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Doktora Tezi
OZET

TEHLIKE ALTINDAKI ENDEMIK TRIPLEUROSPERMUM CONOCLINIUM VET.
HYGROPHILUM (ASTERACEAE) TURLERININ MiKROCOGALTIMI VE KORUNMASI

Tugba ERGIN
Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Hiiseyin INCEER
2023, 119 Sayfa

Bu tez c¢alismasinda, nesli tehlike altinda olan endemik Tripleurospermum
conoclinium (Boiss. & Bal.) Hayek ve Tripleurospermum hygrophilum (Bornm.) Bornm. tiirlerinin
mikrogogaltim ile ex situ korumasi yapilmistir. Mikrogogaltimi yapilan bitkilerin stabilite testleri
akim sitometri, kromozom sayimi, ve stoma analizi ile yapilmigtir. Tripleurospermum conoclinium
ve T. hygrophilum’un mikrogogaltiminda in vitro ortamda ¢imlendirilen akenlerden elde edilen
fideler eksplant kaynagi olarak kullanilmustir. Siirgiin ¢ogaltiminda, 6-benzylaminopurine (6-BA,
0,25, 0,5 ve 1 mg L), kinetin (KIN, 0,25, 0,5 ve 1 mg L), 6-(y,ydimethylallylamino)-purine
(2iP, 0,25, 0,5 ve 1 mg LY)’nin indol-3-biitirik asit (IBA, 0,1 mg L) ve naftalin asetik asit (NAA,
0,1 mg L) ile kombinasyonunu igeren MS kullanilmistir. Tripleurospermum conoclinium igin
eksplant basina en yiiksek siirgiin sayist 0,25 mg L™ 6-BA + 0,1 mg L™ NAA iceren MS
ortamindaki bitkilerden elde edilmistir. Tripleurospermum hygrophilum igin en yiiksek siirgiin
sayis1 0,25 mg mg L1 6-BA + 0,1 mg L ! IBA igeren MS ortamindaki bitkilerden elde edilmistir.
Koklendirme igin indol-3-biitirik asit (IBA; 0,25, 0,5 ve 1 mg L) ve naftalen asetik asit (NAA;
0,25, 0,5 ve 1 mg L) iceren MS ortamm kullamlmustir. Tripleurospermum conoclinium igin
eksplant basna en yiiksek kok sayist 1 mg L™t NAA igeren MS ortamindaki bitkilerden elde
edilmigtir. Tripleurospermum hygrophilum igin en yiiksek kok sayist 0,25 mg NAA igeren MS
ortamindaki bitkilerden elde edilmistir. Mikrogogaltimi1 yapilan bitkilerin nuklear DNA’s1, bu
bitkilerin dogal popiilasyonlarindaki nuklear DNA miktarlar1 ile kiyaslandiginda herhangi bir
degisiklik goriilmemistir. In vitro ortamda g¢ogaltilan T. conoclinium ve T. hyhrophilum’un
kromozom sayisinin 2n = 2x = 18 oldugu tespit edilmistir. Kromozom sayisinin dogal ortamdaki
bitkilerdeki kromozom sayisi ile benzer oldugu bulunmustur. Aklimatizasyonu yapilan bitkilerin
stoma uzunlugunun dogal ortamda biiyliyen bitkilerin stoma uzunlugu ile ayni oldugu gézlenmistir.
EX vitro kosullara aktarilan T. conoclinium'un hayatta kalma oran1 %95, T. hygrophilum'un hayatta
kalma oranm1 %98 olarak belirlenmistir. Dig ortama aktarilan bitkiler ikinci yilinda ¢igeklenip aken

olusturmustur. Elde edilen bu veriler koruma biyolojisine katki saglamustir.

Anahtar Kelimeler: Koruma  biyolojisi, Mikrogogaltim,  Endemik,  Tripleurospermum
conoclinium, Tripleurospermum hygrophilum
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PhD. Thesis
SUMMARY

MICROPROPAGATION AND CONSERVATION OF THREATENED ENDEMIC
TRIPLEUROSPERMUM CONOCLINIUM AND T. HYGROPHILUM (ASTERACEAE) SPECIES

Tugba ERGIN
Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin INCEER
2023, 119 Pages

In this thesis, ex situ conservation of the threatened endemic species Tripleurospermum
conoclinium (Boiss. & Bal.) Hayek and Tripleurospermum hygrophilum (Bornm.) Bornm. was
carried out by micropropagation. The stability tests of the micropropagated plants were performed
by flow cytometry (FCM), chromosome counting and stomatal analysis. In micropropagation of T.
conoclinium and T. hygrophilum, seedlings obtained from achenes germinated in vitro were used as
explant source. MS suplemented with the combination of 6-benzylaminopurine (6-BA, 0,25, 0,5
and 1 mg L), kinetin (KIN, 0,25, 0,5 and 1 mg L™?), 6- y,dimethylallylamino)-purine (2iP, 0,25,
0,5 and 1 mg L) with indole-3-butyric acid (IBA, 0,1 mg L) and naphthaleneacetic acid (NAA,
0,1 mg L) were used at shoot multipication. The highest number of shoots per explant for T.
conoclinium was obtained from plants in MS medium suplemented with 0,25 mg L™ 6-BA + 0,1
mg L* NAA. For T. hygrophilum, the highest shoot number was obtained from plants in MS
medium suplemented with 0,25 mg L™ 6-BA + 0,1 mg L™ IBA. MS medium suplemented with
indole-3-butyric acid (IBA; 0,25, 0,5, and 1 mg L) and naphthalene acetic acid (NAA; 0,25, 0,5
and 1 mg L) was used for rooting. The highest number of roots per explant for T. conoclinium
was obtained from plants in MS medium suplemented with 1 mg L™ NAA. For T. hygrophilum, the
highest root number was obtained from plants in MS medium suplemented with 0,25 mg L™t NAA.
Nuclear DNA of micropropagated plants did not change when compared to the nuclear DNA
amounts in natural populations of these plants. It was determined that the chromosome number of
T. conoclinium and T. hygrophilum reproduced in vitro was 2n = 2x = 18. The chromosome number
was found to be similar to the number of chromosomes in plants in the natural environment. It was
observed that the stomatal length of the acclimatized plants was the same as the stomatal length of
the plants growing in the natural environment. The survival rate of T. conoclinium transferred to ex
vitro conditions was 95%, and the survival rate of T. hygrophilum was determined 98%. Plants
transferred to the ex vitro flowered and formed achene in the second year. These data have
contributed to conservation biology.

Key Words: Conservation biology, Micropropagation, Endemic, Tripleurospermum conoclinium,
Tripleurospermum hygrophilum
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Diinya iizerindeki tiim yasam formlar1 birbirleri ile dinamik bir iliski igerisinde
biyolojik ¢esitliligi olusturur. Insanoglu siirdiiriilebilir bir cevre igin biyocesitliligi
korumak zorundadir. Canli tiirlerinin yasadig1 habitatlarin bozulmasi, asir1 tiiketim, fiziksel
ortamin (toprak-su-hava) kirlenmesi, kiiresel seviyede iklimsel degisimler, endiistriyel
tarim ve diger antropojenik aktiviteler yeryiiziindeki biyogesitliligi azaltip tiirlerin yok
olmasina veya nesillerinin tehlike altina girmesine sebep olmaktadir. Dogrudan ya da
dolayl olarak tehlike altina giren biyolojik ¢esitliligin korunmasi, doganin korunmasi
anlamina gelmektedir (Ansari vd., 2016; Arora, 2018).

Tiirlerin kiiresel koruma statiisiine iliskin en o©nemli bilgi kaynagi, IUCN
(International Union for Conservation of Nature and Natural Resources/Uluslararast Doga
Koruma Birligi) Kirmizi Listesi'dir (Coelho vd., 2020). Son yillarda insan faaliyetleri
sebebiyle tiirlerin yok olma oranlar1 6nemli dlglide arttigindan dolayi, tiir odakli koruma
calismalar1 da artmistir. Tiir kayiplarina iliskin bilgiler, IUCN Kirmiz1 Liste Programi
tarafindan yapilan tlilke degerlendirmelerinden ve bunlarin kiiresel olarak degerlendirilerek
sentezlenmesinden olugmaktadir (Heywood ve Iriondo, 2003). Son degerlendirmelere gore
var olan 422.683 bitki tiirii igerisinde, tanimlanan 38.630 tiirden 15.774°1 tehdit altindadir
(Coelho vd., 2020).

Bir iilkenin maden zenginligine esdeger olan bitki cesitliligi, somut ve ekonomik bir
kaynak olarak giderek daha fazla taninmaktadir ve bitki genetik kaynaklari olarak
adlandirilmaktadir. Bu c¢esitlilik, insanlik i¢in ekonomik degeri olan sinirli bir diinya
kaynagidir ve siirdiirlilemez uygulamalar yiiziinden azaltilip yok edilmektedir (Hawkes
vd., 2000). Oysaki bitkiler; atmosfer yapisi, besin dongiisii ve diger ekosistem siireglerinin
korunmasi i¢in ¢ok Onemlidir. Ayrica sayisiz organizma i¢in yasam alani ve besin
saglamaktadir (Hawksworth ve Bull, 2007). Habitatlarin bozulmasi, asir1 tiikketim, fiziksel
ortamin (toprak-su-hava) kirlenmesi, kiiresel seviyede iklim degisiklikleri, endiistriyel
tarim faaliyetleri ve diger antropojenik aktiviteler yeryiiziindeki bitki cesitliligini azaltip

tiirlerin yok olmasina veya nesillerinin tehlike altina girmesine sebep olmaktadir (Pathak
ve Abido, 2014).



Tiirkiye, zengin bitki ¢esitliligi ile Avrupa ve Ortadogu'daki c¢ogu iilkeden
ayrilmaktadir. Bitki cesitliligi acisindan kita iilkeleri arasinda dokuzuncu sirada yer
almaktadir (Ekim vd., 2000; Avci, 2005). Tiirkiye florasinin yaklasik {i¢te biri ise endemik
bitkilerden olusur (Avci, 2005). Ancak niifus artis1 ile birlikte, bitki ¢esitliligine yonelik
tehditler artmaya baslamistir. Son yillarda otlatma, tarimda asir1 giibre ve kimyasal
kullanim1 gibi tarimsal faaliyetler basta olmak {izere sanayilesme, kentlesme turizm
faaliyetleri gibi antropojenik baskilardan dolay1 bitki ¢esitliligi, yok olma tehlikesi ile karsi
karsiyadir. Ulkemizdeki bitki biyogesitliligine yonelik bu ve benzeri baskilar sonucunda
endemik bitki tiirlerinin 6nemli bir kismi tehlike altindadir (Ekim vd., 2000; Karagoz,
2003).

Endemik tiirler, sinirli bir dagilima ve c¢ok yiiksek habitat 6zgiilliigiine sahip
oldugundan dolay1, bunlarin nasil korunmasi gerektigi 6énemli sorulardan biridir. Endemik
tiirlerin dogal sebeplerle yok olma olasiliklar: yiiksektir. Bununla birlikte iklim degisikligi
gibi dogal bir fenomenin bile artik insan miidahalesinden bagimsiz olmayisi, dogal ve
insan kaynakli yok olma arasindaki sinirlari ¢ok daha belirsiz hale getirmistir (Brigham ve
Schwartz, 2003). Endemik bitki tiirleri genellikle antropojenik tehditlere ve dogal
degisikliklere kars1 daha savunmasizdir bu nedenle, daha yiiksek bir yok olma riski tasirlar.
Bu tiirlerin korunmasi diinya genelinde biiylik bir endise kaynagidir. Dolayisiyla
korunmalarin1 desteklemek ig¢in koruma onlemleri alinmalidir (Coelho vd., 2020). Bu
kapsamda tehlike altindaki tiirleri korumaya yonelik in situ (habitat1 igerisinde) (Gémez ve
Herranz, 1993; Laguna, 2001; Betz vd., 2013; Kadis vd., 2013) ve ex situ (habitati diginda)
(Brusa vd., 2007; Valletta vd., 2015; Grigoriadou vd., 2020) koruma g¢alismalar1 son
yillarda artmaya baslamistir.

Koruma biyolojisi, son yillarda artan tiir ve habitat kayiplari ile yok olma krizlerine
bir cevap olarak, modern biyolojinin temel hedeflerinden biri haline gelmistir. Koruma
biyolojisi; genetigi, evrimsel biyolojiyi, ekolojiyi ve sistematigi de i¢ine alan uygulamali
bir alandir (Meine vd., 2006). Koruma biyolojisinde kullanilan yontemlerden in situ ve ex
situ yontemlerin temel amaci, segilen tiiriin genetik ¢esitliligini devam ettirmektir. In situ
ve ex situ koruma calismalari temel olarak bilinen koruma stratejilerindendir (Sekil 1). /n
situ koruma; hedef tiirlerin ekosistemi ve habitat1 ile birlikte korunmasini, onlarin
yasamlarint siirdiirmelerini hedefler. Ex situ koruma ise hedef tiiriin dogal habitatinin
disinda korunmasini hedefler. Tiirlerin korunmasi habitatlara baghdir, fakat habitatlarin

kalict ve siirdiiriilebilirliginin garantisi yoktur. Bundan dolay1 ex situ koruma ¢aligmalari,



nesli tehdit altindaki birgok tiir igin kaginilmazdir (Pathak ve Abido, 2014). Ex situ koruma
calismalarinda ise biyoteknolojik yoOntemlerden olan mikrogogaltim teknigi, oldukca
onemli bir yere sahiptir. Bu yontemle, bircok endemik velveya nesli tehlike altindaki
tiirlerin hizli bir sekilde korunmasinin yani sira, yabani populasyonlarin bitki {izerindeki
etkisinin minimum seviyede oldugu bitki materyalleri elde edilmektedir (Valletta vd.,
2015).

Asteraceae familyasi, yaklasik 1600-1700 cins ve 25000-35000 tiir ile temsil edilen,
cicekli bitkilerin en biiyiik familyalarindan biridir (Funk vd., 2009; Mandel vd., 2019). Bu
familya iilkemizde 137 cins ve 1209 tiir ihtiva etmekte olup, tiir sayisi agisindan birinci
sirada bulunmaktadir. Bu tiirlerden 447°si endemik, endemizm oram ise %37’°dir ve
iilkemizin endemik tiir bakimindan da en zengin familyasidir (Davis vd., 1988; Ozhatay ve
Kiiltiir, 2006). Bu familya; siis bitkisi ve sebze olarak kullanilan bitkiler icermesinin yani
sira, etken maddeler ve ugucu yaglar nedeniyle tibbi kullanimi olan, tasidiklart inulin ve
sabit yaglardan dolay1 gida olarak kullanilan, kauguk nedeniyle de sanayi ve ekonomik
degere sahip olan bir familyadir (Baytop, 1991). Endemizm oraninin yiiksek oldugu bu
familyadaki endemik taksonlarla yapilan ex situ korumaya yonelik in vitro g¢ogaltim
caligmalar1 son yillarda artmaya baslamistir. (Kodja vd., 1998; Pevalek-Kozlina, 1998;
Izquierdo, 2006; Souza vd., 2007; Corral vd., 2011; Gorgorov vd., 2011; Chang vd., 2012;
Rogova vd., 2015; Angela vd., 2016; Bohorquez-Quintero vd., 2016; Valletta vd., 2015;
Yordanova vd., 2017; Panwar vd., 2020; Grigoriadou vd., 2020; Panwar ve Joshi, 2020)
Ulkemizde ise ex situ korumaya yonelik in vitro cogaltim ¢alismalar1 oldukg¢a simirlidir
(Erdag ve Emek, 2009; Kurt ve Erdag, 2009; Okay ve Demir, 2010; Yiizbasioglu vd.,
2012; Emek ve Erdag, 2013; Okay vd., 2014; Ozel, 2016; Sevindik vd., 2019; Ciice vd.,
2022; Inceer vd., 2022).

Asteraceae familyasinin Anthemideae tribusunda yer alan Tripleurospermum Sch.
Bip. cinsi, yaklasik 40 tir igerir (Oberprieler vd., 2007). Bu cinsin iilkemizde 33 tiirii
bulunmaktadir ve bunlarin 17’si endemiktir (Inceer vd., 2012; Teksen vd. 2022).
Endemizm oraninin kayda deger sekilde yiiksek oldugu bu cinsteki tiirlerin birgogu,
antropojenik faktorler sebebiyle yok olma tehlikesiyle karsi karsiyadir (Ekim vd., 2000).
Anadolu'da Tripleurospermum tiirleri halk arasinda “Akpapatya” olarak bilinir (Inceer,
2012) ve antiinflamatuar, antiseptik, antifungal, antibakteriyel, antiiilser ve antioksidan

gibi birgok yararli tibbi 6zellige sahiptirler (Cavar Zeljkovic vd., 2015).



Tripleurospermum conoclinium (Boiss. & Bal.) Hayek ve Tripleurospermum
hygrophilum (Bornm.) Bornm. iilkemiz i¢in endemik olan tiirlerdir. Bu tiirler ayn1 zamanda
giincel IUCN Kirmiz1 Liste Kategorileri ve Olgiitlerine gére nesli tehlike altinda olan
Tripleurospermum tiirleri arasinda yer alirlar (IUCN 2022). Diger yandan, bu cinste yer
alan tiirlerle ilgili ex situ korumaya yonelik ¢alismalar ise sadece T. fissurale (Sosn.) E.
Hossain ve T. insularum Inceer & Hayirlioglu-Ayaz tiirlerinin in vitro cogaltimi ile
stnirhidir (Ciice vd., 2022; inceer vd., 2022). Dolayisiyla, gerek T. conoclinium gerekse T.
hygrophilum tiirlerini korumaya yo6nelik su ana kadar herhangi bir ¢alisma yapilmamustir.
Bu tez calismasinda, endemik T. conoclinium ve T. hygrophilum tiirlerinin mikrogogaltim

ile ex situ korunmasi amaglanmustir.

1.2. Koruma Biyolojisi

Bitkilerin korunmasi konsepti, tarihsel olarak tibbi bitkilerin kullanimi1 ve korunmasi
ile iliskilendirilmistir. Tarihsel kayitlar, eski Yunanlilarin, Perslerin, Cinlilerin, Asurlularin
ve Misirlilarin tibbi amagclarla, belirli bitkileri kullandiklarini géstermektedir. Bu kiiltiirler
yakin bolgelerinde yetisen bitkileri kullanan yerel bitki toplayicilariydi. Zamanla bu
topluluklarin bitkilerle olan iliskileri, bitkilerin bir alandaki yerinin kullanilabilecekleri
ikinci bir alana ex situ transferini igerecek sekilde daha kompleks ve planli bir hale
gelmistir (Maxted vd., 2020).

Bu iki stratejinin uygulanmasinda bariz bir temel fark vardir: in situ koruma, hedef
tiirlerin bulunduklar1 yerde belirlenmesini, yonetimini ve izlenmesini igerirken, ex situ
koruma, hedef tiirlerin hedef bolgeden 6rneklenmesini, nakledilmesini ve depolanmasini
igerir (Maxted vd., 2020).

In situ ve ex situ koruma, genetik kaynaklari korumada birbirini tamamlayan
yontemlerdir (Sekil 1 ve 2). Doga koruma alanlari, doga parklari, ulusal parklar ve
biyogenetik rezervleri in situ koruma alanlarina 6rnek olarak verilebilir (Pathak ve Abido,
2014).

Ex situ korumaya ise tohum bahgeleri, klon bankalari, botanik bahgeleri,
arboretumlar, tohum ve polen bankalart ve embriyo dokularmin soguk saklanmasi
(kriyoprezervasyon) ornek olarak verilebilir (Pathak ve Abido, 2014). Entegre bir koruma

programinin pargasi olarak ex situ koruma, genisleyen krize pragmatik bir yanittir (Raven,



2004). Ex situ korumaya yonelik kiiresel yatirnmlarin g¢ogu, genetik kaynaklarin

korunmasina yoneliktir. Baslica ex situ teknikler (Sekil 1).

Koruma
Stratejileri

)

In situ < > Ex situ

Tohum depolama

Doga koruma
alanlar1

Botanik bahgeleri

= Doga parklari

In vitro depolama

= Ulusal parklar

Kriyoprezervasyon

Sekil 1. Koruma stratejileri

1.2.1. Tohum Depolama

Bitki germplazmini korumanin en uygun yollarindan biri tohumlar1 depolamaktir.
Tohumlar diisiik nem ve sicaklik kosullarinda saklanir. Bu teknik, ¢ogu bitki tiirliniin
ortodoks tohumlari i¢in rutin olarak kullanilir. Geleneksel tohumlar i¢in etkili bir depolama
teknigidir ve birgok genotipin uzun siire boyunca depolanmasina izin verir. Tesisler
masalistiinden (tohumlar silika jel Tlizerinde hava ge¢irmez kosullarda saklanir)
donduruculara ve gomme tohum kasalarina sahip biiyiik dlgekli gen bankalarina kadar

degisebilir (Hawkes vd., 2000; Raven, 2004).



1.2.2. Botanik Bahgeleri

Botanik bahgeleri ve arboretumlar, egitim, ekonomik kullanim ve bilimsel arastirma
i¢in diizenlenen canli bitki koleksiyonlaridir. Genellikle botanik bahgeleri, diinyanin belirli
egzotik bir bolgesinden veya bir bolgenin kendi dogal florasindan tiirler igeren belirli bir
florada uzmanlasmustir. Londra Kew’deki Royal Botanic Garden, ve A.B.D.'deki Missouri
Botanical Garden tiir cesitliliginin yiiksek oldugu en bilinen botanik bahgelerindendir. ilk
botanik bahgeleri hekimlerin tibbi maddeler iiretme amaciyla kullandiklar1 bahgeler olarak
bilinsede son yillarda, ¢evre ve koruma konularinda artan farkindalikla birlikte, botanik
bahgelerinde tehdit altindaki yabani tiirlerin korunmasina yonelik bir hareket olusmustur.
Botanik bahgeleri biinyesinde nadir ve endemik bitkilerin korunmasi i¢in c¢aligmalar

yapilmaktadir (Hawkes vd., 2000).

1.2.3. In vitro Depolama

Germplazmin laboratuvar kosullarinda (in vitro) saklanmasi, ve ¢ogaltimi yapilan
tiirlerin uzun siireli korunmasi i¢in 6zellikle uygundur (Laliberte, 1997). Doku 6rneklerinin
steril, patojen icermeyen bir ortamda toplanmasidir. Somatik dokular, sicaklik ve 1s1k
kontrollii ortamda, yavas biiyiime kosullar1 altinda in vitro olarak depolanir. Bu teknik,
malzemenin kisa siirelerde korunmasi ig¢in etkilidir, ancak egitimli teknisyenlere ve

laboratuvar malzemelerine erisim gerektirir (Raven, 2004).

1.2.4. Kriyoprezarvasyon

Bu yontemle tohumlar, polenler veya dokular sivi nitrojende donmus halde saklanir.
Bu teknik, tarim ve bahge bitkilerinin uzun siireli depolanmasi i¢in ve giderek artan bir
sekilde kullanilmaktadir. Malzemenin uzun siire korunmasinda etkilidir, ancak 6nemli bir
baslangi¢ sermayesi yatirimi ve egitimli teknisyenlere ve sivi nitrojen kaynaklarina erigim
gerektirir. Tropikal tiirler i¢in teknikler gelistirildik¢e, kriyoprezervasyonun daha kullanisgl
hale gelmesi beklenmektedir; zamanla saha gen bankalarma olan ihtiyac1 azaltacagi
diistiniilmektedir (Raven, 2004).



Ozellikle son yillarda biyoteknolojik ydntemler ex situ koruma ¢alismalaria biiyiik
katki saglamistir. In vitro ¢ogaltim igin kullanilan bu biyoteknolojik yontemlerin amaci
geleneksel koruma yontemlerinin yerini almak degil, mevcut yontemleri tamamlamak ve
gelistirmektir. Bitki koruma biyoteknolojisi, sadece bitki genetik kaynaklarinin
korunmasini degil, ayn1 zamanda yonetimi, karakterizasyonu ve uygulamasini da igerir.
Ozellikle kiiltiir koleksiyonlarindaki bitki genetik kaynaklarinin doku kiiltiirii teknolojileri
kullanilarak cogaltimi; bitki materyalinin degerlendirilmesi, kullanilmasi ve giivenli
aligverisi i¢in kolay erisim saglar (Coelho vd., 2020).

In vitro g¢ogaltim, ¢ok sayida bitkinin kisa siirede ve smirli bir alanda geri
kazanilmasma izin verdigi ve ¢ogaltim materyalinin tasmmmasini kolaylastirdigl igin
geleneksel cogaltim yontemlerine etkili bir alternatif olarak kabul edilir. Bu metot,
geleneksel tekniklerle cogaltilmasi zor olan nesli tehlike altindaki nadir ve endemik
tirlerin ¢ogaltiminda oldukca yararlidir. Bu teknigin diger bir avantaji, ana bitkiden alinan
kiigiik miktarlarda baslangi¢ bitki materyalinin ¢ogaltim igin yeterli olmasidir. Koruma
programlarinda kullanilabilmesi ic¢in etkili c¢ogaltim protokollerinin olusturulmasi
onemlidir. In vitro g¢ogaltim teknikleri, nesli tehlike altinda olan bitkilerin genetik
materyalinin kisa vadede korunmasina olanak saglar. Bu durum, bitkilerin dogrudan
cogaltilmasi i¢in temel bir adim olmasinin yaninda, orta ve uzun vadeli koruma

uygulamalari igin de temel bir adimdir (Coelho vd., 2020).



Korunan Alanlar

i

In situ

Biyogesitliligin
Korunmasi

Ex situ

z

Tohum In vitro Arazi
bankalari koruma koleksiyonlart

= |

In vitro Cogaltim

Yavas biiyiitme Kriyoprezervasyon

Sekil 2. Biyogesitliligin korunmasi (Dhurvas, 2015)

1.3. Doku Kiiltiri

Etkili biyoteknolojik yoOntemler iizerine bir asirdan uzun siiredir devam eden
arastirmalar siirse de in vitro ¢ogaltim, genetik dogrulugunu koruyan ve zararlilardan
arinmis bir¢ok onemli bitki tiiriinlin biiylik 6lgekli liretimi i¢in 6nemli bir ara¢ olmaya
devam etmektedir (Cardoso vd., 2018). Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir

besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre, doku veya organ gibi bitki kisimlarindan yeni



doku, bitki veya bitkisel tiriinlerin iiretilmesidir. Bitki doku kdltiirii ilk olarak 1902’ de
Gottlieb Haberlandt tarafindan Alman akademisinde yaptig1 konusma sirasinda One
stiriildii. Haberlandt doku kiiltiiriiniin temelini teskil eden Totipotensi kavramini ilk kez
ortaya atan kisidir bu ylizden doku kiiltiiriiniin fikir babasi olarak kabul edilir. Bu tarihten
sonra doku kiiltiirlinde 6zellikle 1960’11 yillara kadar ilk kok kiiltiiriiniin yapilmasi, ilk
kalllus kiiltiiriiniin yapilmasi, ilk sitokinin tanimlanmasi gibi bir dizi yeni gelisme
yasanmistir. Murashige ve Skoog’un MS besiyerini gelistirmesiyle doku Kkiiltiiriindeki
gelismeler hizlanmistir. Bu alandaki gelismeler 1960’larin baslarinda yogun olarak
gerceklesmis olup bugiin ise modern biyoteknoloji igin standart prosediirler haline

gelmistir. Bugiin in vitro kiiltiirler temel olarak bes alanda kullanilir;
Istenilen &zelliklerdeki bitki materyalinin genis ¢apta iiretiminde
Genetigi degistirilmis fertil bireylerin tiretiminde
Temel bitki fizyolojisi igin model sistemler olugturulmasinda
Tehlike altindaki tlirlerin korunmasinda
Sekonder metabolitlerin iiretiminde
(Babaoglu vd., 2001; Loyola vd., 2006)

Klasik biyoteknolojik bir yontem olan in vitro ¢ogaltimin birgok avantaji vardir. Bir
ay gibi kisa bir siire i¢inde binlerce bitkinin {iiretilebildigi hizli bir ¢ogaltma yontemidir;
cogaltma dongiisii sirasinda bitki doku sterilizasyonu ve steril kiiltlir islemleri sonucunda
saglikli bitki materyalinin saglandigi, yabani ot temizleme gerektirmeyen, daha az su
kullanilan, daha kiigiik bir alan gerektiren ve pestisit igermeyen bir ortam kullanilarak
maliyetten tasarruf edilerek yapilan ekonomik bir ¢cogaltma yontemidir. Ayrica baslangic
materyali olarak sadece kiigiik bir bitki dokusuna ihtiya¢ duyulan (nesli tilkenmekte olan

bitki tiirleri i¢in ¢ok dnemlidir) verimli ve uygun bir ¢ogaltma yontemidir (Liao vd., 2006).
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1.4. Mikrocogaltim Asamalari

Mikrogogaltim 1974°de Murashige tarafindan {i¢ temel asama olarak belirlenmistir
son yillarda ise bu asamalara ¢alismanin amacina yonelik olarak aklimatizasyon asamasi

gibi asamalarda eklenmistir (Sekil 3, 4).

Hazirlik agamasi

U

Kiiltiir baglangi¢ agamasi

U

Cogaltim asamasi

U

Koklendirme agamasi

U

Aklimatizasyon asamasi

Sekil 3. Mikrogogaltim agamalari
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Sekil 4. Mikrogogaltim dongiisii
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1.4.1. Hazirhk Asamasi

Explant kaynagi olarak kullanilacak bitkilerin ¢ogaltimi yapilmak istenen bitki ile
aym Ozellikleri tasimasina dikkat edilmelidir (Kenneth, 1989). Mevsimsel faktorlerin
mikrogogaltimin basarisin1 etkileyecegi goz oOnlinde bulundurularak eksplant kaynag:
olacak bitkiler uygun mevsimde toplanmalidir. Hedef bitkileri toplarken kalan
popiilasyonu tehlikeye atmadan toplanmasi, dogru sekilde teshis edilmesi gerekmektedir.
Kaynak materyalin tasinmasinin zor oldugu veya tasima sirasinda canlilik kaybina yol
acaca@l durumlarda in vitro koleksiyonlar bu zorluklarin iistesinden gelmek i¢in kullanilir

(Benson, 1999; George vd., 2008).

1.4.2. Kiiltiir Baslangic Asamasi

Doku kiiltiirleri bitki kisimlarindan baglatilir. Bitkilerden alinan kiigiik organ veya
doku kisimlarina eksplant denir. Mikrogogaltimin basarisini etkileyen en Onemli
faktorlerden biri eksplant sec¢imidir. Baslatilacak kiiltiiriin tipine, kiiltliriin amacina,
cogaltilacak tiire gore eksplant se¢imi de degisiklik gosterir (Cassells, 1997). Bu yiizden
eksplant segimine 6nem verilmeli amaca yonelik eksplant secilmeli ayrica herhangi bir
hastalik belirtisi gostermeyen saglikli bitkiler kullanilmalidir. Hemen hemen her bitki
dokusu (kok, yaprak, ¢igek, nod, meristematik dokular vb.) eksplant olarak kullanilabilir
fakat elde edilecek basar1 Kkiiltiir sistemine, kullanilan tiire ve kontaminantlardan
armdirilmaya bagli olarak degisir (Kenneth, 1989).

Bitki yiizeyleri bircok mikroorganizma tiirline ev sahipligi yapar. Kullanilan
eksplanta bagli olarak igsel ve digsal mikroorganizmalar in vitro kiiltiirlere taginabilirler
(Benson, 1999). Eksplantlarin kiiltiir 6ncesi dezenfeksiyonu, bakteri mantar gibi
kontaminantlarin bitkiden uzaklagtirilmasi i¢in elzemdir. Yiizey sterilizasyonu bitkiye
zarar vermeyecek hassaslikta ayn1 zamanda kontaminantlar1 uzaklastiracak kadar da etkili
olmalhidir (lliev vd., 2010.) Sterilizasyon islemleri eksplant tipine ve bitki tiiriine baglidir
(Benson, 1999). Eksplantin akan musluk suyu altinda 30 dakika ila 2 saat siireyle
yikanmasi, tiiylii dokulardan depo organlarina kadar kullanilacak eksplantlar iizerindeki
kontaminasyon miktarin1 biiyiik Ol¢tide azaltir (Kenneth, 1989). Tohumlar direk

sterilazasyon ajanlar1 ile muameleye diger eksplant kaynaklarina goére daha dayaniklidir



13

(Benson, 1999). Yikandiktan sonra, eksplant dokusu, yiizeyde bulunan Kirleticileri
oldiirmek i¢in antiseptik bir soliisyona daldirilir. Camasir suyu (%0,5-5,25 sodyum
hipoklorit), bitki doku kiiltiiriinde en yaygin kullanilan sterilantlardan biridir. Etanol,
kalsiyum hipoklorit, hidrojen peroksit, giimiis nitrat, metil bromiir ve civa kloriir kullanilan
diger dezenfektanlar arasinda bulunur. Polioksietilen sorbitan monolaurat (Tween-20) gibi
bir deterjanin sterilanta eklenmesi, su ile bitki dokusu arasindaki yiizey gerilimini kirarak
dezenfektanin etkinligini artirabilir. En etkili sterilizasyon prosediiriinii elde etmek i¢in

cesitli sterilantlar tek basina veya sirayla kullanilabilir (Kenneth, 1989).

1.4.2.1. Besiyeri Icerigi

Bu asamadaki en 6nemli hususlardan bir digeri de ¢ogaltimin amacina yonelik olarak
uygun besiyeri ortamini belirlemektir. Besiyeri ortami bitki doku ve organlarinin
biiyiimeleri i¢in gerekli besinleri saglayan yapay bir ortamdir. Besiyeri ortami makro
elementler, mikro elementler, vitaminler, diger organik bilesenler (aminoasit vb.), bitki
biiylime diizenleyicileri, katilastirict ajanlar (siv1 besiyeri degilse) ve siikroz igerir. Kiiltiir
ortaminin bilesimi bitki tiirlerine, eksplantlara ve deneyin amacina bagli olarak degisir.
Cogu bitki icin belirli standart ortamlar kullanilir ancak tiire 6zgli optimizasyonlarin
gerekebilecegi durumlarda biliyiime diizenleyicilerinin konsantrasyonlar1 degistirilerek
veya kiiltiir ortamina belirli bilesenlerin eklenmesiyle kiiltiir ortaminin igeriginde
degisiklikler yapilabilir (lliev vd., 2010). Farkli formulasyonlardan olusan birgok besiyeri
ortami1 ve bitki bliylime diizenleyicileri bulunmaktadir. Bunlardan MS (Murashige ve
Skoog, 1962) ortami en yaygin sekilde kullanilanlardandir. MS ortamindan sonra en ¢ok
kullanilan besiyeri ortamlar1 B5 ortami (Gamborg vd., 1968), Woody Plant ortami (WPM;
Lloyd ve McCown, 1980), Driver ve Kuniyuki Woody Plant ortami (DKW, Driver ve
Kuniyuki, 1984), Anderson ortam1 (AN; Anderson, 1984)’dur.

MS ortami, hem dikotlar hem de monokotlar i¢in yaygin olarak kullanilir. Hem nitrat
hem de amonyum formlarinda yiiksek nitrojen seviyesinden dolayi, nispeten yiiksek
amonyum nitrat oran1 nedeniyle iyi bir bitki rejenerasyon ortami saglar. Bununla birlikte,
bazen MS ortami, yiiksek seviyelerde amonyum iyonlar1 igerdiginden, optimum biiyiime
icin en iyi ortam degildir. Buna karsilik, bazi bitki tiirleri i¢cin B5 ortami amonyum

acisindan ¢ok diisiik olabilir. Odunsu bitkiler i¢in genellikle daha az miktarda makro besin



14

tuzlar1 igeren ortamlar kullanilir, bu nedenle 2-MS, MMS (Modifiye MS) ve WPM odunsu
bitkiler i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. DKW besiyeri ortami1 ise MS'e benzer sekilde
daha yiiksek bir amonyum:nitrat oranina sahiptir, ancak MS'den daha az nitrojen igerir ve
farkli tuz kaynaklar1 kullanir, bu da siilfat konsantrasyonunda diger ortamlara nazaran bir
artiga neden olur. In vitro ¢cogaltimi yapilacak tiire gore farkli besiyerleri kullanilsa da hala

otsu bitkiler i¢in en yaygin olarak MS besiyeri kullanilmaktadir (Phillips ve Garda, 2019).

1.4.2.2. Makro ve Mikro Elementler

Dogada toprak, bitkileri besler ve biiyiimeleri ve gelismeleri i¢in temel besinleri
saglar. Karbon, hidrojen ve oksijenin yani sira bitkiler, [azot (N), potasyum (K), kalsiyum
(Ca), fosfor (P), magnezyum (Mg) ve kiikiirt (S)] olarak adlandirilan makro elementler ve
[demir (Fe), nikel (Ni), klor (Cl), manganez (Mn), ¢inko (Zn), bor (B), bakir (Cu) ve
molibden (Mo)] olarak bilinen mikro elementlere ihtiya¢ duyar. Bu nedenle bu elementler

¢ogu besiyeri ortaminin vazgegilmez temel pargalaridir.

1.4.2.3. Karbohidrat Kaynag:

Kiiltire alinan bitki hiicreleri yeterli miktarda fotosentez yapamadiklari igin enerji
kaynagi olarak gesitli karbohidratlar kullanilir. Karbohidratlar in vitro kiiltiirlerde enerji ve
karbon kaynagidir ayni zamanda ozmotik bir role sahip olduklari bilinir (George vd.,
2008). Besiyeri ortamlarinda kullanilan en uygun karbohidrat siikrozdur. Baz1 durumlarda
stikroz yerine frikktozda kullanilabilse de etkisi siikroza gore diistiktiir. Laktoz, galaktoz,
rafinoz, maltoz gibi diger karbohidratlarda denenmis olup higbiri siikroz kadar etkili
bulunmamistir (Kenneth, 1989).

1.4.2.4. Vitaminler

Vitaminler bitkilerde ¢esitli metabolik stireglerde katalizor olarak gereklidir. Bitkiler
in vitro kosullarda biiyiitiildiiklerinde bazi1 vitaminlerin yoklugu biiylimeyi olumsuz
etkileyebilmektedir. Besiyeri ortamlarinda en sik kullanilan vitaminler arasinda tiamin

(B1), nikotinik asit, piridoksin (B6) ve miyo-inositol bulunur. Tiamin temel olarak tim
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hiicrelerin biiyiime i¢in ihtiya¢ duydugu bir vitamindir. Nikotinik asit ve piridoksin de rutin
olarak kiiltiir ortamlarina eklenir ancak birgok tiirde hiicre biiylimesi i¢in gerekli degildir.
Myo-inositol’iin varlig1 kiiltiir ortamlarinda gerekli olmasa da kii¢iik miktarlarda eklenmesi
¢ogu bitki tiirtinde biliylimeyi uyardigi bilinmektedir (Kenneth, 1989). Diger vitaminler
arasinda ise d pantotenik asit (B5), askorbik asit (C), a-tokoferol (E), folik asit (M), retinol
(A), riboflavin (B2) ve kolekalsiferol (D3) zaman zaman 6zel uygulamalarda besin
ortamlarina ilave edilmektedir fakat biiyliimeye etkileri belirgin degildir (Babaoglu vd.,
2001).

1.4.2.5. Aminoasitler

Cogu doku kiiltiirii icin eger ortamda yeterli miktarda ve dogru oranlarda nitrat ve
amonyum iyonlar1 varsa, aminoasitlerin eklenmesi gereksiz olabilir. Aminoasitler,
kiiltiirlerin indirgenmis azot ihtiyacin1 karsilamak i¢in bitki ortamina eklenebilir, ancak
pahali olduklarindan yalnizca iyi sonug¢ vereceginden emin olunan ticari iretimlerde
kullanilabilir (George vd., 2008). Bu azotlu bilesikler tiim kiiltiir ortamlar1 i¢in gerekli
olmasa da protoplast gibi bazi kiiltiirlerde biiyiimeyi tesvik ettigi i¢in kullanilabilir. L-
Glutamin, L-asparagin, L-sistein ve L-glisin, kiiltiir ortamlarinda yaygin olarak kullanilan
aminoasitlerdir (Bhatia vd., 2015).

1.4.2.6. Kimyasal Olarak Tamimlanmayanlar

Kiiltiir ortamlarina gesitli organik ekstraktlarin eklenmesi kiiltiir ortamlarinda olumlu
sonuglar verebilir. Bunlardan bazilari; protein hidrolizatlari, hindistancevizi siitli, maya
Ozleri, malt 6zleri, 6giitiilmiis muz, portakal suyu ve domates suyudur. Kiiltiir ortamina
aktif komiiriin (AC) eklenmesi de bazi ortamlar i¢in faydali, bazilari i¢in zararl bir etkiye
sahip olabilir. Bir ortamdan diger ortama oldukca farkli sonuclar ¢iktigi i¢in bu maddelerin

kullanimi1 dikkatli bir sekilde yapilmalidir (Kenneth, 1989).
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1.4.2.7. Jel Yapici Ajanlar

Jellesmis ortam, protoplast, hiicre, doku ve organ kiltlirleri i¢in yaygin olarak
kullanilan yar1 kati, destekleyici matrisler saglar (George vd., 2008). Agar, yar1 kat1 ve kati
bitki doku kiiltiirii ortam1 hazirlamak icin en yaygin olarak kullanilan jellestirici ajandir.
Agarin, diger jellestirici ajanlara gore ¢esitli avantajlar1 vardir. Agar su ile karistirildiginda
yaklasik 60-100°C'de eriyen ve yaklasik 45°C'de katilasan bir jel olusturur; bu nedenle,
agar jelleri tiim uygun inkiibasyon sicakliklarinda stabildir. Ayrica, agar jelleri ortam
bilesenleri ile reaksiyona girmez ve bitki enzimleri tarafindan parcalanmaz. Agar kadar
yaygin olmasa da kullanilan diger jellestirici tipleri aljinat, agaroz, Phytagel (Gelrite),
silikajel, jelatin ve nisastadir (Kenneth, 1989).

1.4.2.8. pH

Besiyerinin pH degeri kiiltiir ortaminin katilagmasini ve iyon alinimini etkiler. 4,5'ten
diisiik veya 7,0'den yiiksek pH degerleri, in vitro doku biiyiimesini ve gelisimini biiyiik
Ol¢iide engeller. Ortamin pH’inin agarin jellesme verimini, madde alinimini, tuzlarin
¢oztiniirliigiinii, kimyasal reaksiyonlar1 etkiledigi bilinmektedir (Bhatia vd., 2015). Farkli
bitki tiirlerine gore ortamin pH gereksinimi degisebilir, ancak ¢ogu bitkinin
yetistirilebilecegi ideal pH araligi 5,5-6,5'tir. Asteraceae familyasi iiyeleri ile yapilan in
vitro gogaltim g¢aligmalarinda besiyeri ortami pH’1 genel olarak 5,8 olarak ayarlanmigtir
(Kodja vd., 1998; Harbage, 2001; Izquierdo, 2006; Souza vd., 2007; Corral vd., 2011,
Chang vd., 2012; Emek ve Erdag, 2013; Okay vd., 2014; Valletta vd., 2015; Bohdrquez-
Quintero vd., 2016; Carra vd., 2016; Trejgell vd., 2018; Sevindik vd., 2019; Panwar vd.,
2020).

1.4.2.9. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Bitki dokularinda dogal olarak bulunan bazi kimyasallar biiylime ve gelismede
diizenleyici olarak gorev yapar. Bitki biiylime diizenleyicileri veya bitki hormonlar1 olarak
bilinen bu bilesikler genel olarak diisiik konsantrasyonlarda aktiftir. Bitki biiylime

diizenleyicilerine benzer fizyolojik etkiye sahip olan sentetik kimyasallarda bitki biiyiime
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diizenleyicileri olarak adlandirilir (George vd., 2008). Tanimlanmis bes grup bitki bilylime
diizenleyicisi vardir bunlar;

Oksinler

Sitokininler

Giberellinler

Etilen

Absisik asit

1.4.2.9.1. Oksinler

Oksinler hiicre boliinmesi, hiicre uzamasi, kok olusumu, kallus olusumu, somatik
embriyogenez, yan siirgiinlerin gelisiminin baskilanmasindan sorumludur (George vd.,
2008). Bitki doku kiiltiiri ortaminda yaygin olarak kullanilan oksinler, indol-3-asetik asit
(IAA), indol-3-butirik asit (IBA), 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ve naftalinasetik
asit (NAA)’dir (Sekil 5, 6, 7). Bunlardan indol-3-asetik asit (IAA) dogal olarak olusurken
iken digerleri sentetiktir. 2,4,5-triklorofenoksiasetik asit (2,4,5-T), 3,6-dikloro-2-
metoksibenzoik asit (dikamba) ve 4-amino-3,5,6-trikloropikolinik asit (pikloram) diger
sentetik oksinler arasindadir (Kenneth, 1989).

COOH

==

Sekil 5. indol-3-butirik asit (IBA)
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OH
Sekil 6. Naftalinasetik asit (NAA)

OH

Sekil 7. Indol-3-asetik asit (IAA)
1.4.2.9.2. Sitokininler

Sitokininler baslica protein sentezini uyarir hiicre dongiisii kontroliinde gorev alirlar.
Hiicre boliinmesini uyararak morfogenezi kontrol ederler. Kiiltiir ortamlarina eklenen
sitokininler apikal dominansinin kirilmasini saglayarak yanal (lateral) tomurcuklarin
cikisint saglar, siirgiin olusumunu uyarir. Kiiltiir ortamlarinda yaygin olarak kullanilan
sitokininler arasinda 6-benzilamino purin (6-BA), 6-yy dimetilaminopurin (2iP), N-(2-
furanilmetil)-IH-purin-6-amin  (kinetin) ve 6-(4-hidroksi-3-metil-trans-2-butenilamino)
purin (zeatin) vardir (Sekil 8, 9, 10, 11). Zeatin ve 2iP, dogal olarak olusan sitokininler
olarak kabul edilirken, BA ve kinetin sentetik olarak bilinen sitokininlerdir (Kenneth,
1989, Bhatia vd., 2015).
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Sekil 8. 6-benzilamino purin (6-BA)

CH, H
S0
CH CH—NH

Sekil 9. 6-yy dimetilaminopurin (2iP)

Sekil 10. N-(2-furanilmetil)-IH-purin-6-amin (kinetin)
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Sekil 11. 6-(4-hidroksi-3-metil-trans-2-butenilamino)purin
(zeatin)

Bir bitki doku kiiltiirinde meydana gelen morfogenez tipi, biiylik 6l¢iide ortamda
bulunan oksinlerin ve sitokininlerin oranina ve konsantrasyonlarina baglidir. Bitkilerin
koklenmesi, embriyogenez ve kallus olusumunun tamami, genel olarak, oksinin sitokine
orani yiiksek oldugunda meydana gelirken, bu oran diisiik oldugunda adventif ve aksiller
sirglin olusumu meydana gelir. Oksinlerin ve sitokininlerin oranlart kadar
konsantrasyonlari da bir o kadar 6nemlidir. Yiiksek bir oksin/sitokinin orani, embriyogenez
ve kok olusumuna yol acarken, diisiik bir oran, aksiller tomurcuk ve siirgiin ¢ogalmasina
yol agar, ancak kallus olusumu igin bir ara oran gereklidir (Kenneth, 1989, Bhatia vd.,
2015).

1.4.2.9.3. Giberellinler

Giberellinler bitkilerde cesitli gelisme yanitlarina sebep olur. Siirgiin uzamasi
bunlardan biridir. Interkalar meristem uzamasmi aktive ettigi icin bitkilerde siirgiin
uzamasina sebep olur. Giberellinlerin bir diger 6nemli rolii, ot ve tahil tohumlarinda a-
amilaz ve proteaz gibi hidrolitik enzimlerin indiiklenmesi ve dolayisiyla endosperm
mobilizasyonunu kolaylastirmasidir. Bazi bitkilerdeki diger gorevleri ise; tohum
¢imlenmesi, cinsiyetin belirlenmesi ve meyve gelisiminin kontroliidiir. Kallus
kiiltiirlerinde, kok ve siirgin meristemlerinin olusumunu engeller (George vd., 2008;
Benson, 1999).
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1.4.2.9.4. Absisik Asit

Absisik asitin (ABA) bitkilerde stoma kapanmasinin diizenlenmesi, kokler tarafindan
su ve iyon alimimin kontrolii, yaprak dokiilmesi ve yaslanmasi gibi bir¢ok rolii vardir ve
dolayisiyla diger hormonlar gibi ¢ok yonli etkilere sahiptir. Doku kiiltiirlerinde bazen
morfogenezi veya biiylimeyi destekler ayrica somatik embriyogenezisde kullanilir (George
vd., 2008; Bhatia vd., 2015).

1.4.2.9.5. Etilen

Etilen, gaz halinde bulunan, yaygin olarak klimakterik meyvelerde meyve
olgunlagmasinin kontrolii ile iligkili olan ve dogal olarak olusan bir bitki biiylime
diizenleyicisidir. Bazi bitki hiicre kiiltiirlerinde tiretimi, genellikle kiiltiiriin bitylimesini ve
gelismesini engeller. Gaz halinde kullanilmasi i¢in, etileni serbest birakmak gerekir bu

yiizden ortama 2-kloroetan fosforik asit tozu eklenir (Bhatia vd., 2015).

1.4.3. Cogaltim Asamasi

Bu asamanin ana hedefi onceki asamadan elde edilen bitki materyalinin hizli bir
sekilde cogaltimidir. Istenilen bitki miktar1 elde edilene kadar altkiiltiir yapilir. Izlenecek
olan in vitro prosediire gore ¢ogaltim yeni olusan siirgiinlerden, somatik embriyolardan,
depo organlarindan gergeklestirilebilir. Coklu siirgiin ¢ogaltimi igin sitokinin ya da
sitokinin ve oksin kombinasyonu ilave edilmis ortamlar kullanilir. Olusturulan siirgiinler
besiyeri ortaminda tekrar c¢ogaltilabilir veyahut koklendirme asamasina gegilebilir.
Stirglinler bitki materyalinin durumuna gore her 2-8 haftada bir alt kiiltiirlenir. Siirgiin
cogaltimi1 asamasinda kullanilan en yaygin sitokininler sunlardir: Kinetin (KIN), zeatin
(ZEA), 6-benziladenin (6-BA) ve 2-izopentil adenin (2iP). Son yillarda thidiazuron (TDZ)’
de siirglin ortamlarinda kullanilmaya baglanmis o6zellikle odunsu bitkilerde kullanimi
yaygin hale gelmistir (Watanabe ve Pehu, 1997; Iliev vd., 2010). Son bes yilda yapilan in
vitro c¢ogaltim c¢aligmalarinda siirgiin ortamlarinda en c¢ok kullanilan sitokinin 6-
benziladenin (6-BA) oldugu belirtilmistir. Kinetin (KIN), 6-benziladenin (6-BA)’den sonra
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en sik kullanilan ikinci sitokinindir. Kullanilan diger sitokininler sirasiyla thidiazuron
(TDZ), 2-izopentil adenin (2iP) ve zeatin (ZEA)’dir (Philips ve Garda, 2019).

Baz1 durumlarda sitokinin tek basina yeterli olsa da, siirgiin ¢ogaltim asamasinda,
yuksek sitokinin seviyeleri ile birlikte diisiik bir oksin konsantrasyonu genellikle siirgiin
olusumu i¢in gereklidir. Bunun kallus olusumunu indiiklemeden biiylimeyi tesvik edecek
bir konsantrasyondaki oksin olmasi 6nemlidir (George vd., 2008). Asteraceae liyeleri ile
yapilan in vitro siirglin ¢ogaltim ¢alismalari; Tricholepis roylei Hook.f. ile yapilan
mikrogogaltim ¢alismasinda siirgiin ¢ogaltimi1 i¢in en verimli ortamm 1 mg L™ 6-BA + 0,1
mg L NAA iceren MS besiyeri ortaminin oldugu tesbit edilmistir (Panwar ve Joshi,
2020). Tirkiye’ye endemik bir tiir olan Anthemis xylopoda O.Schwarz tiirii ile yapilan
caligmada en yiiksek siirgiin sayisimin 0,5 mg L' 6-BA igeren MS besiyeri ortaminda
goriildiigli rapor edilmistir (Erdag ve Emek, 2009). Mikrogogaltim protokoliiniin
olusturuldugu Catamixix baccharoides Thomson tiiriinde 1,5 mg L™ 6-BA + 0,1 mg L
NAA igeren MS besiyeri ortaminin en etkili siirglin ¢ogaltim ortami oldugu tespit
edilmistir (Panwar vd., 2020). Endemik bir tiir olan Calendula maritima subsp. maritima
(Guss.) Ohle’nin mikrogogaltimmin yapildigi ¢alismada en etkili slirgiin ortaminin 1 mg
L1 6-BA + 0,1 mg Lt NAA iceren MS ortami oldugu belirlenmistir (Carra vd., 2016).
Nadir bir endemik olan Crepis novoana S. Ortiz, X.Sofiora & Rodr.Oubiia tiiriiniin ex situ
korunmasina yonelik ¢alismada, tiirlin mikrogogaltim protokolii ortaya c¢ikarilmistir, 0,5
mg L' 6-BA + 0,5 mg L™t NAA igeren MS besiyeri ortaminin siirgiin ¢ogalttmina en
uygun ortam oldugu rapor edilmistir (Corral, 2011). Achillea occulta Constantin. &
Kalpoutz. ile yapilan in vitro ¢ogaltim ¢alismasinda ise baslangi¢ materyali olarak siirgiin
uclar kullanilmgtir. En yiiksek siirgiin sayis1 1 mg L™ 6-BA + 0,5 mg L ™! IBA iceren
ortamdan elde edilmistir (Grigoriadou vd., 2011). In vitro ¢ogaltim protokoliiniin
olusturuldugu Artemisia annua L. tiiriinde en yiiksek siirgiin sayis1 1,5 mg L™t 6-BA + 0,5
mg L NAA iceren MS ortamindan elde edilmistir (Gopinath vd., 2014). Abraham ve
Thomas (2015), Elephantopus scaber L. ¢ogaltim galismasinda en etkili siirgiin gogaltim
ortaminin 1,5 mg L2 TDZ + 0,5 mg L™t NAA iceren MS ortami oldugunu bulmuslardir.
Dendranthema grandiflorum (Ramat.) Kitam. tiiriinde yapilan ¢alismada en etkili siirgiin
cogaltim ortammmm 2 mg L' 6-BA + 0,1 mg L NAA iceren MS ortami oldugu
bildirilmistir (Khandakar vd., 2014). Koroch vd., (2002), Echinacea purpurea (L.) Moench
ile yapitiklari ¢aligmada en etkili siirgiin ortaminm 1 mg L™ 6-BA + 0,01 mg L' NAA

iceren MS ortami oldugunu belirtmislerdir. Carthamus tinctorius (L.) tohumlarinin
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baslangi¢ materyali olarak kullanildig1 mikrogogaltim calismasinda 1,0 mg L™ 6-BA + 0,1
mg L1 NAA igeren ortamin en verimli siirgiin ortami1 oldugu rapor edilmistir (Ghasempour
vd., 2014). Valletta vd., (2015), endemik bir tiir olan Centaurea cineraria subsp. circae L.
ile yaptiklar1 ¢alismada 0,5 mg L™ 6-BA ve 2 mg L™ KIN ortaminin siirgiin olusturmada
etkili oldugunu bulmuslardir. Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni tirii ile yapilan
mikrogogaltim ¢alismasinda 2 mg L™ IAA + 0,5 mg L™ KIN iceren ortamin en yiiksek
sayida siirgiiniin olustugu ortam oldugu bildirilmistir (Hwang, 2006). Joshi ve Dhar (2003),
Saussurea obvallata (DC.) Edgew. tiiriinde yaptiklari calismada en yiiksek siirgiin
sayisimin 0,2 mg L™t KIN + 0,05 mg L! NAA igeren MS ortaminda oldugu rapor
edilmistir. Spilanthes acmella (L.) L. mikrogogaltim protokoliiniin olusturuldugu
calismada farkli konsantrasyonlardaki (0,5-4 mg L) 6-BA ve (0,5-4 mg L™!) KIN igeren
ortamlar denenmis, en iyi siirgiin ortaminm 2 mg L™t 6-BA igeren MS ortami oldugu
bulunmustur (Kurian ve Thomas, 2015). Bais vd., (2002), nesli tehlike altindaki Spilanthes
mauritiana (A.Rich. ex Pers.) DC. ile yaptiklar ¢alismada en etkili siirgiin ortaminin 0,25
mg L16-BA + 0,1 mg L 1 NAA igeren MS ortami1 oldugunu rapor etmislerdir.

1.4.4. Koklendirme Asamasi

In vitro ¢ogaltimdaki 6nemli asamalardan biri de koklendirmedir. Bazi tiirler farkli
bir uygulama gerektirmeksizin bitki biiyiime diizenleyicisi olmayan besiyeri ortamlarinda
in vitro olarak koklendirilebilir. Fakat ¢ogu tiirde koklendirme igin oksin gerekmektedir.
Koklendirme ortamlarinda yaygin olarak kullanilan oksinler sunlardir: Indolasetik asit
(IAA), naftalin asetik asit (NAA), indol butirik asit (IBA) ve 2,4-diklorofenoksiasetik asit
(2,4-D). Baz tiirlerin koklendirilmesinde makro ve mikrobesinler yartya indirilir. In vitro
koklendirme yaygin olarak kullanilsa da ozellikle ticari isletmelerde koklendirme dig
ortamda da yapilabilmektedir (Kenneth, 1989). Son yillarda yapilan in vitro ¢ogaltim
caligmalarinda siirgiin ortamlarinda en ¢ok kullanilan oksin naftalin asetik asit (NAA)’dir.
Naftalin asetik asit (NAA)’den sonra en ¢ok kullanilan ikinci oksin indol butirik asit
(IBA)’dir. Kullanilan diger sitokininler sirasiyla 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ve
kimyasal olarak daha az kararli, kolay degrede olan indolasetik asit (IAA)’dir (Philips ve
Garda, 2019).
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Asteraceae lyeleri ile yapilan in vitro koklendirme ¢alismalari; Abraham ve Thomas
(2015), E. scaber’in in vitro ¢cogaltim ¢alismasinda en etkili koklendirme ortaminin 1,5 mg
L IBA igeren MS ortami oldugunu bulmuslardir. Endemik bir tiir olan A. xylopoda tiirii
ile yapilan c¢alismada en etkili koklendirme ortammin 0,5 mg L ™! IBA iceren MS besiyeri
ortaminda goriildigii rapor edilmistir (Erdag ve Emek, 2009). Dendranthema grandiflorum
tiiriinde yapilan ¢alismada en etkili koklendirme ortammm 0,1 mg L™ NAA igeren MS
ortami oldugu bildirilmistir (Khandakar vd., 2014). Koroch vd., (2002), E. purpurea ile
yapitiklar1 ¢alismada en etkili koklendirme ortammin 0,4 mg L™ IBA ve 1,0 mg L™t IBA
iceren MS ortami oldugunu belirtmislerdir. Yiizbasioglu vd., (2012), Centaurea arifolia
Boiss. ile yaptiklar1 calismada en etkili koklendirme ortaminin 1,0 mg L™ IBA iceren MS
ortaminda oldugunu rapor etmislerdir. Valletta vd., (2015), C. cineraria subsp. circae ile
yaptiklar galismada 0,5 mg L™ IBA igeren MS ortaminin kéklendirmede etkili oldugunu
bulmuslardir. Stevia rebaudiana tiirii ile yapilan mikrogogaltim ¢aligmasinda koklendirme
icin 2 mg L1 IBA + 0,5 mg L1 KIN igeren ortamin en etkili ortam oldugu bildirilmistir
(Hwang, 2006). Artemisia petrosa ssp. eriantha (Genepi) i¢in en etkili koklendirme ortami
ise 2 mg L 1IBA igeren MS ortam1 olarak bulunmustur (Pace vd., 2004). In vitro cogaltim
protokoliiniin olusturuldugu A. annua tiiriinde en iyi koklendirme ortaminin 2 mg L™t IBA
igeren MS oldugu bulunmustur (Gopinath vd., 2014). Joshi ve Dhar (2003), S. obvallata
tiiriinde yaptiklar1 ¢alismada tiim bitkilerin koklendigi ortamin 0,5 mg L' IBA igeren MS
oldugunu rapor etmiglerdir (Joshi ve Dhar, 2003). Spilanthes acmella mikrogogaltim
protokoliiniin olusturuldugu ¢alismada en iyi koklendirme ortaminin 2 mg L™ IBA igeren
MS ortami oldugu bulunmustur (Kurian ve Thomas, 2015). Bais vd., (2002), S. mauritiana
ile yaptiklar1 ¢aligmada en etkili kok ortamimin 0,2 mg L 1 IAA iceren MS ortami oldugunu

rapor etmiglerdir.

1.4.5. D1s Ortama Ahstirma Asamasi

In vitro ortamdaki bitkiler, diisiik 151k seviyesinde, aseptik kosullarda, yiiksek
miktarda seker yiiksek miktarda nem igeren, heterotrofik bilylimeye izin verecek besin
maddeleri igeren bir ortamda biiylirler. Bu ortama alisan bitkiler, dogrudan dis ortama
yerlestirildiklerinde gevresel kosullar sebebiyle hayatta kalmalar1 zorlasir. Bu sebeple

mikrocogaltimi yapilan bitkilerin fizyolojik ve anatomik 6zellikleri, sera veya dis ortama
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kademeli olarak aligmalarini gerektirmektedir (Hazarika, 2003). Aklimatizasyon olarak
adlandirilan bu asama ¢ogaltimi yapilan bitkinin ¢evresel degisimlere uyum saglama siireci
olarak adlandirilir. Aklimatizasyonu saglanacak bitkilerin kok ve siirgiin agisindan uygun
biiyiikliikte ve saglikli bitkiler olmasi gerekir. In vitro da koklenen bitkiler uygun bir
ortama almarak kismi golge igeren, yliksek bagil nemli ortamlarda bir siire tutulmalidir.
Bitkilerin bulundugu ortamdaki bagil nem kademeli olarak diisiiriilerek iklime aligtirilir.
Yapraklardaki fotosentez hizi ve kiitikula mumu dahil olmak {izere gesitli faktorler dis
ortama alisma sirasinda hayatta kalma orani ile iliskilendirilmistir (Kenneth, 1989). Ex
vitro kosullara aktarilip iklimlendirilen bitkiler kademeli olarak yaprak anatomisi ve
morfolojilerini degistirirler. Ayrica bitkiler yapraklarinin yilizeyinde koruyucu kiitikular bir
mum tabakas1 olusturur. Bundan sonra bitkiler agik alanlara transfer i¢cin uygun hale gelir

(lliev vd., 2010).

1.4.6. Doku Kiiltiirlerinde Karsilasilan Problemler

1.4.6.1. Somaklonal Varyasyon

Bitki doku kiiltiirlerinde, rejenerantlarin iiretimi sirasinda gerceklesen ve genetik
kararsizlik sonucu ortaya c¢ikan kalitimsal degisikliklerdir. Bitki doku kiiltlirlerindeki
bitkiler sitolojik ve kromozom anormallikleriyle sonu¢lanan bitki biiyiime siire¢lerinden
gecerler. Somaklonal varyasyon bitki fenotiplerindeki kalitsal degisiklikler, kromozom
sayilarindaki varyasyon, gen mutasyonlarinin birikimi, riboniikleik asitte (RNA) gen
ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler, protein profilleri ve DNA dizilerindeki molekiiler
degisiklikler ile kendini belli eder. Bu varyasyonlara eksplantin genotipi, kiiltiir rejimi ve
bitki biliylime diizenleyicileri sebep olabilir. Somatik varyasyonlarin dogal bitki
popiilasyonlarinda 6nceden de var olabildigi bilinse de bdyle varyasyonlara doku
kiltiirlerinde dogadakinden ¢ok daha yogun sekilde rastlanmasinin doku kiiltiiri sartlari
sebebiyle oldugu belirtilmistir (Benson, 1999). Meristem, siirgiin ucu, aksillar veya apikal
tomurcuklardan dogrudan elde edilen Kkiiltiirler ¢ogunlukla genetik olarak kararlidir.
Protoplastlardan, yaprak ve yaprak saplarindan en dnemlisi kallustan elde edilen bitkiler

degisen seviyelerde somaklonal varyasyonlar igerebilir (Hawkes vd., 2000; Benson, 1999).
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In vitro ortamlarda ¢ogaltilan bitkilerin genetik stabilitesinin belirlenmesi fenotipik,
sitolojik (kromozom sayimi, FISH, GISH, PCR vb.), biyokimyasal (spektrofotometrik ve
kromatografik ayirma teknikleri) ve molekiiler diizeyde (akim sitometri, polimeraz zincir
reaksiyonu, DNA-DNA hibridizasyon, DNA metilasyon ¢alismalari, somatik hibridizasyon
calismalan) gesitli tekniklerle gergeklestirilebilir (Hawkes vd., 2000; Benson, 1999).

Niikleik aside 6zgii floresan boyalarin kullanildig1 akim sitometri metodu, bitki doku
kiltiirlerinde meydana gelen DNA igeriginin ve ploidi varyasyonlarinin degerlendirilmesi
igin hizli, basit ve tekrarlanabilir bir tekniktir. Akim sitometri in vitro ¢ogaltimi yapilan
bitkilerin genetik kararlilik/kararsizligint belirlemek i¢in kullanilan olduk¢a yaygin bir
metottur (Escobedo-Gracia-Medrano vd., 2018). Literatiirde in vitro ortamda ¢ogaltimi
yapilan bitkilerin genetik stabilitelerinin  kontrolinde akim sitometri metodu
kullanilmaktadir (Awoleye vd., 1994; Loureiro vd., 2007a; Brito vd., 2010; Mallén vd.,
2010; Faizal vd., 2011; Clarindo vd., 2012; Rewers vd., 2012; Viehmannova vd., 2016;
Samarina vd., 2019; Abdolinejad vd., 2020; Parzymies vd., 2020; Syeed vd., 2021,
Ulvrova vd., 2021; Ciice vd., 2022; Inceer vd., 2022).

In vitro kiiltiirlerde en yaygin goriilen genetik kararsizlik ploidi seviyesindeki
degisikliklerdir. Ploidi seviyesini belirlemenin klasik yOntemi, mitozun metafazindaki
kromozomlar1 saymaktir. Aktif bolinme safhasindaki hiicrelerde ¢ogunlukla ploidi
stabildir. Kromozom sayimi giivenilir bir genetik kararlilig1 yansitir (Neumann vd., 2009).
Geleneksel olarak boyanmig, somatik kromozomlara dayali sitolojik analizler, in vitro
cogaltimi yapilan bitkilerin kromozomlarindaki sayisal/yapisal varyasyonlar1 belirlemek
i¢in kullanilmaktadir. Armstrong ve Phillips (1988), somatik embriyolardan rejenere edilen
musir bitkilerinin, organogenez yoluyla elde edilenlere gore sitolojik olarak daha degisken
oldugunu belirtmislerdir. Henry vd., (1996), somatik embriyogenezle tiiretilen bitkilerde
kiltir kosullarinin uzamasi ile orantili olarak kromozomlarda anormal artiglar
gozlemislerdir. Birgok calismada, in vitro ortamda cogaltimi yapilan bitkilerin genetik
stabilitelerinin kontroliinde kromozom saymmi kullanilmaktadir (Wawrosch vd., 1994;
Godo vd., 1998; Chen vd., 2006; Mallon vd., 2010; Nasircilar vd., 2011; Clarindo vd.,
2012; Dafadar vd., 2012; Viehmannova vd., 2016; Ulvrova vd., 2021; Ciice vd., 2022;
Inceer vd., 2022).
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1.4.6.2. Hiperhidrisite

Bitki doku kiiltiirlerinde karsilasilan problemlerden biri de hiperhidrisitedir.
Hiperhidrisite, in vitro bitki ¢ogaltiminda goriilen en yaygin fizyolojik bozukluktur. Belirli
anatomik, morfolojik, fizyolojik ve metabolik bozukluklar gdsterir. Hiperhidrisite camsi
stirglinler, kalinlasmis govdeler, kisa bogumlar, yar1 saydam, kirillgan, uzun ve biikiilmiis
yapraklar ile kendini belli eder. Hiperhidrisitenin semptomlar1 arasinda klorofil eksikligi,
plastidlerde biiyiik nisasta graniillerinin birikmesi, hiicreler arasi1 bosluklarda fazla sivi
bulunmasi, mezofilde biiyiik hiicreler arasi bosluklarin olusumu, epikutikiiler tabakanin
olusumunda azalma, enzim aktivitesinde azalma ve normal metabolik siireglerin
bozulmasina bagli olarak protein sentezinde meydana gelen degisikliklerde sayilabilir
(Polivanova ve Bedarev, 2022). Yapilan c¢alismalarda hiperhidrik siirgiinlerin
dokularindaki igsel sitokinin igeriginin normal bitkilere kiyasla arttig1, ayrica hiperhidrisite
derecesinin ise ortamdaki sitokinin konsantrasyonuna bagl olarak arttig1, rapor edilmistir
(lvanova vd., 2006; Sharma ve Mohan, 2006; lvanova ve Van Staden, 2011; Chandrika
vd., 2015; Liu vd., 2017; Gantait ve Mahanta, 2022).

Hiperhidrisite, doku kiiltiiriiniin kullanimini1 6nemli 6lglide zorlastirir, klonal mikro
¢ogaltmanin etkinligini ve fidelerin kalitesini diistiriir, bitkilerin ex vitro adaptasyonunu
engeller ve bitki materyalinde 6nemli kayiplara yol agabilir. Oksidatif stres, bozulmusg
nitrojen metabolizmas1 ve endojen hormonlarin dengesizligi hiperhidrisitenin ana
sebeplerini olusturur. In vitro ¢ogaltimi yapilan bitkilerin hiperhidrisite seviyesini etkileyen
ana faktorler, ortamin mineral ve hormonal bilesimi ve yetistirme kosullaridir 6zellikle

kiiltir kaplarmin havalandirilmasidir (Polivanova ve Bedarev, 2022).

1.4.6.3. Kontaminasyon

Mikrobiyal kontaminasyonlar, hem bilimsel amacli hem de ticari amagh in vitro
cogaltim yapilan laboratuvarlarda hala bitki kayiplarinin en 6énemli nedeni olarak kabul
edilmektedir (Leifert vd., 1994). Doku kiiltiirlerinde kontaminasyonlar genellikle, endofitik
mikroorganizmalar veya ylizey sterilizasyonuna direngli mikroorganizmalar iceren
eksplantlarin in vitro kiiltiire edilmesiyle ortaya ¢ikar (Cassells, 2000). In vitro kiiltiir

ortamindaki ¢ogu mantar ve maya bitkiyi kisa bir siire igerisinde o6ldiriirken
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Staphylococcus, Micrococcus, Lactobacillus, Pseudomonas gibi bazi bakteriyel
kontaminantlar bitkiye zarar vermeden latent sekilde kiiltiir ortaminda varligint siirdiirebilir
(Leifert vd., 1994). Bitkiyle beraber simbiyotik bir sekilde varligini siirdiirebilen
mikroorganizmalar in vitro kosullarda ¢evresel sartlarin degismesiyle (stres kosullarinda)
bitkiye zararli hale gelebilir (Quambusch ve Winkelmann, 2018). Bitki doku kiiltiiriinde
kullanilan besiyeri ortamlari, bircok mikroorganizmanin biiylimesini tesvik eden maddeler
igerir. Baz1 mikroorganizmalar bitkinin biliyiimesini tesvik ettigi gibi bazilar1 ise tam tersi
bitki gelisimini olumsuz etkiler (Cassells, 2000). Kontaminasyonlar1 6nlemek i¢in birgok
laboratuvarda besiyerlerine farkli antibiyotikler eklenir. Fakat antibiyotikler belli
mikroorganizmalari ortadan kaldirir ya da baskilar her mikroorganizma i¢in etkili degildir.
Bu nedenle antibiyotik kullanim1 doku kiiltiirii uygulamalarinda pratik bir uygulama olarak
kabul edilmez. Doku kiiltiirii kontaminasyonunu kontrol etmenin en iyi ve ekonomik
stratejisi, stres kosullarin1 ortadan kaldirmak, aseptik kiiltiirler olusturmak ve rutin

laboratuvar uygulamalarini siirdiirmektir (Cassells, 2000).

1.5. Tripleurospermum conoclinium (Boiss. & Bal.) Hayek.’un Morfolojik
Ozellikleri

Bir veya ¢ok yillik, 25 - 35 cm. Govdeler 1 veya ¢ok sayida, dallanmis ya da tepede
dallanmamis. Yapraklar 2-3- pinnatisek; yaprak loplar1 linear - lanseolat, mukronat.
Kapitulum radiat, 2 - 4 ya da nadiren ¢ok sayida, korimbus, ligullar hari¢ 0,9 - 1,5 cm
genisliginde, uzun pedunkullu. Fillariler ovat-oblong, obtus veya subobtus, pubescent ya
da glabresent, kenarlar kahverengimsi, zarsi. Reseptakulum elongat, genisce koniksi -
oblong. Ligullar 9 - 13 mm, tiipsii ¢igeklerin korolla loplar1 uglarda belirgin salgi bezli.
Akenler ters ovat ya da ters ovat-oblong, + basik, olgunlukta koyu kahverengi veya siyah,
1-2x0,6 - 1,2 mm, belirgin miisilajli, anterior diiz veya belirgin ¢izgili, posterior 3
damarl, damarlar kalin, beyaz; korona mevcut degil; salgi bezleri akenin tepesinde
birlesme egilimindedir (Enayet Hossain, 1975).

Ciceklenme zamani: Nisan - Temmuz.

Habitat: Cayirlik ve kirsal alanlar.
Yiikseklik: 1200 m.

Tiirkiye’deki yayilisi: Karadeniz, Marmara, Akdeniz ve Ege Bolgeleri.
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1.6. Tripleurospermum hygrophilum (Bornm.) Bornm.’un Morfolojik Ozellikleri

Bir ya da iki yillik, boyu 28 cm’e kadar uzar. Govde bir veya tabanda boliinmiis. Alt
yapraklar 3 - pinnatisek, list yapraklar 1 - 2 - pinnatisek; yaprak loplar1 kiigiik,
ticgenimsiakut ya da linear - akut, mukronat. Kapitulum 2 - 3 diskoid, 6 - 8 mm
genigliginde; pedunkullar nispeten uzun, ¢iplak, tiiysiiz. Distaki fillariler ovat - lanseolat,
icteki fillariler oblong - lanseolat, tiiysiiz, biitiin fillariler beyaz, zarsi kenarl.
Reseptakulum ovoid. Cigeklerin korolla loplar1 uglarda salg1 bezsiz. Akenler 1,3 - 1,8 X 0,4
- 0,6 mm, ters piramit seklinde, olgunlukta kahverengi, belirgin miisilajli, anterior diiz veya
oldukea tuberkulat, posterior 3 damarli, damarlar nispeten kalinlasmis, akut, beyaz, aralar

dar; korona loblu, beyaz, boyu akenin 1/5 - 1/4*ti kadar (Enayet Hossain, 1975).

Cigeklenme zamani: Mayis - Haziran.
Habitat: Kayalik alanlar, kaya catlaklar1 ve galiliklar, nehir yakinlari.
Yiikseklik: 380 m.

Tiirkiye’deki yayilisi: Ege ve Marmara bolgeleri.




2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitki Materyali

Mikrocogaltimi yapilacak olan T. conoclinium ve T. hygrophilum tiirlerinin olgun
akenleri, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Botanik Arastirma

Laboratuvarinda muhafaza edilen Prof. Dr. Hiiseyin INCEER’in tohum/meyve

koleksiyonundan temin edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. incelenen Tripleurospermum tiirlerinin lokalite ve koleksiyon bilgileri

Tiir Lokalite Koleksiyon Numarasi
T. conoclinium B2 Izmir: Bozdag, 1191 m, 25.05.2011 Inceer 828
T. hygrophilum B1 izmir: Yamanlar Dagi, 900 m, 24.05.2011 Inceer 810

2.2. Kiiltiir Kosullar:

Akenleri ¢imlendirrmek i¢in biiyiime diizenleyicileri icermeyen MS temel besiyeri
ortami1 hazirlanmistir. Hazirlanan besiyeri her Magentaya yaklasik 40 ml olacak sekilde
konulmustur. Bu igslem i¢in 98,5 x 59 mm hacmindeki cam Magenta kiiltiir kaplar1 (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) kullanilmistir. Bu besiyerlerinde karbon kaynagi olarak %2 (w/v)
sukroz (Duchefa Biochemie, Hollanda, Haarlem) ve %0,8 (w/v) agar (Duchefa Biochemie,
Hollanda, Haarlem) kullanilmistir. Besiyeri ortamlarinin pH degerleri 1 M HCI veya 1 N
NaOH ile otoklav oncesi 5,8 olarak ayarlanarak 121°C'de 1,1 kPa basing altinda 20 dakika

sterilize edilmistir.

2.3. Sterilizasyon ve Aken Cimlendirme

Sterilizasyon isleminde ilk 6nce akenler 6n muamele i¢cin 30 dk musluk suyunda
yikanmistir. Daha sonra 30 sn %70’lik (v/v) etanol (EtOH) ¢ozeltisine maruz birakilmistir.

Etanol’iin uzaklastirilmasindan sonra akenler 10 dk %3 (v/v) sodyum hipoklorit (NaOCI)
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¢ozeltisi ile ylizey sterilizasyonlar1 yapilmistir. Sterile edilmis akenler dionize steril su ile
15 dk 3 kere yikanmistir ve steril kabinde bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen
Murashige ve Skoog (MS) (Murashige ve Skoog 1962) (Duchefa Biochemie, Hollanda,
Haarlem) temel besiyeri ortamina ekimleri yapilmistir (Tablo 2).

Dort haftanin sonunda akenlerin ¢imlenme ylizdeleri kaydedilmistir. Tiim aken

cimlendirme deneyleri her tiir i¢in yirmi aken iizerinden gerceklestirilmistir.

Tablo 2. Murashige ve Skoog (MS) besiyeri icerigi

Murashige ve Skoog (MS) Besiyeri Ortami
Icerik mg L™
Makro Elementler
CaCl, 332,02
KH2PO,4 170,00
KNO3 1900,00
MgSO, 180,54
NH4NO3 1650,00
Mikro Elementler

CoCl,.6H0 0,025

CuS04.5H.0 0,025

FeNaEDTA 36,70

HsBO3 6,20

Kl 0,83

MnS0O4.H20 16,90

Na,Mo004.2H,0 0,25

ZnS04.7H,0 8,60

Vitaminler

Glycine 2,00
Myo-Inositol 100,00

Nicotinic acid 0,50

Pyridoxine HCI 0,50

Thiamine HCI 0,10
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2.4. Siirgiin Cogaltim

Cimlenen akenlerden elde edilen bitkiciklerin nodal segmentleri eksplant olarak
kullanilmistir. Bu eksplantlar yeterli siirgiin sayis1 elde edilene kadar bitki biiylime
diizenleyicisi icermeyen MS temel besiyeri ortaminda kiiltiire alinmigtir. Eksplantlar dort
haftada bir altkiiltiir edilmistir. Ugiincii alt kiiltiirden sonra bu bitkicikler siirgiin ¢ogaltma
asamasinda  kullanmilmistir.  Siirglin =~ cogaltimi ~ farkli  konsantrasyonlardaki  6-
benzylaminopurine (6-BA, 0,25, 0,5 ve 1 mg L™), kinetin (KIN, 0,25, 0,5 ve 1 mg L™%), 6-
(y,ydimethylallylamino)-purine (2iP, 0,25, 0,5 ve 1 mg L), iceren farkli sitokininlerin
indol-3-biitirik asit (IBA, 0,1 mg L), naftalin asetik asit (NAA, 0,1 mg L) oksinleriyle
ayrt ayrt kombine edilmesiyle olusturulan MS temel besiyerinde yapilmistir. Bu
besiyerlerinde kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerinden 6-BA ve NAA hari¢ tiimii
0,22 um filtrelerle steril edilmistir. Steril edilen bitki biiyiime diizenleyicileri yaklagik
40°C'de sogutulan besiyeri ortamina eklenmistir. Biiyiime diizenleyicilerinin olmadigi MS
(Murashige ve Skoog 1962) besiyeri ise kontrol olarak kullanilmistir. Besiyeri ortamlarinin
pH degerleri 1 M HCI veya 1 N NaOH ile otoklav dncesi 5,8 olarak ayarlanmistir. Tiim
kiiltiir ortamlar1, 121°C'de 1,1 kPa basing altinda 20 dakika sterilize edilmistir. Bitki
biiyiitme odasindaki kiiltiir kosullari, 50 pmol m? s? fotosentetik 151k yogunlugunda 16
saat giindiiz, 8 saat gece fotoperiyodu altinda 24 + 2°C olarak ayarlanmistir. Bunun i¢in
soguk giin 15181 floresan lambalar1 (Philips HO 49 W/840, Polonya) kullanilmigtir. Tiim
stirglin ¢ogaltim1 deneyleri her bir bitki biiylime diizenleyicisi konsantrasyonu i¢in yirmi
eksplant icermistir. Eksplant basina diisen siirgiin sayisi, slirglin uzunlugu, yaprak sayisi ve

kallus olusumu kaydedilmistir.

2.5. Koklendirme

Koklendirme igin indol-3-biitirik asit (IBA; 0,25, 0,5 ve 1 mg L) ve naftalen asetik
asit (NAA; 0,25, 0,5 ve 1 mg L’l) iceren MS besiyeri ortamlar1 hazirlanmistir, siirgiin
ortamlarinda yeterli uzunluga (= 20 mm) ulasan saglikli bitkicikler bu koklendirme

2 51 fotosentetik 151k

ortamlarma aktarilmistir. Koklendirme asamasi 50 pmol m’
yogunlugunda 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyodu altinda 24 + 2°C olarak ayarh

bitki biiyiitme odasi kosullarinda yapilmistir. Tiim siirgiin koklendirme deneyleri her bir
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bitki biliylime diizenleyicisi konsantrasyonu i¢in yirmi eksplant igermistir. Dort haftanin
sonunda kok sayisi, kok boyu, sekonder kok sayist gibi parametrelerin OSl¢iimi ile

koklenme basarist hesaplanmustir.

2.6. Aklimatizasyon

Koklenen bitkilerin besiyeri kalintilart musluk suyu ile yikanarak uzaklastirilmistir.
Koklenen siirglinler 71x71 mm ebatinda seffaf 151k geciren plastik kaplarda, pH 5,8'e
ayarlanmis Hoagland besin soliisyonu iceren vermikiilitli ortama aktarilmistir. Vermikdilit
ortamina aktarilan bitkilerin, 50 pmol m? s fotosentetik 151k yogunlugunda 16 saat
aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyodu altinda 24 + 2°C olarak ayarli bitki biiyiitme odasinda
dort hafta siire ile biiyiime ve gelisimleri takip edilmistir. ikinci hafta kapaklari agilmaya
baslanan bitkilerin ikinci haftanin sonunda kapaklari tamamiyla agilmistir. Bundan sonra
canliligini devam ettiren, gelisimini silirdiiren bitkiler 1:1 (v/v) oraninda torf ve orman
topragi karisimina alinarak botanik bahgesine aktarilmistir. Dig ortama aktarilan ve
aklimatizasyonunu tamamlayan bitkilerin biliylime ve gelisimleri bir yil siire ile takip
edilerek fenolojik (¢iceklenme, meyve) gozlemleri yapilmistir. Cigeklenen bitkilerin aken

goriintiileri stereo-binokiiler mikroskop araciligiyla ¢ekilmistir.

2.7. Stabilite Testleri

Doku kiiltiirii ortamlarinda ¢ogaltim1 yapilan bitkilerde olusabilecek anormalliklerin
kontrolii i¢in ii¢ asamada stabilite testleri uygulanmistir. Bunlar kéklendirme asamasinda

kromozom sayimi ile aklimatizasyon sonrasinda akim sitometri ve stoma analizleridir.

2.7.1. Kromozom Sayimi

Bitki biiyiime diizenleyicilerini igeren veya icermeyen (kontrol) MS ortamlarinda
koklendirmeye alinan bitkilerden elde edilen aktif kok uglart kromozom sayimi igin
kullanilmistir. Ornekler ilk olarak 2 mM 8-hidroksikinolin ¢dzeltisinde, 18°C’de, 6 saat 6n
muameleye alinmistir. On muameleden sonra kok uglari, 3:1 oraninda %96’lik etanol -

asetik asit karisimi ile +4°C’de 24 saat fikse edilmistir. Fiksatiften alinan kok uglar
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%70’1ik etanol ile 3 kez yikanmistir daha sonra 60°C’de, 1IN HCIl’de 10 - 12 dakika
hidroliz edilmistir. Hidrolizden alinan kok uclar1 saf su ile 3 kez yikandiktan sonra Shiff-
Reagent ile 2-3 saat boyanarak oda sicakliginda 2-3 saat bekletilip %45°lik asetik asit ile
ezme preparatlart yapilmistir (Inceer ve Beyazoglu, 2004). Daimi hale getirilen
preparatlardan iyi dagilmis ve kromozomlari belirgin olan hiicreler belirlenerek kromozom
sayimlar1 bu preparatlar lizerinden yapilmistir. Kromozom sayimi, her tiiriin koklendirme
asamasindaki her bir deneme grubundan 3 farkli preparat iizerinden yapilmistir. Bu
hiicrelere ait kromozomlarin goriintiileri Leica DM 1000 mikroskobu araciligiyla

cekilmisgtir.

2.7.2. Akim Sitometrik Analiz

In vitro’da biyiitiiliip aklimatizasyonu yapilmis bitkilerin nuklear DNA analizi akim
sitometri kullanilarak yapilmigtir. Her tiirin {i¢ farkli bireyinden elde edilen saglikli
yapraklar, 1 ml modifiye WPB (Loureiro vd., 2007b, 0,2 M Tris-HCIl, 4 mM
MgCI2-6H20, 2 mM EDTA, Na2-2H20, 86 mM NacCl, 10 Mm K2S205, %1 PVP-10, %1
(v/v) Triton X-100, pH 7,5) tamponu igerisinde, mekaniksel olarak keskin bir jilet
yardimiyla kii¢lik pargalara ayrilmis ve 30 uM naylon filtre ile siiziilerek tiiplere transfer
edilmistir. Elde edilen nukleus siispansiyonuna 50 pg/ml RNase ve 50 pg/ml propodium
1odide (PI) ilave edilerek 1s1ksiz bir ortamda Ol¢iim yapilana kadar buz igerisinde inkiibe
edilmistir. Hazirlanan Ornekler bir BD Accuri C6 akim sitometrisi kullanilarak analiz
edilmistir (Inceer vd., 2016). Akim sitometrik analiz dis ortama aktarilan aklimatizasyonu
saglanmis, saglikli bitkilerden her tiir igin rastgele 3 farkli 6rnek iizerinden 3 tekerriirlii
olarak yapilmistir. Tiim Olgiimler ayni cihaz ile yapilmistir. Her 6rnekten en az 10.000
nukleus Ol¢iilmistir. Analizi yapilan 6rneklerden yalnizca Gi pikinin varyasyon katsayisi
(CV) %5'in altinda olan histogramlar dikkate alinmistir (Dolezel vd., 2007a). Nuklear
DNA analizleri; mikrogogaltimi yapilan 6rneklerin ve standart (Zea mays 'CE-777") olarak
kullanilan bitkinin GO/G1 pik konumlarinin floresan degerlerinin, karsilastirilmasiyla
belirlenmistir (Dolezel vd., 2007b). Nuklear DNA miktar1 (2C), Go/G1 pikinin floresan
yogunluklarina ait degerler kullanilarak, asagidaki formiil araciliiyla pikogram (pg) olarak

hesaplanmistir (DoleZel ve Bartos, 2005).
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Ornegin 2C DNA degeri — Ornegin Go/G, pik ortalamast x  Standardin 2C DNA degeri

(pg) Standardin Go/G1 pik (pg)

2.8. Stoma Incelemeleri

Ik olarak akilimatizasyonu yapilan bitkilerin geng yapraklarr stoma olgiimler igin
FAA'da (5 kisim formalin: 5 kisim asetik asit: 90 kisim %70 etanol) fikse edilmistir. En az
48 saat fikse edildikten sonra bitki materyalleri %70 etanol ¢ozeeltisinde stoklanmustir.
Analizler %70’lik etanol ¢ozeltisinde muhafaza edilen materyallerden alinan Kesitler
tizerinden yapilmistir. Yapraklarin alt ve iist yiizeylerinden elle yiizeysel kesitler alinmistir.
Alman kesitler direkt gliserinli su ile kapatilarak yari daimi preparatlar hazirlanmistir.
Stomalar, mikrometrik okiiler kullanilarak Olympus CX21 151k mikroskobunda
Olciilmiistiir. Her tiirden rastgele 3 farkli 6rnek iizerinden 3 tekrarli olarak yapilmistir. Her
bir tiir i¢in en az 50 stoma Ol¢iilmiistiir. Stoma gorintileri Leica DM 1000 mikroskobu

araciligiyla ¢ekilmistir.

2.9. istatiksel Analizler

In vitro ¢ogaltim verilerinin istatistikleri i¢in, varyans analizlerinden (ANOVA)
Duncan’in ¢oklu karsilagtirma testi kullanilmigtir. Tiim istatistikler SPSS (versiyon 10)

bilgisayar programi kullanilarak degerlendirilmistir.



3. BULGULAR

3.1. Tripleurospermum conoclinium (Boiss. & Bal.) Hayek.

3.1.1. Aken Cimlendirme

Bitki biiyiime diizenleyicileri icermeyen MS ortaminda T. conoclinium akenlerinde
%10 oraninda kontaminasyon gdzlenmistir. Ik ¢imlenme yedinci giinde gézlemlenmistir.

Maksimum ¢imlenme yiizdesine iki haftanin sonunda ulagilmistir ve akenlerin %65°1 ikinci

haftanin sonunda ¢imlenmistir (Sekil 12, 13).

Sekil12. Tripleurospermum conoclinium kiiltiir baslangi¢ asamasi. ()
In vitro aken ¢imlenmesi, (b) Yedinci giin. Olgekler: 3 cm
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Sekil 13. Tripleurospermum conoclinium kiiltiir baslangi¢c asamasi. (a)
Ondérdiincii giin, (b) Otuzuncu giin. Olgekler: 3 cm

3.1.2. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Siirgiin Cogaltim1 Uzerine EtKkisi

KIN’in IBA ve NAA ile kombinasyonlarindan olusan MS besiyerlerinde en yiiksek
siirgiin sayis1 (2,90 £ 0,31) 0,5 mg L KIN + 0,1 mg L™ IBA igeren MS besiyeri
ortamindan (Tablo 3 ve Sekil 14, 19b), en diisiik siirgiin say1s1 (1,20 = 0,41) 1 mg L1 KIN
+ 0,1 mg L™ NAA igeren MS besiyeri ortamimdan elde edilmistir (Tablo 3 ve Sekil 14,
20e). En yiiksek siirgiin boyu (38,38 = 1,55) 0,5 mg L KIN + 0,1 mg L 1 IBA igeren MS
besiyeri ortaminda (Tablo 3 ve Sekil 17, 20b), en disiik siirgiin boyu (22,46 + 1,70) ise
0,25 mg L2 KIN + 0,1 mg L NAA igeren MS besiyeri ortaminda tespit edilmistir (Tablo
3 ve Sekil 15, 18e). Nod sayis1 verilerine gore en yiiksek nod sayis1 (4,15 £ 0,59) 0,5 mg
Lt KIN + 0,1 mg L IBA igeren MS besiyeri ortaminda (Tablo 3 ve Sekil 17, 19b), en
diisiik nod sayis1 (2,05 = 0,60) 0,25 mg L ! KIN + 0,1 mg L NAA iceren MS besiyeri
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ortaminda bulunmustur (Tablo 3 ve Sekil 17, 18e). En yiiksek yaprak sayisi (26,30 + 2,58)
0,25 mg L1 KIN + 0,1 mg L IBA iceren MS besiyeri ortamindan (Tablo 3 ve Sekil 16,
18b), en diisiik yaprak says1 (13,45 + 2,87) ise 0,25 mg L2 KIN + 0,1 mg L "X NAA igeren
MS besiyeri ortamindan elde edilmistir (Tablo 3 ve Sekil 16, 18e).

6-BA’nin IBA ve NAA ile kombinasyonundan olusan MS besiyerlerinde en yiiksek
siirgiin sayist (3,20 + 0,41) 0,25 mg L 6-BA + 0,1 mg L NAA iceren MS besiyeri
ortamindan (Tablo 3 ve Sekil 14, 19f), en diisiik siirgiin say1s1 (1,15 + 0,37) ise 1 mg L1 6-
BA + 0,1 mg L™t NAA iceren MS besiyeri ortamindan elde edilmistir (Tablo 3 ve Sekil 14,
20f). Siirglin boyuna etkisine bakildiginda en yiiksek siirgiin boyu (37,94 + 1,95) 0,5 mg
L1 6-BA + 0,1 mg Lt NAA iceren MS besiyeri ortaminda (Tablo 3 ve Sekil 15, 19f), en
diisiik siirgiin boyu (25,19 + 1,84) ise 0,5 mg L 6-BA + 0,1 mg L ! IBA iceren MS
besiyeri ortaminda bulunmustur (Tablo 3 ve Sekil 15, 19c). Nod sayist agisindan
degerlendirildiginde en yiiksek nod sayis1 (4,90 + 0,64) 0,5 mg L™16-BA + 0,1 mg L IBA
igceren MS besiyeri ortaminda (Tablo 3 ve Sekil 17, 19¢), en diisiik nod sayis1 (1,15 +
0,37a) ise 1 mg L1 6-BA + 0,1 mg L 1 IBA iceren MS besiyeri ortaminda tespit edilmistir
(Tablo 3 ve Sekil 17, 20c). En yiiksek yaprak sayist (32,00 = 2,43) 0,5 mg L1 6-BA + 0,1
mg L2 NAA iceren MS besiyeri ortamindan (Tablo 3 ve Sekil 16, 19f), en diisiik yaprak
sayist (14,50 +2,91) ise 1 mg L1 6-BA + 0,1 mg Lt NAA iceren MS besiyeri ortamindan
elde edilmistir (Tablo 3 ve Sekil 16, 20f).

2iP’in IBA ve NAA ile kombinasyonundan olusan MS besiyerlerinde en yiiksek
siirgiin sayis1 (2,00 £ 0,56) 0,25 mg L™ 2iP + 0,1 mg Lt NAA igeren MS besiyeri
ortamindan (Tablo 3 ve Sekil 14, 18g), en diisiik siirgiin says1 (1,05 = 0,22) ise 1 mg L
2iP + 0,1 mg L1 NAA igeren MS besiyeri ortamindan elde edilmistir (Tablo 3 ve Sekil 14,
209). En yiiksek siirgiin boyu (30,51 + 2,20) 1 mg L1 2iP + 0,1 mg L ! IBA igeren MS
besiyeri ortaminda (Tablo 3 ve Sekil 15, 19d), en diisiik siirgiin boyu (18,52 + 1,44) ise 0,5
mg L™t 2iP + 0,1 mg L™* IBA igeren MS besiyeri ortaminda tespit edilmistir (Tablo 3 ve
Sekil 15, 20d). En yiiksek nod sayist (3,05 £ 0,51) 0,25 mg L™* 2iP + 0,1 mg L™t NAA
igeren MS besiyeri ortaminda (Tablo 3 ve Sekil 17, 18g), en diisiik nod sayis1 (1,15 + 0,37)
ise 1 mg L 12iP + 0,1 mg LY IBA iceren MS besiyeri ortaminda bulunmustur (Tablo 3 ve
Sekil 17, 19d). Yaprak sayisi agisindan incelendiginde en yiiksek yaprak sayisi (25,25 +
2,77) 0,25 mg L™ 2iP + 0,1 mg L™ NAA igeren MS besiyeri ortamindan (Tablo 3 ve Sekil
16, 189), en diisiik yaprak sayis1 (16,65 + 2,80) ise 0,5 mg L™t 2iP + 0,1 mg L™ NAA
iceren MS besiyeri ortamindan elde edilmistir (Tablo 3 ve Sekil 16, 199).



Tablo 3. Tripleurospermum conoclinium'da bitki biiyiime diizenleyicilerinin siirgiin ¢ogaltimina etkisi

Sitokinin (mg L%)

Oksin (mg L)

Kontrol SN - A T 0 Siirgiin Sayist  Siirgiin Boyu (mm)  Yaprak Sayist Nod Sayisi Kallus

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,00 £ 0,65b 34,06 +2,47h 22,40 + 1,47ef 3,00+ 0,56de -
0,25 0,1 1,95+0,51b 33,11 £2,77¢ 26,30 = 2,58¢g 3,10 £ 0,64de +
0,25 0,1 2,80+ 0,52¢ 30,23 +£1,43g 26,25 + 2,86¢g 3,95+0,51f +
0,25 0,1 1,25+ 0,44a 22,01 £1,61c 21,30 +£2,11e 2,95+ 0,51cde +
0,25 0,1 1,30+ 0,47a 22,46 +1,70c¢ 13,45+ 2,87a 2,05+ 0,60b +
0,25 0,1 3,20+ 041e 34,05+ 1,97h 31,85+3,34i 4,65+ 0,59g +
0,25 0,1 2,00 £ 0,56b 24,60 = 1,77d 2525+2,77g 3,05+ 0,51de +

0,5 0,1 2,90 +£0,31cde 38,38 + 1,55i 26,05 +2,70g 4,15+ 0,59f ++

0,5 0,1 2,85 +0,49cd 25,19+ 1,84d 28,95+ 3,00h 4,00 £ 0,65f ++

0,5 0,1 1,20+ 0,41a 18,52+ 1,44a 15,25 +£2.45bc 2,00 £+ 0,56b ++

0,5 0,1 1,95+0,51b 27,86 +1,97¢ 21,85 +2,66ef  3,05+0,51de ++

0,5 0,1 3,15+ 0,37de 37,94 £ 1,95h 32,00 + 2,431 4,90 + 0,64¢g ++

0,5 0,1 1,90 + 0,55b 19,44 £ 1,16ab 16,65 £ 2,80c 2,75 £ 0,44cd ++

1,0 0,1 1,90 + 0,55b 29,92 + 2,40fg 23,20 + 3,24f 3,20+ 0,52¢ +++

1,0 0,1 1,25 £ 0,44a 30,49 £ 2,38¢g 21,60 + 2,28ef 1,15+ 0,37a +++

1,0 0,1 1,15+0,37a 30,51 +£2,20¢g 19,10 +£2,15d 1,15+0,37a +++

1,0 0,1 1,20+ 0,41a 28,79 £ 1,71ef 15,25 +£2,29b¢ 2,60 £ 0,68¢ +++

1,0 0,1 1,15+ 0,37a 27,58 £2,30e 14,50 £2.91ab 1,70+ 0,47b +++

1,0 0,1 1,05+ 0,22a 20,54 £ 1,62b 16,05 £ 1,99bc 1,75 £ 0,44b +++

Ayni1 harflerle gosterilen degerler (ortalama + standart sapma) 6énemli 6l¢iide farkli degildir (P = 0,05, Duncan’nin Coklu Karsilagtirma Testi). +++:

Yiiksek. ++: Orta. +: Hafif. -: Yok.

6€
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Sekil 14. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin Tripleurospermum conoclinium’da siirgiin

sayisina etkisi

45

40
35
30
25
20
15
10

=
o
FY
-

(LD LI

0Q

Q.

NN

[o°]

=
=

-

e =

(¢

eef

¥

ol

s

=

k4

#

LT o

SONNNNNS

TR =

SNNNNNNNNNNNNNNN

I e =

ANNNNNNNNANNNNNNG

ANANNNNNNANANNN

ULk 2

v

o

,
%

X

[N

,
%

X

%

%, NIRRT

%

K

X
X
Y

7

®,

oy
0’7

7

X
/l/\
k&%

# Kontrol
=0,25mg L!
0,5 mg L™
W1lmgL™!

Sekil 15. Bitki biiylime
boyuna etkisi

diizenleyicilerinin Tripleurospermum conoclinium’da siirgiin
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Sekil 16. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin Tripleurospermum conoclinium’da yaprak
sayisina etkisi
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Sekil 17. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin Tripleurospermum conoclinium’da nod sayisina
etkisi
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Sekil 18.
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Tripleurospermum conoclinium’da siirgiin ¢ogaltimi. (a) Kontrol, (b) 0,25 mg
L1 KIN + 0,1 mg L 1 IBA iceren MS ortami, (c) 0,25 mg L1 6-BA + 0,1 mg
L IBA igeren MS ortamu, (d) 0,25 mg L™t 2iP + 0,1 mg L™ IBA iceren MS
ortami, (€) 0,25 mg L 1 KIN + 0,1 mg L NAA iceren MS ortamu, (f) 0,25 mg
L1 6-BA + 0,1 mg L1 NAA igeren MS ortamu, (g) 0,25 mg L™t 2iP + 0,1 mg
L1 NAA igeren MS ortami. Olgekler: 3 cm
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Sekil 19. Tripleurospermum conoclinium’da siirgiin ¢ogaltimi. (a) Kontrol, (b) 0,5 mg
L*KIN + 0,1 mg L *IBA igeren MS ortamu, (¢) 0,5 mg L 16-BA+0,1mg L
IBA igeren MS ortamu, (d) 0,5 mg L2 2iP + 0,1 mg L *IBA igeren MS ortamu,
(e) 0,5 mg L 1KIN + 0,1 mg L1 NAA igeren MS ortami, (f) 0,5 mg L™ 6-BA
+ 0,1 mg Lt NAA igeren MS ortami, (g) 0,5 mg L1 2iP + 0,1 mg L™t NAA
iceren MS ortami. Olgekler: 3 cm
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9

Sekil 20.

Tripleurospermum conoclinium’da siirgiin ¢ogaltim1. (a) Kontrol, (b) 1 mg L™t
KIN + 0,1 mg L 1 IBA iceren MS ortamu, (¢) 1 mg L1 6-BA + 0,1 mg L1 IBA
iceren MS ortamu, (d) 1 mg L™ 2iP + 0,1 mg L IBA iceren MS ortamy, (e) 1
mg L 1KIN + 0,1 mg L1 NAA igeren MS ortamu, (f) 1 mg L1 6-BA + 0,1 mg
L NAA igeren MS ortami, (g) 1 mg L 2iP + 0,1 mg L™* NAA igeren MS
ortam1. Olgekler: 3 cm
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Tiim bitki biiylime diizenleyicileri siirgiin sayis1 agisindan incelendiginde en ytiksek
siirgiin sayisinmn (3,20 + 0,41) 0,25 mg L™ 6-BA + 0,1 mg L™t NAA iceren MS besiyeri
ortaminda oldugu, bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen kontrol grubunda siirgiin
sayisinin 2,00 £ 0,65 oldugu tespit edilmistir. En diisiik stirgiin sayis1 ise (1,05 £ 0,22) 1
mg L1 2iP + 0,1 mg Lt NAA iceren MS besiyeri ortaminda tespit edilmistir. Siirgiin boyu
acisindan degerlendirildiginde tiim bitki biiyiime diizenleyicileri arasinda 0,5 mg L™ KIN
+ 0,1 mg L* IBA iceren MS besiyeri ortamindan en yiiksek siirgiin boyu (38,38 = 1,55)
elde edilmistir (Sekil 21). Siirgiin boyunun kontrol grubunda 34,06 + 2,47 oldugu tespit
edilmistir en diisiik siirgiin boyunun (18,52 + 1,44) ise 0,5 mg L™ 2iP + 0,1 mg L ! IBA
iceren MS besiyeri ortamindan elde edilmistir. Nod sayis1 agisindan en iyi ortamin (4,90 £
0,64) 0,5 mg L!6-BA + 0,1 mg L IBA iceren MS besiyeri ortami oldugu bu oranin
kontrol grubunda 3,00 £ 0,56 ve en diisiik nod sayismin (1,15 + 0,37) ise 1 mg L™* 2iP +
0,1 mgL?*IBAvelmgL?!6-BA + 0,1 mgL?IBA iceren MS besiyeri ortamlarinda
oldugu tespit edilmistir. Tiim bitki biiyiime diizenleyicileri yaprak sayisit acisindan
incelendiginde en yiiksek yaprak sayisinm (32,00 + 2,43) 0,5 mg L1 6-BA + 0,1 mg L
NAA iceren MS besiyeri ortaminda, en diisiik yaprak sayisinin (13,45 + 2,87) ise 0,25 mg
L KIN + 0,1 mg L* NAA igeren MS besiyeri ortaminda oldugu bu oranmn kontrol
grubunda 22,40 £ 1,47 oldugu tespit edilmistir (Tablo 3).
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Sekil 21. Tripleurospermum conoclinium 0,5 mg L™t KIN + 0,1 mg L ™! IBA iceren MS
ortami

3.1.3. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Koklenme Uzerine EtKisi

IBA ve NAA iceren MS besiyerleriyle olusturulan koklenme ortamlarinda; en
yiiksek kok sayis1 (6,10 + 0,72) 1 mg L™ NAA iceren MS besiyeri ortaminda (Tablo 4 ve
Sekil 22, 250), en diisiik kok sayist (1,75 £ 0,44) ise 0,25 mg L™ NAA igeren MS besiyeri
ortamindan elde edilmistir (Tablo 4 ve Sekil 22, 25c). Bitki biiyiime diizenleyicisi
igcermeyen kontrol ortaminda kok sayisinin 2,10 + 0,55 oldugu tespit edilmistir. K6k boyu
acisindan tiim ortamlar arasinda en verimli ortamin en yiiksek kok boyu (88,52 + 3,84) ile
1 mg Lt IBA oldugu (Tablo 4 ve Sekil 23, 25f), bu oranin kontrol grubunda 62,83 + 3,76
oldugu, en diisiik kok boyunun (28,06 + 3,27) ise 0,25 mg L™ NAA ortaminda oldugu
tespit edilmistir (Tablo 4 ve Sekil 23, 25c¢). Tiim kdklendirme ortamlar1 arasinda en yiiksek
sekonder kok sayisi (14,10 = 0,55) bitki biiyime diizenleyicisi igermeyen kontrol
ortamindan elde edilirken (Tablo 4 ve Sekil 21, 22a) en diisiik sekonder kok sayis1 (3,10 +
0,31) 0,5 mg L 1 NAA ortamindan elde edilmistir (Tablo 4 ve Sekil 23, 25¢).
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Tablo 4. Tripleurospermum conoclinium'da bitki biiyiime diizenleyicilerinin koklenmeye
etkisi

Kontrol IBA(mgL?%) NAA(mgL?) Kok sayist K&k boyu (mm)  Sekonder kdk sayisi

0,0 0,0 0,0 2,10+ 0,55ab 62,83 + 3,76d 14,10 + 0,55f
0,25 5,15+ 0,75¢ 57,25+3,32¢ 6,20 + 0,62¢

0,5 2,20+ 0,52b 53,80+ 3,79b 3,90+ 0,31b

1,0 5,95 +£0,76d 88,52 £ 3,84e 12,00 + 0,65d

0,25 1,75+ 0,44a 28,06 +3,27a 4,10+ 0,55b

0,5 2,15+ 0,49ab 57,16 + 3,15¢ 3,10+ 0,31a

1,0 6,10 +£0,72d 58,76 + 3,39¢ 13,00 + 0,56¢

Ayni harflerle gosterilen degerler (ortalama + standart sapma) 6nemli 6lgiide farkli degildir (P = 0,05,
Duncan’m Coklu Karsilastirma Testi).
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Sekil 22. Bitki bilylime diizenleyicilerinin Tripleurospermum conoclinium’da kok
sayisina etkisi
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Sekil 24. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin Tripleurospermum conoclinium’da
sekonder kok sayisina etkisi
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Sekil 25. Tripleurospermum conoclinium’da kéklendirme. (a) Kontrol, (b) 0,25 mg L
IBA iceren MS ortami, (¢) 0,25 mg L1 NAA iceren MS ortamu, (d) 0,5 mg L
IBA igeren MS ortami, () 0,5 mg L™ NAA iceren MS ortamu, (f) 1 mg L™ IBA
iceren MS ortami, (g) 1 mg L 1 NAA igeren MS ortami. Olgekler: 2 cm

3.1.4. Kromozom Sayimi

In vitro ortamda koklendirme asamasindaki bitkilerin kromozom sayimi yapilmistir,
oksin iceren veya igermeyen her bir deneme grubunda kromozom sayisinin 2n = 2x = 18
oldugu tespit edilmistir. Biitlin deneme gruplarinda kromozom sayisinin sabit oldugu

herhangi bir farklilik olmadigi gozlemlenmistir (Sekil 26).
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Sekil 26. Tripleurospermum conoclinium‘da mitotik metafaz (2n=18). (a) Kontrol, (b) 1
mg LT IBA, (c) 1 mg L™ NAA, (d) 0,25 mg Lt IBA. Olgekler: 5 pm

3.1.5. Aklimatizasyon

In vitro ortamda koklenen bitkiler, Hoogland igeren vermikiilit ortamlarinda
gelisimlerini saglikli bir sekilde siirdiirmiis olup bu ortamda basarili bir sekilde

adaptasyonu saglanmustir (Sekil 27, 29a).
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Sekil 27. Tripleurospermum conoclinium vermikiilit ortam1

Ex vitro ortamda saglikli ve iyi gelismis olan bitkiler, otuz giiniin sonunda 1:1 (v/v)
oraninda turba ve orman topragi igeren karisima koyularak botanik bahgesine aktarilmigtir
(Sekil 29b-c). Botanik bahgesinde bitkiler gelisimlerini siirdiirmeye devam etmis, bitkilerin

%95 basari ile bu ortama uyum sagladig tespit edilmistir.
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Sekil 28. Tripleurospermum conoclinium ¢igeklenme evresi

Botanik bahgesine basarili bir sekilde adapte olup gelisimini siirdiiren bitkilerin
ikinci yilinda ¢igeklenmeye basladig1 gozlenmistir (Sekil 28, 29d-f). Ilk ciceklenmenin ise
dis ortama aktarildiktan 340 giin sonra gerceklestigi gézlenmistir (Sekil 29d). Cigeklenme
evresini tamamlayan bitkiler aken olusturmustur (Sekil 30). Olusan akenlerin miisilaj

icerdigi gézlenmistir.
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Sekil 29. Tripleurospermum conoclinium’da aklimatizasyon asamalari. (a) EX vitro ortam
yedinci giin, (b) Ex vitro ortam on dordiincii giin, (C) Botanik bahgesi, (d)
Botanik bahgesi ¢igeklenme baslangici, (e-f) Cigeklenme evresi
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a b

Sekil 30. Tripleurospermum conoclinium’un ex situ koleksiyonlarindan
elde edilen akenleri. Olgek: 2 mm

3.1.6. Akim Sitometrik Analiz

In vitro 'da biyttiliip aklimatizasyonu yapilmis bitkilerin nuklear DNA analizlerinde
nuklear DNA miktarinda herhangi bir degisiklige rastlanmamistir. Nuklear DNA miktari
5,40 pg/2C olup, 5281,2 Mbp/2C’dir. 1C - degeri ise 2,70 pg olup 2640,6 Mbp/2C’dir
(Sekil 31). 1pg = 978 Mbp (Dolezel vd., 2003).
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Sekil 31. Tripleurospermum conoclinium’un  akim  sitometrik
histogrami
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3.1.7. Stoma Ozellikleri

Yapraklar amfistomatik ve stomalar anomositik tiptedir. Yapragin iist yilizeyindeki
stomalar 29,30 + 0,75 pm, alt yiizeyindeki stomalar 29,45 + 1,15 pm uzunlugundadir
(Sekil 32).

Sekil32. Tripleurospermum conoclinium’un stoma goriintiileri. (a) Yaprak
st ylizeyinden ylizeysel kesit, (b) Yaprak alt yiizeyinden
yiizeysel kesit. Olgekler: 30 um
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3.2. Tripleurospermum hygrophilum (Bornm.) Bornm.
3.2.1. Aken Cimlendirme

Bitki biiyiime diizenleyicileri igermeyen MS besiyeri ortamda T. hygrophilum
akenlerinde ilk ¢imlenme besinci giinde tespit edilirken maksimum ¢imlenme yiizdesine iki
haftanin sonunda ulasilmistir. Cimlenen akenlerde kontaminasyon gozlenmemistir.
Tripleurospermum hygrophilum’un ¢imlenme yiizdesi %92 olarak elde edilmistir (Sekil
33, 34).

Sekil 33. Tripleurospermum hygrophilum’da kiiltiir baglangi¢ asamasi. (a)
In vitro aken ¢imlenmesi, (b) Yedinci giin. Olgekler: 3 cm
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Sekil 34. Tripleurospermum hygrophilum’da kiiltiir baglangi¢ asamasi. (a)
Ondérdiincii giin, (b) Otuzuncu giin. Olgekler: 3 cm

3.2.2. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Siirgiin Cogaltimina Etkisi

KIN’in IBA ve NAA ile kombinasyonlarindan olusan MS besiyerlerinde en yiiksek
siirgiin sayis1 (2,25 = 0,55) 05 mg L KIN + 0,1 mg L™ IBA igeren MS besiyeri
ortamindan (Tablo 5 ve Sekil 35, 40b), en diisiik siirgiin sayis1 (1,20 + 0,41) 0,5 mg L
KIN + 0,1 mg Lt NAA igeren MS besiyeri ortamindan elde edilmistir (Tablo 5 ve Sekil
35, 40e). En yiiksek siirgiin boyu (37,37 + 3,11) 0,5 mg L 1 KIN + 0,1 mg L ! IBA igeren
MS besiyeri ortaminda (Tablo 5 ve Sekil 36, 40b), en diisiik siirgiin boyu (29,51 +2,13) ise
1 mg LTKIN + 0,1 mg L™ NAA iceren MS besiyeri ortaminda tespit edilmistir (Tablo 5
ve Sekil 38, 41€). Nod says1 verilerine gore en yiiksek nod sayisi (4,20 + 0,77) 0,5 mg L
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KIN + 0,1 mg LT IBA iceren MS besiyeri ortaminda (Tablo 5 ve Sekil 40, 40b), en diisiik
nod sayist (2,25 = 0,64) 0,5 mg L1 KIN + 0,1 mg L2 NAA iceren MS besiyeri ortaminda
bulunmustur (Tablo 5 ve Sekil 38, 40e). En yiiksek yaprak sayis1 (30,25 +2,12) 1 mg L
KIN + 0,1 mg L™* NAA igeren MS besiyeri ortamimndan (Tablo 5 ve Sekil 30, 34e), en
diisiik yaprak sayis1 (21,60 + 2,54) ise 0,5 mg L* KIN + 0,1 mg L™ NAA igeren MS
besiyeri ortamindan elde edilmistir (Tablo 5 ve Sekil 37, 40e).

6-BA’nin IBA ve NAA ile kombinasyonundan olusan MS besiyerlerinde en yiiksek
siirgiin say1s1 (2,90 + 0,55) 0,25 mg L 6-BA + 0,1 mg L™ IBA igeren MS besiyeri
ortamindan (Tablo 5 ve Sekil 35, 39¢), en diisiik siirgiin sayis1 (1,25 = 0,44a) ise 1 mg L
6-BA + 0,1 mg L1 IBA igeren MS besiyeri ortamindan elde edilmistir (Tablo 5 ve Sekil
35, 41c). Siirglin boyuna etkisine bakildiginda en yiiksek siirgiin boyuna (39,43 + 2,15) 0,5
mg L1 6-BA + 0,1 mg L 1 IBA igeren MS besiyeri ortaminda (Tablo 5 ve Sekil 36, 40c),
en diisiik siirgiin boyuna (26,88 + 1,91) ise 1 mg L1 6-BA + 0,1 mg L 1 NAA iceren MS
besiyeri ortaminda ulasilmistir (Tablo 5 ve Sekil 36, 41f). Nod sayisi agisindan
degerlendirildiginde en yiiksek nod sayist (3,90 = 0,85) 0,25 mg L 6-BA + 0,1 mg L
IBA igeren MS besiyeri ortaminda (Tablo 5 ve Sekil 38, 39¢), en diisiik nod sayis1 (2,10 +
0,64) ise 1 mg L™16-BA + 0,1 mg L1 NAA igeren MS besiyeri ortaminda tespit edilmistir
(Tablo 5 ve Sekil 38, 41f). En yiiksek yaprak sayis1 (26,55 +2,33) 0,25 mg L 16-BA + 0,1
mg L™ IBA iceren MS besiyeri ortamindan (Tablo 5 ve Sekil 37, 39¢), en diisiik yaprak
sayist (19,50 = 1,67) ise 0,25 mg L 6-BA + 0,1 mg L NAA igeren MS besiyeri
ortamindan elde edilmistir (Tablo 5 ve Sekil 37, 39c).

2iP’in IBA ve NAA ile kombinasyonundan olusan MS besiyerlerinde en yiiksek
siirgiin sayis1 (1,65 £ 0,49) 05 mg L 2iP + 0,1 mg L' NAA iceren MS besiyeri
ortamindan (Tablo 5 ve Sekil 35, 40g), en disiik siirgiin sayist (1,10 + 0,31) ise 0,25 mg
Lt 2iP + 0,1 mg L't NAA ve 05 mg Lt 2iP + 0,1 mg L IBA iceren MS besiyeri
ortamlarindan elde edilmistir (Tablo 5 ve Sekil 35, 40d). En yiiksek siirgiin boyu (33,89 +
2,52) 1 mg L™ 2iP + 0,1 mg L 1 NAA iceren MS besiyeri ortaminda (Tablo 5 ve Sekil 36,
419), en diisiik siirgiin boyu (28,21 + 1,84) ise 0,25 mg L1 2iP + 0,1 mg L1 IBA igeren
MS besiyeri ortaminda tespit edilmistir (Tablo 5 ve Sekil 36, 40d). En yiiksek nod sayis1
(2,85 +0,75) 0,5mg L1 2iP + 0,1 mg L NAA ve 1 mg L1 2iP + 0,1 mg Lt IBA igeren
MS besiyeri ortaminda (Tablo 5 ve Sekil 38, 40g), en diisiik nod sayis1 (1,75 + 0,44) ise
0,25 mg L1 2iP + 0,1 mg L1 NAA igeren MS besiyeri ortaminda bulunmustur (Tablo 5 ve
Sekil 38, 39g). Yaprak sayisi agisindan incelendiginde en yiiksek yaprak sayisi (28,40 +
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2,30) 1 mg L™t 2iP + 0,1 mg L IBA igeren MS besiyeri ortamindan (Tablo 5 ve Sekil 37,
41d), en diisiik yaprak sayis1 (12,95 + 1,73) ise 0,25 mg L™* 2iP + 0,1 mg L1 NAA igeren
MS besiyeri ortamindan elde edilmistir (Tablo 5 ve Sekil 37, 399).



Tablo 5. Tripleurospermum hygrophilum'da bitki biiyiime diizenleyicilerinin siirgiin ¢ogaltimina etkisi

Sitokinin (mg L)

Oksin (mg L?)

Kontrol " kIN  6-BA  2iP IBA NAA Siirgiin Sayist  Siirgiin Boyu (mm) Yaprak Sayist Nod Sayist Kallus

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,00 + 0,56de 36,34 = 3,20hi 25,55 +2,78hi 3,10£0,72e -
0,25 0,1 1,95+ 0,51cde 34,87 £ 3,15gh 28,55 + 2,82j 2,80 + 0,70de +
0,25 0,1 2,90 £ 0,55¢ 38,70 £ 2,91jk 26,55 +2,33i 3,90 £ 0,85gh +
0,25 0,1 1,20+ 0,41a 28,21 £ 1,84ab 13,35+ 1,76a 1,90 + 0,55ab +
0,25 0,1 1,85 + 0,59¢cd 35,96 + 3,09hi 28,20 + 2,26] 3,60 + 0,68fg +
0,25 0,1 1,90 £ 0,55¢d 33,88 +£2,57fg 19,50 + 1,67d 3,05+ 0,76de +
0,25 0,1 1,10+ 0,31a 28,62 +2,22bc 12,95+ 1,73a 1,75+ 0,44a +

0,5 0,1 2,25+ 0,55¢ef 37,37 + 3,11ij 21,00 + 1,89¢ 4,20+ 0,77h ++

0,5 0,1 1,95 £ 0,60cde 39,43 £2,15k 20,40 + 1,39de 3,10 £ 0,64¢ ++

0,5 0,1 1,10+ 0,31a 32,19 £2,31def 14,95 + 1,99b 2,05 £ 0,69ab ++

0,5 0,1 1,20+ 0,41a 31,93 + 1,62de 21,60 + 2,54efg 2,25 + 0,64bc ++

0,5 0,1 2,35+ 0,49f 38,67+ 1,91jk 21,35 £ 1,90ef 3,25+ 0,72ef ++

0,5 0,1 1,65 + 0,49bc 33,53 +2,50efg 18,15+ 1,76¢ 2,85+ 0,75de ++

1,0 0,1 1,35 = 0,49ab 30,03 + 2,86¢ 2430+ 1,84h  230+0,66bc  +++

1,0 01 1,25+ 0,44a 31,76 = 2,68d 22,95+1,96g  2,15+£0,59abc  +++

1,0 01 1,15+ 0,37a 31,78 = 2,36d 28,40£2,30)  2.85+0,75de  +++

1,0 0,1 1,85 + 0,49¢cd 29,51 £2,13bc 30,25 £2,12k 2,60 + 0,68cd +++

1,0 01 130+0,47a 26,88+ 191a 22,55+221fg  2,10£0,6dab  +++

1,0 0,1 1,25+ 0,44a 33,89 +2,52fg 26,05 +2,50i 2,00 + 0,65ab +++

Ayni1 harflerle gosterilen degerler (ortalama =+ standart sapma) onemli 6lgiide farkli degildir (P = 0,05, Duncan’in Coklu Karsilastirma Testi). +++:

Yiksek. ++: Orta. +; Hafif. -: Yok.

09
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Sekil 35. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin Tripleurospermum hygrophilum’da siirgiin

sayisina etkisi
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Sekil 36. Bitki biiylime diizenleyicilerinin Tripleurospermum hygrophilum’da siirgiin
boyuna etkisi



35 j . .k
30 | hi % . i hi L his hi
25 AA— € % g ' r :Ef ’ ef fg
=N 72X 7 N\ 2N 71d
20 /E“ 4 — — -4
,//541 ?Em ‘é a b %g@i ;ém » Kontrol
572N 2N 28N 2N 7= 4025 mg L
10 /éibi f%ﬂ-i %Eh: /EHH %é!bi o
/E{H ,/Edu %Er; /EH“ —re T0,5mgL
5 /——-4” /-—4*4 /—-Hr /——-HH /._..qn B
%_iti fEIII =% 7= /E;;: NImgL!
0 A + A:_p A: M A: - / =P\

Sekil 37. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin Tripleurospermum hygrophilum’da yaprak
sayisina etkisi
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Sekil 38. Bitki biiylime diizenleyicilerinin = Tripleurospermum hygrophilum’da nod
sayisina etkisi
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Sekil 39.

63

Tripleurospermum hygrophilum’un siirgiin ¢ogaltimi. (a) Kontrol, (b) 0,25 mg
L1 KIN + 0,1 mg L 1 IBA iceren MS ortami, (c) 0,25 mg L™ 6-BA + 0,1 mg
L IBA igeren MS ortamu, (d) 0,25 mg L™t 2iP + 0,1 mg L™ IBA iceren MS
ortami, (€) 0,25 mg L 1 KIN + 0,1 mg L NAA iceren MS ortamu, (f) 0,25 mg
L16-BA + 0,1 mg L NAA igeren MS ortamu, (g) 0,25 mg L1 2iP + 0,1 mg
L1 NAA igeren MS ortami. Olgekler: 3 cm



g

Sekil 40.

Tripleurospermum hygrophilum’un siirgiin ¢ogaltimi. (a) Kontrol, (b) 0,5 mg
L*KIN + 0,1 mg L *IBA igeren MS ortamu, (¢) 0,5 mg L 16-BA+0,1 mg L
IBA igeren MS ortami, (d) 0,5 mg L2 2iP + 0,1 mg L* IBA igeren MS ortamu,
(e) 0,5 mg L1 KIN + 0,1 mg L1 NAA igeren MS ortami, (f) 0,5 mg L™ 6-BA
+ 0,1 mg Lt NAA igeren MS ortami, (g) 0,5 mg L1 2iP + 0,1 mg L™t NAA
iceren MS ortam1. Olgekler: 3 cm



Sekil 41. Tripleurospermum hygrophilumun siirgiin cogaltim1. (a) Kontrol, (b) 1 mg L™t
KIN + 0,1 mg L 1 IBA iceren MS ortamu, (¢) 1 mg L1 6-BA + 0,1 mg L1 IBA
iceren MS ortamu, (d) 1 mg L™ 2iP + 0,1 mg L IBA iceren MS ortamy, (e) 1
mg L 1KIN + 0,1 mg L1 NAA igeren MS ortamu, (f) 1 mg L1 6-BA + 0,1 mg
L NAA igeren MS ortami, (g) 1 mg L 2iP + 0,1 mg L™* NAA igeren MS
ortam1. Olgekler: 3 cm
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Tiim bitki biiylime diizenleyicileri siirgiin sayis1 agisindan incelendiginde en ytiksek
siirgiin sayisinin (2,90 + 0,55) 0,25 mg L! 6-BA + 0,1 mg L ™! IBA iceren MS besiyeri
ortaminda oldugu (Sekil 42), bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen kontrol grubunda
stirgiin sayisinin 2,00 £ 0,56 oldugu tespit edilmistir. En diisiik siirgiin sayis1 ise (1,10 +
0,31) 0,25 mg L1 2iP + 0,1 mg L"* NAA ve 0,5 mg L1 2iP + 0,1 mg L' IBA igeren MS
besiyeri ortaminda tespit edilmistir. Siirgiin boyu agisindan degerlendirildiginde tiim bitki
biiyiime diizenleyicileri arasinda 0,5 mg L™ 6-BA + 0,1 mg L™ IBA igeren MS besiyeri
ortamindan en yiiksek siirgiin boyu (39,43 + 2,15) elde edilmistir. Siirgiin boyunun kontrol
grubunda 36,34 + 3,20 oldugu tespit edilmistir en diisiik siirgiin boyunun (18,52 + 1,44) ise
1 mg L16-BA + 0,1 mg Lt NAA iceren MS besiyeri ortamindan elde edilmistir. Nod
sayist (4,20 = 0,77) acisindan en iyi ortami 0,5 mg L KIN + 0,1 mg L ! IBA igeren MS
besiyeri ortami1 oldugu bu oranin kontrol grubunda 3,10 + 0,72 ve en diisiik nod sayisinin
(1,75 + 0,44) ise 0,25 mg L™* 2iP + 0,1 mg L™* NAA iceren MS besiyeri ortaminda oldugu
tespit edilmistir. Tiim bitki bliylime diizenleyicileri yaprak sayisi agisindan incelendiginde
en yiiksek yaprak sayismin (30,25 + 2,12) 1 mg L KIN + 0,1 mg L™* NAA igeren MS
besiyeri ortaminda, en diisiik yaprak sayisinin (12,95 + 1,73) ise 0,25 mg L™ 2iP + 0,1 mg
L™ NAA iceren MS besiyeri ortaminda oldugu bu oranin kontrol grubunda 25,55 + 2,78
oldugu tespit edilmistir (Tablo 5).
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Sekil 42. Tripleurospermum hygrophilum 0,5 mg L™ 6-BA + 0,1 mg L ! IBA iceren MS
ortami

3.2.3. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Kéklenme Uzerine Etkisi

IBA ve NAA iceren MS besiyerleriyle olusturulan koklenme ortamlarinda; en
yiiksek kok sayis1 (15,85 = 2,87) 0,25 mg L2 NAA iceren MS besiyeri ortaminda (Tablo 6
ve Sekil 44, 47c), en diisiik kok sayis1 (10,20 £ 1,85) ise 0,5 mg L™t IBA igeren MS
besiyeri ortamindan elde edilmistir (Tablo 6 ve Sekil 43, 46d). Bitki biiylime diizenleyicisi
icermeyen kontrol ortaminda kok sayisinin 11,35 + 1,76 oldugu tespit edilmistir. Kok boyu
acisindan tiim ortamlar arasinda en verimli ortamin en yiiksek kok boyu (50,89 + 2,89) ile
0,25 mg L™* NAA oldugu (Tablo 6 ve Sekil 44, 46¢), bu oranin kontrol grubunda 45,65 +
2,61 en diisiik kok boyunun (23,49 + 3,14) ise 1 mg L' NAA ortaminda oldugu tespit
edilmigtir (Tablo 6 ve Sekil 44, 46Q). Tim koklendirme ortamlart arasinda en yiiksek
sekonder kok say1s1 (15,85 +1,81) 0,25 mg Lt IBA iceren MS besiyeri ortamimdan (Tablo
6 ve Sekil 45, 46b), en diisiik sekonder kok sayis1 (6,45 £ 1,85) ise 1 mg L™t NAA
ortamindan elde edilmistir (Tablo 6 ve Sekil 45, 46g). Bitki biiyiime diizenleyicisi
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icermeyen kontrol ortaminda sekonder kok sayist 12,25 + 2,55 olarak tespit edilmistir

(Tablo 6 ve Sekil 45, 46a).

Tablo 6. Tripleurospermum hygrophilum'da bitki biiyiime diizenleyicilerinin koklenmeye

etkisi
Kontrol IBA(mgL?) NAA(mgL?) Kok sayisi K6k boyu (mm)  Sekonder kok sayist

0,0 0,0 0,0 11,35+ 1,76ab 45,65+ 2,61d 12,25 +2,55d
0,25 15,30 £2,27ef 47,64 £ 2,63¢ 15,85+ 1,81e
0,5 10,20 + 1,85a 29,48 +2,06¢ 11,75 +£2,73cd

1,0 14,00 + 2,38de 24,31 +£2,43ab 10,70 + 1,59¢

0,25 15,85 +2,87f 50,89 + 2,89f 14,40 £2,70e

0,5 13,10 £2,38cd 25,57 + 2,06b 8,50 £2,76b

1,0 11,85 +2,58bc 23,49 £3,14a 6,45+ 1,85a

Ayni harflerle gosterilen degerler (ortalama + standart sapma) 6nemli 6lgiide farkli degildir (P = 0,05,

Duncan’m Coklu Karsilastirma Testi).
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Sekil43. Bitki biiylime diizenleyicilerinin Tripleurospermum hygrophilum’da

kok sayisina etkisi
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Sekil 44. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin Tripleurospermum hygrophilum’da

kok boyuna etkisi
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Sekil 45. Bitki  biiylime  diizenleyicilerinin ~ Tripleurospermum
hygrophilum’da sekonder kok sayisina etkisi
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Sekil 46. Tripleurospermum hygrophilum’da koklendirme. (a) Kontrol, (b) 0,25 mg L
IBA igeren MS ortami, (¢) 0,25 mg L™ NAA iceren MS ortamu, (d) 0,5 mg L™
IBA igeren MS ortami, () 0,5 mg L™* NAA iceren MS ortams, (f) 1 mg L™* IBA
iceren MS ortami, (g) 1 mg L NAA igeren MS ortami. Olgekler: 2 cm

3.2.4. Kromozom Sayimi

In vitro ortamda koklendirme agamasindaki bitkilerin kromozom sayimi yapilmistir,
oksin igeren veya icermeyen her bir deneme grubunda kromozom sayisinin 2n = 2x = 18
oldugu tespit edilmistir. Biitiin deneme gruplarinda kromozom sayisinin sabit oldugu

herhangi bir farklilik olmadigi gézlemlenmistir (Sekil 47).
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Sekil 47. Tripleurospermum hygrophilum’da mitotik metafaz (2n=18). (a) Kontrol, (b)
0,25 mg LY IBA, () 0,25 mg L' NAA, (d) 1 mg L™ IBA. Olgekler: 5 um

3.2.5. Aklimatizasyon

In vitro ortamda koklenen bitkiler, Hoogland igeren vermikiilit ortamlarinda
gelisimlerini saglikli bir sekilde siirdiirmiis olup bu ortamda basarili bir sekilde

adaptasyonu saglanmustir (Sekil 48, 50a).
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Sekil 48. Tripleurospermum hygrophilum vermikiilit ortami

Ex vitro ortamda saglikli ve iyi gelismis olan bitkiler, otuz giiniin sonunda 1:1 (v/v)
oraninda turba ve orman topragi igeren karisima koyularak botanik bahgesine aktarilmistir
(Sekil 50b-c). Botanik bahgesinde bitkiler gelisimlerini siirdiirmeye devam etmis, bitkilerin

%98 basari ile bu ortama uyum sagladigi tespit edilmistir.
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Sekil 49. Tripleurospermum hygrophilum ¢i¢eklenme evresi

Botanik bahcesine basarili bir sekilde adapte olup gelisimini siirdiiren bitkilerin
ikinci yilinda ¢igeklenmeye basladig1 gozlenmistir (Sekil 49, 50d-f). Ilk ciceklenmenin ise
dis ortama aktarildiktan 350 giin sonra gerceklestigi gdzlenmistir (Sekil 50d). Cigeklenme
evresini tamamlayan bitkiler aken olusturmustur (Sekil 51). Olusan akenlerin miisilaj

icerdigi gozlenmistir.
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Sekil 50. Tripleurospermum hygrophilum’da aklimatizasyon asamalar1. (a) Ex vitro ortam
yedinci giin, (b) Ex vitro ortam on dordiincii giin, (C) Botanik bahgesi, (d)
Botanik bahgesi ¢igeklenme baslangici, (e-f) Cigeklenme evresi
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a b

Sekil51. Tripleurospermum hygrophilum’un ex situ koleksiyonlarindan
elde edilen akenleri. Olgekler: 2 mm

3.2.6. Akim Sitometrik Analiz

In vitro’da biiyiitiiliip aklimatizasyonu yapilmis bitkilerin nuklear DNA analizi akim
sitometri ile yapilmistir. Nuklear DNA miktar1 4,88 pg/2C olup, 4772,64 Mbp/2C’dir. 1C -
degeri ise 2,44 pg olup 2386,32 Mbp/2C’dir (Sekil 52). 1pg = 978 Mbp (Dolezel vd.,
2003).
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Sekil 52. Tripleurospermum hygrophilum’un akim sitometrik
histogrami
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3.2.7. Stoma Ozellikleri

Yapraklar amfistomatik ve stomalar anomositik tiptedir. Yapragin iist ylizeyindeki
stomalar 26,19 + 1,94 um, alt yiizeyindeki stomalar 26,28 + 1,00 pm uzunlugundadir
(Sekil 53).

Sekil 53. Tripleurospermum hygrophilum’un stoma gériintiileri. (a) Yaprak
st ylizeyinden ylizeysel kesit, (b) Yaprak alt yiizeyinden
yiizeysel kesit. Olgekler: 30 um
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4. TARTISMA

Biyoteknolojik yontemlerden biri olan doku kiiltlirli; nadir, endemik veya tehdit
altindaki bitki tiirlerinin korunmasi igin, kullanigh bir teknik olarak giin gectik¢e daha da
onemli hale gelmistir. (Cuenca vd., 1999; Benson, 1999). Bu teknik sayesinde kii¢iik bir
bitki materyali ile ¢ogaltim yapilabilmektedir. Doku kiiltlirii teknikleri ile Asteraceae
tiyeleriyle ilgili yapilmis g¢alismalar olmakla birlikte, Tripleurospermum cinsi tizerine
yapilmis ¢alismalar sadece T. insularum ve T. fissurale ile sinirlidir. Bu ¢alisma ile ilk kez
doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak tehlike altindaki endemik T. conoclinium ve T.
hygrophilum tiirlerinin mikrogogaltim protokolii olusturulmustur.

Mikrogogaltim teknigi, belirli alanlardaki bitki yetistirme programlari i¢in biiyiik
miktarda kaynak saglar. In vitro bitki koleksiyonlar1 olusturmak, dogal flora bitkilerini bir
koruma bigimi ve genel bitki koruma stratejisinin bir pargast olan ex situ biyolojik
cesitliligin korunmasimin etkili bir yontemi olarak bilinir. Giiniimiizde mikrogogaltim
teknikleri, nadir ve tehlike altindaki bitki tiirlerinin gen havuzunun korunmasi ve
restorasyon sorunlarinin ¢éziimii i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Chokheli vd., 2020).
Bu teknik nesli tehlike altindaki tiirlerin basarili bir sekilde ¢ogaltimi ve korunmasina
olanak saglar (Bais vd., 2002; Joshi ve Dhar, 2003; Pace vd., 2004; Erdag ve Emek, 2009;
Corral, 2011; Yiizbasioglu vd., 2012; Valletta vd., 2015; Carra vd., 2016; Panwar ve Joshi,
2020; Panwar vd., 2020). Benzer sekilde bu ¢alismada da nesli tehlike altindaki endemik T.
conoclinium ve T. hygrophilum tiirlerinin her birinden az sayida (20 aken) baslangig¢
materyali kullanilarak in vitro c¢ogaltim sonucunda c¢ok sayida (600) bitki materyali
olusturulmustur. Klasik metot ile c¢ogaltimda, baslangic materyali sayisi kadar bitki
cogaltimi yapilabilirken doku kiiltiirii ile az sayida bitki materyali kullanilarak ¢ok sayida
bitkinin ¢ogaltim1 ve korunmasi miimkiin olabilmektedir.

Bitki dokular1 ve organlari, biiyiime icin gerekli besinleri saglayan yapay ortamda in
vitro olarak ¢ogaltilir. Bitki doku kiiltiiriniin basarisi, kullanilan besiyeri ortami ile direk
baglantilidir. Saglikli bir biiylime ve gelisme i¢in, bitkilerin topraktan bazi inorganik
elementleri (Makro elementler: nitrojen iyonlar1 (N), potasyum (K) ve kalsiyum (Ca))
almas1 gerekir. Ayrica nispeten kiigiik miktarlarda diger elementlerden de (Mikro

elementler: demir (Fe), nikel (Ni), klor (Cl), manganez (Mn), ¢inko (Zn), bor (B), bakir
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(Cu) ve molibden (Mo)) almasi gerekir. Bahsedilen elementler ile birlikte karbon (C),
oksijen (O) ve hidrojen (H) bitki biiyiime gelismesi i¢in elzem olan toplamda 17 temel
besin elementi tanimlanmistir (George vd., 2008). Bitki doku kiiltiirtinde kullanilan yapay
besiyerleri, bitkinin biiylime ve gelismesi i¢in gerekli olan bu elemetleri igerir. Bitki doku
kiiltiirlerinde en ¢ok kullanilan temel besiyeri ortami Murashige ve Skoog'un (MS)
formiilasyonudur (Tablo 2) (George vd., 2008). MS temel besiyeri ortami, yiiksek
amonyum nitrat orani nedeniyle iyi bir bitki rejenerasyon ortami saglar. Philips ve Garda
(2019) in vitro gogaltim ¢alismalarinda hem dikotlar hem de monokotlar i¢in yaygin olarak
MS besiyerinin  kullanildigin1 rapor etmistir. Asteraceae familyasindaki tiirlerin
mikrogogaltiminin yapildigr ¢aligsmalarda genel olarak MS temel besiyeri ortami tercih
edilmistir (Kodja vd., 1998; Pevalek-Kozlina, 1998; Izquierdo, 2006; Corral vd., 2011;
Chang vd., 2012; Emek ve Erdag, 2013; Okay vd., 2014; Valletta vd., 2015; Bohorquez-
Quintero vd., 2016; Carra vd., 2016; Trejgell vd., 2018; Sevindik vd., 2019; Harbage,
2001; Souza vd., 2007; Panwar vd., 2020; Stanilova vd., 2022). Inceer vd. (2022),
Tripleurospermum cinsine ait tiirlerden T. insularum ile yaptiklar1 mikrogogaltim
caligmasinda MS besiyeri ortami kullanmislardir. Ciice vd. (2022), T. fissurale ile
yaptiklar1 ¢aligmada MS besiyeri ortaminin etkili oldugunu gézlemislerdir. Benzer sekilde
bu ¢alismada da MS temel besiyeri kullanilmig ve saglikli bitylime ve gelisme gosteren
bitkiler elde edilmistir (Sekil 12,13, 33,34).

Asteraceae lyeleri ile yapilan in vitro c¢ogaltim c¢alismalarinda akenin (Sipsela)
baslangi¢c materyali olarak kullanildig1 birgok ¢aligma mevcuttur (Harbage, 2001; Joshi ve
Dhar, 2003; Pace vd., 2004; Stojakowska ve Malarz, 2004; Souza vd., 2007; Pace vd.,
2009; Valletta vd., 2015; Trejgell vd., 2018; Panwar ve Joshi, 2020; Stanilova vd., 2022).
Tripleurospermum cinsine ait tiirlerle yapilan in vitro ¢ogaltim g¢alismalarinda baslangig
materyali olarak aken kullanilmistir, Inceer vd. (2022), T. insularum ile yaptiklari
mikrogogaltim ¢alismasinda akenleri baslangic materyali olarak kullanmislardir.
Tripleurospermum cinsine ait diger bir tiir olan T. fissurale ile yapilan in vitro ¢ogaltim
calismasinda da akenler baslangi¢c materyali olarak kullanilmistir (Ciice vd., 2022). Benzer
sekilde bu tez calismasinda da T. conoclinium ve T. hygrophilum akenleri baslangi¢
materyali olarak kullanilmistir (Sekil 12a, 33a).

Bitki materyalinin yiizeyini sterilize etmek icin birgok kimyasal (Calcium
hypochlorite, Sodium Hypochlorite, commercial bleach, mercuric chloride, Ethanol)

madde kullanilsa da bunlardan en yaygin kullanilan1 sodyum hipokloritdir (NaOCI)
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(Benson, 1999). Asteraceae iiyelerinin in vitro c¢ogaltimlarinin yapildigi calismalarda
eksplant sterilizasyonunda yaygin olarak farkli konsantrasyonlardaki sodyum hipoklorit
(NaOCl) kullanilmustir (Kodja vd., 1998; Harbage, 2001; Pace vd., 2004; Stojakowska ve
Malarz, 2004; 1zquierdo, 2006; Souza vd., 2007; Pace vd., 2009; Corral vd., 2011; Chang
vd., 2012; Valletta vd., 2015; Trejgell vd., 2018; Stanilova vd., 2022). Ciice vd. (2022), T.
fissurale tiirtiniin aken sterilizasyonunda %2 (v/v) sodyum hipoklorit kullanmis herhangi
bir kontaminasyon problemi ile karsilasmamislardir. inceer vd. (2022), T. insularum
akenlerinin sterilizasyonunu %3 (v/v) sodyum hipoklorit ile yapmuis sterilizasyonda basari
saglamiglardir. Benzer sekilde bu ¢alismada da ylizey sterilizasyonunda %3 (v/v) sodyum
hipoklorit kullanilmig, T. conoclinium akenlerinde in vitro ¢imlenme asamasinda %10
oraninda bir kontaminasyon gozlemlenirken sonraki altkiiltiirlerde herhangi bir
kontaminasyonla karsilagilmamistir. Tripleurospermum hygrophilum akenlerinde in vitro
¢imlendirme asamasinda ve diger asamalarda herhangi bir kontaminasyon gézlenmemistir.
Kontaminasyon oranlarinin diisiik olmasi explant kaynagi olarak tohum kullaniminin in
vitro ¢ogaltim sirasinda kontaminasyon riskini azalttigi bilgisi ile desteklenmektedir
(Benson, 1999).

Asteraceae familyast lyeleri ile yapilan mikrogogaltim c¢alismalarinda siirgiin
¢ogaltiminda sitokininlerin tek basina kullanildigi ¢alismalar mevcuttur. (Husain ve Anis,
2006; Erdag ve Emek, 2009; Pace vd., 2009; Corral, 2011; Al Khateeb vd., 2012;
Shatnawi, 2013; Kurian ve Thomas, 2015; Valletta vd., 2015; Yordanova vd., 2017
Kodym vd., 2018; Nowakowska, 2020; Okello vd., 2021). Siirgiin ¢ogaltiminda tek basina
sitokininler kullanilabilse de oksin ve sitokinin birlikte kullanimindaki denge, etkili bir
organegez i¢in Oonemlidir (Pollard ve Walker, 1990). Ayni familya iiyelerinin, in vitro
slirgiin ¢ogaltiminda sitokininlerle birlikte diisiik konsantrasyonlarda oksin kullaniminin
slirgiin ¢ogaltiminda etkili oldugu birgok g¢alismada belirtilmistir (Wildi vd., 1998; Bais
vd., 2002; Koroch vd., 2002; Joshi ve Dhar, 2003; Grigoriadou vd., 2011; Mahesh vd.,
2012; Archana vd., 2013; Gopinath vd., 2014; Khandakar vd., 2014; Abraham ve Thomas,
2015; Carra vd., 2016; Ozel, 2016; Trejgell vd., 2018; Enyew, 2019; Talla vd., 2019;
Panwar ve Joshi, 2020; Panwar vd., 2020; Nithya ve Kamalam, 2021; Riahi vd., 2022).

Tripleurospermum tiirleri ile yapilan mikrogogaltim ¢aligsmalarinda da sitokininler ve
diisiik konsantrasyondaki oksinlerin birlikte kullanimi etkili bir organogenez olusturmustur
(Ciice vd., 2022; inceer vd., 2022). Ciice vd. (2022), T. fissurale (Sosn.) ile yaptiklari
mikrogogaltim calismasinda en yiiksek siirgiin sayismi 1 mg L™ 6-BA + 0,5 mg L NAA
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iceren MS besiyeri ortamindan elde etmislerdir. Inceer vd. (2022), T. insularum’un
mikrogogaltiminda en yiiksek siirgiin sayisinin 1 mg L™t ZEA + 0,5 mg L™* NAA igeren
MS ortaminda oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde bu tez calismasinda sitokininler
ve diisiik konsantrasyondaki oksinler birlikte kullanilmis T. conoclinium igin explant
basina en yiiksek ortalama siirgiin sayis1, 0,25 mg L1 6-BA + 0,1 mg L NAA (Tablo 3 ve
Sekil 14, 19f), T. hygrophilum igin ise 0,25 mg L™ 6-BA + 0,1 mg L IBA igeren MS
besiyerindeki bitkilerden elde edilmistir (Tablo 5 ve Sekil 35, 39c¢).

Tripleurospermum conoclinium igin explant basina en diisiik ortalama siirgiin sayisi
1 mg L1 2iP + 0,1 mg L1 NAA (Tablo 3 ve Sekil 14, 20g), T. hygrophilum igin ise 0,25
mg Lt 2iP + 0,1 mg LY NAA ve 05 mg L 2iP + 0,1 mg L IBA igeren MS
besiyerindeki bitkilerden elde edilmistir (Tablo 5 ve Sekil 35, 40d). Bu sonuglara benzer
sekilde Asteraceae iiyelerinden S. acmella tiiriniin in vitro g¢ogaltim protokoliiniin
olusturuldugu c¢aligmada siirgiin parametreleri agisindan 2iP + NAA iceren MS besiyeri
ortaminin diger ortamlara gore daha az etkili oldugu bulunmustur (Saritha vd., 2002). Bu
sonuglardan farkli olarak; Inceer vd. (2022), T. insularum’da en diisiik siirgiin sayisin1 1
mg L2 TDZ + 0,5 mg L1 IBA igeren MS besiyeri ortaminda tespit etmislerdir. Ciice vd.
(2022), ise T. fissurale igin en diisiik ortalama siirgiin sayisin1 1 mg L™ TDZ + 0,5 mg L
IAA igeren MS besiyeri ortaminda rapor etmislerdir.

Siirgiin boyu agisindan incelendiginde T. conoclinium’da explant basina en yiiksek
ortalama siirgiin boyu 0,5 mg L™* KIN + 0,1 mg L™ IBA (Tablo 3 ve Sekil 17, 20b), T.
hygrophilum igin ise 0,5 mg L™ 6-BA + 0,1 mg L IBA iceren MS besiyerinde elde
edilmistir (Tablo 5 ve Sekil 36, 40c). Bu sonuglardan farkli olarak Ciice vd. (2022), T.
fissurale igin en yiiksek ortalama siirgiin boyunu 1 mg L™ 2iP + 0,5 mg L * IBA iceren MS
ortaminda oldugunu belirtmislerdir. Inceer vd. (2022), ise T. insularum’da en yiiksek
ortalama siirgiin boyununun 1 mg L ZEA + 05 mg L IAA igeren MS besiyeri
ortaminda ve kontrol ortaminda oldugunu rapor etmislerdir. Ayni cinsin farkh tiirlerinde
bliylime yanitlar1 farkli olabilmektedir. Yapilan mikrogogaltim calismalarinda aymi tiiriin
farkl1 gesitlerinde biiyiime yanitlarinin genotipe bagli olarak degistigi rapor edilmistir (Lu
vd., 1991; Gana vd., 1995; Burbulis vd., 2011; Ahmad vd., 2021).

Tripleurospermum conoclinium i¢in explant basina en diisiik ortalama siirgiin boyu
0,5mg L12iP + 0,1 mg L IBA igeren MS ortamindan elde edilm