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TEZ ETiK BEYANNAMESI

Doktora Tezi olarak sundugum “Tehlike Altindaki Endemik Tripleurospermum heterolepis
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TEHLIKE ALTINDAKI ENDEMIK TRIPLEUROSPERMUM HETEROLEPIS (FREYN & SINT.)
BORNM. VE T. REPENS (FREYN & SINT.) BORNM. (ASTERACEAE) TURLERININ
MIKROCOGALTIMI VE KORUNMASI

Betiil ERGIN
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Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Hiiseyin INCEER
2025, 120 Sayfa

Bu tez ¢alismasinda, endemik ve nesli tehlike altinda olan Tripleurospermum heterolepis (Freyn &
Sint.) Bornm. ve Tripleurospermum repens (Freyn & Sint.) Bornm. tiirlerinin mikrogogaltim ile ex situ
korumasi yapilmigtir. Mikrogogaltimi yapilan bitkilerin genetik stabilitesi kromozom sayimi, akim sitometri
ve stoma analizi ile test edilmistir. Her iki tiiriin akenlerinin in vifro ortamda ¢imlendirilmesiyle elde edilen
bitkicikler eksplant kaynagi olarak kullanilmigtir. Siirgiin ¢ogaltiminda, 0,25, 0,5, 1,0 mg L™! 6-BA, 0,25, 0,5,
1,0 mg L' KIN, 0,25, 0,5, 1,0 mg L™ 2iP ile 0,1 mg L™! IBA ve 0,1 mg L' NAA’ nmn kombinasyonlarini
iceren MS besiyeri kullanilmistir. Tripleurospermum heterolepis’de ortalama en fazla siirgiin sayis1 (5,25 +
1,57) 0,25 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' NAA igeren MS besiyeri ortamindan elde edilmistir. Tripleurospermum
repens’de ise ortalama en fazla siirgiin sayis1 (3,80 + 1,15) 0,25 mg L' 2iP + 0,1 mg L' IBA iceren MS
besiyeri ortamindan elde edilmistir. Koklendirmede 0,25, 0,5 ve 1,0 mg L™! IBA ile 0,25, 0,5 ve 1,0 mg L™
NAA’nin kombinasyonlarint igeren MS besiyeri kullanilmistir. Tripleurospermum heterolepis’de ortalama en
fazla kok sayist (2,19 + 0,98) 1,0 mg L' NAA iceren MS besiyeri ortamindan elde edilmistir.
Tripleurospermum repens’de ise ortalama en fazla kok sayist (4,95 + 1,10) 1,0 mg L' IBA igeren MS
besiyeri ortamindan elde edilmistir. /n vitro ¢ogaltimi yapilan T heterolepis ve T. repens’in genetik stabilitesi
kromozom sayimi, akim sitometri ve stoma analizleri ile test edilmistir. Tripleurospermum heterolepis ve T.
repens’in nuklear DNA miktar1 sirasiyla 8,38 pg/2C ve 8,66 pg/2C olarak, kromozom sayisi ise 2n = 4x = 36
olarak belirlenmis ve bdylece her iki tiirlin genetik olarak stabil oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde, in vitro
olarak c¢ogaltilan bitkiler ile dogal populasyonlarin stoma uzunlugunun benzer oldugu gorilmistiir.
Aklimatizasyon basar1 oran1 T. heterolepis’in %82, T. repens’in %83 olarak belirlenmistir. Bitkiler dig ortama
aktarildiktan iki y1l sonra ¢igeklenmis ve aken olusturmuslardir. Elde edilen bu veriler ile 7. heterolepis ve T.

repens’in koruma biyolojisine katkilar saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Tripleurospermum heterolepis, Tripleurospermum repens, Mikrogogaltim, Koruma
biyolojisi, Endemik

Vi



PhD. Thesis
SUMMARY

MICROPROPAGATION AND CONSERVATION OF THREATENED ENDEMIC
TRIPLEUROSPERMUM HETEROLEPIS (FREYN & SINT.) BORNM. AND 7. REPENS (FREYN
& SINT.) BORNM. (ASTERACEAE) SPECIES

Betiil ERGIN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin INCEER
2025, 120 Pages

In this thesis, the endemic and endangered species Tripleurospermum heterolepis (Freyn & Sint.)
Bornm. and Tripleurospermum rvepens (Freyn & Sint.) Bornm. were protected ex situ by
micropropagation. The results of chromosome counting, flow cytometry and stomata analysis and
stability tests of the plants propagated in vitro were carried out. Plantlets obtained by germinating the
achenes of both species in vitro were used as explant sources. For shoot multiplication, MS medium
containing a combinations of 0,25, 0,5 and 1,0 mg L' 6-BA, 0,25, 0,5 and 1,0 mg L™! KIN, 0,25, 0,5
and 1,0 mg L' 2iP with 0,1 mg L' IBA and 0,1 mg L' NAA was used. In T. heterolepis, the highest
average shoot number (5,25 + 1,57) was obtained from MS medium containing 0,25 mg L' 6-BA + 0,1
mg L' NAA. In T. repens, the highest average shoot number (3,80 + 1,15) was obtained from MS
medium containing 0,25 mg L' 2iP + 0,1 mg L' IBA. For rooting, an MS medium individually
containing combinations of 0,25, 0,5 and 1,0 mg L' IBA and 0,25, 0,5 and 1,0 mg L' NAA was used.
In T heterolepis, the highest average root number (2.19 + 0.98) was obtained from MS medium
containing 1,0 mg L™! NAA. In T repens, the highest average root number (4.95 + 1.10) was obtained
from MS medium containing 1,0 mg L™' IBA. The genetic stability of in vitro propagated T. heterolepis
and T. repens was tested by chromosome counting, flow cytometry and stomatal analysis. The nuclear
DNA amounts of 7. heterolepis and T. repens was determined as 8.38 pg/2C and 8.66 pg/2C,
respectively, and the chromosome number was determined as 2n = 4x = 36, thus showing that both
species were genetically stable. Similarly, it was observed that stomatal lengths of in vitro propagated
plants and natural populations were similar. Acclimatization success rate was determined as 82% for 7.
heterolepis and 83% for T. repens. Two years after being transferred to the external environment, the
plants flowered and formed achenes. With these data, contributions were made to the conservation

biology of T heterolepis and T. repens.

Key Words: Tripleurospermum  heterolepis,  Tripleurospermum  repens, ~ Micropropagation,
Conservation biology, Endemic
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1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Bitkiler diinya iizerindeki ekosistemlerin temel bilesenleridir. Ekosistemlerin baslica
temellerini ve fiziksel yapilarin1 olustururlar ve diger organizmalarin g¢esitliligini
destekleyen kaynaklar iiretirler. Ayrica bitkiler, insanlarin gecimi icin gerekli olan gida ve
diger malzemeleri saglarlar ve insanlar i¢in faydali olan bir¢ok ekolojik siirece dahil olurlar
(Hamilton, 2013).

Bitki ¢esitliligi, tiim dogal ekosistemlerin isleyisinde 6nemli bir rol oynamasinin yani
sira, insanlara gida ilag, yabani ve evcil hayvanlara ise gida agisindan dogrudan fayda
saglar. Insanoglu en eski zamanlardan bu yana bitki gesitliliginden farkli sekillerde
yararlanmigtir. Bitki cesitliliginin dikkatsizce kaybedilmesi veya siirdiiriilemez tiiketimle
birlikte hizli niifus artisindan kaynaklanabilecek sonuglarin bitki kaynaklarimiz tizerinde
yikict bir etkisi olmasi muhtemeldir ve bu da bir biitiin olarak insanlik iizerinde dogrudan
bir etkiye yol agacaktir (Hawkes vd., 2012).

Bitki biyogesitliliginin korunmasi siirdiirebilir bir yasam ve gelecek agisindan
oldukca 6nemlidir. Bitki ¢esitliliginin korunmasi in situ ve ex situ olmak tlizere baslica iki
sekilde gergeklestirilebilir (Cruz-Cruz, 2013). Bitki tiirlerinin dogal ortamlarinda muhafaza
edilmesi, kiiltiire alimmus tiirlerin kendine 0zgli oOzelliklerini gelistirdikleri ¢evrede
muhafaza edilmesi in situ koruma stratejileri olarak bilinmektedir. Ancak, habitat tahribati
ve bu dogal ortamlarin doniisiimii nedeniyle populasyonlarda ve ekosistemlerde agir bir
kayiplar veya azalmalar s6z konusudur. Bu nedenle, nesli tehlike altinda olan tiirlerin
korunmasinda yerinde yontemler tek basina yeterli degildir. Tohum bankalarinda
depolama, gen koleksiyonlari, in vitro koleksiyonlar ve botanik bahgeleri gibi ek
yaklasimlar, bitki biyolojik cesitliligine yonelik koruma programlarini tamamlamaktadir.
Bunlar biyolojik materyali dogal yagam ortamlarinin disinda tutmak anlamina gelen ex situ
koruma stratejileri olarak siniflandirilirlar. /n situ ve ex situ koruma yontemleri
birbirlerinin tamamlayicidirlar ve koruma i¢in farkli alternatifler sunarlar (Cruz-Cruz,
2013).

Bitki biyoteknolojisindeki, 6zellikle de in vitro teknikler ve molekiiler biyolojiyle

iliskili ilerlemeler, bitki c¢esitliliginin korunmasini ve yonetimini desteklemek ve



gelistirmek i¢in giiclii araglar saglamistir. Giinlimiizde, nesli tehlike altinda olan, nadir
ve/veya endemik bitki tiirlerini korumak icin biyoteknolojik yontemler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemler kisa, orta ve uzun vadede, istenen 6zellikteki materyalin
genetik cesitliliginin korunmasina olanak saglamaktadir. /n vitro teknikler, vejetatif olarak
cogaltilan bitki tiirleri i¢in 6zellikle onemlidir. Ayrica in vitro teknikler, minimum alan
kullanarak kapsamli koleksiyonlarin olusturulmasina olanak tanir, yabani populasyonun
geri kazanilmasi i¢in degerli materyalin tedarigine izin verirler ve bdylece molekiiler
arastirmalar1 ve ekolojik ¢alismalar1 kolaylastirirlar (Cruz-Cruz, 2013).

In vitro teknikler kullanilarak yapilan bitki cogaltimlari sirasinda bitkiler, somoklonal
varyasyonlar olarak da bilinen sitolojik anormallikler ile sonuclanan siireglerden
gegebilirler. Somaklonal varyasyon olarak bilinen bu durum eksplantin genotipi, kiiltiir
rejimi ve bitki biiylime diizenleyicileri tarafindan olusturulabilir (Bairu vd., 2011). In vitro
ortamlarda cogaltilan bitkilerin genetik stabilitesinin belirlenmesi fenotipik, sitolojik,
biyokimyasal ve molekiiler diizeyde ¢esitli tekniklerle gerceklestirilebilir (Benson, 1999;
Hawkes vd., 2000). Mikrogogaltim/in vitro ¢ogaltim ile elde edilen bitkilerin genetik
stabilitesinin belirlenmesi i¢in sitolojik tekniklerden biri olan kromozom sayimi giivenilir
bir yontem olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Godo vd., 1998; Inceer vd., 2022;
Ergin, 2023; Cuce ve Inceer, 2024). Akim sitometri yontemi de in vitro ¢cogaltim ile elde
edilen bitkilerin genetik stabilitesini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bagka bir
yontemdir. Niikleik asit-spesifik floresan boyalar kullanilan akim sitometri, bitki doku
kiiltiirlerinde DNA igeriginin ve ploidi varyasyonlarimin degerlendirilmesi i¢in hizli, kolay
ve tekrarlanabilir oldugundan dolayr siklikla kullanilan bir tekniktir (Escobedo-Gracia-
Medrano vd., 2018; Inceer vd., 2022; Ergin, 2023; Cuce ve Inceer, 2024).

Cigekli bitkilerdeki en biiyiik familyalardan biri olan Asteraceae familyasi, yaklasik
olarak 1600-1700 cinse ve 25000-35000 tiire sahiptir (Funk vd., 2009; Mandel vd., 2019).
Ulkemizde ise 137 cinse ve 1209 tiire sahiptir ve tiir sayis1 bakimindan ilk sirada yer
almaktadir (Davis ve Tan, 1988). Ayn1 zamanda, endemik tiir bakimindan {ilkemizin en
zengin familyas1 olarak bilinmektedir ve sahip oldugu tiirlerin 447 tanesi endemiktir
(Ozhatay ve Kiiltiir, 2006). Bu familyadaki bitkiler, siis bitkisi ve sebze olarak
kullanilmasinin yani sira, ugucu yaglar ve etken maddelerden dolay: tibbi kullanim1 olan,
icerdigi sabit yaglar ve inulinden dolay:r gida amaciyla kullanilan, kaucuktan dolay1 ise

sanayi ve ekonomik dnemi olan bir familya olarak bilinmektededir (Baytop, 1991).



Asteraceae familyasinin Anthemideae tribusunda bulunan Tripleurospermum Sch.
Bip. cinsi 40’ {izerinde tiir i¢cermektedir (Oberprieler vd., 2007; Inceer vd., 2018).
Ulkemizde bu cinse ait 33 takson bulunmaktadir ve bunlardan 17 tanesi endemiktir (Inceer
vd., 2012a; Cuce; Inceer, 2024). Endemizm oran1 oldukg¢a yiiksek olan bu cinsteki tiirlerin
cogu, antropojenik faktorlerin etkisiyle yok olma tehlikesi altindadir (Ekim vd., 2000).

Tripleurospermum taksonlar1 Kuzey yarimkiirede, 6zellikle Avrupa, iliman Asya ve
Kuzey Afrika'y1 kapsayan Akdeniz havzasinda yayilis gostermektedir (Oberprieler vd.,
2007). Etnobotanik ¢alismalar, Tripleurospermum tiirlerinin yatistirici, iltihap giderici, kas
agrist dindirici, yorgunluk giderici 6zelliklerinin yanisira bobrek tasi, bogaz agrisi, diyabet,
kalp rahatsizliklari, mide agrisi dahil olmak {izere g¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanildigin1 ortaya koymustur (Sheydaei ve Duarte, 2023). Ayrica yapilan ¢aligmalarda
Tripleurospermum tiirlerinin antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar gibi tibbi
ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Sheydaei ve Duarte, 2023).

Tripleurospermum heterolepis (Freyn & Sint.) Bornm. ve T. repens (Freyn & Sint.)
Bornm. Tiirkiye i¢in endemik tiirlerdir. Ayn1 zamanda bu tiirler giincel [IUCN Kirmizi Liste
Kategorileri ve Olgiitlerine gore Tripleurospermum’un nesli tehlike altinda olan tiirleri
arasinda yer almaktadir (IUCN, 2024). Diger yandan Tripleurospermum tiirlerinin ex situ
korumasiyla ilgili calismalar; 7. fissurale (Sosn.) E. Hossain, 7. insularum Inceer &
Hayirlioglu-Ayaz, T. conoclinium (Boiss. & Bal.) Hayek, T. hygrophilum (Bornm.) Bornm.
ve T. ziganaense Inceer and Hayirlioglu-Ayaz tiirlerinin in vitro ¢ogaltimi ile sinirhdir
(Cuce vd., 2022; Inceer vd., 2022, Ergin, 2023; Cuce ve Inceer, 2024). Dolayisiyla, gerek
T. heterolepis gerekse T. repens’in ex situ korunmasma yonelik herhangi bir ¢alisma
yapilmamistir. Bu tez ¢alismasinda nesli tehlike altinda olan endemik 7. heterolepis ve T.

repens tlirlerinin mikrogogaltim ile ex situ korumasi amaglanmastir.

1.2. Literatiir Ozeti

1.2.1. Koruma Biyolojisi

Koruma biyolojisi, 1980'lerden bu yana gelisen basta ekoloji, demografi, populasyon
biyolojisi, populasyon genetigi, biyocografya, peyzaj ekolojisi, ¢gevre yonetimi ve ekonomi

olmak {izere ¢esitli alanlardan beslenen bir bilimdir (Heywood ve Iriondo, 2003). Koruma,

“bir yandan gelecek nesillerin ihtiyaglarini ve isteklerini karsilama potansiyelini korurken,



bir yandan da mevcut nesillere en biiylik siirdiiriilebilir fayday1 saglayacak sekilde
biyosferin insan tarafindan kullanilmasinin yonetimi” olarak tanimlamistir ve dogal
cevrenin  korunmasini, bakimini, siirdiiriilebilir kullanimini, restorasyonunu ve
gelistirilmesini  kapsar. Tek climle ile tanimlanacak olursa; koruma, c¢evreyi
yagmalamayacak, tliiketmeyecek veya yok etmeyecek sekilde yoOnetme felsefesidir
(Heywood ve Iriondo, 2003). Koruma stratejileri in situ ve ex situ olmak iizere ikiye

ayrilir;

e [n situ ve Ex situ Koruma

In situ koruma, tiirleri dogal habitatinda koruma olarak bilinir. Hayvan ve bitki
ekosistemlerini igeren biyomlarin tamami koruma yerleri olarak belirlenebilir. Bu seviye,
tropik ormanlarin yok olma oranlarinin yavaglatilmasinda veya iliman ormanlardaki
kereste rezervlerinin kontrol edilmesinde son derece dnemlidir, ancak genel olarak genetik
kaynaklar iizerinde ¢ok az etkisi vardir. Yerinde koruma, biyosfer rezervleri, milli parklar,
diinya miras1 alanlar1 ve diger korunan alanlar aracilifiyla ulusal hiikiimetlerin himayesi
altinda gerceklestirilmektedir (Benson, 1999).

Ex situ koruma habitat1 disinda koruma olarak bilinir. Belirli kriterleri kullanarak
tirleri kendi dogal yasam alan1 disinda korur (Heywood ve Iriondo, 2003). Bitki genetik
kaynaklarimin korunmasina yonelik geleneksel olan bu teknik, tohum veya bitkilerin elde
edilmesini ve bunlarin uzun vadeli depolama i¢in uygun kosullar altindaki yerlere
taginmasini igerir. Ex sifu koruma daha fazla tercih edilen koruma yontemidir. Ex situ
numuneler gen bankalarinda, tarimsal arastirmalarda veya germplazm mahsul
merkezlerinde, klonal depolarda, botanik bahgelerinde ve arboretumlarda saklanabilir

(Benson, 1999). Ex situ koruma tipleri,

= Tohum Bankalari

Tohumlar1 soguk ve kuru kosullar altinda depolayan tesisler, yabani tiirler de dahil
olmak iizere bitki genlerini korumanin en popiiler yoludur. Tohumlarin uzun vadeli
korunmasinda en 6nemli husus, kuru kosullar ve diisiik sicakliklar altinda depolama

sirasinda korunmasi gereken her bir tiiriin tohum davranisinin belirlenmesidir. Tohumlar



%8'in altindaki diisiik bir nem yiizdesine kadar kurutulabilirse, 20°C'nin altindaki ¢ok
diisiik sicakliklara dayanabilirler (Laliberté, 1997).

Tohum bankaciliginin temel avantaji, optimum kosullar1 saglayarak ve yenilenme
ihtiyacin1 azaltarak biiyiik populasyonlarin korunmasina ve genetik erozyonun en aza
indirilmesine olanak saglamasidir. Tohumlarin uzun siireli muhafaza edilebilmesi,
canliligin siirekli izlenmesi ve numunenin yasayabilirligi minimum seviyenin altina
diistiigiinde yenilenmesine veya yeniden toplanmasina baglidir. Tohum bankalarindaki
faaliyetler toplama, tohum hazirlama, tohum kurutma, paketleme, depolama, periyodik
c¢imlenme testleri, tohum yenileme, yeniden depolama ve faaliyetin her asamasinin
belgelemesi seklindedir. Ancak ¢imlenme hizi ¢ok yavas olan, ¢imlenmeye direngli olan
veya hemen ¢imlenen ve depolanamayan tiirler i¢cin tohum bankalarmin kullanimi uygun

degidir (Laliberté, 1997).

» Botanik Bahgeleri

Canli koleksiyonlar, botanik bahcgelerinde eskiden beri uygulanan alternatif bir ex
situ yontemdir (Laliberté, 1997). Botanik bahgelerinin uzun bir ge¢misi vardir. Modern
botanik bahgesi kokleri; bitkilerin sifali otlar ve baharatlar olarak incelenmek ve
kullanilmak tizere diizenlendigi orta ¢ag manastir bahgelerine kadar uzanir. Avrupa'nin ilk
botanik bahgeleri, 16. yiizyilin ortalarinda italya'da kurulmustur. Botanik bahgelerinin
diinya genelindeki dagilimi, bitki cesitliliginin kiiresel dagilimi agisindan oldukca
dengesizdir. Botanik bahceleri ve arboretumlarda korunan genetik materyalin ¢gogunlugu,
Avrupa ve Kuzey Amerika'da bulunmaktadir. Kuzey yarimkiirenin 1liman bolgelerindeki
botanik bahgeleri, ¢cok fazla tiire ev sahipligi yaparken, tropikal bolgelerde ve giiney
yarimkiirede durum tam tersidir. Botanik bahgeleri ‘doga disindaki en biiyiik biyocesitlilik
toplulugunu’ barindiran alanlardir. Ornegin, Kew'deki Kraliyet Botanik Bahgelerinde
bulunan tiir miktari, cogu iilkenin dogal ortamlarindaki tiir sayilarindan daha fazladir.
Bununla birlikte, tiim botanik bahgelerinin yalnizca %45'inin germplazm koleksiyonlarina
(genotip veya populasyon topluluklari), yani yeterli sayida numuneye ve koleksiyonlari
yonetmek i¢in yeterli kapasiteye sahip oldugu kabul edilmektedir. Birgok botanik bahgesi
yiiksek bilimsel degere sahip 06zel koleksiyonlara ev sahipligi yapmaktadir. Bu
koleksiyonlar, ilgili cins ve tiirlere ait ¢cok ¢esitli yabani materyali igerir (Hurka vd., 2003).

Botanik bahgeleri, son yillarda nesli tiilkenmekte olan bitki tiirlerinin korunmasina



dogrudan katkida bulunan veya 6zellikle koruma amaciyla yonetilen ex situ tesisler haline

gelmistir (Laliberté, 1997).

= Saha Gen Bankalari

Saha gen bankalar1 veya canli koleksiyonlari; uzun 6miirlii cok yillik bitkiler, direngli
tiirler ve vejetatif olarak lireyen tiirler i¢cin ana koruma stratejisidir. Baslica sinirlamalari
ise; ¢ok fazla yer kaplamalari, bakiminin ve dogal afetlerden korunmasinin zor olmasidir.
Hastaliklarin yayilmasina kars1 hassastirlar ve ihmalden zarar gorebilirler. Cogu durumda,
onemli genetik kaynaklarin korunmasi i¢in mevcut tek segcenek budur. Bitkiler
sergilendiginde Onemli bir egitim degerine sahiptir ve arastirma amaciyla kolayca

erisilebilir (Laliberté, 1997).

= Polen Bankalari

Polenlerin korunmasi, baz tiirlerin temel koleksiyonlar: i¢in yararli olabilir. Kiigiik
bir alan gerektirir. Tohumlar gibi polen de kurumaya dayanikli ve dayaniksiz olarak ikiye
ayrilabilir. Bununla birlikte, basta tibbi agidan ve ormancilik agisindan 6nemli tiirler olmak
lizere yabani tiirlerden gelen polenlerin depolanma 6zelliklerine iligskin bilgiler kisithidir

(Laliberté, 1997).

=  DNA Bankalari

DNA bankalar1 olusturulmasi, germplazm koleksiyonlari, biiyilk miktarda genetik
kaynagin (genler, DNA) hizli1 ve diisiik maliyetle depolanmasina olanak saglayabilir. Gen
bankalari, gen havuzunun hizli kaybina kars1 bir sigorta poligesi gorevi gorebilir. Soyu
tilkenmis taksonlarin molekiiler filogenetigi ve sistematiginde kullanilabilir. DNA o6rnekleri
esas olarak biyolojik arastirma ve biyolojik cesitlilik ¢alismalarinin degerlendirilmesi i¢in
kullanilir. Koruma c¢alismalarinda kullanimi smirhidir ancak genetik materyal, bitki

yetistirme ve gelistirme amaciyla diger genotiplere aktarilabilir (Laliberté, 1997).



1.2.2. Doku Kiiltiri

Biyoteknolojinin koruma biyolojisi programlarina dogrudan yardimci oldugu
alanlardan biri bitki doku kiiltiiriidiir. Bitki doku kiltlirii teknolojileri bitki genetik
kaynaklarinin ex situ korunmasinda 6nemli bir etkiye sahiptir. Somatik embriyo ve organ
kiiltiirii tekniklerini kullanan mikrogogaltim, pek ¢ok bitki gelistirme programina yardimci
olur ve bu yontemler, nesli tiikenmekte olan bitki tlirlerinin korunmasi i¢in giderek daha
fazla kullanilmaktadir. Vejetatif olarak cogaltilan bazi bitkilerin tohumlar1 depolamaya
uygun olmadigindan, 6zel koruma sorunlari ortaya ¢ikmaktadir. Saha gen bankalar1 6nemli
koruma secgenekleri sunarken, bu sekilde muhafaza edilen genetik materyal, patojen
saldiris1 ve iklimsel hasara karsi risk altinda olabilir. Doku kiiltiirii teknikleri ile cogaltilan
tiirler i¢in in vitro koruma, tek giivenilir ve uzun vadeli koruma yontemidir. Aktif biiylime
durumunda, yavaslatilmig biiylime altinda depolama, uygun maliyetli ve orta vadeli
koruma secenekleri saglar. Cogu biiyiik uluslararas1 germplazm merkezi, vejetatif olarak
cogaltilan iriinler icin tercih ettikleri yontem olarak in vifro koruma yontemini tercih
etmektedir. Bunlar; Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi, Ulusal Klonal
Germplazm Deposu (Oregon), Uluslararas1 Patates Merkezi (CIP, Peru), Uluslararasi
Tropikal Enstitiisii Tarim (IITA, Nijerya), ve Ulusal Bitki Genetik Kaynaklar1 Biirosu
(NBPGR, Hindistan) (Benson, 1999).

Bitki genetik materyalinin aktif veya yavasg biiylime durumunda muhafaza edilmesi,
orta vadeli bir depolama secenegi saglar. Ancak in vitro olarak lretilen bitki genetik
materyalinin s1v1 nitrojende kriyoprezervasyon yontemi ile uzun vadeli korunmasi, giderek
daha yaygin hale gelmektedir. Bu nedenle, kriyo-koruma, geleneksel tohum bankaciligi
teknikleri kullanilarak muhafaza edilemeyen bitki genetik materyaline ve/veya vejetatif
olarak ¢ogaltilmis genetik materyale uygulanir. Inatgr tohumlarin (ve embriyolarim)
dondurularak saklanmasinda 6zellikle 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir (Benson, 1999).

Bitki biyoteknolojisinde, klonal c¢ogaltim, yeni varyantlarin {retilmesi, somatik
hibridizasyon ve genetik transformasyon yoluyla genetigi degistirilmis bitkilerin tiretimi
dahil olmak {izere bir dizi in vitro teknik kullanilmaktadir. Ayrica in vitro kiiltiirler, bitki
gen kaynaklarimin korunmasinda da 6nemli bir role sahiptir. Bitki biyoteknolojisi
programlarinda in vitro germplazm koleksiyonlari, arastirma faaliyetlerinin verimliligini
arttirdig1 ve bu tiir faaliyetlerden elde edilen tirtinleri hem bilimsel hem de ticari amaglarla

giivence altma aldig1r i¢in giderek artan bir Oneme sahiptir. Bitki germplazmasinin



korunmasi, mikrogogaltim gibi tekniklerin kullanilmastyla in vitro bitki, hiicre ve doku
kiiltiiri programlarinin amaci olabilir. Doku kiiltiirii teknikleri, nesli tiikkenmekte olan bitki
tiirlerinin ¢ogaltilip korunmasinda hayati éneme sahiptir. Bununla birlikte, in vitro bitki
genetik kaynaklarinin korunmasi, farkli bitki tiirlerinin 6zel kiiltiir gereksinimlerinin
anlagilmasini gerektirir (Benson, 1999).

Mikrogogaltim/in vitro ¢ogaltim, se¢ilen germplazmanin in vitro teknikler
kullanilarak ¢ogaltilmasi i¢in ¢esitli yollar1 tanimlayan genel bir terimdir. Bitki ¢ogaltma
tekniklerinde yontemler ve detaylar Onemli Olglide farklilik gosterse de basarili
mikrogogaltimin bes temel asamasi bulunmaktadir (Sekil 1);

¢ Germplazm se¢imini i¢eren hazirlik asamasi
% Aseptik kiiltiirlerin olusturulmasi
% Siirgiin ¢ogaltimi
% Koklendirme

¢ Aklimatizasyon



Sekil 1. In vitro gogaltim dongiisii

e Germplazm Segimini Igeren Hazirlik Asamasi

In vitro korumaya yonelik ilk adim germplazmanin elde edilmesidir. Bu asama basit
gibi gorlinse de germplazm i¢in in vitro kiiltliir olusturma kapasitesini dnemli Olcilide

etkileyebilecek mevsimsel etkilerin bile dikkate alinmasi 6nemlidir. Hedef bitkilerin dogru



10

sekilde tanimlanmasini ve kalan dogal populasyonu tehlikeye atmadan yeterli sayida
bireyden bitki drnekleri toplanabildiginden emin olmak da bu asamada 6nemlidir (Yidana
vd., 1985).

In vitro kiiltiir i¢in doku sec¢imi, bir eksplantin in vitro davranigini 6nemli Olgiide
etkilemektedir. Koleksiyon i¢in doku segerken dikkate alinmasi gereken bir dizi faktoriin
oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Bunlar;

+ Kaynak bitkinin genotipi

¢ Eksplantin doku tipi

% Eksplantin fizyolojik yasi

% Eksplantin elde edildigi sezondur.

Baz1 bitki tiirlerinde, basarili in vitro bitki rejenerasyonu icin spesifik bir eksplant
gerekli olabilir. Ornegin olgunlasmamis embriyolar, embriyojenik kallus olusumunun
baslatilacagi birkag eksplant tiirii arasindadir. Genel olarak daha biiylik eksplantlar, kiiglik
eksplantlara kiyasla daha iyi hayatta kalma ve yenilenme oranlari saglasa da kiigiik
eksplantlarin  kullanilmas1 sonraki kiiltiirlerde mikroorganizmalarin goriilme sikligim
azaltabilir. Benzer sekilde, araziden toplanan eksplantlarin kurak mevsimle
karsilastirlldiginda yagmurlu mevsimde daha fazla mikrobiyal kontaminasyon tasidigi

bilinmektedir (Kenneth, 1989).

e Aseptik Kiiltlirlerin Olusturulmasi

Bu asama ana bitkilerin ylizey dezenfeksiyonu ve eksplantlarin kiiltiir edilmesini
igerir. In vitro tekniklerin en mesakkatli kisimlari, bitki materyallerinin dezenfeksiyonu,
besiyerlerinin sterilize edilmesi ve bu sartlara ulasildiginda aseptik kosullarin muhafaza
edilmesidir. Bakteriler ve mantarlar hiicre kiiltiirlerinde gozlenen en yaygin iki
kontaminasyon kaynagidir. Mantar sporlar1 hafiftir ve ¢evremizde bol miktarda bulunur.
Bir mantar sporu doku kiiltiiriinde kullanilan kiiltiir ortami ile temasa gectiginde, kosullar
sporun ¢imlenmesi ve daha sonra kiiltiiriin kontaminasyonu i¢in optimaldir (Torres, 2012).

Mikroplardan ari bitki materyali elde etmek zordur ve alinan tiim 6nlemlere ragmen,
eksplant iyi bir sekilde dezenfekte edilmezse kiiltiirlerin cogu kontamine olacaktir. Canli
materyaller asir1 1stya maruz kaldiginda biyolojik 6zelliklerini koruyamadig: icin bitki
doku ve organlar1 asir1 1s1 yerine dezenfekte edici bir soliisyonla dezenfekte edilir. En

yaygin kullanilan soliisyonlar, kalsiyum hipoklorit, sodyum hipoklorit, hidrojen peroksit,
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etanol, giimiis nitrat vb. kimyasallardir. Eksplantlar1 dezenfekte etmek i¢in kullanilan
soliisyonlar bitki dokusunu korumali ancak ayni zamanda mantar veya bakteri gibi
mikroorganizmalar1 da yok etmelidir. Eksplantlar elde edildikten sonra, soliisyon
muamelesi isleminden Once hafif sabunlu bir deterjanla yikanmalidir. Bazi otsu bitki
materyalleri bu adimi1 gerektirmeyebilir ancak odunsu materyaller, yumrular vb. iyice

yikanmalidir (Torres, 2012).

e Siirglin Cogaltim1

Tek bir tomurcuk igeren bir eksplant, tiire ve kiiltlir ortamina bagli olarak tek bir
stirgiin halinde gelisebilir veya birden fazla siirgiin olusturabilir. Yeni siirgiinler gelistikce
kendi eksenleri boyunca tomurcuklar iiretirler ve tekrarlanan alt kiiltiir yoluyla bu siireg
devam eder. Tomurcuk gelisimi ile baglantili olarak kallus olusumu meydana gelebilir ve
kallus i¢indeki meristematik bolgelerden yeni siirgiinler ortaya cikabilir, boylece daha fazla
bitkicik tretilebilir. Siirglin ¢ogalmasini arttirmak i¢in farkli sitokinin konsantrasyonlari
kullanilir, yaygin olarak kullanilan sitokininler 6-BA (6-benzilaminopiirin), 2iP (6-(y,
ydimetilallilamino)-piirin), KIN (kinetin), ZEA (zeatin)’dir. Birkag alt kiiltiirden sonra, in
vitro’da tretilmis bitkicikler materyalin koklenmesini arttirmak i¢in kdklendirme ortamina
aktarilabilir. Bu yontem, mikrogogaltimin en yaygin uygulanabilir yontemidir. Siirgiinlerin
sayis1, in vitro’da lretilmis organlarin veya kallusun alt boliimlere ayrilmasi ve yeniden
kiiltiirlenmesiyle arttirilir. Bu sekilde elde edilen siirgiinler daha sonra koklenme igin

koklendirme ortamina aktarilabilir (Torres, 2012).

e Koklendirme

Stirgiin ¢ogaltim asamasinda siirgiin olusumunu tesvik etmek i¢in kullanilan kosullar
altinda ¢ok az bitki koklenebilir. Cogu durumda siirgiin ¢ogaltim ortamindaki sitokininlerin
varligi, kok olusumunu engelledigi icin bu asamada ayr1 bir kok indiikleyici ortam
kullanilmahdir.  Bitkiciklerin  kdklenmesini etkileyen faktorler arasinda; biiyiime
diizenleyicileri, makro besinler, mikro besinler, organik takviyeler, 151k ve sicaklik yer alir.
Bazi tiirlerde koklenmeyi tesvik etmek icin gerekli olan tek sey, siirgiinleri veya siirgiin
kiimelerini sitokinin icermeyen bir ortama aktarmaktir. Ancak bir¢ok tiirde koklenmenin

baslatilmasi yalnizca oksinin varhiginda gerceklesir. Koklenmeyi tegvik etmek i¢in ortama
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en sik dahil edilen oksinler; IAA (indol-3-asetik asit), NAA (1-naftalen asetik asit) ve IBA
(indol-3-biitirik asit)'dir. Siirgiinlerin bu oksinlere tepkisi ve bunlarin varliginda koklerin
olusumu bitki tiirtine gore farklilik géstermektedir.

Bazi tiirlerde ise koklenme saglanabilmesi i¢in besiyeri icerigi degistirilerek, makro

ve mikro besin konsantrasyonlart normal degerlerinin yarisina diistiriilmelidir. (Torres,

2012).

e Aklimatizasyon

Stirglinler koklenme ic¢in kiiltlir kabinin disina aktarildiginda, biiylimelerini
destekleyecek bir ortama yerlestirilmelidirler. Koklendirme karisimlari genellikle turba,
aga¢ kabugu, perlit, vermikiilit, pomza, kum ve toprak gibi malzemeleri igerir ve az
miktarda kire¢ veya giibre ile desteklenebilir. Bu ¢esitli malzemelerle kdk olusumunda
belirgin farkliliklar gozlenebilir. Aklimatizasyon, in vitro ortamda biiyliyen bir bitkinin
cevresel degisime uyum saglama siireci olarak tanimlanmaktadir. /n vitro iretilmis
bitkicikler dis ortam kosullarina adapte edilmediginden veya uygun olmadigindan
iklimlendirme gereklidir. /n vitro ortamda koklendirilen bitkilerin, bir koklendirme
karistmina aktarilmalari ve birka¢ giin boyunca yiiksek bagil nem altinda tutulmalar
gerekmektedir. Uygun bir ortam genellikle bitkilerin seffaf bir plastik torbaya, kutuya veya
aralikli su buhar altina yerlestirilmesiyle olusturulabilir. Bitkiler, bulunduklar1 ortamdaki
bagil nem kademeli olarak azaltilarak ortama alistirilirlar. Bu islem, bitkilerin maruz
kaldig1 nem miktarini azaltarak, bitkicikleri tutan plastik torbalari veya kutular1 kademeli
olarak keserek ya da agarak basitge gerceklestirilebilir.

In vitro ortamda iretilmis bitkiciklerin hayatta kalma oraninin diisiik olmasi,
fotosentez hiz1 ve yapraklardaki kiitikula tabakasi dahil olmak {izere c¢esitli faktorlerle
iligskilendirilmistir. /n vitro olarak c¢ogaltilan bitkilerin i¢ yapisi1 ve anatomisi, genellikle
baslangicta dig ortamda yetistirilen bitkilerden farklidir. Anatomilerindeki degisiklikler,
bitkilerdeki fotosentetik siireci etkileyebilir. Karbonhidrat bakimindan zenginlestirilmis bir
ortamda in vitro olarak yetistirilen bitkicikler, genellikle karbonhidrat gereksinimlerinin
yalnmzca ¢ok kiigiik bir kismini fotosentetik CO» fiksasyonu yoluyla iiretirler. Bitkicikler

dis ortam kosullarina aktarildiginda tamamen ototrof hale gelmeleri gerekir (Torres, 2012).
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1.2.3. Genetik Stabilite Testleri

Koruma amagli yapilan mikrogogaltim calismalarinda en 6nemli hususlardan biri,
cogaltilan germplazmanin genetik stabilitesinin korunmasidir. Alt kiiltiir siireci uzadikga in
vitro bitki kiiltiirlerinin fenotipi ve genotipi degisebilir. Bu nedenle, in vitro lretilen
bitkilerde genetik varyasyonlarla karsilasilabilmektedir. Bu tiir degisiklikler, somaklonal
varyasyonlarin da temelini olusturmaktadir (Benson, 1999; Torres, 2012). Olusan
somaklonal varyasyonlar, biyokimyasal (kromatografik ayirma teknikleri vb.), molekiiler
(polimeraz zincir reaksiyonu vb.) sitogenetik (kromozom sayisi, akim sitometrik analiz
vb.) ve histolojik (stoma oOzellikleri vb.) diizeylerde tespit edilebilir (Benson, 1999;
Hawkes vd., 2000; Joshi vd., 2006; Inceer vd., 2022; Cuce ve Inceer, 2024) (Sekil 2).
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Sekil 2. Genetik stabilite testleri. a: Akim sitometrik analiz, b: Stoma analizi, c:
Krozomozom sayisi

e Kromozom Sayimi

In vitro yetistirme kosullar1 mitotik stabiliteyi etkiler, dolayisiyla bitki doku kiiltiirleri
ile cogaltilan bitkilerde kromozom sayist ve yapisinda degismeler goriilebilir. Bu
sitogenetik varyasyonlar, kallus kiiltiirlerinde diger kiiltiir tiplerine gore daha sik
gorilmektedir. Ciinkii kallus olusumu, kontrolsiiz bir hiicre boliinmesinin takip ettigi bir
farklilagsma fazini igermektedir.

Mikrogogaltimi1 yapilan birgok tiirde, somoklonal varyasyonlarin olup olmadigi
kromozom sayimi ile test edilmistir (Wawrosch vd., 1994; Peixoto vd., 2006; Naing vd.,
2010; Bhandari vd., 2021; Sakhanokho vd., 2022; Inceer vd., 2022; Cuce vd., 2022; Ergin,
2023; Cuce ve Inceer, 2024).
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e Akim Sitometrik Analizler

Akim sitometrinin 1980'lerde bitki bilimine tanitilmasindan bu yana, bitki
biyoteknolojisindeki uygulamalar1 yayginlagsmistir. Bitki biyoteknolojisinde yaygin olarak
kullanilan akim sitometri yontemleri, cogaltimi yapilan bitkilerin, DNA ploidi seviyesi ve
nuklear DNA igeriginin stabilitelerini kontrol etmek i¢in kullanilan 6nemli bir aractir
(George vd., 2008).

Mikrogogaltimi yapilan birgok tiirde, somoklonal varyasyon olup olmadigi, akim
sitometri yontemi ile nuklear DNA miktarindaki degisimler analiz edilerek, ploidi
seviyesindeki farkliliklar belirlenmistir (Ejaz vd., 2021; Catalano vd., 2022; Stanilova vd.,
2022; Sakhanokho vd., 2022; Inceer vd., 2022; Cuce vd., 2022; Ergin, 2023; Cuce ve
Inceer, 2024).

e Histolojik Analizler

In vitro kosullar, bir¢ok bitki tiirlinde gelisimsel degisikliklere yol acabilmektedir. /n
vitro olarak cogaltilan otsu ve odunsu bitkiler, morfolojik anormalliklere yol agan cesitli
faktorlerden etkilenirler (Ziv, 1991). In vitro ortamdaki nem, ozmotik potansiyel, sicaklik,
mineral bilesimi ve biliylime diizenleyicilerinin miktarlar1 in vitro morfogenetik
anormalliklere sebep olan ana faktorlerdir. Mikrogogaltimi yapilan bitkilerde anormal
stomalar (Blanke ve Belcher, 1989), stoma ve epidermis hiicrelerinde morfolojik
degisiklikler (Capellades vd., 1990), stoma uzunlugu ve genisliginde degisiklikler (Joshi
vd., 2006; Ergin, 2023), anatomik ve morfolojik anormallikler (Leshem vd., 1988) gibi

farkliliklarin tespiti histolojik ¢aligmalar ile rapor edilmistir.

1.2.4. Tripleurospermum Cinsinde Yapilan Mikrog¢ogaltim Cahismalari

Asteraceae familyasinin Anthemideae tribusuna ait Tripleurospermum cinsinde
yapilan mikrogogaltim c¢alismalari, nesli tikenmekte olan 5 endemik tiir (7. fissurale, T.
insularum, T. conoclinium, T. hygrophilum ve T. ziganaense) ile simirhidir:

Inceer vd. (2022), Tiirkiye'de nesli tehlike altindaki endemik tiirlerden biri olan 7.
insularum’un ex situ korunmasina yonelik mikrogogaltimmi yapmislardir. Bu tiiriin

mikrogogaltimi i¢in farkli bitki biiylime diizenleyicileri ile desteklenen MS (Murashige ve
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Skoog, 1962) ortam1 kullanilmistir. Eksplant bagina en fazla siirgiin sayis1 4,6 uM zeatin ve
0,5 uM TAA igeren MS ortaminda elde edilmistir. Siirgilinlerin in vitro koklenmesi, 2,9 uM
IAA ile desteklenen MS ortaminda %100 verimle saglanmistir. Koklenen bitkicikler %74
hayatta kalma oraniyla ex vitro olarak aktarilmistir. Ayrica, ¢ogaltilan bitkilerin sitogenetik
kararlilig1, akim sitometri (DNA ploidi seviyesi) ve kromozom sayimi ile test edilmistir.
Uretilen tiim bitkilerde DNA ploidi seviyesinde (2x) ve somatik kromozom sayisinda (2n =
18) herhangi bir degisiklik gdzlendigi rapor edilmemistir.

Cuce vd. (2022), T. fissurale'nin ex situ koruma amaciyla mikrogogaltim protokoliinii
gelistirmislerdir. Bu calismada, siirgiin sayisinda 4,4 uM 6-BA ve 0,5 uM IBA igeren MS
ortaminin, diger ortamlardan daha etkili oldugu tespit edilmistir. Tiim koklendirme
ortamlarinda koklenme oran1 %100'e ulagsmis, en fazla kok sayisinin elde edildigi ortam
2,7 uM NAA ile desteklenen MS ortami olarak kaydedilmistir. Koklenen bitkicikler ilk
olarak iklimlendirmeye tabi tutulmus ve daha sonra basarili bir sekilde sera kosullarina
aktarilmistir. Adaptasyonu saglanan bitkilerin hayatta kalma oran1 %81 olarak belirlenmis
ve bu bitkilerin ¢i¢eklendigi ve akene doniistiigii bildirilmistir. Sitogenetik analizler
sonucu, ¢ogaltilan tiim bitkilerin, dogal ortamindaki bitkilerle aynt DNA ploidi seviyesine
(x) ve kromozom sayisina (2n = 18) sahip oldugu rapor edilmistir.

Ergin (2023), nesli tehlike altindaki 7. conoclinium’un ex situ korunmasi kapsaminda
in vitro ¢ogaltim protokoliinii olusturmustur. 7ripleurospermum conoclinium’un en verimli
siirgiin ortaminin 0,25 mg L™! 6-BA + 0,1 mg L' NAA igeren MS besiyeri, en verimli kok
ortamimin ise 1,0 mg L' NAA igeren MS besiyeri oldugu bildirilmistir. Botanik bahgesine
aktarilan 7. conoclinium un hayatta kalma oran1 %95 olarak belirlenmistir. Yapilan genetik
kararlilik testlerinde hem kromozom sayimi hem nuklear DNA 6l¢iimii yapilmistir. Dogal
ortamda biiyliyen bitkilerle kiyaslandiginda, kromozom sayisinda ve DNA ploidi
seviyesinde herhangi bir degisiklik olmadig1 rapor edilmistir. Dis ortama adapte edilen
bitkilerin stoma uzunlugu ve stoma tipi tespit edilmis, dogal ortaminda biiyliyen bitkilerle
kiyasla yapisal bir degisiklik olmadigi belirtilmistir. Ayrica hayatta kalan bitkilerde
ciceklenme ve meyve olusumu gézlenmistir.

Ergin (2023), nesli tehlike altindaki 70 hygrophilum’un ex situ korunmasi kapsaminda
in vitro ¢cogaltim protokoliinii olusturmustur. 7ripleurospermum hygrophilum’un en verimli
siirgiin ortammin 0,25 mg L™! 6-BA + 0,1 mg L' IBA igeren MS besiyeri, en verimli kok
ortammin ise 0,25 mg L' NAA iceren MS besiyeri oldugu bildirilmistir. Botanik

bahgesine aktarilan 7. hygrophilum’un hayatta kalma oranm1 %98 olarak belirlenmistir.
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Yapilan genetik kararlilik testlerinde hem kromozom sayimi hem nuklear DNA dl¢liimii
yapilmistir. Dogal ortamda biiyliyen bitkilerle kiyaslandiginda, kromozom sayisinda ve
DNA ploidi seviyesinde herhangi bir degisiklik olmadigi rapor edilmistir. Dis ortama
adapte edilen bitkilerin stoma uzunlugu ve stoma tipi tespit edilmis, dogal ortaminda
biiyliyen bitkilerle kiyasla yapisal bir degisiklik olmadigi belirtilmistir. Ayrica hayatta
kalan bitkilerde ¢iceklenme ve meyve olusumu gozlenmistir.

Cuce ve Inceer (2024), Tirkiye'de kritik tehlike altindaki endemik tiirlerinden biri
olan 7. ziganaense ile yaptig1 calismada bu tiirlin ex situ korunmasi amaciyla
mikrogogaltimin1 yapmislardir. Olusturulan ex situ koleksiyonlarin translokasyonlari
yapilarak populasyonun giiclendirilmesi saglanmistir. Eksplant basina en fazla siirgiin
sayisin1 1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg L™! IBA igeren MS ortamindan, en fazla kdk sayisini
ise 1,0 mg L' IBA igeren MS ortamindan elde etmislerdir. Koklenen bitkicikler %95
hayatta kalma oraniyla ex sifu ortama adapte edilmistir. D1s ortama adaptasyonu saglanan
bitkiler yaklasik alti ay sonra dogal habitatina aktarilmis ve bu ortamda hayatta kalma
yiizdesi %90 olarak kaydedilmistir. Dogal ortamdaki bitkiler ile mikrogogaltimi yapilan
bitkilerin fenolojisi her hafta izlenerek, dogal ortama adaptaston siireci rapor edilmistir.
Akim sitometri ve kromozom sayim yontemi kullanilarak g¢ogaltilan bitkilerin genetik
stabiliteleri test edilmistir. Cogaltim1 yapilan tiim bitkilerde DNA ploidi seviyesinde ve

somatik kromozom sayisinda herhangi bir degisiklik gézlenmedigi rapor edilmistir.

1.2.5. Tripleurospermum heterolepis (Freyn & Sint) Bornm.’in Morfolojik
Ozellikleri

Iki yillik, boyu 20-30 cm’ye kadar uzar. Govdeler bir veya cok sayida, cicek
durumunun altinda dallanmamis. Yapraklar 2-3-pinnatisek; yaprak loplar1 laciniae
lanseolat-filiform, u¢larda beyaz mukronat. Kapitulum ¢ok sayida, radiat, ligullar hari¢ 6-8
cm genisliginde, yogun korimboz, pedunkullar kisa, pubescent tiiylii. Fillariler iggenimsi-
akut, subobtus, biitiin fillariler beyaz zarsi kenarl, tiiysiiz. Ligullar 3,5-5 mm, tiipsi
cigeklerin korolla loplar1 uglarda salgi bezli. Reseptakulum ovoid veya yarimkiiresel.
Akenler 1,2-1,5 x 0,3-0,5 mm, ters piramit seklinde, miisilajsiz, anterior tuberkulat-
ruguloz; posterior ii¢ damarl, damarlar olduk¢a ince, akut, beyaz, aralar1 tuberkulat-
ruguloz; korona oldukga kiiclik, marjiniform, beyaz, disli, akenin 1/10-1/8’1 kadar (Inceer,
2015).

Ciceklenme ve meyve zamani: Haziran-Temmuz.
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Habitat: Yol kenarlari, nemli alpin ¢ayirlar.

Tirkiye’deki yayilisi: Kuzey Anadolu.

1.2.6. Tripleurospermum repens (Freyn & Sint.)) Bornm.’in Morfolojik
Ozellikleri

Cok yillik, 25-40 cm. Govdeler tek. Tabanda boliinmiis veya rizomdan ¢ok sayida,
dallanmis ya da dallanmamais. Yapraklar 3-6 cm, hepsi pinnatipartiteyt veya 2-pinnatisek;
yaprak loplar1 seyrek, linear-lanseolat, akut veya subakut, mukronulat. Kapitulum radiat,
ligullar hari¢ 0,8-1,2 cm genisliginde; genellikle 2-6, seyrek korimboz, nadiren bir.
Pedinkiiller uzun ya da kisa, kalinlagmig, pubescent tiiylii veya tiiysiiz. Fillariler pubescent
tilylii, orta damarlar yesil, distaki fillariler liggenimsi-akut, i¢tekiler oblanseolat, subobtus,
kenarlar1 kahverengimsi zarsi. Reseptakulum yarimkiiresel. Ligullar 12-16 cm
uzunlugunda, tiipsii ciceklerin korolla loplar1 uglarda salgi bezli. Akenler ters piramit
seklinde veya koseli, 1,5-2 x 0,7-1 mm, anterior tuberkulat-ruguloz, posterior 3 damarli,
damarlar kalin; korona beyaz, loblu, akenin 1/6-1/5’1 kadar (Enayet Hossain, 1975).

Ciceklenme ve meyve zamani: Mayis-Haziran.
Habitat: Cayirlik ve kirsal alanlar.

Tiirkiye’deki yayilisi: Kuzey ve I¢ Anadolu bélgeleri.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitki Materyalinin Temin Edilmesi

Tripleurospermum heterolepis ve T. repens tiirlerinin mikrogogaltiminda baglangi¢
materyali olarak kullanilan olgun akenler, Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii, Botanik Arastirma Laboratuvari’nda bulunan, Prof. Dr. Hiiseyin

INCEER ¢ ait tohum/meyve koleksiyonundan temin edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Tripleurospermum heterolepis ve T. repens’in lokalite ve koleksiyon bilgileri

Tiir Lokalite Koleksiyon Numarasi

T. heterolepis A7 Giimiishane: Kegikaya Koyii, 1579 m, 13.06.2009  Inceer 734
T repens A7 Glimiishane: Gezge Koyti, 1987 m, 08.07.2007 Inceer 385

2.2. Kiiltiir Sartlar

Tripleurospermum heterolepis ve T. repens’in olgun akenlerini ¢imlendirme
amaciyla, bitki biiyiime diizenleyicileri ihtiva etmeyen MS temel besiyeri ortami
olusturulmustur. Hazirlanan besiyerinin agar ve karbon kaynag: bilgileri, pH degeri ve

sterilizasyon sartlar1 (Tablo 2)’de verilmistir.

Tablo 2. In vitro kiiltiir sartlar

Magenta hacmi (Sigma-Aldrich, St Louis, 98.5 x 59 mm
MO)
Magenta basina besiyeri miktari 40 ml
o %2 (w/v) sukroz (Duchefa Biochemie, Hollanda,
Karbon kaynag:
Haarlem)
%0,8 (w/v) agar (Duchefa Biochemie, Hollanda,
Agar
Haarlem)
pH degerleri 1 M HClI veya 1 M NaOH ile otoklav 6ncesi 5,8
Sterilizasyon sartlari 121°C'de, 1,1 kPa basing altinda, 20 dk
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2.3. Yiizey Dezenfeksiyonu ve Aken Cimlendirme

Elde edilen saglikli ve olgun akenler once musluk suyuyla yikanmistir. Ardindan
sirastyla EtOH (etanol) ve NaOCIl (sodyum hipoklorit) ile muamele edilerek yiizey
dezenfeksiyonu yapilmistir. Son olarak, deionize steril suyla yikanan akenler bitki biiyiime
diizenleyici bulundurmayan MS temel besiyerine (Duchefa Biochemie, Hollanda,

Haarlem) steril kabinde ekilmistir (Tablo 3, 4).

Tablo 3. Yiizey dezenfeksiyonu

On muamele 30 dk musluk suyu
Dezenfeksiyon 30 sn, %70’lik etanol; 10 dk, %30 NaOCl
Yikama 15 dk dionize steril su, 3 kere

50 umol m? s 151k, 16 sa giindiiz-8 sa gece, 24 + 2°C sicaklik,

Kaltir Sartlan MS temel besiyeri ortami

Dezenfeksiyon isleminden sonra steril kabin igerisinde, her iki tiir i¢in yirmiser tane

aken MS kiiltiir ortaminda ¢imlenmeye birakilmistir.
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Tablo 4. MS temel besiyeri ortami igerigi

Makro Elementler mg L!
CaCl 332,02
KH2PO4 170,00
KNO3 1900,00
MgSO4 180,54
NH4NO3 1650,00
Mikro Elementler

CoCl2.6H20 0,025
CuS04.5H20 0,025
FeNaEDTA 36,70
H3BO3 6,20
KI 0,83
MnS0O4.H20 16,90
Na:Mo04.2H,O 0,25
ZnS04.7H>0 8,60
Vitaminler

Glycine 2,00
Myo-Inositol 100,00
Nicotinic acid 0,50
Pyridoxine HC1 0,50
Thiamine HCI 0,10

2.4. Siirgiin Cogaltim

Stirgiin ¢ogaltiminda eksplant kaynagi olarak, akenlerin ¢imlenmesiyle elde edilen
bitkiciklerin nodal segmentleri kullanilmistir. Bu eksplantlar, igerisinde bitki biiylime
diizenleyicisi icermeyen MS temel besiyeri ortami bulunan kiiltiir kaplarina yerlestirilerek
kiiltire alinmistir. Eksplantlar, dort haftada bir olmak kosulu ile 3 defa altkiiltiir
yapilmugtir.

Siirglin  ¢ogaltim1 asamasinda, bitki biliylime diizenleyicilerinin olmadigt MS
(Murashige ve Skoog, 1962) besiyerine ¢imlenmeye birakilan bitkiler kontrol grubu olarak

kullanilmistir.  Sitokinin ve oksinlerin farkli konsantrasyonlarda kombine edilmesiyle
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olusturulan MS temel besiyeri ortaminda kiiltiire alinan bitkiler ise uygulama gruplar

olarak degerlendirilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Siirgiin ¢ogaltim1 asamasinda MS temel besiyeri ortaminin i¢erdigi bitki biiylime
diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlardaki kombinasyonlari

Sitokinin (mg L) Oksin (mg L™?)
Kontrol KIN 6-BA 2iP IBA NAA
0,0 0,0 0.0 0,0 0,0 0,0
0,25 0.1
0,25 0.1
0,25 0.1
0,25 0.1
0,25 0.1
0,25 0.1
05 0.1
05 0.1
05 0.1
05 0.1
05 0.1
05 0.1
1,0 0.1
1,0 0.1
1,0 0.1
1,0 01
1.0 0.1
1,0 01

Bu besiyerlerinde kullanilmis olan tiim bitki biiylime diizenleyicileri otoklav
edilmeden 6nce 0,22 um filtrelerle steril edilmistir. Sadece 6-BA ve NAA filtreyle steril
edilmeden otoklav Oncesi besiyerine eklenmistir. Besiyerinin pH degerleri 1 M HCl ya da 1
M NaOH ile 5,8’e ayarlanmistir. Daha sonra kiiltiir ortamlarinin tamami, otoklav ile 1,1
kPa basing altinda, 121°C’de 20 dk boyunca sterilize edilmistir. Besiyeri ortami yaklasik
40°C'ye kadar sogutulduktan sonra, filtrelerle steril edilen bitki biiylime diizenleyicileri
besiyerine ilave edilmistir.

Bitki biiyiitme odasmin kiiltiir sartlar1, 50 pmol m™s™! fotosentetik 151k yogunlugunda
16/8 saat (aydinlik/karanlik) fotoperiyodu ile 24 + 2°C’ye ayarlanmigstir. Isiklandirma igin
soguk giin 15181 floresan lambalar1 (Philips HO 49 W/840, Polonya) kullanilmistir. Siirgiin
cogaltim asamasinda, kontrol ve bitki biiylime diizenleyicisi igeren her bir ortama yirmi
eksplant ekilmistir. Dort haftanin sonunda her eksplant icin siirglin sayisi, siirgiin boyu,

yaprak sayist ve kallus olusumu hesaplanmistir.
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2.5. Koklendirme

Koklendirme islemi, IBA ve NAA bitki biiylime diizenleyicilerinin farkh
konsantrasyonlarin1 igeren MS besiyeri ortamlarinda yapilmistir (Tablo 6). Siirgiin
¢ogaltim asamasinda oldugu gibi, bitki biiyiime diizenleyicilerinin olmadigi MS besiyerine
ekilen siirglinler kontrol grubu olarak kullanilmigtir. Siirgiin ortamlarinda en az 20 mm

boyuna ulagan saglikli bitkiler koklendirme ortamina alinmaistir.

Tablo 6. Koklendirme agamasinda MS temel besiyeri ortaminin igerdigi bitki biiyiime
diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlari

Oksin (mg L™)
Kontrol
IBA (mg LY) NAA (mg L)
0,0 0,0 0,0
0,25
0,5
1,0
0,25
0,5
1,0

Bitki bilyiitme odasindaki kiiltiir sartlar;, 50 pmol m™s?' fotosentetik 151k
yogunlugunda 16/8 saat (aydinlik/karanlik) fotoperiyodu ile 24 + 2°C’ye ayarlanmugtir.
Koklendirme ortamlarinda, bitki biiylime diizenleyicisi igeren ve icermeyen her bir ortama
yirmi eksplant ekilmistir. Dort hafta sonra kok sayisi, kok boyu, sekonder kok sayisi
hesaplanarak kaydedilmistir.

2.6. Aklimatizasyon

Koklendirme isleminden sonra, bitkicikler bulunduklart besiyerinden c¢ikarilarak
koklerindeki besiyeri kalmtilart musluk suyuyla temizlenmistir. Bu bitkicikler, 71x71 mm
ebatindaki seffaf plastik kaplarda pH 5,8 olan Hoagland ile desteklenmis vermikiilit
ortamina aktarilmistir. Bu asamada bitkilerin inkiibasyonuna, 50 pmol m?s™! fotosentetik
151k yogunlugunda 16/8 saat (aydinlik/karanlik) fotoperiyodu ile 24 + 2°C’ye ayarlanmis

olan bitki biiylitme odasinda devam edilmistir. Bitkilerin biiyiime ve gelisimleri dort hafta
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boyunca takip edilmistir. Bu siire¢ boyunca bitkilerin ve ortamin sicaklik/nem kontrolii
yapilmustir.

Dort haftanin sonunda saglikli olan bitkiler 1:1 (v/v) oraninda orman topragi ve turba
karisimindan dis ortama aktarilmistir. Botanik bahgesine aktarilan ve aklimatizasyonu
basar1 ile tamamlayan bitkilerin bir yil boyunca biiyiime ve gelisimleri takip edilerek,
fenolojik (¢igeklenme ve meyvelenme) gozlemleri yapilmistir. Bir yilin sonunda, ex situ
koleksiyonlardan olgun akenler elde edilmis ve stereo-binokiiler mikroskop yardimi ile

gorintiileri ¢ekilmistir.

2.7. Genetik Stabilite Testleri

In vitro olarak ¢ogaltimi yapilan bitkilerin genetik stabilitesi; kromozom sayimi,

akim sitometrik (nuklear DNA miktar1) ve stoma analizleri ile test edilmistir.

2.7.1. Kromozom Sayimi

Koklenme asamasindaki kontrol ve bitki biiyiime diizenleyicilerini igeren
ortamlardan elde edilen bitkilerin aktif kok uclart kullanilarak kromozom sayimi
yapilmistir. Bu islem igin ilk olarak, kok uclar1 8-hidroksikinolin ¢ozeltisinde 6 saat 6n
muamele edilmistir. Daha sonra %96’lik etanol — glasiyel asetik asit karisimi ile fikse
edilmistir. Fiksatiften alinan kok uclar1 %70’lik etanol ile yitkanmis ve 1 M HCl ile 12 dk
hidroliz edilmistir. Ardindan saf su ig¢erisinde yikanip Shiff-Reagent ile oda sicakliginda 2-
3 saat boyanmistir. Son olarak, asetik asit ¢ozeltisi ile ezme preparatlar1 yapilarak Entellan

ile daimi preparat haline getirilmistir (Inceer ve Beyazoglu, 2004) (Tablo 7).
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Tablo 7. Kromozom sayimi i¢in preparasyon islemi

On muamele 2 mM 8-hidroksikinolin (18°C’de, 6 saat)

Fiksasyon 3:1 oraninda %96’lik etanol — glasiyel asetik asit (+4°C’de 24 saat)
Yikama %70’lik etanol ile 3 kez

Hidroliz IM HCI (60°C, 10 - 12 dk)

Boyama Shiff-Reagent (2-3 saat)

Preparasyon %45°lik asetik asit

Kromozom sayimi, kéklendirme asamasindaki her tiiriin her bir deneme grubunda,

kromozomlarin en iyi dagildigi metafaz evresinde 3 farkli preparat iizerinden yapilmaistir.

2.7.2. Akim Sitometrik Analiz

In vitro ortamda aklimatizasyonu yapilan bitkilerin akim sitometri ile nuklear DNA
miktar1 tespit edilmistir. Akim sitometrik analizlerde, botanik bahgesindeki ex situ
koleksiyonlardan elde edilen (3 farkli birey) gen¢ ve saglikli yapraklar, modifiye woody
plant buffer (WPB) (Loureiro vd., 2007) tamponu igerisinde keskin bir jilet ile mekaniksel
olarak pargalanmis ve sonra naylon filtre ile tiiplere siiziilmiistiir. Elde edilen nukleus
siispansiyonuna RNase eklendikten sonra 1siksiz bir ortamda propodium iodide (PI)
eklenerek boyama islemi gergeklestirilmistir (Tablo 8). Olgiim yapilana kadar, 6rnekler buz
icerisinde ve 1s1ksiz ortamda inkiibe edilmistir. Orneklerin analizi, BD Accuri C6 akim

sitometri ile yapilmistir (Inceer vd., 2016).

Tablo 8. Akim sitometri analizi i¢in 6rneklerin hazirlanmasi

1 ml modifiye WPB
On muamele (4 mM MgCl2-6H20, 0,2 M Tris-HCI, 2 mM EDTA, 86 mM NaCl, Na2-2H20,
10 Mm K2S205, %1 (v/v) Triton X-100, %1 PVP-10, pH 7,5)

Filtrasyon 30 uM naylon filtre

Boyama 50 pg/ml propodium iodide (PI) ve 50 pg/ml RNase
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Akim sitometrik analizler 3 tekrarli olarak yapilmistir. Her 6rnegin analizi yapilirken,
sadece Go/G1 pikinin varyasyon katsayisinin (CV) %S5'ten daha diisiik oldugu histogramlar
degerlendirilmistir (Dolezel vd., 2007a). In vitro ¢ogaltimi1 yapilan ornekler ile standart
(Pisum sativum L. 9,56 pg/2C) olarak kullanilan bitkinin Go/G1 pik konumlarinin floresan
yogunluklarina ait degerler karsilastirilmis ve asagidaki formiil kullanilarak nuklear DNA
miktar1 (2C) pikogram (pg) cinsinden hesaplanmistir (Dolezel ve Bartos, 2005; Dolezel
vd., 2007b).

Ornegin G,/G, pik ortalamasi

Ornegin 2C DNA degeri _ Standardin 2C DNA degeri

(pg) Standardin G/G, pik ortalamasi (pg)

Ipg =978 Mbp (Dolezel vd., 2003).

2.7.3. Stoma Analizleri

Stoma analizleri i¢in botanik bahgesindeki ex sifu koleksiyonlardan elde edilen geng
yapraklar ilk olarak FAA (formaldehit: glasiyel asetik asit: etanol) karisiminda fikse
edilmistir. Daha sonra, bitki materyalleri %70 lik EtOH ¢d6zeltisinde stoklanmigtir. Bitki
yapraklarinin {ist ve alt ylizeyinden elle alinan yiizeysel kesitler, gliserinli su ile kapatilarak
yart daimi preparatlar haline getirilmistir (Tablo 9). Mikrometrik okiiler kullanilarak
Olympus CX21 151k mikroskobunda stomalarin uzunlugu 6l¢ililmiistiir. Stoma Olgiimleri
rastgele 5 farkli birey iizerinden, 5 tekrarl olarak yapilmistir. Stoma goriintiileri Leica DM

1000 mikroskobu araciligiyla ¢ekilmistir.

Tablo 9. Stoma analizi i¢in 6rneklerin hazirlanmasi

FAA, en az 48 saat (5 ml %37’lik Formaldehit + 5 ml glasiyal asetik asit

Fiksasyon +90 ml %70' lik etanol)

Stok %70 etanol

Yaprak yiizeysel kesit | Ust ve alt epidermis

Preparasyon Gliserinli su, yar1 daimi preparat
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2.8. istatiksel Analizler

In vitro ¢ogaltim ile elde edilen tiim veriler, tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) ile Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi (P = 0,05) kullanilarak istatistiksel agidan
degerlendirilmistir. Istatistik analizler SPSS (versiyon 25) bilgisayar programi ile

yapilmustir.



3. BULGULAR

3.1. Tripleurospermum heterolepis

3.1.1. In vitro Aken Cimlendirme

Bitki biliylime diizenleyicilerinin olmadigi MS ortamina ekilen 7. heterolepis

akenlerinde kontaminasyon goriilmemistir. Yedinci giinde ilk ¢imlenme kaydedilmistir. ki

hafta sonra ¢cimlenme oran1 %94 ile en yiiksek seviyeye ulasmistir (Sekil 3, 4).

Sekil 3. Tripleurospermum heterolepis’de kiiltlir baglangi¢c asamasi. a: In vitro aken
cimlendirme, b: Birinci hafta. Olgek: 5 cm
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Sekil 4. Tripleurospermum heterolepis’de kiiltiir baglangi¢ asamasi. a: Ikinci hafta, b:
Dordiincii hafta. Olgek: 5 cm

3.1.2. In vitro Siirgiin Cogaltim

Tripleurospermum heterolepis’in 0,25-0,5-1,0 mg L' konsantrasyonundaki bitki
biliyiime diizenleyicilerini iceren MS besiyerlerinden elde edilen bitkilerin siirglin sayisi,
siirgiin boyu, yaprak sayisi ve nod sayisinin en yiiksek ve en diisiik oldugu ortamlar

belirlenmistir.



Tablo 10. Tripleurospermum heterolepis'de sitokinin ve oksin kombinasyonlarinin siirgiin olusumuna etkisi

Sitokinin (mg L)

Oksin (mg L)

Kontrol Siirglin Sayis1  Siirgiin Boyu (mm)  Yaprak Sayisi Nod Sayisi
KIN 6-BA IBA NAA

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,25 +0,86a 38,18 = 1,96¢d 30,69+2,77de 10,94 +1,53d
0,25 0,1 3,19+ 0,75bc 40,30 +£2,22¢ 30,19 £295de 11,69 £ 1,45de

0,25 0,1 5,00+ 1,21e 53,71 £2,04k 36,00 + 2,45ij 19,25+ 1,29h

0,1 5,06 + 1,24¢ 37,69 £+ 2,50cd 37,19 +£2,81j 20,63 £+ 1,86i

0,25 0,1 3,75+ 1,13cd 45,52 +2,33¢g 34,25 + 2,44hi 16,44 + 1,82f

0,25 0,1 5,25+ 1,57e 49,15 + 2,60ij 33,63 +£2,78¢h 20,56 + 1,591

0,1 3,19+ 1,05bc 39,04 +2,13de 30,69 +3,36de 11,81 £1,52de

Ayni harflerle gosterilen degerler (ortalama + standart sapma) dnemli 6lgiide farkli degildir (P = 0,05, Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi)

o€
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En fazla siirgiin sayis1 0,25 mg L™! sitokinin (KIN, 6-BA, 2iP) ve 0,1 mg L' oksin (IBA,
NAA) iceren MS besiyerinde (5,25 = 1,57) 0,25 mg L' 6-BA+ 0,1 mg L' NAA (Tablo 10 ve

Sekil 7a, 14), en az siirgiin sayis1 sirastyla (2,25 + 0,86) kontrol (Tablo 10 ve Sekil 5c, 14),
(3,19 £ 0,75) 0,25 mg L' KIN + 0,1 mg L' IBA (Tablo 10 ve Sekil 5a, 14) ve (3,19 + 1,05)
0,25 mg L' 2iP + 0,1 mg L' NAA (Tablo 10 ve Sekil 7b, 14) iceren MS besiyeri

ortamlarinda tespit edilmistir.

Sekil 5. Tripleurospermum heterolepis’de siirgiin gogaltimi. a: 0,25 mg L™ KIN + 0,1 mg L™
IBA, b: 0,25 mg L ' 6-BA + 0,1 mg L' IBA, c: Kontrol igeren MS ortami. Olgek: 10 mm
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En uzun siirgiin boyu (53,71 £ 2,04) 0,25 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' IBA (Tablo 10 ve
Sekil 5b, 15), en kisa siirgiin boyu (37,69 + 2,50) 0,25 mg L™ 2iP + 0,1 mg L™! IBA (Tablo 10
ve Sekil 6a, 15) iceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.

Sekil 6. Tripleurospermum heterolepis’de siirgiin ¢ogaltimi. a: 0,25 mg “L_1 2iP+0,1 mg L'
IBA, b: 0,25 mg L ' KIN + 0,1 mg L' NAA igeren MS ortami. Olgek: 10 mm

En fazla yaprak sayis1 0,25 mg L' sitokinin (KIN, 6-BA, 2iP) ve 0,1 mg L' oksin (IBA,
NAA) iceren MS besiyerinde (37,19 + 2,8) 0,25 mg L' 2iP + 0,1 mg L™ IBA (Tablo 10 ve
Sekil 6a, 16), en az yaprak sayis1 (30,19 +2,95) 0,25 mg L' KIN + 0,1 mg L™! IBA (Tablo 10
ve Sekil 5a, 16) igeren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 7. Tripleurospermum heterolepis’de siirgiin ¢ogaltim1. a: 0,25 mg L' 6-BA + 0,1 mg L™!
NAA, b: 0,25 mg L' 2iP + 0,1 mg L' NAA igeren MS ortami. Olgek: 10 mm

En fazla nod sayis1 (20,63 + 1,86) 0,25 mg L™! 2iP + 0,1 mg L™! IBA (Tablo 10 ve Sekil
6a, 17), en az nod sayist sirasiyla (10,94 =+ 1,53) kontrol (Tablo 10 ve Sekil 5S¢, 17) ve (11,69 +
1,45) 0,25 mg L' KIN + 0,1 mg L' IBA (Tablo 10 ve Sekil 5a, 17) iceren MS besiyeri

ortamlarinda tespit edilmistir.



Tablo 11. Tripleurospermum heterolepis'de sitokinin ve oksin kombinasyonlarinin siirgiin olusumuna etkisi

Sitokinin (mg L)

Oksin (mg L)

Kontrol Siirglin Sayis1  Siirgiin Boyu (mm)  Yaprak Sayisi Nod Sayisi
KIN 6-BA 2iP IBA NAA
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,25 +0,86a 38,18 = 1,96¢d 30,69 £2,77de 10,94 +1,53d
0,5 0,1 3,25+ 0,77bc 43,00 + 2,50f 28,63 £2,66cd 12,13 = 1,96de
0,5 0,1 3,06 + 1,24abc 37,12 +£2,60c 26,25 +2,54b 11,63 + 1,54de
0,5 0,1 3,63 +£1,09¢ 49,94 +2,51j 27,56 £2,16bc 12,06 = 1,88de
0,5 0,1 2,94 + 1,24abc 45,49 + 2,559 20,63 + 1,82a 9,56 + 1,21¢
0,5 0,1 5,00+ 1,37¢ 47,34 + 2,70h 34,19 + 2,34hi 17,56 + 1,63g
0,5 0,1 4,44 +1,09de 47,51 + 2,56hi 28,63 +3,83cd 12,31 £1,49%¢

Ayni harflerle gosterilen degerler (ortalama + standart sapma) dnemli 6lgiide farkli degildir (P = 0,05, Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi)

143
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En fazla siirgiin sayis1 0,5 mg L' sitokinin (KIN, 6-BA, 2iP) ve 0,1 mg L™ oksin (IBA,
NAA) igeren MS besiyerinde (5,00 + 1,37) 0,5 mg L' 6-BA + 0,1 mg L™! NAA (Tablo 11 ve
Sekil 10a, 14), en az siirgiin sayis1 (2,94 + 1,24) 0,5 mg L' KIN + 0,1 mg L' NAA (Tablo 11
ve Sekil 9b, 14) iceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.

Sekil 8. Tripleurospermum heterolepis’de siirgiin ¢ogaltimi. a: 0,5 mg L™ KIN + 0,1 mg L™
IBA, b: 0,5 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' IBA, c: Kontrol igeren MS ortami. Olgek: 10 mm
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Ayni1 zamanda en uzun siirgiin boyu (49,94 + 2,5) 0,5 mg L' 2iP + 0,1 mg L™ IBA
(Tablo 11 ve Sekil 9a, 15), en kisa siirgiin boyu (37,12 + 2,60) 0,5 mg L' 6-BA+ 0,1 mg L'
IBA (Tablo 11 ve Sekil 8b, 15) iceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.

Sekil 9. Tripleurospermum heterolepis’de siirgiin cogaltimi. a: 0,5 mg L' 2iP+ 0,1 mg L'
IBA, b: 0,5 mg L' KIN + 0,1 mg L' NAA igeren MS ortami. Olgek: 10 mm

En fazla yaprak sayis1 0,5 mg L sitokinin (KIN, 6-BA, 2iP) ve 0,1 mg L™ oksin (IBA,
NAA) iceren MS besiyerinde (34,19 £2,34) 0,5mg L' 6-BA+ 0,1 mg L ™! NAA (Tablo 11 ve
Sekil 10a, 16), en az yaprak sayis1 (20,63 + 1,82) 0,5 mg L' KIN + 0,1 mg L™! NAA (Tablo
11 ve Sekil 9b, 16) iceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 10. Tripleurospermum heterolepis’de siirgiin ¢ogaltim1. a: 0,5 mg L' 6-BA+ 0,1 mg L™
NAA, b: 0,5 mg L' 2iP+ 0,1 mg L ! NAA igeren MS ortam1. Olgek: 10 mm

En fazla nod sayis1 (17,56 + 1,63) 0,5 mg L™ 6-BA + 0,1 mg L' NAA (Tablo 11 ve
Sekil 10a, 17), en az nod say1s1 (9,56 =+ 1,21) 0,5 mg L' KIN + 0,1 mg L™! NAA (Tablo 11 ve
Sekil 9b, 17) igeren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.



Tablo 12. Tripleurospermum heterolepis'de sitokinin ve oksin kombinasyonlarinin siirglin olusumuna etkisi

Sitokinin (mg L)

Oksin (mg L)

Kontrol Siirglin Sayis1  Siirgiin Boyu (mm)  Yaprak Sayisi Nod Sayisi
KIN 6-BA 2iP IBA NAA
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,25 +0,86a 38,18 = 1,96¢d 30,69+2,77de 10,94 +1,53d
1,0 0,1 3,38 £ 1,02bc 39,41 £+ 2,00de 33,06 +2,32fgh 4,31 £1,70ab
1,0 0,1 3,50 £0,97bc 27,18 +2,71b 31,69 £2,50efg 4,63 £1,41ab
1,0 0,1 2,69+ 1,01ab 49,08 + 2,06ij 30,25 +298de 4,81 +1,28ab
1,0 0,1 3,06 = 1,00abc 38,86 + 1,97cde 30,00 +2,78de 5,44 +1,50b
1,0 0,1 2,88 + 0,96abc 2441 £1,74a 31,50 £ 3,50ef 4,13 +1,96a
1,0 0,1 3,44 £ 0,96bc 49,88 + 2,63j 37,38 £2,85j 9,31 +£1,62¢

Ayni harflerle gosterilen degerler (ortalama + standart sapma) dnemli 6lgiide farkli degildir (P = 0,05, Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi)

8¢
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Tripleurospermum heterolepis’in 1,0 mg L' sitokinin (KIN, 6-BA, 2iP) ve 0,1 mg L
oksin (IBA, NAA) igceren MS besiyerinde en fazla siirgiin sayis1 (3,50 + 0,97) 1,0 mg L™! 6-
BA + 0,1 mg L' IBA (Tablo 12 ve Sekil 11b, 14), en az siirgiin sayis1 (2,25 = 0,86) kontrol
(Tablo 12 ve Sekil 11c, 14) ve (2,69 £ 1,01) 1,0 mg L™ 2iP + 0,1 mg L™! IBA (Tablo 12 ve
Sekil 12a, 14) iceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.

©

Sekil 11. Tripleurospermum heterolepis’de siirgiin gogaltimi1. a: 1,0 mg L™ KIN +0,1 mg L!
IBA, b: 1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' IBA, c: Kontrol igeren MS ortami. Olgek: 10 mm
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Aymi zamanda en uzun siirgiin boyu (49,88 £ 2,63) 1,0 mg L™! 2iP + 0,1 mg L' NAA
(Tablo 12 ve Sekil 13b, 15), en kisa siirgiin boyu (24,41 + 1,74) 1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg
L' NAA (Tablo 12 ve Sekil 13a, 15) igceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.

Sekil 12. Tripleurospermum heterolepis®de stirgiin gogaltim. a: 1,0 mg L™' 2iP+ 0,1 mg L™
IBA, b: 1,0 mg L' KIN + 0,1 mg L' NAA igeren MS ortami. Olgek: 10 mm

En fazla yaprak sayist 1,0 mg L' sitokinin (KIN, 6-BA, 2iP) ve 0,1 mg L' oksin (IBA,
NAA) igeren MS besiyerinde (37,38 +2,85) 1,0 mg L' 2iP + 0,1 mg L' NAA (Tablo 12 ve
Sekil 13b, 16), en az yaprak sayis1 (30,00 = 2,78) 1,0 mg L' KIN + 0,1 mg L' NAA (Tablo
12 ve Sekil 12b, 16) iceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 13. Tripleurospermum heterolepis’de siirgiin gogaltimi. a: 1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg L™!
NAA, b: 1,0 mg L' 2iP+ 0,1 mg L' NAA igeren MS ortam1. Olgek: 10 mm

En fazla nod sayis1 (10,94 + 1,53) kontrol (Tablo 12 ve Sekil 11¢, 14) ve (9,31 + 1,62)
1,0 mg L' 2iP + 0,1 mg L™! NAA (Tablo 12 ve Sekil 13b, 17), en az nod sayis1 (4,13 £ 1,96)
1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' NAA (Tablo 12 ve Sekil 13a, 17) igeren MS besiyeri
ortamlarindan elde edilmistir.

Tiim bitki biiylime diizenleyicileri; siirglin sayisi, siirgiin boyu, yaprak sayisi ve nod
sayist agisindan incelendiginde en yiiksek ve en diisiik degerlere sahip ortamlar belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gére en fazla siirgiin sayis1 (5,25 £ 1,57) 0,25 mg L' 6-BA + 0,1 mg
L ' NAA (Tablo 10 ve Sekil 7a, 14) iceren MS besiyerinde, en az siirgiin sayis1 sirastyla (2,25
+ 0,86) kontrol (Tablo 10 ve Sekil 5c, 14) ve (2,69 + 1,01) 1,0 mg L' 2iP + 0,1 mg L' IBA
(Tablo 12 ve Sekil 12a, 14) iceren MS besiyerinde tespit edilmistir. En uzun siirgiin boyunun
(53,71 £ 2,04) 0,25 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' IBA (Tablo 10 ve Sekil 5b, 15) iceren MS
besiyeri ortaminda, en kisa siirgiin boyunun ise (24,41 = 1,74) 1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg L
NAA (Tablo 12 ve Sekil 13a, 15) iceren MS besiyeri ortaminda oldugu gozlenmistir. En fazla
yaprak sayismin (37,38 £ 2,85) 1,0 mg L™ 2iP + 0,1 mg L' NAA (Tablo 12 ve Sekil 13b, 16)
iceren MS besiyerinde, en az yaprak sayisinin ise (20,63 + 1,82) 0,5 mg L' KIN + 0,1 mg L™!
NAA (Tablo 11 ve Sekil 9b, 16) iceren MS besiyeri ortaminda oldugu tespit edilmistir. En
fazla nod sayis1 (20,63 + 1,86) 0,25 mg L™ 2iP + 0,1 mg L' IBA (Tablo 10 ve Sekil 6a, 17)
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igeren MS besiyeri ortaminda gozlenirken, en az nod sayist (4,13 + 1,96) 1,0 mg L™ 6-BA +
0,1 mg L"'NAA (Tablo 12 ve Sekil 13a, 17) iceren MS besiyerinden elde edilmistir.

Kontrol grubu hari¢ tiim uygulama gruplarinda kallus olusumu gézlenmistir. Stirgiin
cogaltiminda sitokinin konsantrasyonunun 0,25 mg L' oldugu ortamlarda kallus oran1 daha
az, 0,5 mg L' oldugu ortamlarda orta, 1,0 mg L' oldugu ortamlarda ise yiiksek oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 14. Tripleurospermum heterolepis'de bitki biliylime diizenleyicilerinin siirgiin sayis1
iizerine etkisi
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Sekil 15. Tripleurospermum heterolepis'de bitki biiyiime diizenleyicilerinin siirgiin boyu
lizerine etkisi
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Sekil 16. Tripleurospermum heterolepis'de bitki bliylime diizenleyicilerinin yaprak sayisi

Sekil 17. Tripleurospermum heterolepis'de bitki biiyiime diizenleyicilerinin nod sayis1 lizerine
etkisi
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3.1.3. In vitro ile Koklendirme

Tripleurospermum heterolepis’in 0,25-0,5-1,0 mg L' konsantrasyonundaki IBA ve
NAA bitki biliyiime diizenleyicilerini igeren MS besiyerlerinden elde edilen bitkilerin kok
sayisi, kok boyu ve sekonder kok sayisinin en yiiksek ve en diisiik oldugu ortamlar

belirlenmistir.

Tablo 13. Tripleurospermum heterolepis'de farkli konsantrasyonlardaki IBA ve NAA nin kok
olusumuna etkisi

Kontrol IBA(mgL') NAA (mgL?) Kok sayis1 Kok boyu (mm)  Sekonder kok sayisi

0,0 0,0 0,0 1,50 £ 0,63a 36,41 + 3,09d 14,00 + 2,63¢
0,25 1,56 £ 0,63ab 28.38 + 3,89b 11,69 + 2,06b

0,5 1,63 + 0,50ab 30,66 + 2,63¢ 17,31 +£2,98d

1,0 2,06 + 0,85bc 57,24 + 2,94f 18,13 +1,78d

0,25 1,25+ 0,45a 26,08 +2,60a 13,50+ 2,50c¢

0,5 1,69 + 0,48ab 37,56 +£2,41d 10,00 £+ 1,46a

1,0 2,19+ 0,98¢ 54,39 + 3,50e 17,56 £2,13d

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

Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi)
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Sekil 18. Tripleurospermum heterolepis’de koklendirme evresi. a: Kontrol, b: 0,25 mg L™!
IBA igeren MS ortami. Olgek: 15 mm

Sekil 19. Tripleurospermum heterolepis’de koklendirme evresi. a: Kontrol, b: 0,25 mg L™!
NAA iceren MS ortami. Olgek: 15 mm
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Sekil 20. Tripleurospermum heterolepis’de koklendirme evresi. a: Kontrol, b: 0,5 mg L 'IBA
igeren MS ortami. Olgek: 15 mm

En fazla kok sayist (2,19 = 0,98) 1,0 mg L' NAA (Tablo 13 ve Sekil 23b, 24), en az
kok sayis1 (1,25 + 0,45) 0,25 mg L' NAA (Tablo 13 ve Sekil 19b, 24) iceren MS besiyeri
ortamlarindan elde edilmistir. En uzun kék boyu (57,24 + 2,94) 1,0 mg L™! IBA (Tablo 13 ve
Sekil 22b, 25), en kisa kok boyu (26,08 + 2,60) 0,25 mg L™! NAA (Tablo 13 ve Sekil 19b, 25)
iceren MS besiyeri ortamlarindan elde edilmistir. En fazla sekonder kok sayist (18,13 + 1,78)
1,0 mg L' IBA (Tablo 13 ve Sekil 22b, 26), en az sekonder kok sayis1 (10,00 + 1,46) 0,5 mg
L' NAA (Tablo 13 ve Sekil 21b, 26) iceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 21. Tripleurospermum heterolepis’de koklendirme evresi. a: Kontrol, b: 0,5 mg L™!
NAA igeren MS ortami. Olgek: 15 mm

Sekil 22. Tripleurospermum heterolepis’de koklendirme evresi. a: Kontrol, b: 1,0 mg L 'IBA
iceren MS ortami. Olgek: 15 mm
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Sekil 23. Tripleurospermum heterolepis’de koklendirme evresi. a: Kontrol, b: 1,0 mg L™!
NAA iceren MS ortami. Olgek: 15 mm

4

3

3 a

2 - Kontrol

5 #0,25mg L™
=0,5mgL™

! 21,0mg L™

1

0

Sekil 24. Tripleurospermum heterolepis'de farkli konsantrasyonlardaki IBA ve NAA nin kok
sayis1 tizerine etkisi
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Sekil 25. Tripleurospermum heterolepis'de farkli konsantrasyonlardaki IBA ve NAA nin kok
boyu iizerine etkisi
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Sekil 26. Tripleurospermum heterolepis'de farkli konsantrasyonlardaki IBA ve NAA nin
sekonder kok sayisi iizerine etkisi

3.1.4. Aklimatizasyon

In vitro koklendirme ortamindaki saglikli bitkiler, vermikiilit ortamlarina (Hoogland
iceren) alinarak ex vitro ortama alistirilmistir (Sekil 27a, 28a). Daha sonra ex vitro ortama
aklimatizasyonu basarili sekilde saglanan bitkiler, 1:1 (v/v) oraninda orman topragi ve turba
karisimina alinarak botanik bahgesine aktarilmistir (Sekil 27b, 28b-c-d). Botanik bahgesine

aktarilan birkilerde %82 yasama orani elde edilmistir.
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Sekil 27. a: Vermikiilit ortami1 b: Turba ortam1. Olgek a: 20 mm, b: 10 mm

Botanik bahgesinde aklimatizasyonu basar1 ile tamamlayan bitkiler yaklagik bir yil
sonra, nisan aymin sonunda ¢igeklenmeye baglamis (Sekil 29a), ciceklenen bitkiler haziran

ayinda meyve (aken) olusturmustur (Sekil 29b, 30).
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Sekil 28. Tripleurospermum heterolepis’de aklimatizasyon asamalar1. a: Ex situ birinci hafta,
b: Ex situ ortam ikinci hafta, c-d: Botanik bahgesi. Olcek a-b-c: 40 mm, d: 80 mm

Sekil 29. Tripleurospermum heterolepis ¢igek ve meyve donemleri. a: Cigeklenme evresi, b:
Meyve evresi. Olgek a: 15 mm, b: 6 mm. (Foto.: a: Betiil ERGIN; b: Prof. Dr. Hiiseyin
INCEER)



52

Sekil 30. Tripleurospermum heterolepis’in olgun akenleri. a-b: Botanik bah¢esindeki ex situ
koleksiyonlarindan elde edilen akenler, c-d: Dogal populasyonlardan elde edilen akenler.
Olgek: 1 mm
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3.1.5. Kromozom Sayim

In vitro ortamda koklendirilen bitkiciklerin aktif kok uclarindan kromozom sayimi
yapilmustir. Yapilan sitolojik incelemelerde tiim uygulama gruplarinda (Kontrol, IBA ve

NAA) kromozom sayisinin 2z = 4x = 36 oldugu tespit edilmistir (Sekil 31).

Sekil 31. Tripleurospermum heterolepis’de in vitro somatik kromozomlar (2n=36). a: Kontrol,
b: 0,25 mg L' NAA, ¢: 0,25 mg L ' IBA, d: 0,5 mg L ™! NAA. Olgek: 10 um
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3.1.6. Akim Sitometrik Analiz

Botanik bahgesinde aklimatizasyonu saglikli bir sekilde yapilan bitkilerin akim
sitometrik analizi yapilmistir. Yapilan akim sitometrik analizler sonucunda 7. heterolepis’in ex
situ koleksiyonlarinda nuklear DNA miktarinin 8,38 + 0,26 pg/2C (CV: 1,24), 8195,64
Mbp/2C, monoploid genom biiylikliigliniin ise 2,10 £ 0,02 pg/1C, 2048,91Mbp/1C oldugu
belirlenmistir (Sekil 32).
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Sekil 32. Tripleurospermum heterolepis’in akim sitometri histogrami

3.1.7. Stoma Ozellikleri

Yapilan incelemeler sonucunda yapraklarin amfistomatik, stomalarin ise anomositik
tipte oldugu goézlenmistir. Ayrica yapraklarin iist yiizeyindeki stoma uzunlugunun 34,35 +
1,66 um (Sekil 33a), alt ylizeyindeki stoma uzunlugunun ise 34,06 = 1,50 um (Sekil 33b)

oldugu tespit edilmistir.
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v )

Sekil 33. Tripleurospermum heterolepis’de yapraktan yiizeysel kesit. a: Ust yiizey, b: Alt
yiizey. Olgek: 30 pm
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3.2. Tripleurospermum repens
3.2.1. In vitro Aken Cimlendirme
Bitki biiylime diizenleyicilerinin olmadigi MS ortamina ekilen 7. repens akenlerinde

kontaminasyon goriilmemistir. Yedinci giinde ilk ¢imlenme kaydedilmistir. iki hafta sonra

¢imlenme oran1 %100 ile en yiiksek seviyeye ulagmistir (Sekil 34, 35).

Sekil 34. Tripleurospermum repens’de kiiltiir baglangi¢ asamas. a: In vitro aken ¢imlenmest,
b: Birinci hafta. Olgek: 5 mm
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Sekil 35. Tripleurospermum repens’de kiiltiir baglangi¢ asamast. a: Ikinci hafta, b: Dordiincii
hafta. Olgek: 5 mm

3.2.2. In vitro Siirgiin Cogaltimi

Tripleurospermum repens’in 0,25-0,5-1,0 mg L™ konsantrasyonundaki bitki biiyiime
diizenleyicilerini iceren MS besiyerlerinden elde edilen bitkilerin siirglin sayisi, siirgiin boyu,

yaprak sayis1 ve nod sayisinin en yiiksek ve en diisiik oldugu ortamlar belirlenmistir.



Tablo 14. Tripleurospermum repens’de sitokinin ve oksin kombinasyonlarinin siirgiin olusumuna etkisi

Sitokinin (mg L™) Oksin (mg L ™)

Kontrol Stirgiin Sayisi
KIN 6-BA 2iP IBA NAA

Siirglin Boyu (mm) Yaprak Sayisi Nod Sayist

0,0 00 00 00 00 00 1,75+085abcd 33,76 2,92f¢ 26,15 +3,20ef 325+ 1,02cde
0,25 0,1 2,65 + 0,93¢fe 32,43 +2,6lef  29,30+4,03ghi 4,45 +0,94f
0,1 1,80+ 1,0labed  32,14+2,88¢f  28,95+3,90gh 3,30 +0,92de
0,1 3,80+ 1,15h 40,81 + 1,94i 30,80 £3,24hij 6,15+ 0,88h
0,25 01  2,00+086bcd  28,23+27lcd  2555+422def 3,40+ 0,82de
01  2,75+1,12fe 37,84 + 3,01h 31,55 £3,30ijk 4,85 + 0,99fg
01  2,15=0,75cde 34,39 + 2,65 23,35+3,00ab 3,65+ 0,88¢

Ayni harflerle gosterilen degerler (ortalama + standart sapma) dnemli 6lgiide farkli degildir (P = 0,05, Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi)

89
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En fazla siirgiin sayis1 0,25 mg L™! sitokinin (KIN, 6-BA, 2iP) ve 0,1 mg L' oksin (IBA,
NAA) iceren MS besiyerinde (3,80 + 1,15) 0,25 mg L™ 2iP + 0,1 mg L' IBA (Tablo 14 ve
Sekil 37a, 45), en az siirgiin sayist1 sirastyla (1,75 £+ 0,85) kontrol (Tablo 14 ve Sekil 36c, 45)
ve (1,80 £ 1,01) 0,25 mg L™! 6-BA + 0,1 mg L ™! IBA (Tablo 14 ve Sekil 36b, 45) iceren MS

besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.

Sekil 36. Tripleurospermum repens’de siirgiin ¢ogaltimi. a: 0,25 mg L' KIN + 0,1 mg L™!
IBA, b: 0,25 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' IBA, c: Kontrol igeren MS ortam1. Olgek: 10 mm
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En uzun siirgiin boyu (40,81 + 1,94) 0,25 mg L™! 2iP + 0,1 mg L™! IBA (Tablo 14 ve
Sekil 37a, 46), en kisa siirgiin boyu (28,23 + 2,71) 0,25 mg L' KIN + 0,1 mg L™! NAA
(Tablo 14 ve Sekil 37b, 46) igeren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.

Sekil 37. Tripleurospermum repens’de siirgiin gogaltim1. a: 0,25 mg L™ 2iP + 0,1 mg L ' IBA,
b: 0,25 mg L' KIN + 0,1 mg L' NAA iceren MS ortam1. Olgek: 10 mm

En fazla yaprak sayis1 0,25 mg L' sitokinin (KIN, 6-BA, 2iP) ve 0,1 mg L' oksin (IBA,
NAA) igeren MS besiyerinde (31,55 + 3,30) 0,25 mg L ™! 6-BA + 0,1 mg L' NAA (Tablo 14
ve Sekil 38a, 47), en az yaprak sayis1 (23,35 + 3,00) 0,25 mg L' 2iP + 0,1 mg L™! NAA
(Tablo 14 ve Sekil 38b, 47) igeren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 38. Tripleurospermum repens’de siirgiin cogaltimi. a: 0,25 mg L' 6-BA+ 0,1 mg L™
NAA, b: 0,25 mg L' 2iP + 0,1 mg L ! NAA igeren MS ortami. Olgek: 10 mm

En fazla nod sayis1 (6,15 + 0,88) 0,25 mg L™! 2iP + 0,1 mg L™! IBA (Tablo 14 ve Sekil
37a, 48), en az nod sayist1 sirasiyla (3,25 £+ 1,02) kontrol (Tablo 14 ve Sekil 36¢, 48) ve (3,30 £
0,92) 0,25 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' IBA (Tablo 14 ve Sekil 36b, 48) iceren MS besiyeri

ortamlarinda tespit edilmistir.



Tablo 15. Tripleurospermum repens’de sitokinin ve oksin kombinasyonlarinin siirgiin olusumuna etkisi

Sitokinin (mg L™?)

Oksin (mg L™?)

Kontrol Stirglin Sayisi Stirglin Boyu (mm) Yaprak Sayisi Nod Sayisi
KIN  6-BA 2iP IBA NAA
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,75 + 0,85abed 33,76 + 2,92fg 26,15 £3,20ef 3,25+ 1,02cde
0,5 0,1 3,55+0,76h 43,62 £2,91j 33,45+ 2,68k 5,20+ 0,77¢g
0,5 0,1 1,75 £ 0,72abcd 31,79 +£2,08¢ 27,10 £ 3,68efg 3,70 £ 0,92¢
0,5 0,1 2,90 +1,02¢g 41,96 + 2,761 31,95 +4,.21jk 4,75 +0,91fg
0,5 0,1 1,55+ 0,51abc 33,80 + 1,66fg 21,60 + 4,22bc 2,45+ 0,51ab
0,5 0,1 1,65 + 0,75abcd 28,81 +2,76d 19,35+391a 2,80 + 0,70abcd
0,5 0,1 1,25+ 0,44a 29,30 £ 3,39d 20,45 + 4,19ab 2,30 + 0,47ab

Ayni harflerle gosterilen degerler (ortalama + standart sapma) dnemli 6lgiide farkli degildir (P = 0,05, Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi)

9
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En fazla siirgiin sayis1 0,5 mg L' sitokinin (KIN, 6-BA, 2iP) ve 0,1 mg L™ oksin (IBA,
NAA) igeren MS besiyerinde (3,55 + 0,76) 0,5 mg L' KIN + 0,1 mg L™ IBA (Tablo 15 ve
Sekil 39a, 45), en az siirgiin sayis1 (1,25 + 0,44) 0,5 mg L' 2iP + 0,1 mg L' NAA (Tablo 15
ve Sekil 41b, 45) iceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.

Sekil 39. Tripleurospermum repens’de siirgiin cogaltimi. a: 0,5 mg L' KIN + 0,1 mg L' IBA,
b: 0,5mg L!'6-BA+ 0,1 mg L ' IBA, c: Kontrol iceren MS ortam1. Olgek: 10 mm
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En uzun siirgiin boyu (43,62 + 2,91) 0,5 mg L™! KIN + 0,1 mg L' IBA (Tablo 15 ve
Sekil 39a, 46), en kisa siirgiin boyu (28,81 £2,76) 0,5 mg L' 6-BA + 0,1 mg L™! NAA (Tablo
15 ve Sekil 41a, 46) iceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.

Sekil 40. Tripleurospermum repens’de siirgiin ¢ogaltimi. a: 0,5 mg L*1 2iP + 0,1 mg L ' IBA,
b: 0,5 mg L' KIN + 0,1 mg L' NAA iceren MS ortami. Olgek: 10 mm

En fazla yaprak sayis1 0,5 mg L' sitokinin (KIN, 6-BA, 2iP) ve 0,1 mg L' oksin (IBA,
NAA) iceren MS besiyerinde (33,45 + 2,68) 0,5 mg L' KIN + 0,1 mg L' IBA (Tablo 15 ve
Sekil 39a, 47), en az yaprak sayis1 (19,35 +3,91) 0,5 mg L™! 6-BA + 0,1 mg L' NAA (Tablo
15 ve Sekil 41a, 47) igeren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.



65

Sekil 41. Tripleurospermum repens’de siirgiin gogaltimu. a: 0,5 mg L' 6-BA + 0,1 mg L™
NAA, b: 0,5 mg L' 2iP+ 0,1 mg L"! NAA igeren MS ortam1. Olgek: 10 mm

En fazla nod sayis1 (5,20 £ 0,77) 0,5 mg L' KIN + 0,1 mg L™! IBA (Tablo 15 ve Sekil
39a, 48), en az nod sayis1 (2,30 £ 0,47) 0,5 mg L' 2iP + 0,1 mg L' NAA (Tablo 15 ve Sekil
41b, 48) iceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.



Tablo 16. Tripleurospermum repens’de sitokinin ve oksin kombinasyonlarinin siirgiin olusumuna etkisi

Sitokinin (mg L™?)

Oksin (mg L™?)

Kontrol

Siirgiin Sayisi Siirglin Boyu (mm) Yaprak Sayisi Nod Sayist
KIN  6-BA 2iP IBA NAA

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,75 + 0,85abcd 33,76 +2,92fg 26,15 £3,20ef 3,25+ 1,02cde
1,0 0,1 1,90 = 0,97bcd 28,57 +2,79cd 27,95 +2,89fg 2,45+ 0,94ab
1,0 0,1 2,20 + 1,20def 24,11 +2,84b 29,30 £3,34ghi 3,20+ 1,15cde
1,0 0,1 1,60 + 0,68abcd 31,16 £ 2,63¢ 27,20 +2,59¢efg 2,65 + 1,04abc
1,0 0,1 1,65 = 0,75abcd 26,96 £2,01c 25,90 £ 3,16ef 2,55+ 1,10ab

1,0 0,1 1,70 £+ 0,66abcd 22,10 £2,20a 25,95+ 2,28ef 2,20 + 0,89a
1,0 0,1 1,50 = 0,69ab 37,96 £ 2,35h 24,80+ 1,91de 2,85+ 0,88bcd

Ayni harflerle gosterilen degerler (ortalama + standart sapma) dnemli 6lgiide farkli degildir (P = 0,05, Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi)

99
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En fazla siirgiin sayis1 1,0 mg L' sitokinin (KIN, 6-BA, 2iP) ve 0,1 mg L' oksin
(IBA, NAA) igeren MS besiyerinde (2,20 + 1,20) 1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg L! IBA
(Tablo 16 ve Sekil 42b, 45), en az siirgiin sayis1 (1,50 = 0,69) 1,0 mg L' 2iP + 0,1 mg L!
NAA (Tablo 16 ve Sekil 44b, 45) iceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.

Sekil 42. Tripleurospermum repens’de siirgiin cogaltim1. a: 1,0 mg L™ KIN +0,1 mg Lt
IBA, b: 1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' IBA, c: Kontrol igeren MS ortami. Olgek: 10 mm
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En uzun siirgiin boyu (37,96 + 2,35) 1,0 mg L™ 2iP + 0,1 mg L™! NAA (Tablo 16 ve
Sekil 44b, 46), en kisa siirgiin boyu (22,10 + 2,20) 1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg L™! NAA
(Tablo 16 ve Sekil 44a, 46) iceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.

QY o

Sekil 43. Tripleurospermum repens’de stirgiin gogaltimi. a: 1,0 mg L' 2iP+ 0,1 mg L™
IBA, b: 1,0 mg L' KIN + 0,1 mg L ! NAA igeren MS ortami1. Olgek: 10 mm

En fazla yaprak sayis1 1,0 mg L sitokinin (KIN, 6-BA, 2iP) ve 0,1 mg L' oksin
(IBA, NAA) igeren MS besiyerinde (29,30 + 3,34) 1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' IBA
(Tablo 16 ve Sekil 42b, 47), en az yaprak sayis1 (24,80 £ 1,91) 1,0 mg L' 2iP+ 0,1 mg L!
NAA (Tablo 16 ve Sekil 44b, 47) iceren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 44. Tripleurospermum repens’de siirgiin cogaltimi. a: 1,0 mg L' 6-BA+0,1 mg L™!
NAA, b: 1,0 mg L1 2iP + 0,1 mg L' NAA igeren MS ortami. Olgek: 10 mm

En fazla nod sayis1 (3,25 = 1,02) kontrol ve (3,20 £ 1,15) 1,0 mg L™! 6-BA + 0,1 mg
L ! IBA (Tablo 16 ve Sekil 42b, 48), en az nod say1s1 (2,20 £+ 0,89) 1,0 mg L™! 6-BA + 0,1
mg L' NAA (Tablo 16 ve Sekil 44a, 48) igeren MS besiyeri ortamlarinda tespit edilmistir.

Tiim bitki bliylime diizenleyicileri; siirglin sayisi, siirglin boyu, yaprak sayisi ve nod
sayist agisindan incelendiginde en yiiksek ve en diisiikk degerlere sahip ortamlar
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére en fazla siirgiin sayis1 (3,80 + 1,15) 0,25 mg L™
2iP + 0,1 mg L' IBA (Tablo 14 ve Sekil 37a, 45) iceren MS besiyerinden, en az siirgiin
sayist sirastyla (1,25 £ 0,44) 0,5 mg L™ 2iP + 0,1 mg L ! NAA (Tablo 15 ve Sekil 41b, 45)
igeren MS besiyerinde tespit edilmistir. En uzun siirgiin boyunun (43,62 + 2,91) 0,5 mg L™
KIN + 0,1 mg L' IBA (Tablo 15 ve Sekil 39a, 46) iceren MS besiyeri ortaminda, en kisa
siirgiin boyunun ise (22,10 + 2,20) 1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' NAA (Tablo 16 ve Sekil
44a, 46) igeren MS besiyeri ortaminda oldugu gozlemlenmistir. En fazla yaprak sayisinin
(33,45 £ 2,68) 0,5 mg L' KIN + 0,1 mg L' IBA (Tablo 15 ve Sekil 39a, 47) iceren MS
besiyerinde, en az yaprak sayisinm ise (19,35 + 3,91) 0,5 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' NAA
(Tablo 15 ve Sekil 41a, 47) iceren MS besiyeri ortaminda oldugu tespit edilmistir. En fazla
nod sayis1 (6,15 + 0,88) 0,25 mg L' 2iP + 0,1 mg L™ IBA (Tablo 14 ve Sekil 37a, 48)
igeren MS besiyeri ortaminda gozlenirken, en az nod sayis1 (2,20 = 0,89) 1,0 mg L™! 6-BA
+ 0,1 mg L' NAA (Tablo 16 ve Sekil 44a, 48) iceren MS besiyeri ortamindan elde

edilmistir.
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Kontrol grubu hari¢ tiim uygulama gruplarinda kallus olusumu gozlenmistir. Siirgiin
cogaltiminda sitokinin konsantrasyonunun 0,25 mg L' oldugu ortamlarda kallus orani
daha az, 0,5 mg L' oldugu ortamlarda orta, 1,0 mg L' oldugu ortamlarda ise yiiksek

oldugu gozlenmistir.
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Sekil 45. Tripleurospermum repens'de bitki biiyiime diizenleyicilerinin siirgiin sayisi
tizerine etkisi
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Sekil 46. Tripleurospermum repens'de bitki biiyliime diizenleyicilerinin siirglin boyu
lizerine etkisi
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Sekil 47. Tripleurospermum repens'de bitki biiylime diizenleyicilerinin yaprak sayisi
tizerine etkisi
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Sekil 48. Tripleurospermum repens'de bitki bliylime diizenleyicilerinin nod sayisi lizerine
etkisi

3.2.3. In vitro Koklendirme
Tripleurospermum repens’in 0,25-0,5-1,0 mg L'! konsantrasyonundaki IBA ve NAA

bitki biliylime diizenleyicilerini igeren MS besiyerlerinden elde edilen bitkilerin kok sayisi,

kok boyu ve sekonder kok sayisinin en yiiksek ve en diislik oldugu ortamlar belirlenmistir.




72

Tablo 17. Tripleurospermum repens'de farkli konsantrasyonlardaki IBA ve NAA nin kok
olusumuna etkisi

Kontrol IBA(mgL%) NAA(mgL?) Koksayisi Kok boyu (mm) Sek‘;g;lfsrl kok
0,0 0,0 0,0 375£097c 5034232 1840+ 1,79d
0,25 305£0,83b 3925+ 1,848 17,35+ 1.46c

0,5 480£106d 5211+274d  7.50+132b

1,0 495+ 1,10 5418+2,67c 23,60 1,96

0,25 150£051a  4143£236b  5,00£1,12a

0,5 300£0,73b  7093£224g  7.20% 1,36b
1,0 205£076b  63,50+3,08f 17,45+ 1,73cd

Ayni harflerle gosterilen degerler (ortalama + standart sapma) dnemli 6l¢giide farkli degildir (P =

0,05, Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi)

Sekil 49. Tripleurospermum repens’de koklendirme evresi. a: Kontrol, b: 0,25 mg L' IBA
iceren MS ortami. Olgek: 15 mm
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Sekil 50. Tripleurospermum repens’de koklendirme evresi. a: Kontrol, b: 0,25 mg L I'NAA
igeren MS ortami. Olgek: 15 mm

Sekil 51. Tripleurospermum repens’de koklendirme evresi. a: Kontrol, b: 0,5 mg L 'IBA
igceren MS ortami. Olgek: 15 mm
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En fazla kok sayisi (4,95 = 1,10) 1,0 mg L™! IBA (Tablo 17 ve Sekil 53b, 55), en az
kok sayist (1,50 = 0,51) 0,25 mg L' NAA (Tablo 17 ve Sekil 50b, 55) igeren MS besiyeri
ortamlarindan elde edilmistir. En uzun kok boyu (70,93 + 2,24) 0,5 mg L' NAA (Tablo 17
ve Sekil 52b, 56), en kisa kdk boyu (39,25 + 1,84) 0,25 mg L™! IBA (Tablo 17 ve Sekil
49b, 56) igeren MS besiyeri ortamlarindan elde edilmistir. En fazla sekonder kok sayist
(23,60 £ 1,96) 1,0 mg L™ IBA (Tablo 17 ve Sekil 53b, 57), en az sekonder kdk sayis1 (5,00
+ 1,12) 0,25 mg L' NAA (Tablo 17 ve Sekil 50b, 57) iceren MS besiyeri ortamlarinda
tespit edilmistir.

Sekil 52. Tripleurospermum repens’de koklendirme evresi. a: Kontrol, b: 0,5 mg L' NAA
iceren MS ortami. Olgek: 15 mm
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Sekil 53. Tripleurospermum repens’de koklendirme evresi. a: Kontrol, b: 1,0 mg L 'IBA
igeren MS ortami. Olgek: 15 mm

Sekil 54. Tripleurospermum repens’de koklendirme evresi. a: Kontrol, b: 1,0 mg L 'NAA
igceren MS ortami. Olgek: 15 mm
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Sekil 55. Tripleurospermum repens'de farkli konsantrasyonlardaki IBA ve NAA nin kok
sayisi lizerine etkisi
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Sekil 56. Tripleurospermum repens'de farkli konsantrasyonlardaki IBA ve NAA’nin kok
boyu iizerine etkisi
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Sekil 57. Tripleurospermum repens'de farkli konsantrasyonlardaki IBA ve NAA nin
sekonder kok sayisi tizerine etkisi

3.2.4. Aklimatizasyon

In vitro koklendirme ortamindaki saglikl bitkiler, vermikiilit ortamlarina (Hoogland
iceren) alinarak ex vitro ortama aligtirllmistir (Sekil 58a, 59a). Daha sonra ex vitro ortama
aklimatizasyonu basarili sekilde saglanan bitkiler, 1:1 (v/v) oraninda orman topragi ve
turba karisimina alinarak botanik bahgesine aktarilmistir (Sekil 58b, 59b-c-d). Botanik

bahgesine aktarilan birkilerde %83 yasama orani1 elde edilmistir.
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Sekil 58. a: Vermikiilit ortam1 b: Turba ortami. Olgek a: 20 mm, b: 10 mm

Botanik bahg¢esinde aklimatizasyonu basari ile tamamlayan bitkiler yaklasik bir yil
sonra, mayis ayinda ¢iceklenmeye baslamis (Sekil 60a), ¢iceklenen bitkiler temmuz ayinda

meyve (aken) olusturmustur (Sekil 60b, 61).
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Sekil 59. Tripleurospermum repens’de aklimatizasyon asamalari. a: Ex situ birinci hafta, b:
Ex vitro ortam ikinci hafta, c-d: Botanik bahgesi, e: Cigceklenme evresi. Olgek a-b-c: 40
mm, d: 80 mm

Sekil 60. Tripleurospermum repens ¢igek ve meyve dénemleri. a: Cigeklenme evrest, b:
Meyve evresi. Olgek a: 15 mm, b: 15 mm. (Foto.: a: Betiil ERGIN; b: Prof. Dr. Hiiseyin
INCEER)



80

Sekil 61. Tripleurospermum repens’in olgun akenleri. a-b: Botanik bahgesindeki ex situ
koleksiyonlarindan elde edilen akenler, c-d: Dogal populasyonlardan elde edilen akenler.
Olgek: 1 mm
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3.2.5. Kromozom Sayimi

In vitro ortamda koklendirilen bitkiciklerin aktif kok uglarindan kromozom sayimi
yapilmustir. Yapilan sitolojik incelemelerde tiim uygulama gruplarinda (Kontrol, IBA ve
NAA) kromozom sayisinin 2z = 4x = 36 oldugu tespit edilmistir (Sekil 62).

i X : i =4 A WEEC : : 2! L

Sekil 62. Tripleurospermum repens’de in vitro somatik kromozomlar (2n=36). a: Kontrol,
b: 0,25 mg L' IBA, c: 0,5 mg L' IBA, d: 1,0 mg L' NAA. Olgek: 10 um
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3.2.6. Akim Sitometrik Analiz

Botanik bahg¢esinde aklimatizasyonu saglikli bir sekilde yapilan bitkilerin akim
sitometrik analizi yapilmistir. Yapilan akim sitometrik analizler sonucunda 7. repens’in ex
situ koleksiyonlarinda nuklear DNA miktarinin 8,66 + 0,38 pg/2C (CV: 1,24), 8469,48
Mbp/2C, monoploid genom biiyiikliigiiniin ise 2,17 £ 0,07 pg/1C, 2117,37 Mbp/1C oldugu
belirlenmistir (Sekil 63).
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Sekil 63. Tripleurospermum repens’in akim sitometri histogrami

3.2.7. Stoma Ozellikleri

Yapilan incelemeler sonucunda yapraklarin amfistomatik, stomalarin ise anomositik
tipte oldugu gozlenmistir. Ayrica yapraklarin iist yiizeyindeki stoma uzunlugunun 38,02 +
1,14 um (Sekil 64a), alt yiizeyindeki stoma uzunlugunun ise 38,07 £ 1,83 pum (Sekil 64b)
oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 64. Tripleurospermum repens’de yapraktan yiizeysel kesit. a: Ust yiizey, b: Alt yiizey.
Olgek: 30 pm



4. TARTISMA

Biyogesitliligin korunmasi, ekosistem fonksiyonunun yani sira dogal kaynaklarin
gelecek nesiller i¢in korunmasi anlamina gelir. Gegtigimiz birkag on yilda, esas olarak in
situ ve ex situ koruma politikas1 yontemleri olmak {izere ¢esitli koruma stratejileri onem
kazanmigtir. Genetik cesitliligin korunmasi i¢in nadir ve nesli tilkenmekte olan bitki
tiirlerinin korunmasi gereklidir. Nesli tehlike altindaki bitkilerin korunmasinda ise oldukga
kabul gbérmiis biyoteknolojik yaklasimlardan biri olan bitki doku kiiltiirii teknikleri
kullanilarak bitki materyalinin ¢ogaltim1 ve korunmasi saglanmaktadir (Kasso ve
Balakrishnan, 2013). Bu tez calismasinda, endemik ve nesli tehlike altindaki 7. heterolepis
ve T. repens tirlerinin ex situ koruma kapsaminda, hizli ve etkili bir in vitro gogaltim
protokolii gelistirilmistir.

Doku kiiltiirii yonteminde, bitkinin biiylimesi i¢in ihtiyag duydugu tiim besin
elementlerini iceren yapay bir besiyeri ortaminda, bitkinin doku ve organlarinin in vitro
cogaltim1 yapilmaktadir. Basarili bir ¢ogaltim i¢in bu yapay besiyerinin igerigi ¢ok
onemlidir. Yapay besiyeri ortami, bitkinin topraktan aldigi inorganik elementleri (makro
elementler, mikro elementler) igerir. Bu elementlerle birlikte basta karbon (C), oksijen (O)
ve hidrojen (H) olmak {iizere bitki biiylime gelismesi i¢in biiylik 6nem tasiyan toplam 17
temel besin elementi igerir (George vd., 2008). Bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda
kullanilan en yaygin temel besiyeri MS’dir (George vd., 2008) (Tablo 4).
Tripleurospermum cinsine ait tiirlerde yapilan onceki mikrocogaltim caligmalarinda MS
temel besiyeri kullanilmis ve bitkilerin in vitro c¢ogaltim1 etkili bir sekilde
gergeklestirilmistir (Cuce vd., 2022; Inceer vd., 2022; Ergin, 2023; Cuce ve Inceer, 2024).
Ayrica, MS besiyeri Asteraceae familyasinin diger iiyelerinde de yaygin olarak
kullanilmistir (Harbage, 2001; Souza vd., 2007; Corral vd., 2011; Chang vd., 2012; Emek
ve Erdag, 2013; Valletta vd., 2015; Stanilova vd., 2022). Benzer sekilde, bu ¢alismada da
MS besiyeri ortami kullanilarak bitkilerin mikrogogaltimi basarili bir sekilde yapilmistir
(Sekil 3, 4, 34, 35).

Mikrogogaltimda bitki materyalinden elde edilen eksplantin yilizey dezenfeksiyonu
icin kullanilan kimyasal maddelerden en yaygin olani NaOCI (sodyum hipoklorit)’tir
(Benson, 1999). Tripleurospermum cinsi ile yapilmis caligmalarda akenlerin

dezenfeksiyonu i¢cin 7. fissurale’de %30 (v/v) (Cuce vd., 2022), T. insularum, T.
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conoclinium, T. hygrophilum ve T. ziganaense’de %3 (v/v) NaOCI kullanilmistir (Inceer
vd., 2022; Ergin, 2023; Cuce ve Inceer 2024). Asteraceae familyasinin diger iiyelerine
bakildiginda, Artemisia annua L. ve Achillea filipendulina cv. ‘Parker’in eksplant
dezenfeksiyonu icin %3 (v/v) NaOCI konsantrasyonu kullanilmistir (Evenor ve Reuveni,
2004; Blando vd., 2021). Bu calismada da benzer sekilde, akenlerin yiizeyi %3 (v/v)
NaOCl ile dezenfekte edilmis, kiiltiir baslangic asamasinda ve daha sonra yapilan altkiiltiir
asamalarinda herhangi bir kontaminasyonla karsilasilmamistir.

Mikrogogaltimin dezenfeksiyondan sonraki en énemli agamasi siirgiin ¢ogaltimidir.
In vitro slirgiin ¢ogaltimi ¢alismalarinda oksin olmadan sitokininler kullanilsada, etkili bir
siirgiin ¢ogaltimi i¢in oksin ve sitokinin birlikte kullanilmasi dnerilmektedir (Pollard ve
Walker, 1990). Tripleurospermum fissurale, T. insularum, T. conoclinium, T. hygrophilum
ve T. ziganaense tiirleri lizerinde yapilan siirgiin ¢ogaltim1 ¢alismalarinda sitokinin ile
birlikte diisiik konsantrasyonlu oksin kombinasyonlar1 kullanilmis olup, etkili bir siirgiin
cogaltim1 yapilmistir (Cuce vd., 2022; Inceer vd., 2022; Ergin, 2023; Cuce ve Inceer 2024).
Asteraceae familyasinin diger iiyelerinde yapilan calismalarda sitokininler tek basina
kullanilsada, oksin ile birlikte kombine edilerek kullanimi daha yaygindir (Bais vd., 2002;
Koroch vd., 2002; Husain ve Anis, 2006; Pace vd., 2009; Grigoriadou vd., 2011; Al
Khateeb vd., 2012; Archana vd., 2013; Khandakar vd., 2014; Kurian ve Thomas, 2015;
Ozel, 2016; Yordanova vd., 2017; Enyew ve Feyissa, 2019; Nowakowska vd., 2020;
Panwar ve Joshi, 2020; Nithya ve Kamalam, 2021; Okello vd., 2021; Riahi vd., 2022). Bu
calismada da benzer sekilde siirgiin cogaltim asamasinda oksin ve sitokinin kombinasyonu
kullanilmis ve etkili bir siirgiin ¢ogaltim1 yapilmustir.

Tripleurospermum heterolepis’in siirglin ¢ogaltim c¢alismalarindan elde edilen
verilere gore; eksplant basina ortalama en fazla siirgiin sayis1 0,25 mg L™! 6-BA + 0,1 mg
L' NAA ortamindan elde edilmistir (Tablo 10 ve Sekil 7a, 14). Benzer sekilde Ergin
(2023), T. conoclinium ile yaptig1 ¢alismada en fazla siirgiin sayisin1 0,25 mg L' 6-BA +
0,1 mg L' NAA ortaminda tespit etmistir. Bu veriler, 7. heterolepis’in en fazla siirgiin
sayisinin literatiir verileri ile uyumlu oldugunu gostermektedir. Tripleurospermum
heterolepis’in en az siirgiin sayis1 ise 1,0 mg L™! 2iP + 0,1 mg L' IBA (Tablo 12 ve Sekil
12a, 14) ve kontrol ortamindan (Tablo 10 ve Sekil 5c, 14) elde edilmistir. Ergin (2023), T.
conoclinium’un en az siirgiin sayisini, aym sitokinin konsantrasyonunun farkli oksin
kombinasyonundan (1,0 mg L' 2iP + 0,1 mg L' NAA) elde etmistir. Tripleurospermum

repens’de ortalama en fazla siirgiin sayis1 0,25 mg L™ 2iP + 0,1 mg L' IBA ortamindan
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elde edilmistir (Tablo 14 ve Sekil 37a, 45). Cuce ve Inceer (2024), T. ziganaense ile
yaptiklar1 calismada en fazla siirglin sayisin1 ayni bitki biiylime diizenleyicisi
kombinasyonunun farkli konsantrasyonunda (1,0 mg L™ 2iP + 0,1 mg L' IBA) tespit
etmislerdir. Tripleurospermum repens’de en az siirgiin sayisi ise 0,5 mg L' 2iP + 0,1 mg
L ! NAA ortamindan elde edilmistir (Tablo 15 ve Sekil 41b, 45). Benzer sekilde Cuce ve
Inceer (2024), T. ziganaense’nin en az siirgiin sayisin1 0,5 mg L™ 2iP + 0,1 mg L' NAA
ortaminda tespit etmislerdir. Bu veriler, Tripleurospermum repens’in en az siirglin sayisinin
literatiir verileri ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

Tripleurospermum heterolepis’de eksplant basina ortalama en uzun siirgiin boyu 0,25
mg L' 6-BA + 0,1 mg L' IBA ortamindan elde edilmistir (Tablo 10 ve Sekil 5b, 15).
Ergin (2023), T. hygrophilum ile yapmis oldugu calismada, en uzun siirgiin boyunu, ayni
bitki bilyiime diizenleyici kombinasyonunun farkli konsantrasyonundan (0,5 mg L™! 6-BA
+ 0,1 mg L' IBA) elde etmistir. Tripleurospermum heterolepis’in en kisa siirgiin boyu 1,0
mg L' 6-BA + 0,1 mg L' NAA ortamindan elde edilmistir (Tablo 12 ve Sekil 13a, 15).
Benzer sekilde Ergin (2023), T. hygrophilum’un en kisa siirgiin boyunu 1,0 mg L™! 6-BA +
0,1 mg L' NAA ortaminda tespit etmistir. Bu sonuclara gore, T. heterolepis’in en kisa
stirglin boyu verileri literatiir ile ortiismektedir. 7ripleurospermum repens’de ise ortalama
en uzun siirgiin boyu 0,5 mg L' KIN + 0,1 mg L' IBA ortamindan elde edilmistir (Tablo
15 ve Sekil 39a, 46). Buna benzer olarak, Ergin (2023), 7. conoclinium ile yapmis oldugu
calismada, en uzun siirgiin boyunu 0,5 mg L' KIN + 0,1 mg L' IBA ortaminda tespit
etmistir. Tripleurospermum repens’de en kisa siirgiin boyu 1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg L™
NAA ortamindan elde edilmistir (Tablo 16 ve Sekil 44a, 46). Ayn1 sekilde Ergin (2023), T.
hygrophilum’un en kisa siirgiin boyunu 1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' NAA ortamindan
elde etmistir. Tripleurospermum repens’in en uzun ve en kisa siirgiin boyu verileri literatiir
ile ortiismektedir.

Tripleurospermum heterolepis’de eksplant basina ortalama en fazla nod sayist 0,25
mg L' 2iP + 0,1 mg L' IBA ortamindan (Tablo 10 ve Sekil 6a, 17), en az nod sayist 1,0
mg L' 6-BA + 0,1 mg L' NAA ortamindan (Tablo 12 ve Sekil 13a, 17) elde edilmistir.
Tripleurospermum repens’de ise ortalama en fazla nod sayis1 0,25 mg L' 2iP + 0,1 mg L'
IBA ortamindan elde edilmistir (Tablo 14 ve Sekil 37a, 48). Benzer sekilde Cuce ve Inceer
(2024), T. ziganaense ile yaptiklar1 ¢alismada, en fazla nod sayisin1 0,25 mg L™ 2iP + 0,1
mg L' IBA ortaminda tespit etmislerdir. Elde edilen bu verilere gore T. heterolepis ve T.

repens’in en fazla nod sayisi, aynt MS ortamindan elde edilmistir ve literatiir verileriyle
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ortiismektedir. Tripleurospermum repens’de en az nod sayist ise 1,0 mg L' 6-BA + 0,1 mg
L !'NAA ortamindan elde edilmistir (Tablo 16 ve Sekil 44a, 48).

Mikrogogaltim ¢alismalarinda en sik goriilen fizyolojik anormalliklerden biri
hiperhidrisite olusumudur. Siirgiin ¢ogaltim asamasinda kullanilan besiyerinin igeriginde
yiiksek oranda sitokinin kullanimi, bitkilerde hiperhidrisiteye neden olmaktadir (Blando
vd., 2021). Benzer sekilde, Asteraceae familyasinda yapilan mikrogogaltim c¢aligmalarida
dahil bir¢ok ¢alismada in vitro cogaltim asamasinda hiperhidrisite gozlendigi bildirilmistir
(Cuenca vd., 1999; Pérez-Tornero vd., 2001; Makunga vd., 2006; Grigoriadou vd., 2011;
Badr-Elden vd., 2012; Hristova vd., 2013; Machado vd., 2014; Nikam vd., 2019; Gantait
ve Mahanta, 2022). Tripleurospermum cinsine ait tiirlerden 7. fissurale, T. insularum ve T.
ziganaense’ nin siirgiin ¢ogaltiminda hiperhidrisite goriildiigii rapor edilmemistir (Cuce
vd., 2022; Inceer vd., 2022 ve Cuce ve Inceer, 2024). Tripleurospermum conoclinium ve T.
hygrophilum tiirlerinde ise 1,0 mg L' sitokinin ile birlikte 0,1 mg L' oksin
kombinasyonlarinda hiperhidrisite goriildiigii rapor edilmistir (Ergin, 2023). Benzer sekilde
bu tez ¢alismasinda da siirgiin ¢ogaltiminda 1,0 mg L™! sitokinin ile birlikte 0,1 mg L™
oksin iceren ortamlarda hiperhidrisite gozlenmistir (Sekil 11a-b, 12, 13, 42a-b, 43, 44).
Ayni cinsin farkli tiirlerinde hiperhidrisite olusumu degiskenlik gostermektedir. Mezzetti
vd. (1997) yaptiklar1 ¢alismada, besiyeri ortamina eklenen bitki biiylime diizenleyicilerinin
yaninda bitkinin genotipinin de biiyiime yanitlarini etkileyen ana faktorlerden oldugunu
bildirmislerdir. Dolayisiyla, baz1 Tripleurospermum tiirlerinde in vitro ¢ogaltim agamasinda
hiperhidrisite  goriilmesinin,  sitokinin  kullannrmi1  ve  genotip  farkliligindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Mikrogogaltim calismalarinda yaygin olarak goriilen bir diger fizyolojik anormallik
ise kallus olusumudur (Reed vd., 2013). Tripleurospermum ile yapilmis olan ¢aligmalara
bakildiginda, Ergin (2023)’in ¢alismasinda tiim ortamlarda kallus olusumu goriiliirken, en
fazla 1,0 mg L' sitokinin igeren besiyerinde gdzlendigi rapor edilmistir. Cuce vd.
(2022)’nin T. fissurale ile yaptig1 calismada, kontrol ortami hari¢ tim in vitro kiiltiir
ortamlarinda kallus olustugunu bildirilirken, Inceer vd. (2022), T. insularum tizerine
yaptiklar1 ¢aligmada, kontrol ve KIN+NAA ortami harig, siirgiin ¢ogaltim ortamalarinin
tamaminda kallus olusumunu rapor etmislerdir. Asteraceae familyasinin diger {iyelerinde
yapilan mikrogogaltim calismalarinda da kallus olusumu rapor edilmistir (Chakrabarty ve

Datta, 2008; Stanilova vd., 2022). Benzer sekilde, bu tez ¢calismasinda kallus olusumu tiim
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uygulama gruplarinda goriilmekle birlikte, artan sitokinin konsantrasyonu ile paralel
olarak, kallus olusumunun da arttig1 gézlenmistir (Sekil 11a-b, 12, 13, 42a-b, 43, 44).

Tripleurospermum heterolepis’in koklendirme caligmalarindan elde edilen verilere
gore; eksplant basma ortalama en fazla kok sayist 1,0 mg L™ NAA ortamindan (Tablo 13
ve Sekil 23b, 24), en az kok sayis1 0,25 mg L™! NAA ortamindan (Tablo 13 ve Sekil 19b,
24) elde edilmistir. Benzer sekilde Ergin (2023), T. conoclinium ile yaptigi ¢alismada,
ortalama en fazla ve en az kok sayisini sirastyla 1,0 mg L' NAA ve 0,25 mg L™! NAA
ortamindan elde etmistir. Bu sonuca bakildiginda, 7. heterolepis’in en fazla ve en az kok
sayisinin literatiir verileri ile uyumlu oldugu gorilmektedir. Tripleurospermum repens’de
ise en fazla kok sayist 1,0 mg L™! IBA ortamimndan (Tablo 17 ve Sekil 53b, 55) elde
edilmistir. Cuce ve Inceer (2024), T. ziganaense ile yaptiklar1 c¢alismada en fazla kok
sayisini, benzer sekilde 1,0 mg L' IBA ortaminda tespit etmislerdir. Tripleurospermum
repens’de en az kok sayis1 0,25 mg L™! NAA ortamindan elde edilmistir (Tablo 17 ve Sekil
50b, 55). Bu veriler, T. repens’in en fazla kok sayisinin literatiir verileri ile uyumlu
oldugunu gostermektedir.

Tripleurospermum heterolepis’de eksplant basina ortalama en uzun kok boyu 1,0 mg
L' IBA ortaminda (Tablo 13 ve Sekil 22b, 25), en kisa kdk boyu 0,25 mg L' NAA
ortamindan (Tablo 13 ve Sekil 19b, 25) elde edilmistir. Ergin (2023), T conoclinium ile
yaptig1 calismada ortalama en uzun ve en kisa kok boyunu sirasiyla 1,0 mg L™! IBA ve
0,25 mg L' NAA ortamlarinda tespit etmistir. Bu sonuglara gore, 7. heterolepis’in en uzun
ve en kisa kok boyu literatlir verileri ile Ortlismektedir. Tripleurospermum repens’in
koklendirme asamasinda ise eksplant basina ortalama en uzun kok boyu 0,5 mg L' NAA
ortamindan (Tablo 17 ve Sekil 52b, 56) elde edilmistir. Buna benzer olarak, 7. fissurale ve
T insularum ile yapilan ¢aligmada, en uzun kok boyunun 0,5 mg L' NAA ortamindan elde
edildigi rapor edilmistir (Cuce vd., 2022; Inceer vd., 2022). Tripleurospermum repens’in en
kisa kok boyu 0,25 mg L™! IBA ortamindan elde edilmistir (Tablo 17 ve Sekil 49b, 56). Bu
verilere gore, 7. repens’in en uzun kok boyu literatiir verileri ile uygunluk gostermektedir.

Tripleurospermum heterolepis’de eksplant basina ortalama en fazla sekonder kok
sayist 1,0 mg L™! IBA ortamindan (Tablo 13 ve Sekil 22b, 26), en az sekonder kok sayisi
ise 0,5 mg L' NAA ortamindan (Tablo 13 ve Sekil 21b, 26) elde edilmistir. Ergin (2023),
T conoclinium ile yaptig1 ¢alismada, ortalama en az sekonder kok sayisini1 benzer sekilde
0,5 mg L' NAA ortaminda tespit etmistir. Tripleurospermum repens’de ise en fazla

sekonder kok sayis1 1,0 mg L™ IBA ortamindan (Tablo 17 ve Sekil 53b, 57) elde edilmistir.
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Benzer sekilde 7. ziganaense ile yapilan ¢alismada, en fazla sekonder kok sayisinin 1,0 mg
L! IBA ortamindan elde edildigi bildirilmistir (Cuce ve Inceer, 2024). Tripleurospermum
repens’de en az sekonder kdk sayisi ise 0,25 mg L' NAA ortamindan elde edilmistir
(Tablo 17 ve Sekil 50b, 57).

In vitro ¢ogaltim ile elde edilen bitkilerin aklimatizasyon c¢aligmalar1 sonucunda 7.
heterolepis ve T. repens tiirlerinin botanik bakg¢esindeki ex situ koleksiyonlarinda sirasiyla
%82 ve %83 yasama orani elde edilmistir. Tripleurospermum tiirleri ile yapilan daha
onceki c¢alismalarda botanik bahgesindeki yasam oranlari; 7. insularum’da %76, T.
fissurale’de %81, T. conoclinium’da %95, T. hygrophilum’da %98 ve T. ziganaense’de
%90 oldugu rapor edilmistir (Inceer vd., 2022; Cuce vd., 2022; Ergin, 2023; Cuce ve
Inceer, 2024) (Tablo 18).

Tripleurospermum heterolepis ve 1. repens’in botanik bahgesindeki ex situ
koleksiyonlar1 kiiltiire edildikten yaklagtk 1 yil sonra fenolojik (¢iceklenme ve
meyvelenme) evrelerini tamamladiklar: tespit edilmistir (Sekil 29, 60). Her iki tiirlin
morfolojik o6zellikleri (yaprak, kapitulum, aken) bakimindan dogal ortamdaki bitkilerle
benzer oldugu goriilmiistiir (Enayet Hossain, 1975; Inceer vd., 2012b; Inceer, 2015).
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Tablo 18. Tripleurospermum ve diger Asteraceae iiyelerinde yapilan bazi in vitro ¢ogaltim
calismalarinda aklimatizasyon basar1 oranlari

Takson Basar1 oram Kaynak

Artemisia annua L. %85 Gopinath vd. (2014)
Achillea filipendulina cv. ‘Parker’ Lam. %90 Evenor ve Reuveni (2004)
Achillea asplenifolia Vent. %100 Wawrosch vd. (1994)
Centaurea paui Loscos ex Wilk %70 Cuenca vd. (1999)
Centaurea cineraria subsp. circae %90 Valletta vd. (2015)

(Sommier) Cela Renz & Viegi

Elephantopus scaber L. %77 Rout ve Sahoo (2013)
Pentanema indicum (L.) Ling. %96 Sivanesan ve Jeong (2007)
Stevia rebaudiana Bertoni %063 Patel ve Shah (2009)
Saussurea obvallata (DC.) Edgew. %63 Joshi ve Dhar (2003)
Tripleurospermum fissurale %81 Cuce vd. (2022)
Tripleurospermum insularum %76 Inceer vd. (2022)
Tripleurospermum conoclinium %95 Ergin (2023)
Tripleurospermum hygrophilum %98 Ergin (2023)
Tripleurospermum ziganaense %90 Cuce ve Inceer (2024)

Mikrogogaltim1 yapilan 7. insularum (2n = 2x = 18), T. fissurale 2n = 2x = 18), T.
conoclinium (2n = 2x = 18), T. hygrophilum (2n = 2x = 18) ve T. ziganaense (2n = 2x = 18),
tirlerinin genetik stabilite testleri yapilmis ve kromozom sayisinin degismedigi rapor
edilmistir (Cuce vd., 2022; Inceer vd., 2022; Ergin, 2023; Cuce ve Inceer, 2024). Inceer ve
Hayirlioglu-Ayaz (2010), T. heterolepis ve T. repens’in dogal populasyonlarindan elde
edilen ornekler tizerinde yapmis olduklari sitolojik ¢alismada, her iki tiirtin kromozom
sayisinin 2n = 4x = 36 oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde, bu calismada
mikrocogaltimi yapilan 7. heterolepis ve T. repens’in kromozom sayis1 2n = 4x = 36 olarak
belirlenmis ve koklendirme gruplarinin tamaminda bu saymin degismedigi gorilmiistiir
(Sekil 31, 62). Elde ettigimiz bu sonuglar, mikrogogaltimi yapilan bitkilerde kromozom

sayisinin degismedigini gostermistir.
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Birgok ¢alismada, in vitro gogaltimi yapilan tiirlerin genetik stabilitesini test etmek
amaciyla kullanilan araglardan bir digeri de akim sitometridir (Awoleye vd., 1994; Brito
vd., 2010; Faizal vd., 2011; Rewers vd., 2012; Samarina vd., 2019; Parzymies vd., 2020;
Ulvrova vd., 2021). Tripleurospermum tirlerinden 7. insularum, T. fissurale, T.
conoclinum, T. hygrophilum ve T. ziganense’nin mikrogogaltiminda genetik stabilitenin
incelenmesi i¢in akim sitometrik analizler yapilmistir. Inceer vd. (2018), 7. heterolepis’in
dogal populasyonlarinda yapmis oldugu analizler sonucunda nuklear DNA miktarini 8,21
pg/2C, monoploid genom biiyiikliigiini 2,05 pg/1C olarak, 7. repens’in nuklear DNA
miktarint 8,56 pg/2C, monoploid genom biiyiikliigiinii 2,14 pg/1C olarak belirlemistir. Bu
calismada ise T. heterolepis’in nuklear DNA miktar1 8,38 pg/2C, monoploid genom
buiyiikliigii 2,10 pg/1C olarak, T. repens’in nuklear DNA miktari ise 8,66 pg/2C, monoploid
genom biiylikliigii 2,17 pg/1C olarak tespit edilmistir (Sekil 32, 63). Elde edilen bu
sonuglar, mikrocogaltimi yapilan bitkilerin nuklear DNA miktarinda Onemli bir
degisikligin olmadigini géstermistir.

Inceer ve Ozcan (2011), T. heterolepis ve T. repens’in dogal populasyonlarindan elde
ettikleri bitki materyalleri ile yaptiklari histolojik incelemeler sonucunda, yapraklarin
amfistomatik tipte, stomalarin ise anomositik tipte oldugunu rapor etmislerdir. Benzer
sekilde bu calismada mikrocogaltimi yapilan 7. heterolepis ve T. repens’in yapraklarinin
amfistomatik tipte, stomalar1 anomositik tipte oldugu gézlenmistir (Sekil 33, 64). Inceer ve
Ozcan (2011), T. heterolepis’in yaprak iist yiizeyinde bulunan stomalarin uzunlugunu
ortalama 34.5 + 1.1 um, T repens’in yaprak {ist yiizeyinde bulunan stomalarin uzunlugunu
ise ortalama 38.1 = 0.2 pm oldugunu rapor etmislerdir. Bu tez g¢alismasinda ise T
heterolepis’in yaprak lst ylizeyinde bulunan stomalarin ortalama uzunlugu 34,35 £+ 1,66
um, 7. repens’in yaprak lst ylizeyinde bulunan stomalarin ortalama uzunlugu 38,02 + 1,14
um olarak kaydedilmistir. Elde edilen bu sonuglar, mikrogogaltim1 yapilan bitkilerin stoma
ozelliklerinde 6nemli bir degisikligin olmadigini géstermistir.

Mikrogogaltimi yapilan bitkilerde histolojik bazi anormallikler goriilebilmektedir. Bu
anormalliklerden biri de stoma boyutlarinda goriilen diizensizliklerdir (Gantait ve Mahanta,
2022). Bu tez ¢alismasindan elde edilen histolojik veriler, 7. heterolepis ve T. repens’in,
stoma tipi ve stoma uzunlugunun literatiir verileri ile Ortiistiiglinii ve stomalarda herhangi

bir yapisal degisikligin olmadigini gostermektedir.



5. SONUCLAR

. Bu tez calismasinda nesli tehlike altinda olan endemik 7. heterolepis ve T. repens
tiirleri i¢in ilk kez hizli ve etkili bir mikrogogaltim protokolii basarili sekilde
gelistirilmistir.  Bununla birlikte, bu tiirlerin genetik acidan stabil ex situ
koleksiyonlari olusturulmustur.

Tripleurospermum heterolepis’de eksplant basimna ortalama en yiiksek siirglin
sayisinin elde edildigi 0,25 mg L' 6-BA + 0,1 mg L' NAA igeren MS besiyeri,
slirgiin ¢ogaltim1 i¢in en uygun ortam olarak belirlenmistir.

Tripleurospermum heterolepis’in koklendirme asamasinda tiim uygulama gruplarinda
koklenme gozlenmistir ve eksplant basina ortalama en yiiksek kok sayist 1,0 mg L™
NAA ile desteklenen MS ortaminda tespit edilmistir.

Tripleurospermum repens’de siirgiin ¢ogaltiminda en uygun besiyeri ortaminin,
eksplant basina ortalama en yiiksek siirgiin sayisinin elde edildigi 0,25 mg L™ 2iP +
0,1 mg L ' IBA igeren MS besiyeri oldugu bulunmustur.

Tripleurospermum repens’de koklendirmede tiim uygulama gruplarinda koklenme
saglanirken, eksplant basina ortalama en yliksek kok sayisinin elde edildigi ortam,
1,0 mg L' IBA ile desteklenen MS besiyeri olarak belirlenmistir.

. Mikrogogaltim ile elde edilen 7. heterolepis ve T. repens’in kromozom sayilar1 2n =
4x = 36 olarak tespit edilmistir ve kromozom sayilarinda farklilik olmadigi
gozlenmistir.

Tripleurospermum heterolepis ve T. repens’in akim sitometri analizleri yapilmis ve
nuklear DNA miktarlarinda 6nemli bir farklilik goériilmemistir. Mikrogogaltimi
yapilan 7. heterolepis’in nuklear DNA miktar1 8,38 pg/2C olarak bulunmustur.
Tripleurospermum repens’in nuklear DNA miktar1 8,66 pg/2C olarak bulunmustur.

. Aklimatizasyonu basariyla yapilmis olan 7. heterolepis’in hayatta kalma orani %82,
T’ repens’in ise %83 olarak bulunmustur.

Tripleurospermum heterolepis ve T. repens’in yapraklarinin amfistomatik ve
stomalarin  anomositik tipte oldugu belirlenirkenmistir.  Tripleurospermum
heterolepis’de yapragin {ist yiizeyindeki stomalarin 34,35 + 1,66 um, alt ylizeyindeki
stomalarin 34,06 + 1,50 um uzunlugunda, 7. repens’de ise yapragin iist yiizeyindeki

stomalarin 38,02 + 1,14 um, alt yiizeyindeki stomalarin 38,07 + 1,83 um
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uzunlugunda oldugu bulunmustur. Stoma uzunluklarimin dogal populasyonlarda
yapilan calismalarin sonuglar1 ile benzerlik gosterdigi mikrogogaltimi yapilan
tiirlerin stoma biiyiikliiglinde bir fark olmadig1 ortaya konulmustur.

10. Bu tez ¢alismasindan elde edilen veriler, 7. heterolepis ve T. repens tiirleri ile nesli
tehlike altinda olan diger Tripleurospermum tiirlerinin koruma biyolojisine 6nemli

katkilar saglamistir.



6. ONERILER

Bu calismada nesli tehlike altinda olan endemik 7. heterolepis ve T. repens’in
mikrocogaltimi ile ex situ korunmasi gergeklestirilmistir. Incelenen her iki tiiriinde
basaril1 bir sekilde genetik agidan stabil ex situ koleksiyonlar1 olusturulmustur. Elde edilen
veriler, basta Tripleurospermum iiyeleri olmak iizere Asteraceae familyasinin diger iiyeleri
ile yapilacak in vitro ¢ogaltim ¢aligmalarina kaynak teskil edecektir.

Tripleurospermum heterolepis ve T. repens’in genetik agidan stabil ex situ
koleksiyonlari, bu tilirlerin dogal populasyonlarinin restorasyon c¢alismalarinda
kullanilabilir. Dolayisiyla, elde edilen veriler restorasyon ekolojisi ¢aligsmalari i¢cinde temel
teskil edebilir.

Tripleurospermum heterolepis ve T. repens tiirleri i¢in olusturulan mikrogogaltim
protokolleri kullanilarak ¢ogaltilan bitkilerle fizyoloji, lireme biyolojisi ve ekofizyoloji
calismalar1 yapilabilir.

Mikrogogaltimi yapilan bu bitkiler tiiriin kentsel alanlardaki biyocesitliligini artirmak
i¢in kullanilabilir.

Mikrogogaltim1 yapilan 7. heterolepis ve T. repens tiirlerinin uzun vadeli korunmasi
i¢in kriyoprezervasyon caligmalar1 yapilabilir.

Etnobotanik ¢alismalarda tedavi edici 6zellikleri bilinen Tripleurospermum cinsi ile
yapilan fitokimyasal calismalar sonucu birgok farkli bilesik tanimlanmistir. Bu tez
calismasindan elde edilen in vitro protokoller, bu cinsin igerdigi sekonder metabolitlerin in

vitro ortamlarda iiretilebilmeleri i¢in de bir kaynak teskil edebilir.
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