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Ozet

Bu calismada endemik ve nesli kritik tehlikede olan Erodium somanum H. Pesmen tiirinin in vitro
kosullarda mikrogogaltim yetenegi arastirilmistir. Son yillarda E. somanum’un popiilasyonu yasam
alanlarinda insa edilen baz istasyonlari, riizgar tribiinleri ve yangin kulesi nedeniyle azalmistir. Tiirkiye
Bitkileri Kirmizi Kitabi'nda bulunur. In vitro ¢ogaltma nesli tehlike altindaki bitki tiirlerinin korunmasi,
dogal cevrelerine onlarin yeniden yerlestirilmesini miimkiin kilan ve dolayisiyla titkenme riskini azaltan
gliclii bir koruma teknigidir. Mikrogogaltim galismalarindaki siirgiin eldesi ¢alismalar: igin ilk olarak, E.
somanum stirgiin ucu eksplantlar1 6 ve yaprak eksplantlar1 8 farkli kombinasyonda sitokinin (BAP, KIN)
ve oksin (IBA, IAA, NAA) bitki biiyiime diizenleyicileri iceren Murashige & Skoog (MS) besin
ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Tkinci olarak elde edilen siirgiinlerin koklendirme denemeleri 0.5-1
mg/L NAA ve IBA igeren 4 farklt MS besin ortaminda yapilmistir. Calismalar sonucunda en iyi siirgiin
gelisimleri, yaprak eksplantlarinda 1 mg/L BAP - 0.1 mg/L IBA igeren MS ortaminda ve siirgiin ucu
eksplantlarinda 2 mg/L BAP - 1 mg/L IAA igeren MS besin ortaminda oldugu belirlenmistir. Tam bir
bitki eldesi i¢in elde edilen siirgiinlerin en iyi kok gelisimlerinin 0.5 mg/L IBA ve 1 mg/L IBA igeren MS
besin ortamlarinda oldugu gozlenmistir. Bitki ¢esitliliginin korunmasi i¢in endemik bitkilerin in wvitro
metodlar ile mikrogogaltimi konusundaki ¢alismalara 6nem verilmelidir.

Anahtar Kelimeler — Endemik, Erodium somanum, in vitro, mikrogogaltim, Murashige & Skoog (MS).

In vitro Micropropagation of Critically Endangered (CR) Endemic
Erodium somanum

Abstract
In this study, in vitro micropropagation of Erodium somanum H. Pesmen which is an endemic and
critically endangered plant species was investigated. In the last years, the E. somanum population
decreased due to the base stations, wind turbines and fire towers constructed on the living space of these
species. It is included in the Red Book of Turkish Plants. In vitro propagation is a strong method enabling
the protection of endangered species of flora, their re-growth in their natural environment and thus
decreasing their risk of extinction. In the study for obtaining shoots in micropropagation works, first, E.
somanum shoot tip explants and leaf explants were cultured in Murashige & Skoog (MS) media
containing respectively 6 and 8 different combinations of cytokinin (BAP, KIN) and auxin (IBA, TIAA,
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NAA) plant growth regulators. Then, the rooting studies of the shoots obtained were made in 4 different
MS media supplemented with 0.5-1 mg/L. NAA and IBA. At the end of the studies, the best shoot
inductions were obtained on MS media supplemented with 1 mg/L BAP-0.1 mg/L IBA for leaf petiole
explants and on MS media supplemented with 2 mg/L BAP-1 mg/L IAA on shoot tip explants. The
optimal root development of the shoots obtained for a complete plant was observed in 0.5 mg/L and 1
mg/L IBA supplemented MS media. Studies on in vitro methods and micropropagation of endemic plants

to protect plant diversity must be focused on.

Keywords — Endemic, Erodium somanum, in vitro, micropropagation, Murashige Skoog (MS).

1 Giris

Son yillarda degerli bitki genetik kaynaklarinin
hakkindaki kaygilar bu
kaynaklarin korunmasi icin birgok yeni programin
gelistirilmesini tesvik etmistir. Bitkilerin dogal yayilis
alanlar1 igerisinde korumaya alinmasi (in-situ) ve

kaybedilmesi kiiresel

koruma alanlariin olusturulmasi ya da tiirlerin dogal
habitatlarindan uzaklastirilarak biyolojik cesitliligin
dogal ortamlar disinda korunmas: (ex-situ) yontemleri
gelistirmistir [1, 2]. Tohum bankalari, polen bankalari,
klon doku veya kiiltiirti
koleksiyonlari,  koleksiyon  bahgeleri,  botanik
bahgeleri, arboretumlar gibi tesisler ex-situ korumanin
temel elemanlar1 olmustur [1, 3].

bankalari, hiicre

Ex-situ koruma stratejileri, kiigiik bitki populasyonlar1
veya diisiik tohum verimine ve/veya diisiik tohum
canliligina sahip bitki populasyonlar1 igin &zellikle
onemlidir. In vitro teknikler, nadir ve nesli tiitkenmekte
olan taksonlarin c¢ogaltilmasi ve korunmas: igin
kullanilan en bagarili  ex-situ  bitki koruma
yontemlerindendir [4, 5].

Erodium somanum H. Pesmen, Geraniaceae familyasina
ait, lokal yayilisli endemik bir tiirdiir [6]. Sadece,
Manisa ili (Tiirkiye), Soma ilcesinden bir kayda
sahiptir [6]. E. somanum, dag ve tepelerde 800-950
metrede, agag sinirindan sonra yayilis gostermektedir.
Populasyonlarinin toplam yayilis alani yaklasik 5
km?dir [7]. Arazi calismalarinda tiriin yayilis
gosterdigi tiim lokalitelerde alan bozulmasi tespit
edilmis, yayilis alani1 dar olan populasyonlarin son
yillarda insa edilen baz istasyonlari, riizgar tribiinleri
ve yangin kulesi gibi antropojenik faktorler nedeniyle
ciddi zararlar gordigi gozlemlenmistir [7]. Tiirkiye
Bitkileri Kitabinda [2], “tehlikede” (EN:
Endangered) seviyesinde degerlendirilen tiirtin
yapilan yeni bir ¢alismayla tehlike kategorisinin “cok

Kirmizi

tehlikede” (CR: Critically Endangered) olarak

belirlendigi goriilmektedir [7].

Bu calismada, nesli kritik tehlike altinda bulunan E.
icin  bitki
calismalarinin ilk adimi1 kabul edilen in vitro teknikler

somanum tirlerinde ex-situ koruma
ile ¢oklu siirgiin gelisimi ve ¢ogaltimi icin hizhi ve
gecerli bir protokol belirlenmesi amaglanmistir. Farkli
konsantrasyon ve kombinasyondaki bitki biiyiime
diizenleyicilerinin yaprak
siirglin olusturma etkisi

surgln
coklu
arastirilmis elde edilen siirgiinlerde koklendirme
calismalar: yapilmistir.

ucu  ve
eksplantlarindaki

2 Materyal ve Metot
2.1 Tohum Sterilizasyonu

E. somanum tiiriine ait tohum 6rnekleri, Kocasivri Dag1
(Manisa, Soma) 'ndan 2009 yilimin mayis aymnda
toplanmistir. Aseptik in wvitro kiiltiir ¢alismalarinda
kullarulacak eksplantlarin eldesi ic¢in tohumlar, %
70Tk (v/v) etil alkolde 3 dakika (dk), %101uk ticari
¢amasir suyunda (Domestos™ %5 (v/v) NaOCl igerir)
5 dk bekletilmis ardindan 3 seri steril saf su ile 3’er dk
durulanarak ylizey

sterilizasyonu islemlerinden

gecirilmistir.
2.2 In Vitro Kiiltiir Kosullar

Denemelerde, 0.1 g/l myo-inositol, 30 g/l siikroz ve
%0.8 g agar (w/v) iceren Murashige ve Skoog (MS)
ortami kullanilmistir [8]. Besin ortamlarinin pH'1 5.8%e
0.IN HCl ve O0.IN NaOH ile ayarlanmistir.
Sterilizasyon islemleri otoklavda 121°C’de 20 dk. 1.1
atm basing uygulanarak yapilmistir. Tim kiiltiir
islemleri; 25+2°C sicaklik, %60 nem, 16 saat 11k / 8 saat
karanlik periyot, 4000 lux 1gsik siddetine ayarh bitki
biiyiitme dolabinda yapilmisgtir.
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2.3 Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Eksplantlara
Etkisi

Mikrogogaltim c¢alismalar1 icin in wvitro kosullarda
¢imlendirilmis tohumlardan elde edilen bitkiciklerden
izole edilen siirgiin ucu ve yaprak eksplantlar
kullanilmigtir. Stirgiin olusturma c¢alismalar1 igin 6-
benzil amino piirin (BAP), kinetin (KIN), indol biitrik
asit (IBA), indol-3-astetik asit (IAA) ve naftalen asetik
asit (NAA) bitki biiytime diizenleyicilerini farkli kom-
binasyon ve konsantrasyonlarda iceren MS besin or-
tamlar1 kullanilmistir. Siirglin rejenerasyon ¢alismalari
i¢in yaprak eksplantlari, (0.1-1 mg/L) BAP ile kombine
edilmis NAA veya IBA (0.1-0.2-0.5 mg/L) bitki
biiylime diizenleyicilerini iceren 8 farkli MS besin
ortaminda, siirgiin ucu eksplantlar1 (2 mg/L) BAP ve
KIN ile kombine edilmis 1 mg/L IBA, NAA ve IAA
bitki biiyiime diizenleyicilerini iceren 6 farkli MS
besin ortaminda kiiltiire alinmustir. Siirgiin uglarmin
eksplant olarak kullanildig: calismalarda KIN igeren
MS besin ortamlarinda yogun kallus olusumlar:
goriilmesi nedeniyle KIN bitki biiyiime diizenleyicisi
iceren uygulamalar sonlandirilmis, BAP ve oksin bitki
biiytime birlikte
uygulamalara devam edilmistir.

diizenleyicilerinin kullanildig1

2.4. Siirgiin Koéklendirme Calismalar1

Elde edilen siirgiinlerden tam bir bitki olusumu igin
koklendirme c¢alismalart (0.5-1 mg/L) IBA ve NAA

bitki biiylime diizenleyicisi iceren 4 farkh
konsantrasyonda MS besin ortamlarinda yapilmustir.
Koklendirme uygulamalarinda stirglinlerdeki

kararmalar1 6nlemek i¢in 2 hafta araliklar ile alt kiiltiir
islemleri yapilmis dordiincii hafta sonunda yapilan
gozlemler kaydedilmisgtir.

2.5 istatiksel Analiz

BAP ve KIN bitki biiyiime diizenleyicileri iceren MS
besin  ortamlarinda  yetistirilen  siirgiin  ucu
eksplantlarinin  siirgiin sayist ve kallus olusum
oranlar1 JMP(SAS) istatistik programi kullanilarak T-
testi ile ortaya koyulmustur. T testi sonuglarina goére
BAP igeren MS besin ortaminda yetistirilen stirgiin
ucu eksplantlarindan siirgiin eldesi sonuglar1 KIN’e
gore daha basarili oldugundan calismalara BAP ile
kombine edilmis IBA, NAA ve IAA bitki biiyiime
diizenleyicileri  ile
kombinasyonlarin siirgiin sayisina etkisini belirlemek

devam edilmistir. Bu

tizere ANOVA testi uygulanmis olup p<0.05
seviyesinde istatistiki ~agidan Onemli olarak
degerlendirilmistir. Coklu karsilagtirma
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yontemlerinden HSD-TUKEY testi, verilere

uygulanmistir [9].
3 Bulgular ve Tartisma

Bitki doku kiiltiirti uygulamalarinda en énemli husus
sterilizasyondur. Calismalarda kullamilacak tiiriin in
vitro kosullarda yetistirilmis olanin1 kullanmak kon-
taminasyon riski olmamasi nedeniyle daha uygundur.
Bunun yaru sira doku kiiltiiriindeki bitkilerden alinan
eksplantlar tabiattakilere gore daha kolay ve hizli re-
jeneresyon goOstermekte ve sterilizasyon yapmadan
dogrudan eksplant alinarak kullarmlabilmektedir [10].
Sterilizasyon islemlerinde en yaygin olarak etil alkol,
sodyum veya kalsiyum hipoklorit, civa klortir, giimiis,
nitrat ve hidrojen gibi sterilantlar kullanilir [11].
Arastirmada kullanilacak eksplantlarin elde edilmesi
amaciyla E. somanum tohumlarina uygulanan yiizey
sterilizasyonu islemleri olarak %70 etil alkolde 3 dk,
%10 ticari camasir suyunda 5 dk ardindan 3 defa steril
distile su ile durulama uygulamalar1 steril bitkilerin
elde edilmesi ic¢in basarili olmustur. Tohumlar bitki
bliylime  diizenleyicisi icermeyen = MS
ortamlarinda ¢imlendirilmis ve ilk ¢imlenme kiiltiir
isleminin 5. giinii gozlemlenmis olup ¢imlenme orani

besin

ikinci hafta sonunda yapilan gozlemler sonucunda
%70 olarak belirlenmisgtir.

Bitki doku kiiltiirti uygulamalarinda bitki ve bitki
organlari, in vitro’ da, icerden ve disardan uygulanan
bitki biiytime diizenleyicileri ile eksplant tipi ve kiiltiir
kosullarindan etkilenerek rejenere olurlar [12]. In vitro
kosullarda cimlendirilen tohumlardan elde edilen
bitkiciklerden edilen yapraklar
rejenerasyonu calismalar1 igin BAP ile kombine
edilmis IBA ve NAA bitki biiyiime diizenleyicilerini
iceren 8 farkli MS besin ortaminda kiiltiire alinmigtir
(Cizelge 1). Bitki doku kiltiirii ¢alismasi yapilan
bircok bitki tiirtinde kiiltiir ortamindaki oksin ve
sitokinin oranlarinin farkliliginin meristem yapinin
bi¢imini degistirdigi, sitokinin/oksin oraninin yiiksek
olmasimin siirgiin olusumunu, oksin ve sitokinin

izole siirgiin

oranlarinin egit olmasmin ise kallus olusumunu
destekledigi bildirilmektedir [13, 14, 15]. Bu olusumlar
eksplantlarin ~ i¢gsel hormon  miktarina  gore
degismektedir ve bitki  biiyiitme
diizenleyicisine gore eksplantlar kallusa ya da

uygulanan

siirgline yonelirler. Calismada yaprak eksplantlarina
yapilan esit oksin ve sitokinin uygulamalarinda yogun
kallus gelisimleri gozlenirken yiiksek sitokinin/oksin
oranimnin uygulandigt besin ortamlarinin ¢ogunda
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eksplantlarda siirgiin olusumlar1 gézlenmistir. Yapilan
uygulamalar sonucunda 1 mg/L BAP - 0.2 mg/L IBA
ve 1 mg/L BAP - 0.2 mg/L NAA iceren MS besin
ortamlarinda hem siirgiin hem kallus olusumlar:
gozlenirken 1 mg/L BAP - 0.1 mg/L IBA igeren MS
ortaminda ise yaprak petioliinde direkt siirgiin
olusumu gozlenmistir (Sekil 1). Elde edilen bulgular,
Zhou ve ark. [16] tarafindan Pelargonium x Citrosum ile
yapilan 1 mg/L BAP - 0.2 mg/L NAA igeren besin
ortaminda yaprak petiollerinde siirgiin olusumlari
gozledikleri caligma sonuglar ile uyumludur. ileride
yapilacak siirgiin olusum ¢alismalar: igin yiiksek KIN
ve disiik IAA
kombinasyonlarin arastirilmasi dogru bir yaklasim
olacaktir.

konsantrasyonlar1  igeren

Siirgiin - ucu  eksplantlarina  yapilan 6  farkh

konsantrasyon ve kombinasyondaki BAP ve KIN bitki
bliytime diizenleyicisi iceren uygulamalarin tiimiinde
kallus olusumlar1 gozlenmistir (Tablo 2). Bunun yam
sira, KIN biiyiime

diizenleyicisi igeren besin

CBU J. of Sci., Volume X, Issue X, XX-XX p.

ortamlarinda BAP ortamlarina gore ¢ok daha yogun
kallus gelisimleri gozlendigi dikkati ¢ekmistir. Akin
ve ark. [17] tarafindan Erodium sibthorpianum Boiss.
subsp. sibthorpianum slirgiin ucu eksplantlar1 ile
yapilan mikrogogaltim calismasinda bizim arastirma
sonuglarina benzer sekilde tiim eksplantlarda kallus
olusumlarinin  gozlendigi bildirilmistir. ~ Yapilan
istatistiki degerlendirmeler sonucunda BAP ve KIN
bitki biiytime diizenleyicileri arasindaki farklilik %1
seviyede onemli bulunmustur (t:2.45, P<0.01). Akbas
ve ark. [18], Amygdalus communis L. ile yaptiklari
calismada BAP ve KIN sitokininleri ile kombine
iyi
¢ogaltimini bizim sonuglarimizla uyumlu olarak BAP
bitki biiylime diizenleyicisi igeren ortamlarda elde
ettiklerini  bildirmislerdir. =~ Bunun sira

literatiirlerde BAP bitki biiyiitme diizenleyicisinin

edilmis oksin uygulamarinda en siirgiin

yan

adventif siirgiin gelisiminde etkili oldugu birgok
calisma bulunmaktadir [19, 20, 21].

Cizelge 1. Yaprak Eksplantlarina Uygulanan Bitki Biiytime Diizenleyicilerin Etkileri

Ortam | Bitki Biiyiime Diizenleyicileri | Kallus Kallus Siirgiin
Olusum | Miktar1 | Olusumlar:

BAP NAA IBA Orani
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)

1 0.1 0.1 100+00 o -

2 1 0.1 100+00 o -

3 1 0.2 0 * +

4 1 0.5 100+00 o -

5 0.1 0.1 100+00 * -

6 1 0.1 0 - +

7 1 0.2 0 * +

8 1 0.5 0 * +

*** cok yogun kallus; ** yogun kallus; * kallus ; + var; - yok.

Cizelge 2. Siirgiin ucu Eksplantlarina Uygulanan Bitki Biiyiime Diizenleyicilerin Etkileri

Ortam | Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Kallus Kallus Eksplant Basina
Olusum | Miktar1 | Diisen Ortalama

BAP KIN TIAA IBA NAA | Orani Siirgiin Say1s1
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/D) | (mg/D) | (%) (Ort+SE)

1 2 1 100+00 * 12 £2.08 2

2 2 1 100+00 * 9+0.58¢

3 2 1 100+00 * 5+033¢

4 2 1 100+00 ** -

5 2 1 100+00 * -

6 2 1 100+00 * -

* Yogun kallus, **Cok yogun kallus
*Ayni harfe sahip ortalamalar arasinda istatistiki agidan bir fark yoktur.
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Sekil 1. Erodium somanum’ da bitki biiytime diizenleyicilerin farkli eksplantlardaki siirgiin olusumu
iizerine etkileri, a) 1 mg/L BAP-0.1 mg/L IBA bitki biiyiime diizenleyicileri iceren MS besin ortaminda
yaprak eksplantlarinda olusan siirgiinler, b) 2 mg/L BAP-1 mg/L IBA bitki biiytime diizenleyicileri
igeren MS besin ortaminda siirgiin ucu eksplantlarinda olusan kallus ve siirgiinler.

4 Sonug

Bu arastirmadan elde edilen sonuglar, endemik ve
nesli tehlike altinda olan E. somanum’un
mikrogogaltimi igin ilk veri niteligi tasiyarak tiire
iliskin gerekli koruma planlarinin yapilabilmesi igin
hem bir kaynak hem de koruma yontemlerinden
birini olusturacaktir. Ayrica ¢alisma, diger endemik
ve tehlike altinda olan bitkilerde yapilacak doku
kiiltiirii calismalarma da katki saglayip, gelecekte
bu bitkiler {izerine yapilacak biyoteknolojik
arastirmalara olanak saglamasi agisindan 6nem arz
etmektedir.
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