PAPER DETAILS

TITLE: Kritik Tehlike Altindaki Endemik Bitki Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.)'nin In vitro Tohum
Cimlenmesi Uzerine Arastirmalar

AUTHORS: Yelda Emek,Bengi Erdag

PAGES: 0-0

ORIGINAL PDF URL.: https://dergipark.org.tr/tr/download/article-file/279390



. 0)
Nevsehir Universitesi Fen Bilimleri Enstitii Dergisi 2 (2012) 46-59 ¢
HEVSEHIRUNIVERSITESI
FEMBILIMLERIENSTITUSLU

Kritik Tehlike Altindaki Endemik Bitki Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.) ’nin

In vitro Tohum Cimlenmesi Uzerine Arastirmalar

Yelda EMEK ve Bengi ERDAG

Adnan Menderes Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii,

yelda@adu.edu.tr

Ozet

Bu ¢alismada kritik tehlike altinda olan endemik bitki Rhaponticoides mykalea tohumlarinin tohum canliligi ve in
vitro ¢imlenmesini etkileyen faktorler arastirilmustir. Bitki tohumlarmin ¢imlenmesine iliskin 6n bilgiler edinmek {izere

bitkinin dogal yasama ortamindan alinmis topraklarin bulundugu saksilarda da ¢imlenme denemeleri gergeklestirilmistir.

Tohum canlilik testi sonunda bitki tohumlarinin % 80 oraninda canli oldugu belirlenmis ve bitki tohumlarinin dormansi
periyodlarmin tamamlanmasi igin 8 aylik bir zamana ihtiya¢ duydugu goriilmiistir. Dormansi periyodu sonunda saksida
gerceklestirilen denemelerde % 70 oraninda ¢imlenme elde edilmistir. In vitro ¢imlenme {izerine farkli in vitro ortamlarin, bitki
biliyiime diizenleyicilerinin, soguk uygulamasinin, potasyum nitratin, testanin ¢izilmesi ve asitle muamelenin, pH’in, 1s1k-
karanlik uygulamalarimin ve farkli sicaklik degerlerinin etkisi arastirtlmistir.  Ancak in vitro teknikler kullamlarak
gergeklestirilen denemelerde ¢imlenme yiizdesinin disiik oldugu saptanmistir. En yiiksek ¢imlenme yiizdesi pH 7.5 olan distile
su ortaminda 18 °C’de ve karanlikta % 30 olarak belirlenmistir. Ancak denemeler sirasinda ¢imlenmis olan tohumlarin radikula
¢ikist sonrasinda kontamine olarak dlmesi yiizeysel sterilizasyonla engellenemeyen igsel bir kontaminantin varligina isaret
etmistir. Calisma sonucunda R. mykalea bitkisinin in vitro teknikler kullanilarak c¢ogaltilmasi ¢alismalarinda baglangic

materyali olarak tohum kullanilmasinin uygun bir ara¢ olmadigi sonucuna varilmastir.

Anahtar kelimeler: Rhaponticoides mykalea, in vitro, ¢imlenme

Researchs on In vitro Seed Germination of The Critically Endangered Endemic Plant

Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.)

Abstract

In this study, the factors affecting in vitro seed germination and viability of the seeds of critically endangered endemic
plant Rhaponticoides mykalea were investigated. For achieving a prior knowledge about seed germination of the plant, seed
germination experiments were carried out in pots cotaining the soil which was collected from the natural environment of the

plant.
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In result of the viability test of the seeds, it was found that the seeds have 80 % viable and need a period of 8 months to
complete their dormancy periods. The experiment conducted in pots after the dormancy period showed a germination rate of
70 %. Effects of different in vitro media, plant growth regulators, the cold application, potassium nitrate, acid treatment and
testa drawing, pH, light-dark applications and different temperature values on in vitro seed germination were investigated.
However, in the experiments performed using in vitro techniques, germination percentage was observed as low. The highest
germination percentage was obtained in distilled water adjusted to pH 7.5, and 18 °C in the dark conditions (30 %). However,
death and contamination after emergence of radicle during the germination experiments of seeds was indicated the presence of
an internal contaminant which can not be sterilised by external application. Thus was it concluded that using the seeds as

starting material for in vitro propagation of R. mykalea plant was inappropriate.
Key words: Rhaponticoides mykalea, in vitro, germination

1.Giris

Tiirkiye nin cografi yapisinin farkliligi, yiiksek endemizm ve genetik gesitlilik saglamaktadir. Ayrica, gesitli ekolojik etmenler,
makro ve mikroklimalar nedeniyle Tiirkiye ¢ok sayida cinsin gen merkezi durumunda olup, endemik taksonlar bakimindan
oldukga zengin bir tilkedir (Davis, 1982). Avrupa kitasindaki tiir sayisinin yaklagik 12000 ve bunlarin 2750 tanesinin endemik
(Ekim vd., 2000) oldugu goz oniine alindiginda, Tiirkiye’de tayin edilmis 9222 adet bitki tiirii oldukea yiiksek bir say1 olarak
degerlendirilmektedir. Bu degere alt tiirleri ve varyeteleri de dahil ettiimizde toplam say1r 11014’ bulmaktadir. Bu
taksonlardan 3708 tanesi endemik taksondur ve endemizm orani % 34.5 olarak belirtilmistir (Giiner vd., 2000).

Endemik bitkiler ancak kendi isteklerini saglayabilecek belirli bolgelerde yayilis gosteren, bunun disindaki bolgelere ise uyum
saglayamayan bitkilerdir. Bu nedenle, varliklarini siirdiirdiikleri dogal habitatlarindaki degisimlere karsi olduk¢a duyarlidirlar.
Nadir, endemik ve tehdit altindaki tiirlerin tohum dagilimi ve ¢imlenme gibi farkli evreleri iizerine edinilen bilgiler, nadirlik
fenomeninin kapsamli bicimde anlasilmasina katki saglayabilir ve tiirlerin koruma idaresi kararlarina yardim edebilir (Menges,
1986). Laboratuarda kontrollii kosullarda gergeklestirilen in vitro ¢cimlenme denemeleri ile tiirlerin tohum ¢imlenme 6zellikleri
ile ilgili carpic1 sonuglara ulasilabilir.

Caligma materyalimiz Asteraceae familyasina ait Rhaponticoides mykalea (Hub.-Mor.) M. V. Agab. & Greuter tiirii, onceleri,
sistemde Centaurea cinsi altinda Centaurea mykalea Hub.-Mor. olarak smiflandirilirken, giinlimiizde Centaurea
seksiyonundan ayrilmis bulunmaktadir (Hellwig, 2004). Tiir, kdyliiler arasinda “deli enginar” olarak adlandirilmaktadir (Emek
ve Erdag, 2010).

Tirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabi’na (Ekim vd., 2000) gére R. mykalea, CR (Critically Endangered- Cok Tehlikede)
kategorisinde bulunmaktadir. CR kategorisi kistaslar1 goz oOniine alindiginda R. mykalea, Aydin- Isparta ve Mugla
yorelerindeki ¢cok dar alanli yayilisi nedeniyle yok olma tehlikesi ile karsi karsiyadir. Olduke¢a sinirli sayida bireye sahip olan
tiir, turizm sektdriindeki hizli gelismeler sayesinde devam eden sehirlesmenin giderek artmasi, tarla agma amaciyla dogal
habitatin tahribati, asir1 otlatma ve bitkilerin kapitulumlarinin yerel halk tarafindan toplanip yiyecek olarak kullanilmasi gibi
faktorlerin etkisinde giiglii bir antropojenik baski altindadir (Emek ve Erdag, 2010). Bu durum zaten potansiyel olarak yok
olma tehlikesi altinda bulunan tiiriin devamini iyice kisitlamaktadir.

Yaptigimiz literatiir aragtirmasi dahilinde R. mykalea bitkisinin ¢imlenme 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik bir ¢aligmanin
olmadigi belirlenmistir. Bu ¢alismada R. mykalea’nin in vitro tohum ¢imlenme istekleri ve bu teknigin bitkinin ¢ogaltilmasinda

kullanim uygunlugunun belirlenmesi hedeflenmistir.
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2. Materyal ve Y ontem

2.1. Materyal
Cimlenme denemelerinde R. mykalea bitkisine ait kapitulumlardan ¢ikarilan tohumlar (akenler) baslangic materyali olarak
kullamilmustir (Sekil 1). Igerisinde tohumlar: tasiyan akenler kapitulumdan ¢ikarildiktan sonra cizgili, dolgun, ayn1 morfolojik

ozellige ve biiyiikliige sahip olgun akenler segilerek denemelerde kullanilmistir.

Sekil 1. Kuru kapitulumdan ¢ikarilan olgun bir akenin goriintiisii

2.2. Yontem

Tohum Canlilik Testi

Tohum canliligimi belirlemek amaciyla, dogal ortamindan toplanan tohumlara Tetrazolium testi (ISTA, 1966) uygulanmistr.
Bu testte canlilik, tohumlara 2,3,5 trifenil tetrazolium kloriir (TTC) ¢6zeltisi uygulamasi sonucu kirmizi renk alip almamalar
ile belirlenmektedir. Bu ama¢ dogrultusunda % 0.1’lik TTC ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Tohum kabuklarinin sert olmasi
nedeniyle, tohumlar sicak su ile muamele edildikten sonra, tohumlarin bir yarisi jilet yardimiyla uzaklagtirilmig ve geriye kalan
yarilar1 bir petri kabina alinmigtir. Kesik tohumlarin iizerine 6nceden hazirlanmis TTC ¢6zeltisi dokiilmiis ve en az iki saat siire
ile beklemeye birakilmistir. Bu siirenin sonunda kirmizi renk alan tohum “canli” olarak degerlendirilmis ve canli tohum sayisi
yiizde olarak belirlenmistir. Ayrica sterilizasyon siiresinin embriyoya zarar verip vermediginin belirlenmesi i¢in sterilize

edilmis tohumlara da tohum canlilik testi uygulanmistir.

Saksida Gergeklestirilen Cimlenme Denemeleri
Tohumlar, toplandiktan hemen sonra ve laboratuar kosullarinda saklama sonrasi (20-25 °C, % 50-60 nem) birer aylik
periyotlarla dogal yagsama ortamindan alinan topraga ekilerek, saksi kosullarinda ¢imlenme denemeleri gergeklestirilmistir. Bu

denemeler ile tohumlarin ¢cimlenme fizyolojilerine iliskin fikir verebilecek sonuglara ulasmak amaclanmaistir.
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In vitro ¢cimlenme

Bu denemelerde sterilize edilmis R. mykalea tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi tizerine farkli in vitro ortamlarin, giberellik asit
(GA3) ve Kinetin (KIN) gibi bitki biiyiime diizenleyicilerinin, soguk uygulamasinin, potasyum nitratin, testanin ¢izilmesi ve
asitle muamelenin, pH’1n, 1s1k-karanlik uygulamalarinin ve farkli sicaklik degerlerinin etkisi arastirilmistir. Cimlenme kriteri
olarak “radikula ¢ikis1” esas alinmustir. Cimlenme denemeleri her kavanoza 1’er tohum olacak sekilde 20 tekrarli olarak

yapilmistir ve tiim denemeler 2 kez tekrar edilmistir. Sonuglar 6 hafta sonunda % olarak degerlendirilmistir.

Tohumlarin Sterilizasyonu

Kapitulumlardan gikarilan tohumlarin sterilizasyonlarimin saglanmasi i¢in farkl sterilizasyon siireleri denenmistir. Bunun igin,
akenler bir saat boyunca ¢esme suyu altinda yikandiktan sonra bir beher igerisinde steril kabine alimip 15 dakika boyunca % 70
lik EtOH (Etil alkol) ile muamele edilmis ve daha sonra 3-4 damla tween 20 ilave edilmis % 4.5’lik sodyum hipokloritte
(NaOCl) farkli siirelerde (15, 20 ve 25 dakika) tutulmustur. Daha sonra sterilizasyon ajaninin etkisini gidermek i¢in akenler 3
kez steril distile su ile durulanmustir.

In vitro ¢imlenme denemelerinde bitki tohumlarinin biiyiik oranda kontamine olmasi, steril baslangi¢ materyalinin elde
edilmesini sinirlayict bir faktor olarak karsimiza ¢ikmistir. Bu nedenle daha dnceden uygulanan sterilizasyon serilerine bir
fungisit olan potasyum sorbat eklenmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar potasyum sorbat’mn doku kiiltlirii ¢aligmalarinda
etkili bir fungus inhibitorii olarak kullanildigini gostermektedir (Guri ve Patel, 1998). Bu nedenle kontaminasyonu 6nlemek
icin, tohumlar akan ¢esme suyu altinda 1 saat boyunca tutulduktan sonra potasyum sorbat ¢ozeltilerinde (% 1, % 5 ve %
10°1uk) 1 saat bekletilmistir. Daha sonra tohumlar 15 dakika boyunca % 70’lik EtOH ile muamele edilmis ve bu islemi takiben
3-4 damla tween 20 ilave edilmis % 4.5°’lik NaOCIl’de 25 dakika tutulmustur. Bu iglemi takiben tohumlar, 3 kez steril distile su
ile durulanmigtir. Ayrica bir tohumdan kaynaklanabilecek olast kontaminasyonun diger tohumlari etkilememesi i¢in denemeler

dar uzun kavanozlarda, her kavanoza birer tohum olacak sekilde planlanmistir.

In vitro Ortamlar

Bu denemeler tohumlar toplandiktan hemen sonra ve -saksida gergeklestirilen ¢imlenme denemelerinden elde edilen veriler
g6z Oniinde bulundurularak- tohum toplanmasindan 8 ay sonra olmak {izere iki farkli zamanda yapilmistir. Cimlenme
denemelerinde MS (Murashige ve Skoog, 1962) ve White (WH) (White, 1963) ortamlar1 siv1 olarak hazirlanmus, distile su
ortami ise kontrol olarak kullanilmistir. Denemeler 190 cc’lik dar uzun bilyeli kagit kopriili kavanozlarda gergeklestirilmistir.

Kiiltiirler 24+2 °C’de 16/8 saat fotoperiyotta tutulmustur.

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Bu denemelerde bir onceki denemenin en iyi sonucu olan distile su ortami temel ortam olarak kullanilmistir. Distile su
ortamina bitki biiylime diizenleyicilerden KIN veya GAj tek basina (1, 2, 3 ve 4 mg/L) veya KIN:GA 3 kombinasyonlar1 (KIN:
GAg; 1:1,1:2, 1:3, 1:4; 2:1, 2:2, 2:3, 2:4; 3:1, 3:2, 3:3, 3:4; 4:1, 4:2, 4:3 ve 4:4 mg/L) halinde ilave edilmisgtir. Ortam pH’1 5.8’¢
ayarlanmustir. Kiiltiirler 24+2 °C’de 16/8 fotoperiyot altinda tutulmustur.

Soguk Uygulamasi (Stratifikasyon)
Dormansi kiric1 metodlardan biri de tohumlara soguk uygulamasidir (Kocagaliskan, 2008). Tohumlar + 4 °C’de 1 ve 2 ay

boyunca tutulduktan sonra sterilize edilerek in vitro ¢imlenme denemeleri olusturulmustur. Sterilizasyon iglemi uygulanan
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tohumlar pH’1 5.8” ¢ ayarlanmig distile su igeren kavanozlara aktarilmigtir. Kiiltiirler 24+2 °C’de 16/8 fotoperiyot altinda

tutulmustur.

Potasyum Nitrat Uygulamas:

Potasyum nitrat (KNOj3) gibi nitrojen bilesikler ¢imlenmeyi tesvik etmektedir (Vardar, 1982; Schmidt, 2000). Cimlenmeyi
tegvik etmek amaciyla % 0.5, % 1, % 5 ve % 10’luk KNOj ¢ozeltileri hazirlanarak daha 6nceden hazirlanmig kavanozlara
dokiilmiis ve kavanozlar steril edilmistir. Sterilizasyon islemi uygulanmis tohumlar KNOj iceren kavanozlara aktarilmis ve

kiiltiirler 2442 °C’de 16/8 fotoperiyot kosullarinda kiiltiire edilmistir.

Testanmin Cizilmesi (Skarifikasyon) ve Asitle Muamele
Tohumlarin sert bir testaya sahip olmasi nedeniyle tohumlarin bir kismu jilet yardimyla ¢izilmis, diger bir kismi ise 30 sn siire
ile konsantre siilfiirik asit (H,SO,) ile muamele edilmistir. Daha sonra tohumlar pH’1 5.8° e ayarlanmis distile su igeren

kavanozlara aktarilmistir. Kiiltiirler 2442 °C’de ve 16/8 fotoperiyot altinda tutulmustur.

Istk-karanlik uygulamasi

Bu denemeler, saksida gergeklestirilen ¢gimlenme denemelerinden elde edilen veriler gz oniinde bulundurularak, tohum
toplanmasindan 8 ay sonra olusturulmustur. Cimlenme iizerine 151Z1n etkisini arastirmak igin pH’1 5.8 olarak ayarlanmus distile
su ortamlarina aktarilan tohumlar1 igeren kavanozlarin bir kismi, 24+2 °C’de karanlikta ve bir kismi ise 16/8 saat fotoperiyota

maruz birakilmistir.

Farkli pH uygulamasi

Farkli pH uygulamasi denemeleri tohum toplanmasindan 8 ay sonra olugturulmusgtur. R. mykalea tohumlarinin ¢imlenmesi
iizerine pH’1n etkisini aragtirmak icin laboratuar kosullarinda en az 8 ay bekletilen tohumlar steril edildikten sonra pH’1 5.8, 7.5
ve 8.5%¢ ayarlanmis distile su igeren bilyeli kagit kopriilii kavanozlara aktarilmigtir. Kiiltiirler 24+2 °C’de 16/8 fotoperiyot

altinda tutulmustur.

Farklh Sicaklik Uygulamasi
Tohum ¢imlenmesi iizerine sicakligin etkisini aragtirmak i¢in laboratuar kosullarinda en az 8 ay bekletilen tohumlar steril
edildikten sonra pH’1 7.5° e ayarlanmis distile su ortam igeren bilyeli kagit kopriilii kavanozlara aktarilmistir. Kiiltiirler farkli

sicakliklarda (15, 18, 25 ve 35 °C) ve karanlikta tutulmuslardir.

3. Bulgular ve Tartisma

Tohum Canlilik Testi

Tohumlarin ¢imlenebilmeleri icin canli olmalar1 gerekmekte ve bu canliligmin belirlenmesi igin degisik testler
uygulanabilmektedir. Bunlardan biri olan tetrazolium testi, tohumdaki respirasyon enzimlerinin aktivitesine bagl olarak, canli
tohumlar1 cansiz tohumlardan ayiran biyokimyasal bir testtir. Testin uygulanmasi sirasinda tohumlarin su almasiyla
dehidrogenaz enziminin aktivitesi artar, bu da hidrojen iyonlarinin salimimina yol agar. Salmman hidrojen iyonlar1 renksiz
tetrazolium tuz ¢ozeltisini, formazan adi verilen kimyasal bilesige indirger. Formazan solunum yapan canli hiicreleri kirmizi
renge boyar, cansiz hiicreler ise renk almaz. Tohumlarin canliligina, tohumdaki dokularin boyanip - boyanmamasina gore karar

verilir (ISTA, 1966).
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Araziden toplanan kapitulumlardan ¢ikarilan akenlere uygulanan tetrazolium testi sonucunda ¢ok az boyanan ve koyu kirmizi
renk alan embriyolar sirasiyla % 5 ve % 80 olarak belirlenmistir. Tohumlarin % 15’inde ise herhangi bir renk olusumu
gozlenmemistir. Leveck (1962) tarafindan belirlenen yontem dikkate alinarak az boyanan embriyolarin canli olmadig
varsayllmis tohum canlih@i % 80 olarak belirlenmistir. Ayrica sterilize edilmis tohumlara uygulanan tetrazolium testi

sonucunda tohum canliligi yiizdesinin degismedigi goriilmiis, sterilizasyon siiresinin embriyoya zarar vermedigi belirlenmistir.

Saksida Gergeklestirilen Cimlenme Denemeleri

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

Ana bitkiden ayrilan tohumlarin hemen ¢imlenmedikleri ve bir dinlenme fazina girdikleri bilinmektedir (Mayer ve Poljakoff-
Mayber, 1982; Taiz ve Zeiger, 1998). Primer dormansi olarak tanimlanan bu dinlenme hali, iliman iklim kusaginda bulunan
birgok bitki tohumunda goriiliir ve bu durumdaki tohumlar, ¢cevresel uyariya cevap vermez (Vegis, 1964; Schiitz, 1997).

Saks1 denemelerinde dogal ortamindan toplanan ve laboratuvar kosullarinda (20-25 °C, % 50-60 nem) saklanan olgun tohumlar
ancak 8. ayin sonunda dormansi periyodlarini tamamlamislar ve bu siire sonunda topraga ekilen tohumlar % 70 oraninda
¢imlenme gostermislerdir. Bu sekilde kendini gosteren primer dormansi Centaurea tchihatcheffi’de 9 ay olarak belirlenmistir

(Cakarlar vd., 2005). Tohum canliliginin % 80 oldugu g6z 6niine alinirsa bu degerin oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir.

In vitro ¢cimlenme

Tohumlara uygulanan sterilizasyon serilerinden en yiiksek oranda steril kiiltiir yiizdesi (% 40) 25 dakikalik NaOCI uygulamas1
ile elde edilmistir. In vitro ¢imlenme denemelerinde bitki tohumlarinin biiyiilk oranda kontamine olmasi, steril baslangi¢
materyalinin elde edilmesinin smirlayic1 bir faktér oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle daha Onceden uygulanan
sterilizasyon serilerine bir fungisit olan potasyum sorbat eklenmistir. Farkli konsantrasyonlardaki fungusit uygulamasi
kontaminasyon yiizdesini azaltmustir. % 10’luk potasyum sorbat ¢ozeltisinde 1 saat boyunca tutulan tohumlarin, NaOCl ile 25
dakikalik sterilizasyonu sonrasi % 80 oraninda steril kiiltiirler elde edilmistir.

Doku Kkiiltiirii kosullarinda kontaminasyon kiiltiiriin her asamasinda meydana gelebilmektedir. Ancak bu calismada
kontaminasyonun neredeyse tamaminin tohum kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle funguslar tohum kabugunun
iizerinde olugsmaya baglamakta daha sonra yayilmaktadir. Bazi durumlarda ise c¢imlenmenin baslamasi ile birlikte
kontaminasyon olugmakta ve steril sartlarda bitkinin gelismesine izin vermeden bitkicigi 6ldiirmektedir. Bu durum bize olgun

tohumlarda yiizeysel sterilizasyon ile engellenemeyen igsel bir kontaminantin varhigim diisiindiirmektedir.

In vitro ¢imlenme denemelerinin ilkinde, R. mykalea’nin in vitro ¢imlenmesi i¢in en uygun ortam arastirilmigtir. Bu deneme
tohumlar toplandiktan hemen sonra ve saksi denemelerinin sonuglarindan elde edilen veriler goz 6niinde bulundurularak tohum
toplanmasindan 8 ay sonra olmak iizere 2 farkli zamanda olusturulmustur. Tohum toplanmasindan hemen sonra
gerceklestirilen denemelerde hicbir ortamda g¢imlenmenin olmamasi tohum dormansisi savini desteklemektedir. ikinci
denemede ise denenen tiim ortamlarda g¢imlenme gozlenmistir. En yiliksek ¢imlenme yiizdesi distile su ortaminda elde
edilmistir (% 15 ¢imlenme orani) ve bunu sirastyla WH (% 10 ¢imlenme orani) ve MS (% 5 ¢imlenme orani) ortamlari

izlemistir (Sekil 2 ve 3).
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MS ve WH ortamlar1 mineral besin maddeleri igerikleri bakimindan birbirinden farklidir, en yiiksek mineral besin maddesi
igeren ortam MS ortamidir. Distile su ortami ise herhangi bir mineral besin maddesi igermemektedir. Elde edilen ¢imlenme
yiizdeleri tiim ortamlarda ¢ok diisiik olmasina ragmen, ¢imlenme yiizdesinin ortamlarin i¢erdigi mineral besleyicilerin miktari
ile iligkili oldugu sdylenebilir. Ortamlarda bulunan mineral besleyici icerigi artikca ¢imlenme oraninda azalma goézlenmistir.
Yiiksek mineral besleyici igeren ortamlarda ¢imlenme yiizdesinin az olmasinin veya hi¢ olmamasinin nedeni mineral besleyici

oranindaki artisin negatif ozmotik potansiyele neden olmasindandir (Kauffman, 1969).

18 4

16 4

14 -

12 4

Cimlenme (%)
S

MS WH Distile Su
Besi ortami tipi

Sekil 2. Farkli in vitro ortamlarda tohum ¢imlenme yiizdeleri (8 ay saklama sonrast)

Sekil 3. Distile suda in vitro olarak ¢imlenmis bir bitkicigin goriiniimi
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Khan ve Gulzar (2003) gerceklestirdikleri ¢alismada en yiiksek ¢gimlenme yiizdesini distile su ortaminda elde ettiklerini ve besi
ortamindaki mineral besleyici oranindaki artisla ¢imlenme yiizdesi arasinda ters bir orantinin oldugunu bildirmislerdir. Kurt ve
Erdag (2009) Centaurea zeybekii tohumlarim1 MS, B5, WH ve distile su ortamlarinda in vitro kiiltiire almislar ve en yliksek
¢imlenme oranini distile su ortaminda elde etmislerdir.

Dormansiyi kirmak amaci ile dormansi siirecinde olan tohumlar KIN ve/veya GAj ilaveli distile su ortamina aktarilmistir. Bu

uygulamalar sonucunda farkli oranlarda ¢imlenme elde edilmistir (Sekil 4).

B0 ME1mg/LKIN E2mg/LKIN B3mg/LKIN [4mg/LKIN
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E s -
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E 61
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0 1 2 3 4
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Sekil 4. R. mykalea tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi tizerine GA3 ve KIN’in etkisi

Tek bagina KIN igeren ortamlarda ¢imlenme gézlenmemistir. GAj3’iin diisiik konsantrasyonlari da tek basina ¢cimlenmede etkili
degildir, ancak 3 ve 4 mg/L GAj igeren ortamlarda sirast ile % 5 ve % 10 oranlarinda ¢imlenme elde edilmistir. En yiiksek
cimlenme degeri (% 15 ¢imlenme orani) 3 mg/L GA; ve 2 mg/L KIN kombinasyonunu igeren distile su ortaminda elde
edilmistir.

Bir¢ok bitki tohumunda canlilik orani yiiksek olmasina ragmen ¢imlenen tohum miktar1 olduke¢a diisiiktiir. Bunun sebebinin
tohumlardaki gii¢lii dormansiden kaynaklandig: bilinmektedir (Baskin ve Baskin, 2001; Koger vd., 2004). Tohumun ¢imlenme
icin uyarilmasinda veya dormansi periyoduna girmesinde bitki biiylime diizenleyici diizeylerinin etkili oldugu, ¢imlenmenin
baglamasinda gibberellik asidin énemli rol oynadig1 ve dormant tohumlarda absisik asidin etkisini ortadan kaldirip, nisasta ve
depo proteinlerin hidrolizini hizlandirarak tohum ¢imlenmesini uyardigi bilinmektedir (Cardemil ve Rainero, 1982). Khan
(1971), ¢cimlenmede giberellinlerin, sitokininlerin ve Absisik asit’in sirasiyla temel, agik ve engelleyici etkilerinin olduguna
dair bir model 6nermistir. Bu modele gore, ABA varliginda ¢imlenme sadece hem sitokinin ve hem de giberellin varliginda
gerceklesir, sadece giberellin varliginda ¢imlenme gerceklesebilmesi ise ABA yokluguna baglidir. ABA niikleik asit (Walbot
vd., 1975) ve protein sentezini engelleyicidir (Fountain ve Bewley, 1976).

Eksojen olarak uygulanmis bitki biiyiime diizenleyicilerinden giberellinler (6zellikle giberellik asit GA; ve GA47 ) ve
sitokininlerin (6zellikle KIN ve BA) bir¢ok tohum tiirinde dormansiyi kirdig bildiirilmistir (Dweikat ve Lyrene, 1989; Karam
Al-Salem, 2001; Mehanna vd., 1985; Iglesias ve Babiano, 1997). Ancak bizim denemelerimizde in vitro ortamlara bitki
biiytime diizenleyicilerinin ilavesi ¢imlenme yiizdelerini arttirict bir etki gostermemistir. Bu nedenle denemelerin devam eden

kisminda bu biiylime diizenleyicileri kullanilmamigtir.
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Dormansiyi kirict uygulamalardan biri de stratifikasyondur. Stratifikasyon sirasinda tohumlarin hormon seviyelerinde
(Taylorson ve Hendricks, 1977), metabolik yollarda (Bogatek ve Lewak, 1988) enzimatik yapi ve aktivitelerinde degisimler
(Rychter ve Lewak, 1971; Podstolski vd., 1974) ile solunum hizinda artis (Alscher-Herman vd., 1981) meydana gelmektedir.
Birgok tiirde dormansi, nemli tohumlarin 0 ve 10 °C arasindaki diisiik sicakliklarda 7-180 giin boyunca birakilmasi ile
kirilabilir (Bewley ve Black, 1982). Dormansinin kirilmasi i¢in gerekli soguk uygulama siiresi tiirden tiire farklilik
gostermektedir. Dormansiyi kirmak amaci ile 1 veya 2 ay boyunca (+ 4°C’ta) sogukta muhafaza edilen (stratifikasyon)
tohumlarla olusturulan denemelerde, soguk uygulamasi tohumda bulunan primer dormansiyi kirmada etkili olmamis yani
tohumlar ¢imlenmemigtir. Dolayisiyla R. mykalea tohumlarima 2 aylik soguk uygulamasi dormansinin kirilmasina yeterli
gelmemis olabilir.

Bir tohum su ve gaz alig verisi olmadan ¢imlenemez. Bazi tohumlarda meyve veya tohum kabugu bu alis verisi
engelleyebilmektedir. Meyve veya tohum kabugunun suya, erimis gazlara, Ozellikle oksijene ve karbondioksite karst
gecirimsiz olmasi ¢imlenmeyi engelleyici bir faktordiir. Ayrica, meyve veya tohum kabugunun embriyonun biiylimesine engel
olacak yeterlilikte oldugu kabul edilen mekanik bir kuvvete sahip olmasi ve biinyelerindeki kimyasal engelleyicilerin varhig: ile
cimlenmeyi engelleyebilmektedir (Vardar, 1982; Ozer vd., 1998; Eira ve Caldas, 2000). Potasyum nitrat (KNO3) gibi
kimyasallarin dormansiyi kirarak ¢imlenmeyi tesvik ettigi de bilinmektedir (Kevseroglu, 1993; Hartmann vd., 1997). Bu
bilgilerin 15181 altinda gergeklestirilen testanin ¢izilmesi ve siilfiirik asit (H,SO,) ile muamele denemelerinde ¢imlenme
gbzlenmemistir. Saksida gergeklestirilen ¢imlenme denemelerinde ¢imlenme goézlenmis olmasi, tohum kabugunun sert
olmasina ragmen suya veya oksijene karsi gecirimsiz olmadigini diisiindiirmektedir.

Yukarida sozii edilen tiim uygulamalara ragmen, dogal ortamindan hemen toplama sonrasi kullanilan ve dormansi periyodunda
olan tohumlarin dormansisi kirilamamistir. Bu nedenle R. mykalea tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi tizerine 1g18in-karanligin
etkisini aragtirmak i¢in gergeklestirilen denemelerde, araziden toplandiktan sonra laboratuar kosullarinda 8 ay bekletilen
tohumlar kullamlmistir. Yaptigimiz denemenin sonuglarina gére R. mykalea tohumlari karanlik kosullarda % 14 ¢imlenme
ylizdesi gosterirken, aydinlikta bu oran % 15 olarak belirlenmis ve ¢imlenme ylizdeleri karsilastirildiginda 1s1k ve karanlik
uygulamalari arasinda 6nemli bir farklilik bulunamamustir.

Tohumlarin bir kismi 1g1kta ¢gimlenirken; bir kism1 karanlikta ¢cimlenmektedir. Bazi tohumlar ise bu anlamda nétr’diir (Yenttir,
1982). Is1gin siddeti, dalga boyu ve siiresi ¢gimlenmeyi etkilemektedir (Benvenuti ve Macchia 1997; Densmore, 1997; Noranha
vd., 1997; Leinonen ve Chantal, 1998). Baz tiirlerin tohumlar1 ¢imlenme i¢in 15182 gereksinim gdstermesine ragmen, bazi
tirlerde 151k ¢imlenmeyi engellemektedir (Devlin, 1975). R. mykalea’nin ¢imlenmesi iizerine 1518 etkisi bulunmamasi
tohumlarin bu konuda nétr oldugunu gostermektedir. Yapilan bir ¢aligmada Centaurea zeybekii’nin tohumlarmin in vitro
cimlenmesi {iizerine 151k ve karanlik etkisi aragtirnllmig ve 1s1ik- karanlik uygulamalar1 arasinda Onemli bir farklilik
bulunmamigtir (Kurt ve Erdag, 2009). Celik ve Yiicel (2008)’in CR kategorisinde bulunan Centaurea hausknetchii’nin
tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine gerceklestirdikleri bir arastirmada ise 16/8, 8/16 fotoperiyot ile karanlik kosullarda farkl
oranlarda (sirastyla % 69.2, % 58.5 ve % 42) ¢cimlenme elde etmisler ve arastiricilar 15181 ¢imlenme iizerine tesvik edici bir
etkisi oldugunu belirtmislerdir.

Denemelerimizde R. mykalea tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine pH’imn az da olsa bir etkiye sahip oldugu ve en yiiksek
¢imlenme degerinin (% 20 ¢imlenme orani) pH’s1 7.5’¢ ayarlanmus distile su ortaminda elde edildigi goriilmiistiir (Sekil 5). Bu

degerden daha yiiksek pH’da ise ¢cimlenme gozlenmemistir.
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Sekil 5. R. mykalea tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi tizerine pH’1n etkisi

Cakarlar vd. (2005), C. tchihatcheffii tohumlarinin ¢imlenmesi tizerine pH etkisini aragtirmiglar ve ¢imlenme i¢in en uygun pH
degerinin 7.5 oldugunu belirtmislerdir. Bu bulgular bizim sonug¢larimizla paralellik gostermektedir. Baskin ve Baskin (2001)’a
gore c¢imlendirme ¢alismalarinda laboratuar sonuglariyla doga kosullari arasinda farklilik goézlenmektedir. Laboratuar
caligmalarinda tohumlara sadece tampon soliisyonlar uygulanmasina karsin, toprakta pH’t etkileyen bircok faktor
bulunmaktadir. Bununla birlikte bazi tohumlar genis pH araliginda ¢imlenebilirken, baz1 tiirlerin ¢imlenebilmesi i¢in sabit pH

degeri gereklidir.

Tohum ¢imlenmesi tizerine sicakligin etkisini arastirmak igin olusturulan denemede sterilizasyona tabi tutulan tohumlar pH’1
7.5’e ayarlanmig distile su ortamlaria aktarilmistir. Kiiltiirler farkli sicakliklarda ve karanlikta tutulmuslardir. Bu denemeler
sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 6°da gosterilmektedir.

Diisiik sicaklik (15 °C ) ve yiiksek sicaklikta (30 °C ) ¢imlenme gozlenmezken, 18 ve 25 °C’de ¢imlenme gozlenmis,
maksimum ¢imlenme ise 18 °C’de (% 30) gerceklesmistir. Elde edilen bulgulara gore sicaklik ¢imlenme iizerinde etkili bir
faktordiir ve ¢imlenme i¢in en uygun sicaklik 18 °C olarak belirlenmistir. C. tchihatcheffii ile yapilan bir calismada da sicaklik
¢imlenme iizerine etkili bir faktor olarak bulunmus ve ¢imlenme igin en uygun sicakligin 25 + 2 °C oldugu belirtilmistir
(Cakirlar vd., 2005). Kurt ve Erdag (2009) tarafindan yapilan bir bagka arastirmada C. zeybekii tohumlarinin in vitro

¢imlenmesi lizerine sicaklik etkili bir faktdr olarak bulunmus ve maksimum ¢imlenme 25 “C’de % 80 olarak belirlenmistir.
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Sekil 6. R. mykalea tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi tizerine sicakligin etkisi

4.Sonuc ve Oneriler

Endemik bitkilerin ¢imlenme o6zellikleri ile ilgili bilgiler tiirlerin ne sekilde korunmasi hakkindaki kararlarin verilmesine
yardimct olabilmekte, 6zellikle kontrollii kosullarda gergeklestirilen in vitro ¢imlenme denemeleri tiirlerin tohum ¢imlenme
Ozellikleri ile ilgili ¢arpict sonuglar ortaya koyabilmektedir. Bizim denemelerimizde tetrazolium testi sonuglarina gore, bitkinin
tohum canliligt % 80 olarak belirlenmistir. Bu sonug¢ bitki tohumlarinin yiiksek oranda canli oldugunu gdstermektedir. %
20’lik kayip sentripetal gelisim gosteren kapitulum akenlerinin olasilikla gelisimin baslangi¢ asamasinda olmasi ve ana
bitkiden ayrilma nedeni ile gelisimlerinin kesintiye ugramasi sonucu meydana gelen dliimlerden kaynaklanmaktadir.

Bitkinin dormansi periyodunun asilmasi icin 8 aylik bir periyoda ihtiyag duyulmus, bu siirenin altinda denenen tiim
uygulamalarda dormansi kirilamamistir. 8 aylik dormansi periyodu sonunda saksida gergeklestirilen denemelerde % 70
oraninda ¢imlenme goriiliirken, in vitro ¢cimlenme denemelerinde en yiiksek ¢imlenme yiizdesi pH 7.5’e ayarlannug distile su
ortaminda 18 °C’de ve karanlikta % 30 olarak belirlenmistir. In vitro ¢cimlenme denemelerinin sonunda, ylizeysel sterilizasyonu
saglanmis tohumlardan elde edilen bitkiciklerin zamanla kontamine olarak 6lmesi tohum kaynakli i¢sel bir kontaminantin
varhigimi gostermektedir. Ayrica sterilizasyon uygulanmadan gergeklestirilen saksi denemelerinde ¢imlenme yiizdesinin
yiiksekligi bitkinin dogal ortaminda toprak kaynakli bir mikroorganizma ve/veya mikroorganizmalar tarafindan desteklenen bir
¢imlenme iliskisini diisiindiirmektedir. Bu iliski ¢cimlenme sirasinda tohumda yiizeysel sterilizasyon ile engellenemeyen igsel
bir kontaminantin, dogal yasama ortaminda bulunan bir bagska mikroorganizma tarafindan ortadan kaldirilmasi seklinde
gerceklesmis olabilir.

Nadir, endemik ya da tehdit altinda bulunan bitkilerin ¢ogaltilmasinda in vitro ¢ogaltim teknikleri ex situ korumada yaygin bir
arag¢ olarak kullanilmaktadir. Bu tekniklerin uygulanmasi sirasinda en uygun eksplant kaynagini daha 6nceden steril edilmis
tohumlardan elde edilen steril fideler olusturmaktadir. Bu sekilde elde edilen eksplantlarin sterilizasyon iglemine ihtiyaci
olmamakta ve yiizey sterilizasyonunun zararl etkilerinden sakinilmaktadir. Caligma sonucunda, R. mykalea bitkisinin in vitro
teknikler kullanilarak ¢ogaltilmasi ¢aligmalarinda baslangic materyali olarak tohum kullanilmasinin uygun bir ara¢ olmadigi

kanisina varilmistir.
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