistirma (aklimatizasyon)

asamasidir.

Hazirlik asamasinda hedef bitkinin iyi arastirilmasi, yasinin ve biiylime déneminin
1yi tespit edilmesi gerekmektedir. Debergh ve Read (1993) gencg ve aktif biiylime
donemindeki bitkilerden elde edilen eksplantlarin rejenerasyon kapasitelerinin

daha iyi oldugunu bildirmistir.

Kiiltiir baslangic asamasinda ise eksplantin sec¢imi, sterilizasyon, baslangic
ortamlar1 ve gevresel faktorlerin iyi belirlenmesi ve uygulanmasi gerekmektedir.
Mikrogogaltimda c¢ogunlukla apikal ve aksillar tomurcuklarin kullanilmasinin
yaninda kok, siirgiin ucu, c¢icek sapi, yaprak ve govde eksplantlar1 da
kullanilmaktadir. Eksplantlar, dogadaki bitkilerden alindig1 gibi in vitro sartlarda
cimlendirilmis fidelerden de alinabilmektedir. In vitro ¢imlenmis fidelerin
kullanim1 hem daha verimli hem daha pratik olmaktadir, ¢linkii steril ortamlarinda
yetistirildiklerinden dolay1r kontaminasyon riski aza indirilmis ve sterilizasyon

isleminin zararhh etkisinden kaginilmis olur. Ayrica gen¢ fide hiicrelerinin



boliinme yetenekleri olgun bitkilere gore daha fazladir (Kocagaligkan 2002).
Thymus sipyleus un dogadan toplanan yaprak ve yaprak saplari kallus olusumu
icin eksplant olarak kullanilmis ancak basarili olunamamistir. Ayni bitkinin in
vitro ¢imlenmis fideleri eksplant olarak kullanildiginda % 100 verimle kallus

vermisglerdir ( Erdag ve Yiirekli 2000).

Dis ortamlardan alinan bitkilere 6nce sterilizasyon islemi uygulanmalidir. Bazi
deterjanlar (6rn. Tween-80), etil alkol, sodyum hipoklorit gibi kimyasallar ve son
asamada da steril distile su sterilizasyon i¢in basariyla kullanilan bilesenlerdir. Bu
islemden sonra, kiiltiire baslanilacak ortamin besin maddeleri ve diger bilesenleri
lyice ayarlanmalidir. Bu elementler, inorganik maddeler (makro ve mikro besin
elementleri), organik maddeler (myo-inositol, thiamin-HCIl, adenin siilfat,
nikotinik asit vb.), bitki biiyime diizenleyicileri (sitokinin, oksin, vb.) ve diger

(seker, katilastiric1 ajan) maddelerdir (Kocacaligkan 2002).

Bu asamada kullanilacak bitki biiyiime diizenleyicisi (hormon) tipi ve miktar1 da
onemlidir. Hormon tipleri ve miktarlar1 eksplanttan istenilen cevaba gore
belirlenmelidir. Sitokininin yliksek oranda bulunmasi siirgiin olusumunu, oksinin
yiiksek oranda bulunmasi kallus ve kok olusumunu, ikisinin dengede bulunmasi
ise yine kallus olusumunu uyarmaktadir. Bu asamada son olarak kiiltiir ortam
(6rn. 151k, sicaklik ve nem) sartlarini 1yi belirlemek gerekmektedir (Babaoglu vd.

2002).

Mikrogogaltimdaki tigiincii agama olan siirgiin cogaltma agamasinda ise bir dnceki
ortamda elde edilmis olan siirgiin ve/veya kallus kiiltiirleri birbirinden ayrilarak ya
da kalluslar birka¢ pargaya ayrilarak cok sayida siirgiin kiiltiirii elde edilir.
Kalluslar birkag¢ pargaya boliinerek yeterli miktarda ¢ogaltildiktan sonra siirgiin
¢ogaltimini uyaran sitokininlerin bulundugu ortamlara alinarak siirgiin olusumlari

uyarilabilir (Reinert ve Yeoman 1982, Babaoglu vd. 2002).

Dordiincii asamada tam bir bitki elde etmek icin siirgiinlerin gelistirilmesi ve

koklenmenin saglanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in ilk olarak yiiksek sitokin
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ortamlarindaki siirgiinler sitokinin bulunmayan hormonsuz veya oksin igeren
ortamlara alinmalidirlar. Cilinkii sitokinin varligi kdklenmeyi inhibe eder. Oksin
varliginda ise koklenme tesvik edilmektedir. Koklenme asamasi hem in vitro

ortamda hem de in vivo ortamda yapilabilmektedir.

Son olarak koklendirilmis tam bitkicikler steril olmayan, daha yiiksek 151k siddeti
bulunan, diizensiz 1s1 degisimi ve nem oranlarinin mevcut oldugu dis ortama
alistirilmalidir. Bu dikkat isteyen bir istir ve asamali olarak yapilmasi
gerekmektedir. Ik olarak kiiltiir odalarindaki kiiltiir kaplarinin kapaklari agilarak
ise baslanabilir. Bu bir haftalik gibi siire sirasinda olusacak kontaminasyon risk
tasimamaktadir. Ancak bu asamada bitkinin su kaybin1 6nlemek amaci ile ortamin
nemi oldukga yiiksek tutulmalidir (% 90-100 ). Koklerdeki besi yerinin iyice
temizlenmesinin ardindan bitki topraga aktarilabilir. Ancak bu asamada yine nem
yiiksek oranda tutulmali ve 15 giinliik bir siire i¢inde 2-3 gilinde bir kademeli

olarak indirilmelidir (Babaoglu vd. 2002).

Yukarida bahsetmis oldugumuz bu teknik ile hem diinya capinda hem de
iilkemizde bircok tehlike altindaki bitkinin ¢ogaltma prosediirii gelistirilmis ve

uygulama alani bulmustur. Bu ¢alismalara asagida birka¢ 6rnek verilmistir.

Normah et al. (1997) giliney —bat1 Asya’da yasayan ve tehlike altinda olan Citrus
halimi tirii ile yaptiklari ¢alismada mikrogogaltim teknigi ile eksplant basina
ortalama 9,6 siirgiin elde etmis ve bu siirgiinleri basar ile koklendirerek % 83 gibi

yiiksek bir oranla dis ortama aligtirmiglardir.

Bir diger ¢alismada, ekonomik 6zelliginden dolay: tiiketilmesi nedeni ile tehlike
altinda olan ve klasik ¢cogaltma metotlar: ile cogaltilmasinin zor olusundan dolay1
in vitro ¢ogaltma yontemine basvurulan Syzygium travancoricum tiirliniin tek
tomurcugundan 25 siirgiin elde edilmis, bu siirgiinler basarili bir sekilde
koklendirilmis ve % 40 oraninda bir basari ile dis ortama alistirilmistir (Anand et

al. 1999).
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Sophora toromiro, dogada yok olmus ve cesitli botanik bahgelerinde yasayan
Fabaceae ailesine ait bir tiirdlir. Bu bahgelerdeki tohumlarindan elde edilen steril
fideler kullanilarak bitkinin mikrogogaltimi basariyla gergeklestirilmistir (Jordan

2001).

Aloe vera L. var. chinensis Giiney Cin’de yasayan ekonomik bir bitkidir ve yogun
toplama nedeniyle sayisi olduk¢a azalmistir. Liao et al. (2004) yaptiklar1 ¢alisma
ile bu bitkinin tek tomurcugundan 4 haftada ortalama 15 siirgiin elde etmislerdir.
Dolayis1 ile bu teknik ile uygun kosullarda teorik olarak bir yilda 15" bitkinin
elde edilebilecegini ileri siirmiislerdir. Ayrica elde edilen geng bitkilerin %93 gibi

yiiksek bir oranda dis ortama alistirildig rapor edilmistir.

Bu ¢aligmalarin yaninda iilkemizde de baz1 ekonomik ve tehlike altindaki tiirlerin
in vitro ¢ogaltimi gergeklestirilmistir. Baba (1995), Tirkiye endemigi olan ve
ekonomik Oneme sahip olan bes bitkinin (Astragalus tmoleus var. tmoleus,
Digitalis cariensis, Sideritis sipylea, Stachys tmolea ve Thymus sipyleus) doku
kiiltiiri yontemleri ile cogaltimini ve bu bitkilerin dis ortama alistirilma asamasini

basart ile gergeklestirdigini rapor etmistir.

Ozel (2002), endemik ve tehlike altinda olan Centaurea tchihatceffii’nin
mikrogogaltimi {izerine ¢alismalar yapmistir ve basarili sonuglar almistir. Yine
baska bir Tiirkiye endemigi olan Gladiolus anatolicus’un doku kiiltiirii yontemleri
ile ¢ogaltimi1 lizerine aragtirmalar yapilmis ve bu bitkinin hizli ¢ogaltimi i¢in bir

prosediir belirlenmistir (Calmaz 2003).

Tehlike altindaki bir baska tiir olan Muscari muscarimi’nin olgunlasmamis
embriyolar1 kullanilarak hizli sogancik {iretim prosediirii = gelistirilmigtir
(Parmaksiz vd. 2005). Ayrica Fabaceae ailesinin bir iiyesi olan lokal endemik ve
gelecekte yok olma riski tasiyan (CR) Astragalus duranii’nin in vitro hizh

cogaltim prosediirii bagariyla gerceklestirilmistir (Co¢ii vd. 2005).
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Endemik bitkiler ve korunmalar1 yoniinde yapilmis olan caligmalara genel bir
bakis yaptiktan sonra bu ¢alismanin hedef bitkisi olan Thermopsis turcica ile ilgili
yapilmis ¢aligsmalara goz atacak olursak, yeterli miktarda arastirma olmadigin

goruruz.

T. turcica ilk defa 1983 yilinda kesfedilmis ve bilim diinyasina tanmitilmistir ( Kit
Tan vd. 1983). Davis vd.’ne (1988) gore T. turcica’nin yayilis alan1 Aksehir
Goli’niin batis1 Golgayir (Yastyan) mevkii’dir. Dolayist ile 2000 yilinda basilan
Tiirkiye bitkileri kirmizi kitabina goére (Ekim vd. 2000) Konya endemigi olarak
goriinmektedir. Ancak 2003 yilinda yapilan bir ¢alismada Tan vd.’lerinin ( 2003 )
yayilis alani olarak gosterdikleri bolgeler ise Eber Golii’niin glineyi ve Aksehir

GoOli’nilin glineyi ve batis1 yani Afyonkarahisar il siirlar igerisidir.

Thermopsis genusuna ait tiirlerin biliylik bir ¢ogunlugu genelde Orta Asya ve
Amerika Birlesik Devletinin Dogu kisminda ve genelde daglik alanlarda yayilis
gostermektedir. Tiirkiye’de bu genus sadece T. turcica tiirii ile temsil edilmektedir
ve bu tiir Tiirkiye endemigi olarak kayitlara ge¢mistir. 7. furcica uzun rizomlu ¢ok
yillik otsu bir bitki olup, bitki boyu 35-85 cm arasinda degismektedir ve altin
saris1 petallerinden dolay1r yore halki tarafindan “altin otu” veya “piyan” olarak
bilinmektedir. Her ne kadar kendisine en yakin tiir olan Thermopsis alpina ile
benzerlik gosterse de, dogal olarak sulak ve diiz alanda (970-980 m) yetismesi,
bitki karpel sayisinin 3 adet olmasi, 10 adet stameninin serbest olmasi 7.
turcica’nin en belirgin ayirt edici Ozellikleridir (Davis vd. 1988). Mor renkli

tohumlarinin ise karpel igerisinde 2-3 tane oldugu bildirilmistir (Sinan 2002).

Thermopsis genusu zengin bir lupin alkaloid kaynagidir (Ohmiya et al. 1974,
1984, Saito et al. 1988). Bazi tiirleri tibbi bitki olarak kullanilmakta iken (Saito et
al. 1989) yapilan ¢aligmalarda bu genusun diger iiyelerinin tohumlarinin ¢ocuklar
tarafindan yenmesi sonucu bulanti, kusma ve bas agris1 gibi belirtilerle ortaya
cikan zehirlenmelere de sebep oldugu ortaya konmustur (Sener vd. 1992). Bu
genusun lyelerinden biri olan Thepmopsis montana’da bulunan anagirin,

termopsin, 5,6-dehidrolupanin, sitisin ve N- metilsitizin alkoloidlerinin, sigirlarda
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bitkinin yenmesi sonucu ortaya cikan miyopatiden sorumlu olabilecegi One

stiriilmistiir ( Keller ve Baker 1990).

1991 yilinda yayinlanan bir ¢calismada 7. furcica bitkisinde alkoloid, flovanoid,
kumarin, radyoaktif glikozit ve steroidal bilesiklerin varligi tespit edilmistir. Bu
bitkinin meyvelerindeki total alkoloid miktarinin % 1.48, anagirin miktarinin ise
9%0.69 oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu bitkideki major alkoloid olan anagirinin
ise koyunlarda teratojen etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Sener vd 1992).

Tarimsal faaliyetlerde yogun yeralt1 sularinin kullanilmas: dolayisiyla taban suyu
seviyesinin azalmasi, g6l suyunun asir1 drenaji sonunda sulak habitatlarin tahrip
edilmesi, hedef tiirlerin yer aldig1r bolgelerde yerlesim alanlarimin genislemesi,
sehirlesme, evsel ve kentsel atiklar (¢op vb.), asir1 otlatmanin dolayl etkileri bu
tirii tehlikeye atan en Onemli unsurlardir. Biiyiikbas ve kiiciikbas hayvanlar
tarafindan yesil donemde yenmemekle beraber, bu alanlarin otlatilmasi sirasinda

stiriiler tarafindan basilma ve ezilme sonucu da zarar gérmektedir (Tan vd. 2003).

T. turcica’nin yasadigi habitat olan Aksehir ve Eber Goéllerinin ¢evresinin dnemli
bitki alan1 olarak tespit edilmesinin ve tohum 6rnekleri ile herbaryum 6rneklerinin
saklanmasinin haricinde (Tan vd. 2003) literatiirde bu bitkinin korunmasina

yonelik yapilan bagka bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bunun yaninda Thermopsis genusu iiyelerinden yalnizca bir tanesinin doku
kiltlirii calismast mevcuttur. Thermopsis lupinoides ile ilgili yapilan bu ¢alismada
doku Kkiiltiirtinde (+)-Lupanin iiretimi ile ilgili bir arastirma yapilmis ve beyaz
kalluslarda bu maddenin sentezine rastlanmamistir. Fakat, olusan yesil kalluslarin
bu maddeyi sentezledigi tespit edilmistir. Ancak bu calismada bir mikrogogaltim

prosediirii bulunmamaktadir (Saito vd. 1989).
Bizim calismamizin ilk amaci, tohumdan ¢ogaltim sirasinda tohumlarin dormansi

sorunlarinin asilmasinin saglanmasi ve bdylece etkin bir ¢cimlenme prosediiriiniin

gelistirilmesidir. Bu calismalar1 in vitro ortamlarda gergeklestirerek saglikli steril
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fideler elde etmek ve bunlar1 mikrogogaltim asamasinda eksplant kaynagi olarak
kullanmak ise ikinci amacimizdir. Son ve asil amacimiz ise in situ koruma
yontemlerine destekleyici olarak gordiigiimiiz bitki doku kiiltiirii tekniklerini
kullanarak verimli ve hizli bir mikrogogaltim prosediirii belirlemek ve ¢ok tehlike

altindaki 7. turcica’nin korunmasina bir katki saglamaktir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Bitki Materyali ve Arazi Calismasi

Bu caligmanin arastirma materyali Afyonkarahisar ili sinirlar1 i¢inde yayilis
gosteren 7. turcica’dir (bkz. Sekil 3.1). T. turcica’nin yayilis gosterdigi alanlarda
yapilan kapsamli bir arazi ¢aligmasi ile tespit edilen popiilasyonlar Sekil 3.2°de
gosterilmistir. Bu tiirlin olgunlasmis meyveleri Agustos-Eylill 2004°te, Eber
Goli'niin  glineyindeki bataklik araziden ve Aksehir Golii’niin  giiney-bati
kiyisindan toplanmistir (Bkz. Sekil 3.2). Toplanan meyvelerin igerisindeki saglikli
tohumlar laboratuarda ayiklanmis ve cam kavanozlara yerlestirilerek deneylerde
kullanilincaya kadar karanlik ve oda sicakliginda, Afyon Kocatepe Universitesi

Herbaryumu’nda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1 Thermopsis turcica’nin dogal yayilis alanindaki goriintimii.
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Sekil 3.2 T. turcica’nin yayilis alaninda belirlenen populasyonlar. E1, Eber populasyonu,
K1, Kavakli 1 popiilasyonu, K2, Kavakli 2 popiilasyonu, A1, Akbaba 1 popiilasyonu ve
A2, Akbaba 2 popiilasyonu.
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3.2 Metot

3.2.1 Kiiltiir Besi Yerlerinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Besi yerlerine eklenecek bitki biiyiime diizenleyicilerinin ve pH’y1 ayarlamak i¢in
kullanilan asit ve bazlarin stok sollisyonlar:1 hazirlanmistir. Denemelerde
kullanilan 2,4-Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ve indol-3-biitirik asit (IBA)
balon joje’de 20 ml etanol i¢inde ¢oziilmiis ve son konsantrasyonu 2mg/ml olacak
sekilde bidistile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Naftalen asetik asit (NAA), 6-
benzilaminopiirin (BA) ve Kinetin (K) 70 ml sodyum hidroksit icinde ¢oziilmiis
ve son hacim 2 mg/ml olacak sekilde steril bidistile su ile 100 ml’ye
tamamlanmistir. Glasiyal asetik asidin %50’lik ve sodyum hidroksidin 1 N’lik

¢Ozeltileri hazirlanmistir. Tiim stok soliisyonlar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Tiim besi yeri kompozisyonlarinda MS (Murashige ve Skoog 1962) hazir tuz ve
vitaminleri (4,3 g/L), siikroz (30 g/L) ve agar (7 g/L) kullamilmistir. Gerekli
miktardaki MS tuzlari, vitaminlari ve stikroz 0.5 L distile suda manyetik karistirict
ile ¢oziildiikten sonra stok hormonlardan arzu edilen miktarlarda eklenmistir. pH
glasiyal asetik asit ve sodyum hidroksit ile 5,7 + 0,1’ye ayarlandiktan sonra agar
eklenmis ve hacim 1 L’ye tamamlanmistir. Ardindan besi yeri 121 OC 151, 1 atm
basing altinda 15 dk otoklavlanmistir. Otoklavlanmis besi yeri oda sicakliginda bir
miktar sogutulduktan sonra steril kabin igerisinde amaca uygun kaplara

(¢imlendirme kabu, petri, cam kavanoz, cam tiip) dokiilmiistiir.
3.2.2 Denemelerde Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu
Denemelerde kullanilan beher, balon joje, cam petri, ¢imlendirme kabi, cam
kavonoz, cam tiip, pens, bistiiri, gazli bez, spatiil gibi malzemeler 121 °c 181, 1

atm basing altinda 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir. Calismalarda kullanilan

9 cm’lik plastik petriler ise steril ve tek kullanimliktir.
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3.2.3 Calisma Ortaminin Sterilizasyonu

In vitro g¢alismalarin tiimii steril kabin igerisinde ve bek alevinin yaninda
gergeklestirilmistir. Steril kabinin tiim i¢ yiizeyi ¢alisma oncesinde %70’lik etanol
ile temizlenmistir. Kiiltlirlerin inkiibasyona birakildigi iklim kabinleri ise ticari

camasir suyu ile sik sik temizlenmistir.

3.2.4 iklimlendirme Kosullar

Kiiltiirler, 25 + 1 °C’de ve beyaz Grolux™ floresan lamba 1s13ida 16 sa aydinlik
ve 8 sa karanlikta olmak {iizere iklim kabininde inkiibe edilmistir. Kiiltiirler

tesadiif parselleri deneme desenine gore iklim kabinlerine yerlestirilmistir.

3.2.5 In vitro Cimlendirme

Cimlendirme denemelerine Ocak 2005°te baslanmistir. Herhangi bir 6n muamele
uygulanmayan tohumlar yiizey sterilizasyonu i¢in once ii¢ defa distile su ile
yikanmistir. Bunu takiben % 20°lik ticari camasir suyu i¢inde 20 dk bekletilmis ve
daha sonra % 70’lik etanolde 90 sn ¢alkalanmistir. Son olarak, tohumlar 3 defa

steril distile su ile durulanmistir.

Tohumlarin bir diger grubu stratifikasyon i¢in iki kat nemli filtre kagidi arasinda 8
hafta, + 4 °C’de ve karanlikta bekletilmis ve ardindan degisik siirelerde siilfirik
asit ile ( 0, 15, 30, 60, 90, 120 dk) muamele edilmistir. Diger bir grup tohum ise
stratifikasyon uygulamasi yapilmaksizin konsantre siilfirik asit, hidroklorik asit ve
nitrik asitte yukarida belirtilen siirelerde bekletilmistir. Asit muamelesi uygulanan
tohumlara sterilizasyon islemi uygulanmamis yalnizca muamele sonrasi asidi
uzaklastirmak icin ii¢ defa steril distile su ile c¢alkalanmistir. Stratifikasyon
yapilmis tohumlarin bir kismi ise yiizey sterilizasyonu sonrasi agar yatagi lizerine

alinmistir.
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Cimlendirme yatag1 olarak kullanilacak besi yerleri yukarida belirtildigi sekilde
bitki biiylime diizenleyicisi kullanilmadan hazirlanmis ve otoklavlanmistir.
Cimlendirme 11x11x9 cm ebatlarinda hava girisine izin veren fakat
mikroorganizmalarin  girisini  engelleyen steril seffaf plastik kaplarda
gerceklestirilmistir. Cimlendirme kaplarina 200 ml besi yeri dokiilmiistiir. Her
kaba 20 tohum yerlestirilmistir ve her bir deneme 4 defa tekrarlanmistir. Kiiltiir
kaplar1 yukarida belirtilen desende ve sartlarda iklim kabinine yerlestirilmistir.
Radikulanin tohum kabugundan 2 mm uzamis olmasi (Rehman ve Park 2000)
¢imlenme icin yeterli goriilmiistiir. Cimlenme denemesi 28 giin siirdiiriilmiistiir ve

cimlenen tohum sayilar1 her giin kaydedilmistir.

3.2.6 Kallus Baslatim

Besi yerlerine kahverengilesmeyi oOnlemek amacit ile 0.06 g/ PVP
(polivinilprolidon) (Liao et al. 2004), 2,4-D veya NAA’nin farkli
konsantrasyonlar1 (0.5, 1, 2, 4, 8 mg/L) eklenerek 3.2.1°de bahsedildigi sekilde
hazirlanmis ve otoklavlanmistir. Besi yeri her birine yaklasik 30 ml olacak sekilde

petrilere dokiilmiistiir.

3.2.5°de bahsedilen ¢imlendirme yoOntemlerinden en uygun olan1 ile
cimlendirilmis olan 15 giinliik steril 7. turcica fideleri kallus denemesi i¢in
eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Kallus baglatimi i¢in steril fidelerin
kotiledon, epikotil ve kdk eksplantlar1 kullanilmistir. Kotiledonlar bistiiri yardimi
ile bitkiden ayrilmis ve nodlar1 uzaklastirmak icin proksimal uglar1 kesilerek
atilmistir. Epikotil ve koklerden ise 1 cm’lik pargalar kesilerek besi yeri iizerine
konulmustur (bkz Sekil 3.3). Her bir petriye ayni tip 5 eksplant yerlestirilmis ve

toplam {i¢ petri kullanilmistir. Deneme iki kez tekrarlanmistir.

Kiiltiirler 3.2.4°te anlatilan sartlarda iklim kabinlerine yerlestirilmistir. Gozlemler
haftalik yapilmis ve kalluslar iki haftada bir alt kiiltiire alinmistir. Altinci haftadan
sonra kallus baslatimi1 denemesine son verilmis ve kallus, adventif kok ve adventif

stirglin olusturan eksplantlarin sayilar ile kallus yas agirliklart kaydedilmistir.
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Sekil 3.3 In vitro fidelerden eksplant alim yerleri ve eksplantlarm kallus baslatim igin
petrilere yerlesimi. A, 15 gilinlik steril 7. turcica fidesi, B, epikotil eksplantlari, C,
kotiledon eksplantlar1, D, kok eksplantlari.

3.2.7 Kallustan Rejenerasyon

Kallus olusum asamasinda elde edilmis olan 6 haftalik kalluslar hangi hormon
tipinde meydana geldigi dikkate alinarak siirgiin olusturma ortamina transfer
edilmistir. Rejenerasyon asamasinda MS besi yerine BA veya K farkli
konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2 mg/L) eklenerek 3.2.1°de belirtildigi sekilde
hazirlanmis ve otoklavlanmistir. Daha sonra 200 ml’lik steril cam kavonozlarin
her birine yaklasik 40 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Her bir kavonoza 3 kallus
(yaklasik 0,5 g) konularak (bkz Sekil 3.4) 5 tekrar yapilmis ve 3.2.4’deki sartlarda
iklim kabinine yerlestirilmistir. Deneme 6 hafta siirdiiriilmiis ve bu siire sonunda
siirglin olusturan kallus sayilari, kallus basina olusan siirgiin sayilart ve olusan

stirglinlerin uzunluklar kaydedilmistir.
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Sekil 3.4 Rejenerasyon i¢in kalluslarin BA ve K iceren MS ortamina alinmasi.

3.2.8 Koklendirme

Elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesi i¢gin %2 MS kullanilmistir. Agar ve siikroz
ise 3.2.1°de anlatilan miktarlarda eklenmistir. Koklenme i¢in hormonsuz, 1 mg/L
NAA ve Img/L IBA igeren ii¢ farkli ortam denenmistir. Besi yerleri cam
kavanozlara 50 ml olacak sekilde dokiilmiis ve 2 cm’den biiyiik siirgiinler
koklendirmeye alinmistir. Her bir hormon ortami igin 30 siirgiin transfer
edilmistir. Koklenme denemesi 6 hafta siirdiiriilmiis ve bu siirenin sonunda kallus
olusumlari, 6len siirglin sayilari, koklenen siirglin sayilari, slirgiin basina kok

sayilar1 ve kok uzunluklar1 kaydedilmistir.

3.2.9 D1s Ortama Sasirtma

Altinct hafta sonunda koklenmis olan bitkiciklerin iginde bulundugu kiiltiir

kaplarinin kapaklart ac¢ilmis ve daha Onceden belirtilmis olan iklim odas1
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sartlarina ilaveten %80 {izerinde bir nem uygulamasinda 3-4 giin Oylece
bekletilmistir. Bunun ardindan bitkiler perlit- toprak (1:1) karigimi igeren saksilara
aktarilmislar ve yine yliksek nemli ortamda bekletilmislerdir. Nem orani 2-3
giinde bir goreceli olarak distriilmistiir. Bu sirada saksilar 1/5 oraninda

sulandirilmis MS makro tuz karigim ile 2-3 giinde bir sulanmiglardir.

3.2.10 Verilerin istatistiksel Analizleri

Cimlenme denemesinde elde edilen ortalama ¢imlenme zamani Chuanren vd.

(2004) gore asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir;
S (nd)/ N

Burada n: gozlem yapilan giin aralifinda ¢imlenen tohum sayisini, d: inkiibasyon
stiresinin o anki giiniinii ve N ise denemede ¢imlenmis toplam tohum sayisini

belirtmektedir.

Denemeler sonunda kaydedilmis olan tiim verilerin ortalamalar1 ve standart
hatalar1 SPSS 10 (Ural ve Kilig 2005) paket programi ile hesaplanmistir. Yapilan
muamelelerin etkileri tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir.
Uygulama sonuclarinin ortalamalar1 arasindaki farklar 0,05 6nem diizeyinde
Duncan (¢cimlenme verileri i¢in) ve Tukey (diger tiim veriler icin) testi ile

karsilagtirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Arazi Calismasi1 Bulgular:

2004 yili Agustos-Eyliil aylart dénemlerinde 7. turcica tiiriiniin yayilis gosterdigi
bolgeye tohum elde edebilmek amaciyla sik sik gidilmistir. Bu ¢alismalarda, T.
turcica’nm yaklasik 2x10 km® alami kapsayan Eber ve Aksehir Golleri kiyilari
arasindaki batakliklarda, meralarda ve camurlu cayirlarda yayilis gosterdigi tespit
edilmistir (bkz. Sekil 3.2). Bu alan igerisinde yapilan detayli arazi ¢alismalarinda
T. turcica’nin degisik birey sayilar1 bulunduran 5 popiilasyonu tespit edilmistir

(bkz. Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 T. turcica min yayilis alaninda belirlenen popiilasyonlar.

Popiilasyon Bitki Sayisi Enlem, Boylam Yiikselti
Al, Akbaba 1 <1000 38.28 N,31.20 E 952
A2, Akbaba 2 Yogun 3828 N, 31.19E 963
K1, Kavakl 1 <5 000 38.29N,31.19E 967
K2, Kavakli 2 Yogun 38.30N,31.19E 966
E1, Eber <50 38.36 N,31.13 E 968

Bireysel gozlemlerimize gore, T. turcica’nin en fazla yayilis gosterdigi Akbaba
1&2, Kavakli 1&2 popiilasyonlarinin bulundugu bolgelerdeki tarla ve bahgelerde,
toprak slirme islemlerinin gerceklestirilmesinin ardindan rizomlar1 araciligy ile
cogaldig diisiiniilen geng 7. turcica fidelerinin bu tarlalar1 kaplamis oldugu tespit

edilmistir (bkz. Sekil 4.1).

Ek olarak, 7. turcica meyvelerinin agilmamasi (Davis 1988) nedeniyle en az iki
y1l bitki iizerinde kaldiklar1 ve tohumlarin dogal olarak yayilmasinin oldukga
kisitlanmis oldugu gozlenmistir. 7. furcica’nin yogun yayildigr popiilasyonlarda
(Akbaba 1&2, Kavakli 1&2) mevcut olan bir ya da iki yillik meyvelerin tamamina
yakininda saglikli tohumlara rastlanmamugtir (bkz. Sekil 4.2).

24



L E YR}
oo

Sekil 4.2 T. turcica meyve ve tohumlari. Ustte, sagdan sola Eber Gélii kiyisindan
toplanan ti¢ karpelli meyve, karpelin acik durumu ve saglikli tohumlar. Altta sagdan sola
Aksehir Goli kiyilarindan toplanan meyve, karpelin a¢ik durumu ve sagliksiz tohumlar.
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Bu bitkinin morfolojik ve anatomik 6zelliklerinin ilk tanimlanmasi yapildiginda
(Davis 1988), T. turcica’ya ait her bir meyvede 2-3 tohum bulundugu bildirmis
olsa da, saglikli tohumlar1 temin ettigimiz kiiciik Eber popiilasyonundaki her bir
meyvede 8’e varan sayilarda tohum oldugu gozlemlenmistir (bkz Sekil 4.2) .
50’den az T. turcica bireyi bulunduran Eber popiilasyonundan elde edilen kisith
miktarda fakat saglikli tohumlar calismamizdaki in vitro c¢imlendirme ve

mikropropagasyon deneylerinde kullanilmistir.

4.2 Cimlenme Bulgular:

Bu c¢alismada, saglikli tohumlarin olduk¢a az olmasi nedeni ile denemelerde
kullanilan tohum sayis1 kisitli olmustur. Asit muamelesi yapilmamis tohumlar MS
ortamma alinma Oncesi klasik sterilizasyon teknigi uygulanmigken, asit
muamelesine tabii tutulmus tohumlar i¢in klasik sterilizasyon uygulamasi
yapilmaya gerek duyulmamais, asitte bekletme yeterli bulunmustur. Bu uygulama
sonrast MS ortamina transfer edilmis tohumlarda herhangi bir kontaminasyon

problemine rastlanmamustir.

In vitro ¢imlenme denemesinde, asit skarifikasyonu ve +4 °C’de 8 hafta soguk
stratifikasyonun 7. turcica tohumlar1 ¢imlenmesine ve ortalama ¢imlenme
zamanina olan etkisi arastirilmistir. Stratifikasyon yapilmamis tohumlarda iig
farklr asit kullanilirken (siilflirik asit, hidroklorik asit, nitrik asit) stratifikasyon
muamelesi yapilan tohumlar ya dogrudan ¢imlendirme ortamina alinmis ya da

sadece siilfiirik asit skarifikasyonuna maruz birakilmigtir.

T. turcica tohumlarinin ¢imlenme yiizdeleri, P<0,05 6nem seviyesinde ve Duncan
testine gdre aralarindaki farklarla birlikte Cizelge 4.2°de verilmistir. On isleme
tutulmamis veya sadece +4 °C’de 8 hafta soguk muamelesi uygulanmis tohumlar
ancak % 6,7 oraninda ¢imlenmistir. Sadece siilflirik asit skarifikasyonuna tabi
tutulan tohumlarin ¢imlenme oranlari asitte bekleme siiresi arttik¢a artmistir ve %
98,3 ¢imlenme orani yakalanmistir. 90 dk siilfiirik asit ile muamele edilmis

tohumlardan elde edilen fideler Sekil 4.3’te verilmistir. Tohumlarin, degisik
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stirelerde hidroklorik asit ile muamele edilmeleri P<0,05 6nem seviyesinde

¢imlenmeyi etkilememisken, 120 dk nitrik asitte tutulan tohumlarin ¢imlenmesi

ancak %20 seviyesine ulagmistir. Stratifikasyon uygulanan tohumlara yalnizca

stilfiirik asit muamelesi yapilmis ve 120 dk asitle muamele edilmis tohumlarin

timi (%100) cimlenmistir. Ancak stratifikasyonun c¢imlenme {izerine P<0,05

Oonem seviyesinde 6nemli bir etkisi tespit edilmemistir (bkz. Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Stratifikasyon ve asit skarifikasyonun 7. furcica tohumlarinin in vitro

cimlenmesi iizerine etkisi.

Cimlenme (%)

Siire (dk)  Siilfiirik Asit Hidroklorik Asit Nitrik Asit Soguk;-s:ilfiirik
0 6,7"* 6,7° 6,7° 6,6°
15 23,3° 50° 83" 23,4°
30 83,3° 6,6° 8,3° 83,5°
60 83,3° 6,6° 8,3° 83,4°
90 94,9 ¢ 8,3° 10,0° 95,29
120 98,3 9 8,3° 20,0° 100,0 ©

* Rakamlarin lizerindeki farkli harfler ayni siitun i¢indeki degerlerin Duncan testine gére %0,05

6nem seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Sekil 4.3 90 dk siilfiirik asit muamelesine tabi tutulan 7. turcica tohumlarindan ¢imlenen

fideler.
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T. turcica tohumlarinin ortalama ¢imlenme zamanlar1 Duncan testine gore P<0,05
onem seviyesinde degerlendirmeleri ile birlikte Cizelge 4.3’te verilmistir.
Uygulama yapilmamis veya sadece stratifikasyon yapilmis tohumlarin ortalama
cimlenme zamanlar1 en yavas (7 gilin) seyretmistir. Hidroklorik asit, ¢cimlenme
stiresini kontrole gore 6nemli derecede degistirmemistir (6.5 giin). 120 dk nitrik
asitle muamele edilmis tohumlarda ortalama ¢imlenme zamanini kontrol grubuna
gore Oonemli derece diisiirmiistiir (5,8 giin). Siilflirik asit ile skarifikasyona tabi
tutulan tohumlarda ortalama ¢imlenme zamani 3,8 giine kadar diismiistiir. Yalniz
stilfiiriik asit uygulanan guruplar ile stratifikasyon sonrasi siilfiirik asit uygulanan
gruplar arasinda ortalama ¢imlenme zamanlar1 acgisindan P<0,05 Onem

seviyesinde fark gézlenmemistir.

Cizelge 4.3 Stratifikasyon ve asit skarifikasyonu uygulamalarimin 7. turcica tohumlari
ortalama ¢imlenme zamani lizerine etkisi.

Ortalama Cimlenme Zamam (giin)

Siire (dk.) Siilfiirik Asit Hidroklorik Asit  Nitrik Asit Soguk :j:ilfﬁrik
0 7,0 %% 7,0° 7,0° 72°
15 4.4° 6,6 " 6,7 * 4.4°
30 4,0° 6,7° 6,8 % 4,1%
60 36° 6,6 ° 6,7 % 3,7¢
90 35° 6,5° 6,4 3,6
120 38° 6,5° 58° 3,34

* Rakamlarin iizerindeki farkli harfler, aym siitundaki degerlerin Duncan testine gore %0,05 dnem
seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Bu calismada, yalmizca 120 dk. siireyle siilfiirik asitle muamele edilmis
tohumlardan gelisen 7. turcica fidelerinde %20 oraninda anomalilikler
gozlenmistir (bkz Sekil 4.4). Anormal bitkilerde 6zellikle fidelerin kotiledonlari
ve/veya kok uglarinda hasarlar tespit edilmistir. Fide gelisiminde goézlenen bu
hasarlar diger uygulamalarda gbzlenmemistir. Ek olarak, az tohumun ¢imlendigi
deneme gruplarinda fidelerin daha 1y1 gelistigi, fakat ¢imlenmenin yiiksek oldugu

gruplarda fidelerin daha bodur ve ince oldugu gozlenmistir.

28



Sekil 4.4 120 dk siilfiirik asit muamelesinde hasarl1 7. turcica fideleri. Solda saglikli 7.
turcica fidesi, sagda radikulasi hasar gérmiis (okla gosterilen) ve uzayamamis sagliksiz
fide.

4.3 Mikrocogaltim Bulgular

4.3.1 Kallus Baslatimi ve Olusumu

15 giinliik steril fidelerden alinan kotiledon, epikotil ve kok eksplantlart degisik
konsantrasyonlarda NAA ve 2,4-D (0,5, 1, 2, 4, 8 mg/L) igeren MS besi
yerlerinde kiiltiire alinmistir. Tiim eksplantlar ikinci ve dordiincii haftalarda ayni
ortamlarinda alt kiiltiire edilmistir ve altinci hafta sonunda kallus denemesi
sonuclandirilmistir.  Deneme  baglangicinin = 6. giiniinden  itibaren  kok
eksplantlarinin yiizeylerinde kallus dokusu olusmaya baslamistir (bkz. Sekil 4.5¢).
Epikotil segmentlerinden kallus uyarimi ilk olarak denemenin ikinci haftasinda
gozlemlenmisken (bkz Sekil 4.5b) kotiledon eksplantlarinda uyarim ise ancak
iiclincli hafta baslangicinda goriilmiistiir (bkz Sekil 4.5a). Kotiledonlardan ve
epikotillerden kallus uyarimi kesim ve yara ylizeylerinde baglamisken, kok

eksplantlarinin tiim yiizeylerinde kallus dokusu gelistirmistir. Altinct haftanin
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sonunda NAA ve 2,4-D hormonu igeren tiim eksplant gruplarindan benzer

goriinliste yumusak ve acik sar1 renkte kalluslar elde edilmistir (bkz. Sekil 4.5def).

Sekil 4.5 2 mg/L NAA igeren MS besi yerindeki kallus uyarimi ve olusumu. (a) ii¢
haftalik kotiledon eksplanti, (b) iki haftalik epikotil eksplanti, (c) bir haftalik kok

eksplanti, (d, e, f) swrasiyla alt1 hafta sonunda elde edilen kotiledon, epikotil ve kok
kalluslari.

Altinc1 hafta sonunda deneme gruplarina gore kallus olusumu toplu sonuglari
Tukey testine gore P<0,05 6nem seviyeleri ile birlikte Cizelge 4.4’te verilmistir.
Elde edilen verilere gore, degisik NAA ve 2,4-D bitki biiyiime diizenleyicileri
iceren besi yerlerindeki kotiledon eksplantlarindan en diisiik kallus olusumu 0.5
mg/L NAA igeren ortamda (%30) elde edilmistir. 8 mg/L NAA ortamina alinmis
olan tiim kotiledon explantlar1 (%100) ise kallus olusturmustur. Goreceli olarak 2,
4 ve 8§ mg/L NAA ortamindaki ve 1, 2, ve 8 mg/L 2,4-D ortamindaki kotiledon
eksplantlarindan farkli oranlarda kallus olusumu gézlenmis olsa da P<0,05 énem
seviyesinde bu gruplar arasinda 6onemli bir fark ¢ikmamistir (bkz. Cizelge 4.4).
Epikotil eksplantlarinda en yiiksek kallus olusumu %93 ile 4 mg/L NAA igeren
ortamda gergeklesmisken, % 47 ile en diislik kallus olusturma oram1 0,5 mg/L
NAA’li besi yeri iizerinde gerceklesmistir (bkz. Cizelge 4.4). 8 mg/L NAA ortami
haricindeki kok eksplantlarinin bulundugu ortamlar %80-100 oranlarinda kallus
olusturmus ve bu degerler arasinda P<0,05 Onem seviyesinde farklilik

olugmamustir.
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Cizelge 4.4 Farkli konsantrasyonlarda NAA ve 2,4-D bitki biiylime diizenleyicisi iceren
temel MS besi yerlerinin, kotiledon, epikotil ve kdk eksplantlarindan kallus olusumuna
etkileri.

Kallus Olusturan Eksplantlar (%)

(mg/L) Kotiledon Epikotil Kok
NAA

0,5 30 % A¥* 47 A 97°B
1 73 %4 AB 57%® A 93°B
2 97 % A 90 A 100° A
4 87 < A 93°A 87°A
8 100 °A 70 B 47°C
2,4-D

0,5 60° A 67 ¢ A 93°B
1 80 bede A 73 ¢ A 90 ° A
2 93 ¢de A 83 A 100° A
4 70 A 70 ¢ A 93° A
8 80 ede A 60 A 80° A

* Rakamlarin {izerindeki farkli kiigiik harfler ayni siitun igindeki degerlerin Tukey testine gore
%0,05 6nem seviyesinde farkli oldugunu, ** farkli biiyiik harfler ayni satir igindeki degerlerin
Tukey testine gore %0,05 dnem seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Aynu1 bitki bliylime diizenleyicileri ile muamele edilmis kotiledon, epikotil ve kdk
explantlarinin  kallus olusum degerleri Tukey testine gore P<0,05 Onem
seviyesinde karsilastirmalari ile birlikte Cizelge 4.4’te verilmistir. 8 mg/L 2,4-D
iceren ortam haricindeki diger bitki biiylime diizenleyicisi ortamlarinda kok
eksplantlarinin, kotiledon ve epikotil eksplantlara gore P<0,05 6nem seviyesinde

onemli olarak yiiksek ya da ayni oranda kallus verdigi gézlenmistir.

Bitki biiyiime diizenleyicileri ve konsantrasyonlar1 goz ardi edilerek, eksplant
tipinin kallus olusumu {iizerine etkisi incelendiginde kotiledon, epikotil ve kok
eksplantlarinin ortalama olarak sirasiyla %77, %71 ve %88 oranlarinda kallus
verdigi hesaplanmistir. Kotiledon ve epikotil degerleri arasinda Tukey testine gore
P<0,05 6nem seviyesinde bir fark olusmamisken, kok eksplantlar1 P<0,05 6nem

seviyesinde diger iki eksplanta gore farkli ¢ikmistir.

Eksplant tipi ve hormon konsantrasyonlarina bakilmaksizin, deneme genelinde
NAA ve 2,4-D iceren MS besi yerlerinde sirasiyla %78 ve % 80 oranlarinda
kallus olusumu gerceklesmis ve hormon tipleri agisindan P<0,05 Onem

seviyesinde bir fark goézlemlenmistir. Altinci hafta sonunda elde edilen tiim
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kalluslarn NAA ve 2,4-D ortamlarinda biyo-kiitle baglama agisindan
karsilastirildiginda NAA igeren ortamlarda kallus basina ortalama agirhik 1,22 g
olarak belirlenmisken, 2,4-D igeren ortamlarda bu deger 0,58 g olarak

saptanmistir.

Bunlara ek olarak, yalnizca NAA igeren besin ortamlarinda ikinci haftadan
itibaren adventif kok olusumlar1 (bkz Sekil 4.6) ve dordiincii haftadan itibaren
adventif siirglin olusumlar1 gozlenmisken, bu olusumlar 2,4-D ortamindaki higbir

eksplantta kesinlikle gézlemlenmemistir (bkz Cizelge 4.5 ve 4.6).

Kotiledon eksplantlarinda en fazla adventif kok olusumu (%90) 8 mg/L NAA
ortaminda gerceklesmisken, en diisiik adventif kok olusumu ise 0,5 mg/LL NAA
ortaminda (%60) elde edilmistir. Epikotil eksplantlarinda en yiiksek ve en diisiik
adventif kok olusumlart (%77 ve %13) swrasiyla 2 mg/L ve 0,5 mg/L NAA
ortamlarinda tespit edilmistir. En diisiik adventif kok olusumlarinin gozlendigi
kok eksplantlarinda ise en yiiksek %47 (4 mg/L NAA) ve en diisiik %7 (8 mg/L
NAA) oranlarinda adventif kok olusumu gézlenmistir. Kullanilan NAA miktarlari
g0z ard1 edildiginde, kotiledon, epikotil ve kdk eksplantlar1 sirasiyla % 74, %49
ve %22 oranlarinda adventif kok olusturmustur ve bu degerler %0,05 6nem

seviyesinde ve Tukey testine gore birbirlerinden farklidir.

Cizelge 4.5 Kallus olusumu icin NAA ortamina alinan eksplantlarin adventif kok
olusturma yiizdeleri.

Adventif Kok Olusturan Kallus (%)

NAA (mg/L) Kotiledon Epikotil Kok
0,5 60 @ * A%k 13°B 10°B
1 70 A 33 B 13°B
2 83 % A 77°A 37%B
4 67 A 60 > A 47°A
8 90 ° A 60 B 7%C

* Yiizdelerin lizerindeki farkli kiigiik harfler ayn: siitun igindeki degerlerin Tukey testine gore
%0,05 6nem seviyesinde farkli oldugunu; ** farkli biiyiik harfler ayn1 satir igindeki degerlerin
Tukey testine gore %0,05 6nem seviyesinde farkli oldugunu gosterir.
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Sekil 4.6 NAA bulunan MS ortamlarinda adventif kok olusumlari. (A) kotiledon
eksplanti, (B) epikotil eksplanti, (C) kdk eksplanti, (D) 2,4-D bulunan ortamda adventif
kdk olusturmayan kalluslar.

Cizelge 4. 6 Kallus olusumu i¢in NAA ortamina alinan eksplantlarin adventif siirgiin
olusturma yiizdeleri.

Adventif Siirgiin Olusturan Kallus (%)

NAA (mg/L) Kotiledon Epikotil Kok
0,5 37300 A% 30" A 10*° A
1 53 A 40 A 13*B
2 60° A 47 B 17°B
4 20° A 33 A 17° A
8 10* A 10* A 0*A

* Yiizdelerin lizerindeki farkli kiigiik harfler ayn: siitun igindeki degerlerin Tukey testine gore
%0,05 6nem seviyesinde farkli oldugunu; ** farkli biiyiik harfler ayn1 satir igindeki degerlerin
Tukey testine gére %0,05 dnem seviyesinde farkli oldugunu gosterir.

Adventif kok olusumunda oldugu gibi, adventif siirgiin olusumu da NAA
ortamindaki eksplantlarda gozlenmistir. Tiim eksplant cesitleri 2 mg/L NAA
ortaminda en yiiksek seviyede, 8 mg/. NAA ortaminda ise eksplantlardan en
diisiik seviyede adventif siirglin olusum gozlenmistir. Kotileden ve epikotil
eksplantlar1 2 mg/L. NAA ortaminda sirasiyla %60 ve %47 oranlarinda adventif

siirgin vermislerdir. 8 mg/L NAA ortaminda bulunan ayni eksplantlarin ancak
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%10’u adventif silirgiin olusturmustur. Kok eksplantlar1 ise adventif siirgiin
olusumu acisindan en zayif eksplant tipi olmustur ve 2 mg/L NAA ortamina
aliman kok pargalarinin ancak %17’si siirgiin olusturmus, 8 mg/L NAA’de ise
hicbir kok eksplanti siirgiin olusturmamistir. Bunlara ek olarak, tiim kotiledon
eksplantlarinin % 36°s1, epikotil eksplantlarinin %32’°si ve, kok eksplantlarin
%11°1 adventif silirgiin olusturmustur. Tukey testine gore, epikotil ve kotiledon
eksplantlarindan olusan adventif siirgiin oranlarinda %0,05 6nem seviyesinde fark

olusmamisken, kok eksplantar1 i¢in bu deger 6nemli seviyede diisiik ¢ikmustir.

4.3.2 Kallustan Rejenerasyon

Tiim eksplant tiplerinden elde edilen kalluslarin rejenerasyon ortamlarina transferi
oncesi kalluslarin hangi bitki biiylime diizenleyicisinde olustuklar1 kaydedilmistir.
Mevcut kalluslar K ve BA bitki biiylime diizenleyicilerinin degisik
konsantrasyonlarin1 bulunduran (0,5, 1, 2, mg/L) temel MS besi yeri iizerine
rejenerasyon amactyla alinmistir. Kallus transferi sirasinda sadece kalluslarin
almmmia dikkat edilmis ve eksplant parcalari miimkiin oldugu kadar
alinmamistir. Rejenerasyon ortamina alinan kalluslar 21. giinde yine kendi besin

ortamlarinda alt kiiltiire edilmis ve deneme 8. haftada sonlandirilmistir.

Bu denemede, 2,4-D ortamindan rejenerasyon ortamina alinan higbir kallustan
rejenerasyon gozlemlenmemistir. NAA igeren besi yerlerinden rejenerasyon
ortamina alinmis olan kalluslarin rejenrasyon ortamina bagli olarak sadece %21°1

rejenerasyona tepki vermistir.

NAA kaynakli kalluslarin, ti¢ farkli konsantrasyonda (0.5, 1 ve 2 mg/L) BA
bulunduran temel MS ortamina alinmasi sonrast %13 oraninda rejenerasyon
gozlenmistir (bkz Cizelge 4.7, Sekil 4.7) ve konsantrasyonlar arasinda énemli bir
fark olusmamistir. Fakat, en diisiik seviyede K (0,5 mg/L) kullanimiyla transfer
edilen NAA kaynakli kalluslarin % 47’si rejenere olmustur. Kinetin oraninin

artmastyla (1 ve 2 mg/L kinetin) rejenerasyon orani azalmistir (sirastyla %26.3 ve
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%13) ve K miktarinin artis1 ile birlikte rejenerasyonun azalmasi P<0,05 6nem

seviyesinde Tukey testine gore dnemli bulunmustur (bkz Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 BA ve Kinetinin farkli konsantrasyonlarinin NAA kokenli kalluslardan
rejenerasyonun iizerine etkisi.
mg/L.  Rejenerasyon (%)  Ort. Siirgiin Sayis1  Ort. Siirgiin Boyu
BA

0,5 133 1,2 1,08°
1,0 13,3° 1,8 1,48%
2,0 13,37 4.4°¢ 2,16™
K

0,5 46,6 ° 2,2° 2,93%
1,0 26,6 1,5%® 1,44%
2,0 13,3° 0,6° 0,96

* Yizdelerin tizerindeki farkli kiigiik harfler aymi siitun igindeki degerlerin %0,05 olasilik
seviyesinde ve Tukey testine gore 6nemli derecede farkli oldugunu gosterir.

Sekil 4.7 2 mg/L BA igeren MS ortamindaki kalluslardan rejenere olan siirgiinler.
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Ortalama siirgiin sayilar tizerinde hem BA hem de kinetin bulunan ortamlarin
etkisi istatistiki agidan Onemlidir. BA konsantrasyonu artik¢a kallus basina
maksimum siirglin sayisinda goreceli bir artis olmasina ragmen yalnizca 2 mg/L
BA bulunan ortamda istatistiki agidan 6nemli sayida siirgiin (4,4) elde edilmistir.
Kinetin bulunan ortamlarda ise konsantrasyon artigina bagli olarak kallus bagina
stirgiin sayilarinda azalma tespit edilmistir. 0,5 mg/L kinetin bulunan ortamda en

fazla stirgiiniin olustugu (2,2) gozlenmistir (bkz Cizelge 4.7).

Elde dilen siirglin boylar1 karsilastirildiginda en diisiik siirgiin boyu 2 mg/L K
bulunan ortamda elde edilmistir. Maksimum siirgiin boyu ise 0,5 mg/L K ve 2
mg/LL BA bulunan ortamlarda gézlenmistir ve bu degerler arasinda istatistiki
acidan fark yoktur. BA konsantrasyonu arttik¢a siirgiin boylarinda goreceli bir
artis gézlenmesine ragmen bu gruplar arasinda istatistiki acidan 6nemli bir fark
bulunmamistir. K konsantrasyonu arttiginda ise siirgiin boylarinda 6nemli bir

diisiis gbzlenmistir (bkz cizelge 4.7).

4.3.3 Koklendirme Denemesi

Ug farkli ortamda koklenmeye alinmis fidelerin 6 hafta sonundaki gelisim
durumlar ve istatistiksel degerlendirmeleri Cizelge 4.8’de toplu olarak verilmistir.
Bu siirenin sonunda hormon i¢ermeyen 2 MS ortaminda bulunan fidelerden hi¢
birisinde kok olusumu gozlenmemistir. Bu ortamdaki fidelerin yarist oliirken

diger yaris1 ise 6 hafta sonuna kadar canliliklarini stirdiirmiislerdir (bkz Sekil 4.8).

1 mg/L IBA bulunan ortamda ise fidelerin %40°1 koklenmistir. Bu ortamda olusan
koklerin primer kok yapisinda oldugu ve gorece daha ince olarak gelistigi
gozlenmistir (bkz Sekil 4.9). Fidelerdeki 6liim orani ise %20’de kalmistir ve bu
istatistiksel olarak NAA iceren ortamdan farkli bulunmamistir. Bu ortamdaki
stirgiinlerin ortalama kok sayis1 4 olarak bulunmus, ortalama kok uzunlugu ise 3

cm olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.8 Kok olusumu gozlenmemis 7. turcica fideleri. A- Hormonsuz ortamda kok
olusumu gozlenmeksizin 6 hafta yasayan siirgiin, B- 1 mg/L NAA iceren ortamdaki kok
olusumu yerine kallus gelisimi gozlenen 6 haftalik siirgiin.

Sekil 4.9 Koklenmis 7. turcica fidelerinin alttan goriintimii. A- 1 mg/L IBA igeren /2 MS
ortaminda koklenmis fide, B-1 mg/L NAA igeren Y2 MS ortaminda koklenmis fide.

Cizelge 4.8 Koklenme ortamina alimus fidelerden 6 hafta sonunda elde edilen bulgular.

Ortam Koklenme Oliim Kallus Ort.Kok Ort. Kok Uzunlugu
(A2MS)+ (%) (%) (%) Sayis1  (cm)

Hormonsuz 0" 50° 0 0° 0

Img/L IBA 40° 20° 0°* 4° 3,06

I mg/LNAA  70° 13° 50° 8¢ 1,3°

* Degerlerin iizerindeki farkli kiiciik harfler ayni siitun igindeki degerlerin %0,05 olasilik
seviyesinde ve Tukey testine gore 6nemli derecede farkli oldugunu gosterir.
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I mg/L NAA iceren ortamdaki kdklenme orani ise %70’tir. Bu ortamda olusan
koklerde ise sekonder kok olusumlari daha yogun olarak gozlenmistir. Ayrica
kokler daha kalin ve kisadir. Ortalama kok sayisi, IBA igeren ortama oranla iki
kat (8 kok) daha fazladir. Bunun aksine kok uzunluklari ise yaklasik yar1 yariya
daha kisadir (1,3 cm). Ayrica bu ortamda diger ortamlarda goriilmeyen bir durum
da gozlenmistir. Oyle ki, 6zellikle kok olusturmayan bazi siirgiinlerin besi yerine
temas eden bdlgelerinde kallus olusumlar1 gozlenmistir (bkz Sekil 4.8). Sekil

4.10, bu asama sonunda elde edilen tam bir bitkiyi gostermektedir.

Sekil 4.10 Altinci hafta sonunda koklenmis tam bir 7. turcica fidesi.
4.3.4 D1s Ortama Sasirtma
Koklenen ve tam bir bitki konumuna gelen fidelerin dnce i¢inde bulunduklari

kiiltiir kaplarmin kapaklar1 agilmis ve ardindan yiiksek nemde 2-3 giin

bekletilmistir. Bunun ardindan perlit-toprak karisimi iceren saksilara aktarilmis ve
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yine yiiksek nemde muhafaza edilmislerdir (bkz Sekil 4.11). Nem diizenli olarak 2
giinde bir disiirilmiistiir. Bir haftalik siire igerisinde bu fidelerin ¢ogu hayatta

kalamamistir. Cok az sayida fide ise yasamini devam ettirmistir.

Sekil 4.11 Topraga sasirtilmis 7. turcica bitkisi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitkilerin kendi o©zel habitatlarinda, kasithh veya masum insan aktiviteleri
tarafindan yikimu tiirlerin bircogunu tehdit veya tehlike altina sokmustur (Wochok
1981). Oyle ki, éniimiizdeki 50 y1l icerisinde mevcut vaskiiler bitkilerin %25’inin
dogada tiikenecegi diisiiniilmektedir (Schemske vd. 1994). Bitki topluluklarinin
insan etkisi ile degismesi ve bozulan bu habitatlarin eski kosullarina
dondiiriilmesinin ¢ok yavas olmasi sebebi ile tehtid altindaki kaynaklari korumak
ve habitatlar1 restore edebilmek amaci ile kullanilabilir her teknolojiden
yararlanmak gerekmektedir (Wochok 1981). Bitki biyoteknolojisi de bu amagla
1970’11 yillardan beri kullanilmakta ve in situ koruma metotlarina ¢ok Onemli

alternatifler saglamaktadir.

Bu c¢alismada c¢ok tehlike altinda olan 7. turcica’nin, bitki doku kiiltiiri
tekniklerini kullanarak hizli ¢ogaltimimi saglayacak prosediiriin belirlenmesi
lizerine yogunlastik. Oncelikle bu tiiriin dogadaki mevcut durumu ve elde edilen

tohumlarin ¢imlenme 6zellikleri arastirilmastir.

T. turcica’nin  otlak hayvanlar1 tarafindan yenmemesi, tibbi amagla
kullanilmamasi ve bitkinin rizomlar1 ile ¢ogalabilmesi bitkinin ekolojik avantajlar
olarak degerlendirilebilir. Thermopsis genusuna ait bitki tiirlerinin yiliksek oranda
alkaloid icerdigi baz1 arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Saito et al. 1988,
Keeler vd. 1986). Ayrica, Sener vd. (1992), Thermopsis turcica’nin yiiksek
anagyrine alkaloidi igerdigini rapor etmistir. Keeler vd., (1986) kurutulmus
Thermopsis montana Nutt. bitkisini yiyen ineklerin zehirlendiklerini hatta hasta
hayvan siitlerinden insanlara bile gectigini bildirmistir. 7. furcica bitkisi de
muhtemelen bu nedenle otlak hayvanlar tarafindan yenmemektedir. Buna ek
olarak, Thermopsis genusunun bazi tiirleri Cin halk tibbinda kullanilmakta oldugu
rapor edilmis olsa da (Saito et al. 1989), T. turcica i¢in bu tip bir tiiketim s6z

konusu degildir.
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Bu avantajlarin yani sira bitkinin tehlike altindaki durumunu daha kritik noktaya
tasiyan bazi énemli hususlar da vardir. Iklim ve toprak yapisinin elverisli olmasi
nedeni bu bolgede yogun bir tarim yapilmaktadir ve son yillarda Eber ve Aksehir
GOl sularmin yaklasik 5 km ve daha fazla ¢ekilmis olmasi, bu bitkinin de dogal
yasamini devam ettirdigi habitatta tarla agma cabalarinin hizla arttigt Tan vd.
(2003) tarafindan rapor edilmistir. Bireysel gozlemlerimize gore, 7. furcica’nin en
fazla yayilis gosterdigi Akbaba 1&2, Kavakli 1&2 popiilasyonlarinda stiriilmiis
tarlalarda ¢ikan geng 7. turcica fideleri bu bitkiye kars1 bilingsiz olan yore halkini
daha sert tedbirler almaya itmektedir. Hal bdyle iken bu savasi insanoglunun
kazanacagini kestirmek ¢ok zor gorlinmemektedir. Dolayisi ile bitki i¢in en biiytlik
tehdit unsurlarindan birisi, yasadigi alanin insan eli ile tahrip edilmesi olarak

gorilmektedir.

Bu en 6nemli tehdit unsurunun yani sira, Davis vd.’nin (1988) tanimladig1 gibi 7.
turcica karpellerinin acilmamasi ve bitki lizerinden diismemesi nedeni ile
tohumlar en az iki yil bitki lizerinde kalmaktadirlar. 7. turcica’nin en yogun
yayildig1 popiilasyonlarda (Akbaba 1&2, Kavakli 1&2) mevcut olan bir ya da iki
yillik karpellerin tamamina yakininda, muhtemelen bdcek istilasindan dolayi,
saglikli tohumlara rastlanmamistir. Karpellerin kapali olmasi ve meyveler
igerisindeki tohumlarin bocek larvalarinca yenmesi bitkinin ¢ogalmasinda ve
yayillmasinda en onemli gereksinim olan tohumdan iiremenin ¢ok az veya hig
mimkiin olmadigr fikrini akla getirmektedir. Bu durumda etkin ¢ogalma
mekanizmasinin rizomlar sayesinde oldugu diisiiniilmektedir. Bu da muhtemelen
mevcut 7. turcica populasyonlarinda olusabilecek genetik varyasyonlarin oniinti
kapatmaktadir, ¢iinkii mevcut bitkiler yalmizca klonlarini iiretmektedir. Dolayisi
ile uzun vadede habitatta meydana gelen degisimlere uyum saglayabilecek yeni
genotiplerin ortaya ¢ikmasi zorlasabilir. Bu olguda bitkinin tehlike altinda olma
sebeplerinden biri olarak diisiiniilebilir. Keza baska caligmalar da, bir tiiriin
genetik varyasyonun kaybinin hem kisa hem uzun vadede ¢evresel ve demografik
dalgalanmalara karsi o tiiriin yasamin silirdiirme yetenegini azaltacagini ve
ortadan yok olmasina yol agabilecegini vurgulamaktadir (Ellstrand ve Elam 1993,

Miligran et al. 1994).
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Akbaba 1&2 ile Kavakli 1&2 popiilasyonlarinda karpel igerisinde 2-3 tohumun
bulundugu ve renklerinin Davis vd.’nde (1988) tarif edildigi gibi mor renkli
oldugu gozlenmistir. Fakat bunlar hasarli tohumlar olup karpel i¢inde tohum
artiklar1 da mevcuttur. Eber Gol’li kenarindaki 50°den az bitkiden elde ettigimiz
tohumlar ise oldukca sagliklidir ve karpellerin igerisinde 8’e kadar tohum
bulunmaktadir. Ayrica bunlarin renkleri agik kahverengidir ve bocekler tarfindan
zararlanmadiklar1 goriilmiistiir. Dolayist ile literatiirde gecen tohum say1 ve
renklerinin Aksehir Gol’ti kiyisindaki bitkilerden tayin edildigi de hesaba
katilirsa, bocek istilasinin bu bitkinin teshis edildigi glinden bu yana mevcut

oldugu diisiiniilebilir.

Nadir ve yabani bitki tiirlerinde en sik rastlanan durumlardan biriside bu bitkilere
ait tohumlarin ¢imlenme problemlerine yada ¢imlenme sonrasi fide gelisimi
problemlerine sahip olmalaridir. Nadir bitkilerin tohumdan ¢ogaltilmasinin
saglanmas tiir i¢i genetik varyasyon seviyesinin artmasina katki saglar. Ayrica in
vitro ¢ogaltimlarda steril fidelerin temini i¢in yabani bitki tohumlarinin ¢imlenme
isteklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagcla, 50°den az bitki bulunduran
Eber popiilasyonundan elde edilen kisithh miktarda fakat saglikli tohumlarla in
vitro ¢imlendirme deneyleri gergeklestirilmistir. Asit muamelesi yapilan tim
gruplara baska herhangi bir sterilizasyon muamelesi yapilmamistir ve
denemelerde tohum kaynakli  hi¢bir kontaminasyona rastlanmamistir.
Sterilizasyon isleminin doku kiiltiirii calismalarindaki en 6nemli ve sorunlu
basamak oldugunu gbz Oniine aldigimizda bu sonucun 7. turcica tohumlarinin

sterilizasyonunda ¢ok basaril1 ve pratik oldugunu sdyleyebiliriz.

Her hangi bir 6n muameleye maruz birakilmamis ya da sadece 8 hafta siireyle
nemli stratifikason uygulanmis tohumlarin MS besin ortamindaki ¢imlenme orani
%]10’u gegmemistir. Bu sonuglar, 7. furcica tohumlarinin derin bir ¢imlenme
problemi oldugunu ve bu problemin ortadan kaldirilmasinda yalnizca soguk
uygulamasinin yeterli olmadiginin bir gostergesidir. Nadir bitkilerin ¢imlenme
problemleri olabilecegi ¢ogu arastirmaci tarafindan da rapor edilmistir, 6rnegin

150 giin siire ile steril olmayan ortamda c¢imlendirmeye birakilan Physoplexis
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comosa tohumlarindan higbirisinin ¢imlenmedigi gézlenmistir (Cerabolini et al.
2004). Kaye ve Kuykendall (2001) ise her hangi bir 6n muamelenin
uygulanmadigr Leguminosae familyasina ait Lupinus sulphureus Hook. ssp.

kincaidii tirii tohumlarindan ancak %10’ nun ¢imlendigini belirtmistir.

Stratifikasyon uygulanmis ya da uygulanmamis tohumlarin artan siirelerde
siilfiirik asitle muamelesi 7. turcica tohumlarinin ¢imlendirme oranlarin1 %90 ve
tizerine c¢ikarmistir, dolayisiyla stlfirik asit skarifikasyonunun 7. furcica
tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine ¢cok kuvvetli bir etkisi oldugu belirlenmistir. Bu
sonucglara gore, ¢imlenme i¢in tohum kabugunun siilfiirik asit muamelesi ile
zayiflatilmas1 tohumlarin ¢imlenmesi i¢in yeterli bulunmustur ve 7. turcica
tohumlarinin yalnizca tohum kabugunun neden oldugu bir fiziksel dormansiye
sahip oldugunu belirlenmistir. Tetsuya ve Takahashi ( 2003 ) bu genusun bir diger
tiyesi Thermopsis lupinoides (L.) Link. ile steril olmayan ortamda benzer
cimlenme verilerini almislar ve tohum kabugu dormansisinin varligini
bildirmislerdir. Derin bir digsal dormansinin Koelreuteria paniculata (Laxm.)
tohumlar1 icin rapor edildigi bir bagka ¢alismada (Rehman ve Park 2000) GA; ve
on sogutma muamelesine tutulmus ya da tutulmamis K. paniculata tohumlarinin
skarifikasyon uygulanmadik¢a ¢imlenmedigini bildirmistir. Aksine, skarifikasyon
yapilmis 7. turcica tohumlarinin ¢imlenmesi {lizerine soguk muamelesinin hi¢bir

etkisi olmamaistir.

Her hangi bir muamele uygulanmamis tohumlarda ortalama ¢imlenme siiresi
yaklasik 7 giin iken, siilflirik asit skarifikasyona tabii 7. turcica tohumlarinin
ortalama ¢imlenme siiresi yaklasik yari siireye (3,8 giin) inmistir. Chuanren et al.
(2004) Echinacea angustifolia tohumlarina ait kabuklarin uzaklastirilmas: ile
birlikte ortalama ¢imlenme siiresini iigte bir oraninda kisaldigini ve beraberinde
starifikasyon uygulamalar ile ortalama ¢imlenme siiresinin minimuma indigini
belirtmistir. Fakat 7. turcica’nin in vitro ortamdaki ortalama ¢imlenme zamani

tizerinde stratifikasyon uygulamasinin herhangi bir etkisi olmamuistir.
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Sy et al’a (2001) gore mekanik skarifikasyon ¢ogu legiim familyasi tohumlarinin
yiiksek ve saglikli ¢imlenmesi icin en iyi metot olarak ileri siiriilmiis olsa da, T.
turcica tohumlarimin 90 dk. siilfiirik asitle muamelesi ile in vitro ortamda yiiksek
c¢imlenme oranlar1 elde edilmistir. Buna ek olarak, bu siirede skarifikasyona maruz
birakilan tohumlardan elde edilen tiim fidecikler saglikli olmusken, daha fazla
siirede aside maruz kalmis tohumlardan olusan fideciklerde %20 oraninda hasarl
radikula/kotiledon gibi bazi anomalilikler goézlenmistir. Dolayisiyla, fide
gelisimini etkilemeyecek sekilde stiresi 1yl ayarlanmis siilfiirik asit uygulamasinin
T. turcica tohumlarinin ¢imlenmesi i¢in oldukga basarili bir metot olmustur. Tiim
bunlara ek olarak ayni c¢imlenme kabi i¢inde ¢imlenen tohum sayisi fazla
oldugunda fideler muhtemelen besin rekabetine girmekte ve daha ciliz
kalmaktadir. Daha az tohumun ¢imlendigi kaplarda ise gorece daha iyi fideler elde
edilmistir. Sonug olarak tek kap icerisine konulan tohum sayisinin az tutulmasi

daha iyi gelismis fidelerin elde edilmesini saglayabilir.

Yukarida da vurgulandigi gibi tohumlardan ¢ogalmanin 6nemli olmasi ile birlikte
az sayida tohum bulunduran tiirlerde hizli ¢ogaltimin yapilabilmesi i¢in mevcut
tiim teknolojilerin kullanilmasi gerekmektedir. Bu amacla hedef bitkimizin bitki
doku kiiltiirii teknikleri ile hizli ¢ogaltimi iizerine c¢alisilmistir. Mevcut
bilgilerimize gore Thermopsis genusuna ait herhangi bir mikrogogaltim ¢alismasi
yoktur, bu nedenle yaptigimiz bu arastirmanin sonuglar1 bir ilk olma niteligi

tagimaktadir.

Mikrogogaltim i¢in kullanilan eksplantlarin se¢imi, verim agisindan ¢ok dnemlidir
ve tiirden tiire degisik potansiyeller sergilemektedir. Totipotent o6zellik geng
sirglinlerde daha fazladir (Babaoglu vd. 2002). Olgun bitkiden alinan
eksplantlarin, steril geng fidelerden alinan eksplantlardan daha zayif ve geg kallus
olusturdugu ayrica oliimlerin ve kahverengilesmenin daha ¢ok oldugu Matkowski
(2004) tarafindan da rapor edilmistir. Dolayis1 ile bu calismada in vitro fideler
kullanmilmistir ve bu fidelerle ¢alismanin birgok yonden avantajli oldugu

sOylenebilir.
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In vitro kosullarda en uygun cimlenme prosediiriinii belirledikten sonra, bu
yontemle elde edilmis steril fidelerden saglanan kotiledon, epikotil ve kok
eksplantlarinin kallus olusturma potensiyelleri {izerine MS temel besi yerinde,

NAA ve 2,4-D’nin etkisini arastirdik.

Baska tiirler ile yapilan mevcut caligmalarda kallus baslatimi i¢in degisik eksplant
tipleri kullanilmig ve bunlarin bazilarinda eksplant tipleri arasinda fark
bulunamamis iken bazilarinda ise onemli farklara rastlanmistir. Lycopersicon
esculentum ile yapilan bir calismada hipokotil parcalar1 ve yaprak diskleri
eksplant olarak kullanilmigtir. NAA veya 2,4-D igceren MS besi yerinde hipokotil
eksplantlarinin daha 1iyi kallus olusumu goésterdigi bildirilmistir (Chaudary vd.
2001). Haque vd. (2003) Allium sativum ile yaptiklar1 ¢calismada kok ucu, basal
disk ve yaprak diski eksplantlarini 2,4-D igeren MS temel ortaminda kiiltiire almis
ve bu eksplant tiplerinden elde edilen kallus olusturma yiizdeleri arasinda 6nemli

bir fark gézlememistir.

Bizim ¢alismamizda ise kotiledon (%77) ve epikotil eksplantlarinin (%71) kallus
olusturma oranlar1 arasinda fark bulunmamis iken, kok eksplantlarinin (%88) bu
iki eksplant tipinden 6nemli seviyede fazla oranda kallus olusturdugu tespit
edilmistir. Ayrica kok eksplantlarinda kallus olusumu birinci hafta itibari ile
baslamis olup diger eksplantlara gore daha hizli bir olusum gostermistir. 2 mg/L
NAA ve 2 mg/L 2,4-D igeren besi yerlerinde kok eksplantlart %100 verimde
kallus olusumu sergilemistir. 8 mg/L NAA iceren ortam haricinde kok
eksplantlarinin kallus verimi %80’in altina diigmemistir. Bu sonuclara gore 7.
turcica’nin 15 giinliik steril fidelerinden alinan kok pargalarinin verimli ve hizl
kallus eldesi i¢in kotiledon ve epikotil eksplantlarina oranla daha iyi oldugu

sOylenebilir.

Bizim bulgularimiza ilaveten in vitro fidelerden elde edilen kok parcalarinin diger
eksplantlara gére bazi avantajlara sahip oldugu rapor edilmistir. Bunlar, kolay
elde edilebilirlik, canlilik ve oksidasyona sebep olan sekonder metabolitlerden

yoksun olmalar1 olarak 6zetlenebilir (Bhau 1999). Kullanilan eksplantlarda ¢ok
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fazla kahverengilesme sorununa rastlanmamasi1 PVP kullanimiyla ilgili olabilir.
Yinede epikotil ve kotiledon eksplantlarin kesim yiizeylerinde kismen
kahverengilesmeler olusmus iken kok eksplantlarinda bdyle bir durumla
karsilagilmamistir. Bunda yukarida sdylenildigi kok eksplantlarinin oksidasyona

sebep olan bilesiklerden yoksun olmasi rol oynamis olabilir.

Kullanilan oksin tiplerinin (2,4-D ve NAA) kallus olusturma oranlar1 iizerinde
herhangi farkli bir etkisi bulunmamisken, kiiltiiriin 6. haftasinda yas agirliklar
karsilastirildiginda NAA iceren MS ortamindaki kalluslarin agirliklart 2,4-D
iceren ortamdan elde edilen kalluslardan yaklasik iki misli daha fazladir. Buda T.
turcica’da kallus biyo-kiitle artis1 icin NAA hormonunun daha etkili oldugunu
gostermektedir. Lycopersicum esculentum ile yapilan bir calismada da NAA+BAP
hormonlarinin 2,4-D hormonuna gore yas agirliklar tizerinde (Yaklasik iki misli)
daha iyi oldugu vurgulanmistir (Chaudary 2001). Ayrica ileride tartigilacagi gibi
2,4-D bulunan ortamlardaki bu zayif kalluslarin elde edilme sebebinin 2,4-D’nin

inhibe edici 6zelligi oldugu diisliniilebilir.

Tiim bu bulgular ve yorumlar 15181 altinda, 15 giinlik in vitro T. turcica
fidelerinden alinan 1 cm uzunlugundaki kok eksplantlarinin 2 mg/L NAA igeren
MS ortaminda kiiltiire alinmasi verimli, hizli ve saglikli kallus baslatimi i¢in ideal

bulunmustur.

Sitokinin ve oksinler hiicre boliinmesini baslatmada birbiri ile etkili iki bitki
biliylime diizenleyicisi olarak bilinmektedir. Ayrica bu iki tip bitki hormonu,
organize meristemlerin baslamasinda da etkili olmaktadir. Boylece, oksin ve
sitokinin oranlar1 degistirilirse, meristem yapisinin bigimi degismektedir. Oksinin
sitokinine orani1 gorece yiiksek ise, bazi kallus hiicreleri kdk primordiasina
dontigmektedir. Sitokininin oksine gore yiiksek konsantrasyonu ise hiicrelerin
siirglin apikal meristemine doniismesine sebep olmaktadir. Boylece, oksin
sitokinin oranindaki kii¢iik degisimler, meristemi baslatabilir ve bunlarin siirgiin

veya kok u¢ meristemlerine doniismesine yol acabilir (Wareing ve Phillips 1981).
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Genel olarak ortamda yalnizca oksinin bulunmasinin kalluslardan kdk olusmasini
uyardig1 bilinmekle beraber (Kocacaliskan, 2002), bazi durumlarda bazi oksin
tiplerinin kok olusumunu inhibe ettigi de rapor edilmistir (Saito vd. 1989). Bizim
calismamizda kallus olusumu icin kullanilan ortamlardan NAA igerenlerde
adventif kok olusumlar1 gézlenmisken 2,4-D igeren ortamlarda ise higbir kok
olusumu goézlenmemistir. Bu durumdan yola ¢ikarak Saito vd. (1989)’lerinin 7.
lupinoides i¢in belirttigi gibi 2,4-D’nin adventif kok olusumunu inhibe ettigini
sOyleyebiliriz. Buna karsin NAA bulunan ortamlarda adventif kdk olusumlari

baska caligmalarda da rapor edilmistir (Singh ve Chand 2003).

Yine NAA bulunan ortamlarda adventif siirgiin olusumlar1 gozlenmis ve 2,4-D
bulunan ortamlarin ise adventif siirgiin olusturmadig: tespit edilmistir. Onceki
caligmalar dikkate alindiginda genel kami oksin bulunan ortamlarda kok
primordiumlarinin olusumu goézlenir fakat siirglin primordiumlarinin olusmasi i¢in
sitokinin gereklidir. NAA bulunan ortamlarda siirglin olusumlar1 literatiir
bilgileriyle ¢elismektedir ve bu durumun eksplantlarin  i¢sel hormon

miktarlarindan kaynaklanmig olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kallus baslatimi agamasinda elde edilen kalluslar, oksin konsantrasyonuna ve
hangi eksplant tipinden olustugu dikkate alinmadan sadece hangi oksin tipinde
olustugu goz Oniline alinarak BA ve K hormonlarimin bulundugu ortamlara
alimmistir. 6. hafta sonunda 2,4-D kokenli kalluslarda higbir rejenerasyon
gozlenmemistir. 2,4-D’nin inhibe edici etkisinin bu ortamlarda da devam etmesi
ve siirgiin olusumunu engellemesi bunun nedeni olarak diisiiniilebilir. Akman ve
Daric1 (1998), 2,4-D gibi sentetik oksinlerin dokularda dogal oksinler gibi kolayca
parcalanamadigini ve birikerek toksik etki yaptigini bildirmislerdir. Ayrica otsu
bitkilerde P450 monooksigenazlarca metabolize edilebilen bu tip oksinlerin
dikotillerde metabolize olmadig1 veya c¢ok az ve yavas metabolize oldugu

bildirilmistir (Srivastava 2002).

NAA kokenli kalluslarda ise rejenerasyon ylizdesi en fazla 0,5 mg/L Kkinetin
bulunan ortamda gozlenmistir (%46,6). Mirici vd. (2005) mikrogogaltim
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protokollerinde c¢oklu siirgiinlerin elde edildigi asamanin en O6nemli asama
oldugunu sodylemislerdir. Ciinkii hizli bir ¢ogaltimin saglanabilmesi ve kisa
zamanda cok bitki elde edebilmek, tehlike altinda ki tiirlerde doku kiiltiirii
tekniklerinin avantajli sekilde kullanilmasinin en O6nemli ayag olarak
goriilmelidir. Bu baglamda yiiksek rejenerasyon frekansi elde etmek basari i¢in
elzemdir. 0,5 mg/L kinetin bulunan ortamlarda kiiltiire edilen kalluslarin yaklagik
yarisinda rejenerasyon gozlenmesi ¢ok yiiksek bir basari olarak goriilmeyebilir.
Ciinkii, kallustan rejenerasyon calismalar1 dikkate alindiginda %100’e varan
rejenerasyonun elde edildigi raporlar vardir (Al-Juboory vd. 1998). Bunun
yaninda BAP ve kinetin iceren ortamlara alinan tehlike altindaki Hemidesmus
indicus kalluslart BAP bulunan ortamlarda hi¢ rejenerasyon gostermezken 2,5
mg/L kinetin bulunan ortamda %47 oraninda rejenerasyon gostermektedir
(Siddique vd. 2003). Siddique vd. (2004) bir baska tehlike altindaki bitkinin
cogaltimi sirasinda BAP ve kinetinin bulundugu MS ortama aliman Withania
somnifera kalluslarinin kinetine cevap vermedigini fakat BAP bulunan ortamda
maksimum %350’lik bir rejenerasyon elde ettigini rapor etmislerdir. BAP ve
kinetinin beraber kullanilmasi sonucu ise bu oran %80’lere kadar ¢ikmistir. Tiim
bunlar bir araya getirilirse, elde ettigimiz rejenerasyon yiizdesinin -ileriki
calismalarda arttirllmasi ihtimalide g6z Oniinde bulundurularak- iyi bir sonug
oldugunu soyleyebiliriz. Gorildiigi tlizere degisik tiirlerde degisik hormonlar
farkli cevaplar olusturmaktadir. Bu degisik tepkilerin sebebi bitki tiirlerinin
hormon metabolizmalarindaki ve eksplantlarin endojen hormon miktarlarindaki

farkliliklardan kaynaklanabilmektedir.

Kallus basina en fazla siirgiin (4,4) 2 mg/L BA igeren MS ortaminda elde
edilmistir. Daha diisiik miktarlarda ise bu oran diisiik kalmistir. Ote yandan
Kinetin iceren ortamlarda ise en fazla siirglin (2,2) 0.5 mg/L’de elde edilmis ve
konsantrasyon arttikca bu say1 diismiistiir. Begum et al. 2003 Citrus grandis ile
yaptiklar1 calismada elde ettikleri kalluslari BA igeren ortama koyduklarinda
diisiik konsantrasyonda (0,5 mg/L) az sayida siirgiin (2) elde etmisler fakat 1
mg/L BA’de bu sayr 5,5 siirgline kadar c¢ikmistir. Dolayis1 ile BA

konsantrasyonunun bir noktaya kadar artmasi siirgiin sayisini arttirmaktadir. Bu
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sonu¢ bizim bulgularimizla da ortiismektedir. Ayni ¢aligmada kallus basina elde
edilen siirglin sayilarina bakildiginda BA’nin K’e gore daha etkili oldugu
gorilmektedir. Ortalama siirgiin boylarini1 da dikkate aldigimizda en uzun fideler
2mg/L BA ve 0,5 mg/L K iceren ortamlarda meydana gelmistir ve bunlar arasinda

onemli bir fark bulunamamuistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada kalluslardan etkin bir siirgiin olusumu i¢in 2 mg/L BA

igeren ortamin en uygun ortam oldugu tespit edilmistir.

Mikrogogaltimin bir diger dnemli asamasi ise elde edilen fidelerin koklendirme
asamasidir. Bu caligmada iki farkli oksin (IBA ve NAA) koklendirme igin
kullanilmistir. Ayrica bir de hormonsuz MS ortami da kullanilmistir. Bu
ortamlarin hepsinde MS tuzlar1 yarim giicte kullanilmistir. Bunun iyi bir
koklenme i¢in daha uygun oldugu bilinmektedir (Chahal ve Gosal 2002). Boyle "2
MS kullanilan bir calismada Tylophora indica siirgiinleri hormonsuz ortama
konulduklarinda %75 oraninda koklenmislerdir ve bu durum igsel oksin
miktarlarmin yiiksek olma ihtimaline baglanmistir (Faisal ve Anis 2003). Bizim
calismamizda ise hormonsuz ortama aktarilan siirglinlerin higbirinde koklenme
goriilmemistir. Bu dogrultuda bakildiginda 7. furcica fidelerinin igsel oksin

seviyesinin ¢ok diisiik oldugu akla gelmektedir.

1 mg/L NAA veya IBA ile desteklenmis ortamlarda ise ¢imlenme yiizdeleri
strastyla %70 ve %40 olarak bulunmustur. Yine NAA bulunan ortamdaki fide
basina ortalama kok sayisi 8 iken IBA bulunan ortamda ise bu 4 olarak tespit
edilmistir. Goriinen odur ki, NAA kok primordialarinin  olusumlarinin
baslamasinda ve kok sayisinda IBA’ya gore daha etkilidir. Bu durum Panaia vd.
(2000) tarafindan da bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada, IBA’nin kék olusumunda
degilse bile kok gelisimi ve uzamasinda NAA’den daha etkili oldugu
bildirilmistir. Bu durum bizim ¢alismamizda IBA iceren ortamdaki koklerin NAA

iceren ortamla karsilastirildiginda neden daha uzun oldugunu da agiklamaktadir.
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Sonug olarak, 1 mg/L NAA igeren ortamin koklenme i¢in uygun ortam oldugu
tespit edilmistir. Ancak elde edilen kdk boylarinin kisa olmasu, ileriki ¢aligmalarda
daha diisiik NAA oranlar1 ile daha basarili sonuglarin aliabilmesi durumunu
ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica Chahal ve Gosal (2002) bu oksinlerin esasen kok
baslangicinin uyarimi i¢in gerekli oldugunu, dolayisi ile bir hafta gibi bir siire
oksin igeren ortamlarda tutulan siirglinlerin daha sonra hormonsuz ortama
alinmalarinin daha iyi gelismis ve uzamis koklerin elde edilmesine yardimci
olacagini bildirmistir. Buda etkili bir koklenme i¢in gz oniinde bulundurulmasi

gereken bir etmendir.

Koklenen bitkiler dis ortama sasirtilmis ve bdylece tam bir mikrogogaltim
prosediirii olusturulmustur. Sonug¢ olarak doku kiiltiirii tekniklerinin kullanilmasi
ile 7. turcica’nin az sayida tohumdan c¢ok kisa siirede ve ¢ok fazla miktarda

cogaltilmasi miimkiin goriinmektedir.

Tirii yakin gelecekte yok olma tehlikesi ile karst karsiya kalmis olan T.
turcica’nin  yayilis gosterdigi alanlarda yore halki bu bitkiye karst
bilinglendirilerek tarla agma ¢aligmalarina derhal son verilmeli ve popiilasyonlarin
bulundugu alanlar korumaya alinmalidir. Her ne kadar bolge Tan vd. (2003)
tarafindan potansiyel onemli bitki alani olarak belirlenmis olsa da bu alanin
yonetim planinin bulunmamasindan dolayr etkili bir sonucun alinamadig

gozlenmistir.

Bu bitki meyvelerini muhtemelen larva gelisimi i¢in kullanilan bocek tiir veya
tirlerinin tespit edilmesi ve tohumlarin saglikli olarak gelismesinin yollarinin
aranmast gerekmektedir. Ayrica bu bocek tiir veya tiirlerinin yalnizca bu bitki
lizerinde yasayabilir olma ihtimali (dolayisi ile endemik olma ihtimali) de

unutulmamalidir.
Sonug¢ olarak bu calismanin bundan sonra bu tiir ile yapilacak olan koruma

caligmalarina bir katki saglayacag: diisiiniilmektedir. Kisaca bu calismada elde

edilen bulgular ve bu tiirlin korunmasinda hangi acidan Onem arz ettigine
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deginirsek; dogal popiilasyonlardaki tohumlarin biliylik miktarinin parazitlerce
zararlandirildigt ve bu durumun bitkinin tohumdan iiremesini son derece
kisitladigi tespit edilmistir. Bunun yaninda tohumlarda tohum kabugunun neden
oldugu fiziksel bir dormansisin varlig tespit edilmis ve asit muamelesi ile bunun
asilabilecegi  gosterilmistir. Bu sayede bitkinin tohumdan ¢ogaltilmasi
calismalarina 11k tutacagi diisliniilmektedir. Son olarak da mikrogogaltim
prosediirii sayesinde kisa zamanda c¢ok sayida bitki eldesi ile az sayida saglikli
tohum bulunduran bu bitkinin ¢ogaltimima katki saglayacagi diistiniilmektedir.
Cogaltimin kallus kiiltiirleri yolu ile yapilmasinin sonucu bu yolla elde edilecek
kalluslarin kriyoprezervasyon yoluyla uzun siireli muhafazasi ¢aligmalarina da

katkida bulunacagi umulmaktadir.
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TESEKKUR
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tesekkiiri bir bor¢ bilirim. Ardindan, calismalarim sirasinda karsilastigim
zorluklara kendi problemi gibi egilen, maddi ve manevi destegini benden
esirgemeyen, bazen bir baba bazen bir dost gibi bana yol gosteren sevgili hocam
ve danismanim Saym Yrd. Dog. Dr Siileyman CENKCI’ye cam goniilden
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