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OZET

Doktora Tezi

Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.) M. V. Agab. & Greuter’NIN IN VITRO
KOSULLARDA COGALTILMASI VE BU SURECLERE ETKi EDEN
FAKTORLERIN ARASTIRILMASI

Yelda (CALMAZ) EMEK

Adnan Menderes Universitesi
Fen Bilimleri Enstitistu
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Bengi ERDAG

Bu calismada, kritik tehlike altinda (CR) katagorisindeki endemik bitki
Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.) tiiriinii tehdit eden faktorler belirlenerek, in
vitro doku kiiltiirii teknikleri ile ¢ogaltimi sirasinda asilmasi gereken siirecler ve bu
siirecleri etkileyen antioksidan enzimlerdeki degisimler arastirilmistir.

Oncelikle bitki tohumlarinin ¢imlenmesini etkileyen etmenler arastirilmistir. Bu
kapsamda, 8 ay bekletilen tohumlarin in vitro kosullarda, pH’1 7.5’e¢ ayarlanmis
distile suda ve 18 °C’ta en yiiksek ¢imlenme ylizdesine (% 30) ulastig1 saptanmistir.

Olgun ve olgunlasmamis zigotik embriyolarin eksplant olarak kullanilmasiyla
embriyo kiltiirii caligmalar1 gerceklestirilmistir. Olgun zigotik embriyolardan 0.01
mg/L Thidiazuron (TDZ) ilaveli Murashige ve Skoog (MS) ortaminda fidecikler elde
edilmigstir (% 63.33).

Olgunlasmamis zigotik embriyolarin eksplant olarak kullanilmasiyla somatik
embriyogenez ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. En yiiksek oranda kallus olusumu 0.25
mg/L o-naftalen asetik asit (NAA) ve 1 mg/L °N-Benzil adenin (BA) ilaveli MS
ortaminda elde edilmistir (% 75). 0.1 mg/L BA ve % 6 sukroz ilaveli MS ortaminda
en ylksek oranda embriyo farklilagsmasi goriilmiistiir (19.25 somatik embriyo/kallus).
Yiiksek sukrozlu MS ortaminda (% 12) farklilasan ve gelisen embriyolar bitkicige
dontstiiriilmislerdir (% 15.75).

Embriyo kiiltiirii ¢calismalarindan elde edilen bitkicikler aksiller siirgiin ¢ogaltimi
saglamak i¢cin kullanilmistir. En yiiksek aksiller siirgiin sayis1 0.5 mg/L BA ilaveli
MS ortaminda elde edilmistir (5.8 siirglin/eksplant). 0.1 mg/L Kinetin (KIN) ilaveli
MS ortami1 maksimum siirgiin uzunlugu i¢in en uygun ortam olarak belirlenmistir
(7.35 cm).
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Adventif siirgiin ¢ogaltimi denemeleri i¢in dogadan toplanan yapraklar eksplant
olarak kullanilmistir. 1.0 mg/L NAA ilaveli MS ortaminda en yiiksek kalluslasma
yilizdesi elde edilmistir (%75). Kalluslardan en yiiksek siirgiin rejenerasyonu 0.5
mg/L NAA ve 2 mg/L BA ilaveli MS ortaminda elde edilmistir (4.2 siirgiin/kallus).
En uzun siirgiinler 0.1 mg/L NAA ve 4 mg/L BA ilaveli MS ortaminda olusmustur
(6.3 cm).

Aksiller ve adventif siirglin ¢gogaltimi1 sonunda elde edilen siirgiinler kdklendirilerek
kademeli bir sekilde dis ortama aktarimistir. Her iki denemede de optimum
koklenme konsantrasyonu Y2 MS+ 0.5 mg/L Indol-3-butirik asit (IBA) olarak
belirlenmistir.

Diger yandan, organogenez ve somatik embriyogenez siirecleri boyunca
siiperoksitdismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve peroksidaz (PO) gibi antioksidan enzim
aktiviteleri belirlenmistir. Organogenez siirecinde, yaprak eksplantlarindan kallus
olusumu sirasinda, SOD aktivitesi dereceli bir sekilde artmis ve kalluslardan siirgiin
rejenerasyonu sirasinda ise bu enzim etkinliginde kademeli bir azalma gozlenmistir.
Kiiltiiriin ilk haftasinda PO aktivitesi, CAT aktivitesine gore daha yiiksek bir degere
sahiptir. Kallus olusumu siireci boyunca her iki enzim aktivitesi de azalmstir.
Adventif siirglin olusumuna bagli olarak CAT ve PO aktiviteleri de artmistir.

Somatik embriyogenezin erken sathasi embriyogenik kallus olusumu sirasinda SOD
aktivitesi dereceli bir sekilde artmistir. Kalluslarda globular olusumlar meydana
gelince, SOD aktivitesi da dereceli bir sekilde azalmaya baglamistir. Embriyo
farklilasma oraninin artistyla SOD aktivitesinde diisiis gozlenmistir. Kiiltiirin ilk
haftasinda CAT aktivitesi, PO aktivitesine gore daha yiiksek bir degere sahiptir.
Embriyogenik kallus olusumu boyunca ise her iki enzim aktivitesinde de dereceli bir
sekilde diisiis gozlenmistir. Embriyogenez siireglerinden olan globular yapilarin
olugmas1 ve somatik embriyo farklilagmasi sirasinda ise hem PO hemde CAT enzim
aktivitelerinde artig gézlenmistir.

2010, 140 sayfa

Anahtar Sozciikler

R. mykalea, CR endemik bitki, in vitro, aksiller silirgiin, adventif slirgiin, embriyo

kiiltiirii, somatik embriyogenez, antioksidan enzimler



ABSTRACT
Ph.D Thesis

PROPAGATION OF Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.) M. V. Agab. &
Greuter IN IN VITRO CONDITIONS AND INVESTIGATION OF THE
FACTORS AFFECTING THESE PROCESSES

Yelda (CALMAZ) EMEK

Adnan Menderes University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assistant Professor Dr. Bengi ERDAG

In this study, the factors have been determined which threatened Rhaponticoides
mykalea (Hub.-Mor.) species in the under critical danger (CR); processes to be
exceeded during propagation with in vitro tissue culture techniques and changes in
antioxidan enzymes which effect these processes have been investigated.

First, the factors which have effect on germination of seeds have been researched. In
the experiments of in vitro seed germination, seeds after 8 month keeping period
were cultured on distilled water medium adjusted to 7.5 pH and have been cultured
in 18 "C. In this experiments maximum germination percentage (30 %) has been
obtained.

Mature and immature zygotic embryos have been used as explant for embryo culture
experiments. As a result, seedlings have been obtained from mature zygotic embryos
on the 0.01 mg/L Thidiazuron (TDZ) added Murashige and Skoog (MS) medium
(63.33 %).

Immature zygotic embryos have been used as explant for somatic embryogenesis
experiments. The highest callus formation rate has been obtained in 0.25 mg/L a-
naphthaleneacetic acid (NAA) and 1 mg/L °N-benzyl adenine (BA) added MS
medium (75 %). The highest embryo differantiation has been obtained in 0.1 mg/L
BA and 6 % sucrose added MS medium (19.25 somatic embryo/callus). Somatic
embryos differantiated and devoloped in MS medium with high sucrose (12 %) have
been converted to plantlets (15.75 %).

The shoots were obtained from embryo culture experiments have been used for
axillary shoot propagation experiments. The highest axillary shoot number has been
obtained in 0.5 mg/L BA added MS medium (5.8 shoot/explant). 0.1 mg/L Kinetin



vi

(KIN) added MS medium was determined as the the most suitable medium for the
maximum shoot length (7.35 cm).

The leaves which were collected from nature were used as explant for adventitious
shoot propagation experiments. The highest callusing percentage has been obtained
in the 1.0 mg/L NAA added MS medium (75 %). The highest shoot formation from
calli has been obtained in 0.5 mg/L NAA and 2 mg/L BA added medium (4.2
shoot/callus). The longest shoots were formed in 0.1 mg/L NAA and 4 mg/L BA
added medium (6.3 cm).

The shoots obtained at the end of axillary and adventitious shoot multiplication were
rooted and transffered to external environment step by step. The optimum rooting
concentration was 2 MS+ 0.5mg/L Indole-3-butyric acid (IBA) in each experiment.

Besides, antioxidan enzyme activities such as superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), peroxidase (POD) have been determined during the organogenesis and
somatic embryogenesis processes. During the callus formation from leaf explants in
organogenesis process, SOD activity have been increased gradually, and a graded
decrease has been observed during the shoot regeneration from callus. First week of
culture, PO activity is higher than CAT activity. Both enzyme activities have been
decreased during the callus formation process. CAT and PO activities have been
increased dependent on the adventitious shoot formation.

The activities of SOD increased gradually during the embryogenic callus formation
which is the early phase of somatic embryogenesis. The activities of SOD began to
decline step by step when the globular structures occured on calli. It has been
observed that SOD activity has been decreased because of the embryo differentiation
increase. First week of culture, CAT activity was higher than PO activity. A graded
decrease of both enzyme activities has been observed during the the embryogenic
callus formation. It has been observed that both PO and CAT avtivity have been
increased during the globular structure formation which is the phase of
embryogenesis process and somatic embryo differentiation.

2010, 140 pages

Key Words

R.mykalea, CR endemic plant, in vitro, axillary shoot, adventitious shoot, embryo

culture, somatic embryogenesis, antioxidan enzymes
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ONSOZ

Ulkemiz floras1 nadir endemiklerinden biri olan ve Aydin, Isparta ve Mugla yérelerinde
oldukga sinirli sayida birey ile temsil edilen kritik tehlike kategorisindeki R. mykalea giiglii
bir antropojenik baski altindadir. Bu durum zaten potansiyel olarak yok olma tehlikesi
altinda bulunan tiiriin devamini iyice kisitlamaktadir. Tiir ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalar
sistematik diizeyde sinirli kalmis ve tiliriin korunmasina ve iiretilmesine yonelik simdiye
kadar herhangi bir literatiirde belirlenmemistir. Calisma, R.mykalea ile ilgili olarak bu
anlamda gerceklestirilen ilk ¢aligma niteligi tasimaktadir. Calismamizda R. mykalea’nin
tohum cimlenme 6zelliklerinin belirlenmesi, in vitro ¢ogaltilmasi ve korunmasina yonelik
olarak bir prosediir gelistirilmesinin yani sira, bu siireleri etkileyen faktorler saptanmustir. /n
vitro teknikler ile ¢ok sayida bitki elde edilmesi, biiyiilk Glglide yok olma riskini tasiyan
bitkiler i¢in alternatif bir iiretim yontemi olarak degerlendirilmektedir. Ayrica, tiirlin in vitro
teknikler kullanilarak {iretilmesi c¢aligmalar1 sirasinda gergeklestirilen antioksidan enzim
aktivitelerinin belirlenmesi, in vitro gogaltim siiregleri sirasinda gergeklesen biyokimyasal

olaylara 151k tutmasi acisindan da 6nem tagimaktadir.

Calismanin her asamasinda bilgi birikimi ve tecriibeleriyle beni yonlendiren, ilgisini ve
destegini her zaman hissettigim damsman hocam Saym Yrd. Dog. Dr. Bengi ERDAG’a;
aragtirmalarimiz sirasinda birgok konuda derin bilgilerinden faydalandigim hocam Sayin
Prof. Dr. Adnan ERDAG?a; tiiriin tanimlanmasinda yardimlarini esirgemeyen Yrd. Dog. Dr.
Ozkan EREN’e; antioksidan enzim aktivitelerini belirleme ¢alismalarimda degerli zamanini
bize ayirarak bilgileriyle yardimci olan sayin Yrd. Dog. Dr. Lale Yildiz AKTAS a, tez siiresi
boyunca desteklerini ve yardimlarini hi¢cbir zaman esirgemeyen degerli hocalarim sayin Prof.
Dr. Avni GUVEN’e, Sayin Yrd. Dog. Dr. Kubilay METINe; ayrica tezin gerceklestirilmesi
icin FEF-07012 no’lu proje kapsanminda finansal destekte bulunan ADU Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimine; olanaklarin tiimiinden etkin bir bigimde yararlanma imkani veren
Biyoloji Boliimii’ne, tiim arazi ¢aligmalarim sirasinda beni yalniz birakmayan ve her daim
destegi ile yanimda olan esim Faruk Akin EMEK’e; laboratuar c¢aligmalarimda
yardimlarindan dolay1 Feride CALMAZ’a; Giilnur TEKMEN’e ve kizim Nehir ile aileme en
icten tesekkiirleri bir borg bilirim.
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1. GIRIS

Biyolojik ¢esitlilik, diinyada yasayan canlilarin ve yasam sekillerinin ¢esitliligi
anlamina gelir ve bir bolgedeki canli tiirleri, tiir icindeki farkliliklar ve degisik yasam

sekilleri, o bdlgenin biyolojik ¢esitliligini olusturur (Kocatag, 2006).

Biyolojik ¢esitlilik, diinyada homojen bir dagilim gostermemektedir. Gelismis
iilkelerin bulundugu kuzey yarikiire biyolojik zenginlik bakimindan fakir, gelismekte
olan iilkelerin yer aldig1 gliney yari kiire ise zengindir; dolayisiyla biyolojik ¢esitlilik
kuzeyden giineye ve batidan doguya dogru artis gdstermektedir. Ulkemiz, kuzey ile
gliney, bat1 ile dogu arasindaki gecis noktasi olarak ii¢ farkli biyocografik alani
birlestiren ve gegis ormanlar1 ile birlikte, Avrupa-Sibirya, Iran-Turan ve Akdeniz

olmak tizere ii¢ biyocografik alani kapsayan bir tilkedir (Segmen, 1998).

Tirkiye’nin cografi yapisinin farkliligi yiiksek endemizm ve genetik cesitliligi
saglar. Ayrica, ¢esitli ekolojik etmenler, makro ve mikroklimalar nedeniyle Tiirkiye
cok sayida cinsin gen merkezi durumundadir ve endemik taksonlar bakimindan
olduk¢a zengin bir iilkedir (Davis, 1982). Avrupa kitasindaki tiir sayisinin yaklagik
12000 ve bunlarin 2750 tanesinin endemik (Ekim ve ark., 2000) oldugu g6z 6niine
alindiginda, Tiirkiye’de tayin edilmis 9222 adet bitki tiirii olduk¢a yiiksek bir say1
olarak degerlendirilmektedir. Bu degere alt tiirleri ve varyeteleri de dahil ettigimizde
toplam say1 11014’ii bulmaktadir. Bu taksonlardan 3708 tanesi endemik taksondur ve

endemizm orani % 34.5 olarak belirtilmistir (Giiner ve ark., 2000).

Endemik bitkiler ancak kendi isteklerini saglayabilecek belirli bolgelerde yayilis
gosteren, bunun disindaki bolgelere ise uyum saglayamayan bitkilerdir. Bu nedenle,
varliklarim1 ~ siirdiirdiikleri dogal habitatlarindaki degisimlere kars1 oldukca

duyarhdirlar.

Diinya iizerinde bulunan tiim ekosistemler insanlar tarafindan tehdit edilmektedir.
Tim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de; hizli niifus artigi, kentlesme, sanayilesme

ve slirdiiriilemez tiretim ve tiiketim aliskanliklar1 oraninda dogal kaynak tahribati



carpici boyutlara ulagsmistir. Kaynaklarin kirlenmesi, ¢éllesme, iklim degisiklikleri,
habitat tahribi, erozyon, sel, taskin, ¢i1g, heyelan gibi insan etmeni ile de
hizlandirilabilen dogal afetlerle birleserek, insanin da bir par¢asi oldugu yasami, yani
biyolojik cesitliligi siiratle yok etmektedir. Genel olarak tarimsal ¢alismalar (mera
alanlarinin tarla agmak amaciyla siiriilmesi, asir1 otlatma, aniz yakilmasi, asir1 giibre
ve tarmmsal ila¢ kullanimi, yiiksek verimli ¢esitlerin yaygilasmasi), sehirlesme,
endiistrilesme, yol ve baraj yapimlari, dogadan asir1 bitki toplama ve sokiimii, asir1
orman kesimi ve orman yanginlari ile turizm sektdriindeki hizli gelismeler bitki

tiirlerinin yok olmasina neden olan baslica unsurlardir (Sehirali ve ark., 2005).

Farkli kaynak ve seviyelerdeki tehditlerle, biyolojik ¢esitlilik her diizeyde
etkilenmektedir. Bu nedenle, biyolojik ¢esitlilik kaybmin durdurulmasi herkes i¢in
biiylik bir dnem tasimaktadir. Cevrenin ve biyolojik ¢esitliligin korunmasina yonelik
olarak Tiirkiye’nin taraf oldugu uluslararasi pek c¢ok sozlesme vardir. Ancak
Diinya’daki ve Tirkiye’deki tiim diizenlemelere ragmen biyolojik cesitlilik-
konumuz kapsaminda bitki ¢esitliligi- ciddi bir tehdit altindadir. Uluslararast Doga
Koruma Birligi (IUCN, International Union for Conservation of Nature and Naturel
Resources) ve Diinya Yaban Hayati Koruma Fonu (WWF) tarafindan yapilan
tahminler -eger durum boyle giderse-, gelecek yiizyilin ortasina kadar neredeyse

60000 yiiksek bitki tiirtiniin yok olacagini gostermektedir (Etkin, 1998).

Tirkiye’de bulunan endemik bitkilerin tamami ile endemik olmayip nesli tehdit
altinda olan tiirler 1994 yilinda IUCN tarafindan teklif edilen “Red Data Book
Kategorileri” ne gore smiflandirilmis ve “Tiirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabr” adi
altinda yaymlanmistir (Ekim ve ark., 2000). Buna gore Tiirkiye’de yliksek risk
altindaki bitki gruplarma ait CR-critically endangered (kritik tehlikede), EN-
endangered (tehlikede) ve VU-vulnerable (zarar gorebilir) kategorisindeki endemik
takson sayis1 1633’tiir. Daha diisiik risk altindaki (LR-lower risk) endemik takson
sayist ise 1586°dir. Bunlara ek olarak, yayiliglar1 ile ilgili yeterli bilgi olmamasi
sebebi ile degerlendirmeye alinmayan 273 adet endemik taksonun varligi tespit

edilmis olup, calismalar devam etmektedir.



Tiirlerin ve populasyonlarin korunmasinda en 6nemli unsurun, hangi populasyonun,
ne kadarmnin korunmaya ihtiyaci oldugunun belirlenmesi ve bu populasyonlarin
ekolojilerinin arastirilarak etkili stratejilerle, tehditin azaltilmaya ¢alisilmasi oldugu
Yildiz ve Giicel (2005) tarafindan bildirilmistir. Tiim diinyada biyolojik ¢esitliligi
korumanin, her biri kendine 6zgii yaklagimlar1 ve onlemleri gerektiren, iki farkli ve

kabul edilmis yolu vardir. Bunlar;

» [In-situ (yasama ortaminda, yerinde) koruma,

*  Ex-situ (ortam1 disinda) koruma’dir.

Cesitli tehdit kategorilerinin olusturulmasi1 ve bu kategorilere giren taksonlarin
belirlenmesi ve korunmasina yonelik in situ koruma c¢aligmalar1 bilim diinyasinda
yaygin olarak yerini almistir. Geleneksel in sifu metotlara ilave olarak endemik ya da
tehdit altindaki bitkilerin koruma programlarinda cesitli ex situ stratejilerden de

yararlanilmaktadir (Fay, 1992).

Tehdit altindaki bitki tiirlerinin ¢ogaltimi ve germplazmin korunmasi i¢in, giiclii bir
arag olarak sunulan in vitro hiicre ve doku kiiltiirii tekniklerine son yillarda biiyiik bir
ilgi vardir (Murch et al., 2000). In vitro teknikler, dogal populasyona ¢ok az etki
ederek ve minimum materyalden ¢ok sayida bitki elde etmek sureti ile pek ¢ok tehdit
altindaki tiirtin hizli bir sekilde {iretilmesine olanak saglamaktadir (Cuenca et al.,

1999).

Bitki doku kiiltiirii teknikleri; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir
bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli
bitki kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki
kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iirlinlerin (sekonder metabolitler gibi)
dretilmesi islemidir (Babaoglu ve ark., 2002). Soyu tehdit altindaki tiirlerin
korunmasi ve c¢ogaltilmast zor olan tiirlerin iiretiminde, ¢esitli doku kiiltiirii
yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir. Bu dogrultuda bitki kisimlar1 sterilizasyon
islemine tabi tutulduktan sonra yapay besi ortamlarma alinmakta ve sicaklik, 1s1k ve

nem kontrollii odaciklarda kiiltiire edilmektedir (Babaoglu ve ark., 2002).



Ik kez 1902 yilinda izole hiicre kiiltiirlerinin elde edilmesi ile baslayan bu siireg,
hizl bir sekilde geliserek embriyo kiiltiirii, haploid bitki tiretimi, in vitro seleksiyon,
in vitro dollenme, in vitro germplazm muhafazasi, gen transferi, protoplast flizyonu,
hastaliksiz bitki elde edilmesi, mikrocogaltim, somatik embriyogenez ve sentetik
tohum {iretimi ile sekonder metabolit {iretimi gibi tekniklerde gliniimiize dek oldukca

genis acilimlar sergilemistir.

Mikrogogaltim, bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline
sahip (=totipotent) bitki kisimlarindan (embriyo, tohum, goévde, siirgiin, kok, kallus,
tek hiicre ya da mikrospor) yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni
bitkilerin elde edilmesi olarak tanimlanmakta (Babaoglu ve ark., 2002) ve klonal
iretim (Chawla, 2002) veya in vitro’da vejetatif tiretim (Pierik, 1987) olarak da
anilmaktadir. Mikrogogaltim teknigi kullanilan eksplanta (embriyo, meristem, anter,
hiicre ve protoplast kiiltiirti) gére adlandirilmasina ragmen, ¢ogunlukla kullanilan
teknikler, tek bogum yontemi, aksiller dallanma, adventif siirgiin ya da tomurcuklarin
rejenerasyonu, kallus, hiicre ve protoplastlardan bitki rejenasyonudur. Eger bitkilerin
uygun besin maddesi ihtiyaclari, bitki biiyiime diizenleyicileri ve kiiltiir istekleri
yeterince biliniyorsa, mikrogogaltim teknigi kullanilarak tiim bitki tiirlerinin
iretilmesinin miimkiin oldugu bildirilmistir (Hartman ve Kester, 1975; Mansuroglu

ve Giirel, 2001).

Debergh ve Read (1993)’a gore basarili bir mikrogogaltim; hazirhik, kiiltiir
baslangici, siirglin ¢ogaltimi, siirgiin gelisimi ve koklendirilmesi ile bitkilerin dig

ortam kosullarina alistirilmasi gibi bes asamada gergeklestirilmektedir.

Mikrocogaltim tekniklerinden biri olan aksiller siirgiin ¢ogaltimi, in vitro bitki
cogaltiminin en basit tipidir ve aksiller tomurcuk gelisiminin uyartilmasi ile
gerceklesir. Bu caligsmalarda aksiller tomurcuklar dormansiyi kirmak ve siirgiin
dallar1 tiretmek i¢in Oncelikle bitki biiylime diizenleyicileri ile muamele edilmektedir.
Yeni siirglinler daha sonra birbirinden ayrilmakta ve bitki tiretmek icin
koklendirilmektedir. Alternatif olarak, siirglinler daha ileri ¢ogaltim i¢in propagiil

olarak da kullanilmaktadir. Aksiller tomurcuk cogaltimi tipik olarak ayhk kiiltiir



pasajlar1 basina siirgiin sayisinda 10 kat artigla sonuglanir. Bu teknik ile 6 aylik bir
siirede, tek bir bitkiden baglayarak 1.000.000 kadar propagiil ya da bitki elde etmek
olasidir (Philips ve Hubstenbenger, 1995).

Yaprak koltuk alt1 ya da siirgiin tepelerinin disinda herhangi bir yerde olusan
tomurcuklar “adventif tomurcuk™ olarak adlandirilmaktadir. Kalluslardan siirgiin
farklilasmas1 da adventif tomurcuk olarak ele alinmasina ragmen, bu tomurcuklar
kallus evresine gerek kalmadan dogrudan bir organ ya da organ parcasindan da
olusabilmektedir (Babaoglu ve ark., 2002). Adventif siirglin c¢ogaltimi,
mikrogogaltim sistemlerinde en siklikla kullanilan ¢cogaltim teknigidir (Chu, 1992).

Embriyo kiiltliri “yiiksek bitkilerin tohumlarindan ve tohum taslaklarindan
embriyolarm izole edilerek belli ortamlarda kiiltire alinmas” olarak
tanimlanmaktadir (Biiriin ve Giirel, 2002). Embriyo kiiltiirii, bitki doku kiiltiiriiniin
1yi gelismis dallarindan biridir (Hu ve Wang, 1986). Embriyo kiiltiirliniin esas1 genel
olarak, dollenme olay1 gerceklestikten sonra tohum i¢inde bulunan ve belirli bir
gelisme sathasindaki embriyolarin (daha ¢ok ig seklindeki geng embriyolar) aseptik
sartlar altinda tohumdan izole edilerek, uygun bir besi ortaminda kiiltiire alinmasiyla
tam bir bitki gelistirilmesidir (Marks, 1973; Smith, 1944; Yeung, 1981). Iki tip
embriyo kiiltiiriinden s6z edilmektedir (Raghavan, 1980);

1. Olgun tohum embriyolarinin kiiltiirii: Bu kiiltiir olduk¢a kolaydir ve basit bir
kiiltiir ortami ile basarili sonucglar almabilmektedir. Boylece embriyogenik
bliylimeyi incelemek ve biiylime donemlerini ortaya koymak, dormansi ve
cimlenmenin metabolik ve biyokimyasal ayrintilarini analiz etmek miimkiin hale

gelmektedir.

2. Olgunlasmamis erken bolinme fazindaki proembriyolarm kiiltiirii: Erken
boliinme fazindaki proembriyolarin eksplant olarak kullanilmasiyla besin
ithtiya¢larinin belirlenmesi ve farklilagsmasmi saglamaktadir. Embriyo izolasyonu

oldukga zor bir 15 oldugundan gii¢ bir kiiltiir yontemidir.



Zigotik embriyo kiiltiirlinlin en yararli ve en giincel uygulama alani, istenen
ozellikleri tastyan nadir bitkilerin yetistirilebilmesidir (Biiriin ve Giirel, 2002). Bu
yoniiyle  embriyo  kiltiiri;  temel  biyolojik  c¢alismalarda,  tohumlarin
c¢imlendirilememesi durumunda, yasamayan embriyolarin kurtarilmasinda, islah
siiresini kisaltmada, haploit bitkilerin iiretilmesinde, tohum canliliklarinin hizli test
edilmesinde ve ender bitkilerin ¢ogaltilmasi gibi, ¢ok cesitli amaclarla kullanilan
uygulama alanlarma sahiptir (Monnier, 1990a, b; Hu ve Zanetini, 1995; Bhojwani ve

Razdan, 1996).

Bitki hiicrelerinden embriyo elde edilmesi ddllenmis yumurta hiicresiyle smirl
degildir. In vitro kiiltlir sartlarin1 ve ozellikle de bitki biiylime diizenleyicilerini
ayarlayarak bir bitkinin herhangi bir somatik hiicre, doku veya organindan embriyo
elde edilebilmektedir. Vejetatif hiicrelerden gelisen bu embriyolar somatik embriyo,
bu siirece de somatik embriyogenez ad1 verilmektedir (Ozcan ve ark., 2001). Genel
olarak somatik embriyogenez ¢alismalarinda degisik bitki kisimlar1 baslangic
eksplanti olarak kullanilmasina ragmen, bu siirecte olgunlasmamis zigotik
embriyolar en uygun eksplant kaynagi olarak degerlendirilmektedir. Bunun nedent,
zigotik embriyolarm embriyogenik gelisme i¢in gerekli olan genleri aktif hale

getirmeleridir (De Jong et al., 1993; Parrott ef al., 1993).

Somatik embriyolarin gelisimleri sonucunda olgun bitkilerin gelistigi diisiiniiliirse
somatik embriyogenezin en hizli mikrogogaltim yontemi oldugu anlasilmaktadir
(Merkle et al.,1990). Somatik embriyogenez yontemi klonal ¢ogaltimim yani sira,

sentetik tohum iiretimi ve gen aktarimi ¢alismalarinda da kullanilmaktadir.

Yukarida sozii edilen ¢esitli amaglarin yan sira, hiicre ve dokularin in vitro kiiltiirii
erken bitki gelisimi sirasinda yer alan morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler

olaylarin arastirilmasi i¢in yararli bir model sistem olusturmaktadir (De Klerk, 1996).

Ayrica somatik hiicre farklilasmasinin i1yi bilinmesinin, bitki gelisiminin anlagilmasi
icin en gerekli fenomenlerden biri oldugu Tang ve Newton (2005) tarafindan da

bildirilmistir. Organogenez, gen ekspressiyonu ve protein sentezi ile iliskili, biyolojik



olarak kompleks bir gelisim ve farklilasma siirecidir (Tang ve Newton, 2005). Bu
siire¢ lic ana evreyl icermektedir. Birinci olarak, eksplant hiicreleri hormonal
sinyallere cevap verme yetenegi kazanirlar. ikinci olarak, yetenekli hiicreler dissal
hormonal sinyallerin etkisi altinda 6zel organ olusumuna kararli hale gelirler. Son
olarak, morfogenez eksojen olarak uygulanmis biiylime diizenleyicilerinden bagimsiz

olarak tamamlanir (Christianson ve Warnik, 1983; Christianson ve Warnik, 1985).

In vitro kosullarda bitki hiicrelerinin farklilagmasi, bliylime ve gelismesinin pek ¢ok
faktore bagh oldugu cok sayida arastirma ile rapor edilmistir. Bitkilerin ¢ogundaki
diferansiyasyon ya da de-diferansiyasyon olaylarmin in vitro siireglerinin
arastirilmasi, eksplant kaynaginin fizyolojik evresi ve donor bitki genotipi iizerine
odaklanmistir (Almeida et al., 2003; Rout et al., 2000). Konu ile ilgili olarak bitki
biiylime diizenleyicilerinin fonksiyonel 6neme sahip oldugu da pek ¢ok calisma ile

bildirilmistir (Valdés et al., 2001; Zambre et al., 2002).

Son yillarda bitki hiicrelerinin biiylime, gelisme ve farklilagsmasinda reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) fonksiyonel 6nemine yonelik giderek artan bir ilgi vardir (Gidrol et
al., 1994; Ogawa ve Iwabuchi, 2001). Bitkilerde, aktif oksijen tiirleri (AOS) olarak
da bilinen reaktif oksijen tiirleri, savunma ya da adaptasyonu baslatan sinyal
molekiilleri, oksidatif hasar iirlinleri ya da primer’ler gibi stresle iligkili normal
fizyolojik stireglerle ilgili cevaplardir. Reaktif oksijen tiirleri, normal oksijen
metabolizmas1 swrasinda az miktarda olusan siiperoksit radikali (O,7), hidrojen

peroksit (H,0,) ve hidroksil (HO”) radikalleridir. Reaktif oksijen tiirleri ve onlarin

stipiiriicli enzimleri ¢evresel streslere karsi bitki savunmasi swrasinda ¢ok Onemli
mekanizmalar olarak diisiiniilmektedir (Prasad ef al., 1994; Hernandez et al., 2001).
Reaktif oksijen tiirlerinin ¢esidi ve diizeyi strese karsi olusturulacak cevap tipi i¢in
belirleyici faktorlerdir. Optimum biliytime kosullarinda hiicreler, enzim ve
metabolitler sayesinde, reaktif oksijen tiirlerinin verecegi zararlardan korunurlar. Bu
tiirlerin olusumu ve elimine edilmesi reaksiyonlar1 normalde denge halindedir
(Halliwell, 1982; Foyer ve Mullineaux,1994). Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin
yiiksek tretimi oksidatif stres olarak tanimlanmakta olup kuraklik, yiiksek 1s1k

siddeti veya in vitro kiiltiir gibi stresli ¢cevresel kosullara bitki cevabr ile ilgili yaygin



bir olgu olarak nitelendirilmektedir (Price et al., 1989; Scandalios, 1990; Cassells ve

Curry, 2001).

Normal aerobik metabolizma sonucu, mitokondri ve kloroplastlardaki elektron
taginim zincirinden sizan elektronlar, O ile etkilesime girerek siiperoksit (O, + e —
0,7), hidrojen peroksit (20,” + 2H" — H,0, + O,), ve hidroksil radikali (O,” + H,O,
— HO”™ + HO™ + O) gibi aktif oksijen tiirlerini olustururlar (Halliwell ve Gutteridge,
1985). Ayrica temel formdaki oksijen, enerjitik aktivasyon sonucu tek degerlikli

oksijene ('O,) dontigebilir (Elstner, 1987). Bu sitotoksik aktif oksijen tiirleri, lipidlere

(Fridovic, 1986; Wise ve Naylor, 1987), proteinlere (Halliwell ve Gutteridge, 1985;
Davies, 1987) ve niikleik asitlere (Fridovic, 1986; Imlay ve Linn, 1988) oksidatif

zarar vererek normal metabolizmay etkiler.

Reaktif oksijen tiirlerinin bitkilerdeki fizyolojik rollerini agiklayici arastirmalar
bulunmaktadir. Potikha ef al. (1999)’nin yaptig1 bir calismada, hidrojen peroksitin
pamuk liflerinde sekonder ¢eperlerin farklilasmasinda gelisim sinyal molekiilii olarak
bir fonksiyonu olabilecegi tartisilmistir. Yiiksek reaktif oksijen tiirleri tiretimi misir
yapraklarimm uzama bdlgesinde gézlenmis ve belli konsantrasyonlardaki hidrojen
peroksitin yaprak uzamasi i¢in gerekli oldugu sonucuna varilmistir (Rodriguez et al.,
2002). Ayrica hidrojen peroksitin karakteristik 6zelliklerine bakildiginda, normal
hiicrelerde dogal olarak olusturulabilen hidrojen peroksitin goreceli olarak stabil ve
hiicre membranlar1 arasinda daginik oldugu (Del Ry’o ef al., 1998; Foyer et al.,
1997) ve hiicre fonksiyonunda bir sinyal molekiil olarak davrandigi O6ne
stiriilmektedir. ROS un seviyesini ayarlamak icin bitki hiicreleri spesifik aktivite ve
spesifik subsellular lokasyonu olan siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1), katalaz
(CAT; EC 1.11.1.6) ve peroksidaz (PO; EC1.11.1.7)’1 iceren kompleks bir
antioksidan enzim sistemi gelistirmislerdir (Inze” ve van Montagu 1995; Noctor ve

Foyer, 1997; Scandalios et al., 1997; Hiraga et al., 2001; Alscher et al., 2002).

Reaktif oksijen tiirleri ve onlarin siipliriicii enzimlerinin in vitro siirecler sirasindaki
rolii tam olarak bilinmemektedir. Tian ef al. (2003) cilek kalluslarinin organogenezi

sirasinda antioksidan enzim aktivitelerini ve hidrojen peroksit ve peroksit



radikallerinin salinimini arastirmislar ve kalluslarin farklilasma ve gelisimleri
sirasinda erken rejenerasyon kiiltiiriinde superoksit dismutaz aktivitesinin arttigini ve
daha sonra azaldigini, katalaz aktivitesinin ise, kiltiirtin ilk 5 gilinli boyunca
peroksidaz aktivitesinin artmasina karsmn devamli olarak azaldigini ve kalluslardan
stirgiin tomurcuklarmin gelisimi ve farklilasmasindan sonra dereceli olarak arttigini
gozlemislerdir. Yiiksek peroksit radikal diizeyi, diisiik hidrojen peroksit diizeyi ve
neredeyse yok denecek kadar az siiperoksit dismutaz aktivitesi, diisilk organogenez
kapasitesi gosteren kalluslarda belirlenmistir. Cilek kalluslarmin  morfogenetik
stiregleri ile iliskili hidrojen peroksitin, siirgiin primordiyum olusum siirecinde bir
mesajc1 olarak gorev yapabilecegi sonucuna varilmistir. Tang ve Newton (2005)’un
Pinus strobus’un zigotik embriyolarim1 kullanarak direkt adventif siirgiinleri elde
ettigi calismada ise, Kkiiltiir periyodunun 0-6 haftasinda peroksidaz aktivitesinin
azaldigy, kiiltiirtin 7 ve 8. haftalarinda (geg siirglin tomurcuk olusum evresi) dereceli
olarak artt1ig1 gézlenmistir. Katalaz aktivitesi ise, devamli olarak tiim kiiltiir boyunca
azalmistir. Peroksidaz ve katalaz aktivitesi azalmasmin TDZ uyariml direkt adventif
siirglin olusumu 1ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir. Kairong ef al. (1999) nin
yaptig1 bir ¢alismada embriyogenik hiicrelerin farklilasmasinin hidrojen peroksit
tarafindan etkilendigi goriilmiistiir. Calismada, ytliksek diizeylerde hidrojen peroksitin
somatik embriyogenezi tesvik ettigi ve hiicre farklilasmasi ve gelismesi ile reaktif

oksijen tiirleri metabolizmasi arasindaki iligki ortaya konmustur.

Farkli in vitro teknikler kullanarak cogaltmak ve bu siireclere etki eden faktorleri
arastrmak amaci1 ile gergeklestirdigimiz bu c¢alismada, materyalimiz olan
Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.) M. V. Agab. & Greuter, Asteraceae

familyasma ait bir tiirdiir.

Daha oOnceleri, sistemde Centaurea cinsi altinda Centaurea mykalea Hub.-Mor.
olarak siniflandirilan Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.) M. V. Agab. & Greuter,

glinlimiizde Centaurea seksiyonundan ayrilmis bulunmaktadir (Hellwig, 2004).

Rhaponticoides cinsi batida Portekiz ve Monako, doguda Mogolistan’a kadar uzanan

32 tiir igermektedir (Hellwig, 2004). Bu cinse ait tiirlerin ¢ogu ya nadir endemiktir,
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ya da sigramal1 yayilis gosterir (Wagenitz, 1986). Sadece ¢ok az sayida tiir (6rnegin
Rhaponticoides ruthenica) genis yayilis gostermektedir. Ulkemizde Rhaponticoides

cinsi 6 tiir ile temsil edilmektedir. Bunlar,

1. Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.) M. V. Agab. & Greuter,

2. Rhaponticoides iconiensis (Hub.-Mor.) M. V. Agab. & Greuter,

3. Rhaponticoides amplifolia (Boiss. & Heldr.) M. V. Agab. & Greuter,
4. Rhaponticoides phytia (Azn. & Bornmiiller) M. V. Agab. & Greuter,
5. Rhaponticoides amasiensis (Wagenitz) M. V. Agab. & Greuter,

6. Rhaponticoides hierroi O. Eren sp. nova ’dir (Eren, 2007).

R. iconiensis, R.amasiensis, R. mykalea ve R. hierroi Tiirkiye i¢in endemiktirler. R.
iconiensis ve R. mykalea CR (Critically Endangered- Cok Tehlikede) kategorisinde
yer almaktadirlar. Tirkiye’de tiim bu cinse ait tiirler ‘peygamber ¢icegi’ olarak
adlandirilmaktadir (Wagenitz, 1975; Davis et al., 1988; Giiner ve ark., 2000; Ekim
ve ark., 2000). R. mykalea tiirii koyliller arasinda “deli enginar” olarak da
adlandirilmaktadir (Kusadasi’nda gercgeklestirilen arazi ¢alismalar1 sirasinda

koyliilerle yapilan kisisel gortismeler sonucunda elde edilen bilgiye gore).

Calisma materyalimiz Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.) M. V. Agab. & Greuter
tiirli, Turkiye Bitkileri Kirmizi Kitabmna goére CR (Critically Endangered- Cok
Tehlikede) kategorisinde bulunmaktadir. CR kategorisi asagidaki kistaslar dikkate

alinarak degerlendirilmektedir:

A) Populasyon asagidaki tehditler sonucu azaliyor ve asagida belirtilen kosullara

gore 10 y1l icinde populasyonda %80 kaybolma olasilig1 varsa:

a. Habitat 6zelliginin degisimi ve tiiriin kaplama derecesinin azalmasi;

b. Aktiiel ve potansiyel bir toplama tehditi altinda olmasi;
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c. Baska bir taksonun istila tehdidi, melezleme, hastalikk, tohum baglamama,

kirlenme, rekabet¢iler ve parazitlerin etkisi altinda olmast;

B) Bitkinin toplam yayilis alani, 100 km® den ve tek yayilim alani1 da 10 km® den az

ise ¢ok pargcalanmis veya tek bir lokasyondan bilinmesi.

CR kategorisi kistaslar1 g6z Oniine alindiginda R. mykalea, Aydin- Isparta ve Mugla
yorelerindeki ¢ok dar alanli yayilis1 nedeniyle yok olma tehlikesi ile karsi karsiya
kalmis durumdadir. Oldukc¢a smnirli sayida bireye sahip olan tiir, turizm sektoriindeki
hizl1 gelismeler sayesinde devam eden sehirlesmenin giderek artmasi, tarla agma
amaciyla dogal habitatin tahribati, asir1 otlatma ve bitkilerin kapitulumlarmimn yerel
halk tarafindan toplanip yiyecek olarak kullanilmasi gibi faktorlerin etkisinde giiclii
bir antropojenik baski altindadir. Bu durum zaten potansiyel olarak yok olma

tehlikesi altinda bulunan tiiriin devamini iyice kisitlamaktadir.

Yaptigimiz literatiir arastirmasi dahilinde R. mykalea bitkisinin korunmasma ve
iiretilmesine yonelik simdiye kadar hi¢bir ¢alisma belirlenmemistir. Bu ¢alisma in
vitro teknikler kullanilarak Rhaponticoides mykalea’nin  tohum ¢imlenme
ozelliklerinin belirlenmesi, in vitro ¢cogaltilmasi ve korunmasina yonelik alternatif bir
prosediir gelistirilmesinin yani sira, bu siirecleri etkileyen faktorlerin saptanmasi
amacmi tasimaktadir. Ayrica, reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan enzimler ile
eksojen olarak ilave edilmis bitki biliylime diizenleyicilerinin etkisi altinda
gerceklesebilecek somatik hiicre farklilagsmasi arasindaki iliskinin belirlenmesi ile
bitki gelisimi ve farklilagsmasi olaylar1 sirasinda meydana gelen morfolojik, fizyolojik

ve biyokimyasal olaylara 151k tutmasi hedeflenmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Yaptigimiz literatiir arastirmast dahilinde R.mykalea nin korunmasi ve ¢ogaltilmasi
yoniinde ex situ veya in situ olarak gergeklestirilmis herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu tiirlin Asteraceae tfamilyasinin endemik bir tiirii olmasi ve
Centaurea cinsiyle yakin akraba olmasi nedeniyle, tiim ¢alismalarda bu familya ve
cins dikkate alimarak denemeler olusturulmustur. Bunun yanisira benzer nitelikteki

arastirmalar da 6zenle irdelenmistir.

Diger yandan, Rhaponticoides cinsinin in vitro g¢ogaltilmasina iligkin olarak da
yayinlanmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle Asteraceae
familyasma ve Centaurea cinsine ait bazi tiirlerin mikrogogaltim protokolleri

referans olarak kullanilmistir.
Cimlenme denemeleri i¢in asagida yer alan ¢aligmalar referans olarak kullanilmistir.

Padilla ve Encina (2002), Annona cherimola (Asteraceae) tohumlarmi kullanarak
gerceklestirdikleri bir ¢alismada 8.67 uM (2.87 mg/L) gibberellik asit igeren vitamin
destekli distile su ortaminda, 30°C’ta ve karanlikta %80 degerinde ¢imlenme elde

etmislerdir.

Brandel (2004), Bidens cernua ve Bidens tripartita (Asteraceae) bitkilerinin
sicaklikla degisen dormansi diizenlemelerini arastrmis ve degisik sicaklik
araliklarindaki stratifikasyon uygulamalar1 ile tohumlardaki primer dormansinin

asilabilecegini rapor etmistir.

Erdag ve Emek (2005), CR kategorisinde endemik bir bitki Anthemis xylopoda O.
Schwarz’nin in vitro ¢ogaltilmasia yonelik olarak gerceklestirdikleri bir ¢aligsmada,
tiirlin tohumlarinmin 1 mg/L GAs (Giberellik asit) ilaveli MS (Murashige and Skoog,
1962) ortaminda % 65 oraninda ¢imlendigini bildirmislerdir.
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Cakirlar ve ark. (2005), Centaurea tchihatcheffii tohumlarinin 9 ay’lik bir dormansi
periyodu i¢inde olduklarmmi ve tohumlarin ¢imlenmesi i¢in en uygun pH degerinin
7.5 oldugunu belirtmiglerdir. Arastiricilar ayn1 denemede ¢imlenme i¢in en uygun

sicakligm 25 + 2 °C oldugunu rapor etmislerdir.

Celik ve Yiicel (2008)’in CR kategorisinde bulunan Centaurea hausknetchii’nin
tohumlarmin ¢imlenmesi iizerine gergeklestirdikleri bir arastrmada 16/8, 8/16
fotoperiyod ile karanlik kosullarda farkli oranlarda (sirasiyla % 69.2, % 58.5 ve %
42) ¢imlenme elde etmisler ve arastiricilar 1518in ¢imlenme tlizerine tesvik edici bir

etkisi oldugunu belirmislerdir.

Kurt ve Erdag (2009), Centaurea zeybekii Wageintz tohumlarimi GAj ilaveli ve
herhangi bir bitki biiylime maddesi igermeyen MS, B5 (Gamborg et al., 1968), White
(White, 1963) ve Distile su ortamlarinda in vitro kiiltiire almiglardir. Sicakligin
¢imlenme lizerine etkili bir faktor oldugunu belirten arastiricilar 1 mg/L GAj ilaveli
distile su ortaminda aktardiklar1 tohumlar1 25 °C’ta kiiltiire almiglar ve en yiiksek
¢imlenme oranimi (% 80) elde etmislerdir. Ayni arastiricilar tohumlarmin in vitro
¢imlenmesi iizerine 151k ve karanlik etkisini aragtirmis ve 1sik-karanlik uygulamalar1

arasinda onemli bir farklilik olmadigini belirtmislerdir.

Cimlenme denemelerinin yani siwra Asteraceae familyasi tiyelerinin in vitro lretimi
iizerine cesitli yontemler denenmis ve konu ile ilgili cok sayida arastirma literatiirde

yerini almistir.

Hammatt ve Evans (1985)’n tehdit altindaki endemik bitki Centaurea junaniana’nin
yaprak, kok, hipokotil ve kotiledonlarini eksplant olarak kullandiklar1 ve siirgiin
rejenerasyonunu arastirdiklar1 denemelerde, en yiiksek siirgiin sayisini 5 mg/L BA
(°N-Benzil adenin) ve 0.2 mg/L NAA (o-naftalen asetik asit) iceren MS ortaminda,
en iyi koklenme yiizdesini ise 0.01 mg/L IBA (Indol-3-butirik asit) iceren MS

ortaminda elde etmislerdir.
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Takashi ve Daisuke (1997), Centaurea macrocephala bitkisinin koltuk alt1
meristemlerini kullanarak mikrocogaltim caligmalar1 yapmislar ve elde ettikleri
sirglinlerin  %70’m1 25 pM IBA (5 mg/L) iceren Hypnex ortaminda

koklendirmiglerdir.

Pevalek ve Kozlina (1998), tehdit altindaki endemik bitki Centaurea ragusina’nin
tohumlarini in vitro ¢imlendirmis ve elde ettikleri 20 giinliik fideleri aksiller siirgiin
cogaltimi i¢in baslangi¢ materyali olarak kullanmiglardir. En iyi siirgiin gelisimini
1.0 uM BA (0.22 mg/L) ve 2.9 uM GA;z (1 mg/L) ilaveli 2 MS ortaminda elde
etmislerdir. Siirgiinleri 2.5 pM IBA (0.5 mg/L) ilaveli 2 MS ortaminda

koklendirmis ve dis ortama alistirmislardir.

Wildi et al. (1998), Petasites hybridus’un (Asteraceae) yaprak, petiyol ve
infloresens tomurcuklarin1 kullanarak in vitro c¢ogaltimini1 gergeklestirmislerdir.
Denemelerde 17.6 uM BA (2 mg/L) ve 0.54 uM NAA (0.1 mg/L) ilaveli MS
ortaminda siirgiin tesviki saglanmstir. Kiiltiirden bes hafta sonra petiyollerin % 40’1,
yapraklar % 27’si ve infloresens tomurcuklarinin ise % 76’s1 slirglin olusturmustur.
8.8 uM kinetin (1.9 mg/L) ve 0.54 uM NAA (0.1 mg/L) igeren MS ortamlarinda en

1yi siirgiin gogaltimi elde etmislerdir.

Cuenca et al. (1999), mikrogogaltim i¢cin Centaurea paui’nin infloresens gdvdelerini
eksplant olarak kullanmis, en fazla siirglin olusumunun 0.5 mg/L BA ya da 2 mg/L
KIN (kinetin) iceren MS ortaminda oldugunu, bunun yani sira en uzun siirgiin
boyunun bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen MS ortaminda elde ettiklerini
belirtmislerdir. En uygun kdklenmenin 2 mg/L IAA (Indol-3-asetik asit) ve 2 mg/L
IBA destekli MS ortaminda elde etmisler ve koklenen siirgiinlerin %40’ m1 basarili

bir sekilde saksilara aktarmiglardir.

Cuenca ve Marco (2000), tehdit altinda olan endemik bitki Centaurea spachii’nin,
floral gdvdelerinden alinan nodal eksplantlarini kullanarak yaptiklar1 adventif siirgiin
cogaltim c¢alismalarinda 1 mg/L BA igeren MS besin ortaminda yiiksek oranda

siirgiin olusumu elde etmislerdir. Calismada elde edilen siirgiinlerin boylarinin kisa
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ve artan slirgiin sayisi ile siirgiin boyu arasinda negatif bir korelasyonun varligindan
s0z etmiglerdir. Koklendirme denemelerinde tek cesit oksin kullanimi ile koklenme
oranmin diisiik oldugunu; iki ¢esit oksin kombinasyonunun kullaniminda ise en iyi
sonucun 2 mg/L IAA ve 2 mg/L IBA igeren MS besin ortaminda elde edilebilecegini
(%60) bildirmislerdir. Koklendirdikleri bitkilerin %80’nin canliligint korudugunu

rapor etmislerdir.

Joshi ve Dhar (2003), endemik ve tehlike altinda tibbi bir bitki olan Saussurea
obvallata epikotillerini eksplant olarak kullandiklar1 ¢alismada, 1.0 uM KIN (0.2
mg/L) ve 0.25 uM NAA (0.05 mg/L) ilaveli MS ortamda bir eksplant basina 5
stirglin olacak bicimde ¢oklu siirgiinler elde etmisler, 2.5uM IBA (0.5 mg/L) ilaveli
72 MS ortamlarinda siirgiinlerin % 100’linii koklendirmislerdir. Dis ortama aktarilan

bitkiciklerin % 66.7’sinin uyum sagladigini belirtmislerdir.

Evenor ve Reuveni (2004), Asteraceae familyasina ait endemik Achillea
filipendulina cv. ‘Parker’ lateral tomurcuklarmi eksplant olarak kullandiklar1 bir
calismada, 0.5 mg/L NAA ve 1 mg/L BA iceren MS ortaminda tomurcuk basma 9.1
adet siirglin elde etmislerdir. Elde ettikleri siirgiinleri 1 mg/L TAA ilaveli MS (%2
sukroz ilaveli) ortamimda % 83 oraninda koklendirmisler ve koklenmeden sonra

seraya aktarilan bitkilerin %90 nin canliligin1 korudugunu rapor etmislerdir.

Erdag ve Emek (2005), CR kategorisinde endemik bir bitki Anthemis xylopoda’nin in
vitro ¢ogaltilmasina yonelik olarak gergeklestirdikleri bir ¢calismada, in vitro olarak
cimlendikleri tohumlardan elde ettikleri fideleri koklerinden ayirarak aksiller siirgiin
cogaltimi i¢in farkli konsantrasyonlarda BA, KIN veya TDZ (Thidiazuron) igeren
MS ortamlarina aktarmiglardir. 0.005 mg/L TDZ ilaveli MS ortaminda eksplant
basma 7.83 adet siirgiin elde etmislerdir. Elde ettikleri siirglinler1 0.5 mg/L IBA
ilaveli MS ortaminda % 60 oraninda kdklendirmisler ve IBA’nin IAA’dan daha etkili
bir oksin oldugunu belirmislerdir. D1s ortama aktarilan bitkiciklerin % 70’inin uyum

sagladigin belirtmislerdir.
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Dhar ve Joshi (2005), tehlike altinda olan Saussurea obvallata (Asteraceae) ile ilgili
olarak yaptiklar1 bir calismada eksplant yasmnin rejenerasyon potansiyeli iizerine
etkisini belirlemek i¢in tohumlar1 ¢imlendirdikten sonra bitkiciklerin 5, 10, 15 ve 20.
giiniinde kok, govde ve kotiledonlarmi kiiltiire almiglardir. Yaprak eksplantlari ise in
vitro gelistirilmis 4 aylik fidelerden alinarak denemeler kurulmustur. 10 gilinliikkten
15. giinliige kadar olan siirgiinlerden alinan eksplantlarda maksimum kallus olusumu
gozlemislerdir. BA ve NAA iceren MS ortamlarinda tiim eksplant tiplerinden kallus
olugsmustur. Kiiltiire en 1yi cevap yaprak eksplantlarinda elde edilmistir: 2.5 uM BA
(0.56 mg/L) ve 1.0 uM NAA (0.22 mg/L) ilaveli MS ortamlarinda % 100
kalluslagma, 5.0 uM BA (1.12 mg/L) ve 1.0 uM NAA (0.18 mg/L) ilaveli MS
ortaminda ise eksplant bagina 12 siirgiin olacak bi¢imde % 100 siirgiin farklilagmasi
elde etmislerdir. 2.5 uM IBA (0.5 mg/L) ilaveli 2 MS ortamlarinda siirglinlerin %

100’1ini koklendirmislerdir.

Sreedhar et al. (2008), Stevia rebaudiana nin yapraklarini eksplant olarak kullandigi
bir caligmada, 8.88 uM BA (2 mg/L) ve 4.65 uM KIN (1 mg/L) ilaveli MS
ortaminda eksplant basina 4.33 siirglin elden etmislerdir. En uzun siirgiin ise 8.88
uM BA (2 mg/L) ve 2.33 uM KIN (0.5 mg/L) ilaveli MS ortaminda elde edilmistir
(5.73 cm). Siirglinlerin daha ¢ok uzamasi icin IAA ve IBA ilaveli MS ortamlaria
almmis ve 4.92 veya 7.38 uM IBA (1.5 mg/L) ilaveli ortamlarda sirasiyla 6.19 veya
5.27 cm siirgiinler elde edilmis, ayn1 zamanda bu ortamlarda kék olusumu da

gerceklesmistir.

Kurt ve Erdag (2009), Centaurea zeybekii tohumlarindan in vitro ¢imlendirme
sonucu elde ettikleri bitkicikleri gelistirmis ve fideleri aksiller siirgiin ¢ogaltimi
denemelerinde eksplant olarak kullanmislardir. En yiiksek siirgiin sayis1 1 mg/L BA
ilaveli MS ortaminda (14.85 siirgiin/eksplant), en uzun siirgiin boyu ise bitki biiylime
diizenleyisi icermeyen MS ortaminda elde etmislerdir (4.27 cm). Elde ettikleri
siirgiinleri 0.5 mg/L IBA iceren MS ortaminda % 15 oraninda koklendirmisler ve

kademeli olarak dig ortama aktarmislardir.



17

Erdag ve Emek (2009), endemik kritik tehlike altinda Anthemis xylopoda’nin in
vitro ¢imlendirme sonucu elde ettikleri fideleri aksiller olarak ¢ogaltmislardir. Elde
ettikleri aksiller siirgiinlerin yapraklarmi 2’ye bolerek adventif siirgiin rejenerasyonu
calismalarinda eksplant olarak kullanmiglardir. 0.5 mg/L BA ilaveli MS ortaminda
eksplant basina en yiiksek oranda adventif siirglin (6.7 adet siirgiin/eksplant) ve 0.2
mg/L BA ilaveli MS ortaminda maksimum siirgiin boyu (4.30 cm) elde etmislerdir.
0.5 mg/L IBA igeren 2 MS ortaminda ise % 80 oraninda siirgiileri

koklendirmiglerdir.

Embriyo kiiltiiri ve somatik embriyogenez denemeleri i¢in asagida Ozetlenen

calismalar referans olarak degerlendirilmistir.

Finer (1987)’in Helianthus annuus’un olgun ve olgunlasmamis zigotik embriyolarini
eksplant olarak kullandig1 bir ¢alismada, olgunlasmamis zigotik embriyolar1 dicamba
(3.3, 10 ve 33 mg/L) veya 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 0.33, 1 ve 3.3
mg/L)’nin farkli konsantrasyonlarini i¢eren farkl sukroz konsantrasyonu ilaveli (%
3, 6 ve 12) MS ortamlarinda kiiltiire almigtir. Arastirici, farkli konsantrasyonda oksin
ve % 3 sukroz iceren MS ortamlarinin higbirinde direkt somatik embriyo
olusmadigmi, % 6 ve % 12 sukroz ilaveli ortamlarda farkli oranlarda somatik
embriyo olustugunu belirtmis ve en yliksek oranda somatik embriyo olusumunun 1
mg/L 2,4-D ve % 12 sukroz ilaveli MS ortaminda elde etmistir (31.2 adet/zigotik
embriyo). Arastiricl, tohumdan izole ettigi olgun zigotik embriyolar1 ise % 2 sukroz
ilaveli MS ortaminda kiiltiire almistir. Olgun zigotik embriyolarin ¢imlenmesi
sonucu elde ettigi bitkiciklerin kistmlarimi ve olgun zigotik embriyolar1 1 mg/L 2,4-D
ve % 12 sukroz ilaveli MS ortaminda kiiltiire almis, fakat bu eksplantlardan somatik

embriyo farklilasmadigini belirtmistir.

Bronner et al. (1994)nin Helianthus annuus L.’un olgunlasmamis zigotik
embriyolarim1 eksplant olarak kullandiklar1 bir c¢aligmada, siiglin veya somatik
embriyo tesviki i¢in BA’nin ortamda bulunmasmin kesinlikle gerekli oldugu, fakat
morfogenetik cevap tipinin ortamda bulunan sukroz miktarina bagli oldugunu

bildirilmistir. Diisiik sukroz konsantrayonunda (%3) organogenez tesvik edilirken,
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yiiksek sukroz konsantrasyonunda (%12) somatik embriyogenez tesvik

edilebilecegini belirtmislerdir.

Ozel ve ark. (2006)’nin endemik Centaurea tchihatcheffi’'nin olgunlasmamis zigotik
embriyolarin eksplant olarak kullandiklar1 bir ¢alismada, antezisten sonra gelisimsel
donemi dikkate alarak olgunlagsmamis zigotik embriyolar, BA:NAA ve KIN:NAA
kombinasyonlarmi1 igeren MS ortamlarina kiiltiirea almiglardir. Arastiricilar,
antezisten sonraki 1-8 giin i¢inde kapitulumlardan alinan olgunlasmamis zigotik
embriyolarin biiylime i¢in yeterli olmadigi, antezisten sonraki 8-12 giin icinde
kapitulumlardan alinan olgunlasmamis zigotik embriyolarin ise adventif siirgiin
olusturma acisindan en uygun eksplant kaynagini olusturdugunu belirtilmistir. Ayni
zamanda, antezisin 12. gilinlinden sonraki gilinlerde olgunlasmamis zigotik

embriyolarin rejeneratif olmadigini ve dormant hale gectiklerini belirtmislerdir.

Rai et al. (2007), Psidium guajava L.cv. Banarasi’nin olgunlagsmamis zigotik
embriyolarim1 kullanarak bir c¢alisma gergeklestirmislerdir. Arastiricilar, zigotik
embriyolarin somatik embriyogeneze tesviki lizerine zigotik embriyolarin fizyolojik
yasinin etkisini belirlemek amaciyla, 7-14 hafta arasinda bulunan meyvelerden izole
ettikleri olgunlagsmamais zigotik embriyolart 2.26 uM 2,4-D (0.5 mg/L) ilaveli ve % 3
sukroz iceren MS ortaminda kiiltiire etmislerdir. 10. haftada izole ettikleri
olgunlasmamis zigotik embriyolardan en yliksek oranda (% 50) basar1 elde etmisler ve
zigotik embriyolarin fizyolojik yasinin in vitro somatik embriyogenez siirecinde etkili
bir faktor oldugunu belirtmiglerdir. Ayni1 c¢alismada arastiricilar, somatik
embriyogenez tesviki i¢in 2,4-D ile sukrozun interaktif etkisini belirlemek amaciyla,
antezisten sonra 10. haftada bulunan meyvelerden izole ettikleri olgunlagmamis
zigotik embriyolar1 farkl oranlarda 2,4-D (0-9.05 uM =0-2 mg/L) ve sukroz (%0-20)
iceren MS ortamlarma kiiltiire etmislerdir. Bu denemelerin sonucunda kontrol
ortaminda ve % 1 sukroz ilaveli tiim 2,4-D igeren ortamlarda somatik embriyogenez
tesviki gerceklesmezken, 4.52 uM 2,4-D (1 mg/L) ilaveli ve % 5 sukroz igeren MS
ortammin somatik embriyogenez tesviki i¢in en iyi ortam oldugunu belirtmislerdir.
Somatik embriyolarin gelismesi ve olgunlasmasi i¢inde % 5 sukroz ilaveli MS ortami

en 1yl ortam olarak belirlenmis ve % 3 sukroz ilaveli 2 MS ortaminda en yiiksek
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oranda (% 98.3) somatik embriyolarin bitkicige doniistiiglinti belirtmislerdir. Somatik
embriyolarin ¢imlendirilmesi ile elde edilen bitkicikleri topraga aktarmiglar ve

bitkiciklerin % 90-100 oraninda uyum sagladiklarini belirmislerdir.

In vitro kosullarda somatik embriyogenez ve organogenez siireci boyunca SOD,
CAT ve PO aktivite degisimlerini belirlemek amaciyla asagidaki ¢alismalar referans

olarak degerlendirilmistir.

Kairong ef al. (1999)’nin Lycium barbarum ile gerceklestirdikleri bir caligmada SOD
aktivitesinin en yiiksek degerinin somatik embriyolar olusurken gozlemlemisler ve
daha sonraki asamalarda ise SOD aktivitesinde diisiis oldugunu belirtmislerdir. Ayni
arastiricilar kallus fazinda CAT ve PO aktivitelerinin yiiksek oldugu ve embriyo

farklilagsmasi sirasinda ise aktivitede diisiis oldugunu belirtmislerdir.

Tian et al. (2003), c¢ilek kalluslarindan siirgiin organogenezi sirasinda antioksidan
enzimlerin bulundugunu belirtmisler ve organogenez sirasinda SOD aktivitesinde

artig, PO aktivitesinde ise diisiis gdzlemislerdir.

Tang et al. (2005)’in Pinus strobus™un zigotik embriyolarin1 kullanarak direkt
adventif siirgiinleri elde ettikleri bir ¢aligmada kiiltiir periyodunun ilk 6 haftasinda
peroksidaz aktivitesinin azaldigmi, kiiltiiriin 7 ve 8. haftalarinda (ge¢ siirgiin
tomurcuk olusum evresi) dereceli olarak arttigini belirtmislerlerdir. Katalaz
aktivitesinin 1se, tiim kiltlir boyunca devamli olarak azalma gosterdigini

saptamiglardir.

Gupta ve Datta (2003)’'nin Gladiolus hybridus ile yaptig1 bir calismada yaprak
kalluslarindan siirgiin faklilasmasi sirasinda CAT ve PO aktivitelerinde artis, yaprak
kalluslarimdan somatik embriyo olusumu siirecinde SOD aktivitesinde artis ve somatik
embriyo proliferasyonu sirasinda ise diisiis gozlemislerdir. Ayni arastiricilar somatik
embriyo gelisimi ve farklilagmasi swrasnda CAT ve PO aktivitelerinde de diisiis

gozlemislerdir.
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Meratan et al. (2009)’m Acanthophyllum sordidum ile gergeklestirdigi bir ¢alismada
kallustan siirglin rejenerasyonu sirasinda SOD ve CAT aktivitesinde artis ve PO
etkinliginde ise diisiis gozlemislerdir. Ayni arastiricilar kallustan kok olusumu
sirasinda SOD ve PO aktivitelerinde artisa karsilik, CAT aktivitesinde diisiis

oldugunu belirlemiglerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. MATERYAL

Calisma materyalimiz Asteraceae familyasina ait Rhaponticoides mykalea (Hub.-

Mor.) M. V. Agab. & Greuter tiiriidiir (Sekil 3.1).

Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.) M. V. Agab. & Greuter’nin sistematikteki yeri

ve Ozellikleri:

Classis : Magnoliopsida
Subclassis : Asteridae
Ordo : Asterales
Familia : Asteraceae

Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.) M. V. Agab. & Greuter

Tiirlin Tiirkiye florasinda (Davis et al., 1988) yer alan tanimi1 asagidaki gibidir:
CENTAUREA L. [5:465]
C. mykalea Hub.-Mor. in Bauhinia 6(3):370 (1979). (Sect. Centaurea)

Perennial. Govde dik, c. 1 m, boyuna striat, subangular, iistte tek bash az sayida dala
ayrilir. Yapraklar sert, skabrid, glabroz kenarlarin disinda kisa tiiylii. Bazal yapraklar
bipinnatisekt, petiolat, petiol dahil 40 x 12 cm yaklasik 5 segment pargali; lateral
segmentler linear lanseolat, 6-10 x 1-3 cm, pinnatifid, gevsekce serrulat-dentat;
terminal segment lanseolat 10 x 3-4 cm, pinnatisekt veya pinnat loblu; alt ve orta
govde yapraklar1 benzer fakat daha kiiciik, bipinnatisekt, iisttekiler pinnatisekt veya
pinnat loblu, lanseolat veya linear. Involukrum glabroz, genisce ovat 4 x 3 cm,
tabanda hafif¢e umbilikat. Fillariler miiltiseriat, subkoriaseus, paral yesil, belirgince
boyuna siyahimsi yesil ¢izgili, dis fillariler genisce ovat, igtekiler oblong veya linear,
5 x 35- 5-10 mm, obtuz, kenarlar1 diiz, dar skarioz (1-1.5 mm). Cigekler altin sarisi c.
5 cm, kiyidakiler seyrekce radiant, steril, ligliller filiform; anter tiibli parlak siilfiir
renginde, hafifce ¢ikik. Akenler silindirik, glabroz 7-8 x 2-5 mm. Pappus ¢ift, dis
papus multiseriat, 17 mm ye kadar, i¢teki 1.5 mm. Cigeklenme 6-7, yol kenarlari, ¢

30 m.
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Tip: Tiirkiye C1 Aydin: Selguk- Davutlar, 7 km Davutlara, Strassrand, 30 m, 4 vii
1978, M. Nydegger 13015 (holo. Hb. Nydegger, Basel), Endemik, Dogu Akdeniz

Elementi

Tiriin diger bir alt populasyonu kesintili bir sekilde Isparta, Uluborlu Baraji
cevresindeki agaclandirma alanindan bulunmustur (Kaynak ve Tarimcilar, 2001).
Ayrica, Agik ve ark. (2009) tiiriin genetik cesitliligi ile 1ilgili olarak
gergeklestirdikleri bir arastirmada Mugla (Yatagan) ilinden bitki tohumlarmni
topladiklarini da belirtmiglerdir.

Sekil 3.1: R.mykalea nin dogal habitatinin genel bir goriintiisii
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3.2. YONTEM

R. mykalea bitkisinin vejetatif kisimlar1 ve kapitulumlari denemelerde baslangig
materyali olarak kullanilmistir. Bitki kisimlari, farkl gelisimsel donemlerde bitkinin
dogal yayilis gosterdigi Aydin ilinden (C1 karesi, Aydin-Kusadasi- Davutlar) 2006,
2007, 2008 ve 2009 yillarinin Mart - Eyliil aylar1 arasinda toplanmaistir.

Tiir ile 1lgili ¢aligmalar {i¢ asamada planlanmistir. Bunlar:

1. Bitkinin yayilis gosterdigi Aydin lokalitesinde, dogal habitati1 ve bitki ile ilgili
gozlemler yaparak tiirlin potansiyel tehdit unsurlarinin belirlenmesi ile 1ilgili

gozlemler.

2. Bitkinin in vitro ¢ogaltilmasina yonelik siireclerin arastiriimasi.

3. In vitro siireclerde siiperoksit dismutaz, peroksidaz ve katalaz enzim aktivitelerinin

belirlenmesi.

3.2.1. Bitkinin Yayihsi, Habitat Gozlemleri ve Tehdit Unsurlarinin Belirlenmesi

Amaci ile Gergeklestirilen Calismalar

Bu ¢aligmalar 2006, 2007, 2008 ve 2009 yillarmin Mart-Eyliil aylar1 arasinda belirli

araliklarla yapilan arazi ¢calismalarinda gergeklestirilmistir.

3.2.1.1. Bitkinin Yayihs1 ve Habitat Gozlemleri

Bu calismalar sirasinda bitkinin tip lokalitesi olan Kusadasi’nda yayilis gosteren

populasyonlarina ait gézlemler (Sekil 3.2-3.6) ve tehdit unsurlar1 belirlenmistir.



Sekil 3.3:

Tam ve bipinnat yapraklar ile vejetatif gelisme donemi baslangicinda R.
mykalea’nin gorinimi
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Sekil 3.5: Cigeklenme dénemindeki heniiz agmamis kapitulumlarin goriintiisii
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Sekil 3.6: R. mykalea’nin ¢igeklerinin genel goriintiisii

3.2.1.2. Kapitulumlarin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

Aken; tek lokuluslu ovaryumdan olusan, i¢inde tek tohum bulunduran ve
olgunlastiginda acilarak tohumun ¢ikmasina olanak verecek Ozel baglanti yerleri
bulunmayan, Asteraceae familyasmin tipik meyvesidir. Tohum meyve ¢eperine bir
noktadan baglidir ve herhangi bir miidahale olmadigi slirece meyveden ayrilmaz. Bu
nedenle tezin bundan sonraki bazi kisimlarinda aken yerine tohum terimi

kullanilacaktir.

Tohum eldesi amaciyla Agustos ve Eyliil aylarinda kuru kapitulumlar toplanarak
laboratuara getirilmistir. Arazide yapilan gozlemler sirasinda kapitulumlar igerisinde
cok fazla sayida bocege rastlanmistir. Bu nedenle laboratuara getirilen
kapitulumlarin 20 tanesi olgun tohum sayisi, bocekler tarafindan yenmis tohum
sayisi, olgunlasmamis tohum sayist ve bos tohum sayisi goéz Oniine alinarak

degerlendirilmistir.
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3.2.1.3. insektisit Uygulamasi

Kapitulumlarin degerlendirilmesinden sonra, bdcekler tarafindan gerceklestirilen
biiyiik Olcekli tahribatin Oniine gegebilecek alternatif bir ydontem olabilecegi
diisiiniilen insektisit uygulamasi ¢alismalar1 yapilmistir. Bu uygulama, tiiriin dogal
yayilis gosterdigi habitatta daha dnceden belirledigimiz dikenli telle ¢evrili bir alanda
gerceklestirilmistir.  Bu alan, deneysel materyallerimizin otlatilan hayvanlar
tarafindan yenmesinin engellenmesi, yapilan insektisit uygulamasmin diger canlilara
zarar vermesinin Oniine gecilmesi ve bitkilerin insanlar tarafindan toplanilmasima

engel olunmasi amaci ile secilmistir.

Dogada yaptigimiz gézlemler sonucunda bitkide ve korolla tiipii iginde bdceklere
rastladigimizdan, bu konu ile ilgili denemeler R. mykalea nin déllenmesinin bécekler
aracilig1 ile gerceklesme olasiligi diisiiniilerek planlanmistir. 2008 yilinin Haziran
ayinda reprodiiktif evreye gecen bitkiler arazide secilerek, insektisit (Merit 75 WP,
0.035 g/L) wuygulamasi yapilmistir. Bu wuygulamalar 3 farkli sekilde
gerceklestirilmistir:

1. Uygulama: Heniiz agilmamais (pre-anthesis) 15 kapitulum secilerek, insektisit
(piiskiirtme yoluyla) uygulamasindan sonra kapitulumlar tiilbent beziyle

sarilarak baglanmistir (Sekil 3.7).

2. Uygulama: A¢ik kapitulumlardan (post-anthesis) 15 tanesi se¢ilerek insektisit
uygulamasi yapilmis (piiskiirtme yoluyla) ve uygulama yapilan kapitulumlar,

iizerlerine bir parca ip baglanarak isaretlenmistir (Sekil 3.8).

3. Uygulama: Farkli 3 bolge secilerek, birbirine yakim bitkilerin bulundugu

toprak iizerine sulama yoluyla insektisit uygulamasi yapilmistur.

3 hafta sonra bu uygulamalar tekrar edilmistir. Temmuz ay1 sonunda insektisit
uygulanmis bitkiler araziden toplanarak laboratuara getirilmis ve kapitulumlar

degerlendirmeye alinmistir.



Sekil 3.8: Antezisten sonra insektisit uygulanan bitki
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3.2.2. Invitro Cogaltim Calismalari

3.2.2.1. In vitro Cimlenme

Cimlenme denemelerinde R. mykalea bitkisine ait kapitulumlardan (Sekil 3.9)
cikarilan olgun tohumlar (akenler) (Sekil 3.10) baslangic materyali olarak
kullanilmistir. Bu denemelerde agik kapitulumlara piiskiirtme yolu ile insektisit
uygulanmis akenler kullanilmistir. Piiskiirtme yolu ile insektisit uygulamasi bocekler
tarafindan tahrip edilmemis olgun tohum sayisinda ciddi oranda artis sagladigi i¢in

denemelerde ¢ok sayida materyal saglanabilmistir.

3.2.2.1.1. Tohum Canhlik Testi

Tohum canliligi, tohumun ¢imlenebilme ve normal bir fide olusturma yetenegidir
(Dornbos, 1995). Tohumun ¢imlenme yeteneginde olabilmesi i¢in canli olmasi
gerekmektedir. Tohum canliligim belirlemek amaciyla, Agustos ve Eyliil aylarinda
dogal ortamindan toplanan tohumlara Tetrazolium testi (ISTA, 1966) uygulanmstir.
Bu testte canlilik, tohumlara 2,3,5 trifenil tetrazolium kloriir (TTC) c¢ozeltisi
uygulamasi sonucu kirmizi renk alip almamalar1 ile belirlenmektedir. Bu amag
dogrultusunda % 0.1’lik TTC ¢o6zeltisi hazirlanmigtir. Tohum kabuklarinin sert
olmas1 nedeniyle, tohumlar sicak su ile muamele edildikten sonra, tohumlarin bir
yarisi jilet yardimiyla uzaklastirilmis ve geriye kalan yarilar1 bir petriye alimmustir.
Kesik tohumlarin iizerine 6nceden hazirlanmig TTC ¢ozeltisi dokiilmiis ve en az iki
saat siire ile beklemeye birakilmistir. Bu siirenin sonunda kirmizi renk alan tohum
“canli” olarak degerlendirilmis ve canli tohum sayis1 yiizde olarak belirlenmistir.
Ayrica sterilizasyon siiresinin embriyoya zarar verip vermediginin belirlenmesi i¢in

sterilize edilmis tohumlara da tohum canlilik testi uygulanmaistir.

Zamana bagli olarak degisen tohum canliliginin belirlenmesi i¢in iki y1l boyunca 6
aylik araliklarla tohumlara tetrazolium testi uygulanmis ve canlilikta stireye bagl bir

azalma olup olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.9: R. mykalea’nin kuru kapitulumlarinin goriintiisii

Sekil 3.10: Kuru kapitulumdan ¢ikarilan olgun bir akenin goriintiisii
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3.2.2.1.2. In vitro Cimlenme Denemeleri I¢in Yapilan On Hazirhklar

Calismanin bu asamasinda in vitro ¢imlenme denemeleri i¢in bazi 6n hazirliklar
gerceklestirilmistir. /n vitro ¢imlenme denemeleri i¢in yapilan ©6n hazirliklar
kapsaminda; saksida  gergeklestirilen ¢imlenme ¢alismalari, tohumlarin
cimlendirilecegi kavanozlarin ve besi ortamlariin hazirlanmasi, besi ortamlarinin ve
denemelerde kullanilan alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu ile tohumlarin

hazirlanmasi ve sterilizasyonu caligmalar1 gerceklestirilmistir.
Saksida Gergeklestirilen Cimlenme Denemeleri

Tohumlar, toplandiktan hemen sonra ve laboratuar kosullarinda saklama sonrasi bir
aylik periyotlarla topraga ekilerek, bitkinin saksi kosullarinda ¢imlenme denemeleri
gerceklestirilmistir. Bu denemeler ile tohumlarin ¢imlenme fizyolojilerine iligskin

fikir verebilecek sonuglara ulasmak amag¢lanmistir.

Tohumlarin Cimlendirilecegi Kavanozlarin ve Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi

ve Sterilizasyonu

Calismalarimizda tohumlar1 kiiltiire almak i¢in 190 veya 210 cc’lik genis agizli ve
100 cc’lik dar uzun cam kavanozlar kullanilmistir. Kavanozlar kagit kopriilii ve
bilyeli kagit kopriilii olmak iizere 2 sekilde hazirlanmistir. Kagit kopriilii kavanozlar
icin, agizlar1 kapali bos kavanozlar, 105 kPa basin¢ altinda 121°C’ta 25 dakika
boyunca otoklavda steril edildikten sonra % 70’lik EtOH (etil alkol) ile silinerek
(6nceden 1 saat boyunca UV lamba ¢alistirilmis) laminar hava akimli steril calisma
kabini igerisine almmuglardir. Kavanozlarin igerisine yerlestirilecek olan filtre
kagitlar1 aliminyum folyo ile sarilarak 170 °C’ta ayarlanmig pastor firminda 1 saat

tutularak sterilize edilmistir.

Filtre kagitlar1 kabin igerisinde steril eldiven kullanmilarak katlandiktan sonra
iizerlerinde tohumlar1 tasiyabilmeleri i¢in fiziksel destek saglayacak kopriiler

olusturacak sekilde kavanozlara yerlestirilmistir. Daha sonra kavanozlarin agizlari
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kapatilarak yeniden otoklavda 105 kPa basing altinda 121 °C’ta 25 dakika boyunca
sterilize edilmisler ve kullanilacak ortamlar1 dokmek iizere hazir hale getirilmislerdir
(Sekil 3.11). Ayrica kagit koprilerin katlanmasi sirasinda kaynaklanabilecek
kontaminasyondan kaginmak i¢in bilyeli kagit koprilii kavanozlar hazirlanmistir.
190 cc’lik kavanozlarin igerisine bant seklinde filtre kagidi konduktan sonra, kagidin
tizerine bilyeler yerlestirilmis ve bant seklindeki filtre kagidi bilyelerin tizerine dogru
katlanmistir. Bu iglemi takiben yuvarlak halde kesilmis filtre kagitlar1 bilyeler
tizerine yerlestirilmistir. Daha sonra kavanozlarin agizlar1 kapatilarak 121 °C’ta 25

dakika boyunca sterilize edilmisler ve kullanilacak ortamlar1 dokmek iizere hazir

hale getirilmislerdir (Sekil 3.12).

Daha sonraki c¢alismalarda ise olast kontaminasyondan diger tohumlarin
etkilenmemesi amaciyla tek tohum ekimi yapilabilecek kagit kopriili-bilyeli dar

kavanozlar kullanilmigtir. Bu kavanozlarda ayni sekilde hazirlanip steril edilmistir
(Sekil 3.13).

Sekil 3.11: Cimlenme i¢in hazirlanan kagit kpriili kavanoz.



Sekil 3.12: Cimlenme i¢in hazirlanan bilyeli kagit kopriilii kavanoz

Sekil 3.13: Cimlenme i¢in hazirlanan kagit kopriilii-bilyeli dar uzun kavanoz
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Cimlenme denemelerinde tohumlar1 kiiltiire etmek icin MS (Murashige and Skoog,
1962) ve White (White, 1963) ortamlar1 siv1 olarak hazirlanmis (Cizelge 3.1), distile
su ortami ise kontrol olarak kullanilmistir. Doku kiiltiiriinde sivi ortamin kullanimi
genellikle mikrogogaltimda maliyetin azaltilmasi olarak tanimlanir (Alvard et al.,
1993). Bu durumda in vitro ¢alismalar i¢in kullanilan eksplant plastik kopiik, cam
yiinii, kaya yiinii, filtre kagid1 kopriisii ve cam boncuklar ile desteklenebilmektedir
(Chawla, 2002). Cimlenme denemelerinde kullanilan ortamlar asagida anlatildig:

sekilde hazirlanmistir.

Makro besin elementleri, miktar olarak fazla olmasi ve hassas terazide tartim
yaparken hata yapma payinin ¢ok az olmasindan dolayi, besi ortami hazirlanirken her
defasinda ayr1 ayri tartilarak 1000 mL’lik erlen icerinde bir miktar distile su ile

¢Oziindiirilmistiir.

Mikro besin eclementleri, vitaminler ve aminoasitler i¢in ise stok c¢ozeltiler
hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiler, 5 mL igerisinde bir litre ortam i¢cinde gerekli miktar
bulunacak bi¢cimde, 100 mL’lik stoklar halinde hazirlanarak koyu renkli siselerde +4

°C’ta buzdolabinda karanlikta muhafaza edilmistir.

In vitro ¢imlenme denemelerinde kullanilmak tizere, bitki biiylime diizenleyicileri
icin de stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. KIN (Kinetin) NaOH’de, GAs (Giberellik asit)
distile suda ¢ozlindiiriilmiistiir. Bitki biiylime diizenleyicilerinin stok ¢ozeltileri 5
mL’sinde 1 veya 0.1 mg/L madde olacak bi¢ciminde 20-30 mL’lik hacimde
hazirlanmis ve ¢ozeltilerin pH’s1 5.0’e ayarlanarak koyu renkli siselerde +4 °C’ta
buzdolabinda karanlikta muhafaza edilerek, amacina uygun kiiltiir ortamlarinda
kullanilmistir (Smith, 1992; Franklin ve Dixon, 1994; Gamborg ve Phillips, 1995;
George, 1993). Kullanilacak bitki biiylime diizenleyicilerinden gereksinim duyulan

miktar, pipet veya mikropipet kullanilarak ortamlara ilave edilmistir.

Makro ve mikro besin elementleri, vitaminler, aminoasitler ve bitki biiylime
diizenleyicileri tamamlanan besi ortamlarina ilave olarak sakkaroz eklenmis ve tiim

maddelerin ¢6ziilmesi saglandiktan sonra soliisyonun hacmi distile su ilavesiyle son
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hacme yakin bir yere kadar tamamlanmistir. Besi ortamlarinin pH’s1, 0.1 M NaOH ve
0.1 M HCI ¢ozeltileri ile (Barnes, 1979; Fonnesbach ve Fonnesbach, 1980) distile su
ve MS i¢in 5.8’e, White ortami i¢in 5.5’e ayarlanmistir.

Ortamlar 121°C’ta 15 dakika siireyle otoklavda steril edildikten sonra daha onceden
steril edilen kavanozlarin her birine 40-50 mL olacak sekilde steril kabinde dagitilmis
ve kaplarin ilizerine besi ortaminin adi, hazirlanig tarihi, kullanilan bitki biiytime
diizenleyicisi tipi ve miktarmin yazili oldugu etiketler yapistirilmistir. Hazirlanan tiim
ortamlar soguduktan sonra, kullanilincaya kadar karanlik kosullar altinda dolaplarda

saklanmistir.

GA; sicaklikla bozulan bir bitki biliylime diizenleyicisi oldugu i¢in GA; ilave edilecek
cimlenme ortamlarmin pH’s1 ayarlandiktan sonra son hacminin biraz altina kadar
distile su ilave edilmis ve ortamlar steril edilmistir. Diger taraftan GAs’iin de stok
soliisyonlar1 gerekli miktarda hazirlandiktan ve pH’1 da ortammn pH’ma uygun olacak
bicimde ayarlandiktan sonra laminar hava akimli steril kabin igerisine alinmis 0.22
um’lik filtre kullanarak steril edilmistir. Hazirlanan stok GAs, steril kabin i¢cinde daha
onceden steril edilmis ortamlara, hesaplanan miktarlarda ilave edilmistir. Bitki
bliylime diizenleyicisi ve bilesenleri tamamlanan ortamlar steril sartlarda dnceden

hazirlanmig kavanozlara aktarilmistir.

Tim in vitro calismalar laminar akimli steril ¢alisma kabini igerisinde
gerceklestirilmistir. Calismaya baslamadan yaklasik bir saat 6nce kabinin i¢ ve dis
kism1 % 70’lik EtOH ile silinmistir. Daha sonra kabinin i¢inde bulunan UV lamba bir

saat siire ile ¢alistirilarak olas1 kontaminasyon onlenmeye ¢alisiimistir.
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Cizelge 3.1: Cimlenme denemelerinde kullanilan ortamlarin temel elementleri ve miktarlari

MS White Distile su

(mg/L) (mg/L)
Makro elementler
KNO; 1900 80.0 -
NH4NO; 1650 - -
MgS04.7H,0 370 720 -
CaClL.2H,0 440 - -
KH,PO4 170 68.0 -
Ca(NOs),.4H,0 - 300 -
KCI - 65.0 -
Na,SO4 - 200 -
NaH,POg4 - 16.5 -
Mikro Elementler
KI 0.83 0.75 -
H;BO; 6.20 1.50 -
MnS0O,4.4H,0 22.3 7.00 -
ZnS04.7H,0O 8.60 3.00 -
Na,Mo00,4.2H,0 0.25 - -
CuS04.5H,0 0.025 - -
CoClL.6H,0 0.025 - -
Na, EDTA 37.30 - -
FeS04.7H,0 27.80 - -
Fex(S04); - 2.5 -
Vitaminler ve Organikler
Myo-inositol 100 - -
Nicotinic acid 0.50 - -
Pyridoxine-HCl 0.50 - -
Thiamin-HCl 0.10 - -
Glycine 2.00 - -
Sukroz 30g 20g -
pH 5.8 5.5 5.8
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Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu

Ekim sirasinda kullanilacak tiim alet ve ekipmanlar steril edilmistir. Pens, bistiiri,
makas, erlen, kavanoz, beher, mikropipet uclari, cam petri v.b. malzemeler aliiminyum
folyo ile sarilarak veya agizlar1 kapatilarak, 121 °C’ta 20 dakika siireyle
otoklavlanarak sterilizasyonlar1 saglanmistir. Steril edilen malzemeler otoklavdan
otoklav sepetiyle beraber hizlica 6nceden 6n uygulama yapilmis laminar hava akiml

calisma kabinine alinmistir.

Calisma sirasinda kullanilacak besi ortamlarini iceren kavanoz veya erlenler, olasi
kontaminasyonu Onleyebilmek i¢in, kabine alinmadan 6nce % 70’lik EtOH ile iyice

silinmistir.

Kabinde caligmaya baslamadan once eller ve kollarm bir kismi sabunla iyice
yikandiktan sonra zefiran veya EtOH (%70) kullanilarak dezenfekte edilmistir. Tiim
calismalar sirasinda kabin igerisinde bulunan bek kullanilmistir, kullanilan aletler ve
ozellikle de pens alkole batirildiktan sonra atesten gecirilerek olas1 kontaminasyonun

engellenmesine ¢alisilmistir.

Tohumlarin Sterilizasyonu

Igerisinde tohumlar1 tasiyan akenler kapitulumdan ¢ikarildiktan sonra bir takim
morfolojik kriterler g6z oniine alinarak secilmistir. Cimlenme denemeleri i¢in, ¢izgili,

dolgun, ayn1 morfolojik 6zellige ve biiyiikliige sahip olgun akenler kullanilmistir.

Kapitulumlardan ¢ikarillan tohumlarin sterilizasyonlarmin saglanmasi icin farkl
sterilizasyon siireleri denenmistir. Bunun i¢in, akenler bir saat boyunca ¢esme suyu
altinda yikandiktan sonra bir beher igerisinde steril kabin igerisine alinip 15 dakika
boyunca % 70 lik EtOH ile muamele edilmis ve daha sonra 3-4 damla tween 20 ilave
edilmis % 4.5’lik sodyum hipokloritte (NaOCI) farkl siirelerde (15, 20 ve 25 dakika)
tutulmustur. Daha sonra sterilizasyon ajaninin etkisini gidermek i¢in akenler 3 kez

steril distile su ile durulanmastir.
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In vitro ¢cimlenme denemelerinde bitki tohumlarmin biiyiik oranda kontamine olmasi,
steril baslangic materyalinin elde edilmesini sinirlayict bir faktér olarak karsimiza
¢ikmistir. Bu nedenle daha 6nceden uygulanan sterilizasyon serilerine bir fungisit
olan potasyum sorbat eklenmistir. Son yillarda yapilan caligmalar potasyum sorbat’in
doku kiiltiirii ¢aligmalarinda etkili bir fungus inhibitorii olarak kullamildigimi
gostermektedir (Guri ve Patel, 1998). Bu nedenle kontaminasyonu onlemek igin,
tohumlar akan ¢esme suyu altinda 1 saat boyunca tutulduktan sonra potasyum sorbat
cozeltilerinde (%1, % 5 ve %10’luk) 1 saat bekletilmistir. Daha sonra tohumlar 15
dakika boyunca % 70 lik EtOH ile muamele edilmis ve bu islemi takiben 3-4 damla
tween 20 ilave edilmis % 4.5’lik NaOCl’de 25 dakika tutulmustur. Bu islemi takiben
tohumlar, 3 kez steril distile su ile durulanmistir. Ayrica bir tohumdan
kaynaklanabilecek olas1 kontaminasyonun diger tohumlar1 etkilememesi i¢in
denemeler dar uzun kavanozlarda, her kavanoza birer tohum olacak sekilde

planlanmigstir.

3.2.2.1.3. In vitro Cimlenmeyi Etkileyen Faktorlerin Belirlenmesi Denemeleri

Bu denemelerde R. mykalea tohumlarmin in vitro ¢imlenmesi iizerine farkl in vitro
ortamlarin, tohum dormansisinin kirilmasma yonelik olarak GAj3; ve KIN gibi bitki
bliylime diizenleyicilerinin, soguk uygulamasinin,potasyum nitratin, testanin
cizilmesi ve asitle muamelenin, pH’m, 1sik-karanlik uygulamalarinin ve farkh
sicaklik degerlerinin etkisi arastirilmistir. Cimlenme kriteri olarak radikula ¢ikisi esas
alinmistir. Cimlenme denemeleri her kavanoza 1’er tohum olacak sekilde 20 tekrarl
olarak yapilmistir ve tiim denemeler 2 kez tekrar edilmistir. Sonuclar 6 hafta sonunda

% olarak degerlendirilmistir.

3.2.2.1.3.1. In vitro Ortamlarin EtKisi

Bu denemeler tohumlar toplandiktan hemen sonra ve -saksida gergeklestirilen
c¢imlenme denemelerinden elde edilen veriler goz Oniinde bulundurularak- tohum
toplanmasindan 8 ay sonra olmak tizere iki farkli zamanda olusturulmustur. Steril

edilen tohumlar 6ncelikle bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen sivi MS, White ve
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distile su ortamlarma kiiltiire edilmistir. Kiiltlirler 2442 °C’ta 16/8 saat fotoperiyotta

tutulmustur.

3.2.2.1.3.2. Tohum Dormansisinin Kirilmasina Yonelik Gerg¢eklestirilen
Cahsmalar

Dormansi tohumlarin ¢imlenmesini engelleyici bir faktordiir ve ¢esitli yontemlerle
tohumlarda bulunan dormansi kirilabilmektedir. Dormansinin kirilmasma yonelik
olarak gerceklestirilen ¢alismalarda saksi denemeleri goz Oniine alinarak dormansi

periyodunda oldugu diisiiniilen tohumlar kullanilmistir.

Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Etkisi

Tohumlarda bulunan dormansiyi kirict metotlardan biri tohumlarin bitki biliylime
diizenleyicileri uygulamasi ile gerceklesmekte olup, KIN ve GA; bu amagla en ¢ok

kullanilan bitki bliylime diizenleyicileridir (Kocagaliskan, 2008).

Bu denemelerde bir 6nceki denemenin en iyi sonucu olan distile su ortami temel
ortam olarak kullanilmistir. Distile su ortamina bitki biiyiime diizenleyicilerden KIN
veya GA;j tek basina (1, 2, 3 ve 4 mg/L) veya KIN:GA3; kombinasyonlar1 (KIN: GA3;
1:1, 1:2, 1:3, 1:4; 2:1, 2:2, 2:3, 2:4; 3:1, 3:2, 3:3, 3:4; 4:1, 4:2, 4:3 ve 4:4 mg/L)
halinde ilave edilmistir. Ortam pH’1 5.8’e ayarlanmustir. Kiiltlirler 2442 °C’ta 16/8

fotoperiyot altinda tutulmustur.

Soguk Uygulamasinin (Stratifikasyon) Etkisi

Dormansi kiric1 metodlardan biri de tohumlara soguk uygulamasidir (Kocagaligskan,
2008). Tohumlar + 4 °C’de 1 ve 2 ay boyunca tutulduktan sonra sterilize edilerek in
vitro ¢imlenme denemeleri olusturulmustur. Sterilizasyon islemi uygulanan tohumlar
pH’1 5.8’ e ayarlanmig Distile su igeren kavanozlara aktarilmistir. Kiiltiirler 2442

°C’ta 16/8 fotoperiyot altinda tutulmustur.
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Potasyum Nitratin Etkisi

Potasyum nitrat (KNO;3) gibi nitrojen bilesikler ¢imlenmeyi tesvik etmektedir
(Vardar, 1982; Schmidt, 2000). Cimlenmeyi tesvik etmek amaciyla %0.5, %1, %5 ve
%10’luk potasyum nitrat c¢ozeltileri hazirlanarak daha O6nceden hazirlanmig
kavanozlara dokiilmiis ve kavanozlar steril edilmistir. Sterilizasyon islemi
uygulanmis tohumlar KNOj iceren kavanozlara aktarilmig ve kiiltlirler 2442 °C’ta

16/8 fotoperiyod kosullarinda kiiltiire edilmistir.

Testamin Cizilmesi (Skarifikasyon) ve Asitle Muamele

Meyve veya tohum kabugunun suya geg¢irimsiz olmasi tohumlarda i¢ dormansi
faktoriudur. Tohumlarda var olan bu dormansi faktorini ortadan kaldirabilmek

amaciyla cesitli yontemler uygulandigi bilinmektedir (Ozer ve ark. 1998).

Testanin ¢izilmesi veya asitle muamele, testasi sert ve gecirimsiz tohumlarda
kullanilan ¢imlenmeyi tesvik edici (dormansiyi kiric1) yontemlerden biridir
(Kocagaliskan, 2008). Tohumlarin sert bir testaya sahip olmasi ve in vitro sartlarda
diisiik oranda ¢cimlenme elde edilmesi nedeniyle sterilizasyon sonras1 tohumlarmn bir
kismu jilet yardimiyla ¢izilmis, diger bir kismi1 ise 30 sn siire ile konsantre siilfiirik
asit (H,SOy4) 1le muamelesi yapilmistir. Daha sonra tohumlar pH’1 5.8’ e ayarlanmis
distile su iceren kavanozlara aktarilmistir. Kiiltiirler 2442 °C’ta ve 16/8 fotoperiyot

altinda tutulmustur.

3.2.2.1.3.3. Isigin Etkisi

Bu denemeler, saksida gerceklestirilen ¢imlenme denemelerinden elde edilen veriler
g6z Oniinde bulundurularak, tohum toplanmasindan 8 ay sonra olusturulmustur.
Cimlenme lizerine 15181n etkisini arastirmak i¢in pH’1 5.8 olarak ayarlanmis distile su
ortamlarma aktarilan tohumlar1 igeren kavanozlarin bir kismi, 24+2 °C’ta karanlikta

ve bir kismi ise 16/8 saat fotoperiyota maruz birakilmistir.
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3.2.2.1.3.4. Farkh pH Degerlerinin Etkisi

Ozer ve ark. (1998) toprak asiditesinin ¢imlenme iizerine etkisinin az oldugunu
belirtmislerdir. Ancak tohum c¢imlenmesinde pH istegi, diger ¢evre faktorlerinde
oldugu gibi tiirler arasinda farklilik gostermektedir. ISTA (The International Seed
Testing Association = Uluslararas1 Tohum Test Birligi) tarafindan tohum ¢imlenmesi
icin toprak ve su sisteminde pH’in 6.0-7.5 olmas1 gerektigi ifade edilmistir (Baskin

ve Baskin, 2001).

Bu denemeler de, tohum toplanmasindan 8 ay sonra olusturulmustur. R. mykalea
tohumlarmin ¢imlenmesi iizerine pH’1n etkisini arastirmak i¢in laboratuar kosullarinda
en az 8 ay bekletilen tohumlar steril edildikten sonra pH’1 5.8, 7.5 ve 8.5’e ayarlanmig
distile su iceren bilyeli kagit kopriilii kavanozlara aktarilmistir. Kiiltlirler 2442 °C’ta

16/8 fotoperiyot altinda tutulmustur.

3.2.2.1.3.5. Sicakhgin Etkisi

Bitkilerde ¢imlenme ve gelisme sicakligi, tiir 6zelligine ve ekolojik sartlara bagl
olarak degismektedir. Sicakligmm optimum dereceye kadar artmasi ile genellikle
c¢imlenmede bir artig goriiliir. Cimlenmenin sabit bir sicaklikta m1 yoksa degisen
sicakliklarda m1 en yiiksek oldugu konusunda farkli ¢aligmalar olmasina karsin,
tohumlarin dogal ortamlarinda degisken sicakliklara maruz kaldigi bilinmektedir

(Baskin ve Baskin, 2001).

Tohum ¢imlenmesi lizerine sicakligm etkisini arastirmak icin laboratuar kosullarinda
en az 8 ay bekletilen tohumlar steril edildikten sonra pH’1 7.5’ e ayarlanmis distile su
ortami igeren bilyeli kagit kopriili kavanozlara aktarilmistir. Kiiltiirler farkl

sicakliklarda (15, 18, 25 ve 35 °C) ve karanlikta tutulmuslardir.
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3.2.2.2. Embriyo Kiiltiirii Calismalar

Bu denemelerde Haziran ve Temmuz aylarinda (2006, 2007 ve 2008 yillarinda)
bitkinin dogal habitatindan toplanan yesil kapitulumlarinin akenleri i¢inde yer alan
olgunlasmis ve olgunlasmamis zigotik embriyolar baslangic materyali olarak
kullanilmistir. Bu 6zellikteki kapitulumlar bocekler tarafindan tahrip edilmedigi i¢in

denemelerde az sayida kapitulumdan ¢ok sayida materyal elde edilebilmistir.
Gelisim Donemine Gore Kapitulumlarin ve Akenlerin Siniflandirilmasi

Dogada ve laboratuarda yapilan gézlemler sonucunda kapitulumlarin farkli morfolojik
evrelerde oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle bitkinin reprodiiktif evresinde toplanilarak
laboratuvar kosullarina getirilen kapitulumlar morfolojik goriiniimleri baz alinarak,

akenler ise gelisim donemlerine (a, b, c, d ve e-tipi aken) gore siniflandirilmistir.
Aken Sterilizasyonu

Denemelere baslamadan once kapitulumlar icerisinden alman akenler icin farkli
sterilizasyon siireleri uygulanmistir. Akenler sterilizasyona tabi tutulmadan 6nce yarim
saat boyunca akan c¢esme suyu altinda yikanmistir. Eksplantlar i¢in uygun
sterilizasyon siiresini belirlemek amaci ile % 70’lik EtOH ve % 4.5’lik NaOCl
kullanilmis ve eksplantlar ¢izelge 3.2°de gdsterilen siirelerde bu ¢ozeltilerde muamele
edilmistir. Her denemede sodyum hipoklorit ¢ozeltisine 2 damla Tween-80 ilave
edilmistir. Akenler 3 kez steril distile suyla durulandiktan sonra iclerinde yer alan
embriyolar ince uglu pens ve bistiiri yardimiyla izole edilerek kontaminasyonun erken
tespitine yOnelik olarak Patates Dekstroz Agar (PDA, Sigma) ortamlarina
aktarilmistir. Bu ortam hazirlanirken 39 g PDA tartilarak 1000 ml hacimli bir kaba
konduktan sonra iizerine eklenen bir miktar distile su ile ¢6ziinmesi saglanmis ve daha
sonra ¢Ozelti iizerine distile su ilave edilerek son hacme kadar tamamlanmistir. Cozelti
manyetik karistiricida homojen hale getirildikten sonra 40-50 mL ortam, etiketli 190
veya 210 cc’lik cam kavanozlara dokiilmiis ve agz1 kapatilan kavanozlar, otoklavda

121 'C’ta 105 kPa basing altinda 15 dakika siireyle steril edilmistir. Sterilizasyon
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sonrasi1 kavanozlar otoklavdan ¢ikarilarak diiz bir zeminde sogumaya birakilmis ve

kullanilana dek karanlik bir dolapta muhafaza edilmistir.

PDA’ya aktarilan eksplantlar 24 °C’ta, 3 giin boyunca bekletilmis, bu siirenin sonunda
uygun sterilizasyon siiresini belirlemek amaci1 ile gozlemler yapilmistir. Her
sterilizasyon serisi i¢in her kavanoza 5 eksplant gelecek bicimde toplam 20 eksplant

kiiltiire edilmistir.
3.2.2.2.1. Embriyo Kiiltiirii icin Kullamlan Ortamlar ve Kiiltiir Kosullar

Embriyo kiiltiirii denemelerinde Murashige & Skoog (1962) (MS) besi ortami temel
ortam olarak kullanilmistir (Cizelge 3.1). MS besi ortam1 BA, KIN ve TDZ’nin farkli
konsantrasyonlar1 (BA: 0.1, 0.2, 0.5 ve 1 mg/L; KIN: 0.1, 0.2, 0.5 ve 1 mg/L ve
TDZ: 0.001, 0.005, 0.01 ve 0.05 mg/L) ile desteklenmistir. Herhangi bir bitki
biliylime diizenleyicisi icermeyen MS ortami ise kontrol olarak kullanilmistir. Besi
ortamlarina %3 sukroz ve % 0.8 (w/v) agar-agar (Sigma) ilave edilmistir.
Denemelerde alt kiiltiirlemeler 4 haftalik araliklarla gerceklestirilmistir. Her deneme
bir kavanoza 5 eksplant gelecek bigimde 4 tekrarlidir ve tiim denemeler 3 kez tekrar
edilmistir. Kiiltiirler 16/8 fotoperiyot 2442°C’ta tutulmus, 4 haftalik araliklarla alt
kiiltlir edilmistir. Degerlendirmeler kiiltiiriin baslamasindan 4 hafta sonra % kallus
olusumu ve % c¢imlenme seklinde yapilmistir. Tiim verilerin ortalamalar1 ve standart
hatalar SPSS 9 programui kullanilarak hesaplanmistir. Farkliliklar tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile test edilmis 0.05 6nem diizeyinde Duncan Coklu Oran Testi ile

karsilagtirilmistir.



Cizelge 3.2: Embriyo kiiltlirii denemelerinde eksplantlara uygulanan sterilizasyon serileri

Uygulama siiresi (dakika)

Sterilizasyon

% 70’lik EtOH % 4.5°’lik NaOCl + 2 damla
Tween-80

islemi uygulanan

eksplant sayis1

20
20
20
20
20
20
20

O O WL Wh nh W W
o 0 N LW N W
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3.2.2.3. Somatik Embriyogenez Calismalan

Somatik embriyogenez caligmalar1 i¢in a ve b tipi olgunlagsmamis zigotik embriyolar
eksplant olarak kullanilmistir. Eksplantlar embriyo kiiltiirii denemelerinde belirtildigi
sekilde steril edilmistir. Steril edilen eksplantlar embriyo kiiltiiri denemelerinin
cevaplar1 baz almarak (embriyo kiiltiirii denemelerinde tek basina sitokinin
uygulamasi embriyogenik olmayan (sarimsi-yesil-kirilgan) kalluslar vermistir),
oksin: sitokinin kombinasyonu i¢ceren MS ortamlarinda (NAA:BA; 0.25:1; 0.5:1; 1:1;
5:1 mg/L ve 2,4-D:BA; 0.25:1; 0.5:1; 1:1; 5:1 mg/L) kiiltiire alinmislardir. Herhangi
bir bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen MS ortamu ise kontrol olarak
kullanilmistir. Besi ortamlarma %3 sukroz ve % 0.8 (w/v) agar-agar (Sigma) ilave
edilmistir. Her deneme bir kavanoza 5 eksplant gelecek bigimde 4 tekrarlidir ve tiim
denemeler 3 kez tekrar edilmistir. Kiiltiirler 244+2°C’ta karanlikta tutulmus, 4 haftalik

araliklarla alt kiilttir edilmistir.

Embriyogenik yapidaki kalluslar, somatik embriyo farklilasmasi ve gelisimi icin BA
(0.1, 0.5, 1 ve 2 mg/L) ilaveli ve kontrol olarak herhangi bir bitki biiylime
diizenleyicisi igermeyen MS ortamlarma aktarilmislardir. Besi ortamlarma %3

sukroz ilave edilmis ve % 0.8 (w/v) agar-agar (Sigma) ile de katilastirilmistir.

Farklilagsma i¢in belirlenen optimum BA konsantrasyonu ilaveli ortam farkli sukroz
kombinasyonlar1 (%3, % 6 ve % 12) ile desteklenerek kalluslardan somatik embriyo
farklilagsmasi, olgunlasmasi ve c¢imlenmesi {izerine sukroz miktarmin etkisi

arastirilmstir.

Her iki denemede bir kavanoza 4 eksplant gelecek bi¢imde 3 tekrarlhidir ve tiim
denemeler 2 kez tekrar edilmistir. Kiiltiirler 16/8 fotoperiyotta 24+2°C’ta tutulmus, 4
haftalik araliklarla alt kiiltiir edilmistir.

Iyi gelismis somatik embriyolar (kotiledon evredeki), bitki biiyiime diizenleyicisi
icermeyen %3 sukroz ilaveli MS ortamma bitkicige doniistiiriilmek amaciyla

aktarimistir. Kiiltiirler 24+£2°C’ta 16/8 fotoperiyotta tutulmustur.
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Tim verilerin ortalamalar1 ve standart hatalar SPSS 9 programi kullanilarak
hesaplanmistir. Farkliliklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edilmis 0.05

onem diizeyinde Duncan Coklu Oran Testi ile karsilastirilmistir.
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3.2.2.4. Aksiller Siirgiin Cogaltimi Denemeleri

Aksiller siirglin ¢ogaltim1 denemelerinde, daha Onceki denemeler sirasinda elde
edilen, e-tipi akenlerden gelisen 4 haftalik steril fidecikler baglangi¢ materyali olarak
kullanilmistir. Primer koklerinden ayrilan fidecikler, BA veya KIN’in farkli
konsantrasyonlarmi (0.1, 0.5, 1 ve 2 mg/L) igeren MS besi ortamlarinda kiiltiire
almmiglardir. Herhangi bir bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen MS ortami kontrol

olarak kullanilmstir.

Denemelerde elde edilen siirglinler koklenme tesviki i¢in stok kiiltiirlerden ayrilarak
NAA, TAA ve IBA’nin farkli konsantrasyonlarni (0.1, 0.5, 1, 2 ve 5 mg/L) iceren ve
kontrol olarak herhangi bir bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen MS ve 2 MS
ortamlarinda kiiltiire edilmislerdir. Koklenen bitkicikler kademeli olarak dis

ortamlara aktarilmislardir.

Tim denemelerde alt kiiltiirlemeler 4 haftalik araliklarla gergeklestirilmistir. Her
deneme bir kavonoza bir eksplant gelecek bigimde 15 tekrarlidir ve tiim denemeler 3

kez tekrar edilmistir. Kiiltiirler 24 + 2 °C’ta, 16/8 fotoperiyot altinda tutulmuslardir.

Aksiller siirgiin ¢cogaltimi denemelerinin sonuglar1 eksplant basina siirglin sayisi ve
ortalama siirgiin uzunluklar1 g6z Oniline alinarak 3. alt kiiltiir sonunda, koklenme
denemelerinin sonuglar1 ise kiiltiir baslangicindan 6 hafta sonra % olarak

degerlendirilmistir.

Eksplant basgina siirglin sayisi, ortalama siirgiin uzunluklar1 ve kdklenme verilerinin
ortalamalar1 ve standart hatalar SPSS 9 programi kullanilarak hesaplanmistir.
Koklenme oranma ait sonuglar x” = arcsin V(x/100) déniisiimii yapilarak analiz
edilmistir. Farkliliklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edilmis 0.05 6nem

diizeyinde Duncan Coklu Oran Testi ile karsilastirilmistir.
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3.2.2.5. Adventif Siirgiin Tesviki Denemeleri

Bitkinin vejetatif donemde oldugu Mart, Nisan ve Mayis aylarinda (2006, 2007 ve
2008 yillarinda) dogal habitatindan toplanan bipinnatisekt yapraklar1 in vitro

adventif siirgiin tesviki denemelerinde baslangi¢c materyali olarak kullanilmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda, yaprak eksplantlarina farkli sterilizasyon siireleri
uygulanmistir. Yapraklar sterilizasyona tabi tutulmadan dnce bir saat boyunca akan
cesme suyu altinda yikanmistir. Yaprak eksplantlarinin sterilizasyonu icin etil alkol
(EtOH) ve sodyum hipoklorit (NaOCI) ile hazirlanan farkli sterilizasyon serileri
kullanilmis ve her denemede, yaprak dokularma girisimini kolaylastirmak ve
sterilizasyon etkinligini arttirmak i¢in, sodyum hipoklorit ¢ozeltisine 2 damla Tween-

80 ilave edilmistir (Cizelge 3.3).

Sterilizasyona tabi tutulan yapraklar 3 kez steril distile su ile durulandiktan sonra 1
cm’lik parcalara ayrilarak PDA ortamlarma aktarilmistir. Kiiltiirler 24 °C’ta, 3 giin
boyunca bekletilmis, bu siirenin sonunda kontamine olmus eksplant yiizdesi, kararan

eksplant ylizdesi ve cevap verebilir eksplant ylizdeleri belirlenmistir.

Araziden toplanan yapraklar, PDA’ya ekim sonucunda belirlenen uygun sterilizasyon
islemlerinden sonra, yaklasik 1’er cm’lik pargalara boliinerek BA (0.1, 0.5, 1 ve 5
mg/L), KIN (0.1, 0.5, 1 ve 5 mg/L), TDZ (0.001, 0.005, 0.01, 0.05 mg/L) NAA (0.1,
0.2, 0.5 ve 1 mg/L) ve 2,4-D’nin (0.1, 0.2, 0.5 ve 1 mg/L) farkli konsantrasyonlarini
iceren MS besi ortamlarinda kiiltiire alinmislardir. Herhangi bir bitki biliylime
diizenleyicisi ilave edilmemis ortam kontrol olarak kullanilmistir. Denemeler her
kavanoza 5 eksplant gelecek bigimde 3 tekrarhidir ve tiim denemeler 4 kez tekrar

edilmistir.

Kiiltiirler 4 haftalik araliklarla alt kiiltiire edilmis ve degerlendirmeler Kkiiltiir

baslangicindan yaklasik 4 hafta sonra % kallus olusumu seklinde yapilmaistir.



Cizelge 3.3: Yaprak eksplantlari sterilizasyonu i¢in uygulanan sterilizasyon iglemleri

Uygulama siiresi (dakika)

Deneme Sterilizasyon islemi
numarasi uygulanan eksplant
sayisl
% 70’lik EtOH % 4.5’lik NaOCl + 2 damla
Tween-80
1 40 2 3
2 40 2 5
3 40 2 7
4 40 3 3
5 40 3 5
6 40 3 7
7 40 5 3
8 40 5 5
9 40 5 7
% 70’lik EtOH %3 NaOCl+ 2 damla
Tween-80
10 40 2 3
11 40 2 5
12 40 2 7
13 40 3 3
14 40 3 5
15 40 3 7
16 40 5 3
17 40 5 5
18 40 5 7
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Kalluslar adventif siirgiin tesviki i¢in tek bagsina NAA (0.1, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L) veya
BA’nin farkli konsantrasyonlarini (1.0, 2.0 ve 4.0 mg/L) ve NAA:BA’nin farkh
kombinasyonlarmi (0.1:1.0; 0.1:2.0; 0.1:4.0; 0.5:1.0; 0.5:2.0; 0.5: 4.0; 1.0:1.0; 1.0:2.0;
1.0: 4.0; 2.0: 1.0; 2.0:2.0; 2.0:4.0 mg/L) iceren MS ortamlarina aktarilmislardir.
Herhangi bir bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen temel MS ortami kontrol olarak
kullanilmistir. Denemeler her kavanoza 3 kallus gelecek bigimde 5 tekrarlidir ve tiim
denemeler 3 kez tekrar edilmistir. Kiiltiirler 4 haftalik araliklarla alt kiiltiir edilmistir.
Degerlendirmeler kallus bagina siirgiin sayist ve ortalama silirgiin uzunluklar1 g6z

oniine almnarak 2. alt kiiltiir sonunda yapilmstir.

Adventif siirgiin rejenerasyonu denemelerinden elde edilen siirgiinler koklenme
tesviki i¢in stok kiiltiirlerden ayrilarak (~3 cm) koklendirilmek amaciyla, IAA, IBA
ve NAA’nm farkli konsantrasyonlarmni (0.5, 1.0, 2.0 ve 5.0 mg/L) iceren MS ve 72
MS ortamlarina aktarilmislardir. Koklenen bitkicikler kademeli olarak dis ortamlara

aktarilmiglardir.

Denemeler her kavanoza bir siirgiin gelecek sekilde 15 tekrarlidir ve tiim denemeler
2 kez tekrar edilmistir. Koklenme denemelerinin sonuclari kiiltiir baslangicindan 6

hafta sonra % olarak degerlendirilmistir.

Adventif siirglin ¢ogaltimi denemelerinin tiim asamalar1 24+2°C’ta 16/8 fotoperiyot
kosullar1 saglanmis iklim odasinda gergeklestirilmistir. Tiim verilerin ortalamalar1 ve
standart sapmalar SPSS 9 programi kullanilarak hesaplanmistir. Kéklenme oranima
ait sonuclar x” = arcsin V(x/100) doniisiimii yapilarak analiz edilmistir. Farkliliklar
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edilmis, 0.05 6nem diizeyinde Duncan
Coklu Oran Testi ile karsilastirilmagtir.
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3.2.3. Antioksidan Enzim Aktiviteleri Belirleme Calhismalan

Calismalarimiz sirasinda in vitro kosullarda somatik embriyogenez ve organogenez
siireci boyunca farklilasma ve gelismeyi etkileyen biyokimyasal faktorlerin etkisi
belirlenmistir. Coziilebilir total protein miktarin1 ve antioksidan enzimlerdeki
degisimleri belirlemek amaciyla kiiltiiriin baglangicindan itibaren her hafta 0.5 g 6rnek
aliarak sivi azot igerisinde dondurulmus ve daha sonra -80°C’ta korunarak, analizler

icin saklanmigtir

Organogenez siirecinde antioksidan enzim diizeylerini belirlemek amaciyla adventif
stirgiin olusturma denemelerinde, kallus olusumu i¢in belirlenen en iyi ortam olan 1
mg/L NAA ilaveli MS ortamina yaprak eksplantlar1 kiiltiire edilmistir. Dort hafta
sonunda elde edilen kalluslar biyokiitle artis1 saglanmadan kallustan siirgiin
rejenerasyonu sirasindaki antioksidan enzim aktivitesini belirlemek amaciyla 0.5 mg/L

NAA ve 2 mg/L BA ilaveli MS ortamlarina aktarilmislardir.

Somatik embriyogenez caligmalarinda antioksidan enzim diizeylerini belirlemek
amaciyla olgunlasmamis zigotik embriyolar, somatik embriyogenez denemelerinde
maksimum kallus olusumunun elde edildigi 0.25 mg/L. NAA ve 1 mg/L BA ilaveli MS
ortamina kiiltiire edilmistir. ki alt kiiltiir sonunda kalluslar somatik embriyogenez
calismalarinda embriyogenik kalluslardan somatik embriyo farklilasmasinin en yiiksek
degerinin elde edildigi 0.1 mg/L BA ve % 6 sukroz ilaveli MS ortamlarina

aktarilmiglardir.

3.2.3.1. Enzim Ekstraksiyonu ve Coziilebilir Protein Miktarinin Belirlenmesi

0.5 g olarak saklanan 6rnekler; 10 ul 0.1 M PMSF (Phenyl methyl sulfonyl fluoride),
I mL extraksiyon ortami (50 mL 0.1 M potasyum fosfat tamponu pH=7.8, 2 mM
EDTA , % 10 gliserol) ve % 2 lik PVP (Polyclar AT) ile buz icerisinde porselen havan
kullanarak homojenize edilmis ve homojenantlar 12000 g’de 30 dakika boyunca
4°C’ta santriifijlenmistir. Elde edilen silipernatantlar enzim analizleri i¢in

kullanilmstir.
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Tim orneklerde ¢oziilebilir protein miktar1 Bradford (1976) yontemine goére BSA
(Bovine Serum Albumin) standartlar1 kullanilarak yapilmustir. Orneklere 1.5 mL
Bradford reaktifi ilave edildikten sonra vortekslenerek, oda sicakliginda 10 dakika
bekletilmis ve 595 nm’de absorbans degerleri alinmistir. Uygun hacimde alinan ve
gerekli oranda seyreltilen kallus ekstraklarindaki toplam suda ¢Oziiniir protein
miktarlari, BSA standartlar1 (0.1-0.8 mg/mL) ile olusturulan kalibrasyon egrisinden

faydalanilarak mg g yas agirlik olarak belirlenmistir.

3.2.3.2. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Orneklerdeki siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) icerigi, Beauchamp ve
Fridovich (1971) yontemine gore spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bu yontem
560 nm’de NTB’nin (Nitrotetrazolium blue) fotokimyasal indirgenmesinin, ornekte
bulunan SOD enzimi tarafindan inhibe edilmesine dayanir. Reaksiyon karigimi (3
mL); 0.05 M Na-fosfat tamponu (pH 7.8), Nitrotetrazolium blue (NTB, 33 uM), L-
Methionine (10 mM), Na,EDTA (0.66 mM) ve Riboflavin (0.0033 mM) igerir.
Reaksiyonun gerceklesmesi icin Ornekler 10 dakika oda sicakliginda 1sik altinda
bekletilmis ve bu siire sonunda 6rneklerin 560 nm’deki absorbans degerleri alinmistir.
Enzim aktivitesi, NTB’nin % 50 inhibisyonu i¢in gerekli SOD miktar1 bir enzim
{initesi olarak hesaplanmis ve spesifik enzim aktivitesi, enzim tinitesi mg protein”g

yas aglrhk'] olarak belirlenmistir.

3.2.3.3. Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz enzim aktivitesi (PO; EC 1.11.1.7) Herzog ve Fahimi (1973) metoduna
gore spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Peroksidaz, H,O,’1 elektron alicis1 olarak
kullanarak substratlarin oksidasyonunu katalizler. Bu yontemde, substrat olarak 3,3'-
diamino benzidin tetrahidroklorit (DAB) kullanilmakta ve 465 nm’de bu substratin
oksidasyonu sonucu kahve-kirmizi oksidasyon iirliniiniin olusumas1 saglanarak,

oksidize-DAB olusum oran1 da enzim aktivitesi olarak belirlenmektedir.
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Reaksiyon karisimi (3 mL); DAB ¢ozeltisi (0.4 mM DAB; 0.009 g DAB + 25 mL
%350 w/v jelatin + 25 mL 0.15 M Na-fosfat-sitrat tamponu), H,O, (3 mM; % 0.6) ve
enzim ekstraktindan olusmakta, korde hidrojen peroksit yerine ise H,O
kullanilmaktadir. Bir enzim iinitesi, dakikada 1 pmol H,O,’1 par¢alayan enzim miktar1
olarak hesaplanmustir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim iinitesi mg protein”g yas

aglrhk'1 olarak belirlenmistir.

3.2.3.4. Katalaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesi (CAT; EC 1.11.1.6) Beers ve Sizer (1952) metoduna gore 240
nm’de spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Katalaz aktivitesi, 0.05 M potasyum
fosfat tamponu (pH 7) i¢inde 0.059 M H,O, igeren ortamda belirlenmistir. Reaksiyon
karistm: (3 mL), 1.9 mL H,O, 1.0 mL H>O, ve 0.1 mL enzim ekstraktindan
olusmaktadir. Ozel kosullar altinda (25 °C, pH 7) 1 pmol H,0,’in pargalanmasi i¢in
gerekli enzim miktar1 bir {inite olarak degerlendirilmektedir. Spesifik enzim aktivitesi,

enzim iinitesi mg protein” g yas agirlik™ olarak belirlenmistir.

Coziilebilir protein mikar1 ve antioksidan enzim belirleme denemelerinde denemeler
en az iki tekrarhidir ve tiim denemeler 2 kez tekrar edilmistir. Veriler tiim tekrarlarin

ortalamasi seklinde gosterilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bitkinin Yayilis1 ve Habitat Gozlemleri

Bitkinin boyu Flora of Turkey (Davis et al., 1988) deki deskripsiyonunda yaklasik 1
metre olarak belirtilmesine ragmen, bizim gozlemlerimiz bitki boyunun 2.5 metreye

kadar ulasabildigini gostermektedir.

2006 yilinin Haziran ayinda Kusadasi’nda gerceklestirilen arazi c¢alismalarinda,
bitkinin tip lokalitesinin bulundugu alanda (N 37 47.39; E 027 16.58) (I. alan)
sehirlesmenin yogun bir sekilde devam ettigi, yazlik bir sitenin (Simdiki adi ile
Meltem sitesi) yapilmaya baslandig1 ve ¢cok az sayida bireyin bulundugu gozlenmistir
(Sekil 4.1). Tiirtin sigramal1 yayilis gosterdiginin bilinmesi nedeni ile bitkinin yayilis
gosterdigi  yeni  alanlarin  bulunmasmmi1  hedefleyen arazi  calismalar1
gergeklestirilmistir.  Bu calismalar sirasinda, Yaylakoy bitiminde zeytinlikler
arasinda bitkinin yayilis gosterdigi yeni bir alan belirlenmistir (N 37 47.01; E 027
19.16) (II. Alan)

Sekil 4.1: R. mykalea’nin tip lokalitesi goriintiisii (2007)
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2007 yilinda yine aymi alanlara yapilan arazi c¢alismalarinda daha onceden sozii
edilen I. alanda insaat caligmalarinin devam ettigi ve Yaylakoy bitiminde bitkinin
yayilis gosterdigi II. alanda ise bir sulama havuzunun yapilmis oldugu gézlenmistir
(Sekil 4.2). Bu calismalar sirasinda II alanda daha onceki gdzlemlerimize gore
bireylerin yogun yayilis gosterdigi bolgede, otlarin yakilmasi (Sekil 4.3) ve su kanali
acmak i¢in topragin kazilmasi (Sekil 4.4) gibi nedenlerle biiyiik bir tahribat
yapilmistir. Bu nedenle bdlgeye yakin tiim yerler dolasilarak yeni yayilis alanlari
belirlenmeye caligilmistir. Bu alanin 500-600 m yukarisinda yaklasik 300 m? lik bir
alanda toplam 36 birey sayilmistir. Daha yiiksek bolgeler de dolasilmis, ancak bireye
rastlanmamustir. I1. alanin karsisina denk gelen bolgede (N 37 46 54; E 027 19 18)
ise yaklasik1 km®’lik alanda toplam 19 birey sayilmistir.

Arazi ¢alismalarinin devam ettigi sirada dikenli telle ¢evrelenmis bir alanda (kisiye
Ozel bir arazi) R. mykalea bitkisine ait ¢ok sayida bireye rastlanmistir (N 37 46 58; E
027 19 24 ) (IIl. alan) (Sekil 4.5 ve 4.6). Olasilikla insan ve hayvan etkisinin
olmadig1 bu bolgede kalan bitkiler nispeten korunmustur. Fakat daha sonraki arazi
calismalarinda bu bolgeye dogru bir yol agildigi gézlenmis ve insaat bekgisi ile
yapilan goriismede, arazi sahibinin dikenli telle ¢evrili bu alana bir bina yaptirmay1
hedefledigi oOgrenilmistir. Ayrica bu telle cevrili alanin diginda da bireylere

rastlanmis ancak bu alanlarda da villa tipi yapilasmanin basladig1 gdzlenmistir.

2008 yilinin Temmuz aymda yapilan arazi ¢alismalarinda daha dnceki yillarda 8-10
birey bulunan 1. alanda hicbir bireye rastlanmamistir. 2. alanda 32 birey, 3. alanda
ise 160 birey sayilmistir. 3. alanda, araziyi ¢eviren tel Orgiilerin yer yer sokiildigi

ve alandaki bitkilerinde tahribata ugradiklar1 goriilmiistiir.



Sekil 4.3: Su kanali ve sulama havuzu yapma amaciyla yakilmis otlar
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Sekil 4.4: Su kanali agmak i¢in siiriilen ve kazilan arazi

Sekil 4.5: Dikenli telle ¢evrelenmis arazi goriintiisii

57



58

Sekil 4.6: Dikenli telle ¢evrilmis alanda R. mykalea yogun populasyonunun goriintiisii

2009 yilinn Haziran ayinda hem bilinen alanlarda bulunan bireylerin durumunu
degerlendirmek, hem de yeni yayilis alanlar1 bulmak amaci ile yaptigimiz arazi
calismalarinda, Yaylakoy-Kusadasi yolu tizerinde yer alan telle ¢evrili alana gidilmis
ve bu alanda bitkilerin biiyiik 6lclide tahribata ugradigi gozlenmistir (Sekil 4.7). Bir
onceki yil tellerin sokiildiigli yerden arazi igerisine girilmis ve bitki kapitulumlar1
olasilikla yemek yapma amaci ile hasat edildigi, bitkilerin vejetatif kisimlarma ise
dokunulmadig: belirlenmistir. Onceki yillarda bu alanda 160 birey varlig1 séz konusu
iken bu y1l 38 tam birey (kapitulumlu) sayilmistir. Bu alana yakm bdlgede onceki yil
devam eden 2 villa insaatinin tamamlandigi ve bu alanin hemen yaninda yeni bir
insaat calismasinin basladig1 gozlenmistir (Sekil 4.8). Yapilan insaatlar sonucunda
yol yapimi amaci ile arazinin diizlestirildigi ve bu yol yapimi sirasinda arazide yer
alan bireylerin yok edildigi gozlenmistir. 1. alanda herhangibir birey (Sekil 4.9)
bulunmamasima ragmen bu alanin hemen yakininda (N 37 47 630, E 027 16.983) 28
birey sayilmistir. Devam eden gdzlemler sonucu 2. alanda 85 birey ve 3. alanda ise

38 bireyin varlig1 saptanmuistir.

Ayrica 2009 yilinda Kusadasi-Davutlar-Glizelgamli gilizergdhinda yeni yayilis

alanlar1 arayis1 calismalarina devam edilmis ve iki yayilis alan1 daha bulunmustur.
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Bu alanlarin birincisi bugday tarlasi i¢inde yer almaktadir (N 37 46 720, E 027
16.441) ve bu tarlanim alt tarafinda tarla agma ile seftali yetistiriciligi yapilmaktadir
(Sekil 4.10). Bu yayilis alan1 toplam 38 bireyle temsil edilmektedir. Ikinci yayilis
alan1 (N37 46 265, E 027 16.689) ise yine bir yamacta zeytinlik ile ekin tarlasi
arasinda kalan, siiriilmiis alanda bulunmustur. Bu alanda toplam 12 adet birey

sayilmustir.

2008 ve 2009 yillarinda yapilan arazi gozlemleri ve birey sayimlar1 Kusadas: ve

civarinda 500’ den az bireyin (338-288) yasama savasi verdigini gostermistir.

Sekil 4.7: Kapitulumlar1 hasat edilmis bitkilerin goriintimii



Sekil 4.9: 2009 yilinda R. mykalea’nin tip lokalitesinin goriiniimii
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Sekil 4.10: Bugday tarlasi arasinda yer alan bireyler

4.1.1. Kapitulumlarla flgili Gézlemler

2006-2009 yillar1 arasinda belirli araliklarla (Haziran ve Eyliil aylar1 arasinda) bitkinin
olgunlagmamis zigotik embriyolarini iceren taze kapitulumlari ve olgun akenlerini
iceren kuru kapitulumlari iizerinde arazide ve laboratuar kosullarinda morfolojik
gozlemler yapilmistir. Olgun kapitulumlardaki akenlerin (6zellikle olgun goriintimlii
tohumlarin) bocekler tarafindan biiylik 6l¢iide tahrip edildigi goriilmiistiir (Sekil 4.11
ve 4.12). Yesil (taze) kapitulumlardaki bocek sayisinin ise olgun kapitulumlara gore
¢ok daha az sayida oldugu goézlenmistir. Post-anthesis doneminde ¢igekler lizerinde
cok sayida bocege rastlanmistir (Sekil 4.13 ve 4.14). Ayrica heniiz déllenmenin
gergeklesmedigi ciceklerde korolla tiibii boyunca siyah boceklere de rastlanmistir
(Sekil 4.15).

Bu gozlemler sonrasi rastgele 20 tane kapitulum alinarak, bunlarin igerisinde bulunan
kahverengi (agik kahve) tohumlar olgun tohum, beyaz ve ciliz tohumlar
olgunlagmamis tohum, sadece pappusu ve meyva kabugu olugsmus tohumlar da bos

tohum olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4. 1).



Sekil 4.11: Bocekler tarafindan tahribata ugratilmis olgun akenler

Sekil 4.12: Bir bocek larvasi tarafindan zarar verilmis akenler
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Cizelge 4.1: Olgun kapitulumdan ¢ikarilan akenlerin degerlendirilmesi

Kapitulum Olgun Tohum Bocek Olgunlasmams Bos Tohum
Sayisi Sayisi Tarafindan Tohum Sayisi Sayisi
Yenmis Tohum
Sayisi
1 2 5 7 75
2 11 - 18 83
3 - 15 1 60
4 - 3 - 72
5 - 3 2 58
6 2 - 3 42
7 3 - 26 30
8 10 - 16 95
9 8 - 16 94
10 2 7 12 93
11 - 3 5 114
12 - 2 12 66
13 - 3 - 35
14 - 3 - 36
15 3 1 5 67
16 - 69 - 22
17 - - 1 36
18 1 - 10 -
19 - 69 - 20
20 - - 10 43




Sekil 4.14: Antezis doneminde bir ¢i¢ek goriintiisii
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Sekil 4.15: Heniiz dollenme olmamis ¢igekte korolla tiipii boyunca bdcek goriintiisii

Tiim bu gozlemler sonucunda;

1. Akenlerin hepsinin monomorfik oldugu ve pappus tasidigi belirlenmistir.
Monomorfik ve pappuslu aken iiretimi Centaurea solstitialis digindaki pek ¢ok

Centaurea tiirii i¢in yaygin bir durumdur (Callihan ef al.,1993).

2. Aken gelisimi sentripetal sekilde gergeklesmektedir. Benzer durum, dimorfik
akene sahip olan C. solstitialis igin (Maddox et al., 1996) ve monomorfik

akene sahip C. zeybekii i¢in (Kurt, 2005) de belirtilmistir.

3. Tohum kabugu cok sert bir yapiya sahiptir.

4. Tohumlarin biiyiik 6l¢iide bos oldugu goriilmiistiir.



66

5. Tohumlar bocekler tarafindan biiyiikk Ol¢iide tahrip edilmektedir. Tohumda
boceklerin ergin, pupa ve larva gibi farkli evrelerde bulunduklari, dncelikle
endospermden beslendikleri ve bu sekilde zarar yaptiklar1 belirlenmistir. Bu
tahribat daha ¢ok olgun tohumlarda gozlenmis, olgunlagsmamis zigotik

embriyolar1 iceren tohumlarda ise herhangi bir tahribat olmadig1 goriilmiistiir.

6. Boceklerin tanilanmasi i¢in yapilan ¢aligmalar sonucunda Larinus ve

Phytoecia cinslerine ait bocek tiirlerine rastlanmistir.

4.1.2. insektisit Uygulamasi

Kapitulumlarin degerlendirilmesinden sonra, bdcekler tarafindan gerceklestirilen
biiylik Olcekli tahribatin Oniine gegebilecek alternatif bir yontem olabilecegi
disiiniilen insektisit uygulama c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bu c¢alismanin
sonucunda insektisit uygulamasi yapilan bireyler toplanarak laboratuara getirilmis ve
degerlendirmeler yapilmistir. Gergeklestirilen degerlendirmeler sonucunda, pre-
anthesis doneminde olan kapitulum {izerlerine piiskiirtme ile insektisit uygulandiktan
sonra lzerlerinin tiilbent bezi yardimiyla sarildigi birinci uygulamada kapitulumlar
da herhangi bir bocek yenigine, bocek larvasina rastlanmamis, ancak dollenmenin de
gerceklesmedigi  gozlenmistir. Bu durum bize, bitkide dollenmenin bdcekler

yardimiyla gergeklestigini gostermektedir.

Anthezis sonrasi pliskiirtme yoluyla insektisit uygulamasi yapilmis 2. uygulama’nin
yapildig1 kapitulumlarda ise, sadece 2 kapitulumda 10 adet akenin bdcekler
tarafindan yendigi gézlenmis, diger kapitulumlarda herhangi bir bocek veya bocek
yenigine rastlanmamis, ayrica olgun tohum sayisinin da yiiksek oldugu gozlenmistir.
Bu durum da bize, bocekler tarafindan olan tahribati engellemek icin yapilacak
insektisit uygulamasinin, dollenmesi gerceklesmis ve agik olan kapitulumlar iizerine
dogrudan yapilmasinin, aken tahribatini onlemede gecgerli bir ¢6ziim olabilecegini

gostermektedir.

Insektisit uygulamasmin toprak iizerine sulama yoluyla yapildigi 3. uygulamada

bitkilerden alman kapitulumlarda bocek yenigine rastlanmis olmasmna ragmen,
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insektisit uygulanmamis bitkilerden ¢ikarilan akenlere nazaran daha az sayida bocek

tahribat1 oldugu gézlenmistir.
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4.2. Invitro Cogaltim Calismalari

4.2.1. In vitro Cimlenme

Bitkilerde, neslin devamliligini saglayan yapi1 tohumdur. Yeni olusacak bitkinin
minyatiir halini (embriyo) ve gelisecek fideye besin rezervi olarak endospermi
tastyan tohum, yapisal ve fizyolojik olarak dagilmaya uygun rol istlenmistir
(Bewley, 1997; Koornneef et al., 2002). Tohum dagilimi ve ¢imlenme gibi farkl
evreler ilizerine edinilen bilgiler nadir, endemik ve tehdit altindaki tiirlerin nadirlik
fenomeninin kapsamli bigimde anlasilmasina katki saglayabilir ve tiirlerin koruma
idaresi kararlarma yardim edebilir (Menges, 1986). Laboratuarda kontrolli
kosullarda gerceklestirilen in vitro ¢cimlenme denemeleri ile tiirlerin tohum ¢imlenme
ozellikleri ile ilgili ¢arpici sonuglara ulasilabilir. Cimlenme denemelerinde ¢izgili

dolgun, ayn1 morfolojik 6zellige ve biiyiikliige sahip tohumlar kullanilmistir.

4.2.1.1. Tohum Canhhlk Testi

Tohumlarin ¢imlenebilmeleri i¢in canli olmalar1 gerekmekte ve bu canliliginin
belirlenmesi i¢in degisik testler uygulanabilmektedir. Bunlardan biri olan tetrazolium
testi, tohumdaki respirasyon enzimlerinin aktivitesine bagli olarak, canli tohumlar1
cansiz tohumlardan ayiran biyokimyasal bir testtir. Testin uygulanmasi sirasinda
tohumlarin su almasiyla dehidrogenaz enziminin aktivitesi artar, bu da hidrojen
iyonlarinin salinimina yol agar. Salman hidrojen iyonlar1 renksiz tetrazolium tuz
cozeltisini, formazan adi verilen kimyasal bilesige indirger. Formazan solunum
yapan canli hiicreleri kirmizi renge boyar, cansiz hiicreler ise renk almaz.
Tohumlarin canlilifina, tohumdaki dokularin boyanip - boyanmamasma gore karar

verilir (ISTA, 1966).

Araziden toplanan kapitulumlardan ¢ikarilan akenlere uygulanan tetrazolium testi
sonucunda ¢ok az boyanan ve koyu kirmizi renk alan embriyolar (Sekil 4.16) sirasiyla
% 5 ve % 80 olarak belirlenmistir. Tohumlarin % 15’inde ise herhangi bir renk
olusumu gozlenmemistir. Leveck (1962) tarafindan belirlenen yontem dikkate alinarak

az boyanan embriyolarin canli olmadig1 varsayilmis tohum canliligi % 80 olarak
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belirlenmistir.  Sterilizasyon siiresinin embriyoya zarar verip vermediginin
belirlenmesi i¢in uygulanan tetrazolium testi sonuglari, sterilizasyonun embriyo
canliligint etkilemedigini gdstermistir. Ayrica iki yil boyunca 6 aylik araliklarla
uygulanan tetrazolium testi sonuglarma gore canlilikta siireye bagli bir azalma

olmadigi belirlenmistir.

Sekil 4.16: Tetrazolium testi sonucunda tam boyanmis bir embriyo goriintiisii

4.2.1.2. Tohumlarin Sterilizasyonu

Tohumlara uygulanan sterilizasyon serilerinden en yiiksek oranda steril kiiltiir yiizdesi

(%40) 25 dakikalik NaOCl uygulamasi ile elde edilmistir (Cizelge 4.2).

In vitro ¢imlenme denemelerinde bitki tohumlarinin biiylik oranda kontamine olmasi,
steril baslangi¢ materyalinin elde edilmesininin sinirlayici bir faktér oldugunu ortaya
koymustur. Bu nedenle daha 6nceden uygulanan sterilizasyon serilerine bir fungisid
olan potasyum sorbat eklenmistir. Farkli konsantrayonlardaki fungusit uygulamasi
kontaminasyon yiizdesini azaltmistir (Cizelge 4.3). % 10’luk potasyum sorbat
¢oOzeltisinde 1 saat boyunca tutulan tohumlarin, NaOCl ile 25 dakikalik sterilizasyonu

sonrasi %80 oraninda steril kiiltiirler elde edilmistir.
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Doku kiiltiiri kosullarinda kontaminasyon kiiltliriin her asamasinda meydana
gelebilmektedir. Ancak bu ¢alismada kontaminasyonun neredeyse tamaminin tohum
kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle funguslar tohum kabugunun {izerinde
olugsmaya baslamakta daha sonra yayilmaktadir. Bazi durumlarda ise ¢imlenmenin
baslamas1 1ile birlikte kontaminasyon olusmakta ve steril sartlarda bitkinin
gelismesine izin vermeden bitkicigi 61ldiirmektedir. Bu durum bize olgun tohumlarda
ylizeysel sterilizasyon ile engellenemeyen icsel bir kontaminantin varligini

diistindiirmiistiir.

Cizelge 4.2: Tohumlarm sterilizasyonu iizerine NaOCl siiresinin etkisi

% 4.5 NaOCl + 3-4 damla Tween 20 Steril Kiiltiir Yiizdesi (%)
uygulama siiresi (dakika)
15 20
20 36
25 40

Cizelge 4.3:Tohumlara uygulanan farkli fungusid siirelerinin steril kiiltiir iizerine etkisi

Potasyum Sorbat Cozeltisi (%) Steril kiiltiir yiizdesi (%)
1 60
5 65

10 80
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4.2.1.3. Saksida Gerg¢eklestirilen Cimlenme Denemeleri

Ana bitkiden ayrilan tohumlarin hemen c¢imlenmedikleri ve bir dinlenme fazina
girdikleri bilinmektedir (Mayer ve Poljakoff-Mayber, 1982; Taiz ve Zeiger, 1998).
Primer dormansi olarak tanimlanan bu dinlenme hali, 1liman iklim kusaginda bulunan
bir¢ok bitki tohumunda goriiliir ve bu durumdaki tohumlar, ¢evresel uyariya cevap
vermez (Vegis, 1964; Schiitz, 1997). Saks1 denemelerinde dogal ortamindan toplanan
ve laboratuvar kosullarinda (20-25 °C, % 50-60 nem) saklanan olgun tohumlar ancak
8. ayin sonunda dormansi periyodlarini tamamlamislardir. Bu sekilde kendini gdsteren
primer dormansi Centaurea tchihatcheffi’de 9 ay olarak belirlenmistir (Cakirlar ve
ark., 2005). 8. aym sonunda topraga ekilen tohumlar % 70 oraninda ¢imlenme
gostermislerdir (Sekil 4.17). Tohum canliliginin % 80 oldugu goz oniine alinirsa bu

degerin oldukea yiiksek oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.17: Toprakta ¢imlenmis bitkicikler
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4.2.1.4 In vitro Cimlenmeyi Etkileyen Faktorlerin Belirlenmesi

Cimlenme bitki yasaminin baslamasi i¢in ilk asamadir. Bu asama dinlenme halindeki
kuru tohumlarin su almasi ile baslar (imbibisyon) ve genellikle radikula gibi
embriyonik eksenin belirmesi ile son bulur. Degisen c¢evresel sartlara adaptasyonun
bir sonucu olarak her tiir, ¢imlenme i¢in belirli kosullara ihtiya¢ duyar (Harper et al.,
1970; Stebbins, 1971; Fenner, 1985; Meyer ve Monsen, 1991; Schiitz ve Milberg,
1997).

In vitro ¢imlenme denemelerinin ilkinde, R. mykalea’nm in vitro ¢imlenmesi i¢in en
uygun ortam arastirilmigtir. Bu deneme hem tohumlar toplandiktan hemen sonra
saks1 sonuclarindan elde edilen veriler g6z Oniinde bulundurularak tohum
toplanmasindan 8 ay sonra olmak iizere 2 farkli zamanda olusturulmustur. Tohum
toplanmasindan hemen sonra kurulan denemelerde hi¢cbir ortamda ¢imlenme

gozlenmemistir. Bu durum tohum dormansisi savini destekler goriiniimdedir.

Ikinci denemede ise denenen tiim ortamlarda ¢imlenme gdzlenmistir. En yiiksek
c¢imlenme ylizdesi distile su ortaminda (% 15) elde edilmistir ve bunu sirasiyla White
(% 10) ve MS (%5) ortamlar1 izlemistir (Sekil 4.18 ve 4.19). MS ve White (WH)
ortamlar1 mineral besin maddeleri icerikleri bakimmdan birbirinden farkhdir, en
yliksek mineral besin maddesi igeren ortam MS ortamuidir. Distile su ortami ise
herhangi bir mineral besin maddesi igermemektedir. Elde edilen ¢imlenme yiizdeleri
tim ortamlarda cok diisiik olmasina ragmen, c¢imlenme yiizdesinin ortamlarin
icerdigi mineral besleyicilerin miktar1 ile iliskili oldugu sdylenebilir. Ortamlarda
bulunan mineral besleyici icerigi artikca ¢imlenme oraninda azalma gozlenmistir.
Yiiksek mineral besleyici iceren ortamlarda ¢imlenme yiizdesinin az olmasinin veya
hic olmamasmin nedeni mineral besleyici oranindaki artisin negatif ozmotik

potansiyele neden olmasindandir (Kauffman, 1969).

Khan ve Gulzar (2003), en yiliksek ¢imlenme yiizdesini distile su ortaminda elde
etmisler ve besi ortamindaki mineral besleyici oranindaki artigla ¢imlenme ytlizdesi
arasinda ters bir orantinin oldugunu bildirmislerdir. Kurt ve Erdag (2009) Centaurea
zeybekii tohumlarm1 MS, B5, WH ve distile su ortamlarinda in vitro kiiltiire almislar

ve en yiiksek ¢imlenme oranini distile su ortaminda elde etmislerdir.
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18

16

14

12

10

Cimlenme (%)

MS

WH
Besi ortami tipi

Distile Su

Sekil 4.18: Farkli in vitro ortamlarda tohum ¢imlenme yiizdeleri (8 ay saklama sonrasi)

Sekil 4.19: Distile suda in vitro olarak ¢gimlenmis bir bitkicigin gériiniimii
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Bir¢ok bitki tohumunda canlilik orami yiiksek olmasina ragmen ¢imlenen tohum
miktar1 oldukc¢a disiiktiir. Bunun sebebinin tohumlardaki gii¢lii dormansiden
kaynaklandig1 bilinmektedir (Baskin ve Baskin, 2001; Koger ef al., 2004). Tohumun
¢imlenme i¢in uyarilmasinda veya dormansi periyoduna girmesinde bitki biiylime
diizenleyicilerin diizeylerinin etkili oldugu, ¢imlenmenin baslamasinda gibberellik
asidin 6nemli rol oynadig1 ve dormant tohumlarda absisik asidin etkisini ortadan
kaldirip, nisasta ve depo proteinlerin hidrolizini hizlandirarak tohum ¢imlenmesini
uyardig1r bilinmektedir (Cardemil ve Rainero, 1982). Khan (1971) ¢imlenmede
giberellinlerin, sitokininlerin ve ABA’nin srrasiyla temel, acik ve engelleyici
etkilerinin olduguna dair bir model 6nermistir. Bu modele gore, ABA varliginda
¢imlenme sadece hem sitokinin ve hem de giberellin varliginda gercgeklesir, sadece
giberellin varliginda ¢imlenme gerceklesebilmesi ise ABA yokluguna baghdir. ABA
niikleik asit (Walbot et al., 1975) ve protein sentezini engelleyicidir (Fountain ve

Bewley, 1976).

Ekzojen olarak uygulanmis bitki bliylime diizenleyicilerinden giberellinler (6zellikle
giberellik asit GA; ve GA4.7 ) ve sitokininler (6zellikle KIN ve BA) bir¢ok tohum
tiirtinde dormansiyi kirmiglardir (Dweikat ve Lyrene, 1989; Karam Al-Salem, 2001;
Mehanna ef al., 1985; Iglesias ve Babiano, 1997).

Bu bilgilerin 15181 altinda dormansiyi kirmak amaci ile dormansi siirecinde olan
tohumlar KIN ve/veya GAj; ilaveli distile su ortamina aktarilmistir. Bu uygulamalar

sonucunda farkli oranlarda ¢imlenme elde edilmistir (Sekil 4.20).

20 B0 E1mg/LKIN E2mg/LKIN B3 mg/LKIN @4 mg/LKIN
S 15
(%}
E 10 -
k3
E
- Ii

O T T

0 1 2 3 4
GA,; (mg/L)

Sekil 4.20: R.mykalea tohumlarinin ¢imlenmesi {izerine GA; ve KIN’in etkisi
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Tek basmna KIN iceren ortamlarda ¢imlenme gozlemlenmemistir. GA3’lin diisiik
konsantrasyonlar1 da tek basina ¢imlenmede etkili degildir, ancak 3 ve 4 mg/L GA;
iceren ortamlarda sirasi ile % 5 ve % 10 oranlarinda ¢imlenme elde edilmistir. En
yiiksek ¢imlenme degeri 3 mg/L GAs ve 2 mg/L KIN kombinasyonunu iceren distile
su ortaminda elde edilmistir (% 15).

Dormansiyi kiric1 uygulamalardan biri de stratifikasyondur. Stratifikasyon sirasinda
tohumlarm hormon seviyelerinde (Taylorson ve Hendricks, 1977), metabolik
yollarda (Bogatek ve Lewak, 1988) enzimatik yap1 ve aktivitelerinde degisimler
(Rychter ve Lewak, 1971; Podstolski et al., 1974) ile solunum hizinda artis (Alscher-
Herman et al., 1981) meydana gelmektedir. Bir¢ok tiirde dormansi, nemli
tohumlarin 0 ve 10 °C arasindaki diisiik sicakliklarda 7-180 giin boyunca birakilmasi
ile kirilabilir (Bewley ve Black, 1982). Bu amagla 1 veya 2 ay boyunca (+ 4°C’ta)
sogukta muhafaza edilen (stratifikasyon) tohumlarla olusturulan denemelerde, soguk
uygulamasi tohumda bulunan primer dormansiyi kirmada etkili olmamis yani
tohumlar ¢imlenmemistir. Dormansinin kirilmasi i¢in gerekli soguk uygulama siiresi
tiirden tiire farkhilik gostermektedir. Dolayisiyla R. mykalea tohumlarma 2 aylik

soguk uygulamasi1 dormansinin kirilmasina yeterli gelmemis olabilir.

Potasyum nitrat (KNOs) gibi kimyasallarin dormansiyi kirarak ¢imlenmeyi tesvik
ettigi de bilinmektedir (Kevseroglu, 1993; Hartmann et al., 1997). Bu amagla kurulan
denemelerimizde de dormansi periyodunda bulundugu diisiiniilen tohumlar
kullanilmis ancak hi¢bir konsantrasyonda ¢imlenme elde edilememistir. Bu deneme
sonucunda potasyum nitratin R. mykalea tohumlarinin dormansisini kirmak i¢in etkili

bir kimyasal olmadig1 sonucuna varilmstir.

Bir tohum su ve gaz alis verisi olmadan ¢imlenemez. Bazi tohumlarda meyve veya
tohum kabugu bu alis verisi engelleyebilmektedir. Meyve veya tohum kabugunun
suya, erimig gazlara, ozellikle oksijene ve karbondioksite karsi gecirimsiz olmasi
c¢imlenmeyi engelleyici bir faktordiir. Ayrica, meyve veya tohum kabugunun
embriyonun biiylimesine engel olacak yeterlilikte oldugu kabul edilen mekanik bir
kuvvete sahip olmasi1 ve biinyelerindeki kimyasal engelleyicilerin varhigi ile

¢imlenmeyi engelleyebilmektedir (Vardar, 1982; Ozer ve ark., 1998; Eira ve Caldas,
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2000). Bu bilgilerin 15181 altinda gerceklestirilen testanin ¢izilmesi ve siilfiirik asit
(H2S0,) ile muamelesi denemelerinde ¢imlenme gozlenememistir. Toprakta ve daha
sonra yapilan ¢imlenme denemelerinde ¢imlenme gozlenmis olmasi, tohum
kabugunun sert olmasina ragmen suya veya oksijene karsi gecirimsiz olmadigini

diistindiirmektedir.

Yukarida sozii edilen tiim uygulamalara ragmen, dogal ortamindan hemen toplama
sonrast kullanilan ve dormansi periyodunda olan tohumlarm dormansisi
kirilamamistir. Bu nedenle R. mykalea tohumlarmin in vitro ¢imlenmesi {izerine
1s1g8m-karanligm etkisini arastirmak icin gergeklestirilen altinc1 denemede, araziden
toplandiktan sonra laboratuar kosullarinda 8 ay bekletilen tohumlar kullanilmistir.
Yaptigimiz denemenin sonuclarina gore R.mykalea tohumlar1 karanlik kosullarda
%14 ¢imlenme yilizdesi gosterirken, aydinlikta bu oran %15 olarak belirlenmis ve
cimlenme ylizdeleri karsilastirildiginda 151k ve karanlik uygulamalar1 arasinda 6nemli
bir farklilik bulunmamuistir. Tohumlarin bazisi 1s1kta, bazisi karanlikta ¢cimlenir. Bazi
tohumlar ise bu anlamda nétr’diir (Yentiir, 1982). Isigin siddeti, dalga boyu ve siiresi
cimlenmeyi etkilemektedir (Benvenuti ve Macchia 1997; Densmore 1997; Noranha
et al.,1997, Leinonen ve Chantal, 1998). Bazi tiirlerin tohumlar1 ¢cimlenme i¢in 1518a
gereksinim gOstermesine ragmen, bazi tiirlerde 1sikta birakma ¢imlenmeyi
engellemektedir (Devlin, 1975). R. mykalea’nin ¢imlenmesi {izerine 1518in etkisi
bulunmamaktadir, yani tohumlar bu konuda noétr’dir diyebiliriz. Yapilan bir
calismada Centaurea zeybekii’nin tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi iizerine 151k ve
karanlik etkisi arastirilmis ve 151k- karanlik uygulamalar1 arasinda 6nemli bir farklilik
bulunmamistir (Kurt ve Erdag, 2009). Celik ve Yiicel (2008)’in CR kategorisinde
bulunan  Centaurea  hausknetchii’nin  tohumlarinin  ¢imlenmesi  iizerine
gerceklestirdikleri bir arastirmada ise 16/8, 8/16 fotoperiyod ile karanlik kosullarda
farkli oranlarda (srrastyla % 69.2, % 58.5 ve % 42) ¢imlenme elde etmisler ve

arastiricilar 151¢1n ¢imlenme tizerine tesvik edici bir etkisi oldugunu belirmislerdir.

In vitro tohum c¢imlenmesi iizerine pH’m etkisini arastirmak amaciyla
gerceklestirilen denemede cimlenme tizerine pH’m etkili oldugu ve en yiiksek
degerin (% 20) pH’s1 7.5’e ayarlanmis distile su ortaminda elde edildigi goriilmiistiir

(Sekil 4.21). 7.5 pH degerinden daha yiiksek pH’da ise ¢imlenme gozlenmemistir.
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Cakirlar ve ark. (2005) Centaurea tchihatcheffii tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine pH
etkisini aragtirmiglar ve ¢imlenme i¢in en uygun pH degerinin 7.5 oldugunu
belirtmiglerdir. Bu bulgular bizim sonuclarimizla paralellik gdstermektedir. Baskin
ve Baskin (2001)’a gore c¢cimlendirme caligmalarinda laboratuar sonuglariyla doga
kosullar1 arasinda farklilik goézlenmektedir. Laboratuar caligmalarinda tohumlara
sadece tampon soliisyonlar uygulanmakta ancak, buna kars1 toprakta pH’1 etkileyen
bircok faktdr bulunmaktadir. Bununla birlikte bazi tohumlar genis pH araliginda

cimlenebilirken, baz1 tiirlerin ¢imlenebilmesi i¢in sabit pH degeri gereklidir.

Denemelerimizde R. mykalea tohumlarmin ¢imlenmesi tlizerine pH’mn oldukca

onemli bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

25 ~

20 A

15 -

Cimlenme (%)

5.8 pH 7.5pH 8.5 pH

Sekil 4.21: R.mykalea tohumlarinin ¢imlenmesi {izerine pH’m etkisi

Tohum ¢imlenmesi iizerine sicakligm etkisini arastirmak i¢in olusturulan denemede
sterilizasyona tabii tutulan tohumlar pH’1 7.5’e¢ ayarlanmis distile su ortamlaria
aktarimistir.  Kiiltiirler farkli sicakliklarda ve karanlikta tutulmuslardir. Bu
denemeler sonucunda elde edilen sonuclar Sekil 4.22°de gosterilmektedir. Diisiik
sicaklik (15 °C ) ve yiiksek sicaklikta (30 °C ) ¢imlenme gozlenmezken, 18 ve 25
°C’de c¢imlenme gozlenmis, maksimum ¢imlenme ise 18 °C’ta (% 30)
gerceklesmistir. Elde edilen bulgulara gore sicaklik ¢imlenme {izerinde etkili bir

faktordiir. Cimlenme i¢in en uygun sicaklik 18 °C olarak belirlenmistir.
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35 ~

30 A

20 A

15 -

Cimlenme (%)

10

15 18 25 35
Sicaklik (°C)

Sekil 4.22: R. mykalea tohumlarinin ¢gimlenmesi iizerine sicakligin etkisi

Centaurea tchihatcheffii ile yapilan bir ¢alismada da sicaklik ¢imlenme {izerine
etkili bir faktor olarak bulunmus ve ¢imlenme i¢in en uygun sicakligmm 25 + 2 °C
oldugu belirtilmistir (Cakirlar ve ark., 2005). Kurt ve Erdag (2009) tarafindan
yapilan bir baska arastirmada Centaurea zeybekii tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi
iizerine sicaklik etkili bir faktor olarak bulunmus ve maksimum ¢imlenme 25°C’ta %

80 olarak belirlenmistir.

Toprak kosullarinda ¢imlenme ytizdesi % 70 iken, in vitro’da en yiiksek deger % 30
olarak elde edilmistir. Doku kiiltiiriinde en uygun eksplant kaynagini1 daha 6nceden
steril edilmis tohumlardan elde edilen steril fideler olusturmaktadir. Ciinkii bu
sekilde elde edilen eksplantlarin sterilizasyon islemine ihtiyaci olmamakta ve yiizey
sterilizasyonunun zararh etkilerinden sakinilmaktadir. Bizim denemelerimizde tohum
sterilizasyonu i¢in kontaminasyonu engelleyebilmek amaciyla fungusit kullanimi
steril kiiltiir yiizdesine oldukg¢a etkili olmasma karsin, radikula ¢ikisi sonrasinda da
kontaminasyonun olmasi ve ¢imlenmis fideciklerin zamanla 6liimiine neden olmas1
icsel bir kontaminantin varhigmi gostermektedir. Ayrica sterilizasyon yapmadan
saksilara ekilen tohumlarin yiiksek ¢imlenme yiizdesi gostermesi mikroorganizma ya
da mikroorganizmalar tarafindan desteklenen bir ¢imlenme iligkisini de

diistindiirmektedir.
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Bu nedenlerden dolay1 in vitro ¢imlenme sonucunda elde edilen fidelerin ileriki
calismalarda kullanilmasi pek saglikli olmayacagindan, ¢imlendirilmis tohumlardan

elde edilen fideler daha sonraki in vitro ¢alismalar i¢in baslangic materyali olarak

kullanilmamustir.
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4.2.2. Embriyo Kiiltiirii

Kapitulumlarin morfolojik degerlendirmeleri sirasinda, aymi bitki {izerindeki
kapitulumlarin farkli gelisim donemlerine sahip oldugu (Sekil 4.23) goriilmiis ve bir
kapitulum i¢inde 2 veya 3 aken tipine rastlanmistir. Ayni1 kapitulumdaki aken
gelisiminin sentripetal oldugu gozlenmistir. Smiflandirma siirecinde a,b ve c-tipi
akenlerin olgunlagsmamis zigotik embriyolart igerdigi, d-tipi akenlerin olgunlagsma
evresine yaklastigi ve e-tipi akenlerin ise olgunlagmis zigotik embriyolar1 igerdigi

varsayilmistir (Sekil 4.24).

Sekil 4.23: R. mykalea kapitulumlarinin déllenmeden sonraki morfolojik degisimleri

Sekil 4.24: Kapitulumlarin i¢erdigi farkli gelisme agamalarindaki aken tipleri
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Uygun sterilizasyon siirelerinin belirlenmesi

Embriyo kiiltlirii ¢aligmalarina baslamadan once uygun sterilizasyon siiresinin
belirlenmesi amaciyla eksplantlara farkl sterilizasyon serileri uygulanmis ve PDA
ortamlarmna kiiltiire edilmistir. Bu sterilizasyon siireleri sonunda sterilizantin
yogunlugu ve siliresine bagl olarak eksplantlarda kararma veya kontaminasyon
gbozlenmistir. Bu denemeler sonrasinda elde edilen bulgular Cizelge 4.4’de oldugu

sekildedir.

Cizelge 4.4: Embriyo kiiltlirii denemelerinde eksplantlara uygulanan sterilizasyon serileri ve
alinan tepkiler

Sterilizasyon Uygulama siiresi (dakika) Eksplant Durumu

islemi

uygulanan

eksplant

sayist %70’lik % 4.5’lik NaOCl Kararan Kontamine Cevap verebilir

EtOH +2 damla Tween- eksplant (%) eksplant (%) eksplant (%)
80

20 3 3 0 40 60
20 3 6 0 30 70
20 5 3 0 35 65
20 5 6 0 25 75
20 5 8 0 0 100
20 8 8 15 0 85

20 8 10 30 0 70
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Embriyolarin sterilizasyonu i¢in en uygun prosediir, akan ¢esme suyu altinda 30
dakika yikama sonras1 % 70’lik EtOH’de 5 dakika tutma, 2 damla Tween-80 ilave
edilmis % 4.5’lik NaOCl’de 8 dakika sterilizasyon sonrast 3 kez steril distile suda
durulama (5 dakika) seklindedir.

Denemelerde, embriyolar gelisimsel donemlerine bagh olarak kiiltiire farkli tepkiler
gostermistir (Sekil 4.25). a ve b tipi akenlerden izole edilen olgunlasmamis zigotik
embriyolar farkli bitki biiylime diizenleyicilerine kallus olusumu seklinde cevap
vermislerdir (Cizelge 4.5). Kiiltiire alinan eksplantlar 4-5 giin i¢inde sismeye baslamis

ve daha sonra kalluslar olusmustur.

Ba @b mc Hd me
18
16
14
12

10

Kallus olusumu (%)

0 0

a b C d e

Gelisimsel dénemine gore aken tipleri

Sekil 4.25:  Gelisimsel donemine gore akenlerden izole edilen zigotik embriyolarin kalluslagma
orani
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Cizelge 4.5: Olgunlagsmamis zigotik embriyolardan (a ve b tipi) kallus olusumu {izerine farkl
sitokininlerin etkisi

%XKallus
Bitki Biiyiime Diizenleyicileri (mg/L) Olusumu

(% ortalama)

BA KIN TDZ

Kontrol - - Oe
0.1 - - 30¢
0.2 - - 35 be
0.5 - - 40 be
1.0 - - 60 a
- 0.1 - Oe
- 0.2 - Oe
- 0.5 - Oe
- 1.0 - Oe
- - 0.001 40 be
- - 0.005 45b
- - 0.01 35 be
- - 0.05 15d

Ayni siitun i¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Oran Testine gore p<0.05 hata
sinirlart i¢inde istatistiksel olarak farkli degildir.

a ve b-tipi akenlerden izole edilen olgunlagsmamis zigotik embriyolarin kallus cevabi
BA, KIN ve TDZ’nin farkli konsantrasyonlarinda degiskenlik gostermistir (Cizelge
4.5). Herhangi bir biiylime diizenleyicisi igermeyen kontrol ortaminda ise hic¢bir tepki
almmamustir. Eksplantlar KIN nin hi¢bir konsantrasyonuna tepki vermedikleri halde,
TDZ ve BA’nin tiim konsantrasyonlarina kallus olusumu seklinde cevap

vermislerdir.

En 1y1 % kallus tepkisi 1 mg/L BA ilaveli MS ortaminda elde edilmistir (% 60).
Kalluslarin sarimsi-yesil ve kirilgan yapida olduklar1 gézlenmistir (Sekil 4.26).

Embriyo veya embriyo segmentlerinin kallus olusturmasi i¢cin genellikle bir oksin
veya sitokinin, ya da her ikisine ihtiya¢ duyulabilir. Bununla birlikte baz1 bitkilerdeki
dormansinin kirilmasi amaci disindaki caligmalarda kiiltiire alinmis olgun veya

olgunlagsmamis embriyolarin normal gelisimi i¢in eksojen biiylime diizenleyicilerine
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ihtiya¢ duyuldugu konusunda yeterli kanit bulunmamaktadir (Bhojwani ve Razdan,

1996).

c-tipi akenlerden gelen kalluslar kahverengi - kompakt yapidadir ve denemenin
ilerleyen donemlerinde karararak canliliklarim yitirmislerdir (Sekil 4.27). Bu nedenle

bu aken tipinden gelen kalluslar degerlendirilmeye alinmamastir.

d-tipi akenlerden izole edilen embriyolar ise in vitro kiiltiire cevap vermemislerdir. Bu
embriyolar tersine-farklilasma gosteremedikleri gibi olasilikla embriyogenik

siireclerini tamamlayamadiklari i¢in bitkicik haline de donlisememislerdir

e-tipi akenlerden izole edilen olgunlasmis zigotik embriyolar ise ¢cimlenerek bitkicik
dontistimiinii gerceklestirmislerdir (denenen tiim ortamlar bazinda degerlendirildiginde
% 24). Ozel et al. (2006)’1n Centaurea tchihatcheffi'nin olgunlasmamis zigotik
embriyolarim kullanarak gerceklestirdikleri bir ¢alismada, antezisden sonraki 1-8 giin
icinde kapitulumlardan alinan olgunlasmamis zigotik embriyolarm biiylime i¢in yeterli
olmadigi, antezisden sonraki 8-12 giin i¢inde kapitulumlardan alinan olgunlasmamis
zigotik embriyolarm ise en uygun eksplant kaynagmi olusturdugu belirtilmistir. Ayni
arastiricilar  antezisin  12.giinlinden sonraki giinlerde olgunlasmamis zigotik
embriyolarin rejeneratif olmadigini ve dormant hale gectiklerini belirtmislerdir. Yine
ayni sekilde Rai et al. (2007)’1n Psidium guajava L.cv. Banarasi’nin olgunlasmamis
zigotik embriyolarmni kullanarak gergeklestirdikleri caligmalarinda da antezisten sonra,
7-14 hafta arasinda bulunan meyvelerden izole ettikleri olgunlasmamis zigotik
embriyolardan 10.haftada en yiiksek oranda somatik embriyogenez elde etmisler ve
zigotik embriyolarin fizyolojik yasinin in vitro somatik embriyogenez siirecinde etkili
bir faktor oldugunu belirtmiglerdir. Bu durum bizim g¢alismalarimizla da paralellik
gostermektedir. Denemelerimizde antezis sonrasi giinlik gozlem yapip materyal
saglamak miimkiin olmadigindan aymi kapitulumlar i¢indeki farkli gelisim
evrelerindeki akenler degerlendirilmeye c¢aligilmistir. Ancak denemelerde istenilen
tepkinin zigotik embriyolarm fizyolojik yasma bagli oldugu bu goézlemler ile de

kanitlanmis bulunmaktadir.
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Sekil 4.26: 1 mg/L BA ilaveli MS ortaminda b tipi akenlerden izole edilen embriyolardan
elde edilen sarimsi yesil-kirilgan kalluslar

Sekil 4.27: c-tipi akenlerden izole edilen embriyolardan kahverengi-kompakt yapida kallus
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Denemelerin sonuglarina gore olgunlasmis zigotik embriyolarin ¢imlenme yiizdeleri,
olgun tohumlarin kullanilmasi ile gergeklestirilen in vitro ¢imlenme denemelerinde
elde ettigimiz yiizdelerden fazladir. Bu durum olasilikla olgunlasmis zigotik
embriyolarm  heniiz dormansi siirecine  girmeden  kiiltlire = alinmasindan
kaynaklanmaktadir. Bilindigi lizere tohumlar gelisimleri sirasinda c¢esitli fazlardan
gecerler. Bu fazlar; histo-farklilasma (baslangic morfogenezis) olgunlasma (tohum
genislemesi) ve kuruyarak olgunlasma (desikasyon)’dir (Muntz, 1982; Kermode,
1990, 1995). e-tipi akenlerden izole edilen embriyolar olasilikla ¢imlenme i¢in gerekli
olgunlasmay1 gostermis fakat dormansi fazina heniiz gegcmemis olduklari i¢cin daha
yiiksek ¢imlenme yiizdesi goOstermislerdir. Bunun yami sira olgun tohum iginde
dormansi faz1 boyunca ortaya ¢ikan bir takim endojen kimyasallardan kaynaklanan
dormansi faktorii de ortadan kalkmis olabilir. Endospermden, tohum kabugunun
gecirimsiz  olmasindan veya tohum icindeki ¢imlenmeyi engelleyen endojen
kimyasallardan kaynaklanan dormansi nedeniyle ¢imlenemeyen embriyolarin in vitro
ortamda kolayca cimlenebildikleri pek ¢ok arastirici tarafindan da rapor edilmistir

(Biggs et al.,1986; Ho, 1987; Sharma et al., 1996).

Kontrol ortaminda embriyo ¢imlenmesinin yani sira, denemelerde kullandigimiz
farkli sitokinin tip ve miktarlar1 da embriyo ¢imlenmesini tesvik etmistir (Cizelge
4.6). En yiiksek embriyo c¢imlenmesi 0.01 mg/L TDZ ilaveli MS ortaminda (%
63.33) elde edilmistir (Sekil 4.28). Modern analitik metodlar sitokininlerin
imbibisyondan radikula ¢ikis1 ve fidecik eldesi baslangicina kadar ¢imlenmenin tiim
asamalarinda oldukga aktif metabolizma gosterdigini kanitlamaktadir (Stirk et al.,
2005; Chiwocha et al., 2005). TDZ’nin olgun tohumlarda ¢imlenmeyi tesvik ettigi
Nikolic et al., tarafindan da (2006) rapor edilmistir.

Embriyolarda yas ilerledikce tohum kabugu sekillenmekte ve sertlesmektedir. Bu
donemde testanin sertlesmesi nedeniyle embriyolarin almmasmda zorluklarla
karsilagilmaktadir. Denemelerimizde de embriyolarin izole edilmesi sirasinda
zorluklar ¢ikmis ve buna bagli olarak da embriyolarin radikula veya kotiledon
yapraklarinda yaralanmalar veya kopmalar meydana gelmistir. Bu nedenle anormal

embriyo gelisimi gdzlenmistir (Sekil 4.29 ve Sekil 4.30).
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Cizelge 4.6: e-tipi akenlerden izole edilen embriyolarin ¢gimlenme yiizdeleri

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri (mg/L) Cimlenme oram
(%)

BA KIN TDZ

Kontrol - - 38.33 ¢
0.1 - - 10.00 ef
0.2 - - 13.33 de
0.5 - - 16.67 de
1.0 - - 01.67 f
- 0.1 - 08.33 ef
- 0.2 - 10.00 ef
- 0.5 - 11.67 ef
- 1.0 - 13.33 de
- - 0.001 45.00 be
- - 0.005 50.00b
- - 0.01 63.33 a
- - 0.05 23.33d

Ayni siitun iginde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Oran Testine gore p<0.05 hata
sinirlart iginde istatistiksel olarak farkli degildir.

Sekil 4.28: e-tipi akenlerden izole edilmis 0.01 mg/L. TDZ ilaveli MS ortaminda
¢imlenmis 6 haftalik bitkicik



Sekil 4.29: K&kii olmayan bir bitkicik

Sekil 4.30: Kotiledonlarinda yaralanmalar olugsmus bitkicikler
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4.2.3. Somatik Embriyogenez

Somatik embriyogenez tesviki ¢alismalarinda, oksin ve sitokinin kombinasyonlarini
iceren tlim ortamlarda farkli oranlarda kallus olusumu godzlenmis, bitki biiyiime
diizenleyicisi igermeyen kontrol ortaminda ise kallus olusmamistir (Cizelge 4.7).
R.mykalea’nin a ve b-tipi akenlerinden elde edilen olgunlasmamis zigotik
embriyolarindan ~ embriyonik  kallus  indiikksiyonu  i¢in  oksin:sitokinin

kombinasyonuna ihtiya¢ vardir.

Cizelge 4.7: Olgunlagsmamis zigotik embriyolardan (a ve b tipi) kallus olusumu {izerine bitki
biiyliime diizenleyicilerinin etkisi (kiiltlir baglangicindan 8 hafta sonra)

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri (mg/L) %Kallus
Olusumu

(% ortalama)

BA NAA 2,4-D

Kontrol - - 0f
1 0.25 - 75 a
1 0.5 - 55b
1 1 - 35¢
1 5 - 25d
1 - 0.25 35¢
1 - 0.5 25d
1 - 1 15¢e
1 - 5 10 f

Ayni siitun icinde benzer harfle gésterilen ortalamalar Duncan Coklu Oran Testine gére p<0.05 hata
sinirlart iginde istatistiksel olarak farkli degildir.

En yiliksek oranda kallus olusumu 0.25 mg/L NAA ve 1 mg/L BA ilaveli MS
ortaminda elde edilmistir (% 75). Bunu 0.5 mg/L NAA ve 1 mg/L BA ilaveli MS
ortami izlemistir. NAA’nin daha yiiksek konsantrasyonlarinda (1 ve 5 mg/L) kallus
indiiksiyon oraninda kademeli olarak bir disls gozlenmektedir. 2,4-D:BA
kombinasyonlarinda ise NAA:BA kombinasyonlarina gére daha az oranda kallus
olustugu gozlenmektedir. Denemeler kallus olusumu tesviki bakimindan istatiksel

acidan anlamli bulunmustur.
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Elde edilen kalluslar biyokiitle artis1 amaciyla 2 kez daha altkiiltiir edilmistir. Bu
siirecte kalluslar lizerinde globular yapilarin olustugu gézlenmistir (agik sari-yesil ve

kompakt yapida proembriyogenik kallus) (Sekil 4.31a ve 4.31b).

Somatik embriyogenez calismalarinda, uygun eksplant secildikten sonra
embriyogenezin uyarilmasi i¢in, hiicre boliinmesinin baslamasi ve somatik hiicreye
yeni bir polarite kazandirilmasi gerekmektedir. Bu uyar1 birgok durumda bitki
biiylime diizenleyicileri ile saglanabilmektedir. Somatik embriyogenez icin her bitki
tiirti, genotipi ve kullanilan eksplant tipine gore farkli konsantrasyonlarda farkl: bitki
bliylime diizenleyicilerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Ammirato, 1983). Oksinler
totipotensiyi ortaya ¢ikarmak ve dedifferansiasyonu saglamak icin gereklidir (Terzi
ve Loschiavo, 1990). Ayrica oksinler somatik bitki hiicrelerine embriyo iiretimi i¢in
zigotik bir kapasite kazandirmaktadwr. 2,4-D veya pikloram gibi sentetik oksinler
genellikle somatik embriyogenez tesviki icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Merkle
et al., 1990). Ancak, R.mykalea’nm olgunlasmamis zigotik embriyolarindan kallus

olusumu tesviki tizerine NAA, 2,4-D’den daha etkili bir oksindir.

Somatik embriyo farklilagsmasi ve gelisimi iizerine BA’nin etkisini belirlemek
amaciyla embriyogenik kalluslar, farkli konsantrasyonlarda BA igeren ve kontrol
olarak herhangi bir bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortamlarina
aktarilmistir. Globular yapilarin somatik embriyoya farklilasmasinda BA etkili
olmustur (Cizelge 4.7). Kontrol ortaminda embriyo farklilagsmasi gézlenmezken, 0.1
mg/L BA ilaveli ortamda kallus basina en yiiksek oranda embriyo olusmustur (13.67
somatik embriyo/kallus). 0.5 mg/L BA ve 1 mg/L BA ilaveli ortamlarda artan
konsantrasyona bagli olarak olusan embriyo sayisinda diisiis gozlenmistir (sirastyla
8.00 ve 3.83 somatik embriyo/kallus). BA’nin en yiiksek konsantrasyonunda (2
mg/L) ise somatik embriyo farklilagsmasi goriilmemistir. Denemeler istatiksel agidan

anlaml1 bulunmustur.

Somatik  embriyogenez, proembriyogenik kiltiirlerin  baslangici, somatik
embriyolarin olusumu, somatik embriyolarinin olgunlagsmasi ve bitki rejenerasyonu
olmak tiizere 4 farkli gelisim evresinde gergeklesmektedir (Fowler et al., 1998).

Oksinler somatik bitki hiicrelerine embriyo iiretimi i¢in zigotik bir kapasite
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kazandirirken, sitokininler somatik embriyogenez siirecinde hiicre boliinmesi ve
farklilasmas1 asamasinda rol almaktadirlar (Monnier, 1990c). Cogu durumda,
oksinler somatik embriyogenez tesviki i¢in gerekli olmasina ragmen, somatik
embriyolarin gelisimi i¢in engelleyici olabilmektedir (Rai et al., 2007). Ayni
zamanda, somatik embriyogenez, mineral formiilasyon ve spesifik sitokinin

konsantasyonuna baglidir (Bhatia et al., 2004).

R.mykalea’nin olgunlagmamis zigotik embriyolarindan tiirevli kalluslarindan somatik
embriyo farklilagsmasi i¢in BA gereklidir. Ozel et al. (2006) C. tchihatcheffii’nin
olgunlasmamis zigotik embriyolarn1 BA:NAA ve KIN:NAA kombinasyonlarini
iceren MS ortamlarma kiiltiire etmisler ve kisa bir kallus fazindan sonra adventif
siirgiinler elde etmislerdir, bizim ¢alismalarimizda ise eksplantlardan alman cevap
kallus olusumu seklindedir ve somatik embriyo farklilasmasi i¢cin ortamdan oksinin
kaldirilmasma gerek duyulmustur. Somatik embriyolarin normal gelisimi ig¢in
BA’nin gerekli oldugu Endress (1994) tarafindan da bildirilmistir. Ayrica BA’nin
somatik embriyo olusumu, gelisimi ve c¢imlenmesi iizerine etkili olduguna dair

bircok ¢aligma bulunmaktadir (Emek ve Erdag, 2007; Erdag et al., 2009).

Embriyogenik kalluslar {izerinde somatik embriyo farklilagsma i¢in en yiiksek degerin
elde edildigi 0.1 mg/L BA ilaveli MS ortami, farkli sukroz kombinasyonlar1 ile
desteklenerek  embriyogenik kalluslardan somatik embriyo farklilagmasi,
olgunlagsmasi1 ve c¢imlenmesi iizerine sukroz miktarinin etkisi arastirilmis ve en
yiiksek deger % 6 sukroz ilaveli MS ortaminda elde edilmistir (19.25 somatik
embriyo/kallus) (Cizelge 4.9).

Sukroz bitki doku kiiltiiriinde yaygm olarak kullanilan bir karbohidrat kaynagidir.
(Fuentes et al., 2000). Yiiksek seker konsantrasyonunun somatik embriyogenezde
osmotik diizenleyici olarak rol aldig1 (Biahoua ve Bonneau 1999; Litze, 1986) ve
sukroz konsantrasyonunun somatik embriyo olusumunda etkili oldugu bilinmektedir
(Kamada et al., 1989; Gray et al., 1993; Lou ve Kako, 1995; Nakagawa et al., 2001;
Erdag et al, 2009). Artirilmis sukroz konsantrasyonu ile somatik embriyolarin
indiiklenmesi daha 6nceden de birka¢ calismada rapor edilmistir (Lou ef al., 1996;

Jehan et al., 1994; Erdag et al., 2009). Helianthus annuus’un olgunlasmamis zigotik
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embriyolarmm eksplant olarak kullanildig1 bir ¢aligmada, siirgiin veya somatik
embriyo tesviki i¢in BA’nin ortamda bulunmasmin kesinlikle gerekli oldugu, fakat
morfogenetik cevap tipinin ortamda bulunan sukroz miktarina bagh oldugu
bildirilmistir. Diisiik sukroz konsantrasyonunda (% 3) organogenez tesvik edilirken,
yiiksek sukroz konsantrasyonunda (% 12) somatik embriyogenez tesvik edilmistir

(Bronner et al., 1994).

Iyi gelismis somatik embriyolar (kotiledon safhasinda) % 3 sukroz igeren MS
ortamlarina aktarilarak ¢imlendirilmistir (Sekil 4.31c ve 4.31d). En yiiksek ¢imlenme
%15.75 oraninda 0.1 mg/L BA ilaveli %12 sukroz iceren MS ortaminda farklilasan
ve gelisen embriyolarda elde edilmistir (Cizelge 4.10). % 6 ve % 3 sukroz
konsantasyonlar1 i¢eren ortamlarda farklilasan somatik embriyolar ise sirasiyla %
10.83 ve % 3.17 oraninda bitkicige doniismiislerdir. Elde edilen bitkicikler saksiya

aktarilmis ve % 80’1 hayatta kalmay1 basarmustir.

Doéllenmis yumurtadan gelisen embriyoda oldugu gibi, dikotil bitkilerde de somatik
embriyolar globular, kalp, torpedo ve kotiledon olusum evrelerini gegirirler (De Jong
et al., 1993). Globular somatik embriyolar olustuktan sonra gelismeye baslar ve 7-10
giin igeresinde kalp evresinden torpedo evresine gegerek gelismeye devam ederler.
Boylece tek bir somatik hiicre, bir zigotik embriyo gibi davranip onun gecirdigi tiim
gelisim evrelerini gecirerek olgun bir bitkiyi olusturabilir. Torpedo evresine
geldikten hemen sonra ¢imlenmeye baslarsa, depo maddesi biriktirecek zaman kisitl
oldugundan embriyolar tam olarak olgunlagsmazlar. Bu asamada ortama % 5-6
oraninda sukroz ilave edilmesi osmotik stresi artirir, erken c¢imlenmeyi Onler,
embriyolar depo proteinleri ve karbonhidrat depolamaya baslarlar (Bewley ve Black,
1994). Bizim g¢alismamizda ise %12 sukroz ilaveli ortamda farklilasan somatik
embriyolarin %3 sukroz ilaveli ortamlara aktarildiktan sonraki bitkicige doniisiim
oran1 en ylksek degeri gostermektedir. Somatik embriyo indiiksiyon ortaminda
bulunan sukroz ile somatik embriyolarin ¢imlenmesi arasinda da pozitif bir
korelasyon s6z konusudur. Benzer korelasyon Erdag et al. (2009) tarafindan da

bildirilmistir.
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Sekil 4.31: R.mykalea’nin olgunlasmamis zigotik embriyolarindan somatik embriyogenez
siirecleri
a. 0.25 mg/L NAA ve 1 mg/L BA ilaveli MS ortaminda elde edilen 12 haftalik
embriyogenik yapidaki kallus
b. Farkli gelisim evrelerinde somatik embriyolar
¢. Kotiledon evresinde somatik embriyo
d. Cimlenmis somatik embriyo

Cizelge 4.8: Olgunlagsmamis zigotik embriyolardan elde edilen embriyogenik
kalluslarda somatik embriyo farklilagsmasi lizerine BA’ nin etkisi

BA (mg/L) Somatik Embriyo Sayisi/Kallus
(ortalama =+ SE)

Kontrol 0.00 £0.00d
0.1 13.67+0.50 a
0.5 8.00 £0.37b
1 3.83 £032¢
2 0.00 +£0.00d

Ayni siitun i¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Oran Testine gére p <0.05 hata
sinirlart iginde istatistiksel olarak farkli degildir.
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Cizelge 4.9: 0.1 mg/L BA ilaveli MS ortaminda somatik embriyo farklilagmasi iizerine
sukrozun etkisi

Sukroz konsantrasyonu (%) Somatik Embriyo Sayisi/Kallus

(ortalama + SE)

%3 14.00 £ 0.56 b
% 6 19.25+0.58 a
% 12 15.41+0.39 b

Ayn1 siitun iginde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Oran Testine gore p <0.05 hata
sinirlar1 i¢inde istatistiksel olarak farkli degildir.

Cizelge 4.10: 0.1 mg/L BA ilaveli farkli sukroz konsantrasyonlarinda farklilagan ve
olgunlagan embriyolarin %3 sukroz ilaveli MS ortamlarinda bitkicige

doniigiimil
Sukroz konsantrasyonu % bitkicige doniisiim
(%) (% ortalama =+ SE)
%3 3.17+ 041 ¢
% 6 10.83+0.47 b
% 12 15.75+0.81 a

Ayn1 siitun iginde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Oran Testine gore p <0.05 hata
sinirlar1 i¢inde istatistiksel olarak farkli degildir.
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4.2.4. Aksiller Siirgiin Cogaltim

Aksiller siirglin ¢ogaltimi, bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen kontrol ortami dahil
tiim ortamlarda tesvik edilmistir. Ancak denemelerde BA’nin KIN’e gore daha etkili
bir sitokinin oldugu goriilmektedir. Eksplant bagina maksimum siirgiin sayist 0.5
mg/L BA ilaveli MS ortaminda elde edilmistir (5.80 adet siirglin/eksplant) (Sekil
4.32 ve Sekil 4.33).

Kurt ve Erdag (2009) endemik bir bitki olan Centaurea zeybekii’nin tohumlarinin
¢imlendirilmesi sonucunda elde ettikleri fidecikleri aksiller siirglin ¢ogaltimi icin
farkli konsantrasyonlarda BA, KIN ve TDZ ilave edilmis ortamlara aktarmuiglardir.
Aragstiricilar denemelerin sonunda aksiller silirglin ¢ogaltimi i¢in en etkili sitokinin
tipinin BA oldugunu ve en yliksek oranda siirglin ¢ogaltiminin 1 mg/L BA ilaveli MS
ortaminda elde ettiklerini bildirmislerdir. BA’nin Asteraceae familyasina ait tiirlerin
aksiller siirglin ¢ogaltiminda etkili bir sitokinin oldugu daha once de pek ¢ok
arastiric1 tarafindan rapor edilmistir; Centaurea junoniana (Hammatt ve Evans,
1985), Gerbera jamesonii hybrida (Ruffoni ve Massabo, 1991), Centaurium rigualii
(Iriondo ve Perez, 1996), Syzygium alternifolium (Sha Valli Khan et al., 1997).

Sekil 4.32: 0.5 mg/L BA ilaveli MS ortaminda gelisen aksiller siirgiinler
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Sekil 4.33: Aksiller siirgiin cogaltimi {izerine sitokinin etkisi
Aynmi grafikte benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Oran Testine gore p <0.05 hata
sinirlar1 i¢inde istatistiksel olarak farkli degildir.

Aksiller siirglin ¢ogaltim1 caligmalarinda maksimum siirgiin uzunlugu bakimindan
degerlendirilme yapildiginda en iyi sonucun 0.1 mg/L KIN ilaveli MS ortaminda
elde edildigi goriilmektedir (7.35 cm) (Sekil 4.33). Tiim sitokinin igeren ortamlarda
artan siirgiin sayisina karsilik siirgiin boylarinda bir azalma godzlenmistir. Siirgiin
sayisi ile siirgiin boyu arasinda negatif bir korelasyon s6z konusudur. Bu tip negatif
korelasyon Cuenca et al. (1999)’in endemik bir bitki olan Centaurea paui igin
infloresens govdesinin eksplant olarak kullanilmasi ile aksiller siirgiin ¢ogaltiminin
tesvik edildigi ¢calisma ile Kurt ve Erdag (2009)’mn Centaurea zeybekii’nin aksiller

stirgiin ¢ogaltimi caligmasinda da rapor edilmistir.

Aksiller siirgiin cogaltimi denemeleri sonucunda elde edilen siirgilinler, koklenme
tesviki i¢in birbirlerinden ayrilarak kdklendirme ortamlarina aktarimislardir. Bitki
bliylime diizenleyicisi icermeyen MS ve ' MS ortamlarinda kok olusumu
gerceklesmemistir. R. mykalea bitkisinin koklenmesi i¢cin oksin gereklidir. Genel
olarak kdklenmenin tesviki i¢in farkli tip ve konsantrasyonlarda oksin ilaveli 2 MS
ortaminin MS’e gore daha etkili oldugu goriilmektedir (Sekil 4.35). Koklenmede en
etkin oksin IBA olarak belirlenmis ve en yiiksek kdklenme ytizdesi 0.5 mg/L IBA ilaveli
Y2 MS ortaminda elde edilmistir (% 55)(Sekil 4.36). Elde edilen veriler istatiksel agidan

da anlamli bulunmustur.



97

jIIIIII”

Kontrol 0,1BA 05BA 1BA 2BA  0,1KIN O5KIN 1KIN 2 KIN

Ortalama siirgiin uzunlugu (cm)

O B, N W b U1 O N 0O O
1

Bitki buiyiime diizenleyicileri (mg/L)

Sekil 4.34: Sitokinin tipi ve konsantrasyonuna bagli olarak degisen aksiller siirgiin boylar1

Aym grafikte benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Oran Testine gore p <0.05 hata
sinirlar1 i¢inde istatistiksel olarak farkli degildir.

Asteraceae tiyelerinde IBA’nin diger oksinlere gore koklenmeyi daha fazla tesvik
ettigine dair pek ¢ok calisma bulunmaktadir (Pevalek ve Kozlina, 1998; Cuenca ve
Marco, 2000; Erdag ve Emek, 2005; Kurt, 2005; Dhar ve Joshi, 2005; Erdag ve
Emek, 2009).

Koklenen bitkicikler kademeli bir sekilde dis ortama aktarimislardir (Sekil 4.36).
D1s ortama aktarilan bitkiciklerin % 60°1 hayatta kalmay1 bagarmstir.
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Sekil 4.35: Aksiller siirgiin gogaltimi1 yolu ile elde edilen siirgiinlerin koklenmesi tizerine MS
ve % MS ortamlarina ilave edilmis oksinlerin etkisi

Sonuglar x’ = arcsin V(x/100) déniisiimii yapilarak varyans analizinde kullanilmistir. Ayni1 grafikte

benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Oran Testine gore p <0.05 hata sinirlarn iginde

istatistiksel olarak farkli degildir.

Sekil 4.36: 2 MS + 0.5 mg/L IBA’da koklenmis bitkicik



Sekil 4.37: Dis ortama alistirilmus bir bitkicik
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4.2.5. Adventif Siirgiin Tesviki

Kontaminasyonun erken tespitine yonelik olarak uygulanan PDA ortaminda en
yiiksek steril kiiltiir yiizdesini veren ve eksplant canliliginin en yiliksek oldugu
sterilizasyon serisi, denemenin sonraki asamalarinda optimum uygulama olarak
belirlenmis ve bu sterilizasyon serisi ile steril edilmis eksplantlar farkli in vitro
ortamlara aktarilmiglardir. Yaprak eksplantlarinin 1 saat boyunca akan ¢esme suyu
altinda yikandiktan sonra, % 70’lik EtOH’de 2 dakika, %3 NaOCl + 2 damla
Tween-80 cozeltisinde ise 5 dakika siireyle sterilizasyona tabii tutulmasi ve
sonrasinda 3 kez 5’er dakika steril distile su ile durulanmasi ile % 75 oraninda
kiiltlire cevap verebilir eksplant elde edilmistir (Cizelge 4.11) . Yine de
denemelerimiz swrasinda elde edilen steril kiiltiirler ¢ok yiiksek bir degere sahip
degildir. Bunun nedeninin bitkinin rozet goriinlimde olmas1 nedeniyle topraga yakin
olmasindan dolay1 fungal veya bakteriyel kontaminatlar1 daha ¢ok tasimasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Wildi et al. (1998) Asteraceae liyesi Petasites
hybridus’un yaprak, petiol ve infloresans tomurcuklarini eksplant olarak kullanarak
gerceklestirecekleri bir calismada benzer nedenlerle sterilizasyonda % 50’den daha
az oranda basarili olduklarmi belirtmislerdir. Arastiricilar bu nedenle dogadan
toplanan taze bitki materyalleri yerine in vitro ¢imlendirme sonucunda elde edilmis
bitkiciklerin ¢esitli kisimlarini eksplant olarak kullanmislardir. Denemelerimizde in
vitro ¢imlenme yiizdesinin diisiik olmas1 ve az sayida fidecigin elde edilmesi nedeni
ile dogal ortamindan toplanan ve steril edilen yaprak eksplantlar1 adventif siirgiin

tesviki denemelerinde baslangic materyali olarak kullanilmastir.

Yaprak eksplantlar1 kiiltiire kallus olusumu seklinde cevap vermislerdir. Farkli tip ve
konsantrasyonda bitki biiyiime diizenleyicilerini igeren MS ortamlarinda farkl
tepkiler alimmistir (Cizelge 4.12). Denemelerde kullanilan eksplantlarm biiytik bir
kismi baslangi¢ asamasinda belirli bir sisme gostermis olmasina karsin, kiiltiiriin
ilerleyen zamanlarinda higbir gelisme gostermeden canliliklarini yitirmislerdir. Geri
kalan eksplantlarda kallus olusumu genellikle kesik olan ylizeylerden yaprak
kenarlarinda olugsmaya baslamis ve daha sonra eksplantin tiimii kalluslagmistir (Sekil

4.38 ve Sekil 4.39).
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Cizelge 4.11: Farkl sterilizasyon siirelerinin yaprak eksplantlarmin sterilizasyonu {izerine
etkisi

Uygulama (siire, dk) Eksplant Durumu
Sterilizas Sterilizasyon
yon islemi  islemi %70’lik %4.5’lik Kararan Kontami Cevap verebilir
uygulama  uygulanan EtOH NaOCl+2 eksplant ne olan eksplant (%)
numarast  eksplant damla (%) eksplant
sayisi
Tween-80 (%)

1 40 2 3 30 30 40

2 40 2 5 45 20 35

3 40 2 7 70 15 15

4 40 3 3 40 25 35

5 40 3 5 65 10 25

6 40 3 7 80 5 15

7 40 5 3 65 20 15

8 40 5 5 80 0 20

9 40 5 7 100 0 0

% 70’lik EtOH %3 NaOCH  Kararan Kontami Cevap verebilir

2damla eksplant ne olan eksplant (%)
Tween-80
(%) eksplant
(%)

10 40 2 3 0 40 0
1" 40 > 5 0 25 75
12 40 2 7 20 20 0
13 40 3 3 10 30 °0
14 40 3 5 35 20 .
15 40 3 7 65 15 20
1 40 5 3 55 25 20
17 40 5 5 7 : 2

18 40 5 7 80 0 20
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Cizelge 4.12: Farkli tip ve miktarlarda bitki biiyiime diizenleyicisi iceren MS ortaminda
R.mykalea nin yaprak eksplantlarindan kallus olusum miktarlar

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri (mg/L) Kallus olusum

oram (%)

BA KIN TDZ NAA 2,4-D

1(kontrol) - - - - - 0

2 0.1 - - - - 14
3 0.5 - - - - 18
4 1.0 - - - - 25
5 5.0 - - - - 6.0
6 - 0.1 - - - 5.2
7 - 0.5 - - - 9.5
8 - 1.0 - - - 7.2
9 - 5.0 - - - 35
10 - - 0.001 - - 9.0
11 - - 0.005 - - 20
12 - - 0.01 - - 35
13 - - 0.05 - - 55
14 - - 0.1 - - 38
15 - - - 0.1 - 30
16 - - - 0.2 - 24
17 - - - 1.0 - 75
18 - - - 5.0 - 28
19 - - - - 0.1 0

20 - - - - 0.2 0

21 - - - - 1.0 0
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Sekil 4.38: R.mykalea nin yaprak eksplantlari kenarlarinda 1 mg/L NAA ilaveli MS
ortaminda kallus olusumu

Sekil 4.39: 1 mg/L NAA ilaveli MS ortaminda olusan kallus goriintiisii
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Higbir bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen kontrol ortaminda kiiltiire cevap
almamamistir. Denemelerimizde kullanilan sitokinin tipleri i¢inde en etkili
sitokininin TDZ oldugu gorilmektedir. 0.05 mg/L TDZ ilaveli MS ortamma
aktarilan eksplantlarda %355 kalluslagsma orani belirlenmistir. BA ilaveli ortamlarda
ise en yliksek kalluslasma ytlizdesi 1 mg/L BA ilavesi ile % 25 olarak belirlenmistir.

En diisiik kalluslagsma yilizdesine KIN ilaveli ortamlarda rastlanmistir.

Denemelerimizde kullanilan oksin tipleri icinde 2,4-D’nin adventif siirgiin tesviki
iizerine etkili olmadig1 goriilmektedir. NAA’nin 1 mg/L’lik konsantrasyonu ise en
yiiksek kalluslasma yiizdesini vermektedir (% 75). Bu konsantrasyonun artan ve

azalan miktarlar1 ise % kallus olusumunu azaltmaktadir.

Kurt (2005) endemik C. zeybekii’nin yaprak eksplantlarmi farkli konsantrasyonlarda
BA, KIN ve TDZ ilaveli MS ortamlarinda kiiltiire ettigi ¢alisma sonucunda sitokinin
ilaveli tiim ortamlarda kallus olusumu elde etmistir. Arastirici kalluslasma siirecinde
BA’nin KIN’den daha etkili bir sitokinin oldugunu belirtmis ancak en yiiksek
kalluslagsma ylizdesini TDZ ilaveli ortamlarda elde etmistir (0.001 mg/L TDZ’de %
90). Dhar ve Joshi (2005), tehlike altinda Asteraceae tiyesi Saussurea obvallata in
vitro gelistirilmis fidelerinin yapraklarmi eksplant olarak kullanilmasi1 ile
gerceklestirdikleri calismalarinda BA’ nin diisiik konsantrasyonlarmin (1 ve 2.5 pM;
0.22 mg/L ve 0.56 mg/L) kallus olusumu iizerine etkili olmazken daha yiiksek
konsantrasyonlarda (5 ve 10 uM BA; 1.12 mg/L ve 2.24 mg/L) swrasiyla % 21 ve %
13 oraninda kalluslar elde etmislerdir. 2.5 uM BA (0.56 mg/L) ve 1.0 uM NAA

(0.18 mg/L) ilaveli MS ortamlarinda % 100 oraninda kallus olusumu gézlemislerdir.

Elde edilen kalluslar biyokiitle artisi1 i¢in 4 haftalik araliklarla 2 kez daha alt kiiltiire
almmuastir. Biyokiitle artis1 sirasinda tek basima sitokinin veya oksin igeren ortamlarda
sirglin farklilagsmas1 gozlenmemis, bu nedenle, kalluslar oksin ve sitokinin

kombinasyonlarmi i¢ceren ortamlarda alt kiiltiir edilmislerdir.

Kalluslardan adventif siirgilin tesviki bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen kontrol
ortaminda gerceklesmemistir. Tek basina NAA ve BA’nin da siirgiin olusumunda
etkili olmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.40 ve Sekil 4.41). Cuenca ve Marco (2000) C.

spachii infloresensinin eksplant olarak kullanilmasiyla gerceklestirdikleri bir
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calismasinda, tek basma BA kullanilmasi ile direkt siirgiinler elde etmis ve BA’nin
siirglin ¢cogaltim1 i¢in 6nemli bir rol oynadigmi belirtmistir. Erdag ve Emek (2009)
endemik kritik tehlike altinda Anthemis xylopoda O.Schwarz nin in vitro elde edilmis
siirgiinlerinin yapraklarmi eksplant olarak kullandiklar1 bir ¢alismada tek basina
sitokinin iceren ortamlarda direkt adventif silirgiinler elde etmisler ve BA’nin,
KIN’den daha etkili bir sitokinin oldugunu belirtmislerdir. 0.5 mg/L BA ilaveli
ortamda eksplant basina en yiiksek oranda adventif siirgiin elde etmislerdir (6.7 adet

stirgiin/eksplant).

Dhar ve Joshi (2005), tehlike altinda olan Saussurea obvallata ile yaptiklar1 bir
calismada 2.5 uM BA (0.56 mg/L) ve 1.0 uM NAA (0.18 mg/L) kombinasyonu ile
desteklenmis MS ortamlarinda % 100 kalluglagsma, 5SuM BA (1.12 mg/L) ve 1.0 uM
NAA (0.18 mg/L) ilaveli MS ortaminda ise eksplant basina 12 siirgiin olacak
bicimde % 100 stirgiin farklilagsmasi elde etmislerdir. Bizim denemelerimizde NAA
ve BA kombinasyonlarin1 iceren ortamlarin hepsinde silirgiin olusmustur. Kallus
basina ortalama 4.2 siirglin sayist ile 0.5 mg/LL NAA ve 2 mg/LL BA kombinasyonu

stirglin olusumu bakimindan en uygun kombinasyondur.

WOBA O1BA W2BA E4BA
6 a
5 -
5
= 4 A
S
S 34
]
> 2 -
a I
£ 1401 |
ol 1 [ 71
3 1111
-1 4 0 NAA 0,1 NAA 0,5 NAA 1,0 NAA 2,0 NAA
_2 J
Bitki buiyiime diizenleyicileri (mg/L)

Sekil 4.40: R.mykalea’nin yaprak kalluslarindan adventif siirgiin olusumu tizerine NAA, BA
ve kombinasyonlarmin etkisi

Aym grafikte benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Oran Testine gore p <0.05 hata

sinirlar1 i¢inde istatistiksel olarak farkli degildir.
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Sekil 4.41: 0.5 mg/L NAA ve 2 mg/L BA ilaveli MS ortaminda adventif siirgiin
rejenerasyonu

Siirglin boyu {izerine bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkisini inceledigimizde, en
uzun sitrgiinlerin 0.1 mg/L NAA ve 4 mg/L BA ilaveli MS ortaminda oldugu
goriilmektedir. (6.3 cm) (Sekil 4.42). Siirgiin boyu ile siirglin sayisi arasinda ise
negatif bir iliski bulunmaktadir. Bu tip negatif korelasyon aksiler siirgiin ¢ogaltma
denemelerinden elde edilen siirgiin boylarmin degerlendirilmesi sirasinda da
karsimiza ¢ikmistir ve diger pek c¢ok Asteraceae iiyesi i¢cin daha onceden rapor

edilmistir (Cuenca et al., 1999; Cuenca ve Marco, 2000).

Stirgiinlerin koklendirilmesi ¢alismalarinda, bitki bliylime diizenleyicisi icermeyen
MS ve 2 MS ortamlarinda kok olusumu gergeklesmemistir. Oksin ilavesi ise tiim
ortamlarda koklenmeyi tesvik etmistir (Sekil 4.43 ve Sekil 4.44). Koklendirme
denemeleri sonucunda elde edilen veriler istatistik agidan anlamli bulunmustur. En
yiiksek koklenme yiizdesi 0.5 mg/L IBA ilaveli %2 MS (% 45) ortaminda elde
edilmis, bunu 0.5 mg/L IBA ilaveli MS ve 1 mg/L IBA ilaveli /2 MS ortamlari takip
etmistir. Dhar ve Joshi (2005), tehlike altinda olan Saussurea obvallata ile yaptiklari
bir calismada elde ettikleri adventif siirgiinleri 2.5uM IBA (0.5 mg/L) ilaveli 2 MS

ortamlarinda %100 oraninda kdklendirmiglerdir.
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Sekil 4.42: Adventif siirgiin uzunlugu lizerine NAA, BA ve NAA:BA kombinasyonunun

etkisi
Ayni grafikte benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Oran Testine gére p<0.05 hata sinirlar
iginde istatistiksel olarak farkli degildir.

EBMS D1/2 MS
50 - .
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40 A b b
X 35 -
g 30 c c c
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% 20 e e e e e e
% 15 1 foof f f f f
10 - e e
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Kontol 0,5 1I1AA 2IAA 51AA 0,5 1IBA 2IBA 5IBA 0,5 1NAA2NAAS5NAA
1AA IBA NAA
Bitki buiyiime diizenleyicileri (mg/L)

Sekil 4.43: Adventif siirglinlerin koklenmesi lizerine oksinlerin etkisi

Sonuglar x” = arcsin V(x/100) doniisiimii yapilarak varyans analizinde kullanilmistir. Ayn1 grafikte
benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Oran Testine gore p <0.05 hata sinirlart iginde
istatistiksel olarak farkli degildir.
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Sekil 4.44: 2 MS + 0.5 mg/L IBA’da koklendirilmig bitkicik

Erdag ve Emek (2005)’in Asteraceae tiyesi CR kategorisinde Anthemis xylopoda ile
gergeklestirdikleri bir ¢alismada koklenme tesviki igin IBA’nin IAA’dan daha etkili
oldugunu belirtmisler ve en yiiksek kdklenmeyi 0.5 mg/L IBA ilaveli MS ortaminda
% 60 olarak elde etmislerdir. Bizim ¢alismalarimizda da koklenme tesviki igin IBA,

NAA ve IAA’dan daha etkili bir oksindir.

Koklendirilen bitkicikler kademeli olarak dis ortama aktarilmislardir. Dis ortama

aktarilan bitkiciklerin % 70’1 hayatta kalmay1 bagsarmistir.
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4.3. Antioksidan Enzim Aktiviteleri ile Ilgili Sonuclar

Organogenez ve somatik embriyogenez siirecleri boyunca SOD, PO ve CAT gibi

antioksidan enzimlerin aktivitelerinde degisikler gézlenmistir.

Organogenez siireci boyunca antioksidan enzimlerde onemli etkinlik degisiklikleri
Sekil 4.45, Sekil 4.46 ve Sekil 4.47°de gosterilmistir. Yaprak eksplantlarindan kallus
olusumu srrasinda SOD aktivitesi dereceli bir sekilde artmustir. Kiiltiirtin 4.
haftasindan sonra adventif siirglin olusturma ortamina alinan kalluslar tizerinde siirgiin
tomurcuklar1 belirmeye baslamistir. Bu sirada SOD aktivitesinde de dereceli bir diisiis
gozlenmistir. Siirglin olusumu stireciyle birlikte SOD aktivitesinde diislis devam

etmistir.

Kiiltiiriin ilk haftasinda PO aktivitesi, CAT aktivitesine gore daha yiiksek bir degere
sahiptir. Kallus olusumu siireci boyunca ise her iki enzim aktivitesinde de diisiis
gozlenmistir. Siirglin tesviki ortamma aktarilan kalluslarda ise adventif siirgiin

olusumuna bagli olarak CAT ve PO aktivitelerinde artis meydana gelmistir.

—4—S0D (U/mg protein)
1600 -+
1400 -
1200
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -

Kiiltir suresi (hafta)

Sekil 4.45: R. mykalea’nin organogenez siirecinde SOD aktivite degisimi
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—&— CAT (U/mg protein)
600 A
500 -
400 -
300 A
200 -

100 -

-100 -
Kiiltur siiresi (hafta)

Sekil 4.46: R. mykalea’nin organogenez siirecinde CAT aktivite degisimi

=—&—POD(U/mg protein)
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150
100
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Sekil 4.47: R. mykalea’nin organogenez siirecinde PO aktivite degisimi
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Somatik embriyogenez siireci boyunca antioksidan enzimlerde Onemli etkinlik
degisiklikleri Sekil 4.48, Sekil 4.49 ve Sekil 4.50’de gosterilmistir. Elde ettigimiz
sonuclara gore, SOD aktivitesi somatik embryogenezin erken sathasi olan
embriyogenik kallus olusumu siralarinda dereceli bir sekilde artmistir. Embriyogenez
stireglerinden olan globular yapilarin olugmasi ve somatik embriyolarin farklilagmasi
sirasinda, SOD aktivitesi de azalmaya baslamistir. Somatik embriyo farklisagmasi

artikca SOD aktivitesinde diisiis gozlenmektedir.

Somatik embriyogenez siirecinde kiltiiriin ilk haftasinda CAT aktivitesi PO
aktivitesine gore daha yiiksek bir degere sahiptir. Embriyogenik kallus olusumu
boyunca ise her iki enzim aktivitesinde de dereceli bir sekilde diislis gdzlenmistir.
Embriyogenez siireclerinden olan globular yapilarin olugsmasi ve somatik embriyo
farklilasmas1 srrasinda ise hem PO hemde CAT enzim aktivitelerinde artig

gozlenmektedir.

—4—SO0D (U/mg protein)
3500

3000
2500
2000
1500
1000

500

Kiiltur siiresi (hafta)

Sekil 4.48: R. mykalea’nin somatik embriyogenez siirecinde SOD aktivite degisimi
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500
450
400
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300
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200
150
100
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—&— CAT (U/mg protein)

Kiiltur siiresi (hafta)

Sekil 4.49: R. mykale’nin somatik embriyogenez siirecinde CAT aktivite degisimi
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Sekil 4.50: R. mykalea’nin somatik embriyogenez siirecinde PO aktivite degisimi
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Bitkilerin ¢ogundaki diferansiyasyon ya da de-diferansiyasyon olaylarinmn in vitro
siireglerinin arastirilmasi, eksplant kaynaginin fizyolojik evresi ve dondr bitki

genotipi lizerine odaklanmistir (Almeida et al., 2003; Rout ef al., 2000).

Normal aerobik metabolizma sonucu, mitokondri ve kloroplastlardaki elektron
tasinim zincirinden sizan elektronlar, O, ile etkilesime girerek siiperoksit (O;"),
hidrojen peroksit (H»O;), ve hidroksil radikali (HO”) gibi reaktif oksijen tiirlerini
olustururlar (Halliwell ve Gutteridge, 1985). Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin
yiiksek tretimi oksidatif stres olarak tanimlanmakta olup kuraklik, yiiksek 151k
yogunlugu veya in vitro kiiltiir gibi stresli ¢evresel kosullara bitki cevabr ile ilgili
yaygin bir olgu olarak nitelendirilmektedir (Price et al., 1989; Scandalios, 1990;
Cassells ve Curry, 2001). Hidroperoksil radikali (HO;"), siiperoksit radikali (O;”),
hidroksil radikali (HO”) ve hidrojen peroksit (H,O,) hiicrenin redoks sistemini

bozar, DNA yapisi, membran 6zellikleri ve enzim aktivitesindeki direkt degisiklerle

ana metabolik yollar etkilenir (Inzé ve van Montagu, 1995; Cassels ve Curry, 2001).

Bitkilerde reaktif oksijen tiirleri, savunma ya da adaptasyonu baslatan sinyal
molekiilleri, oksidatif hasar {irlinleri ya da primer elisitorler gibi stresle iligkili
normal fizyolojik siireclerle ilgili cevaplardir. Reaktif oksijen tiirlerinin ¢esidi ve
diizeyi strese karsi olusturulacak cevap tipi i¢in belirleyici faktorlerdir (Prasad ef al.,
1994; Hernandez et al., 2001). Optimum biiylime kosullarinda hiicreler, enzim ve
metabolitler sayesinde, reaktif oksijen tiirlerinin verecegi zararlardan korunurlar.
Buna paralel olarak, reaktif oksijen tiirleri ayn1 zamanda bitki biiylime ve gelisiminde
pozitif role de sahiptirler; H,O,, hiicre ¢eperlerinin tekrar olusumuna aracilik eden
peroksidazin intramolekiiler eter ¢apraz baglarin yapisina katilir (Iiyama et al. 1994),
ve O*" ve H,0, savunma sisteminin uyarilmasinda sinyal molekiil olarak hizmet
edebilir (Jabs et al., 1997; Lamb ve Dixon, 1997). Peroksidazlar cesitli anlatim
profilleri ile izoenzim olarak bulunmaktadir. Peroksidazlar, ligninifikasyon,
suberizasyon, oksin metabolizmasi, patojen enfeksiyonlarina karst savunma
mekanizmas1 ve yara iylestirici olarak degisik fizyolojik siire¢lerde rol almaktadir
(Hiraga et al., 2001). Apoplastik alanda bitki peroksidazlarinin bazi aromatik

bilesikten aromatik oksil radikallerini katalizledigi diistiniilmektedir (Takahama ve



114

Yoshitama, 1998), ve peroksidaza bagli olarak bdyle organik bilesiklerin iiretimi

cogunlukla ROS olusumu ile sonu¢lanmaktadir (Kagan et al., 1990).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve elimine edilmesi reaksiyonlar1 normalde denge
halindedir (Halliwell, 1982; Foyer ve Mullineaux, 1994). ROS’un seviyesini
ayarlamak i¢in bitki hiicreleri spesifik aktivite ve spesifik hiicresel lokasyonu olan
siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidazi igeren kompleks bir antioksidan enzim
sistemi gelistirmislerdir (Inze” ve van Montagu 1995; Noctor ve Foyer, 1997;

Scandalios et al., 1997; Hiraga et al., 2001; Alscher et al., 2002).

Oksidatif stres gevresel stresin anahtaridir ve SOD aktivitesi artig1 oksidatif stres ile
olusan zarara kars1 artan koruma ile iligkilidir (Asada, 1999). Yaprak eksplantlarindan
kallus olusumu srrasinda ve olgunlasmamis zigotik embriyolardan kallus olusum
sirasindaki SOD aktivitesindeki artig, hiicresel oksidatif zarardan korunmaya kars1 O,”
radikallerini siliplirmesinden dolayidir. O,” radikalleri seviyesinin SOD tarafindan
kontrolii, hiicresel oksidatif zarara karsi onemli bir koruma mekanizmasidir. Aksi
durumda O,” radikali peroksinitrit veya HO" gibi daha sitotoksik veya daha yiiksek
reaktif maddelerin olusumunda 6ncii rol alir (Halliwell ve Gutteridge, 1999). Bu
nedenle, SOD oksidatif zarara karst defans sisteminde ilk adim olarak

disiiniilmektedir (Dewir et al., 2006)

Fotosentez ve solunum sirasinda mitokondri ve kloroplastlarda elektron transport
zincirinden oksijene sizan elektronlar, bitkilerde hidrojen peroksiti olusturmaktadir
(Asada ve Takahashi, 1987). Bunun sonucunda meydana gelen oksidatif hasar,
hidrojen peroksitin toksik seviyelere ulagmasini saglamaktadir. Bu nedenle, CAT
aktivitesinin artigi, peroksizom ve sitozolde bulunan hidrojen peroksitin siiptiriilmesi

icin gereklidir.

Organogenez siirecinde slirgiin olusumu sirasinda CAT aktivitesindeki artisin nedeni
rejenere olan siirgiinlerde {iretilen yiiksek H,O,’1 ortadan kaldirmak icin etkili bir
stipiiriicii mekanizmasinin bulunmasidir (Meratan et al., 2009). Rejenere edilmis
siirglinlerde CAT 1n yliksek aktivitede olmasi siirgiinlerdeki yiiksek H>O; igeriginden
kaynaklanmaktadwr (Meratan ef al., 2009). Bizim c¢alismalarimizda organogenez

siirecinde siirglin olusumu sirasinda CAT aktivitesinin artmast Gupta ve Datta
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(2003)’nin Gladiolus hybridus Hort. ile yaptig1 bir calismanin sonuglar1 ve Meratan et
al. (2009)’nin Acanthophyllum sordidum gerceklestirdigi bir calismanin sonuglari ile
de paralellik gostermektedir. CAT ve PO’m biiyiime ve farklilasmada rol oynadiklar1
bilinmektedir (Gaspar, 1995; Molassiotis et al., 2004) ve onlarm yiiksek aktivitesi
stirgiin veya kok indiiksiyonu sirasinda meydana gelen farklilasma siireci ile iliskilidir
(Thakar ve Bhargava, 1999). Daha da 6tesi, CAT ve PO’ her ikisi de H,0;’i
eliminasyonunda rol alsada, H,O, icin yliksek reaksiyon orani fakat diisiik affiniteye
baglh olarak CAT sadece hidrojen peroksitin yiiksek bir kismini elimine ederken
(Willekens et al., 1997), PO hidrojen peroksitin yiiksek affinetisinden dolay1 diisiik
oranda hidrojen peroksiti elimine etmektedir. Ayrica peroksidazlar, hiicre
membraninin olusturulmasinda oldugu kadar oksin ve etilen metabolizmasinda da yer
almaktadir ve bundan dolayida olas1 “morfogenez markir1” olarak diisiiniilmektedirler

(Joersbo et al., 1989; Zhou et al., 1992; Kawano, 2003).

Meratan et al., (2009)’1in gergeklestirdigi calismada, kallustan siirgiin rejenerasyonu
sirasinda SOD ve CAT aktivitesinde artig, PO aktivitesinde ise azalma gozlemislerdir.
Oysa bizim denemelerimizde siirglin olusumu sirasinda SOD aktivitesinde azalma,
CAT ve PO aktivitesinde ise artis gdzlenmektedir. Bu durum da bize siirglin olusumu
sirasinda ortamda hidrojen peroksit miktarinin arttigini1 géstermektedir. Dogal olarak
normal hiicrelerde olusan hidrojen peroksit, hiicre fonksiyonunda uygun bir sinyal
molekiilii olarak rol alabilmektedir. Hidrojen peroksitin birikimi meristemoidlerin
gelisimi ve bunu takiben siirgiin primodiyumu olusumunu saglamaktadir (Tian et al.,
2003). Tian et al. (2003), cilek kalluslarindan siirgiin organogenezi sirasinda
antioksidan enzimlerin bulundugunu belirtmisler ve organogenez sirasinda SOD
aktivitesi artarken PO aktivitesinde azalma gozlemislerdir. Gupta ve Datta (2003)’nin
yaptig1 bir ¢alismada yaprak kalluslarindan siirgiin faklilagsmasi sirasinda CAT ve PO
aktivitelerinde artis oldugunu belirtmislerdir. Kallustan siirgiin organogenezi, gen
ekspressiyonu ve protein sentezi ile iliskili olduk¢a karmasik bir siiregtir (Tian et al.,
2003) ve H,O, bu siiregte rol almaktadir (Willekens et al., 1994). Endojen hidrojen
peroksit gen ekspressiyonu ve protein sentezine neden olabilmekte ve bdylece

organogenezi diizenlemektedir (Meratan et al., 2009).
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Doku kiiltiiriinde bitki rejenerasyonu ve ortamin osmotik 6zellikleri arasinda olasi bir
baglanti ROS’dan kaynaklanabilmektedir (Konieczny et al., 2008). Somatik
embriyogenez ve organogenez in vitro sartlar altinda bitki ¢ogaltimmi saglayan
birbirinden farkli iki siiregtir (De Klerk et al., 1997). Yiksek seker
konsantrasyonunun somatik embriyogenezde osmotik diizenleyici olarak rol aldigi
(Biahoua ve Bonneau 1999; Litze, 1986) ve sukroz konsantrasyonunun somatik
embriyo olusumunda etkili oldugu bilinmektedir (Kamada et al., 1989; Gray et al.,
1993; Lou ve Kako, 1995; Jeanin et al., 1995; Nakagawa et al., 2001; Erdag et al.,
2009).

Kairong et al. (1999) nin yaptig1 bir calismada ise SOD aktivitesinin en yiiksek
degerinin somatik embriyolar olusurken gozlemlemislerdir. Daha sonraki agamalarda
ise SOD aktivitesinde diisiis oldugunu belirtmislerdir. Ayni arastiricilar kallus
fazinda CAT ve PO aktivitelerinin yiiksek oldugu ve embriyo farklilasmasi sirasinda
ise aktivitede diisiis oldugunu belirtmislerdir. Oysaki, bizim bulgularimizda
embriyogenik kallus olusumu sirasinda CAT ve PO aktivitelerinde diisiis, embriyo
farklilagsmas1 sirasinda ise artis gozlenmektedir. CAT aktivitesi, PO aktivitesine gore
daha yiiksek bir degere sahiptir. Gupta ve Datta (2003)’nin yaprak kalluslarindan
somatik embriyo siirecinde SOD aktivitesinde artiy ve somatik embriyo
proliferasyonu sirasinda ise diislis gézlemislerdir. Ayn1 arastiricilar somatik embriyo
farklilasmas1 ve gelisimi swrasimda CAT ve PO aktivitelerinde de diisiis
gozlemislerdir. Tang ve ark. (2005)’nin Pinus strobus’un zigotik embriyolarini
kullanarak direkt adventif siirgiinleri elde ettigi ¢alismada ise, kiiltiir periyodunun 0-6
haftasinda peroksidaz aktivitesinin azaldigi, kiiltiiriin 7 ve 8. haftalarinda (gec siirgiin
tomurcuk olusum evresi) dereceli olarak artti§1 gozlenmistir. Katalaz aktivitesi ise,
devamli olarak tiim kiiltiir boyunca azalmistir. Bu sonuglar da bizim sonug¢larimizla

paralellik gostermektedir.

Konieczyn et al. (2008) Helianthus annuus olgunlasmamis zigotik embriyolar1
kullanarak sukroz konsantrasyonuna bagli olarak yiiksek sukroz konsantrayonunda
somatik embriyogenez ve diisiik sukroz konsantasyonunda organogenez ¢alismalari
gerceklestirmis, bu siirecler boyunca da bazi antioksidan enzimler aktivitesi

degisikleri ve igsel hidrojen peroksit seviyesini belirlemistir. Organogenez ve
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somatik embriyognez siliresinde SOD aktivitesi benzer bir sekilde degismekte
oldugunu belirtmistir. Somatik embriyogenez siirecinde kallus fazi olmaksizin
somatik embriyo farklilagsmasi sirasinda CAT aktivitesinde diisiis gézlemledigini,
direkt organogenez swrasmnda ise CAT aktivitesinde artis meydana geldigini
belirtmistir. Peroksidaz aktivitesinin kiiltiir baslangicindaki eksplantlarda farkli
oldugunu, fakat siirgiin veya somatik embriyo farklilasmasi sirasinda farkliliklar
gozlemlediklerini  belirtmislerdir. Organogenik kiiltiirlerde hidrojen peroksit
seviyesinde degisiklik gozlenmezken, embriyogenik kiiltlirlerde dereceli olarak artis

gosterdigini belirtmistir.

Somatik embriyogenez calismalarinda ortamda bulunun hidrojen peroksitin somatik
embriyo farklilasmasinda rol aldigi, ve CAT aktivitesindeki diislis ile somatik
embriyo iiretiminin arttig1 Kairong ef al. (1999) ve Gupta ve Datta (2003) tarafindan
gerceklestirilen ¢alismalarda da belirtilmistir. Ilave olarak, arastiricilar bu ¢alismada
CAT aktivitesindeki diisiisiin somatik embriyogenez ekspressiyonu i¢in 6nemli olan
icsel hidrojen peroksit konsantarsyonunun artamsi ile iligkili oldugunu da

belirtilmistir.

Bizim c¢aligmalarimizda kiiltir baslangicinda CAT  aktivitesindeki azalma
eksplanttaki endojen hidrojen peroksit artis1 ile uyusmaktadir. Kairong et al. (1999)
ve Gupta ve Datta (2003), kiiltiir ortamina ilave edilen H,O,’nin Lycium barbarum
ve G. hybridus ’un somatik embriyogenez frekansini arttirdigmi belirtmislerdir.
Antioksidantlar, yabani Daucus carotanin somatik embriyo olusumunda etkili

oldugu Earnshaw ve Johnson (1987) tarafindan da rapor edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

I.

Tir 1ile 1ilgili olarak yapilan arazi gozlemleri sirasinda Kusadasi
lokalitesindeki populasyonlarim durumu ve tehdit faktorleri belirlenmistir. 2
yillik bir 6n calismadan elde edilen veriler, tiriin dogadaki yayilisinin
yapilagsma, tarimsal etkinlikler ve yiyecek amagh tiiketim nedeniyle
sinirlandirildigmi gdstermektedir. Oniimiizdeki yillarda yapilacak ek gozlem
ve sayimlarin tiiriin populasyon durumu hakkinda daha kapsamli veriler
saglayacagi kusku gotiirmez durumdadir, ancak bu gilinkii hali ile R. mykalea
belirttigimiz 3’lii tehdit altinda ancak tarima uygun olmayan maki
adaciklarinda, heniiz iskana a¢ilmamis az sayidaki alanda ve yol kenarlarinda
yasama tutunma miicadelesi veren gercekten “kritik tehlike” altindaki bir
endemik tlirimiiz olarak degerlendirilmelidir. Ayrica bitki kapitulumlarmin
cok sayida bos tohum icermesi ve olgun tohumlarm bdcekler tarafindan
biiyiik Olclide tahribati tiiriin reprodiiktif iiremesini sinirlayict bir faktor
olarak degerlendirilmeli ve koruma biyolojisine yonelik calismalarda polen
canliligi, stigma olgunlugu ve tohum/ovul oran1 vb. c¢alismalarin

gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Bitkinin tohum canlilig1 %80 olarak belirlenmistir. Ancak in vitro ¢imlenme
denemelerinden elde edilen sonuglar oldukga diisiiktiir. Denemeler sirasinda
olgun tohumlarm c¢esitli dormansi faktorlerinin etkisi altinda oldugu
goriilmiis, ancak bu dormansi in vitro denemeler sirasinda asilamamistir. 8
aylik bekletme sonrast pH’1 7.5’¢ ayarlanmis distile su ortamindaki
tohumlarm 18 °C’ta karanlikta tutulmasi ile maksimum ¢imlenme yiizdesine

(% 30) ulagilmistir.

. Embriyo kiiltliri denemelerinde olgunlasmamis zigotik embriyolar kallus

olusumu seklinde cevap verirken, olgunlagsmis zigotik embriyolar ¢imlenerek
bitkicik gelisimi gostermislerdir. En yliksek embriyo ¢imlenmesi 0.01 mg/L
TDZ ilaveli MS ortaminda (% 63.33) elde edilmistir. Olgunlasmis zigotik
embriyolarin kullanilmasi ile embriyo kiiltiiri denemeleri R. mykalea tiiriiniin

iiretiminde, dormansi periyodunu kisaltarak hatta ortadan kaldirilarak kisa
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sirede  bitki eldesi bakimindan alternatif bir yontem olarak

degerlendirilmelidir.

Olgunlasmamis zigotik embriyolarn eksplant olarak kullanilmasiyla somatik
embriyogenez calismalar1 gergeklestirilmistir. En yiiksek oranda kallus
olusumu 0.25 mg/L NAA ve 1 mg/L BA ilaveli MS ortaminda elde edilmistir
(% 75). 0.1 mg/L BA ve % 6 sukroz ilaveli MS ortaminda en yiiksek oranda
embriyo farklilagmasi1 goriilmiistiir (19.25 somatik embriyo/kallus). Yiiksek
sukrozlu MS ortamida (% 12) farklilasan ve gelisen embriyolar, bitki
biiylime diizenleyicisi icermeyen % 3 sukroz ilaveli MS ortaminda % 15.75
oraninda bitkicige doniigsmiislerdir. Elde edilen bitkiciklerin % 80’1 basarili
bir sekilde dis ortam sartlarma uyum gostermiglerdir. Somatik embriyogenez
calismalarinda  kullanilan  zigotik embriyolar heniiz olgunlagmamais
oldugundan tohumun girecegi ve uzun siire kalacagi dormansi periyoduna
maruz kalmamis ve boceklerin tahribatina ugramamislardir. Bunun yaninda,
bir olgun embriyodan bir birey elde edilebilir olmasi yaninda bir
olgunlasmamis zigotik embriyodan daha yiiksek oranda somatik embriyo ve
dolayisiyla daha yiliksek oranda bireyler elde edilebilmektedir. Somatik
embriyolar iki kutuplu yapilar olduklarindan kolayca bitkicige
doniisebilmekte, koklenme icin ayr1 bir uygulamaya gerek duyulmamaktadir.
Bu nedenlerden dolayi, olgunlasmamis zigotik embriyolardan somatik
embriyogenez yoluyla bitki rejenerasyonu c¢ok sayida bitki elde etmek

acisindan alternatif tiretim yontemi olarak degerlendirilmelidir.

. Aksiller siirgiin cogaltimi, bitki biliylime diizenleyicisi igermeyen kontrol
ortami dahil tiim ortamlarda tesvik edilmistir. Ancak denemelerde BA’nin
KIN’e gore daha etkili bir sitokinin oldugu goriilmektedir. Eksplant basina
maksimum siirgiin sayis1 0.5 mg/L BA ilaveli MS ortaminda elde edilmistir
(5.8 siirgiin/eksplant). Aksiller siirgiin ¢ogaltimi caligmalarinda maksimum
stirglin uzunlugu bakimidan degerlendirilme yapildiginda en iy1 sonucun 0.1
mg/L KIN ilaveli ortamda elde edildigi goriilmektedir (7.35). Koklenmede en
etkin oksin IBA olarak belirlenmis ve en yiiksek koklenme yiizdesi 0.5 mg/L
IBA ilaveli /2 MS ortaminda elde edilmistir.
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6. Yaprak eksplantlarinin baslangic materyali olarak kullamildigi adventif
siirgiin  rejenerasyonu  denemelerinde  eksplantlar  Oncelikle kallus
olusturmustur. NAA’nmn 1 mg/L’lik konsantrasyonu en yiiksek kalluslagma
yiizdesini vermektedir (% 75). Bu konsantrasyonun artan ve azalan miktarlar1
ise % kallus olusumunu azaltmaktadir. Kalluslarin rejenere edilmesi ile
adventif siirgiinler elde edilmistir. Kallus basma ortalama 4.2 siirgiin sayis1 ile
0.5 mg/L NAA ve 2 mg/L BA kombinasyonu siirgiin olusumu bakimindan en
uygun kombinasyondur. Adventif siirgiinlerin kdklendirilmesi denemelerinde
en yiksek koklenme orani 2 MS + 0.5 mg/L IBA’da % 45 olarak elde
edilmis ve bunu % 35 oraninda 2 MS + 1 mg/L IBA ve MS+ 1.0 mg/L IBA

1zlemistir.

Aksiller ve adventif siirgiin rejenerasyonu gibi in vitro teknikler yok olma
tehlikesi ile kars1 karsiya olan R. mykalea bitkisi i¢in kisa slirede cok sayida
bitki elde etmek agisindan alternatif iiretim yOntemleri olarak

degerlendirilmelidir.

7. Organogenez siirecinde kallus olusumu ile birlikte SOD aktivitesinde artis ve
kalluslardan siirgiin rejenerasyonu sirasinda ise kademeli bir sekilde azalma
gozlenmistir. CAT ve PO aktiviteleri kallus olusumu sirasinda azalirken,
siirgiin tomurcuklart olusumu sirasinda artmistir. Somatik embriyogenezin
erken sathasi embriyogenik kallus olusumu sirasinda SOD miktar1 dereceli bir
sekilde artmustir. Kalluslarda globular olusumlar meydana gelince, SOD
miktar1 da dereceli bir sekilde azalmaya baslamistir. Embriyo olusumu artisiyla
SOD aktivitesinde diisiis gozlenmistir. Kiiltliir baslangicinda CAT ve PO
aktiviteleri olduk¢a yiiksek bir degere sahipken somatik embriyogenez
siirecleri sirasinda dereceli olarak azalmaktadir. Sonug olarak, antioksidan
enzimdeki degisimler R.mykalea nin organogenez ve somatik embriyogenez
stireglerini etkilemektedir. Bu denemeler sonucunda elde edilen bulgular, bu
konuda daha ayrintili calismalarin yapilmasi konusunda onciiliikk edecek nitelik

tasimaktadir.



121

KAYNAKLAR

Acik, L., Oztiirk, F., Vural, M., Tugay, O. and Giircan, I.S. 2009. Analysis of genetic
variation among accessions of critically endangered Rhaponticoides
iconiensis and Rhaponticoides mykalea based on RAPD and SDSPAGE
markers. Afr. J. Biotechnol., Vol. 8 (10); 2076-2082.

Almeida, W.A.B., Filho, F.A.A.M., Pino, L.E., Boscariol, R.L., Rodriguez, A.P.M.
and Mendes, B.M.J. 2003. Genetic transformation and plant recovery from
mature tissues of Citrus sinensis L, Osbeck. Plant Sci., 164; 203-211.

Alscher-Herman, R., Musgrave, M., Leopold, A.C. and Khan, A.A. 198]1.
Respiratory changes with stratification of pear seeds. Physiol. Plant.,
52;156-160.

Alscher, R.G., Erturk, N. and Heath, L. 2002. Role of superoxide dismutases
(SODs) in controlling oxidative stress in plants. J. Exp. Bot., 53; 1331-1341.

Alvard, D., Cote, F. and Tiesson, C. 1993. Comparison of methods of liquid medium
culture for banana micropropagation. Plant Cell Tiss. Org. Cult., 32; 55-60.

Ammirato, P.V. 1983. Embryogenesis. In: Handbook of Plant Cell Culture, Vol. 1,
Evans,D.A., Sharp, W.R., Ammirato, P.V., Yamado, Y. (eds), pp. 82-123.
Macmillan, New York.

Asada, K. 1999. The water-water cyvle in chloroplast: scavenging of active oxygens
and dissipation of excess photons. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol.
Biol., 50; 601-639.

Asada, K. and Takahashi, M. 1987. Production and scavenging of active oxygen in
photosynthesis. In: Photoinhibition. Kyle, D.J., Osmond, C.R., Arntzen, C.J.
(eds), Elsevier, pp.227-286, Amsterdam.

Babaoglu, M., Giirel, E. ve Ozcan, S. 2002. Bitki Biyoteknolojisi (Doku Kiiltiirii ve
Uygulamalari). Selguk Universitesi Basimevi, 374s., Konya.

Barnes, L.R. 1979. In vitro propagation of watermelon. Scientia Hort., 11; 223-227.
Baskin, C. C. and Baskin, J.M. 2001. Seeds. Academic Press, Lexington, Kentucky.

Beauchamp, C.O. and Fridovich, I. 1971. Superoxide dismutase: improved assays
and an assay applicable to acrylamide gel. Anal. Biochem., 44; 276-287.



122

Beers, R.F.J. and Sizer, LW. 1952. A spectrophotometric method for measuring
the breakdown of hydrogen peroxide by catalase. J. Biol. Chem., 195; 133-
140.

Benvenuti, S. and Macchia, M. 1997. Light enviroment, phytochrome and
germination of Datura stramonium L. seeds. Environ. Exp. Bot., 38; 61-71.

Bewley, J.D. 1997. Seed germination and dormancy. The Plant Cell, 9; 1055-1066.

Bewley, J.D and Black, M. 1982. Physiology and Biochemistry of Seeds in Relation
to Germination, Springer-Verlag, Berlin.

Bewley, J.D and Black, M. 1994. Seeds: Physiology of Development and
Germination. Second Edition. Plenum Press, New York.

Bhatia P., Bhatia N. and Ashwath N. (2004). Somatic embryogenesis in the nickel
hyper accumulating shrub, Hybanthus floribundus (Lindl.) F. Muell. Plant
Tiss. Cult., 14; 1-7.

Bhojwani, S.S. and Razdan, M.K. 1996. Plant Tissue Culture: Theary and Practice.
Revised Edition, Elsevier Science, pp. 297-335, Amsterdam.

Biahoua A., Bonneau L. (1999). Control of in vitro somatic embryogenesis of the
spindle tree (Euonymus europaeus L.) by the sugar type and the osmotic
potential of the culture medium. Plant Cell Reports, 19; 185-190.

Biggs, B.J., Smith, M.K. and Scott, K.J. 1986. The use of embryo culture for the
recovery of plants from cassava (Manihot esculenta crantz) seeds. Plant Cell
Tiss. Org. Cult., 6; 229-234.

Bogatek, R. and Lewak, S. 1988. Effect of cyanide and cold treatment on sugar
catabolism in apple seeds during dormancy removal. Physiol. Plantarum, 73;
406-411.

Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Anal. Biochem., 72; 248-254.

Brandel, M. 2004. The role of temperature in the regulation of dormancy and
germination of two related summer-annual mudflat species. Aquat. Bot.,
79; 15-32.

Bronner, R., Jeanin, G. and Hahne, G. 1994. Early cellular events during
organogenesis and somatic embryogenesis induced on immature zygotic
embryos of sunflower (Helianthus annuus L.). Can. J. Bot., 72; 239-248



123

Biiriin, B. and Giirel, A. 2002. Embriyo kiiltiiri. In: Bitki Biyoteknolojisi I- Doku
Kiltiirii ve Uygulamalari. Babaoglu, M., Giirel, E. ve Ozcan, S. (eds), Selguk
Universitesi Basimevi, pp. 324-344, Konya.

Callihan, R.H., Prather, T.S. and Northam, F.E. 1993. Longevity of yellow
starthistle (Centaurea solstitialis) achenes in soil. Weed Tech.,7; 33-35.

Cardemil, L. and Rainero, A. 1982. Changes of Araucaria araucana seed reserves
during germination and earty seedling. Can. J. Bot., 60; 1629-1639.

Cassells, A.C. and Curry, R.F. 2001. Oxidative stress and physiological, epigenetic
and genetic variability in plant tissue culture: implications for
micropropagators and genetic engineers. Plant Cell Tiss. Org. Cult.,
64;145-157.

Chawla, H.S. 2002. Introduction to Plant Biotechnology. Science Publishers, Inc.,
p.538., Plymouth, UK.

Chiwocha, S.D.S., Cutler, A.J., Abrams, S.R., Ambrose, S.J., Yang, J., Ross,
A.R.S. and Kermode, A.R. 2005. The etr1-2 mutation in Arabidopsis thaliana
affects the abscisic acid, auxin, cytokinin and gibberellin metabolic pathways

during maintenance of seed dormancy, moist-chilling and germination. Plant
J., 42; 35-48.

Christianson, M. L. and Warnik, D.A. 1983. Compentence and determination in the
process of in vitro organogenesis, Dev. Biol., 95; 288-293.

Christianson, M.L. and Warnik, D.A. 1985. Temporal requirement for phytohormone
balance in the control of organogenesis in vitro. Dev. Biol., 112; 494-497.

Chu, LY.E. 1992. Perspectives of micropropagation industry. In: Transplant
Production Systems. Kurata, K. and Kozai, T. (eds), Kluwer Acedemic,
pp-137-150, Amsterdam.

Cuenca, S., Marco, J.B. and Parra, R. 1999. Micropropagation from inflorescense
stems of the Spanish endemic plant Centaurea paui Loscos ex Wilk.
(Compositae). Plants Cell Rep., 18; 674-679.

Cuenca, S. and Marco, J.B. 2000. In vitro propagation of Centaurea spachii from
inflorescence stems. Plant Growth Regul., 30; 99-103.

Cakircilar, H., Cicek, N. ve Dogru, A. 2005. Centeurea tchihatcheffii Fisch. Et
Mey.’in ¢imlenme fizyolojisi. In: Centeurea tchihatcheffii. Bosgelmez, A.
(eds), Bizim Biiro Basimevi, pp.309-324, Ankara.



124

Celik, S. and Yiicel, E. 2008. Conservation strategy of critical endemic Centaurea
hausknetchii Boiss. (Section: Cyanoroides) and effects of different salt, nitrate
and acid concentrations on the germination of seeds. Asian J. Chem., 20, No.
5; 4051-4058.

Davies, K.J.A. 1987. Protein damage and degredation by oxygen radicals, I. General
aspects. J. Biol. Chem., 262; 9895-9901.

Davis, P.H. 1982. “Flora of Turkey and the East Aegean Islands” Volume:8.
Edinburgh University Press., Edinburgh.

Davis, P.H., Mill, R.R. and Tan, K. 1988. Flora of Turkey and the East Aegean
Islands, Edinburgh at the University Press, Vol:10: 166-169, Edinburgh.

De Jong, A.J., Schimidt, E.D.L. and De Vries, S.C. 1993. Early events in higher
plant embryogenesis. Plant Mol. Biol., 22; 367-377.

De Klerk, G.J. 1996. Markers for adventitious root formation. Agronomie, 16; 609-
616.

De Klerk, G.J., Arnholdt-Schmitt, B., Lieberei, R. and Neumann, K.H. 1997.
Regeneration of roots, shoots and embryos: physiological, biochemical and
molecular aspects. Biol. Plant., 39; 53-66.

Debergh, P.C. and Read, P.E. 1993. Micropropagation. In: Micropropagation
Technology and Application. Debergh, P.C., Zimmerman, R.H.(eds), Kluwer
Academic Publishers, pp.1-15, Dordrecht, Holland.

Del Ry’o L.A., Pastori, G.M., Palma, J.M., Sandalio, L.M., Sevilla, F., Corpas, F.J.,
Jimenez, A., Lopez-Huertas, E. and Herman’dez, J.A. 1998. The activated
oxygen role of peroxisomes in senescence. Plant Physiol., 116; 1195-1200.

Densmore, R.V. 1997. Effect of day length on germination of seeds collected in
Alaska. Am. J. Bot., 84 (2); 274-278.

Dewir, Y.H., Chakrabarty, D., Ali, M.B., Hahn, E.J. and Paek, K.Y. 2006. Lipid
peroxidation and antioxidant enzyme activities of FEuphorbia millii
hyperhydric shoots. Environ. Exp. Bot., 58; 93-99.

Devlin, R. 1975. Dormancy. In: Plant Physiology, Third Edition. D. Van Nostrand
Company. pp: 551-564.

Dhar, U. and Joshi, M. 2005. Efficient plant regeneration protocol through callus for
Saussurea obvallata (DC.) Edgew. (Asteraceae): Effect of explant type, age
and plant growth regulators. Plant Cell Rep., 24; 195-200.



125

Dornbos, D.L. 1995. Production environment and seed quality. In: Seed Quality.
Basic Mechanisms and Agricultural Implications. Basra, A.S. (eds), Food
Products Press, pp. 119-145, London.

Dweikat, .M. and Lyrene, P.M. 1989. Response of highbush blueberry seed
germination to gibberellin A; and °N-benzyladenine. Can. J. Bot., 67; 3391-
3393.

Earnshaw, B.A. and Johnson, M.A. 1987. Control of wild carrot somatic embryo
development by antioxidants. Plant Physiol., 85; 273-286

Ekim, T., Koyuncu, M., Vural, M., Duman, H., Aytag, Z., ve Adigiizel, N. 2000.
Tiirkiye Bitkileri Kwrmizi Kitabt (Egrelti ve Tohumlu Bitkiler). Tiirkiye
Tabiatin1 Koruma Dernegi, Ankara.

Eira, M. S. and Caldas, L. S. 2000. Seed dormancy and germination as concurrent
processes. R. Bras. Fisiol., 12; 85-104.

Elstner, E.F. 1987. Metabolism of activated oxygen species. In: The Biochemistry of
Plants,Vol.Il, Biochemistry of Metabolism. Davies, D.D. (eds), Academic
Press, pp.252-315, San Diego, CA.

Emek, Y. and Erdag, B. 2007. In vitro propagation of Gladiolus anatolicus (Boiss.)
Stapf. Pak. J. Bot., 39 (1); 23-30.

Endress, H.R. 1994. Basic techniques. In: Plant Cell Biotechnologies, Springer
Verlag-Berlin, pp.16-17, Heidelberg.

Erdag, B. ve Emek, Y. 2005. In vitro micropropagation of Anthemis xylopoda O.
Schwarz, a critically endangered species from Turkey. Pak. J. Biol. Sci., 8
(5); 691-695.

Erdag, B. and Emek, Y. 2009. Adventitious shoot regeneration and in vitro flowering
of Anthemis xylopoda O. Schwarz, a critically endangered Turkish Endemic.
Turk. J. Biol., 33(4); 319-326.

Erdag, B., Emek, Y. and Aktas, L.Y. 2009. In vitro somatic embryogenesis from
cormel-derived callus cultures of Gladiolus anatolicus. Propag.
Ornam. Plants, 9(4); 176-180.

Eren, O. 2007. The genus Rhaponticoides Vaill. (Asteraceae) in Turkey: a new
species and first key. Plant Syst. Evol., 267; 13-23.

Etkin, N.L. 1998. Indigenous patterns of conserving biodiversity: pharmacologic
implications. J. Ethnopharmacol., 63; 233-245.



126

Evenor, D. and Reuveni, M. 2004.Micropropagation of Achillea filipendulina
cv.’Parker’. Plant Cell Tiss. Org. Cult., 79; 91-93.

Fay, M.F. 1992. Conservation of rare and endangered plants using in vitro methods.
In Vitro Cell. Develop. Biol.-Plant, 28; 1-4.

Fenner, M. 1985. Seed Ecology. Chapman and Hall. London.

Finer, J.J. 1987. Direct somatic embryogenesis and plant regeneration from immature
embryos of hybrid sunflower (Helianthus annuus L.) on a high sucrose
containing medium. Plant Cell Rep. 6; 372-376.

Fonnesbach, A. and Fonnesbach, M. 1980. In vitro propagation of Monstrera
deliciosa. Hort. Sci., 15(6); 740-741.

Fountain, D.W. and Bewley, J.D. 1976. Modulation of pre-germination protein
synthesis by gibberellic acid, abscisic acid, and cytokinin. Plant Physiol., 58;
530-536.

Fowler, L.M.O., Russinova, A.L., Scott, A.S. and Elliott, M.C. 1998. Early changes
in gene expression during direct somatic embryogenesis in alfaalfa revealed
by RAP-PCR. J. Exp. Bot., 49; 249-253.

Foyer, C.H., Mullineaux, P. 1994. Causes of Photooxidative Stress and Amelioration
of Defense Systems in Plants. Boca Raton, Florida.

Foyer, C.H., Lopez-Delgado, H., Dat, J.F. and Scott, .M. 1997. Hydrogen peroxide
and glutathione-associated mechanisms of acclimatory stres tolerance and
signaling. Physiol. Plant, 100; 241-254

Franklin, C.I. and Dixon, R.A.1994. Initation and Maintenance of Callus and Cell
Suspension Cultures. Oxford University Pres. Oxford. UK.

Fridovic, 1. 1986. Biological effects of superoxide radical. Arch. Biochem.
Biophys., 247; 1-11.

Fuentes, S.R.L., Calheiros, M.B.P., Manetti-Filho, J. and Vieira, L.G.E. 2000. The
effects of silver nitrate and different carbonhydrate sources on somatic
embryogenesis in Coffea canephora. Plant Cell Rep., 19; 185-190.

Gamborg OL, Miller RA, Ojima K (1968). Nutrition requirements of suspension
cultures of soybean root cells. Exp. Cell Res., 50; 151-159.

Gamborg, O.L. and Phillips, G.C. 1995. Laboratory facilties, operation, and
management. In: Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Fundamental



127

Methods. Gamborg, O.L. and Phillips, G.C. (eds), Springer-Verlag, Berlin
Heidelberg.

Gaspar, T. 1995. The concept of cancer in in vitro plant cultures and the implication
of habituation to hormones and hyperhydricity. Plant Tiss. Cult.
Biotechnol., 1; 126-136.

George, E.F. 1993. Plant Propagation by Tissue Culture. Part I. The Technology,
Second Edition, Exegetics Ltd., England.

Gidrol, X., Lin, W.S., Degousee, N.,Yip, S.F. and Kush, A. 1994. Accumulation of
reactive oxygen species and oxidation of cytokinin in germinating soybean
seeds. Eur. J. Biochem., 224; 21-28.

Gray, D.J., Mcolley, D.W. and Compton, M.E. 1993. High frequency somatic
embryogenesis from quiescent seed cotyledons of Cucumis melo cultivars. J.
Am. Soc. Horticul. Sci., 118; 425-465.

Gupta, S.D. and Datta, S. 2003. Antioxidant enzyme activities during in vitro
morphogenesis of gladiolus and the effect of application of antioxidants on
plant regeneration. Biol. Plant., 47(2); 179-183.

Guri, A. Z. and Patel, K.N. 1998. Compositions and Methods to Prevent Microbial
Contamination of Plant Tissue Culture Media. United States Patent 5 750,
402.

Giiner, A., Ozhatay, N, Ekim, T., and Baser, K.H.C. 2000. “Flora of Turkey and
the East Aegean Islands (Supplement 2)” Vol. 11. University Press,
Edinburgh.

Halliwell, B. 1982. The toxic effects of oxygen on plant tissues. In: Superoxide
Dismutase, Vol. 1. Oberley, L.W. (eds), CRC Press, pp. 89-123, Boca Raton
FL.

Halliwell, B., Gutteridge, J.M.C. 1985. Free Radicals in Biology and Medicine,
Claredon Press, Oxford.

Halliwell, B., Gutteridge, J.M.C. 1999. Free Radicals in Biology and Medicine,
3rd ed. Oxford University Press, New York.

Hammatt, N. and Evans, P.K. 1985. The in vitro propagation of an endangered
species: Centaurea junoniana Svent. (Compositae). J. Hort. Sci., 60; 93-97.

Harper, J.L., Lovel, P.H. and Moore, K.G. 1970. The shapes and sizes of seeds.
Annu. Rev. Ecol. Syst., 1; 327-356.



128

Hartman, H.T., Kester, D.E. 1975. Plant Propagation - Principels and Practices.
Prentice-Hall. Inc., New Jersey.

Hartmann, K., Krobb, C. and Mollwo, A. 1997. Phytochrome-mediated photocontrol
of the germination of the Scentless Mayweed, Matricaria inodora L., and its
sensitization by nitrate and temperature. J. Photochem. Photobiol. B:
Biology, 40; 240-252.

Hellwig, F.H. 2004. Centaureinae (Asteraceae) in the Mediterranean-history of
ecogeographical radiation. Plant Syst. Evol., 246; 137-162.

Hernandez, J.A., Ferrer, M.A., Jimenez, A., Barcelo, A.R. and Sevilla, F. 2001.
Antioxidant systems and O,/ H,O, production in the apoplast of pea leaves.
Its relation with salt-induced necrotic lesions in minor veins. Plant Physiol.,
127; 817-831.

Herzog, V. and Fahimi, H. 1973. Determination of the activity of peroxidase. Anal.
Biochem. 55; 554-562.

Hiraga, S., Sasaki, K., Ito, H., Ohasi, Y. and Matsui, H. 2001. A large family of
class III plant peroxidases. Plant Cell Physiol., 4; 462-468.

Ho, R.H. 1987. Embriyo culture. Cell Tiss. Cult. Forest., 2; 137-167.

Hu, C.Y., Wang, P.J. 1986. Embryo culture: technique and application. In:
Handbook of Plant Cell Culture, vol 4. Evans, D.A, Sharp, W.R. and
Ammirato, P.B. (eds), Macmillan, pp. 43-96, New York.

Hu, C.Y., Zanetini, M.H.B. 1995. Embryo culture and embryo rescue for wide cross
hybrids. In: Plant Cell Tissue and Organ Culture, Fundamental Methods.
Gamborg O.L. and Phillips, G.C. (eds), Verlag, Berlin Heidelberg, pp. 129
140, Germany.

Iglesias, R.G. and Babiano, M.J. 1997. Endogenous abscisic acid during the
germination of chickpea seed. Physiol. Plant., 100; 500-504.

liyama, K., Lam, T.B.T. and Stone, B.A. 1994. Covalent cross-links in the cell wall.
Plant Physiol., 104; 315-320.

Imlay, J.A. and Linn, S. 1988. DNA damage and oxygen radical toxicity. Science,
240; 1302-13009.

Inzé, D. and van Montagu, M. 1995. Oxidative stress in plants. Curr. Opin.
Biotechnol., 6; 153-158.



129

Iriondo, J.M. and Perez, C. 1996. Micropropagation and in vitro strage of
Centaurium rigualii Esteve (Gentianaceae). Israel J. Plant Sci., 44; 115-
123.

ISTA. 1966. International rules for seed testing. Proceed. Internat. Seed Test.
Assoc., 31; 92-106.

Jabs, T., Tschope, M., Colling, C., Hahlbrock, K. and Scheel, D. 1997. Elicitor
stimulated ion fluxes and superoxide from the oxidative burst are essential
component in triggering defense gene activation and phytoalexin synthesis in
parsley. Proc. Natl. Acad. Sci., 94; 4800—4805.

Jeanin, G., Bronner, R. and Hahne, G. 1995. Somatic embryogenesis and
organogenesis induced on the immature zygotic embryo of sunflower
(Helianthus annuus L.) cultivated in vitro: role of the sugar. Plant Cell Rep.,
15; 200-204.

Jehan, H., Courtois, D., Ehret, C., Lerch, K. and Petiard, V. 1994. Plant regeneration
of Iris pallida Lam. and [Iris germanica L. via somatic embryogenesis from
leaves, apices and young flowers. Plant Cell Rep., 13; 671-675.

Joersbo, M., Anderson, J.M., Okkels, F.T. and Rajagopal, R. 1989. Isoperoxidasesas
markers of somatic embryogenesis in carrot cell suspension cultures. Physiol.
Plant.,6; 10-16.

Joshi, M. and Dhar, U. 2003. In vitro propagation of Saussurea obvallata (DC.)

Edgew.—an endangered ethnoreligious medicinal herb of Himalaya. Plant
Cell Rep., 21; 933-939.

Kairong, C., Gengsheng, X., Xinmin, L., Gengmei, X. and Yafu, W. 1999. Effect of
hydrogen peroxide on somatic embryogenesis of Lycium barbarum L. Plant
Sci., 146; 9-16.

Kamada, H., Kobayashi, K., Kiyosue, T., and Harada, H. 1989. Stress induced
somatic embryogenesis in carrot and its application to synthetic seed
production. In Vitro Cell. Dev. Biol., 25; 1163—-1166.

Karam, N.S. and Al-Salem, M.M. 2001. Breaking dormancy in Arbutus andrachne
L. seeds by stratification and gibberellic acid. Seed Sci. Technol., 29 (1); 51-
56.

Kauffman, M.R. 1969. Effects of water potential of germination of lettuce, sunflower
and Citrus seeds. Can. J. Bot., 49; 410-515.



130

Kawano, T. 2003. Roles of the reactive oxygen species-generating peroxidase
reactions in plant defence and growth induction. Plant Cell Rep., 21; 829-
837.

Kaynak, G. and Tarimcilar, G. 2001. New floristic records for the grid square B3
Uluborlu - Isparta, Turkey. Turk. J. Bot., 25; 163-165.

Kermode, A.R. 1990. Regulatory mechanisms involved in the transition from seed
development to germination. Crit. Rev. Plant Sci., 9; 155-195.

Kermode, A. R. 1995. Regulatory mechanisms in the transition from seed
development to germination: Interaction between the embryo and the seed
environment. In: Seed Development and Germination. Kigel, J. and Galili,
G.(eds), Marcel Dekker Inc., pp. 273-332.,New York-Basel-Hong Kong.

Kevseroglu, K. 1993. The effects of some physical and chemical treatments on
germination of Datura stromonium seeds. Turk. J. Agric. Forest., 17; 727-
735.

Khan, A.A. 1971. Cytokinins: Permissive roles in seed germination. Science, 171;
853-859.

Khan, M.A. and Gulzar, S. 2003. Light, salinity and temperature effects on the seed
germination of perennial grasses. Am. J. Bot., 90; 131-134.

Kocacaliskan, I. 2008. Bitki Fizyolojisi. Nobel Yayin Dagitim TiC. LTD. STI., s.316,
Ankara.

Kocatas, A. 2006. Ekoloji ve Cevre Biyolojisi. Ege Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi Yayilari, No:51.

Kagan, V.E., Serbinova, E.A. and Packer, L. 1990. Generation and recycling of
radicals from phenolic antioxidants. Arch. Biochem. Biophys., 280; 33-39.

Koger, C. H., Reddy, K. N., and Poston, D. H., 2004. Factors affecting seed
germination, seedling emergence and survival of texasweed (Caperonia
palustris). Weed Science, 52; 989-995.

Konieczny, R., Libik, M., Tuleja, M., Niewiadomska, E. and Miszalski, Z. 2008.
Oxidative events during in vitro regeneration of sunflower. Acta Physiol.
Plant., 30; 71-79.

Koorneef, M.,Bentsink, L. and Hilhorst, H. 2002. Seed dormancy and germination.
Curr. Opin. Plant Biol., 5; 33-36.



131

Kurt, S. 2005. Centaurea zeybekii Wagenitz’in Tohum Cimlenmesi Uzerine
Arastirmalar. Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Yiiksek
Lisans Tezi, 73s., Aydin.

Kurt, S.ve Erdag, B. 2009. In vitro germination and axillary shoot propagation of
Centaurea zeybekii. Biologia, 64(1); 97-101.

Lamb, C. and Dixon, R. 1997. The oxidative burst in plant disease resistance. Ann
Rev. Plant Physiol. Plant. Mol. Biol., 48; 251-275.

Leinonen, K. and Cahantal, M. 1998. Regulation of Picea abies seed dormancy by
red and far-red light at various moisture contents. Scand. J. Forest Res., 13;
43-49.

Leveck, H.H. 1962. The Tetrazolium Test for Seed Viability. Mississippi State
University, Mississippi.

Litze, R.E. 1986. Effects on osmotic stress on somatic embryogenesis in Carica
suspension culture. . J. Am. Soc. Hort. Sci., 11; 969-972.

Lou, H. and Kako, S. 1995. Role of high sugar concentrations in inducing somatic
embryogenesis from cucumber cotyledons. Scientia Hort., 64; 11-20.

Lou, H., Obara-Okeyo, P., Tamaki, M. and Kako, S. 1996. Influence of sucrose
concentration on in vitro morphogenesis in cultured cucumber cotyledon
explant. J. Am. Soc. Hort. Sci., 71; 497-502.

Maddox, D.M., Joley, D.B., Supkoft, D.M. and Mayfield, A. 1996. Pollination
biology of yellow starthistle (Centaurea solstitialis) in California. Can.
J. Bot.,74; 262-267.

Mansuroglu, S. ve Giirel, E. 2001. Mikrogogaltim. In: Bitki Biyoteknolojisi I, Doku
Kiiltiirii ve Uygulamalar1. Babaoglu, M., Giirel, E. ve Ozcan, S. (eds.), S.U.
Vakfi Yayinlari, ISBN 975-6652-04-7, s. 262-281, Konya.

Marks, G.E. 1973. Selecting Asparagus plants as sources of haploids. Euphytica
22;330-316.

Mayer, A.M. and Poljakoff-Mayer, A. 1982. The Germination of Seeds. Pergamon
Press, 211p., Oxford.

Mehanna, H.T., Martin, G.C. and Nishijima, C. 1985. Effects of temperature,
chemical treatments and endogenous hormone content on peach seed
germination and subsequent seedling growth. Scientia Hort., 27; 63-73.



132

Menges, E.S. 1986. Predicting the future of rare plant populations: Demographic
monitoring and modelling. Natural Areas Journal, 6; 13-25.

Meratan, A.A. , Ghaffari, S.M. and Niknam, V. 2009. In vitro organogenesis and
antioxidant enzymes activity in Acanthophyllum sordidum. Biol. Plant., 53
(1); 5-10.

Merkle, S.A., Parrott, W.A. and Williams, E.G. 1990. Aplications of Somatic
Embryogenesis and Embryo Cloning, In:Plant Tissue Culture, Applications
and Limitations. Bhojwani, S.S. (eds), Elsevier, pp. 67-101, Armsterdam.

Meyer, S.E. and Monsen, S.B. 1991. Habitat correlated variation in mountain big

sage brush (Artemisia tridentata ssp. vaseyana) seed germination patterns.
Ecology, 72; 739-742.

Molassiotis, A.N., Dimassi, K., Diamantidis, G. and Therios, I. 2004. Changes in
peroxidases and catalase activity during in vitro rooting. Biol. Plant., 48; 1-5.

Monnier, M. 1990a. Zygotic embriyo culture, In: Plant Tissue Culture: Applications
and Limitations. Bhojwani, S.S. (eds), pp. 366-393, The Netherlands.

Monnier, M. 1990b. Culture of zygotic embryos of higher plants, In: Plant Cell and
Tissue Culture, Methods in Molecular Biology, Vol. 6. Pollard, J.W. and
Walker, J.M. (eds), The Humana Press, pp. 129-139, USA.

Monnier, M. 1990c. Induction of embryogenesis in callus culture. In: Plant Cell and
Tissue Culture, Methods in Molecular Biology, Vol. 6. Pollard, J.W. and
Walker, J.M. (eds), The Humana Press, pp. 141-148, USA.

Muntz, K. 1982. Seed development. In: Nucleic Acids and Proteins in Plants.
Encyclopedia of Plant Physiology New Series, vol. 14A. Parthier, B. and
Boulter, D.(eds), Springer-Verlag, Berlin-Heidelberg, pp.505-558, New York.

Murashige, T. and Skoog, F., 1962. A revised medium for rapid growth and
bioassays with tobacco tissue cultures. Physiol. Plant., 15; 473-497.

Murch, S.J., KrishnaRaj, S. and Saxena, P.K. 2000. Phytomaceuticals: Mass
production, standardization and conservation. Sci. Rev. Alternative Med.,
4; 39-43.

Nakagawa, H., Saijyo, T., Yamauchi, N., Shigyo, M., Kako, S. and Ito, A. 2001.
Effect of sugars and abscisic acid on somatic embryogenesis from melon
(Cucumis melo L.) expanded cotyledon. Scientia Hort., 90; 85-92.



133

Nikoli¢, R., Miti¢, N., Mileti¢, R. and Neskovi¢, M. 2006. Effects of cytokinins on in
vitro seed germination and early seedling morphogenesis in Lotus
corniculatus L., J. Plant Growth Regul., 25; 187-194.

Noctor, G. and Foyer, C.H. 1997. Ascorbate and glutathione: keeping active oxygen
species under control. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 49; 249-
279.

Noranha, A., Andersson, L. and Milberg, P. 1997. Rate of change in dormancy level
and light requirement in weed seeds during stratification. Ann. Bot., 80; 795-
801.

Ogawa, K., Iwabuchi, M. 2001. Mechanism for promoting the germination of Zinnia
elegans seeds by hydrogen peroxide. Plant Cell Physiol., 42; 286-291.

Ozcan, S., Babaoglu, M. ve Sancak, C. 2001. Somatik Embryogenesis. In: Bitki
Biyoteknolojisi I- Doku Kiiltiitii ve Uygulamalar1 Babaoglu, M., Giirel E. ve
Ozcan, S. (eds). Selguk Universitesi Basimevi, s.71-88. Konya, Tiirkiye.

Ozel, C.A.,Khawar, K. M., Mirici, S., Ozcan,S. and Arslan, O. 2006. Factors
affecting in vitro plant regeneration of the critically endangered Mediterranean
knapweed (Centaurea tchihatcheffii Fisch et. Mey),
Naturwissenschaften, 93; 511-517.

Ozer, Z., Kadioglu, 1., Onen, H. ve Tursun, N. 1998. Herboloji (Yabanci Ot Bilimi).
Gaziosmanpasa Universitesi, Ziraat Fak. Yay. No: 20, Tokat.

Padilla, I.M.G. and Encina, C.L. 2002. In vitro germination of cherimoya (4Annona
cherimola Mill.) seeds. Scientia Hort., 97; 219-227.

Parrott, W.A., Merkle, S.A. and Williams, E.G. 1993. Somatic embryogenesis:
Potantial for use in propagation and gene transfer systems. In: Advanced
Methods in Plant Breeding and Biotechnology, Murray, D.R. (eds). C.A.B.
International, pp.158-200, UK.

Pevalek, Kozlina, B. 1998. In vitro germination of Centaurea ragusina L., a crotian
endemic species. Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica, 40; 21-24.

Philips, C.G. and Hubstenbenger, J.F. 1995. Micropropagation by proliferation of
axillary buds, In: Plant Cell, tissue and Organ Culture Fundamental Methods.
Gamborg, O. L. and Philips, G. C. (eds), pp.45-47, Germany.

Pierik, R.L.M. 1987. In vitro culture of higer plants, Martinus Nijhoff Publishers,
p.344. Dordrect.



134

Podstolski,A.P., Gajewska, B. and Lewak, S. 1974. Electrophoretic investigation of
phenol oxidases in stratified apple seeds. Biol. Plant., 16; 163-166.

Potikha, T.S., Collins, C.C., Johnson, D.I., Demler, D.P. and Levine, A. 1999. The
involvement of hydrogen peroxide in the differentiation of secondary walls in
cotton fibers. Plant Physiol., 119; 849-858.

Prasad, T.K., Anderson, M.D., Martin, B.A. and Stewart, C.R. 1994. Evidence for
chilling-induced oxidative stres in maize seedlings and a regulatory role for
hydrogen peroxide. Plant Cell, 6; 65-74.

Price, A.H., Atherton, N.M. and Hendry, G.A.F. 1989. Plants under droughtstress
generate activated oxygen. Free Radic. Res. Commun., 8; 61-66.

Raghavan, V. 1980. Embryo culture, In: Perspectives in Plant Cell and Tissue
Culture. Vasil, I.K. (eds), Academic Pres, pp. 209-236, New York.

Rai, M.K., Akhtar, N. and Jaiswal, V.S. 2007. Somatic embryogenesis and plant
regeneration in Psidium guajava L. cv. Banarasi local. ScientiaHort., 113;
129-133.

Rodriguez, A.A., Grunberg, K.A. and Taleisnik, E.L. 2002. Reactive oxygen species
in the elongation zone of maize leaves are necesssary for leaf extension. Plant
Physiol., 129; 1627-1632.

Rout, G.R., Samantaray, S. and Das, P. 2000. /n vitro manipulation and
propagation of medicinal plants. Biotechnol. Adv., 18; 91-120.

Ruffoni, B. and Massabo, F. 1991. Tissue culture in Gerbera jamesonii hybrida.
Acta Hort., 289; 147-148.

Rychter, A. and Lewak, S. 1971. Apple embryos peroxidases. Phytochemistry, 10;
2609-2613.

Scandalios, J.G. 1990. Response of plant antioxidant defence genes. In: Genomic
Responses to Environmental Stress. Scandalios, J.G. and Wright, T. (eds),
Academic, pp.1-41. New York.

Scandalios, J.G., Guan, L. and Polidoros, A.N. 1997. Catalase in plants: gene
structure, properties, regulation and expression, In: Oxidative Stress and
Molecular Biology of Antioxidant Defenses. Scandalios, J.G. (eds), Cold
Spring Harbor Laboratory Press, pp.343-406, Cold Spring Harbor, NY.

Schmidt, L. 2000. Dormancy and Pretreatment. Chap. 9. In: Guide to Handling of
Tropical and Subtropical Forest Seed.  Danida forest seed centre,
Danimarka.



135

Schiitz, W. 1997. Primary dormancy and annual dormancy, cycles in seeds of six
temperate wetland sedges. Aquatic Botany, 59; 75-85.

Schiitz, W. and Milberg, P. 1997. Seed dormancy in Carex canescens: regional
differences and ecological consequences. Oikos, 78; 420-428.

Se¢men, O. 1998. Tiirkiye Floras1 (Ders Notlar1). Ege Universitesi Fen Fakiiltesi
Yayinlari, No:120. Bornova/lzmir.

Sha Valli Khan, P.S., Prakash, E. and Rao, K.R. 1997. [In vitro micropropagation of
an endemic fruit tree Syzygium alternifolium (Wight) walp. Plant Cell
Reports, 16; 325-328.

Sharma, D.R., Kavr, R. and Kumar, K. 1996. Embryo rescue in plants. Euphytica,
89(3); 325-337.

Smith, P.G. 1944.Embryo culture of the tomato species hybrid. Am. Soc. Hort.
Sci., 44; 147-215.

Smith, R. 1992. Plant Tissue Culture Techniques and Experiments. Academic Press
Inc., pp. 1-27,UK.

Sreedhar, R.V., Venkatachalam, L., Thimmaraju, R., Bhagyalakshmi, N., Narayan,
M.S. and Ravishankar, G.A. 2008. Direct organogenesis from leaf explants of
Stevia rebaudiana and cultivation in bioreactor. Biol. Plant., 52 (2); 355-360.

Stebbins, G.L. 1971. Adaptive radiation of reproductive characteristics of
Angiosperms II. Seeds and seedlings. Annu. Rev. Ecol. Syst., 2; 237-260.

Stirk, W.A., Gold, J.D. Novak, O.,Strnad, M. and van Staden, J. 2005. Changes in
endogenous cytokinins during germination and seedling establishment of
Tagetes minuta L. Plant Growth Regul., 47; 1-7.

Sehirali, S., Ozgen, M., Karagdz, A., Siirek, M., Adak, S., Giiveng, I., Tan, A.,
Burak, M., ve Kaymak, H.C. 2005. “Bitki Genetik Kaynaklarinin Korunma
ve Kullanim1”,[http://www.zmo.org.tr/etkinlikler/6tk05/014sezensehirali.pdf],
Erisim Tarihi: 22.07.2009.

Taiz, L. and Zeiger, E. 1998. Plant Physiology.Sinauer Associates, Inc., Publishers,
p.792, Sunderland.

Takahama, U. and Yoshitama, K. 1998. Hydroxycinnamic acid esters enhance
peroxidase-dependent oxidation of 3, 4-dihydroxyphenylamine. Differences
in the enhancement among the esters. J. Plant Res., 111; 97-100.



136

Takashi, H. and Daisuka, K. 1997. Micropropagation of Centaurea macrocephela
Pushk. EX. Wild. by shoot axis splitting. Hort. Sci., 32(6); 1124-1125.

Tang, W. and Newton, R.J. 2005. Peroxidase and catalase activities are involved
indirect adventitious shoot formation induced by thidiazuron in eastern white
pine (Pinus strobus L.) zygotic embryos. Plant Physiol. Biochem., 43; 760
769.

Taylorson, R.B. and Hendricks, S.B. 1977. Dormancy in seeds. Ann. Rev. Plant
Physiol., 28; 331-354.

Terzi, S.A. and Loschiavo, F. 1990. Somatic embryogenesis. In: Plant Tissue
Culture: Applications and Limitations. Bhojwani S.S.(eds).,  Elsevier, pp.
54-66, NewYork.

Thakar, J. and Bhargava, S. 1999. Seasonal variation in antioxidant enzymes and the
sprouting response of Gmelina arborea Roxb. nodal sectors cultured in vitro.
Plant Cell Tiss. Org. Cult., 59; 181-187.

Tian, M., Gu, Q. and Zhu, M. 2003. The involvement of hydrogen peroxide and
antioxidant enzymes in the process of shoot organogenesis of strawberry
callus. Plant Sci., 165; 701-707.

Valdés, A.E, Ordas R.J, Fernandez, B, and Centeno, M.L. 2001. Relationships
between hormonal contents and organogenic response in Pinus pinea
cotyledons. Plant Physiol. Biochem., 39; 377-384.

Vardar, Y. 1982. Bitkilerde Biiyiime ve Gelisme Fizyolojisi. Karsiyaka, Izmir.

Vegis, A. 1964. Dormancy in higher plants. Annu. Rev. Plant Physiol., 15; 185-
224,

Wagenitz, G. 1975. Centaurea L., In: Flora of Turkey and the East Aegean Islands.
Davis, P.H. (Eds), Edinburgh at the University Press,. Edinburgh., 5; 465-
585.

Wagenitz, G. 1986. Centaurea in South-West Asia: Patterns of distribution and
biodiversity. Proc. Roy. Soc., Edinburgh, 89B; 11-21.

Walbot, V., Clutter, M. and Sussex, [. 1975. Effects of abscisic acid on germinating
bean axes. Plant Physiol., 56; 570-574.

White, P. 1963. The Cultivation of Animal and Plant Cells. Ronald Press. New York.



137

Wildi, E., Schaffner, W. and Biiter, K.B. 1998. In vitro propagation of Petasites
hybridus (Asteraceae) from leaf and petiole explants and from inflorescence
buds. Plant Cell Reports, 18; 336-340.

Willekens, H., Chamnongpol, S., Davey, M., Schraudner, M., Langebartels, C. and
Van Montagu, M. 1997. Catalase is a sink for H,O, and is indispensable for
stress defence in C3 plants. EMBO J., 16; 4806-4816.

Wise, R.R. and Naylor, A.W. 1987. Chilling-enhanced photooxidation: Evidence for
the role of singlet oxygen and endogenous antioxidants. Plant Physiol., 83;
278-282.

Yentiir, S. 1982. Tohum Cimlenmesi. Doga Temel Bilimler, 6; 175-186.

Yeung, E.C. 1981. In vitro fertilization and embryo culture. In: The Plant Tissue
Culture. Thorpe, T.A.(eds), Academic press, pp. 253-271, New York.

Yildiz, K. and Giicel, S. 2005. Kuzey Kibris Endemik Bitkilerinin Ex-situ
Korunmasi. 5. Uluslararast Kibris Arastirmalar1 Kongresi Bildirileri Cilt 11
Kibris Arastirmalart Merkezi, Dogu Akdeniz Universitesi, Kibris.
[http://www.emu.edu.tr/daukam/ukak5c2/kemal%20yildiz%20%20salih%20],
Erisim Tarihi: 22.07.2009

Zambre, M., Chowdhury, B., Kuo, Y.H., Van Montagu, M., Angenon, G. and
Lambein, F. 2002. Profilic regeneration of fertile plants from gren nodular
callus induced from meristematic tissues in Lathyrus sativus L. (grass pea).
Plant Sci., 163; 1107-1112.

Zhou, X., Han, Y., Yang, W. and Xi, T. 1992. Somatic embryogenesis and
analysis of peroxidase in cultured lerruce (Laruca sativa L.) cotyledons. Ann.
Bot., 69; 97-100.



138

OZGECMIS

KIiSISEL BILGILER

Adi Soyadi : Yelda (CALMAZ) EMEK

Dogum Yeri ve Tarihi : Yesilyurt/KIBRIS, 07.02.1978
EGITIM DURUMU

Lisans Ogrenimi : Siileyman Demirel Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji

Bolimii, 1995-1999.

Yiiksek Lisans Ogrenimi : Adnan Menderes Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,

Biyoloji Béliimii, 2000-2003.
Bildigi Yabanci Diller : Ingilizce
BIiLIMSEL FAALIYETLERI

a) Yaynlar
Uluslararasi hakemli dergilerde yaymlanan SCI & SSCI kapsaminda makaleler

1. Emek Y. and Erdag B. 2007. In vitro propagation of Gladiolus anatolicus
(Boiss.) Stapf. Pak.J. Bot., 39 (1); 23-30.

2. Karagozler A. A, Erdag B., Emek Y.C and Uygun D.A. 2008. Antioxidant
activity and proline content of leaf extracts from Dorystoechas hastata. Food

Chemistry, 111(2); 400-407.

3. Erdag B., Emek Y. and Aktas L.Y. 2009. In vitro somatic embryogenesis

from cormel-derived callus cultures of Gladiolus anatolicus. Propag.

Ornam. Plants, 9(4); 176-180.



139

4. FErdag B. and Emek Y. 2009. Adventitious Shoot Regeneration and in vitro

Flowering of Anthemis xylopoda O. Schwarz, a Critically Endangered
Turkish Endemic. Turk. J. Biol., 33(4); 319-326.

. Erdag B., Emek Y and Kurt S. 2010. Clonal propagation of Dorystoechas

hastata via axillary shoot proliferation. Turk. J. Bot.,(baskida)

Uluslararasi diger hakemli dergilerde yaymnlanan makaleler

I.

Erdag B., Kirmaci M., Emek Y. and Erdag A. 2002. A note on spore
production and in vitro spore germination capacities of Cheilothela chloropus
(Brid.) Lindb., Funaria convexa Spruce and Pleuridium acuminatum Lindb.

(Bryopsida). Bulletin Pure App. Sci., 21 B (2); 149-153.

Erdag B. and Emek Y. 2005. In vitro adventitious shoot regeneration of

Liquidambar orientalis Miller. J. Biol. Sci., 5(6); 805-808.

. Erdag B. and Emek Y. 2005. In vitro micropropagation of Anthemis xylopoda

O. Schwarz, a critically endangered species from Turkey. Pak. J. Biol. Sci.,

8(5); 691-695.

Emek Y. and Erdag B.2007. Somatic embryogenesis from leaf explants of
Gladiolus anatolicus (Boiss.) Stapf. Pak. J. Biol. Sci., 10 (8); 1190-1194.

b) Bildiriler
1.

Emek Y. ve Erdag B. Gladiolus anatolicus (Boiss.) Stapf’un mikrogogaltimi
iizerine arastirmalar (Poster bildiri). XVII. Ulusal Biyoloji Kongresi. Bildiri
Ozet Kitaby, sf. 82, 21-24 Haziran 2004. Adana, Tiirkiye

Erdag B., Emek Y. ve Kurt S. Dorystoechas hastata’nin in vitro ¢imlenmesi
ve fide gelisimi iizerine arastirmalar (Poster bildir1). XVIII Ulusal Biyoloji
Kongresi, Bildiri Ozet Kitaby, sf. 139-140, 26-30 Haziran 2006. Kusadast,
Aydm, Tirkiye.

Emek Y. ve Erdag B. Bursa Siyahi (Ficus carica L. cv. Bursa Siyahi) incir
cesidinin in vitro kosullarda NaCl stresine tepkileri (Poster Bildiri). XIX.



140

Ulusal Biyoloji Kongresi, Bildiri Ozet Kitabi, sf. 411, 23-27 Haziran 2008.
Trabzon, Tiirkiye.

Erdag B., Emek Y. ve Kurt S. Dorystoechas hastata Boiss. & Heldr. Ex
Bentham’nin in vitro elde edilmis fide eksplantlarmin kallus olusturma

potansiyellerinin arastirilmasi (Poster Bildir1). XIX. Ulusal Biyoloji Kongresi,

Bildiri Ozet Kitaby, sf. 433, 23-27 Haziran 2008. Trabzon, Tiirkiye.

Emek Y. ve Erdag B. Rhaponticoides mykalea’nin Kusadasi Populasyonu
Uzerine Gozlemler (Poster Bildiri). IX. Ulusal Ekoloji ve Cevre Kongresi,
Bildiri Ozet Kitaby, sf. 366, 7-10 Ekim 2009. Nevsehir, Tiirkiye.

¢) Katildig1 Projeler

1. Gladiolus anatolicus (Boiss.) Stapf'un mikrogogaltimi {izerine arastirmalar.
B.A.P, FEF 02007 (arastirici, proje tamamlanmaistir).

2. Dorystoechas hastata Boiss. & Heldr. ex Bentham’m Doku Kiiltiirii
Teknikleri Kullanilarak Cogaltimi. B.A.P, FEF-06014 (arastirici, proje
tamamlanmigstir).

3. Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.) M. V. Agab. & Greuter’nin in vitro
kosullarda cogaltilmas1 ve bu siireclere etki eden faktorlerin arastirilmasi.
B.A.P, FEF-07012 (arastirici, proje tamamlanmistir).

ILETiSiM

E-posta Adresi : e-mail: 1) yelda@adu.edu.tr

2) yelda _ce@hotmail.com

Tarih : 05.03.2010



