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Oz: Yabani Ravent (Rheum ribes L.), gicek sirgtinleri ve saplar1 sebze olarak
tiketilebilen tibbi 6neme sahip ¢ok yillik yabani bir bitkidir. Dogal
habitatlarindan  kontrolsiiz  toplanmalar1 durumunda, ileride yok olma
tehlikesiyle karst karsiya kalabilecek bu tiirlerin  korunmasi  ve
stirdiiriilebilirliginin saglanmasi 6nem tagimaktadir. Doku kultlru teknikleriyle
tohumla in vitro mikro ¢ogaltim ¢alismalarinin yapilabilmesi igin, tlriin in vitro
kosullarda optimum ¢imlenme mekanizmasimin bilinmesi gerekmektedir. Bu
¢alisma, uglan kesilmis ve kesilmemis yabani ravent tohum gruplarinin in vitro
kosullarda ¢imlenme ve ¢ikis durumlarinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.
Bu gruplar, 200 mg/l giberellik asit (GAs) ilavesi yapilmis veya yapilmamus,
Murashige ve Skoog (MS), Gamborg (B5), White (WH) ve Schenk ve
Hildebrandt (SH) ortam kombinasyonlarinda in vitro olarak g¢imlendirilmistir.
Aragtirma sonucunda, bu tiiriin tohumlarinda az siddetli fizyolojik dormansinin
goriildiigii ve tohum ucu kesilmemis uygulamalarin ¢imlenme ve ¢ikis
parametreleri yoniinden daha basarili oldugu tespit edilmistir. En yiksek
¢imlenme oram (%84), MS+200 mg/l GAs besin ortamindan, en iyi ¢ikig orani
ise (%44), WH+200 mg/l GA; ortamindan saglanmistir.
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Abstract: Rheum ribes L. is a perennial wild plant that is of medical importance
as flowers shoots and stalk can be consumed as vegetables. Due to their
uncontrolled collection from their natural habitats, it is important to ensure the
preservation and sustainability of these species that may be in danger of future
extinction. In tissue culture techniques, in vitro micro-propagation studies with
seed, in vitro optimum germination mechanism of the species should be known.
This study was conducted to determine the in vitro germination and emergence
of rhubarb seeds groups (seed tips were cut off or not). These groups were
germinated in nutrient mediacombinations, including Murashige and Skoog
(MS), Gamborg (B5), White (WH) and Schenk and Hildebrandt (SH) media
with or without 200 mg/l gibberellic acid (GAs). As a result of the research, it
was determined that the seeds of this species have less severe physiological
dormancy and the seed-tip cut applications are more successful in terms of
germination and emergence parameters. The highest germination rate (84%)
was obtained from MS+200 mg I' GA; nutrient medium, and the best
emergence rate (44%) was obtained from WH+200 mg I"* GA; medium.
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1. Giris

Yabani ravent, Polygonaceae familyasindan Rheum cinsine giren, ¢ok yillik yabani bir
bitkidir. Bu cins icerisinde 60’a yakin tiir bulunmakla birlikte (Sun ve ark., 2012), iilkemizde yetisen
tek tlrun Rheum ribes L. oldugu bildirilmektedir (Anjen ve ark., 2003; Tuncer ve Gunsan, 2017).
Cicek surgiinleri ve saplar1 sebze olarak tuketilen bitki, tlkemizde Dogu Anadolu bdlgesinde, Nisan-
Mayis aylarinda dogadan toplanarak seyyar satici tezgahlarinda yerini almakta, besleyici ve tibbi
Ozelliginin bulunmasi nedeniyle de halk arasinda sevilerek tiketilmektedir. Rheum tdrlerinin,
hemoroid (Cakilcioglu ve Tiirkoglu, 2007), diyabet hastaliklar1 (Kaval ve ark., 2014) ve iltihap
tedavisinde (Hu ve ark., 2014) kullanildigi, bobrek taglarinin distirilmesinde faydali oldugu
bildirilmektedir (Cakilcioglu ve Tiirkoglu, 2008). Bu tiirlerin ayn1 zamanda, antialerjik (Matsuda ve
ark., 2004), antimikrobiyal (Kosikowska ve ark., 2010), antiviral (Chang ve ark., 2014) 6zelliklere
sahip oldugu, antioksidan o6zelliginin yiiksek olmasi nedeniyle bagisiklik sistemini giiclendirdigi
bilinmektedir (Oztiirk ve ark., 2007; Meral, 2017).

Bitki, vejetatif (rizom, govde) ya da generatif yolla (tohumla) ¢ogalabilmektedir. Vejetatif
yolla ¢ogaltimda, toprak altindaki rizom gdvde Uzerindeki gozler, kis aylarini uyur halde toprakaltinda
gecirmekte, soguklama ihtiyacinin giderilmesinin ardindan, ilkbaharda bu gézlerin siirmesiyle olugan
vejetatif siirgiinler toprak stiine ¢ikmaktadir. Tohumla ¢ogaltim yapildiginda ise; diisiik ¢gimlenme
orani ya da tohum dormansisi yok olma tehlikesi altinda bulunan endemik tiirlerin, tibbi ve yabani
bitkilerin ¢ogaltimini sinmirlayan 6nemli bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle dzellikle
bu tiirlerin korunmasi, doku kiiltiirii teknikleriyle tohumla ¢ogaltiminin saglanabilmesi ve tohum
cimlenme mekanizmasinin ¢ozilmesi 6nem arz etmektedir. Bitki doku kultiri uygulamalari, cogaltimi
zor olan kiymetli tiirlerin ¢ogaltiminda klasik 1slah metotlarina yardimer ve 1slah surecini kisaltict
yontemler olarak kullanilabilmektedir. Farkli in vitro teknikler kullanilarak, Rheum tirlerin mikro
cogaltimimin yapildig1 bircok literatiirde bildirilmektedir (Farzami Sepehr ve Ghorbanli, 2002;
Farzami Sepehr ve Ghorbanli, 2005; Malik ve ark., 2010; Rashid ve ark., 2014; Tabin ve ark., 2014;
Tabin ve ark., 2016; Tuncer ve Gilinsan, 2017).

Burada sunulan g¢aligma, heniiz kiiltiire alma ¢alismalarinin yapilmadig uglart kesilmis ve
kesilmemis ravent tohumlarinin, farkli besin ortamlarinda in vitro kosullarda ¢imlenme ve ¢ikis
olanaklarnin belirlenmesi ve ileride bu tir Uzerinde tohumdan gogaltim yoluyla yapilacak olan in
vitro ¢ogaltim ¢aligmalarina temel olusturmasi amaciyla yapilmustir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Tohumlarin toplanmasi

Arastirmada Van ili’nin Girpinar ilgesinden temin edilen ravent tohumlari kullanilmistir
(Sekil la-b). Arazideki bitkiler lizerinden tohumlar, 2017 yilinin agustos ayinda hasat edilmis, deneme

kurulana kadar buzdolabi sicakliginda ve kuru kosullarda muhafaza edilmistir. Deneme kurulmadan
once, tohumlar kanatlarindan ayrilmigstir (Sekil 1b).

Sekil 1. Raventte (a) kanatli tohumlar, (b) kanatlarindan ayrilan tohumlar.
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2.2. Tohumlarin sterilizasyonu

Tohumlarin sterilizasyonu 3 asamali olarak gerceklestirilmistir:
1. Asama: Tohumlar fungal hastalik etmenlerini uzaklastirmak amaciyla %0.3 benomil soliisyonunda
1 saat bekletilmis, ardindan 1 saat siireyle saf suyla galkalanarak yikanmustir (Sekil 2a-2Db).
2. Asama: Tohumlar ekim igin steril kabin i¢ine alinarak, %70’lik etil alkolde 30 sn bekletildikten
sonra bidistile steril saf suyla ¢alkalanarak yikanmistir (Sekil 2).
3. Asama: Son olarak tohumlar, bakteriyel enfeksiyonu engellemek amaciyla kabin i¢inde, birkag
damla Tween-20 damlatilmis %50’lik ¢amasir suyunda (%0.9 sodyum hipoklorit) 10 dakika sureyle
bekletilmis (Sekil 2c), ardindan 3-5 kez 3’er dakika tohumlara durulama islemi yapilmistir (Sekil 2d-
2e). Sterilizasyonu tamamlanan tohumlar, kabin i¢inde kurutma kagitlari iizerine alinarak, fazla sulari
uzaklastirilmistir (Sekil 2f) (Farzami-Sepehr ve Ghorbanli, 2002; Tuncer ve Gunsan, 2017).

Sekil 2. Tohumlarin sterilizasyon asamalari; (a) benomil soliisyonunda bekletme, (b) saf suda
durulama, (c) %50 ¢amasir suyunda bekletme, (d ve e) bidistile su ile g¢alkalama, (f)
tohumlarin fazla sularinin uzaklastirilmasi, (g) in vitro tohum ekimi.

2.3. In vitro ¢cimlenme ve ¢iKkis

Sterilizasyonu yapilan tohumlar, uglar1 kesilmis ve kesilmemis olarak gruplara ayrildiktan
sonra, 200 mg/l GAs iceren veya icermeyen farkli besin ortamlarina in vitro olarak ekilmistir (Sekil
29). MS (Murashige ve Skoog, 1962), B5 (Gamborg ve ark., 1968) ve SH (Shenk ve Hildebrandt,
1972) ortamlarina seker ilavesi yapilirken, WH (White, 1963) ortamina seker ilavesi yapilmamustir.
Tiim besin ortamlarina 50 mg/l sitrik asit ilavesi yapilmis ve besin ortamlarinin PH’s1 5.8 olarak
ayarlanmistir. Ekim yapilan petriler, tohumlarin soguklama gereksinimini karsilamak amaciyla 4°C’
de karanlikta bekletilmistir. [k cimlenmeler baslayinca (yaklasik 30 giin sonra), petriler 25°C sicaklik
16/8 saat aydinlik/karanlik kosullardaki iklim odasina alinarak ¢imlendirilmistir.

2.4. incelenen cimlenme ve ¢ikis parametreleri

Cimlenme ve ¢ikis parametreleri asagidaki formiillerle hesaplanmistir (Mereddy ve ark., 2000;
Li ve ark., 2007; Mercedes ve ark., 2007):

Cimlenme/Cikis Orani (C.O) (%) = (C/T) x 100 (1)
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Ortalama Cimlenme/C1kis Suresi (gin) (OCS) = [(1.gunde C x 1. glin) + (2. glinde C x
2.gln) +......ooee + (n. ginde C x n. gin)] / Toplam C (2)

G: Cimlenen/Cikan tohum sayisi T: Kullanilan tohum sayis1
2.5. Deneme plani ve istatistik analiz

Deneme, her uygulama icin 5 tekerrirli ve her tekerriirde 8 petri (5 tohum/petri) olacak
sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Cimlenme ve ¢ikis parametrelerinin
karsilastirilmasinda, varyans analizi yapilmistir. Hesaplamalarda istatistik dnemlilik dlzeyi %5 olarak
alinmis ve hesaplamalar i¢in Statgraphics istatistik paket programi kullanilmistr.

3. Bulgular

Cimlenme kriteri olarak kokg¢iiglin 2 mm tohum kabugundan disar ¢ikisi, ¢ikis kriteri olarak
ise kotiledon yapraklarin tam iriligine ulagtigt donem esas alinmistir (Sekil 3). Cizelge 1’ de uglan
kesilmemis ravent (Rheum ribes L.) tohumlarinin farkli in vitro besin ortam kombinasyonlarinda
c¢imlenme ve ¢ikis parametrelerine ait sonuglar verilmistir. GAs (200 mg/l) katilmis ortamlarda
¢cimlenme ve ¢ikis oranlar artig gostermistir. Cimlenme oran1 % 56-84 arasinda degisim gostermis, %
84 oranla en yiiksek ¢imlenme 2 no’lu besin ortamindan (MS + 200 mg/l GA3s), en iyi ¢ikig orani (%
44) ise 4 no’ lu ortamdan (WH + 200 mg/l GAs) saglanmigtir. Ortalama ¢imlenme suresi 3.30-4.53
giin, cikis siiresi ise 0-12.68 giin arasinda degisim gostermistir. Ozellikle GAz katilmis besin
ortamlarinda, ¢ikis oranlarinin yiiksekligi de dikkat ¢gekmektedir (Cizelge 1).

Sekil 3. (a) ¢cimlenme kriteri, (b) ¢ikig kriteri.

Cizelge 1. Rheum ribes L.’de uglar1 kesilmemis tohumlarin farkli besin ortamlarinda in vitro cimlenme
ve ¢ikis degerleri

Besin Cimlenme Ortalama Cikis orani Ortalama
Ortami  Besin Ortami orant (%) ¢imlenme (%) cikig

No siiresi (giin) siiresi(giin)
1 MS 60.00 b 3.43bc 0.00e 0.00e

2 MS + 200 mg/l GAs 84.00 a 3.76 a-c 20.00c 4.93d

3 WH 60.00 b 453a 0.00e 0.00e

4 WH + 200 mg/l GA3 64.00 b 3.40c 44.00 a 12.68 a

5 B5 44.00 c 3.66 a-c 8.00d 5.20d

6 B5 + 200 mg/l GAs 64.00 b 3.55bc 24.00 bc 9.60b

7 SH 56.00 bc 4.36 ab 8.00d 5.20d

8 SH + 200 mg/l GAs 60.00 b 3.30c 28.00 b 8.00¢c

F Degeri 7.04* 1.90* 44.79* 76.81*

Ayni siitunda farkli harfler besin ortamlari arasindaki farkliligi gostermektedir (p<0.05).
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Tohum uglar1 kesilmis uygulamada ise, Rheum ribes L. tohumlarinin ¢imlenme ve ¢ikis
degerleri Cizelge 2’ de 6zetlenmistir.

Cizelge 2. Rheum ribes L.” de uglari kesilmis tohumlarinin farkli besin ortamlarinda in vitro ¢gimlenme
ve ¢ikis degerleri

Besin Cimlenme Ortalama Cikis orani Ortalama
Ortam1  Besin Ortami orant (%) ¢imlenme (%) cikig

No siiresi (giin) siiresi(giin)
1 MS 28.00 he 4.60 c-e 8.00e 4.40d

2 MS + 200 mg/l GAs 20.00 ¢ 3.40e 12.00 de 5.80 bc

3 WH 28.00 he 6.90a 0.00f 0.00e

4 WH + 200 mg/l GA3 48.00 a 5.19cd 28.00b 9.26 a

5 B5 44.00 a 6.53 ab 16.00 cd 6.40b

6 B5 + 200 mg/l GAs 52.00 a 4.63 c-e 36.00 a 8.33a

7 SH 20.00 ¢ 4.00 de 16.00 cd 6.60 b

8 SH + 200 mg/l GAs 32.00b 5.53 bc 20.00 ¢ 5.26 cd

F Degeri 15.35* 6.80* 35.48* 51.02*

Ayni siitunda farkli harfler besin ortamlari arasindaki farkliligi gostermektedir (p<0.05).

Cimlenme ve ¢ikis orani, ortalama ¢imlenme ve ¢ikis siiresi sirasiyla, % 20-52, % 0-36, 3.40-
6.90 guin ve 0-9.26 giin arasinda farklilik géstermistir. Cimlenme orani yoniinden 4, 5 ve 6 no’lu besin
ortamlarinda istatistik olarak 6nemli bir farklilik olmamakla birlikte, en yiksek ¢imlenme degeri (%
52) 6 no’lu (B5 + 200 mg/l GAs) ortamdan elde edilmistir (Cizelge 2). Cikis oran1 yoniinden de; yine
ayni ortamdan en yliksek ¢ikis degerine (% 36) ulasilmistir. Besin ortamlarina ilave edilmis GAs,
ozellikle ¢ikis lizerine olumlu etkide bulunmustur. Sekil 4 ve 5° de iki farkli uygulama yapilmis
(tohum uglar1 kesilmemis ve kesilmemis) tohumlarin, farkli besin ortamlarindaki in vitro gimlenme ve
cikislart gorilmektedir.

Sekil 4. Tohum uglar1 kesilmemis Rheum ribes L. tohumlarinda in vitro ¢cimlenmeler; (a) MS + 200
mg/l GAs, (b) WH + 200 mg/l GAs, (c) B5 + 200 mg/l GAs, (d) SH + 200 mg/l GAs, uglar
kesilmis tohumlarda in vitro ¢cimlenmeler; (e) MS, (f) B5, (g) B5 + 200 mg/l GAs, (h) SH.
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Sekil 5. Tohum uglar1 kesilmemis Rheum ribes L. tohumlarinda in vitro ¢ikislar; (@) MS + 200 mg/I
GA;, (b) WH + 200 mg/l GAs, (c) B5 + 200 mg/l GAs, (d) SH + 200 mg/l GAs; uglar kesilmis
tohumlarda in vitro ¢ikislar; (e) WH + 200 mg/l GAs, (f) B5 + 200 mg/l GAs, (9) SH, (h) SH +
200 mg/l GA:.

4. Tartisma ve Sonug

Tohumun uyku hali olarak bilinen dormansi; fiziksel, morfolojik, fizyolojik, morfofizyolojik
ve kombine dormansi (fiziksel + fizyolojik) olmak tizere 5 farkli sekilde simflandirilmaktadir (Baskin
ve Baskin, 2004; Mamut ve ark., 2014). Fizyolojik dormanside; embriyoda gorilen igsel nedenlerden
dolay1 tohum cimlenememekte ve dormansinin ortadan kalkmasi i¢in tohumlar mutlaka degisen
stirelerde diigiik sicaklikta nemli katlama uygulamalarina ihtiya¢ duymaktadir. Fizyolojik dormansi;
siddetli, orta diizeyde ya da az siddetli olabilmektedir. Siddetli fizyolojik dormanside, tohumlar
dormansiden ¢ikabilmek igin genellikle 10-16 hafta, orta diizeyde dormanside 8-14 hafta, az siddetli
dormanside ise 2-8 hafta sogukta nemli katlamaya ihtiya¢ duymaktadirlar (Baskin ve Baskin, 2004).
Yaptigimiz in vitro ¢imlendirme ¢aligmalar1 sonucunda, petrilere in vitro ekimi yapilan Rheum ribes
L.’nin tohumlarinin, dinlenmeden ¢ikabilmesi i¢in 30 gunden daha az sire diisiik sicaklikta (4°C-8°C)
bekletilmesi gerektigi belirlenmistir. Tohumlarin dinlenmeden ¢ikabilmesi i¢in gerekli siire, Baskin ve
Baskin (2004)’ iin belirttigine gore 2-8 hafta arasinda oldugu i¢in R. ribes tohumlarinda az siddetli
fizyolojik dormansi gorildiigiinii soylemek miimkiindiir.

Tohum dormansisini ortadan kaldirmada sogukta nemli katlama uygulamalarinin diginda
(Keskiner ve Tuncer, 2019), digsal GAs uygulamalar1 (Hassan ve Fardous, 2003), mekanik olarak
tohum kabugunu asindirma, tohum ucunu kesme (Ma ve ark., 2006; Rahmanpour ve ark., 2007
Akdag, 2019) gibi ¢ok farkli uygulamalar da yapilabilmektedir. Akdag (2019), ¢cok yillik yabani bir
bitki olan E. spectabilis tohumlarinin, dormansiden ¢ikabilmek igin normal kosullarda uzun sireli
sogukta nemli katlamaya ihtiya¢ duydugunu, ancak tohum uglar1 kesilen tohumlarda bu siirenin ¢ok
kisaldigini (<30 gin), dolayisiyla E. spectabilis tohumlarinda fizyolojik ve morfofizyolojik
dormansinin yani sira kombine dormansinin (fiziksel dormansi + fizyolojik dormansi) de mevcut
oldugunu belirtmistir. Calismamizda, bu literatiir bildirisi dikkate alarak, uglar1 kesilmis R. ribes
tohumlariyla da in vitro ¢imlendirme denemeleri kurulmus, ancak tiim besin ortamlarinda, tohum
uglar1 kesilmemis uygulamaya gore oldukga diisiik oranlarda ¢imlenme (% 20-52) ve ¢ikislar (% 0-36)
elde edilmistir. Bu nedenle, E. spectabilis tohumlarinin aksine, R. ribes tohumlarinda tohum ucu
kesme uygulamalarinin yapilmasinin, diisiik basarisi nedeniyle gereksiz oldugu belirlenmistir. GAs
ilave edilmis tlim besin ortamlarinda, her iki uygulamada da daha yliksek oranda ¢imlenme ve cikislar
elde edilmistir. Tabin ve ark. (2016), yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya kalan ve tibbi dneme sahip
Rheum spiciforme tohumlarinda en yiiksek ¢imlenme oraninin, 15.0 uM BAP +12.0 uM TDZ+10 pM
2,4-D igeren MS ortamindan (% 70) elde ettiklerini bildirmislerdir. Bununla birlikte Rheum ribes L.
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(Tuncer ve Gunsan, 2017) ve Rheum webbianum Royle’ de (Rashid ve ark., 2018) hormon katilmayan
MS ortamindan da ¢imlenmeler saglandig: bildirilmistir.

Sonug olarak bu caligma ile; in vitro mikro ¢ogaltim ¢aligmalarinin ilk agamasi olan in vitro
cimlendirme denemelerinde, GAs ilavesi yapilmis olan MS ortaminin, ¢ikis denemelerinde ise yine
GA; ilavesi yapilmis diisiik tuz konsantrasyonlu ve sakkaroz icermeyen WH ortaminin daha basarili
oldugu ve doku kiiltiirli caligmalari igin yeterli sayida in vitro gelismis fidecik elde edildigi
belirlenmistir.
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