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Abstract

Onosma discedens is endemic species having considerable narrow distribution in Erzincan (Turkey) Region. In
this study, we investigated the germination behavior of Onosma discedens with different concentrations of NaCl, HCI,
KNOs, GA3z (100 and 200 uM) or hot-cold stratification/mechanical scarification. Seeds under the light and dark
treatments were exposed to a photoperiod of 8 h light/16 h dark hours with a 23/18 °C thermoperiod. Germination rates
increased with KNO3-100 uM (% 12), GA3-100 uM (% 25), GA3-200 uM (% 35), HCI-100 uM (% 9) treatments when
compared to the control. The highest speed of germination index was obtained at concentrations of 100-200 uM KNO:s.
Overall, our results will provide valuable data for ex situ conservation of endemic Onosma discedens.
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Endemik Onosma discedens tohumlarinda in vitro cimlendirme ¢ahismalar:

Ozet

Onosma discedens (Kemaliye Emzikotu), Erzincan yoresinde (Tiirkiye) olduke¢a dar yayilig alanina sahip nadir
endemik bitki tiirlerindendir. Bu ¢alismada Onosma discedens tiirtinde farkli NaCl, HCI, KNO3, GA3 konsantrasyonlari
ve sicak/soguk/mekanik stratifikasyon uygulamalarinin ¢imlenme basarisina etkilerinin incelenmesi amaglanmigtir.
Tohumlar 100 ve 200 puM konsantrasyonlarda NaCl, HCl, KNOs;, GA; solusyonlar1 kullanilarak ya da
sicak/soguk/mekanik stratifikasyon uygulamalarinin ardindan 23/18°C’de 8 saat aydinlik/16 saat karanlik ortamda
cimlendirilmistir. Kontrol grubundan (% 7), daha yiiksek ¢imlenme gerceklesen uygulamalar; KNO3z-100 uM (% 12),
GAz-100 uM (% 25), GA3z-200 uM (% 35), HCI-100 uM (% 9). Cimlendirme hiz1 katsayisinin ise en yiiksek potasyum
nitratin uygulamalarinda (9,5) oldugu bulunmustur. Bu ¢aligma sonucunda, elde edilen veriler tiiriin ex-situ korunmasi
amaciyla kullanilabilinir.

Anahtar kelimeler: Onosma discedens, endemik, ¢cimlenme, ex situ
1. Giris

Boraginaceae familyasi Angiosperm Filogeni Grubu (APG III, 2015)’na gore 120 cins 2000 tiir icermektedir.
Bu familyanin igerisinde bulunan Onosma L. cinsi Asya ve Avrupa’da bulunan 150 tiir igerir (El- Shazly vd., 2003).
Tiirkiye’de bu cinse ait 50 endemik tiir bulunmaktadir ve iilkemizde % 50 endemizm oraniyla temsil edilmektedir
(Kandemir ve Tiirkmen, 2010).

Onosma discedens Hausskn. ex Bornm. (Kemaliye Emzikotu) ilk olarak Alman Eczaci Sintenis tarafindan
1890 yilinda Erzincan/Kemaliye’den toplanmistir. Uzun yillar boyunca izine rastlanamayan ve son fertlerinin 6ldiigi
konusunda kesin kaniya varilan tiir, yok oldugu disiiniilerek Tirkiye Bitkileri Kirmiz1 Kitabi’nda (Ekim vd., 2000)
nesli tiikenmis (EX) olarak degerlendirilmistir. Ancak tiiriin ayn1 boélgeden yeniden toplandigi rapor edilmigtir
(Kandemir, 2009).
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Kemaliye Emzikotu’na ait morfolojik 6zelliklerin belirlenmesi ve tehlike kategorisinin giincellenmesi (kritik olarak tehlike altinda-
CR) (Kandemir, 2009) disinda bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bitkilerin tiremedeki basarisin1 belirleyen en dnemli asama tohum
¢imlenme basarisidir (Bu vd., 2008). Son on yilda kiiresel bir endise haline gelen genetik gesitliligin devamlilig1 agisindan 6zellikle
dar yayilig alanina sahip ve tehdit altindaki bitki tiirlerinde ¢imlendirme ¢alismalar1 yapilmaktadir (Cousins vd., 2014). Dar yayilis
alanina sahip ve tehdit altindaki tiirlerde ¢imlenme ile ilgili detayl bilgilerin koruma kararlarinin uygulanmasina katkida bulunacagi
vurgulanmaktadir (Corral-Aguirre vd., 2006).

Bu ¢aligmanin amaci, farkli kimyasal uygulamalarin (NaCl, HCl, KNOs, GAs) ve 6n islemlerin (sicak/soguk ve mekanik)
Onosma discedens’de tohum ¢imlenmesine etkisini belirlemektir. Elde edilecek sonuglarin iilkemizde sadece Erzincan bdlgesinde
yayilig gbsteren bu tiiriin ex situ koruma ¢aligmalarina katkida bulunacag diisiiniilmektedir.
Type: [Turkey B7 Erzincan] Armenia turcica: Egin (Kemaliye) ad Eupratem fluv. in collibus ad Salachlii (Salihli), 29 vi 1890,
Sintenis 2770 (holo. J E). '

-

Sekil 1. Onosma discedens’in genel goriiniimii

1. Materyal ve yontem
2.1. Calisilan tiir

Onosma discedens Hausskn. ex Bornm. (Boraginaceae) / Firat emcegi

Cok yillik bitkiler. Govde tek veya ¢ok sayida, 15-35 cm, dik, gri tiiylii, tabanda dnceki yillara ait yaprak kalintilari
bulunur. Taban yapraklar 55-80 x 5-10 mm, seritsi-mizraksi veya ters mizraksi {ist ortada oluklu, alt ortada belirgin kaburga seklinde
damarli, kenarda arkaya kivrik, ucta sivri, her iki yiizde giimiisi, yatik, yogun tiiylii. Ust yapraklar seritsi-mizraksi, nadiren
dikdortgenimsi, ugta sivri veya kiit, taban yapraklarindan daha kisa. Cigek durumu ugta kiime seklinde yogun cigekli talkim,
meyvede uzar. Alt birakteler genigce mizraksi, isttekiler seritsi. Cigek saplar1 4-9 mm. Canak yapraklar 11-15 mm, meyvede 22
mm’ye kadar uzar, yogun dik veya hafif asagiya doniik batici tiiylii, korollaya esit veya kisa. Korolla beyaz, beyazimsi-krem,
kurudugunda sarimsi, dar tiipsi, dista tilgerli tiylii. Cigeklenme May1s-Haziran.

2.2. Tohum toplama ¢alismalar

2012 yillarinda baglayan arazi ¢aligmalar: 2014°e kadar siirmiistiir. Mayis-Temmuz aylar arasinda ¢imlendirme ¢aligmalari
icin kullanilacak tohumlar icin olgunlasan meyveler toplanmis, zarar gormeyecek sekilde paketlenerek laboratuvara getirilmistir.
Toplanan materyaller 7 giin boyunca oda sartlarinda nemden arindirtlmigtir. Tohumlar araziden alinan bitki materyallerinden
dikkatlice tohuma zarar vermeyecek sekilde ayiklanmistir. Her bir ¢igekteki toplam tohum sayisi sayilarak parlak renkli ve saglikli
tohumlar verimli tohum olarak kabul edilmistir. Tohumun 1000 tane agirh@ Bonner (1974)'e gbre bulunmustur.

2.3. Cimlendirme ¢alismalar

Tohum ¢imlendirme ¢aligmalarinda her bir petride 25 adet tohum olacak sekilde 100 uM ve 200 pM’lik konsantrasyonlarda
sodyum kloriir (NaCl), hidroklorik asit (HCI), potasyum nitrat (KNOg), gibberellik asit (GAs) soliisyonu igeren petrilerde (9mm
capinda) filtre kagid tizerinde ¢imlendirilmistir. Mekanik stratifikasyon i¢in tohumlar zimpara kagidi (No:150) ile 30sn-1dk arasinda
zimparalanmiglardir. Kaynar su stratifikasyonu i¢in O. disecedens’e ait tohumlar; 30sn, 1dk ve 2dk siire ile kaynar suda
bekletilmistir. Soguk on islem olarak da +4°C ve -20°C’de aliiminyum folyoya sarilarak karanlikta bekletilmislerdir. Bu tohumlar
petri kabi igerisinde 3 ml distile su ile 1slatilan iki kat filtre kagid1 {izerine yerlestirilmistir. Deneyler dort tekrarli yapilmis ve toplam
60 deney serisi olusturulmustur. Petri igerisindeki tohumlar iklim kabininde (SANYO-MLR-350H) 23°C’de 8 saat aydinlik ve
18°C’de 16 saat karanlik periyodda bekletilmistir. Tohumun ¢imlenmis olarak kabul edilebilmesi igin, radikulanin ¢imlenme
yatagina degmis olmas yeterli olarak kabul edilmistir. Tohum ¢imlenme hizinin belirlenmesinde Yiicel (2000) esas alinmistir.
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Sonuglar SPSS 15.0 paket programi kullanilarak ANOVA testi ile degerlendirilmistir. Cimlenme yiizdeleri ve ¢imlenme
hizlar1 bakimindan uygulamalar arasindaki farkliliklarin ortaya konmasi amaciyla Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (P<0.05)
yapilmustir.

3. Bulgular

3.1. Tohum yapust

Onosma discedens meyve tipi findik¢ik olup bu tip meyvelerde meyve ve tohum sayisi aymdir. Onosma discedens
ciceklerinde 4 findik¢ik gézlenmistir. Bu findikgiklarin her birinin bir adet tohum icermesi beklenmektedir fakat yapilan sayimlarda
Onosma discedens de birey basima diisen tohum sayisinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Bir bitkideki toplam c¢igek sayisinin yaklasik
1/3’niin gelismeyip dolayisiyla da hi¢ tohum olusturmadig: tespit edilmistir. Normal gelisen ¢i¢eklerde bulunan tohum sayisinin ise
genelde 1 nadiren de 3 oldugu ve 4-5 mm biiyiikliikte, neft yesili renkte normal tohum olarak gelistigi goézlenmistir (Sekil 2). Bazi
findik¢iklar ise biiyiikliik olarak normal goziikse de renkleri beyaz-kremden agik kahveye kadar degisiklik gostermektedir ve igleri
bostur. Bazi ¢igeklerde de siyah renkli gelismemis 4 adet kiigiik findikgik gozlenmistir.

Sekil 2. Onosma discedens findik¢iklarinin stereo mikroskop goriintiisi
Tohumlarin 1000 tane agirligi Bonner (1974)'e gore hesaplanmis ve 7430 mg olarak belirlenmistir. O. discedens bitkisinin
her bir ¢igeginde parlak renkli ve saglikli tohumlarla, acik renkli, i¢i bos tohumlar sayildiginda, verimli tohum yiizdesi % 26.25,
verimsiz tohum yiizdesi %73.25 olarak belirlenmistir.

3.2. Cimlendirme deneyleri
Kontrol grubu

Her bir deney serisinde dorder tekrarli olmak tizere kontrol grubu olusturulmus ve bu grupta tohumlar herhangi bir
kimyasal ile muamele edilmeksizin, distile su verilerek ¢imlenme oranlart belirlenmigtir. Cimlenme kontrol grubunda 4. giin
baslamis ve 8. giin sona ermistir. Deneyler sonunda ortalama ¢imlenme oran1 % 7 olarak bulunmustur. Cimlenme hizi1 katsayist 8,9
olarak hesaplanmistir (Tablo 1).

Onosma discedens’de ¢imlenme iizerine KNO3’1n etkisi
100 uM KNO3 uygulanan tiim orijinlerde % 12 oraninda bir ¢imlenme yiizdesi bulunmusgtur. Cimlenme 1. giin baslamus,

22. giin sona ermistir (Tablo 1). 200 pM KNO3 uygulanan serilerde % 7 oraninda ¢imlenme oldugu gériilmiistiir. Cimlenme 2. giinde
baslarken, 18. giinde sona ermistir. Her iki konsantrasyonda da ¢imlenme hiz1 9,5 olarak bulunmustur.

Onosma discedens’de ¢imlenme iizerine GAz3’ iin etkisi

100 uM GA3 uygulanan tiim orijinlerde % 25 oraninda bir ¢imlenme yiizdesi bulunmustur. Cimlenme 1. giin baslamus, 28.
gilin sona ermistir. Cimlenme hiz1 ise 7,5 olarak hesaplanmigtir. (Tablo 1). 200 uM GAs uygulanan serilerde % 35 oraninda
¢imlenme oldugu goriilmiistiir. Cimlenme 3. gilinlerde baglarken, 31. giinde sona ermistir. Cimlenme hiz1 ise 6,1 olarak bulunmustur.

Onosma discedens’de ¢cimlenme iizerine NaCD’iin etKkisi

100 uM NaCl uygulanan deney serilerinde hi¢ ¢imlenme olmamistir. 200 pM NaCl uygulanan serilerde % 2 oraninda
¢imlenme oldugu belirlenmistir. Cimlenme 21. giinde gergeklesmistir. Cimlenme hiz1 katsayisi kontrol grubuyla karsilastirildiginda
en diisiik oldugu (3,8) bulunmustur (Tablo 1).

Onosma discedens’de ¢cimlenme iizerine HCI’ in etkisi

100 uM HCI uygulanan serilerde % 9 oraninda bir ¢imlenme yiizdesi bulunmustur. Cimlenme 10. giin baslamis, 13. giin
sona ermistir. Cimlenme hizi katsayisi (9,0) Duncan testine gore kontrol ile ayni grupta bulunmaktadir (Tablo 1). 200 uM HCI
uygulanan deney serilerinde ¢imlenme olmamustir.

Onosma discedens’de ¢imlenme iizerine stratifikasyon uygulamalarinin etkisi

Mekanik stratifikasyon (zimparalama), kaynar su stratifikasyonu (30sn, 1dk ve 2dk), soguk 6n islem (+4°C ve-20 °C)
uygulamalarinin yapildig1 deney serilerinin hi¢birinde ¢cimlenme gerceklesmemistir.
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Tablo 1. Onosma discedens tohumlarinin ¢gimlenme 6zellikleri

Uygulama Konsantrasyon Cimlenme Cimlenme i1k cimlenme Son cimlenme
(uM) (%) iz (giin) (giin)
Kontrol - 7~ 8,9% 4 8
KNOs 100 12¢ 9,52 1 22
KNOs 200 7 9,52 2 18
GA-3 100 250 7,50 1 28
GA-3 200 352 6,1° 3 31
NaCl 100 - - _ N
NaCl 200 2 3,84 21 21
HCI 100 9cd 9,0® 10 13
HCI 200 - = - B
Zimpara - - - _ .
30sn kaynar su - - _ _ .
1dk kaynar su - - - N .
2dk kaynar su - - _ _ .
+4 OC - - - - -
-20 °C - - B B .

abed  Siitunlarda Duncan testine gore % 5 6nem seviyesinde farkli ortalamalar ayr1 harflerle gdsterilmistir.
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Sekil 4. Onosma discedens tiiriinde farkli uygulamalarin tohum ¢imlenme hizina etkileri
4. Sonuglar ve Tartisma

Tohum ¢imlenmesi tiiriin gelecegi agisindan tireme dogiisiinde yer alan, biiyiik 6neme sahip kritik bir agamadir (Navarro ve
Guitian, 2003). Endemik bitkilerin tohumlar1 dogal ekosisteminde tekdiize ¢imlenmeye sahip degillerdir. Bunun sebebi tohum
dormansisini mutlak surette atlatmak zorunda olmalaridir (Teimouri vd., 2013). Ozellikle nadir ve tehlike altindaki tiirlerle ilgili
¢imlenme gereksinimleri ¢ogunlukla bilinmemekte olup, bunu anlamay: saglayacak materyal elde etmek de oldukca zordur
(Cerabolini vd., 2004). Onosma discedens (Kemaliye Emzikotu) serpantine &zgii bir tiirdiir. Bu tiiriin 6zellikle Kemaliye Ilgesi,
Salihli Koyii ¢evresinde bilinen en genis yayilis alan1 yol ¢aligmalar1 nedeniyle yok edilme asamasina gelmistir. Ayn1 zamanda bu
alan1 cevreleyen kalker kayaglarm yapi malzemesi elde etmek tizere iglenmesi ve elde edilen malzemenin tiiriin yayilig alaninda
depolanmasi diger bir tehdidi olusturmaktadir. Batici tliylerinden dolay1 kiicikkbag hayvanlarin fazla tercih etmemesine karsin
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cevrede otlayan kegiler tarafindan yenmesi de yeterince tohum iiretememesinde énemli bir etmeni olusturmaktadir. Tiiriin yetistigi
yerde toprak derinliginin birkag¢ santimetreye diismesi nedeniyle tohumunun tutunamamasi ve buna bagl olarak dogal ortaminda
¢imlenme basarisinin diisiik olmasina etkiledigi anlagilmistir. Ayrica, Kemaliye Emzikotu’nda ise ¢iceklerin asagiya sarkil olmasi
tohumun erkenden diismesine neden oldugu tespit edilmistir. Ozellikle Kemaliye Emzikotu koyu renkli, parlak, i¢i dolu verimli
tohumlar iiretme konusunda (%26.25) zayif kalmas: iireme dongiisiinde farkli bir genetik mekanizmanin etkili olabilecegini akla
getirmektedir. Bu nedenle Kemaliye Emzikotu da deney setleri olusturulmadan 6nce verimli olarak kabul edilen tohumlar dikkatle
secilerek ¢imlendirme galigmalarinda kullanilmalidir.

Potasyum nitratin biiyiime diizenleyici ve ¢imlenmeyi tesvik edici maddelerden oldugu bilinmektedir (Jolliff vd., 1994;
Puppala vd., 2002). Bu ¢alismada O. discedens i¢in KNO3’iin 200 pM uygulamasinda % 12 oraninda ¢imlenme oldugu goriilmiistiir.
Diger taraftan 100 uM’lik uygulamada ¢imlenmeye herhangi bir etkisinin olmadigi anlasilmistir. Ancak KNO3 uygulanan tim

serilerde kontrol grubuna gore en yiiksek ¢imlenme hiz katsayisi bulundugundan, potasyum nitratin ¢imlenme hizini arttirdigi ve bu
farkin istatiksel bakimdan anlamli oldugu gériilmektedir (Tablo 1).

Gibberellik asitin (GAs) ¢imlenmeyi tesvik edici oldugu yapilan ¢ok sayidaki yayinda bildirilmektedir (Iglesias ve Babiano,
1997, Nadjafi vd., 2006). Literatiire uygun olarak bu ¢alismada da GA3z’{in her iki konsantrasyonunun O. discedens tohumlarini
kontrol grubundan ¢ok daha yiiksek oranlarda ¢imlenmeye tesvik ettigi (%25 ve % 35) goriilmiistiir. GAs konsantrasyonun artigina
bagli olarak ¢imlenme yiizdesinde de artis olmustur. Ancak her iki dozda da GAs’iin ¢imlenme hizin1 az oranda gerilettigi
anlagilmistir. Bunun yaninda, HCI’nin diisiik konsantrasyonlarinin tohum kabugunu gevseterek ¢imlenmeyi ¢ok az da olsa tesvik
ettii (% 9), yiiksek konsantrasyonlarda ise ¢cimlenmeyi engelledigi ve durdugu bulunmustur (Tablo 1). Hidroklorik asitin ¢imlenme
hizi agisindan ise Onemli bir etkisinin olmadigi gorilmiistir. NaCl’nin de aymi sekilde ¢imlenmeyi engelledigi ve durdugu
belirlenmistir. O. discedens tiirlinde mekanik stratifikasyon (zimparalama), kaynar su stratifikasyonu (30sn, 1dk ve 2dk), soguk on
islem (+4°C ve -20°C) uygulamalarinin yapildig1 deney serilerinin higbirinde ¢imlenme gergeklesmemistir.

Sonug olarak, endemik Kemaliye Emzikotu in vitro sartlarda yapilan farkli uygulamalardan tohum ¢imlenme basarisini en
fazla arttiran uygulamalarin GAs’tin 100 ve 200 pM’lik konsantrasyonlari oldugu goriilmektedir. Ayrica KNO3z ve HCI'nin 100
uM’lik konsantrasyonlarimin da anlamli olacak sekilde ¢imlenmeyi tegvik ettigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, bu tiirde in vitro
tohum ¢imlenme c¢aligmalarna farkli kimyasal ve fiziksel uygulamalarla devam edilmesi 6nemlidir. Ciinkii, tohum ¢imlenme
basarisinin nasil arttirilacagini anlamak, nadir ve tehlike altindaki bitki tiirlerinin etkili ex situ koruma protokollerinin
gelistirilmesinde 6nemli bir agamadir. Bu ¢alismada elde edilen veriler Kemaliye Emzikotu tiiriiniin korunmas: igin daha hizli, etkili
ve ucuz koruma planlarinin olusturulmasinda 6nemlidir.
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