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OZET

ENDEMIK Campanula leblebicii TURUNUN IN VITRO REJENERASYON
OLANAKLARININ ARASTIRILMASI

KARTAL, Yasemin

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dr. Ogr. Uyesi Ademi Fahri PIRHAN
Ikinci Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Basar SEVINDIK
Mayis 2022, 37 sayfa

Campanulaceae familyasimin iiyeleri yaklasik 420 tiir ile Giiney ve Dogu Afrika, Giiney
Asya ve Kuzey Meksika’da yayilis gostermektedir (Federov, 1957; Lammers, 2007).
Campanula tiirliniin ana tiir ¢esitliligi daha ¢ok Dogu Akdeniz dag siralar1 ve Kafkasya
bolgesidir. Campanula tiirlerinin endemizm olarak en fazla yayilis gosterdigi bolgeler; Dogu
Akdeniz, Balkanlar, Kafkaslar ve Tiirkiye’dir.

Bu tez galigmasinda Tiirkiye endemigi olan Campanula leblebicii Yildirim tiiriiniin in
vitro yontemlerle ¢ogaltim olanaklarmin arastirilmistir. In vitro yontemlerle kallus, kok ve
stirgiin olusumu ve daha sonra aklimatizasyon asamasi sonrasi gelisim asamalari incelenmistir.
Kallus, kok ve siirglin olusumu icin yaprak ve yaprak sapi eksplantlari, farklh
konsantrasyonlarda NAA (0.3 mg/l), ZEA (0.5, 1, 2, 3 mg/l), BA (0.5, 1, 2, 3 mg/l) ve GA3
(0.5, 1, 2, 3 mg/l) bitki biiyiime diizenleyicilerini igceren MS ortaminda kiiltiire alinmustir.
Yaprak ve yaprak sap1 eksplantlar1 ylizey sterilizasyonu protolu olusturulup sterilizasyon islemi
tamamlandiktan sonra 0,3 mg/L NAA + 0,5 mg/L ZEA, 0,3 mg/L NAA+ 1 mg/L ZEA, 0,3
mg/L NAA+ 2 mg/L ZEA, 0,3 mg/L NAA+3 mg/L ZEA ve 0,3 mg/L NAA+0,5 mg/L BA, 0,3
mg/L NAA+ 1 mg/L BA, 0,3 mg/L NAA+ 2 mg/L BA, 0,3 mg/L NAA+ 3 mg/L BA
konsantrasyonlardaki besi yerlerine 2 kez alt kiiltiire alinmistir. Son alt kiiltiir islemi 0,3 mg/L
NAA+0,5 mg/L GAs, 0,3 mg/L NAA+ 1 mg/L GAsz, 0,3 mg/L NAA+ 2 mg/L GAs, 0,3 mg/L
NAA+ 3 mg/L GA;3 konsantrasyonlarnna Sa@hip ortamlara alinmigtir. Yapilan denemeler 5 eksplant

olacak sekilde 5 tekerriirlii ve tesadiifi parseller deneme desenine gore kurulmustur.
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Calisma sonucunda ise tiim eksplantlarda kok, kallus ve siirgiin olusumu goriilmiis olup
en ¢ok gelisim yaprak sapi eksplantlarinda gergeklesmistir. Kallus, kok ve siirgiin gelisimi
%73,3333 oraninda 0,3 mg/LL NAA + 1 mg/LL BA konsantrasyonuna sahip MS ortaminda
gerceklesmistir.

Anahtar Kelimeler: Campanula, endemik, rejenerasyon, in vitro, izmir



ABSTRACT

INVESTIGATION ON THE POSSIBILITIES OF IN VITRO REGENERATION
OF ENDEMIC SPECIES Campanula leblebicii
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Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ademi Fahri PIRHAN
Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Basar SEVINDIK
May 2022, 37 pages

Members of the Campanulaceae family are distributed in Southern and Eastern Africa,
Southern Asia and Northern Mexico with approximately 420 species (Federov, 1957; Lammers,
2007). The main species diversity of the Campanula species is mostly the Eastern
Mediterranean mountain ranges and the Caucasus region. The regions where Campanula
species are most widespread as endemism; Eastern Mediterranean, Balkans, Caucasus and
Turkey.

In this thesis study, in vitro reproduction possibilities of Campanula leblebicii Yildirim,
which is endemic to Turkey, were investigated. Callus, root and shoot formation and then the
developmental stages after acclimatization were investigated by in vitro methods. Leaf and
petiole explants for callus, root and shoot formation, different concentrations of NAA (0.3
mg/l), ZEA (0.5, 1, 2, 3 mg/l), BA (0.5, 1, 2, 3 mg/l) and GA3 (0.5, 1, 2, 3 mg/l) were cultured
in MS medium containing plant growth regulators. After the surface sterilization protocol is
created and sterilization process is completed for leaf and petiole explants, 0.3 mg/L NAA +
0.5mg/L ZEA, 0.3 mg/L NAA+ 1 mg/L ZEA, 0.3 mg/L NAA+ 2 mg/L ZEA, 0.3 mg/L NAA+3
mg/L ZEA and 0.3 mg/L NAA+0.5 mg/L BA, 0.3 mg/L NAA+ 1 mg/L BA, 0, It was
subcultured twice to media at concentrations of 3 mg/L NAA+ 2 mg/L BA, 0.3 mg/L NAA+ 3
mg/L BA. Final subculture 0.3 mg/L NAA+0.5 mg/L GA3, 0.3 mg/L NAA+ 1 mg/L GA3, 0.3
mg/L NAA+ 2 mg/L GA3, 0.3 mg /L NAA+ was taken into media with 3 mg/L GA3

concentrations. Trials were set up as 5 explants with 5 replications and random plots design.



As a result of the study, root, callus and shoot formation were observed in all explants,
and the most development was realized in petiole explants. Callus, root and shoot development
was 73.3333% in MS medium with 0.3 mg/L NAA + 1 mg/L BA concentration.

Keywords: Campanula, endemic, regeneration, in vitro, [zmir
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ONSOZ

Bu tez ¢alismasi kapsaminda endemik tiir olan Campanula leblebicii Yildirim bitkisinde
in vitro rejenerasyon protokol gelistirme galismalari ilk kez gergeklestirilmistir. Campanula
leblebicii Y1ldirim yok olma tehlikesi yasayan bir tiir olarak tanimlanmaktadir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda, kritik endemik kategorisinde yer alan Campanula leblebicii Yildirim tiiriiniin
farkl1 eksplantlari ile (yaprak ve petiol) in vitro rejenerasyon protokoliiniin belirlenmesi ve doku
kiiltiirii teknikleri ile gogaltilmasi amaclanmustir.

Ege Universitesi Biyoloji Boliimii, Botanik Anabilim Dalinda ve Ege Universitesi
Botanik Bahgesi Herbaryum U.A.M doku kiiltiirii laboratuvarinda gercgeklestirilen bu tez
calismasinin pandemi donemi dahil olmak iizere, birgok zorlukta ve titizlikle yiiriitildiigiinii
belirtmek isterim.

Arastirmanin baslangicindan bitimine kadar elestiri ve desteklerini esirgemeyen Dr. Ogr.
Uyesi Ademi Fahri PIRHAN ve Dr. Ogr. Uyesi Basar SEVINDIK hocalarima ve arkadaslarima

tesekkiir ederim.

Yasemin KARTAL
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1. GIRIS

Campanulaceae familyasi, 5 alt familya, 80 cins ve 2400 tiir ile yayilis gostermektedir.
Campanula L. cinsi diinya genelinde yaklasik olarak 420 tiir ile 6 alt cinsle temsil edilir ve 18
seksiyona ayrilir (Lammers, 2007). Bunun yani sira Campanula cinsinin gen merkezi yaklasik
olarak 150 tiir ile daha ¢ok Akdeniz ve Kafkas bolgelerinin daglik alanlarindir. Campanulaceae
familyasinda ¢cogunlukla Dogu Akdeniz, Balkanlar, Kafkasya ve Tirkiye’de yayilis gosteren,

endemik tiirler bulunmaktadir (Contandriopoulos, 1984).

Campanula cinsi, Tirkiye’de 102 tiir ile yayilis gostermektedir. Buna ek olarak bu cinse
8 tlir ve 2 alttlir daha eklenmesiyle takson sayisi 120°ye ¢ikmistir. (Damboldt 1978; Davis vd.,
1988; Giiner vd., 2000). Ikinci (2012)’nin yaymlandig listede ise 150 tiir, 23 alttiir ve 5 varyete
olmak iizere toplamda 133 takson bulunmaktadir. Bu taksonlarin 67’sinin endemik oldugu
bildirilmistir. Literatiire bakildiginda, son yillarda Tiirkiye’de yayilis gdsteren 6 yeni tiir
tanimlanmustir. C. aktascii Ayta¢ & H. Duman (Aytag ve Duman 2013), C. mugeana Yildirim
(Y1ldirim 2013), C. alisan-kilincii Yildurim & Senol (Yildirnm & Senol 2014), C. malatyensis
Mutlu & Karakus (Mutlu & Karakus 2015), C. leblebicii Yildirim (Yildirim, 2018) ve C.
phitosiana Yildirim & Sentiirk (YIldirnm vd., 2019) tiirleri ile iilkemizdeki Campanula
taksonlarinin sayisi 139‘a ¢ikmistir. Yeni yaymlanan tiirlerle birlikte, Campanula cinsinin
tilkemizdeki endemizm oranin1 % 52,5 olmugtur. Tiirkiye Bitkileri Kirmiz1 Kitabi’na (Ekim
vd., 2000) gore dort Campanula tiirii CR kategorisindedir. (C. damboldtiana, C. peshmenii, C.
sorgerae ve C. yaltirikii). Son yillarda adlandirilarak tehlike kategorisinde tanimlanmig olan C.
aktascii, C. malaytensis, C. leblebicii ve C. phitosiana tiirklerinin de IUCN kriterlerine gére CR
kategorisinde oldugu bildirilmistir. (Aytag ve Duman 2013; Duman 2013; Mutlu ve Karakus
2015; Yildirim 2018; Yildirim vd., 2019).

Campanula leblebicii Yildirim’in bulundugu alanda koyun ve kegi siiriilerinin asir
otlatilmasi, bolge yakinlarinda bir yangin kulesi ve bir baz istasyonunun bulunmasi ayrica
popiilasyonun yakinlarinda piknik faaliyetlerinin gergeklestirilmesi bitki popiilasyonunu
tehlike altina sokmaktadir. Kirmizi listede olan ve yok olma tehlikesi ile kars1 karsiya kalan C.
leblebicii Yildirim tiiriiniin korunmasi i¢in 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir. C. leblebicii

Yildirim kazmofit bir bitki tiir olup siirli alanda bulunmaktadir (Yildirim, 2018). Bunun i¢in



tohumlarinin alinip ¢imlenmesi gibi geleneksel yontemlerle kiiltiire alinmasi ve ¢ogaltilmasi
zor olan bu gibi bitkilerin 6zellikle endemik olusundan Gtiirii genetik kaynaklarimizin da
korunmasi ve kiiltiire alinmasinda biyoteknolojik yontemler yaygin sekilde kullanilmaktadir
(Babaoglu ve ark., 2001). Bitki biyoteknolojisi kapsaminda genetik kaynaklarimizin kiiltiire

alinmasi ve ¢ogaltilmasinda en 6nemli ve etkili tekniklerden biri de doku kiiltiiriidiir.

Doku kiiltiirii; aseptik kosullarda yapay bir besin ortaminda hiicre, doku veya organ gibi
eksplantlarin (embriyo, tohum, govde, siirgiin, kok, kallus, tek hiicre ya da polen vb.) kontrollii
bir bicimde yeni doku, bitki veya bitkisel iirlinlerin {retilmesi olarak tanimlanabilir
(Gozikirmizi, 2011). Bitki genetik c¢esitliliginin  korunmasinda 1970°den bu yana
biyoteknolojinin sundugu imkanlardan yararlanarak &zellikle in vitro veya doku kiiltiirii
kullanilarak problemlere ¢dziim bulma egilimi gelismistir (Ilhan, 2017). Doku kiiltiirii
calismalar1 bitki germplazmini toplama, cogaltma ve saklama amaciyla yogun olarak

kullanilmaktadir (Engelmann 1991; Bunn vd., 2007).

Bitki biyoteknolojisinde in vitro sartlarda bitkilerin ¢ogaltilip gelistirilmesi ve koruma
altina alinmasi i¢in uygun rejenerasyon protokollerin gelistirilmesi ilk ve en 6nemli adimdir.
Doku kiiltiiriinde rejenerasyon protokoliiniin  gelistirilmesi her bitki i¢in farklilik
gostermektedir. Kullanilacak eksplantlarin, besi yerlerinin, bitki biiytime diizenleyeicilerinin ve
uygulanacak sterilizasyonun belirlenmesi olduk¢a 6nem tasimaktadir. Daha sonra kullanilan
eksplantlardan olusan kallusun bitki biiyiime diizenleyicileri ile uyarilarak organogenesis
calismalart yapilmaktadir. Organogenesis hiicre ve dokulara baski uygulayip, bazi
degisikliklere sebep olarak, siirgiin veya kok taslagi diye adlandirilan, tek kutuplu ve vaskiiler
sistemin kokenini aldigi dokuya bagli yapinin olusmasini saglayan isleme denilmektedir. Bu
calisgmada da organogenesis sonucu kokleri gelismis bitkilerin aklimatizasyon asamalari

gbzlenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Campanula L. ile Tlgili Genel Bilgiler

Campanulaceae tropik bolgelerden soguk bolgelere kadar tiim kitalarda kozmopolit bir
yayilisa sahiptir. Campanulaceae ii¢ alt familyaya ayrilmaktadir. Bu ii¢ familyanin bulundugu
bolgeler sinirhidir. Bu bolgeler ise; Cyphioideae giiney Afrika'da, Cyphocarpoideae orta Sili'de
ve Nemacladoideae giineybatti Kuzey Amerika'da dagilim goéstermektedir. Fakat
Campanulaceae familyasinin tamamina baktigimizda %18'i Asya, %11'i Avrupa, %11'i Kuzey

Amerika, %6's1 Polinezyada ve %4'i Avustralasyada'dir (Lammers et. al., 2007).

Ekolojik olarak da Campanulaceae familyasi gesitlilik gostermektedir. Familyadaki
tirlerin gogunlugu dag habitatlarinda meydana gelen mezofitlerdir. Campanulaceae familyasi
cogunlukla bozkir veya orman-bozkir alanlarinda, kalker veya karbonath sistler iizerinde, kaya
yariklarinda yetisir. Koke veya kalinlasmis rizoma sahip olan tek yillik otlar ya da ¢ok yillik
calilar seklinde yayilim gostermektedir. Kokiinde siit benzeri sivilar bulunabilmektedir.
Yapraklari ise stipiilsiiz ve alternat seklinde olup cigekleri; 1sinsal simetrili ve hermafrodit

ozellik gostermektedir.

2.2 Campanula L. cinsinin diinyada yayihis1

Campanulaceae familyasinin en biiyiik cinsi olan Campanula L. yaklasik olarak diinyada
420 tiir icermektedir. Bu tiirler Afrika, Gliney Asya ve Kuzey Meksika olmak tizere diinyanin
belirli yerlerinde bulunmaktadir (Federov, 1957; Lammers, 2007). Ana tiirlerin merkezi
dagilimlart ise Kafkasya ve Dogu Akdeniz dag siralaridir (Fedorov ve Kovanda, 1976;
Contandriopoulos, 1984). Campanula taksonlarinin bir ¢ogu sinirli alana adapte olmus,
kazmofit ve endemik bitkilerdir. Campanula cinsinin endemizm bakimindan yogun bulundugu
bolgeler ise Kafkaslar, Balkanlar, Akdeniz ve Tiirkiye’dir (Borsch ve digerleri, 2009; Khansari
ve digerleri, 2012). Tiirkiye Campanula L. cinsinin 126 tiir ve 66 endemik takson ile yayilis
gosterdigi merkezlerden biridir. Tiirkiye’de endemizm oranm1 %53 tiir. (Damboldt, 1978; Davis
vd., 1988; Giiner, 2000; Ikinci, 2012; Mutlu ve Karakus, 2015; Yildirim, 2013; Yildirim ve
Senol, 2014). Bu endemik tiirlerden biri de Campanula leblebicii Yildirim bitkisidir.



2.3 Campanula leblebicii Yildirim

Campanula leblebicii Yildirim Tiirkiye’de sadece Izmir ilinin, Kemalpasa ilcesindeki
Ovacik koOyiinde bulunmaktadir. Ovacik koyiinde de Bozdag silsilesinin bir parcasi olan
Caldede Dagi’nin zirvesinde bulunmaktadir. Yetisme alani olduk¢a smirhdir ve yerel
endemiktir. Habitati filit - sistoz kaya tizerinde 1350-1385 m yiiksekligindedir. Campanula
leblebicii Yildirim’ in yasam alan1 0.043km?’dir ve bu alanda yaklasik olarak 800 - 900 bireyin
yasadig1r tahmin edilmektedir. Fakat koyun ve keci siiriilerinin asir1 otlatilmasi, bolge
yakinlarinda bir yangin kulesi ve bir baz istasyonunun bulunmasi ve popiilasyonun
yakinlarinda piknik faaliyetlerinin gerceklestirilmesi bitki popiilasyonunu tehlike altina

sokmaktadir. ITUCN (2016) kriterlerine gore C. leblebicii Yildirim tiirt, “Kritik Tehlike

C. leblebicii Yildirim 2014 yilinda Prof. Dr. Hasan YILDIRIM tarafindan kesfedilmistir.
Yeni tiiriin ismi, bitki sistematigi ve taksonomisinde uzman olan Erkuter LEBLEBICI’ nin
onuruna segilmistir. C. leblebicii Yildirim tiiriiniin Tiirkce karsih@: ise “Izmircan1” olarak

geemektedir (Yildirim, 2018).
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Sekil 2.1 Ca$nula leblebicii Yildirim’ min dagilimi (A), C. mugeana O) C. koyuncui and (.

) and C. teucrioides (/A ) (Yildirim, 2018).



2.3.1 Morfolojisi

Detayl1 yapilan morfolojik ¢alismalar sonucu C. leblebicii Yildirim tiirtiniin Rupestres
kesitinin bir iiyesi oldugunu gostermistir. C. leblebicii Yildirim tiiriiniin kokleri tiiysiiz, bazal
yapraklart tilysiiz ve yarim kiire seklinde, kordat ile deltoit arasindadir ve 3-13 X 4-14 mm’dir,
yaprak sap1 ise 7-26 mm’dir. Govdesel olarak; deltoid ve mizraks1 yapidadir ve bazen yaprak
sap1 iizerinde 1-2 mm’lik loblar iizerinde, 3-10 X 4-10 mm, 2-7 mm petiyolat oldugu
belirtilmistir. Cigek durumu, 1- 5 ¢igekli, Corolla ¥s-% kadar1 boliinmiis olup disar1 dogru
tilysiiz ila ¢ok kiictik tiiyliidiir. Corolla loblar1 2-3x2-3 mm, tiipii ise 2-4 mm genisligindedir.
Kaliks loblar1 dar ve iiggen - mizraksi seklinde olup sivri, 4-7 X 1-2 mm ve tiiylidiir. Bitki
tizerindeki tirnaga benzeyen ek c¢ikintilar, 1-1.3 X 1-1.5 mm hafif ags1 damarli ya da piiriizsiiz,
parlak kahverengimsi, alt veya {ist yiizeyi tliysiiz, ¢iceklenmeden sonra biiyiimez ve kenar1 biraz
kisa kaba tiiylii veya tiiysiizdiir. Stigma loblar1 ve lokulus sayilari, 3. Kapsiil, piramit seklinde,
tiyld, 2-2.5 x 3-3.5 mm, 3 boliimli ve 3 kapaklidir. Tohum ise genellikle yassi, elipsoid
dikdortgen seklinde olup, 0.3-0.4 x 0.5-0.6 mm, koyu kahverengidir.



Sekil 2.2 Campanula leblebicii Yildirim arazideki goriiniimii.
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Sekil 2.3 Campanula leblebicii Yildirim A) Yapisi B) Cigek C) Stigma ve stil D) Gévde yapraklari F)
Kapsiil G) Rozet yapraklar (Yildirim, 2018).

2.3.2 Campanula Tiirleri Uzerinde Yapilan In Vitro Calismalar

In vitro sartlarda bitki doku teknikleri kullanilarak ¢ogaltilmasi ve gelistirilmesi klasik
yontemlere nazaran daha ¢ok denenmekte ve kullanilmaktadir. Bitki doku kiiltiirii teknikleri
icerisinde yer alan organogenesis, hiicre ve dokulara bitki biiyiime diizenleyicileri ile uyarilarak
stirgiin veya kok dokularinin olusumunu saglamaktir. Organogenesis, in direkt ve direkt
organogensis olarak ikiye ayrilmaktadir. Organogenesis’inde igerisinde yer aldig1 doku kiiltiiri
teknikleri ile generatif yoldan ¢ogaltilip, gelistirilmesi zor olan bitkilerin bitki pargaciklar1 veya
hiicrelerinden yeni bitki olusumu saglanmaktadir. Campanula L. Tiirlerinde organogenesis
dahil bircok doku kiiltiirii ¢alismalar1 yapilmigtir. Endemik Campanula tiirlerinde yapilan in

vitro ¢calismalardan bazilari ise su sekilde siralanmaktadir:



Brandt (1992) C. isophylla ve C. pyramidalis tiiriinde kii¢iik tomurcuklari ve siirgiinlerin
bazal kisimlarini 1-2 mg/l BA konsantrasyonuna sahip MS besiyerinde kiiltiire almis ve in vitro

rejenerasyon protokolii olusturmustur.

Vardja ve ark. (2000) Campanula isophylla tiiriiniin siirgiin uglarint ve nodal
eksplantlarini 0-5.0 mg/l IBA veya 2-5 mg/l BA konsantrasyonlarinda ve kinetin veya zeatin
konsantrasyonlarini iceren MS besiyerinde kiiltiire almislardir. Siirgiin gelisiminin daha ¢ok 2

mg/l BA+0.1 mg mg/l IBA ve 2% siikroz iceren MS besiyerinde oldugunu belirtmislerdir.

Sriskandarajah ve ark. (2001) Campanula carpatica Jacq. tiiriinde hipokotil ve kotiledon
eksplantlar1 kullanarak silirgin olusum oranlarini incelemislerdir. TDZ bitki biiylime
diizenleyicisinin BA’ dan 6 kat daha etkili oldugunu ve hipokotil eksplantlarinin kotiledon

eksplantlarina gore iki kat daha fazla silirgiin verdigini belirtmislerdir.

Frello ve ark. (2002) C. carpatica Jacq. tiiriiniin iki ¢esidinde de kotiledon
eskplantlarindan kallus elde etmis ve siirgilin gelisimlerini saglamislardir. Eksplantlar1 0.05-2
mg/l 2.4-D+0-2 mg/l NAA+0-4 mg/l BA konsantrasyonlari igeren MS30 bazal besiyerinde
kiiltiire almiglardir. Her iki ¢esit i¢in en etkili bitki biiylime diizenleyici konsantrasyonlarini 0.5

mg/l NAA, 0.05 mg/l 2.4-D, 0.75 mg/l BA olarak belirlemislerdir.

Joung ve ark. (2002) C. glomerata yaprak eksplantlarini BA, 2iP ve NAA bitki biiylime
diizenleyicileri kombinasyonlarini iceren MS besiyerinde kiiltiire almislardir. Calismada
aragtirmacilar eksplantlar1 diisiik 151k yogunlugunda ve diisiik sicaklikta (14°C) Kkiiltiire
almislardir. En etkili besi yerinin 4 mg/l BA +0.1 mg/l NAA konsantrasyonuna sahip MS besi

yeri oldugunu ve yiiksek 151k yogunlugunun rejenerasyonu baskiladigini rapor etmislerdir.

Seglie ve ark. (2008) Campanula barbata L, C. latifolia L., C. rapunculoides L., C.
spicata L., ve C. trachelium L. tiirlerinin tohumlarmni 0.02 mg/l NAA, 1 mg/l BA ve 2 mg/l
kinetin konsantrasyonlarini iceren MS besiyerinde kiiltiire almiglardir. En etkili ¢imlenme

oranini C. rapunculoides tiiriinde %53 ve %56 olarak tespit etmislerdir.

Sriskandarajah ve ark. (2008) Campanula carpatica, C. haylodgensis, C.
portenschlagiana ve C. poscharskyana tiirlerinde karanlikta biiyiitiilen petiol eksplantlarindan

elde edilen siirgiinlerin nodlarii kullanarak %95’lik bir rejenerasyon orani yakaladiklarini ve



serada aydinlikta yetistirilen bitkilerden alinan eksplantlarda gelisme oranmi %12 olarak
belirlemislerdir. Karanlik uygulamalarinin besiyeri ile birlikte rejenerasyona olumlu etki
ettiklerini belirlemislerdir. En etkili besi yerini 10 mg/l TDZ ve 0.25 mg/l NAA i¢eren MS besi

yeri olarak belirlemislerdir.

Airo ve ark. (2010) Italya’ya endemik ve yok olma tehlikesi altinda olan C. sabatia
tiiriniiniin farkli popiilasyonunda, her popiilasyondan 20 bitkicik olacak sekilde, 1.33 uM BA
iceren MS besiyerinde Kkiiltiire almiglardir. Kiiltiire aldiklar1 bitkilerin 25 giin sonra kok
olusturduklarint  belirtmislerdir. Arastirmacilar aklimatizasyon basarisini %25 olarak

belirlemislerdir.

Paunescu (2010) Romanya’ya endemik ve tehlike altinda olan C. polymorpha tiiriinde
tekli nodlar1 kullanmislardir. En etkili besi yerini 0.1 mg/l NAA ve 1 mg/l BA olarak
belirlemistir. Bu besi yerinde gelisen siirgiinlerin 4-5 cm iken 3-4 hafta sonra bitki biiylime

diizenleyicisi igermeyen MS besiyerinde kok verdiklerini belirtmistir.

Sivanesan ve ark. (2011) C.punctata Lam. var. rubriflora tiirinde somatik
embriyogenesis protokolii gelistirmislerdir. Aragtirmacilar petiolleri ve yaprak eksplantlarini
kullanmislardir. Eksplantlart 2.0 mg/l 2.4-D ve 1 mg/l BA iceren MS besiyerinde kiiltiire
almislar ve yaprak eksplant1 basina 19.5, petiol eksplant1 bagina ise 31.2 adet somatik embriyo
elde etmislerdir. Eksplantlari, 2 hafta karanlikta ve 3 hafta aydinlikta kiiltiire aldiklarinda, etkili
somatik embriyo olusumlar1 saglandigini belirtmislerdir. Globular embriyolarin %0.3 aktif
komiir ve 1 mg/l GAs igceren MS besiyerinde ¢imlendiklerini belirtmislerdir. Arastirmacilar

aklimatizasyon oranin1 %94 olarak bildirmislerdir.

He ve ark.(2012) C. glomerata tiiriinde yaprakli siirgiinleri eksplant kaynagi olarak
kullanmis ve en 1yi gelisimin 0.6 mg/l 6-BA + 0.3 mg/l NAA igeren MS besiyerinde meydana
geldigini belirtmistir. Adventif tomurcuklarin en iyi gelisim gosterdigi besi yerini de White+
1.5 mg/l GAs + 0.1 mg/l IAA olarak belirlemislerdir. Kok olusumunun ise 1/3 MS+ 0.1 mg/1
IAA + 0.2 mg/l NAA igeren besiyerinde oldugunu saptamislardir.

Seglie ve ark. (2012) Campanula barbata L., Campanula latifolia L., Campanula
rapunculoides L., Campanula spicata L., ve Campanula trachelium L tiirlerinin tohumlarinin

1- naphthaleneacetic acid (NAA), 6-benzyladenine (BAP) ve kinetin igeren %2 MS besi yerinde
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¢imlendirilmesi {izerine arastirma yapmislardir. Cimlendirme zamani, %50 ¢imlenme zamant,
son ¢imlenme oranini incelemislerdir. C. rapunculoides tiiriinde 2 hafta igerisinde biiyiime
diizenleyici iceren besiyerinde %53, biiylime diizenleyici icermeyen besiyerinde %56’lik
¢imlenme orami elde etmislerdir. Diger tiirler arasinda belirtilen parametrelerde istatistiksel
olarak bir fark bulamamislardir. Bununla birlikte C. barbata tiirlinde hicbir gelisme elde

edemediklerini bildirmislerdir.

Agud (2014) Campula rotindufolia ’nin ¢igek tomurcuklari MS vitamin ile
desteklenmis hormonsuz SH ve oksin olarak AIB - 0,5-1,0 mg/l ile kombine edilmis, 2iP veya
BA igeren V1’den -V6’ya kadar isimlendirdikleri besi yerlerinde kiiltlire almiglardir. En etkili
rejenerasyonun %80-88 ile BA igeren V6 besiyerinde elde ettiklerini bildirmislerdir.

Grigoriadou ve ark. (2014) Campanula incuva tiirinde tohum ¢imlendirme iizerine
calisma yapmislardir. Siirgiin olusumlarin1 I1mM 6-benzyladenine (BA) ve 0.1 mM indole-3-
butyric acid (IBA) konsantrasyonu iceren MS besiyerinde gozlemlemislerdir. Elde edilen
slirgiinlerin biiylimeleri tizerine 1-8 mM BA ve 1-8mM Kinetinin etkilerini incelemislerdir. Bu
stirglinler iizerinde sitokinin ve oksin etkilerini incelemek icin § mM BA ile 0, 1, 5, ve 10 mM
IBA kombinasyonlarini igeren MS besi yeri kullanmiglardir. Kéklenme igin ise 0, 0.5, 1, 5 ve
10 mM IBA kullanmislardir. Eksplant basina etkili siirgiin olusumunun 8 mM igeren MS

besiyerinde oldugunu belirtmislerdir.

Roper ve ark. (2015) C. portenschlagiana x C. poscharskyana ve C. medium x C.
formanekiana melezlerinde oviil eksplantlarini farkli izolasyon siireleri ve g¢imlenme
zamanlarina gore in vitro rejenerasyonda kiiltiire almiglardir. C. medium x C. formanekiana
melezlerinde ¢igeklenmeden 3 hafta sonra alinan tohumlarin bitki biiyiime diizenleyicisi
icermeyen MS besiyerinde in vitro’da %47 oraninda ¢imlendigini belirtmislerdir. Kendilenen

tohumlarda en yliksek oran ise ¢igek basina 79421 ile C. medium tiiriinde elde etmislerdir.

Kolomiets ve ark. 2016 C. sclerophylla tiiriinde mikrogogaltim ve yavas biiylitme ile
tehlike altindaki bu tiirii koruma altina almaya calismislardir. En iyi kardeslenme oranini
eksplant bagina 7.2 ile 3 mg /L BA ve 1 mg/l IBA igeren yarim MS besi yerinde oldugunu
belirtmislerdir. Eksplantlar1 alt kiiltiire almadan 7°C’de 23 liiks 1s1ikta 9 ay boyunca kiiltiire

almislardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Bitkisel Materyallerin Toplanmasi

Campanula leblebicii Yildirim vejetasyon doneminde, 1385 m yiiksekliginde, 380 20' K,
270 38' D konumunda, izmir ilinde Kemalpasa ilgesinde bulunan Caldede Dagi’ndan

toplanmustir.

Arastirmada rejenerasyon ¢alismalarinda bitkisel materyal olarak Campanula
leblebicii Yildirim tiiriiniin yaprak ve petiol eksplantlar1 kullanilmistir. Campanula leblebicii
Yildirim tiiriine ait herbaryum 6rnekleri E.U. Botanik Bahgesi ve Herbaryum Arastirma ve

Uygulama Merkezi’nde bulunmaktadir.

Toplanan bitkiden herbaryum 6rnegi alinmistir. Herbaryum numarasi1 AD3762°dir.

3.2. Metot

Tez ¢alismasinda in vitro denemelerinin tamami Ege Universitesi Botanik Bahgesi ve
Herbaryum Arastirma ve Uygulama Merkezi® ndeki doku kiltiirii laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

3.2.1 Cahsmada Kullanilacak Malzemelerin Sterilizasyonu

In vitro calismalarda, ¢alismanin yapilacagi laboratuvar ve c¢alismada kullanilacak
malzemelerin sterilizasyon islemi olduk¢a 6nemlidir. Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda hazirlanacak
besi ortamlarmin kontamine olmamasima dikkat edilmelidir. Bu tez c¢alismasinda da
kullanilacak malzemelerin (erlen, cam kavanoz, petri, bistiiri, pens, filtre kagidi v.b.) ylizey
sterilizasyonu i¢in otoklav kullanilmistir. Otoklava  girmeden Once kullanilacak tiim
ekipmanlar %96°lik alkol ile silinip aliiminyum folyo ile sarilmistir. Daha sonra her biri otoklav
posetine konulup 121 °C’de 1 atm basingta 15 - 20 dakika otoklavlanarak sterilizasyon islemi
tamamlanmistir. Calismaya baglamadan once steril kabin en az 30 dakika 6nce ¢aligtirilmis ve

%70’1ik etil alkol ile steril hale getirilmistir.
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3.2.2 Besin Ortam ve Icerigi

Denemelerde besi yeri olarak MS (Murashige ve Skoog 1962) ortami kullanilmistir. MS besin

ortaminin igerigi Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 Rejenerasyon denemeleri i¢in kullanilacak besi yeri icerigi

Makro elementler e
NH4NO; 1650
KNOs 1900
CaCl, x 2H,0 440
MgSOs4 x 7H,0 370
KH2PO, 170
Mikro elementler mg/I
H3BO3 6.2
MnSO; x 1H.0 16.9
ZnS0O4 x 7TH20 10.6
Kl 0.830
Na;MoOs x 2H,0 0.25
CuS0O4 x 5H,0 0.025
CoCl; x 6H,0 0.025
Sakkaroz 30
pH 5.8
Bitki Biiyiime Diizenleyicileri
2,4-D (0-0,5-1-2 mg/l)
BA (0-0,5-1-2 mg/l)
Kin (0-0,5-1-2 mg/l)
NAA (0-0,5-1-2 mg/l)
Vitaminler ve aminoasitler mg/l
Myo-inostol 100.0
Pyridoxine-HCI 50
Nicotinik Asit 50
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Thiamin — HCL 10

Glycine 2.0
Diger Kimyasallar g/l
Gelrite 4

Tablo 3.2 Rejenerasyon denemelerinde kullanilacak olan bitki biiyiime diizenleyicileri kombinasyonlari

Hormon NAA ZEA Hormon NAA BA
No (mg/L) (mg/L) No (mg/L) (mg/L)
0 0 Kontrol 0 0
Kontrol
1 0.3 0.5 5 0.3 0.5
2 0.3 1 6 0.3 1
3 0.3 2 7 0.3 2
4 0.3 3 8 0.3 3

Tablo 3.3 Son alt kiiltiir asamasinda hazirlanan ortamlar

Hormon NAA GAs Hormon NAA BA
No (mg/L) (mg/L) No (mg/L) (mg/L)
Kontrol 0 0 Kontrol 0 0
1 0.3 0.5 5 0.3 0.5
2 0.3 1 6 0.3 1
3 0.3 2 7 0.3 2
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3.2.3. Eksplantlarin Yiizey Sterilizasyon

Campanula leblebicii Yildinnm bitkisinin yaprak ve petiol eksplantlari, ylizey
sterilizasyonu igin ilk olarak 30 dakika boyunca akan musluk suyu altinda bekletilmistir. Daha
sonra steril kabin igerisine alinip dnceden hazirlanmis olan %70’lik EtOH igerisinde 1 dakika
boyunca bekletilmis ve sonrasinda steril saf su ile bir kere yikanmistir. Yikanma islemi
sonrasinda %30’ luk NaOCl (Domestos 4.5 % aktif klorin, v/v, NaOCl; Domestos) ’de 15
dakika boyunca calkalanmig ve steril saf su ile ii¢ kere yikanarak durulanarak yiizey

sterilizasyonu gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1 Campanula leblebicii Yildirim eksplantlar1 i¢in uygulanan yiizey sterilizasyon protokolii. A)
Akan musluk suyu altinda 30 dk bekletme B) Sterilizasyon ig¢in kullanilanlar C) %70’ lik alkolde 1 dk
bekletme D) % 30’luk NaOCI’ de 15 dk bekletme E) Steril saf su ile durulanma.
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3.2.4. Eksplantlarin Kiiltiire Alinmasi

Kiiltiire alinacak eksplantlarin sterilizasyonu tamamlandiktan sonra, steril laminar flow
kabin icerisinde sterilizasyon igslemi tamamlanmistir. Bitkisel materyallerden steril pens ve
bistiiri ile 0,5-1 cm uzunlugunda yaprak ve yaprak sapinin kesitleri alimmustir. Ozellikle yaprak

sapinda eksplantlarinda nod aralarina dikkat edilmistir.

Kiiltiire alinma islemi tamamlandiktan sonra 4 hafta boyunca karanlik ortamda 254+2°C oda
sicakliginda bekletilmistir. Karanlik ortamdan alinan eksplantlar ayni1 konsantrasyonlara sahip
besi yeri ortamlarina alt kiiltlire alinmistir. Alt kiiltiire alinan eksplantlar aydinlik ortamda
bekletilmislerdir. 8 Haftanin sonunda ilk grup bitki biiytime diizenleyicilerinden ZEA yerine
GAs kullanilmistir (Tablo 3.3) ve son alt kiiltiir islemi tamamlanmustir.

Sekil 3.2 Eksplantlarin kiiltiire alindiktan sonraki goriintiisii

3.2.5 Deneme Deseni ve Veri Analizleri

Denemeler tesadiif parselleri desenine goére kurulmustur ve her kiiltlir ortami i¢in 5

tekerriir (5 petri) her petride 5 eksplant olacak sekilde gerceklestirilmistir. Hesaplanan yiizde
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(%) degerlere ag1 transformasyonu uygulanmistir. Elde edilen sonuglar JMP 8 paket

programinda istatistiksel olarak analiz edilmistir.

4. BULGULAR

4.1 Invitro Rejenerasyon Bulgulari

4 hafta karanlik ortamda kalan eksplantlardan alinan gozlemler sonucunda kontrol grubu
haricinde her iki grupta yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda kallus olusumu goriilmiistiir.
Yogunlukla 2. grupta olmak {izere iki grupta kok olusumu da gozlenmistir. Bir ayin sonunda
petriler ayn1 konsantrasyona sahip ortamlarda alt kiiltiire alinip aydinlik ortamda birakilmustir.
Alt kiiltiire alindiktan sonraki gdzlemlere bakildiginda tiim konsantrasyonlara sahip ortamlarda
kok ve kallus gelisiminin yaninda siirglin gelisimi de goriilmektedir. Son alt kiiltiir isleminde
ise ilk gruptaki bitki biiyiime diizenleyici konsantrasyonlar1 ayni birakilmis 2. grupta
NAA+GA3 (mg/L) Kkonsantrasyonlari hazirlanmis ve alt kiiltire alinma islemi
gerceklestirilmistir. Son alt kiiltiire alinma isleminden sonra alinan gézlemlerde siirgiin ve kok

gelisimlerinin yani sira ¢imlenmenin de daha iyi gelistigi goriilmiistiir.

4.1.1 Kallus Gelisim Bulgular:

Yiizey sterilizasyonu gerceklestirilen eksplantlar NAA + Zea ve BA + NAA'nin farkli
konsantrasyonlarin igeren MS besiyerinde 4 hafta boyunca karanlik ortamda kiiltiire alindiktan

sonra tiim besi yerlerinde (Tablo 4.1) kallus gelisimi tespit edilmistir.
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Sekil 4.1 A) 4 hafta karanlik ortamda kalan yaprak sap1 eksplantinin kallus goriintiisii B) 8 hafta sonunda
0,3 mg/L NAA + 1 mg/L BA konsantrasyonunda yaprak sap1 eksplantinda olusan kallus goriintiisii gelisim

Tablo 4.1 Farkli konsantrasyonlardaki yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda kallus gelisim oranlar1 (%)

, Yaprak ve Yaprak Sapi
B Yaprak [ Yaprak Sapi
80

60
40

20

1(0,3 2(0,3 3(0,3 4(0,3 5(0,3 6(0,3 7(0,3 8(0,3 9 (Kontrol

mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L 0-0)
NAA+ 0,5 NAA+1 NAA+2 NAA+3 NAA+05 NAA+1 NAA+2 NAA+3

mg/ L mg/ L mg/ L mg/L  mg/L BA) mg/L BA) mg/L BA) mg/L BA)

Zea) Zea) Zea) Zea)

ortam
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Tablo 4.2 Campanula leblebicii Yildirim tiiriinde, farkli konsantrasyonlarda farkh eksplant
tiplerinden elde edilen kallus olusum oranina ait analiz sonuclari

Konsantrasyon Kallus (%) Kallus (%)
Yaprak Yaprak sap1
kontrol 0 0
1 40abc 46.66ab
(38.85) (43.07)
2 20c 60.00a
(26.57) (51.14)
2) 46.66ab 46.66ab
(42.70) (43.07)
4 26.66bc 30.79bc
(30.79) (26.66)
5 53.33a 46.66ab
(46.92) (43.07)
6 33.33abc 73.33a
(34.63) (63.84)
7 33.33abc 26.57bc
(35.01) (20.00)
8 20c 66.66a
(26.57) (60.00)

LSDyaprak:24.70, LSDyapraksapi:22.54 (p > 0,05)
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Parantez igerisindeki degerler yilizde degerlerin aci transformasyonu uygulanmis degerlerdir. Farkli harfler

farkliliklar1 belirtmektedir.

Gozlemler sonucunda kallus gelisimi daha ¢ok yaprak sapt eksplantlarinda
goriilmektedir. Yapraklarinin yapist itibari ile yaprak sapina oranla daha yumusak dokulu
olmast ve daha ¢ok enfeksiyon goriilmesinden dolayr daha az gelisim gosterdigi
diistiniilmektedir. Campanula leblebicii Yildirim tiiriiniin yaprak sapinin daha dayanikli olmasi
kiiltiire alinma isleminden sonra daha hizli kallus gelisimi goriilmektedir. Yine grafikte
goriildigi tizere %73,3333 oranmi ile en fazla gelisim 0,3 mg/L NAA + 1 mg/L BA

konsantrasyonuna sahip MS besiyerinde goriilmektedir.

4.1.2 Siirgiin Gelisim Bulgular:

Kallus gelisimi gozlendikten sonra ayni konsantrasyonlara sahip ortamlara alt kiiltiire
almip aydinlik ortamda birakilmiglardir. Aydinlik ortamda da 3-4 hafta boyunca
birakilmislardir. Bu siirenin sonunda gozlemlere bakildiginda kallus ve siirglin olusumu

gOriilmiistiir.

Tablo 4.3 Farkli konsantrasyonlardaki yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinda siirgiin gelisim oranlar1 (%)



, Yaprak ve Yaprak Sapi

B Yaprak [ Yaprak Sapi

80

60

40

20

1(0,3 2(03 3(0,3

mg/L mg/L mg/L mg/L
NAA+ 0,5 NAA+1

mg/ L mg/ L mg/ L

Zea) Zea) Zea) Zea)

20

4(0,3 5(0,3 6(0,3 7(0.3
mg/L mg/L mg/L
NAA+2 NAA+3 NAA+05 NAA+1 NAA+2
mg/ L mg/ L mg/ L mg/ L
BA) BA) BA)
ortam

8(0,3 9 (Kontrol

mg/L 0-0)

NAA+ 3

mg/ L
BA)

Tablo 4.4 Campanula leblebici Yildirim tiiriinde, farkh konsantrasyonlarda farkh eksplant
tiplerinden elde edilen siirgiin olusum oranina ait analiz sonuclari

Konsantrasyon Kallus (%) Kallus (%)
Yaprak Yaprak sap1

kontrol 0 0

1 40abc 46.66ab
(38.85) (43.07)

2 20c 60.00a
(26.57) (51.14)

3 46.66ab 46.66ab
(42.70) (43.07)

4 26.66bc 30.79bc
(30.79) (26.66)
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5 53.33a 46.66ab
(46.92) (43.07)
6 33.33abc 73.33a
(34.63) (63.84)
7 33.33abc 26.57bc
(35.01) (20.00)
8 20c 66.66a
(26.57) (60.00)

LSDyaprak:24.70, LSDyapraksap1:22.54 (p > 0,05)

Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlerin aci transformasyonu uygulanmis degerlerdir. Farkli harfler

farkliliklar1 belirtmektedir.

Stirgiinler kallus gelisimlerinde oldugu gibi %73,3333 oraninda yaprak sapinda ve 0.3
mg/L NAA + 1 mg/L konsantrasyonuna sahip MS besiyerinde goriilmiistiir. Fakat kallus
gelisiminden farkli olarak 0.3 mg/LL. NAA + 3 mg/L BA konsantrasyonuna sahip MS besi
yerinde siirglin gelisimi olduk¢a az goriilmektedir (Tablo 4.3). Bitki biiyiime diizenleyicisi

icermeyen kontrol grubu dusunda tim MS besiyerlerinde kallus gelisimin yaninda siirgiin

gelisimi de goriilmektedir.
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Sekil 4.2 Yaprak sap1 eksplantlarinda siirgiin olusumu A) 8. Haftada gelisen siirgiin B) 12. Haftada gelisen
surglin

4.1.3 Kok Gelisim Bulgular:

Eksplantlar1 ikinci alt kiiltiire alinma isleminden sonra kok yapilart goriilmeye
baslanmistir. Son alt kiiltiirden sonra tiim eksplantlar aydinlik ortamda birakilmislardir ve

cimlenmenin yaninda kok yapilar1 da giiclenmis ve uzamiglardir.

Tablo 4.5 Son alt kiiltiir isleminden sonra kok geligim oranlart (%).

, Yaprak ve Yaprak Sapi

B Yaprak [ Yaprak Sapi

80

60

40

20

1(0,3 2(0,3 3(0,3 4(03 5(03 6(03 7(0,3 8(0,3 9 (Kontrol

mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L 0-0)
NAA+0,5 NAA+1 NAA+2 NAA+3 NAA+0,5 NAA+1 NAA+2Z2 NAA+3

mg/ L mg/ L mg/ L mg/ L mg/ L mg/ L mg/ L mg/ L

GA3) GA3) GA3) GA3) BA) BA) BA) BA)

ortam

Tablo 4.6 Campanula leblebicii Yildirim tiiriinde, farkli konsantrasyonlarda farkh eksplant
tiplerinden elde edilen kok olusum oranina ait analiz sonuclari

Konsantrasyon Kallus (%) Kallus (%)

Yaprak Yaprak sap1

kontrol 0 0
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1 40abc 46.66ab
(38.85) (43.07)
2 20c 60.00a
(26.57) (51.14)
3 46.66ab 46.66ab
(42.70) (43.07)
4 26.66bc 30.79bc
(30.79) (26.66)
5 53.33a 46.66ab
(46.92) (43.07)
6 33.33abc 73.33a
(34.63) (63.84)
7 33.33abc 26.57bc
(35.01) (20.00)
8 20c 66.66a
(26.57) (60.00)

LSDyaprak24.70, LSDyapraksapi:22.54 (p > 0,05)

Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlerin ag¢1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir. Farkli harfler

farkliliklar belirtmektedir.

Kok gelisim oranlari kallus ve siirgiin gelisiminde de oldugu gibi en fazla 0.3 mg/L NAA
+ 1 mg/L BA konsantrasyonlarii iceren MS besiyerinde ve yaprak sapi eksplantlarinda

goriilmektedir.  Siirglinler 0.3 mg/L NAA + 0.5 mg/L BA kombinasyonuna sahip MS
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besiyerinde ve tiim eksplantlarda ayni oranda gelisim gostermisken koklerde tam tersi olarak

yapraklarda daha iyi gelisim oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.3 Yaprak sap1 eksplantlarinda kdk olusumu A) ZEA konsantrasyonunda gelisen kok B) GA3
kullanildiktan sonraki gelisen kok.

Sekil 4.5 GAs ‘1t ortamda kavanoza alinmis ve ¢imlenmis yaprak eksplanti goriintiisii.
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N0 v 3
Sekil 4.4 A) 4 hafta sonunda karanlik ortamda olusan kallus ve kok goriintiisii B) 8 hafta sonunda olusan
kok, siirgiin ve ¢imlenme goriintiisii C) Aklimatizasyon agsamasindan dnce ¢imlenmis yaprak eksplanti.
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Sekil 4.6 Kok olusan eksplantlarin aklimatizasyonu A) Steril ortamdan alinan eksplant B) Fungusit ile steril

edilmis topraga aktarim C) Aktarim sonrasi streclenmis bitkiler.
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5. TARTISMA

Bitki biyoteknoloji alani insan veya hayvan bazli tahribat sonrasi yok olma tehlikesi ile
kars1t karsiya olan veya smirli bolgede yasayan ve kritik listede olan endemik bitkilerin
korunmasi i¢in gilincel bir kullanim alan1 sunmaktadir. Doku kiiltiirii de biyoteknoloji alaninin
icinde yer almaktadir. Doku kiiltiirii yontemi; bitkilerin, aseptik kosullarda in vitro ortamlarda
vejetatif ¢ogaltim ve gelisim yontemidir. Doku kiiltiirii vejetatif dokularin sahip oldugu
totipotensi yetenegi sayesinde bitkiler yaprak, kok ve govde gibi parcalarindan g¢ogaltilip
gelistirilebilmektedir. Birgok Campanula tiirii de gigeklerinin giizelligi nedeniyle ekonomik

degere sahiptir ve bu tiirlerin bazilari tizerinde doku kiiltiirli ¢alismalar1 yapilmistir.

Bu tez ¢alismasinda da sinirli bir alanda yetisen ve endemik olan Campanula leblebicii
Yildirim tiiriiniin doku kiiltiirii ile gogaltimimin optimizasyonu belirlenmistir. /n vitro kosullarda
yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarinin kullanilarak ¢ogaltilan bitkinin ylizey sterilizasyonu ve
in vitro rejenerasyon protokolii belirlenmis olup, kdklenme ve ¢imlenme asamalarina kadar
gbzlem almip son olarak aklimatizasyon asamasi gerceklestirilmistir. /n vitro ¢imlendirme
calismalarinda MS besiyerinde bitki biiylime diizenleyicilerinin farkli derisimlerinde ¢imlenme
ve kok olusumu iizerine etkileri aragtirilmistir. Olusturulan protokoller daha 6nce caligmamis
ve kritik listede olan Campanula lebelebicii Yildirim tiiriiniin doku kiiltiirii yoluyla ¢ogaltilip,
ex situ kosullarda siis bitkisi olarak yetistirilmesine ve iilkemiz ig¢in ekonomik deger olarak

kazandirilmasina olanak saglayabilir.

Brandt’in 1991 yilinda yaptigi calismada Campanula isophylla Moretti' nin mikro
cogaltilmasi i¢in bir yontem tarif edilmektedir. C. isophylla Moretti tiiriiniin in vitro
caligmasinda primer eksplantlar olan aksiller ve apikal tomurcuklu 2 mm gdévde segmentleri
kullanilmis olup 15 ml MS besi yeri icerisinde 4.4 pM benziladenin (BA) kullanilmstir.
Eksplantlardan kok olusumu i¢in gozlemler aldiklarinda kiiciik eksplantlarda kok ve siirgiin
olusumu gozlenemedigini belirtmiglerdir. Kok olusumu i¢in makro besin miktarlar1 yariya
diisiiriilmiis ve BA konsantrasyonun yaninda NAA da eklenmis oldugunu ve bunun kallus

olusumuna tesvik edici oldugunu gostermislerdir.
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Bu tez ¢alismasinda Campanula leblebicii Yildirim tiirinde BA konsantrasyonun kdk
olusumunu tegvik ettigini ama asil 6nemli olan bitki biiylime diizenleyicisinin NAA oldugunu
gormekteyiz. En iyi kok gelisiminin 0,3 mg/L NAA + 1 mg/L BA oldugu en iyi ikinci gelisme
gosteren ortamin da 0,3 mg/L NAA + 1 mg/L GAsz konsantrasyonua sahip ortamlarda oldugu
goriilmektedir. Bu durumda C. leblebicii Yildirim igin asil 6nemli olanin 0,3 mg/L NAA

konsantrasyonun oldugunu sdyleyebiliriz.

Karimiani ve Serek’ in 2018 yilinda siis bitkisi igin yetistirilen C. portenschlagiana ve
C. carpatica tiirleri tizerinde ¢alisma yapmuslardir. Calismada uygun eksplantlarin bulunup
eksplantlardan siirgiin gelistirme iizerinedir. Siirgiin rejenerasyonu i¢in kullanilan eksplantlar 3
ay boyunca doku kiiltiirii ile gogaltilan bitkilerin yaprak saplar1 ve olgunlagmis sera bitkilerinin
yaprak saplaridir. Calisma sonucunda NAA (0.5, 1.0 ve 2.0 mg L-1) ve TDZ (1.0, 2.0, 3.0 ve
5.0 mg L-1) konsantrasyonlarinda en iyi siirgiinii olgunlagsmis sera bitkilerinin yaprak

saplarinda gozlemlediklerini belirtmislerdir.

Bu tez ¢alismasinda da dogal yayilis gosterdikleri alandan alinan bitkilerin yaprak ve
yaprak sap1 eksplantlari kullanilmistir. En iyi siirgiin olusumlar1 yaprak sap1 eksplantlarinda 0,3

mg/L NAA + 1 mg/L BA konsantrasyonunda goriilmiistiir.

Sriskandarajah ve arkadaslar1 2008 yilinda Campanula carpatica, C. haylodgensis, C.
portenschlagiana ve C. poscharskyana tiirleri tizerinde ¢alisma yapmislardir. Karanlik ortamda
biiylitiilen yaprak sap1 eksplantlarindan siirgiinlerin elde ettiklerini belirtmislerdir. Karanlik
ortamda gelisen ve besiyeri ile birlikte gelistirilen in Vvitro rejenerasyon protokoliiniin olumlu
etkilerini gostermislerdir. Siirgiinlerin gelisim gosterdigi en etkili MS besiyerinin 10 mg/l TDZ

ve 0.25 mg/l NAA konsantrasyonunu i¢eren ortamlar oldugunu belirlemislerdir.

Bu tez ¢aligmasinda ise ilk 4 hafta boyunca karanlikta kalan yaprak ve yaprak sapi
eksplantlarindan yaklagik tiim ortamlarda kallus gelisimi gortilmiistiir. Kallus gelisiminin
yaninda ve kallus gelisimine oranla daha az siirgiin gelisimi de goriilmektedir. Grafik 4.2.’de
de goriildiigii lizere en 1yi siirgiinler 0,3 mg/L NAA ve 1 mg/L BA konsantrasyonlardaki
ortamlarda goriilmektedir. Sriskanarajah ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismadan farkli olarak

TDZ yerine ZEA ve BA kullanmamizin siirgiin gelisimini olumlu etkiledigi goriilmektedir.
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6. SONUCLAR

Bu tez ¢calismasinda, C. leblebicii Yildirim tiiriiniin in vitro kosullarda iiretimi ve olusan
kallus, siirgiin, kok ve sonunda ¢imlenmenin gézlemlenmesi ve aklimatizasyon islemi basarili
bir sekilde gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma, C. leblebicii Yildirim tiiriiniin bitki biyoteknolojisi
yontemlerinin uygulandigi en kapsamli ¢aligmadir. Calismadan elde edilen sonuglarin 6zetleri

asagida maddeler halinde verilmistir.

Yapilan ylizey sterilizasyon yontemi denemelerinden, C. leblebicii Yildirim tiirtinden

alman eksplantlarina %70’lik EtOH igerisinde bekletilmesi ve steril saf su yikanma

islemi sonrasinda %30’ luk NaOCI’ de 15 dk boyunca muamele edilmesinin en etkili

ylizey sterilizasyonu yontemi oldugu belirlenmistir.

e C. leblebicii Yildirim ‘dan alinan eksplantlarindan kallus, siirgiin ve kok olusmasi igin
en etkili MS besi ortaminin 0,3 mg/L NAA + 1 mg/L BA oldugu belirlenmistir.

e (alismadan elde edilen sonuglara gore sitokininlerden BA ve ZEA’nin, oksinlerden
NAA’nin siirgiin ve kok olusumunda daha etkili oldugu belirlenmistir.

e (alismada elde edilen sonuclara gore giberellinin ¢imlenmede etkili oldugu
gozlemlenmistir.

e (Cimlenen eksplantlarin aklimatizasyon agamasinda uygun ortamlarin saglanamamasi

sonucu basarili bir sonu¢ alinamamaistir.

7. ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, Campanula leblebicii Yildirim tiiriiniin yaprak ve yaprak
sapt eksplantlart kullanilarak in vitro kosullarda basariyla koklendirilmis ve
cimlendirilmistir. Aklimatizasyon asamasindan sonra bitki basarili sekilde
yetistirilememistir. Daha sonraki ¢alismalarda ayni protokol takip edildikten sonra
aklimatizasyon sartlarinin  uygunlugu saglanabilir ve daha saghkli bitkiler
yetistirilebilir. Ayrica bu ¢alismada yaprak ve yaprak sap1 eksplantlar1 kullanilmistir.
Daha sonra yapilacak caligmalarda farkli eksplantlar ve teknikler kullanilabilir.

Yapilacak olan bu ¢aligmalardan elde edilecek farkli sonuglar ile bu ¢alismasindan elde
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edilen sonuglar karsilastirildiginda, bu tiirlerin in vitro kosullarda g¢imlendirilme

protokolleri olusturulabilir.

Campanula leblebicii Yildirim bitkisinin alinacak eksplantlardan kallus kiiltiirleri
olusturulabilir ve bu kallus kiiltiirleri izerinden haploidizasyon, somatik emriyogenesis

veya organogenezle ¢ok sayida fide olusturma caligmalari denenebilir.

In vitro kosullarda ¢imlendirilip toprak kosullarina adaptasyonu basarili sekilde
gerceklestirilirse C. leblebicii Yildirim tiirtiniin ekonomik degeri siis bitkisi olarak

kazandirilabilir.



31

KAYNAKLAR DiZiNi

Alcitepe, E., 2005, Tirkiye’de yayilis gosteren Campanula L. cinsine ait
Quinqueloculares (Boiss.) Phitos (Campanulaceae) seksiyonu tiirleri iizerinde
morfolojik, anatomik ve palinolojik bir ¢alisma, Doktora Tezi, Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii.

Algitepe, E., 2010, Studies on seed morphologyof Campanula L. section
Quinqueloculares (Boiss.) Phitos (Campanulaceae) in Turkey. Pakistan Journal of
Botany 42: 1075-1082.

Algitepe E., 2011, New combinations in Campanula Sect. Quinqueloculares from
Turkey. Pak J Bot 4: 2243-2254.

Alcitepe, E., Everest, A. and Sungur, MA., 2011, Some soil parameters in
Campanula species (sect. Quinqueloculares) from Mediterranean climate areas in
Turkey. African Journal of Agricultural Research 6(7)/1735-1743.

Algitepe, E. and Yildiz, K., 2010, Taxonomy of Campanula tomentosa Lam. and
C. vardariana Bocquet from Turkey, Turk J Bot, 34: 231-240.

Agud, E. M., 2014, Campanula rotundifolia L specie endangered with extinction,
conserved through in vitro techniques. Analele Universitatii din Oradea, Fascicula:
Protectia Mediului, 23, 565-576.

Airo, M., Savona, M., Mascarello, C., De Benedetti, L., Nicoletti, F., Casazza,
G., ..B. Ruffoni, Minuto, L., 2009, Analysis of in vitro performances and genetic
variability of several Campanula sabatia populations in Italy. In 1V International
Symposium on Breeding Research on Medicinal and Aromatic Plants-ISBMAP2009
860 (pp. 109-112).

Aytag, Z. and Duman, H., 2013, A new species and 2 new records from Turkey.
Turk. J. Bot., 37:1055-1060.

Babaoglu, M., Giirel, E., Ozcan, S., 2001, Bitki Biyoteknolojisi Doku Kiiltiirii ve
Uygulamalari. Konya: Sel-iin Yayinlar1

Brandt, K., 1992, Micropropagation of Campanula isophylla Moretti. Plant cell,
tissue and organ culture, 29(1), 31-36.

Brandt, K., 1994, Variation among and within clones in formation of roots and
shoots during micropropagation of Campanula isophylla. Plant cell, tissue and organ
culture, 39(1), 63-68.



32

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Brandt, K., Ishimaru, K., 1998, Campanula (bellflower) species: in vitro culture,
micropropagation, and the production of anthocyanins, polyacetylenes, and other
secondary metabolites. In Medicinal and Aromatic Plants X (pp. 45-66).

Borsch T., Korotkova N., Raus T., Lobin W. and Lohne C., 2009, The petD
group Il intron as a species level marker: utility for tree inference and species
identification in the diverse genus Campanula (Campanulaceae). Willdenowia 39: 7-33.

Damboldt, J., 1965, Zytotaxonomische Revision der isophyllen Campanulacae in
Europa. Bot Jahrb Syst 84: 302—358 (in German).

Davis, P.H., Mill, R.R and Tan, K., 1988, Flora of Turkey and East Aegean Island,
Vol. 10 (Suppl.1), Edinburgh University Press. Edinburgh.

Erdag, B., Emek. Y., 2005a., In vitro adventitious shoot regeneration of
Liquidambar orientalis Miller. Journal of Biological Sciences, 5(6): 805-808.

Erdag, B., Emek Y., 2005b., In vitro micropropagation of Anthemis xylopoda O.
Schwarz. acritically endangered species from Turkey. Pakistan Journal of Biological
Sciences, 8 (5): 691-695.

Frello, S., Stummann, B. M., and Serek, M., 2002, Shoot regeneration of
Campanula  carpatica  Jacg.(Campanulaceae) via  callus  phase. Scientia
horticulturae, 93(1), 85-90.

Ghayoor Karimiani, Z., Gehl, C., & Serek, M., 2018, The establishment of
effective regeneration system and in vitro culture of Campanula. In XXX International
Horticultural Congress IHC2018: 1l International Symposium on Micropropagation and
In Vitro Techniques 1285 (pp. 9-14).

Gostin, I., & Oprea, A., 2013, Anatomical investigations on endemic Campanula
romanica Savul. and their ecological significance. Bangladesh Journal of Botany, 42(1),
139-144.

Grigoriadou, K., Krigas, N., and Maloupa, E., 2014, GIS-facilitated ex situ
conservation of the rare Greek endemic Campanula incurva Aucher: Seed germination
requirements and effect of growth regulators on in vitro proliferation and rooting. Plant
Biosystems-An International Journal Dealing with all Aspects of Plant Biology, 148(6),
1169-1177.



33

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Giiner, A., Ozhatay, N., Ekim, T., and Baser K.H.C. 2000, Flora of Turkey and East
Aegean Islands, Vol. 11 (Suppl.2), Edinburgh University Press. Edinburgh

Joung, Y. H,, Liao, M. S., Roh, M. S., Kamo, K., and Song, J. S., 2002, In vitro
propagation of Campanula glomerata, ‘Acaulis’ from leaf blade explants. Scientia
horticulturae, 92(2), 137- 146.

J. W. Kadereit and C. Jeffrey., 2007, The Families and Genera of Vascular Plants,
Springer, Berlin, 645p

Kim, G. H., Kim, Z. H., Jeong, B. R., and Chung, J. 1., 2004, Callus induction
and shoot regeneration in Campanula species and their F1 hybrids in vitro. In Vitro
Cellular &amp; Developmental Biology, 40, 54A.

Khansari, E., Zarre, S., Alizadeh, K., Attar, F., Aghabeigi, F. and Salmaki, Y.,
2012, Pollen morphology of Campanula (Campanulaceae) and allied genera in Iran with
special focus on its systematic implication. Flora 207: 203-211.

Kolomiets, T. M., Malyarovskaya, V. I., and Samarina, L. S., 2016, In vitro
Conservation of Campanula sclerophylla Kolak. Endemic Endangered Species of
Western Caucasus. Plant Tissue Culture and Biotechnology, 26(2), 143-149.

Kovacié, S., 2004, The genus Campanula L.(Campanulaceae) in Croatia, circum-
Adriatic and west Balkan region. Acta Botanica Croatica, 63(2), 171-202.

Kovanda, M., 1970, Polyploidy and variation in the Campanula rotundifolia
complex. Part 1, (General). Rozpr Ces Akad Ved 80: 1-95s.

Kauss, P., Agisdottir, H. H., & Stocklin, J., 2007, The biological flora of Central
Europe: Campanula thyrsoides L. Perspectives in Plant Ecology, Evolution and
Systematics, 9(1), 37-51.

Lammers, T.G., 2007, World checklist and biblography of Campanulaceae, Kew
Royal Botanic Gardens.

Menemen, Y., Ayta¢, Z. and Kandemir, A., 2013, Tiirk¢e bilimsel bitki adlar
yonergesi. Bagbahge Dergisi 47: 28-31. [in Turkish].

Mork, E. K., Sriskandarajah, S., &amp; Serek, M., 2004, Investigation on
Regeneration From Seedling Tissues of Campanula carpatica a carpatica. In Combined
Proceedings International Plant Propagators’ Society (Vol. 54, p. 326).

Murashige, T., and Skoog, F., 1962, A revised medium for rapid growth and
bioassay with tobacco tissue cultures. Physiol. plant, 15(3), 473-497.



34

KAYNAKLAR DiZiNI (devam)

Mutlu, B. and Karakus, S., 2015, A new species of Campanula (Campanulaceae),
from Turkey, Phytotaxa, 234(3):287-28.

Park, J., Kovacic, S., Liber, Z., Eddie, W.M.M. and Schneeweiss, G.M., 2006,
Phylogeny and biogeography of isophyllous species of Campanula (Campanulaceae) in
the Mediterranean Area. Syst Bot 31: 862-880pp.

Paunescu, A., 2010, In vitro propagation of Campanula polymorpha Witas-an
endemic plant of Carpathian Mountains. An Univ Oradea Fasc Biol, 17(2), 235-238.

Roper, A. C., Liitken, H., Christensen, B., Boutilier, K., Petersen, K. K., and
Miiller, R., 2015, Production of interspecific Campanula hybrids by ovule culture:
exploring the effect of ovule isolation time. Euphytica, 203(3), 643-657.

Sathyanarayana Bn, and Varghese Db., 2007, Plant tissue culture: Practices and
new experimental protocols. I. K. International. pp. 106.

Seglie, L., Scariot, V., Larcher, F., and Chiavazza, P., 2008, In vitro seed
germination and propagation in Campanula spp. Italus Hortus, 16(2), 80-83.

Seglie, L., Scariot, V., Larcher, F., Devecchi, M., and Chiavazza, P. M., 2012,
In vitro seed germination and seedling propagation in Campanula spp. Plant Biosystems-
An International Journal Dealing with all Aspects of Plant Biology, 146(1), 15-23.

Springer, Berlin, Heidelberg. Contandriopoulos, J., 1984, Differentiation and
evolution of the genus Campanula in the Mediterranean region. In: Grant, W.F. (Ed.)
Plant biosystematics. Academic Press, Ontario, pp. 140-175.

Sivanesan, |., Lim, M. Y., and Jeong, B. R., 2011, Somatic embryogenesis and
plant regeneration from leaf and petiole explants of Campanula punctata Lam. var.
Rubriflora Makino. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), 107(2), 365-369.

Sriskandarajah, S., Frello, S., and Serek, M., 2001, Induction of adventitious
shoots in vitro in Campanula carpatica. Plant cell, tissue and organ culture, 67(3), 295-
298.

Sriskandarajah, S., Mibus, H., Serek, M., 2008, Regeneration and transformation
in adult plants of Campanula species. Plant cell reports, 27(11), 1713-1720.

Sugiyama, M., 1999, Organogenesis in vitro. Current opinion in plant biology,
2(1), 61-64.



35

KAYNAKLAR DIiZIiNI (devam)

Wolella Ek, 2017, Surface sterilization and in vitro propagation of Prunus
domestica L. cv. Stanley using axillary buds as explants. Journal of Biotech Research,
8:18-26 yetisen bademlerin (Prunus amygdalus [..) seleksiyonu. Yiziinci Yil
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Bahge Bitkileri Anabilim Dali (doktora tezi,
basilmamis), Van, 240s.

Yildirim, H., 2013, Campanula mugeana sp. nov. (Campanulaceae), a new from
western Anatolia, Turkey, Nordic J. Bot., 31:419-425.

Yildirnm, H. and Senol, S. G. 2014, Campanula alisan-kilincii sp. nov.
(Campanulaceae), a new species from eastern Anatolia, Turkey, Turk J. Bot., 38:22-30.

Yildirim, H., 2018, Campanula leblebicii (Campanulaceae), a new chasmophyte
species from western Turkey, Phytotaxa, 376:114-122.

Yildirim, H., Sentiirk, O., Ozdél, T. and Pirhan, A. F., 2019, A new bellflower
Campanula phitosiana sp. nov. (Campanulaceae) from Western Anatolia, Turkey,
Phytotaxa, 399(1): 025- 036.



36

TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismam boyunca desteklerini ve bilgilerini
esirgemeyerek yol gosteren degerli danisman hocalarim Dr. Ogr. Uyesi Ademi Fahri PIRHAN
ve Dr. Ogr. Uyesi Basar SEVINDIK’ e, hep yanimda olan bana her tiirlii destegi veren tiim
arkadaslarima ve Ege Universitesi Botanik ve Herbaryum Arastirma ve Uygulama Merkezi

calisanlarina tesekkiir ederim.



37

OZGECMIS

Ilk, orta ve lise 6grenimini Ankara’da tamamladi. 2015 yilinda Ege Universitesi Biyoloji
Boliimii’'nde lisans 6grenimine basgladi ve 2019 yilinda mezun oldu. 2019 yilinda Ege
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Botanik Anabilim Dali’nda yiiksek lisans dgrenimine

basladi.



