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ONSOZ

“Endemik Tripleurospermum heterolepis ve T. ziganaense (Asteraceae) Turlerinin
Ureme Biyolojisi ve Popiilasyon I¢i Genom Biiyiikliigii Varyasyonlar1” isimli bu tez
Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek
Lisans Programi’nda hazirlanmistir.

Tez ¢alismam boyunca higbir destegini esirgemeyen ve bilim insan1 olma yolundaki
ilk adimlarimi atarken kiymetli bilgileriyle ve tecriibesiyle yolumu aydinlatan, hayatima
engin donanimiyla pusula olan hocam Sayin Prof. Dr. Hiiseyin INCEER’ e tesekkiirii bir
borg bilirim. Ayrica, egitim 6gretim hayatimda katkisi olan tiim hocalarima ve ortak olarak
caligmalar ylriittiigiimiiz ve tez g¢alismasi siiresinde de hicbir yardimdan kaginmayan
hocam Sayin Prof. Dr. Fatih Saban BERIS’ e ve tez calismalarimu yiiriitebilmem icin ortam
ve olanak saglayan Prof. Dr. Ersan KALAY’ a tesekkiir ederim. Tez caligmasi siirecinde
benden desteklerini esirgemeyen Biyoloji Bolimii’ndeki tim degerli hocalarima ve asistan
arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak, dogdugum giinden beri elimi hi¢ birakmayan, hayatim boyunca aldigim
tim kararlarda bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim ve her kararimda arkamda
olan, maddi ve manevi desteklerini hichir zaman esirgemeyen ve buglnlere
gelmemde en biiyiik paya sahip olan annem Nese ARPA ve babam ibrahim ARPA’ya,
kardeslerim Hilal ARPA, Tugba ARPA, Nisa ARPA, Kayra Cagan ARPA ve ruhuyla hep
yanima olan Talha ARPA’ya tesekkiir eder, minnettarligimi sunarim. Akademik hayata adim
atmam igin en bliyiik destegim olan ve basarilarimdan gurur duyarak benden inancini asla
yitirmeyen esim Eren SAGAN” a tesekkiir ederim.

Bu ¢alisma; TUBITAK 1227845 nolu proje ile desteklenmistir. TUBITAK Yonetim
Kurulu Baskani’na ve degerli liyelerine tesekkiir ederim. Bu tez ¢alismasinin bundan sonraki

caligmalara katki saglamasini temenni ederim.

Rabia SAGAN
Trabzon 2024



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Endemik Tripleurospermum heterolepis ve T.
ziganaense (Asteraceae) Tiirlerinin Ureme Biyolojisi ve Popiilasyon i¢ci Genom Biiyiikliigii
Varyasyonlar1” baslikli bu ¢alismay1 bastan sona kadar danismanim Prof. Dr. Hiiseyin
INCEER’ in sorumlulugunda tamamladigimi, verileri/6rnekleri kendim topladigimu,
deneyleri/analizleri ilgili laboratuvarlarda yaptigimi/yaptirdigimi, baska kaynaklardan
aldigim bilgileri metinde ve kaynakcada eksiksiz olarak gdsterdigimi, ¢aligma siirecinde
bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 30/07/2024
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Yilksek Lisans Tezi

OZET

ENDEMIK TRIPLEUROSPERMUM HETEROLEPIS ve T. ZIGANAENSE
(ASTERACEAE) TURLERININ UREME BiYOLOJiSi ve POPULASYON iCi GENOM
BUYUKLUGU VARYASYONLARI

Rabia SAGAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danmisman: Prof. Dr. Hiiseyin INCEER
2024, 37 Sayfa

Bu ¢alismada, endemik Tripleurospermum heterolepis (Freyn & Sint.) Bornmuller ve
T. ziganaense Inceer & Hayirlioglu-Ayaz tiirlerinin treme 6zellikleri ve popllasyon igi
genom biiyiikliigii varyasyonlar1 ilk kez incelenmistir. Ureme biyolojisi kapsaminda polen
canlilik, stigma olgunluk, tohum canlilik, aken ¢imlendirme ve yasama basarisini belirleme
caligmalar1 yapilmistir. Ayrica akim sitometrik tohum goriintiileme ile tiirlerin eseyli veya
eseysiz ireyip tiremedikleri arastirilmistir. Popiilasyon i¢i genom biiyiikliigii varyasyonu
akim sitometrik analizlerle belirlenmistir. Elde edilen verilere gore, her iki tlirde de polen
canliligl ile tohum canliigi %70’in, aken ¢imlenme orani ise %90’1n lzerindedir ve
embriyonik bitkilerin yasama basarist ise %100’diir. Stigma olgunlugu ¢i¢eklenme
oncesinde negatif, ciceklenme doneminde ise iyi derecede pozitiftir. Akim sitometrik tohum
gortntileme sonucu, her iki tirde de endosperm:embriyo (3C:2C) orani 1,5’in altindadir.
Diger yandan, popiilasyon i¢i genom biiyiikliigii varyasyonu T. heterolepis’de %12 ve T.
ziganaense’de %18dir. Elde edilen bu veriler ile endemik T. heterolepis ve T. ziganaense

tiirlerinin koruma biyolojisine yonelik ¢alismalara katkilar saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Ureme biyolojisi, Koruma biyolojisi, Akim sitometri, Asteraceae
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Master Thesis

SUMMARY

REPRODUCTIVE BIOLOGY AND WITHIN POPULATION GENOME SIZE
VARIATIONS OF ENDEMIC TRIPLEUROSPERMUM HETEROLEPIS AND T.
ZIGANAENSE (ASTERACEAE) SPECIES

Rabia SAGAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin INCEER
2024, 37 Pages

In this study, the reproductive characteristics and within population genome size
variations of the endemic Tripleurospermum heterolepis (Freyn & Sint.) Bornmiiller and T.
ziganaense Inceer & Hayirlioglu-Ayaz species were examined for the first time. Within the
scope of reproductive biology, studies have been carried out pollen viability, stigma
maturity, seed viability, achene germination and survival success. Additionally, it was
investigated whether the species reproduced sexually or asexually using the flow cytometric
seed screening method. Flow cytometry was also performed to determine within population
genome size variation. According to the data obtained, pollen viability and seed viability in
both species are over 70%, achene germination rate is over 90%, and the survival rate of
embryonic plants is 100%. Stigma receptivity is negative in the pre-flowering period and
well positive in the flowering period. According to the data obtained as a result of flow
cytometric seed screening analyses, the endosperm:embryo ratio is below 1.5 in both species.
Within population genome size variation is 12% in T. heterolepis and 18% in T. ziganaense.
With these data obtained, contributions were made to studies on the conservation biology of

species.

Key Words: Reproductive biology, Conservation biology, Flow Cytometry, Asteraceae
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1. GENEL BILGIiLER

1.1. Giris

Bitkilerde treme, genetik olarak kontrol edilen, yapisal ve hiicresel degisiklere yol
acan birgok biyokimyasal surecleri icerir (Franklin-Tong, 1999). Bitkilerde tireme biyolojisi
ise eseyli ve eseysiz iireme mekanizmalari, tozlasma, dollenme, gen akisi, genetik
cesitlilikleri ve bunun popiilasyon ici ve popiilasyonlar arasi etkisini konu alir (Unal, 2006).
Ureme sonucunda gerceklesen gen akist ve genetik varyasyonlar, meydana gelen bireylerde
cesitlilige sebep olmaktadir. Bu cesitlilik, ¢cevresel etkiler, ekolojik baskilar ve zorlu habitat
kosullarinda bitkilere, hayatta kalmalar1 ve neslinin devamliligini saglamasi i¢in adaptasyon
ozelligi kazandirir. Genetik varyasyonun azalmasi ise tiir popiilasyonunu yok olma riskiyle
kars1 karsitya birakir. Kiiglik popiilasyona sahip ¢ogu nadir tiirlerde belirlenen diisiik
diizeydeki genetik cesitlilik bu ifadenin agikga bir kanit1 olarak sunulabilmektedir. Mevcut
bitki ¢esitliligini muhafaza edebilmek ya da arttirabilmek adina 6zellikle endemik ve tehdit
altindaki tiirlerin ireme biyolojisini anlamak, etkili koruma stratejileri gelistirmek ve tiirlerin
stirdiiriilebilirligini saglamak ekolojik agidan 6nem tasimaktadir (Primack, 1980; Saroj,
2005).

Giiniimiizde bitki ¢esitliligi, kiiresel iklim degisikligi, istilaci tiirler, ¢evre kirliligi,
habitat kaybi, genetik varyasyonun azalmasi gibi biyotik, abiyotik ve antropojenik etkilerle
azalmaktadir (Thomsen & Willerslev, 2015). Ozellikle nesli tehlike altinda olan bitki
tiirlerinin sayis1 her gegen giin daha da artmaktadir. Bu olumsuz egilimi azaltmak i¢in birkag
olas1 koruma stratejileri mevcuttur. Botanik bahgeleri, tohum bankalari, tabiat parklar: gibi
in situ ve ex situ koruma yontemleri kullanilarak tirlerin ortadan kalkmasi
engellenebilmektedir. Bu yontemler 6zellikle nesli tehlike altindaki endemik bitkilerin
devamliligin1 saglamada etkili ¢6ziim yollarindandir (Atasagun, 2012). Fakat, bu koruma
stratejileri tlirlerin her ne kadar hayatta kalma sansin1 devam ettirse de yontemlerdeki ¢esitli
kisitlamalar, tirlerin kendi habitatlarindaki gibi yasamsal siirecini tam anlamiyla
saglayamamaktadir. Buda tiirlerin dogal formlarin1 korumada, genetik c¢esitliligin yok
olmasin1 engellemede ve yasamsal dongiilerinin devamliligi i¢in uygun kosullarin
olugmasinda bir engeldir. Bu nedenle tiirlerin {ireme biyolojisini ortaya koymak, genetik
kaynaklarin1 koruyarak dogal ortamindaki yasanabilirligini arttirmaktadir. Tiirlerin tireme

basarisina etki eden basamaklari arastirmak, {ireme stratejilerini  belirlemek,



stirdiiriilebilirligi saglamak ve korumak igin gereklilik arz etmektedir. Tozlasma, déllenme,
tohum ve meyve olusumu gibi bir¢ok biyotik mekanizmalar1 konu alan {ireme biyolojisi,
ozellikle tehdit altindaki endemik tiirler ig¢in koruma stratejileri gelistirmede 6nemli bir
kaynaktir. Bu nedenle, iireme biyolojisi ¢aligmalarinin giderek hiz kazanmasi sadece turlerin
neslinin devamlihig1 i¢in degil, bu kaynaklarin korunmas: icinde gereklidir. Ozellikle kiiciik
poptilasyonlara sahip bitkilerin genetik yapisini diizenleyen tozlagsma ve lireme sistemlerinin
anlagilmasi, bitkilerin korunarak siirdiiriilebilirligini saglamak agisindan olduk¢a Gnem
tagimaktadir. Bununla birlikte, popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar aras1 genetik varyasyonlarin
azalmasi durumunda, tiir yok olma tehlikesiyle karsi karsiya kalacagindan sadece iireme
biyolojisi degil, tiirlerin genetik ¢esitliliginin de ortaya konulmasi gerekmektedir.

Diinya iizerinde endemik ve tehlike altindaki tiirler basta olmak {izere bitki rezervlerini
korumak i¢in ¢esitli uluslararasi anlasmalar (Biyolojik Cesitlilik S6zlesmesi), koruma
politikalar1 (Koruma Kanunlari) ve kuruluslar vardir. Bunlar arasinda nesli tiikenmekte ve
tehlike altinda olan tiirleri belirlemek i¢in 1948 yilinda kurulan Uluslararas1 Dogay1 Koruma
Birligi (International Union for Conservation of Nature: [IUCN), korumaya yonelik ¢esitli
calismalar gerceklestirmistir. IUCN, bu tiirleri belirlemede, yok olma tehlike derecesine gore
kategorilendirme sistemini kullanmistir. IUCN o6lgiitlerine gore; dogada yasamasini devam
ettiren ve hakkinda yeterince bilgi bulunan bitki tiirleri, Cok Tehlikede (CR, Critically
Endangered), Tehlikede (EN, Endangered), Duyarli (VU, Vulnerable), Tehdite Yakin (NT,
Near Threatened) veya Diisiik Riskli (LC, Least Concern) olarak tanimlanan tehdit
kategorilerinde yer alirlar. Bunlardan CR, EN ve VU koruma gerektiren kategorilerdir
(Atasagun, 2012). Ulkemizde ise IUCN Kkategorilerinde bircok endemik ve nesli tehlike
altinda olan tiirlerimiz bulunmaktadir. Bu tiirler arasinda ¢igekli bitkilerin en gelismis
familyasi olan Asteraceae da yer almaktadir.

Asteraceae familyasi yaklagik 1600-1700 cins ve 24000-30000 tir icermektedir ve
angiospermlerin en biiyiik familyalarindandir (Funk vd., 2009). Asteraceae familyasimnin
Anthemideae tribusunda yer alan Tripleurospermum Sch. Bip. cinsi, yaklasik 40 tiir igerir
(Oberprieler vd., 2007). Bu cinsin, ulkemizde 33 tlrl bulunmaktadir ve bunlarin 17’si
endemiktir (Inceer vd., 2012; Teksen vd., 2022). Ulkemizde, “Akpapatya” olarak da bilinen
bu cinsin (Inceer vd., 2012), endemizm oran1 yaklastk %52°dir ve birgok iiyesi, cesitli
antropojenik faktorler nedeniyle yok olma tehlikesiyle karsi karsiyadir (Ekim vd., 2000).

Tripleurospermum heterolepis (Freyn & Sint.)) Bornmidller ve Tripleurospermum

ziganaense Inceer & Hayirlioglu-Ayaz iilkemiz igin endemik olan tiirlerdir. Bu tiirler ayn1



zamanda IUCN Kirmizi Liste Kategorileri ve Olgiitlerine gore, CR kategorisinde yer alirlar,
dolayisiyla nesli tehlike altinda olan tiirlerdir (Inceer & Hayirlioglu-Ayaz, 2008; Inceer,
2015). Diger yandan, Tripleurospermum cinsinde iireme biyolojisine yoOnelik yapilan
caligmalar sadece T. inodorum (L.) Schultz Bip. tiirii ile sinirhidir (Kay, 1994). Dolayisiyla,
gerek T. heterolepis gerekse T. ziganaense tiirleri iizerinde iireme biyolojisine yonelik su
ana kadar herhangi bir ¢alisma yapilmamustir. Ayrica, tiirlerin genom biiyiikliigi bilinmekle
birlikte (Inceer vd., 2018), popiilasyon i¢i genom biiyiikliigii varyasyonlarmi belirlemeye
yonelik herhangi bir ¢alisma heniiz yapilmamistir. Bu tez ¢aligsmasi ile ilk kez, T. heterolepis
ve T. ziganaense tiirlerinin bazi iireme 6zellikleri (polen canliligi, stigma olgunlugu, aken
cimlendirme, tireme bigimi) ve popiilasyon i¢i genom biiylikliigii varyasyonlari ile bunlarin

korumadaki 6neminin ortaya konulmasi amaglanmaistir.

1.2. Literatir Ozeti

1.2.1.  Asteraceae Familyasinin Ozellikleri

Asteraceae familyasi, angiospermlere ait Asterales takiminda bulunmaktadir. Familya
yaklagik olarak 1700 cins ve 25000 tiirle temsil edilmektedir (Batista & Souza, 2017).
Asteraceae, ¢igekli bitkilerin en biiylik familyasi olma 6zelliginin yani sira kapitulum adi
verilen 6zel bir ¢icek durumuna sahip olmasiyla da diger familyalardan ayrilir. Kapitulum,
birden fazla sesil ¢igcegin genislemis reseptakulum iizerinde siki bir sekilde yerlesmesiyle
olusan rasemoz infloresens seklidir. Etrafi ¢icek kiimelerini korumak igin fillarilerden
olusmus bir involukrum ile ¢evrilir. Baz1 taksonlarda brakte goriiliirken, genel olarak
Asteraceae familya {liyelerinde hipantiyum bulunmaz. Periyantinda kaliks ve korolla
seklinde farklilagsma goriilmektedir. Fakat kaliks indirgenerek tiiy seklinde pappus denilen
yapiya doniismiistiir. Korolla ise bilabiat, tubulat (tlipsi) ya da ligulat (dilsi) gibi degisik
sekiller almistir. Kapitulumda, merkezde bulunan c¢igeklere tiipsii, ¢evresinde bulunanlara
ise dilsi denilmek tizere iki tip ¢igek bulunmaktadir. Tiipsii ¢igekler cogunlukla hermafrodit,
nadir olarak staminat ya da sterildir (kisirdir). Dilsi ¢gigekler ise hermafrodit, pistillat ya da
sterildir. Kapitulum esey durumuna gére homogamdir, yani tiim ¢igeklerin iki eseyli olma
durumudur ya da heterogamdir, yani pistillat ¢icekler ile iki eseyli cigekleri birlikte
bulundurma durumudur. Stamenler 4 - 5 adet, dairesel, alternipetal, genellikle singeneziktir.

Pistil tek, ovaryum alt durumlu, iki karpelli ve bir lokulusludur. Asteraceae’nin meyvesi



aken’dir. Akenin perikarp kismui kuru ve sert oldugu i¢in a¢ilamayan kuru meyveler sinifinda

yer alir ve tek tohumludur (Tadesse, 2014; Ustasuleyman vd., 2021; Aksu-Kalmuk, 2018).

1.2.2.  Asteraceae’de Ureme Biyolojisi Calismalari

Bitkilerde iireme, c¢esitliligin ve devamliligin saglanmasi i¢in hayati bir Gneme
sahiptir. Ureme biyolojisi ise tiirlerin gesitliligini ve devamlihigim saglayan nesillerin
olusumunda yer alan yapilar, mekanizmalar ve biyotik etkilesimlerle ilgilidir (Tandon vd.,
2020). Bu nedenle, ozellikle nesli tehlike altinda olan endemik tiirlerin iireme biyolojisini
ortaya koymak, etkili koruma stratejileri gelistirmek i¢in énemli bir unsur olarak kabul
edilmektedir. Nesli tehlike altinda olan endemik 561 (IUCN, 2022) tiir iceren Asteraceae
familyasi da bu kapsamda arastirmacilarin odak noktasi olmustur. Literatiir verilerine gore,
familyada tireme biyolojisine yonelik yapilan bazi ¢calismalar asagida 6zetlenmektedir;

Kay (1994), Tripleurospermum inodorum (L.) Sch. Bip. turlinde fenoloji, yasam
Oykisu, uUreme kapasitesi, tohum canliligt ve aken c¢imlenmeleri Uzerine calismalar
yapmustir.

Yankova-Tsvetkova vd. (2018), bir Bulgar endemigi olan Centaurea achtarovii Urum.
tirliniin ireme biyolojisini ¢alisarak tlirli korumaya yonelik cesitli yoOntemler
gelistirmislerdir.

Houliston ve Chapman (2004) Hieracium pilosella L. Gzerinde Greme biyolojisi ve
genom caligmalar1 yaparak tiir popiilasyonunun genetik cesitliliginde eseyli liremenin
onemini ortaya koymuslardir.

Grombone-Guaratini vd. (2004), Bidens L. cinsine ait ti¢ farkli tlirde Gremenin en
temel basamaklarindan biri olan tozlagma biyolojisi lizerine ¢alismalar yapmustir.

Jawhari vd. (2022), Anacyclus pyrethrum L. tiiriiniin iki varyetesi arasinda ilireme
biyolojisi, tozlasma ve polen morfolojisi karsilastirmasi yapmustir.

Delbon vd. (2017), Arjantin’in nadir tiirlerinden olan Asteraceae familyasina ait
Flourencia cinsinin alt1 tiirii izerinde morfoanatomik ve tohum ¢imlenmesini kapsayan
tireme ¢alismalar1 yaparak, bu tiirlerin korunmasina yonelik stratejiler gelistirmenin 6nemini
vurgulamislardir.

Wang vd. (2023), Taihang Daglari'nin endemik bir bitkisi olan Opisthopappus C. Shih
cinsinin iki tlirii iizerinde, ¢igek fenolojisi, lireme ve tozlasma biyolojisi ¢caligsmalar yaparak,

elde edilen sonuglarin habitatta bulunan diger tiirlere de 151k tutmasini saglamslardir.



Atasagun ve Aksoy (2018), tilkemizde bulunan ve endemik bir tir olan Centaurea
amaena Boiss ve Balansa i¢in popiilasyon yapisini, iireme sistemini konu alan otoekolojisini
ve koruma biyolojisini ¢alisarak, tlilkemizde biyolojik ¢esitliligin korunmasina ydnelik
yapilan ¢alismalarin 6nemine dikkat ¢gekmistir.

Sharma vd. (2023), Helianthus annuus L. tiiriinde stigma aliciligini ve gergeklesen
kimyasal surecleri inceleyerek, bu siirecte gorev alan enzimlerin, flavonoidlerin, reaktif
oksijen tiirlerinin aktif rollerini vurgulamaktadir.

Qureshi vd. (2009), Pakistan’da bulunan Asteraceae familyasina ait Crepis L.,
Hieracium L., Lactuca L., Scorzonera L., Sonchus L., Taraxacum F. H. Wigg. cinsleri
iizerinde yaptig1 polen calismalar1 ile popiilasyon biiyiikliigiiniin polen canliligr ile bir
korelasyon gosterdigini ortaya koymustur.

Grubbs ve Wynes (2015), endemik Helianthus schweinitzii Torr. ve A.Gray tohum
canliigi ve gelisimi lizerine ¢alismalar yaparak iireme siirecini iyilestirmeye yonelik
metotlar gelistirmislerdir.

Byers (1998), Eupatorium cinsine ait iki tiiriin popiilasyonlarinda, polen miktar1 ve
kalitesine bagl olarak olusan tohumlarin popiilasyon biiyiikliigiinii nasil etkiledigi tizerinde
calisarak lireme stratejilerini betimlemistir.

Shurupova vd. (2015), Kuznetsk Alatau daginda yaptig1 ¢alismada 4 nadir Saussurea
tiirlinlin iireme biyolojisini ¢alismak {izere tohum ¢imlenme ve yenilenme basarisini test
etmis ve bu tiirlerin dogal yasama alanlarinda varliklarini siirdiirebilmeleri i¢in hizl ve etkili
bir sekilde koruma dnlemlerinin alinmasi gerektigini ortaya koymustur.

Yankova-Tsvetkova vd. (2016), nesli tehlike altindaki endemik bir tiir olan Arnica
montana L. {izerinde lireme ¢alismalar1 yaparak tiiriin lireme stratejisini ortaya koymustur.
Yaptig1 embriyolojik incelemeler, polen canlilik ve tohum canlilik testleri ile tiiriin iireme
kapasitesinin nispeten basarili oldugu sonucuna varmustir.

Black vd. (2019), bir alpin bitkisi olan Cineraria erodioides DC. iizerinde tozlasma ve
tireme ¢aligmalar1 yaparak, yiiksek rakimlar i¢in tozlastiricilarin biiyiik bir roli oldugunu ve
sonucunda meydana gelen cypselalarin (akenlerin) oraninda rakima bagli olarak biiyiik bir
farklilik oldugunu gostermistir.

Dafni ve Firmage (2000), Asteraceae dahil olmak lzere bircok familya icin polen
canliligr ve omrii iizerine kapsamli bir ¢alisma yaparak canliligi test etmede kullanilan
metotlarin avantaj ve dezavantajlarini karsilastirip, polen iizerinde evrimsel ve ekolojik

cikarimlarda bulunmustur. Ayrica ¢alismada polen canliligina etki eden parametreler



degerlendirilerek, polen canliliginin terminolojik karsiliginin ve oneminin de iizerinde
durulmustur.

Liu vd. (2021), Nouelia insignis Franch. tlrtnun ¢icek fenolojisi, cicek biyolojisi,
tohum iiretimi ve tozlastiricilar1 lizerinde, 6 yil boyunca bu parametreleri takip eden bir
calisma ortaya koymustur. Sonucunda iklim degisikliginin iireme biyolojisi lizerindeki
etkilerini agiga c¢ikararak tehdit altindaki tiirler i¢in ciddi korunma 6nemlerinin alinmasi
gerektigine vurgu yapmaistir.

Hao vd. (2015), Kuzey Amerika’da istilaci bir tiir olan Ambrosia artemisiifolia L. nin
yasama Oykiisiinii aydinlatmak amaciyla, ilireme biyolojisi c¢alismalar1 yapmis ve
arastirmalar1 sonucunda tiirtin istilact 6zelligini azaltmak i¢in neler yapilabilecegi konusuna
cevap bulmuslardir.

Ibafiez vd. (2017), birgok bolgede tibbi ve gida bitkisi olarak kullanilan Smallanthus
sonchifolius (Poepp. ve Endl.) H. Robinson tiiriiniin sicaklik gibi ¢evresel kosullar altinda,
kapitulum gelisimi ve ¢i¢ek yapisi iizerine yaptigi morfolojik ve anatomik inelemeler disinda
stigma olgunluk, polen canlilik, tohum ve meyve liretimi gibi parametreler iizerinde de
arastirmalar yapmustir.

Atlagi¢ vd. (2012), aygicegi, seker pancari, misir, sarimsak, limon gibi ¢esitli bitki
tiirlerinde polen canliligini belirlemek i¢in Alexander boyama metodunun basarili bir sekilde
uygulanabilecegini ve polen ¢imlenmesi, polen tiipiiniin biiyiimesi, ddllenme gibi biyolojik
olaylarin incelenmesinde floresan mikroskobunun kullanilabilecegini, yaptig1 caligsma ile

ortaya koymustur.

1.2.3. Polen Canhlik Testi

Lincoln vd. (1998), canliligi; yasayabilme, biiyiime, gelisme ve ¢imlenme gibi
biyokimyasal ve biyofiziksel olaylar1 gerceklestirebilme yetenegi olarak tamimlamistir.
Bunlara ilave olarak ¢esitli bilim adamlar1 in vitro olarak ¢imlenen polenler, boyamayi kabul
eden polenler ve déllenme sonucu verimli bir tohum olusumunda goérev alan polenler igin de
canlilik terimini kullanmislardir (Niesenbaum, 1992; Nyman, 1992; Lindgren vd., 1995).

Polen canliligini test etmek i¢in ¢esitli metotlar mevcuttur. Bu metotlar enzim
aktivitesi, plazmalemma (polen zar1) yapisi, sitoplazma icerigi gibi birgok faktore baghidir.
Bu nedenle yontem segimi tiire, amaca ve metot ile sonug arasindaki iligkinin kurulmasina

bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Fakat hi¢bir yontem, polenin siirdiiriilebilir canlilig



oldugunu, ¢imlenebilecegini ya da bir bitkiyi doélleyebilecegini kesin olarak gdstermez,
sonuglar ile sadece bir ¢ikarimda bulunulabilir (Heslop-Harrison, 1992).

Temel olarak polen canliligini test etmede polenin kimyasal iletkenligi, boyama
teknikleri, in vitro ve in vivo ¢imlenme, protein igerigi, tohum olusturma kapasitesi gibi
parametreler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda, hizli, etkili ve daha ucuz olmasi nedeniyle
en ¢ok tercih edilen yontem boyama teknikleridir. Alexander’s stain, Asetokarmin, Safranin,
Orsein, Aniline blue, TTC (2,3,5-trifenil tetrazolyum klorur), IKI (iyotlu potasyum iyodur),
MTT (3(4,5-dimetiltiazol-2) 2,5-difeniltetrazolyum bromur), FDA (fluorescein diacetate)
ise bu boyalar arasinda en ¢ok kullanilanlardir. Bu metotlarinin prensibi ise polenin genomik
yapisina, polende bulunan aktif enzim reaksiyonuna veya sitoplazma igeriginde bulunan
organik bilesiklerle verdigi tepkimelere baglidir (Stanley & Linskens, 1974; Abdul-Baki,
1992; Dafni & Firmage, 2000).

1.2.4. Stigma Olgunluk Testi

Stigma, polen tanesini taniyan ve polen ¢imlenmesi i¢in substrat saglayan alici
hicreler icerir (Dafni, 1992). Bu hiicreler sayesinde stigma, canli ve kendisine uyumlu olan
polenin ¢imlenmesine ve ¢imlenen polenin ovaryumu ddllemesine olanak saglar. Pistilin bu
ozelligi stigma alicilig1 olarak kabul edilmektedir. Bu durum bitkinin yasama dongiisiinii
devam ettirebilmesi icin, polen kabuliinden tohum olusumu asamasina gegebilme siirecinde
kilit bir noktadir. Tozlagma denilen bu siirecte, polen kabuliiniin yani alicith@in aktif
olabilmesi i¢in stigmanin yeterli olgunluga erismesi gerekir.

Gelisme asamasinda, stigmada karbonhidrat, lipit, protein ve enzim gibi organik ve
inorganik bilesiklerde birikim meydana gelir. Bahsi gegen molekiller sayesinde polen-
stigma uyumu, polenin stigma yiizeyine yapigmasi, hidrasyonu gibi biyokimyasal siiregler
gerceklesir (Sharma & Bhatla, 2014). Bu bilesiklerin varligi olgunlasma siirecinin
gergeklestiginin de bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Stigma alicilig1 (olgunlasmast),
ilgili molekdllerin niteliksel ve niceliksel analizleri ile karakterize edilmektedir. Bu
molekdller arasinda, peroksidaz; polen-stigma etkilesimi, polen ¢imlenmesi, patojen
saldirisina karst koruma, polen tanima, hiicre duvari olusumu, stres yanitlar1 gibi hayati
bir¢ok role sahip oldugu icin en ¢ok tercih edilen bilesik olmustur (Mclnnis vd., 2006;
Sharma vd., 2023). Peroksidaz, pistilin olgunlasmasiyla birlikte papillalardaki aktivitesini

arttirmaktadir. Bu sayede enzim analizi ile, aktif stigma alicilig1 ve tiiriin gelisim asamast ile



ilgili bilgi saglanmaktadir (Dafni & Moués 1998). Enzim analizinde, kolay uygulanabilirligi
ve peroksidaz belirteci olmasi nedeniyle reaktif bir oksijen tiirii olan hidrojen peroksit tercih
edilmektedir. H2O2, papillalarda bulunan peroksidazlarla etkilesime girdiginde ¢iplak gozle
gortilebilen hava kabarciklarina ve stigma yiizeyinde sari-kahverengi bir renk olusumuna
neden olur. Bu durum olgunluga erismis stigmanin polen kabuliine hazir oldugunun agikca
bir gostergesidir.

Stigma olgunlugunu test etmek i¢in peroksidaz analizi disinda o naftil asetat (esteraz),
Baker’s metodu (dehidrogenaz), benzidin-H.O2, Macherey-Nagel Peroxtesmo Ko (esteraz)
gibi ¢esitli teknikler de mevcuttur (Dafni, 1992; Dafni & Moués 1998; Chen vd., 2013;
Soares vd., 2018).

1.2.5. Tohum Canlihk Testi ve Cimlenme Indeksi

Tohum olusumu, bitki iireme sisteminin son ve en kritik basamagidir. Ozellikle nesli
tehlike altinda olan endemik tiirler, mevcut popiilasyonunu koruyabilmeleri i¢in, uygun
kosullarda ¢imlenebilen, canli bir tohum meydana getirme potansiyeline sahip olmalidir.
Fakat olusan her tohum canli bir embriyoya sahip olmayabilir. Bu da tohumun yeni bir bitki
olusturma yetisinin olmadigin1 gostermektedir.

Bitkilerin canli tohum olusturma kapasitesi, iireme basarisinin degerlendirilmesinde
kullanilan 6nemli parametreler arasinda yer almaktadir (Bu vd., 2008; Kirmiz vd., 2011).
Bu nedenle tohum canliligini test etmek i¢in ¢esitli elektromanyetik, kimyasal, biyolojik ve
fizyolojik metotlar gelistirilmistir. X-ray, ezme metodu, ¢imlenme ve TTC bu yontemler
arasinda yer almaktadir (Riebkes vd., 2015). Tohumlarin fizyolojik canliligi, optimum
kosullarda ve kontrollii sartlar altinda yapilan ¢imlenme testleriyle analiz edilmektedir. Bu
testlerin temel prensibi tohumun bitki olusturmak i¢in, belirli bir zaman araliginda ve
optimum sartlardaki fizyolojik potansiyeline dayanmaktadir. Cimlenme oraninin yeterli
seviyede olmasi bitki akibeti hakkinda 6nemli veriler saglamaktadir. Fakat tohumlardaki
dormansinin kirilabilmesi i¢in yeterli ¢imlenme kosullar1 saglanmazsa (6zellikle dormansi
donemi bilinmeyen yeni tirler icin) cimlenmemis tohumlarin canliligi degerlendirilirken
tutarsiz sonuglarla karsilagilabilmektedir (Gosling, 2003; AOSA, 2012).

Cimlenme testlerinin tek basina, tohum canliligi hakkinda kesin bir bilgi verdigini
soylemek pek miimkiin degildir. Dolayistyla bu testler, tohum canlilifini ortaya koyan diger

yontemlerle desteklenmelidir. Hizli ve etkin sonug veren TTC ise tohum canlilig1 i¢in en ¢ok



tercih edilen yontemdir. TTC, dehidrojenaz enzimini oksitleyerek canli dokularda renk
olusumunu saglayan redoks bir kimyasal bilesiktir. Boyama sonucu olusan farkliliklar,
morfolojik olarak dokularin canli ve cansiz olarak siniflandirilmasini saglar. Bu da TTC’nin
tohum canliligini analiz etmede daha net ve hizli bir yontem olarak secilmesini
saglamaktadir (Aratijo, 2019; Quintana vd., 2019). TTC testi ¢imlendirme ¢aligsmalariyla
iligkilendirildiginde elde edilen veriler daha giivenilir ve kesin sonuclar saglamaktadir. Bu
testler sayesinde Ozellikle nesli tehlike altinda, endemik olan tiirlerde ilireme basarisi

degerlendirilerek gerekli koruma stratejilerinin gelistirilmesi saglanmaktadir.

1.2.6. Nuklear DNA Miktar1 (Genom Biiyiikliigii)

Nuklear DNA miktar1 terimi, kopyalanmamis haploid genomdaki DNA igerigi yani
holoploid genom biiylikliigii ya da kromozom setinde bulunan DNA igerigi yani temel
genom biiyiikligi olarak iki sekilde ifade edilebilmektedir. Monoploid (Cx), holoploid (C)
ve temel genom biiyiikliigii (x) nuklear DN A miktarini ifade eden terimler olarak kabul edilir
ve ‘C-degeri’ seklinde gosterilmektedir. Daha net bir ifade ile C-degeri somatik DNA
icerigini ifade ederken, Cx-degeri 2C degerinin ploidi seviyesine boliimii sonucudur. Bu
terim ilk olarak Swift (1950) tarafindan kullanilmaktadir (1 pikogram 10?2 gr., 1 pikogram
978 Mbp; Dolezel vd., 2003; Loureiro, 2007).

C-degeri (nuklear DNA miktar1) organizmanin biyolojik ve fizyolojik karakterleri
arasindaki baglantiy1 ortaya koyan énemli bir ¢esitlilik karakteridir. Son ¢alismalar, nuklear
DNA miktarinin hiicre yagsama dongiisii, lireme stratejisi, tohum kiitlesi, yaprak yiizey alani,
bliylime ve gelisme gibi fonksiyonel karakterler lizerinde etkili oldugunu agikca ortaya
koymaktadir. Ayrica yapilan ¢aligmalar C-degerinin filogeni ve genom gesitliligi ile de
yakindan iliskili oldugunu gostermektedir. Ozellikle tiir ici genom biiyiikliigii varyasyonu
tizerine yapilan ¢caligmalarda, karakteristik ve sabit olarak kabul edilen C-degerinin degistigi
tespit edilmistir. Tiir i¢i varyasyon olmasina ragmen tiirler arasinda spesifik 6zelligi olan C-
degeri, biyogesitlilik, ekoloji, sistematik, evrim gibi bitki biliminin bir¢ok farkli dalinda
yararlanilan 6nemli bir karakterdir (Cao vd., 2014; Bourge vd., 2018).

DNA miktarinin belirlenmesinde kimyasal, fiziksel bir¢ok argliman bulunmasina
ragmen yontemin kolay hazirlanabilirligi, hizli ve etkili sonu¢ vermesi, DNA igerigindeki
kiigik farkliliklarin dogru bir sekilde tespiti, akim sitometrisini daha sik kullanilan bir

yontem haline getirmektedir. Buna ragmen bitkiler aleminde gimnospermler igin %41,
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angiospermler i¢in ise sadece %3,1 lik genom biiylikliigii verisi kaydedilmistir. Bu oranlar,
bitki genom biiyiikliigii hakkinda daha fazla bilgiye ihtiya¢ duyuldugunun bir kanit1 olarak
gorulebilmektedir (Pellicer & Leitch, 2014; Pellicer vd., 2018).

1.2.7. Akim Sitometrik Tohum Goruntiileme Testi

Eseyli liremenin sonucunda meydana gelen tohum, giiniimiiz florasina hakim olan
kapali tohumlularin evrimsel siiregteki basarisina biiyiik katki saglamaktadir. Bu basarisinin
temel nedeni grubun belirleyici bir 6zelligi olan ¢ift dollenme olayidir (Doll & Ingram,
2022). Cift dollenme olayinda, iki sperm hiicresi iki disi iireme hiicresini es zamanl olarak
dollemektedir (Sprunck, 2020). Bu olay sonucunda, birkac¢ istisna disinda ise tohumlar
diploid (2n) bir embriyo ve triploid (3n) bir endosperme sahip olmaktadir (Sliwinska vd.,
2022). Kapali tohumlular degisen biyotik ve abiyotik faktorlere karsi boyle bir mekanizma
gelistirerek bu zamana kadar dogadaki hakimiyetlerini siirdiirmislerdir.

Bitki aleminde eseyli ireme sistemi yaygin olarak goriilmekle birlikte, ekstrem sartlara
adaptasyonu saglayan apomiksis, partenogenez, sporla iireme gibi ¢oklu tlireme yollar
mevcuttur. Bu kompleks lireme sistemi bitki ¢esitliligine ve evrimsel glice neden olmasiyla
aragtirmacilarin merak konusu haline gelmistir. Fakat eseyli yolla veya apomiksis,
partenogenez gibi eseysiz lireme yoluyla iiretilen tohumlari ayirt etmeye yonelik yontemler
yetersiz kalmistir (Kron vd., 2007). Bu alanda ilerleme saglayan 6nemli bir adim, akim
sitometrinin icadindan sonra 2000’lerde Matzk vd. tarafindan atilmistir (Matzk vd., 2000).
Akim sitometrik tohum goriintiileme (FCSS) olarak adlandirdiklart yontem sayesinde,
tohumlardaki c¢ift dollenmenin sonucu olan endosperm (3C/3x):embriyo(2C/2x) ploidi
farkliligindan yararlanarak, ¢esitli tireme yollarin tespit etmeyi basarmislardir (Krahulcova
& Suda, 2006).

FCSS o0zellikle bitkilerde meydana gelen apomiksisin anlasilmasina yonelik basit,
etkili bir yontemdir ve hata orami1 diger tohum goériintiileme yontemlerine gore oldukca
diisiiktiir (Kolarcik vd., 2018). Tohum dokularim1 pargalara ayirmaya gerek kalmadan
Asteraceae’de dahil olmak Uzere bircok bitki tiirtinde tireme yolunu belirlemek igin hizli ve

giivenilir bir yontem olarak literatiire yerlesmistir (Pregoraro, 2020).
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1.3. Incelenen Tiirlerin Morfolojik Ozellikleri

1.3.1. Tripleurospermum heterolepis

Iki y1llik, 20-30 cm. Tabandan ¢ikan gdvdeler ¢ok sayida, cicek durumunun altinda
dallanmis. Yapraklar 2-3-pinnatisek; yaprak loblar1 lanseolat-filiform, kalinca uglarda
beyaz-mukronat. Kapitulum ¢ok sayida, radiat, ligullar hari¢ 6-10 mm genislinde, yogun
korimbus, kisa veya uzun pubescent pedunkullu. Fillariler tiggenimsi-akut ya da obtus, biitiin
hepsi beyazimsi zars1 kenarli, tiiysiiz. Ligullar 3,5-6,5 mm; tiipsii ¢igeklerin korolla loblar1
uglarda salgi bezli. Reseptakulum ovoid ya da yarim kiresel. Akenler 1,2-1,5 x 0,3-0,5 mm,
ters piramit seklinde, miisilajsiz, anterior tuberkulat-ruguloz, posteriér 3 damarli, damarlar
cok ince, akut, beyaz, aralar1 tuberkulat-ruguloz; korona ¢ok kiiciik, kenarda, beyaz, disli,
yaklasik akenin 1/8-1/10" nu kadar (Inceer, 2015; Sekil 1a).

Fenoloji: Haziran - Temmuz.

Habitat: Cayirlik alanlar, yol kenarlari

Tiirkiye’deki yayilisi: Dogu Karadeniz Bolgesi

1.3.2.  Tripleurospermum ziganaense

Iki yillik, 25-30 cm. Govdeler ¢ok sayida, dallanmamis veya cok az dallanmus.
Yapraklar 1-3-pinnatisek; yaprak loblar1 kalin, linear-oblong ya da linear, yogun pubescent
tlyli. Kapitulum bir, ugta, ligullar hari¢ 0,9-1,4 c¢cm genisliginde, radiat, ¢iplak veya
puberulent pedunkullu. Distaki fillariler tiggenimsi-akut, seyrek pubescent tlyll, ictekiler
oblong-obtus, tiiysiiz, kenarlar1 kahverengi veya beyaz zarsi. Reseptakulum koniksi ya da
ovat-koniksi. Ligullar 9-14 mm uzunlugunda; tiipsii ¢igeklerin korolla loblari uglarda salgi
bezsiz. Akenler oblong, kivrik, 1,9-2 x 0,75-1,25 mm, olgunlukta kahverengi, belirgin
misilajli, anterior tuberkulat-ruguloz, posterior ii¢ damarli, damarlar kalinlismis, beyaz,
aralar1 dar; korona lobut, beyaz, akenin 1/3’i{i kadar (Inceer ve Hayirhoglu-Ayaz, 2008; Sekil
1b).

Fenoloji: Mayis - Haziran

Habitat: Acik yerler, kayalik cailiklar, yol kenarlar1

Tirkiye’deki yayilisi: Dogu Karadeniz Bolgesi
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Sekil 1. a) Tripleurospermum heterolepis’in genel goriiniimii, b) Tripleurospermum
ziganaense’nin genel goriiniimii. (Fotograf; a: Prof. Dr. Hiiseyin INCEER, b: Rabia
SAGAN)



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyalin Toplanmasi

Calismada kullanilan T. heterolepis ve T. ziganaense tirlerine ait bitki materyali,
2022-2023 yillarinda, tiirlerin  vejetasyon donemlerinde mayis-temmuz aylarinda,
Guimiishane’den toplandi. Toplanan bitki 6rneklerinde teshis yapilabilmesi i¢in kok, gévde,
yaprak, cigek ve meyve gibi karakterlere sahip olmasina dikkat edildi. Arazide toplanan
bitkiler, preslenerek KTUB’de herbaryum 6rnegi haline getirildi. Popiilasyonlardan genom
biyiikliigii varyasyonunu tespit etmek igin, bir transekt boyunca ve 5 metre arayla,
bireylerden geng yaprak drnekleri toplandi. Ureme calismalari igin ise ¢igeklenme 6ncesi ve

ciceklenme dénemlerinde bulunan bireylerden kapitulum 6rnekleri toplandi.

Tablo 1. incelenen tiirlerin lokalite bilgileri

Koleksiyon

Tiir ismi Toplandig: Yer N
0.

A7 Gimiishane: Kecikaya Kdyii, yol kenari,
T. heterolepis 10.06.2022, 1500-1600 m,

Inceer 1229

Inceer 1237
A7 Gumiishane: Kecikaya Kdoyii, yol kenari,

12.06.2023, 1500-1600 m,

A7 Gumiishane: Zigana Dagi, yol kenari,
T. ziganaense 10.06.2022, 1200-1300 m,

Inceer 1228

Inceer 1234
A7 Gumiishane: Zigana Dag1, yol kenari,

03.06.2023, 1200-1300 m,
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2.2. Polen Canlilik Testi

Polen canlilig1 asetokarmin, safranin ve TTC boyama yontemleri ile test edildi. Olgun
tiipsti ¢igekler, diseksiyon ignesi yardimiyla acilarak anterde bulunan polenler agiga
cikarildi. Lam iizerine yayilmig polenler, %]1’lik hazirlanmis boya soliisyonlar1 ile oda
sicakliginda 12 saat inkiibasyona birakildi. Ug tekrar halinde hazirlanan polen preparatlari
Olympus CX21 151k miikroskobu ile incelendi ve koyu renkli boyananlar canli, digerleri
cansiz olarak kabul edildi. Her bir preparattan rastgele sayilan 100 adet polen tanesi

lizerinden canli ve cansiz polen tablosu yapilarak, Kumar vd. (1995)’ne gore yizdelik oran

belirlendi (Kalyoncu vd., 2013; Li vd., 2023).

2.3. Stigma Olgunluk Testi

Stigma olgunlugu hidrojen peroksit ile test edildi. Cigeklenme dncesi ve ciceklenme
doneminde toplanmis olan cigeklerin pistillerinden stigma kisimlar1 izole edilerek iig
tekerriir olacak sekilde petri kaplarina alindi ve tizerine %37’lik hidrojen peroksit damlatildi.
Solusyon ile 24-25 °C’de 2 saat muamele edilen stigmalarda inceleme yapildi. GOzlem
sonucunda, stigma iizerinde olusan kabarciklar olgunluk veya polen alimina hazir olarak

kabul edilirken, kabarcik olugsmamasi stigmanin heniiz tozlagsma ve dollenme i¢in uygun

olmamasi seklinde kabul edildi (Dafni & Maués, 1998).

2.4. Tohum Canhhk Testi

Tohum canliligini belirlemek i¢in %1°lik TTC testi yapildi. Rastgele segilen 25 adet
aken 4°C’de bir gece suda bekletildi. Perikarb1 ¢ikarilan embriyolar, petri kabimna alinarak
oda sicakliginda, 24 saat %1’lik TTC ile muamele edildi. Boyanan tohumlar stereo
mikroskopta incelenerek alinan sonuglara gore canlilik orani hesaplandi. Kirmizi boyanan
tohumlar canli olarak kabul edilirken, boyanmayanlar cansiz olarak kabul edildi. Elde edilen

veriler yiizdelik oranin belirlenebilmesi igin tablo haline getirildi (AOSA, 2012).

2.5. Aken Cimlendirme ve Yasama Basarisi

Cimlenme ¢alismalarinda her iki tiir i¢in, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik 151k rejimi

uygulandi. Cimlenme calismalarindan 6nce deney siiresince kullanilan tiim malzemeler



15

(petri kaplar1, saf su, pens, filtre kagidi vb.) 121 °C’de 15 dakikalik programda
otoklavlanarak sterilize edildi. Cimlendirme isleminin tiim agamalar1 steril kabin icerisinde
gergeklestirilirek her bir tiir ve uygulama grubu i¢in 24 akenden olusan 3’er petri hazirlandi.
Secilen olgun akenlerde, ¢cimlenme siiresi boyunca kontaminasyonun olugsmamasi igin
sterilizasyon iglemi gerceklestirildi. Bunun i¢in musluk suyunda yikanan akenler ilk olarak,
etil alkolden gecirildi. Hemen ardindan saf su igerisinde manyetik karistiricida karistirilarak,
alkoliin uzaklagsmasi saglandi. Saf sudan alinan akenler sodyum hipokloritte muahafaza
edildi. Son olarak steril su ile yitkanmig akenler petri kaplarina ekilerek 4 hafta boyunca iki
giinde bir kontrolii yapildi. Radikulasi ¢ikan tohumlar ¢imlenmis olarak kabul edildi ve elde
edilen sonuclar ile ¢gimlenme orani hesaplandi (Ergin, 2023).
Ekimden bir ay sonra elde edilen ¢imlenmis akenler kiiltiire edildi. Bitkilerin
16/8 fotoperiyotta, 24 °C sicaklikta ve ortalama %45 nem kosullarinda gelisimi devam
ettirildi. Dort hafta boyunca takip edilen bitkilerin hayatta kalma orani hesaplandi (Kocot
vd., 2022).

2.6. Nuklear DNA Miktar

Her tir icin belirli mesafelerde (en az 5 metre) bulunan bitkilerden genc yaprak
ornekleri toplandi. Tripleurospermum heterolepis icin 7 birey, T. ziganaense ic¢in 10 birey
secildi. TUr ici genom biiyiikliigii varyasyonunu belirlemek icin secilen bireyden Galbraith
yontemine gore nukleus izolasyonu yapildi ve propodium iodide (PI) ile boyanan
¢ekirdekler, BD Accuri C6 akim sitometri cihazinda analiz edildi (Galbraith, 1983). Standart
bitki olarak Pisum sativum L. ve Zea mays L. kullanild1. Iki farkli giinde aym islemlerin
tekrar1 yapildi. Elde edilen veriler nuklear DNA miktar1 sonuglari igin, G1 pikinin floresan
yogunluklarina ait degerler kullanilarak, asagidaki formiil araciligiyla pikogram (pg) olarak
hesapland1 (Dolezel & Bartos, 2005):

Numunenin G, pik degeri

Numunenin 2C degeri = X Referansin DNA icerigi

Referansin G, pik degeri

2.7. Akim Sitometrik Tohum Goriintiileme

Her tiir i¢cin dogal popiilasyondan alinan akenlerden olgun olanlar secildi. Deney

diizenegi 3 petri igerisinde 50’°ser adet aken olacak sekilde hazirlandi. Galbraith (1983)
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metoduna gore nukleus izolasyonu yapildi. Yonteme goére akenler 1 ml WPB (0,2 M Tris
HCI, 4 mM MgCl,.6H>0, 2 mM EDTA Na2.2H>O, 86 mM NaCl, 10 Mm potasyum
metabisulfit, 1 % PVP-30, 1 % (v/v) Triton X-100, pH 7,5; Loureiro vd., 2007) tamponunda
keskin bir jilet yardimiyla mekaniksel olarak c¢ok kiiciik parcalara ayrildi ve 30 pum filtre ile
stiztilerek eppendorflara aktarildi. Elde edilen siispansiyon tizerine 6ncelikli olarak 10 pg/ml
Rnase ve daha sonra 5 pg/ml propodium iodide ilave edildi ve karanlik ortamda 6l¢tim islemi
yapilana kadar, buz igerisinde inkiibasyonu gergeklestirildi. Islemler soguk zemin tizerinde
yapilarak, enzimatik reaksiyonlarin dogru bir sekilde gerceklesmesi saglandi. BD Accuri C6
akim sitometri cihazinda yapilan 6l¢iimlerde, endosperm ve embriyo pikleri gézlemlendi ve
endosperm: embriyo oranmna gore iireme bigimi belirlendi. Tiirlerde bu oranin 1-1,5
araliginda olmasi eseyli lremeyi gosterirken, 2 ve tizeri olmasi apomiksis oldugunu

gostermektedir (Kolaréik vd., 2018).



3. BULGULAR

3.1. Polen ve Tohum Canlilik Testi

Polen canliligini belirlemek igin asetokarmin, safranin ve TTC olmak tizere 3 farkli
polen canlilik testleri yapildi. Calisma sonucunda, T. heterolepis tiirii i¢in canli polen orani
asetokarminde %93+4,45, safraninde %83+6,9, TTC’de %88+8 iken, T. ziganaense turd igin
ise canli polen orami asetokarminde %89+5,21, safraninde %79+8,1 ve TTC’de
%91+£5,51"dir.

TTC testi sonucunda, tohum canlilig1 T. heterolepis’de %96+8,43, T. ziganaense’de
%92+9,19 olarak tespit edildi. Elde edilen bu sonuclar, her iki tiirde de polen canliliginin
yiiksek oldugunu gostermektedir.

95
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T. heterolepis T. ziganaense
M Asetokarmin 93,2 a3
M Safranin 83,13 75,4
MTTC 88,27 91

MAsewkarmn MSafranin WTTC

Sekil 2. T. heterolepis ve T. ziganaense’nin polen canliligi
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Sekil 3. Tripleurospermum heterolepis’in polen (a-c) ve tohum canliligi (d). a)
Asetokarmin, b) TTC, c) Safranin, d) TTC. (1: canli polen taneleri, 2: cansiz polen taneleri.
Olgekler; a ve ¢: 50 pm, b: 20 um, d: 0.2 mm)

Sekil 4. Tripleurospermum ziganaense’nin polen (a-c) ve tohum canliligi (d). a)
Asetokarmin, b) TTC, c) Safranin, d) TTC. (1: canli polen taneleri, 2: cansiz polen taneleri.
Olgekler; a ve c: 50 pm, b: 20 um, d: 0.5 mm)
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3.2. Stigma Olgunluk Testi

Ciceklenme 0Oncesi ve ciceklenme evresinde olan stigmalar ile H202 olgunluk testi
yapildi. Calisma sonucuna gore, cigceklenme Oncesinde herhangi bir reaksiyon
gergeklesmedi. Ciceklenme evresindeise T. heterolepis’ de ortalama olgunluk degeri, Dafni
& Maués (1998) methoduna gore 1,33+0,7 iken, T. ziganaense’ de 1,66+0,47"dir.

Sekil 5. H2O2 stigma olgunluk testi. a) T. heterolepis, b) T. ziganaense. (Olgekler; a ve b:
0.5 mm)

3.3. Aken Cimlendirme ve Yasama Basarisi

Aken c¢imlendirme c¢alismalari sonucunda, c¢imlenme orani T. heterolepis’de
%95,27+3,42 iken, T. ziganaense’de ise %91,94+4,85tir. Tripleurospermum heterolepis’de
cimlenmenin baglangict 3. giin, en yogun oldugu zaman dilimi ise 6. giin iken, T.
ziganaense’de c¢imlenmenin baslangict 6. giin, en yogun oldugu zaman dilimi ise 20.
giin’diir. Her iki tiir i¢in yapilan ¢imlenme ¢alismasi sonucunda, radikulasi ¢ikan akenler
uygun ortam kosullarinda kiiltiire edildi. Tohumdan elde edilen bitkiler, optimum ex Situ

kosullarda yetistirildi ve yasama basarist %100 olarak belirlendi.
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Sekil 6. Tripleurospermum heterolepis’de aken ¢imlendirme ve kdltiire etme
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Sekil 7. Tripleurospermum ziganaense’de aken ¢imlendirme ve kdltlire etme
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3.4. Nuklear DNA Miktar

Yapilan akim sitometrik analizler sonucunda, T. heterolepis tiirii i¢in 2C degeri 8,61
peg+0,36, C degeri 4,31 pg+0,01 olarak hesaplanmistir. Tiir i¢in en kiigiik 2C degeri 8,11 pg
iken, en biiyiik 2C degeri ise 9,08 pg’dir. T. heterolepis poptlasyon ici genom biiyiikligii
varyasyonu ise %12’°dir. Ortalama CV-degeri 3,98’dir. T. ziganaense tiirii i¢in 2C degeri
4,77 pg+0,21, C degeri 2,39 pg+0,05 olarak belirlenmistir. Tiir i¢in en kii¢iik 2C degeri 4,35
pg iken, en biiylik 2C degeri ise 5,12 pg’dir. T. ziganaense populasyon ici nuklear DNA
miktarindaki varyasyon ise %18 dir. Ortalama CV-degeri ise 2,26 dir.
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Sekil 8. Tripleurospermum heterolepis ‘in akim sitometrik histogrami
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Sekil 9. Tripleurospermum ziganaense 'nin akim sitometrik histogrami
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3.5. Akim Sitometrik Tohum Goriintiileme

Ureme stratejisini belirlemek icin yapilan akim sitometrik analizler sonucunda,
endosperm:embriyo orani T. heterolepis’'de 1,33+0,13 iken, T. ziganaense’de 1,29+0,13’
dur.
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Sekil 10. Tripleurospermum heterolepis’in akim sitometrik tohum goériintiileme histogrami
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Sekil 11. Tripleurospermum ziganaense’nin akim sitometrik tohum gorunttleme
histogrami



4. TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda, endemik T. heterolepis ve T. ziganaense tiirlerinin bazi tireme
ozellikleri ve popiilasyon ici genom biiyiikliigiindeki varyasyonlar arastirilmistir. Ureme
biyolojisi kapsamda, polen canliligi, tohum canliligi, stigma olgunlugu, akim sitometrik
yontemle tohum gorlintileme testleri ile birlikte aken ¢imlendirme ve ¢imlenen akenlerden
elde edilen bitkilerin yasama basarisim belirlemeye yonelik ¢alismalar yapilmistir. Bunlara
ilave olarak, akim sitometrik yontemle tiirlerin nuklear DN'A miktar1 hesaplanmistir. Yapilan
bu calismalar sonucu elde edilen tiim veriler Tablo 2’ de dzetlenmistir.

Tripleurospermum cinsi iizerinde polinolojik ¢aligsmalar yapilmakla birlikte (Ceter vd.,
2013), polen canliligim belirlemeye yonelik c¢alismalar ilk kez bu tez kapsaminda
yapilmistir. Bu ¢alismada, hem T. heterolepis’de hem de T. ziganaense’de %70’in {izerinde
polen canliligi tespit edilmistir (Tablo 2 ve Sekil 2, Sekil 3). Elde edilen bu sonuglar, Kumar
vd.’ ne gore, her iki tiirlinde polen canliliginin yiiksek oldugunu gdostermektedir. Asteraceae
familyasinin diger liyelerinde yapilan ¢alismalarda ortalama %10-%98 arasinda bir polen
canlilik orani tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar arasinda Smallanthus sonchifolius’da
canlilik oran1 %15 belirlenirken, polen canliligi A. artemisiifolia L.’da %56,8 , S. canadensis
L.’de %67 , B. pilosa L. %98,83 , E. breviscapus (Vant.) Hand-Mazz %95 , C. lanceolata
L. ise %94'e ulagsmustir (Grombone-Guaratini vd., 2004; Li & Dang, 2007; Zeng vd., 2010;
Hao vd., 2015; Ibafiez vd., 2017).

Polen canliliginin belirlenmesinde kullanilan boyama yontemleri, genellikle
polenlerin hiicresel bilesenlerinin boyanmasina ya da belirli enzimlerin aktivitesine
dayanmaktadir. Kullanilan boyalar arasinda asetokarmin, kromatin ve riboniikleik asitleri
boyamak igin kullanilirken, TTC ise rediiktaz enzim aktivitesine dayanmaktadir (Abdul-
Baki, 1992; Li vd., 2023). Dolayisiyla, polen canlilik testlerinde kullanilan boyalarin
kimyasal yapisina bagli olarak, elde edilen sonuglar arasinda da farkhiliklar
gozlemlenmektedir. Buna ilave olarak, genetik faktorlerinde polen canliliginda farkli
gozlemlere neden olabilecegi rapor edilmistir (Dafni & Firmage, 2000). Yapilan bu
calismada, en yiiksek polen canlilig1 T. heterolepis’de asetokarmin ile, T. ziganaense’de ise
TTC ile elde edilmistir (Tablo 2 ve Sekil 2a-c, Sekil 3a-c). Bununla birlikte, her iki tirde de
en disiik polen canlili safraninde gozlenmistir. Incelenen ftiirler arasinda polen

canliligindaki farkliliklarin, kullanilan boyalar ve tiirlerin genetik &zelliklerine bagh
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olabilecegi diisiiniilmektedir. Benzer sonuglar daha 6nce yapilan calismalar ile de ortaya
konulmustur (Parfitt & Ganeshan, 1989; Sedgley & Harbard, 1993; Kalyoncu vd.,2013).
Dafni ve Maués (1998), polen canlilig1 ile birlikte stigma olgunlugunun da tiirlerin
tireme basarisinda 6nemli bir rol oynadigini rapor etmislerdir. Stigma olgunlugunun yiiksek
olmasi, tiirlin polen etkilesimine ve dolayisiyla dollenip yeni bir birey olusturmasina hazir
oldugu anlamina gelmektedir. Polen-stigma etkilesimi ise stigma yilizeyinde bulunan
peroksidaz enzimi sayesinde ger¢eklesmektedir. Bu enzim sayesinde stigma ylizeyine gelen
tire 0zgli polen, papillalar tarafindan taninir ve hidrasyon asamasina geger. Bu islemler
esnasinda peroksidazlar yiiksek diizeyde hidrojen peroksit tiiketir. Dolayisiyla, H2O», stigma
olgunlugunu belirlemede en ¢ok kullanilan indikatordiir (Mclnnis vd., 2006; Sharma vd.,
2023). Tripleurospermum heterolepis ve T. ziganaense tirleri tzerinde, giceklenme dncesi
ve ¢igeklenme doneminde yapilan stigma olgunluk testleri sonucunda, her iki tiirde de H20>
reaksiyonunun ciceklenme 6ncesi donemde negatif, ¢cicek doneminde ise iyi derede pozitif
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4). Benzer sonuglar, Centaurea amaena, Nouelia insignis,
Opisthopappus Ling, Smallanthus sonchifolius gibi Asteraceae’nin diger tiyelerinde de rapor
edilmistir (Ibafiez vd., 2017; Atasun & Aksoy, 2018; Liu vd., 2021; Wang vd., 2023).
Tohum canlilik testlerinde, tohumlara TTC uygulanmasi ile kirmizi renk olusumun
gozlenmesi, solunum sirasinda dehidrojenaz enziminin katalizorligiinde kirmizi renkli
formazin adi verilen bir bilesigin olusmasindan kaynaklandigi bilinmektedir (Paiva vd.,
2017; Quintana vd., 2019; Hall vd., 2021). Dolayisiyla, kirmizi renk olusumun
gozlemlendigi tohumlar, biyokimyasal olarak canli kabul edilmektedir. Yapilan bu
caligmada, uygulanan TTC testi sonucu her iki tiirdeki tohum canliliginin %80°nin iizerinde
oldugu tespit edilmistir (Tablo 2 ve Sekil 2d, Sekil 3d). Elde edilen bu sonuglar, T.
heterolepis ve T. ziganaense tiirlerinde tohum canliginin yiiksek derecede oldugunu
gostermektedir. Dolayisiyla, olusan tohumlarin canlilik orani, tiirtin devamliligini saglamada
yeterli seviyede oldugu disiiniilmektedir. Benzer sonuglar, Helianthus schweinitzii, Arnica
montana L., Centaurea amaena gibi Asteraceae’nin diger iiyelerinde de rapor edilmistir
(Grubbs & Wynes, 2015; Yankova-Tsvetkova vd., 2016; Atasagun & Aksoy, 2018).
Tohum canliliginin 6nemli bir fizyolojik gdstergesi olan tohum ¢imlendirme islemi,
ayni zamanda tiirlerin tireme basarisinin ortaya konulmasi agisindan da oldukg¢a 6nemlidir
(Bu vd., 2008; Kirmiz1 vd., 2011). Leyva-Peralta vd. (2019) Astereceae lyelerinde akenlerin
heterojen olgunlasmasi nedeniyle genellikle diistik bir ¢imlenme oranina sahip olduklarini

belirtmislerdir. Diger yandan, Senecio coincyi Rouy, Senecio integrifolius (L.) Clairv.,
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Hieracium myriadenum Boiss. ve Reut. ex Rchb., Tripleurospermum inodorum gibi
Asteraceae’nin bazi tiirlerinin akenlerinde in vivo ortamlarda %70’in tizerinde bir ¢gimlenme
g6zlenmistir (Widén, 1987; Kay, 1994; Giménez-Benavides vd., 2005; Martinez-Garcia vd.,
2012). Tripleurospermum tiirleri tizerinde yapilan aken ¢imlendirme g¢aligsmalarinda ise in
vitro ortamlarda genellikle %70 in {izerinde bir ¢gimlenme orani (Ciice vd., 2022; Inceer vd.,
2022, Ergin, 2023), in vivo ortamlarda ise %55 ¢imlenme oram rapor edilmistir (Kirmizi
vd., 2011). Diger yandan, akenlerden in vitro ortamlarda ¢ogaltilan bitkilerde ex vitro
ortamlarda %70’in iizerinde bir yasama basarisi elde edilmistir (Ciice vd., 2022; Inceer vd.,
2022, Ergin, 2023). Bu tez calismasinda, gerek T. heterolepis gerekse T. ziganaense’nin
akenlerinde in vivo ortamda ¢imlenme oraninin %90’nin lizerinde oldugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte, in vivo ortamda akenlerin ¢cimlenmesinden elde edilen geng¢ bitkilerin
kilture eldilmesi sonucunda ise botanik bahgesinde %100 yasama basarisi elde edilmistir.
Elde edilen bu sonuglar, her iki tiirlinde tireme basarisinin oldukg¢a yiiksek oldugunu
gostermektedir (Tablo 2 ve Sekil 5, Sekil 6).

Akim sitometrik tohum goériintiileme yontemi ile bir¢ok Asteraceae iiyesinin eseyli
veya eseysiz (agomospermi, apomiksis) iireyip liremedikleri ortaya konulmustur (Vasut &
Majesky, 2015; Mrdz & Zdvorak, 2019; Zhang vd., 2021). Yapilan bu tez ¢alismasinda,
endosperm:embriyo (3C:2C) oran1 T. heterolepis’te 1,33, T. ziganaense’de 1,29 olarak tespit
edilmistir (Tablo 2 ve Sekil 9, Sekil 10). Akenlerin akim sitometrik analizleri sonucu elde
edilen bu veriler, T. heterolepis ve T. ziganaense tiirlerinin ¢ift dollenme ile eseyli
urediklerini géstermektedir.

Akim sitometrik analizlerde, kullanilan materyal ¢esidine bagli olarak, Ornegin;
akenlerin in vivo ortamlarda ¢imlenlendirilmesinden elde edilen geng¢ yapraklar ile dogal
poptilasyonlardan direkt olarak elde edilen geng yapraklar arasinda elde edilen 2C degerinde
farkliliklar gozlenmektedir. Ayrica, standart bitki se¢imi ve nukleus izolasyon
yontemlerindeki farkliliklar da analiz edilen tiiriin 2C degerinde kiigiik bir degisime neden
olabilmektedir (Suda, 2004; Sliwinska, 2005). inceer vd. (2018), akenlerin
cimlendirilmesinden elde edilen gen¢ yapraklarin akim sitometrik analizleri sonucu, 2C
degerinin T. heterolepis’de 8,21+0,18 pg, T.ziganaense’de ise 4,82+0,09 pg oldugunu rapor
etmislerdir. Bu c¢alismada, incelenen T. heterolepis ve T. ziganaense tiirlerinin dogal
populasyondaki bireylerinden elde edilen geng yapraklarin akim sitometrik analizleri
sonucu, 2C degerleri sirastyla 8,61+0,36 pg ve 4,77+0,21 pg olarak tespit edilmistir. Bununla

birlikte, yapilan akim sitometrik analiz sonuglari, popiilasyon igerisinde ploidi seviyesinin
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(x) degismedigini, 2C degerinde ise tetraploid (4x) T. heterolepis’de %12, diploid (2x) T.
ziganaense’de %18 bir varyasyonun oldugunu ortaya koymustur. Elde edilen bu veriler, T.
ziganaense’nin genom biiytikligiindeki gesitliligin T. heterolepis’den daha yiiksek oldugunu

gostermektedir.

Tablo 2. Yapilan ¢alismalara ait verilerin 0zeti

Tripleurospermum

Tripleurospermum

heterolepis ziganaense
Polen Canlilik Asetokarmin-Safranin-TTC
(%) 93-83-88 89-79-91
Stigma Olgunluk 1,33 1,66
Tohum Canlilik (%) 86 91
Aken Cimlendirme (%) 95 91
Yagama Basaris1 (%) 100 100
gﬁﬁﬁ;gﬂz x;gfr‘@ (?/f)“om 8,61 pg - 12 477 pg— 18
Endosperm:Embriyo Orani (3C:2C) 1,33 1,29
Ureme Bigimi Eseyli / Cift Dollenme Eseyli / Cift Dollenme




5. SONUCLAR

. Bu galismada, endemik T. heterolepis ve T. ziganaense tiirlerinin treme biyolojisi ve
popiilasyon i¢i genom biiyiikliigli varyasyonu ilk kez ortaya konulmustur.

. Ureme biyolojisi ¢alismalar1 kapsaminda, tiirlerin polen canlilik, stigma olgunluk,
tohum canlilik ve yasama basarisi ilk kez bu tez calismasiyla tespit edilmistir.

. Yapilan polen canlilik testleri sonucunda, gereck T. heterolepis gerekse T.
ziganaense’de polen canliliginin yiiksek seviyede oldugu tespit edilmistir.

. Hidrojen peroksit ile yapilan stigma olgunluk testlerinde, her iki tiirde de ¢igeklenme
oncesi donemde negatif, ciceklenme doneminde ise iyi derecede pozitif reaksiyon
gozlenmistir. Elde edilen bu veriler, her iki tiirlin ¢igeklenme déneminde stigma-
polen etkilesimlerine hazir oldugunu gdstermektedir.

. TTC ile yapilan tohum canlilik testinde, her iki tiiriin tohumlarinda yiiksek diizeyde
canlilik gézlenmistir. Bununla birlikte, yapilan ¢imlendirme ¢alismalar1 sonucunda,
her iki tiirde de yiiksek ¢imlenme orani tespit edilmistir.

Cimlendirme ¢alismasindan elde edilen bitkilerin kiiltiire edilmesi ile birlikte, bitki
biiylitme odasinda %100 yasama basarisi elde edilmistir.

. Yapilan akim sitometrik tohum goriintiileme (FCSS) analizleri sonucunda, hem T.
heterolepis hem de T. ziganaense tiirlerinin ¢ift déllenme ile eseyli tiredikleri ortaya
konulmustur.

. Akim sitometrik analiz sonuglari, her iki tiirde de diisiik seviyede popiilasyon igi
genom biiyiikliigii varyasyonlarinin oldugunu ortaya koymustur.

. Ureme biyolojisi ve sitogenetik calismalardan elde edilen veriler ile nesli tehlike
altinda olan endemik T. heterolepis ve T. ziganaense tirlerinin koruma biyolojisine
katkilar saglanmistir. Ayni1 zamanda elde edilen veriler, nesli tehlike altinda olan

diger Tripleurospermum tiirlerinin koruma biyolojisi iginde bir temel olusturmustur.



6. ONERILER

Yapilan ¢alisma ile nesli tehlike altinda olan endemik T. heterolepis ve T. ziganaense
tirlerinin bazi iireme Ozellikleri ve popiilasyon i¢i genom biiyiikliigiindeki varyasyonlar
ortaya konulmustur. Yapilan bu ¢alismalara ilave olarak, embriyolojik, fenolojik ve ¢igek
biyolojisine yonelik incelemeler yapilabilir. Tiirlerin dogal popiilasyonlarinda yapilacak
olan tozlagsma uygulamalar1 ile birlikte tiirlerin detayli lireme mekanizmasi ve yasama
Oykisu ortaya konulabilir.

Genom biiyiikliigiindeki varyasyon, tiiriin yok olmasiyla yakindan iligkilidir. Bu
nedenle, giiniimiizde yaygin olarak kullanilan ISSR ve AFLP gibi molekiiler belirtegler ile
FISH gibi in situ hibridizasyon yontemleri kullanilarak, tiirlerin popiilasyon i¢i genetik
cesitliligi tespit edilebilir. Tirleri korumaya yonelik olarak ise in situ ve ex situ koruma

caligmalar1 yapilabilir.
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