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OZET

CENTAUREA DEPRESSA BIEB.’IiN IN VITRO BiTKi REJENERASYONU VE
ANTIBAKTERIYEL AKTIVITE OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

KAYA, Ahmet Caglar
Yiksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali
. Tez Damgmani: Dog. Dr. Nurhan KESKIN
I. Tez Danigsmani: Dr. Ogr. Uyesi Mahsa POURALI KAHRIZ
Ocak 2022, 42 sayfa

Centaurea depressa Bieb. Tiirkiye florasinda énemli bir tibbi aromatik ve siis
bitkisi olmasina ragmen, mikrogogaltimi {izerinde ¢aligmalar yok denecek kadar azdir.
Bu ¢alismada, in vitro kosullarda ¢imlendirilmis C. depressa tohumlarindan gelisen in
vitro bitkiciklerin; hipokotil, govde, yaprak, kotiledon, bogum ve sap bogum
organlarindan mikrocogaltim gerceklestirilmis ve bitki ekstraktlariin antibakteriyel
aktiviteleri belirlenmistir. Eksplantlar 0.20 mg/l BAP (6-Benzil amino piirin); 0.10,
0.15, 0.30, 0.45 ve 0.60 mg/l NAA (Naftalen asetik asit) iceren MS (Murashige ve
Skoog) ortamda kiiltiire alinmistir. Calisma sonucunda 0.20 mg/l BAP ve 0.15 mg/I
NAA igeren MS ortaminda kotiledonlardan rejenerasyon elde edilmis ve siirgiinler
farkli IBA (indol-3-biitirik asit) konsantrasyonlar1 iceren ortamlarda koklendirilerek dis
kosullara alistirtlmistir. Ek olarak, farkli 2,4-D (2,4-Diklorofenoksi asetik asit)
konsantrasyonlari igceren MS ortaminda yaprak, aksiller tomurcuk ve kotiledon
eksplantlarindan somatik embriyogenez elde edilmistir. En iyi somatik embriyogenez
0.6 mg/l 2,4-D igeren MS ortaminda kaydedilmistir. Antibakteriyel aktivite ¢aligsmalari
sonucunda ise C. depressa’nin govde ve yaprak ekstraktlarmim Staphylococcus aureus
ATTCC25923, gram (+) Escherichia coli ATCC8739 ve Pseudomonas aeruginosa
ATCC25823 gram (-) bakterilerine kars1 belirgin diizeyde etkili oldugu gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Bitki doku kiiltiirli, Centaurea sp., Ekstrakt, Floristik
zenginlik, T1ibbi ve aromatik bitki.






ABSTRACT

DETERMINATION OF IN VITRO PLANT REGENERATION AND
ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF Centaurea depressa BIEB.

KAYA, Ahmet Caglar
MSc. Thesis Horticulture '
Supervisor | : Assoc. Prof. Dr. Nurhan KESKIN
Supervisor Il : Asst. Prof. Dr. Mahsa POURALI KAHRIZ
January 2022, 42 pages

Although, Centaurea depressa Bieb. is an important medicinal and ornamental
plant in the flora of Turkey, there is few studies about its micropropagation. In current
study, micropropagation was performed in the hypocotyl, stem, leaf, cotyledon, node
of the in vitro plantlets grown from C. depressa seeds germinated in vitro, and
antibacterial activities of plant extracts were determined. Explants were cultured in MS
(Murashige and Skoog) medium with 0.20 mg/l BAP (6-Benzyl amino purine)
containing 0.10, 0.15, 0.30, 0.45 and 0.60 mg/l NAA (Naphthalene acetic acid). As a
result of the study, regeneration was obtained from cotyledons in MS medium contained
0.20 mg/l BAP and 0.15 mg/l NAA, and the shoots were rooted in the medium included
different IBA (Indole-3-butyric acid) concentrations and acclimated to external
conditions. In addition, somatic embryogenesis was obtained from explants of leaf,
axillary bud and cotyledon in MS (Murashige ve Skoog) medium contained different
concentrations of 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid). The best somatic
embryogenesis was recorded in MS medium contained 0.6 mg/l of 2,4-D. As a result of
antibacterial activity studies, it was observed that the stem and leaf extracts of C.
depressa were considerably effective against Staphylococcus aureus ATTCC25923,
gram (+) Escherichia coli ATCC8739 and Pseudomonas aeruginosa ATCC25823 gram
(-) bacteria.

Keywords: Centaurea sp., Extract, Floristic richness, Medicinal aromatic plant,

Plant tissue culture.
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1. GIRIS

Bir iilkenin floristik zenginligi ve cesitliligi, bitki tirii sayisi ile Onem
kazanmaktadir (Ekim ve ark., 2000; IUCN, 2001; Vural ve ark., 2006). Tirkiye iklim,
jeolojik, jeomorfolojik, topografik, akarsu, gol, deniz gibi ¢esitliliklerin yan sira, 0 ile
5000 m vyiikselti farkliliklari, ti¢ degisik bitki cografyasi bolgesinin birlestigi bir yerde
yer almasi nedeniyle biyogesitlilik bakimindan olduk¢a zengindir (Ozhatay ve ark.,
2005).

Centaurea, Asteraceae = Compositae = Papatyagiller familyasinin tiir sayisi
yOniiyle en biiyiik cinsi olup, tiir sayis1 ve toplam takson sayis1 bakimindan, 179 tiir 187
(Wagenitz 1975; Ayta¢ ve Duman 2005; Uzunhisarcikli ve ark., 2005) ve/veya 214
takson (Davis ve ark., 1988; Giiner ve ark., 2000) ile Tiirkiye Florasi’ nda, Verbascum
(Sigir kuyrugu) ve Astragalus (Geven) cinslerinden sonra ti¢iincii sirada yer almaktadir.
Gen merkezi Tirkiye’dir (Wagenitz, 1986). Bu cinse ait bitkiler nadiren dikenli dallari
ya da herdemyesil yapraklariyla ¢ali halinde tek, iki veya ¢ok yillik otsu bitkilerdir
(Yaltirik ve Efe, 1996). Halk arasinda peygamber ¢icegi, Timur dikeni, zerdali dikeni,
coban kaldiran, saribag, gokbas gibi isimlerle bilinirler. Diinyada ve iilkemizde
geleneksel tipta ¢ok degisik amaglarla kullanim alani bulan bu bitkilerden yillardan beri
antidiyabetik, antiromatizmal, antienflamatuvar, antidiyareik, diiiretik, stomasik, adet
soktiiriicti, hipotansif, sitotoksik, antipiretik, astrenjan, antibakteriyal olarak
yararlanilmaktadir (Barrero ve ark., 1997; Orallo ve ark., 1998 Arif ve ark., 2004; Tan
ve ark., 2008; Eskin, 2011; Bussmann ve ark., 2020).

C. depressa Bieb., Centaurea cinsi igerisinde Cyanus seksiyonunda yer
almaktadir (Wagenitz, 1975). Deniz seviyesinden 2300 m yiikseklige kadar islenmis ve
islenmemis tarlalarda, marjinal arazilerde ve yol kenarlarinda yetisebilen yabani bir ot
olup, tibbi-aromatik ve siis bitkisi olarak degerlendirilmektedir (Baytop ve Kadioglu,
2002; Dizkiric1 ve Koroglu, 2018).

C. depressa Bieb., tabandan itibaren dallanarak 20 ile 80 cm arasinda boy ve 20
ile 50 cm araliginda da tag genisligi olusturmaktadir (Sekil 1.1). Govde gri renkli
kecemsi tiiylere sahiptir. Yapraklar, kenarlar1 diiz ve mizrak seklinde sapsiz ve

karsilikli dizilmistir. Alt yapraklar lopludur ve ugtaki lop daha biiyiiktiir. Cigekleri oval



veya kadeh seklinde bir bascik igerisinde toplanmis, 14-18x8-12 mm boyutlarinda mavi
renklidir. Olgun bir bagg¢ik bir ucunda tohum boyunun yarist uzunlugunda tiiylere sahip
5-7 adet tohum bulundurur. Tiyleri sayesinde tohumlar riizgar yardimiyla uzak
mesafelere yayilabilir (Anonim, 2017). Tiirkiye’de Adana, Bolu, Istanbul, Igdir, Kars,
Kastamonu, izmir, Afyonkarahisar, Amasya, Ankara, Bilecik, Burdur, Eskisehir,
Erzurum, Elaz1g, Giimiishane, Kayseri, Konya, Karaman, Kirklareli, Sivas, Nigde, Usak
ve Van illerinde dogal olarak yetismektedir (Sekil 1.2).

Sekil 1.1. C. depressa Bieb. (Bussmann ve ark., 2020).
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Sekil 1.2. Tiirkiye’de C. depressa Bieb.’in dogal olarak yetistigi iller (Tubives, 2020).

Bitki doku ve hiicre kiiltiirii; steril sartlarda, yapay besin ortamlarinda, tam bir
bitki, hiicre (meristematik, kallus, siispansiyon hiicreleri), doku (eksplant=Dbitki
pargalar1) ya da organ (apikal meristem, kok)’dan yeni bir doku, bitki ya da bitkisel
tirliniin tiretilmesidir (Babaoglu ve ve ark., 2001). Giinimiizde bitki doku kiiltiirleri
yontemlerinden Ozellikle tehdit altindaki endemik tiirlerin yaninda sehirlesme ve
antropojenik baski altinda  bulunan taksonlarin da c¢ogaltilmas: ve korunmasinda
yararlanilmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, C. junaniana (Hammat ve Evans,
1985), C. paui (Cuenca ve ark., 1999), C. cyanus (Kakegawa ve ark., 1991; Tanimoto
ve Ishioka, 1991), C. amacrocephala (Hosoki ve Kimura ,1997; Takashi ve Daisuke,
1997), C. rupestris (Perica, 2003), C. zeybekii (Kurt ve Erdag, 2009), C. ultreiae
(Mallon ve ark., 2010), C. fenzlii ve C. derderifolia (Demirel, 2015), C. tchihatcheffii
(Ozel ve ark., 2006; Arpagus ve ark. 2017) ve C. fenzlii (Tiirkoglu ve ark., 2018) gibi
diger Centaurea tiirlerinde doku kiiltiirii ¢aligmalari rapor edildigi halde C. depressa
Bieb. iizerinde yapilmis herhangi bir calismaya rastlanmamastir.

Bitkilerin mikroorganizmalar1 6ldiiriicii ve insan sagligi tizerine olumlu etkileri
1920°1i yillardan giiniimiize arastirilmaktadir (Vonderbank 1949; Digrak ve ark., 1999).
Dogada bulunan bitkilerin ¢ogunlugu antimikrobiyal 6zellige sahip olup, antibiyotiklere
kars1 bakterilerin direng gostererek yayilmasini onlemek icin alternatif tipta bitkilerin
antimikrobiyal olarak kullanimlar1 onemlidir (Saragoglu, 2011). Bitkilerin tohum,

govde, rizom, kok ve yapraklarinda bir¢ok mikroorganizmanin gelisimini inhibe edecek



bilesikler ekstrakte edilmis, bu bilesikler mikroorganizmalar iizerine denenerek
aktiviteleri bilimsel olarak ortaya konmustur (Ertiirk ve Demirbag, 2003).
Bu calismada Centaurea depressa Bieb.’in in vitro bitki rejenerasyonu ve

antibakteriyel aktivete 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir.



2. KAYNAK BILDIRIiSLERI

2.1. Centaurea Tiirlerinde Yapilmis Baz1 Doku Kiiltiirii Calismalar:

Hammatt ve Evans (1985), tehdit altindaki C. junaniana bitkisinin kotiledon,
hipokotil, kok ve yapraklarinin siirgiin rejenerasyon kapasitesini arastirmislardir. Ideal
stirgiin olusumu 5 mg/l BAP (6-Benzil amino piirin) ve 0.2 mg/l NAA (a-naftelenasetik
asit) iceren MS ortaminda gozlenmistir. En iyi koklenme 0.01 mg/l IBA (indol-3-butirik
asit) iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortamindan bitki basina 25 adet olarak elde
edilirken, kok uzunlugu 20 mm olarak elde edilmistir.

Hosoki ve Kimura (1997), C. macrocephala Pushk EX Willd’in mikrogogaltimi
icin dikey olarak boliinmiis siirgiinleri ve koltuk altt meristem eksplantlarini  0.44 uM

BA (6-Benzil adenin) iceren MS ortaminda kiiltiire almiglardir. 16 giinlik kiltiir
periyodundan sonra eksplant basma 2.0 adet siirgiin elde edilmistir. In vitro kiltiir
yoluyla elde edilen mikro siirgiinlerin % 70’1 25 pM IBA ile modifiye edilmis Hyponex
ortaminda koklendirilmistir. Elde edilen bitkiler kolaylikla sera kosullarina adapte
edilmistir.

Pevalek-Kozlina (1998), Hirvat endemik tiirii olan C. ragusina L. i¢in hizli bir
Klonal ¢ogaltma yontemi gelistirmistir. Aseptik kosullarda ¢imlendirilmis tohumlardan
elde edilen siirgiinler mikrogogaltim i¢in kullanilmistir. En yiiksek ¢ogaltim orani,
eksplant basina 4.6 siirgiin ile 4 haftalik bir kiiltiir periyodunda 1.0 uM BAP ve 2.9 uM
gibberellik asit (GA3) igeren 2 x MS ortamindan elde edilmistir. Kesilen siirgiinler 2.5
uM IBA iceren MS ortaminda koklendirilmistir. Koklii bitkiler bagartyla saks1 topragina
aktarilarak dis kosullara alistirilmistir.

Cuenca ve ark. (1999), Dogu Ispanya’nin Valencia bolgesinde yayilis gdsteren
ve nesli son derece tehlikede olan endemik C. paui’de sterilizasyon protokolii
olusturmus ve mikrocogaltim saglamislardir. ilkbaharda ¢iceklenen meristematik
stirglinler dogadan toplanarak govde aksami1 50 mm’lik pargaciklar seklinde kesildikten
sonra sabunlu suda bekletilmis ve g¢esme suyundan gegirilmistir. Etanolde 1 dk
tutulduktan sonra ii¢ damla tween-80 iceren %7’lik CaOCI (Sodyum hipoklorit)’de 20

dk siire ile manyetik karigtirici iizerinde yiizey sterilizasyonu saglanmis dort kez beser



dk steril saf su ile durulanmistir. Mikrogogaltimda eksplant olarak bitkinin ¢igek ekseni
bogumlart kullanilmistir. En iyi siirgiin olusum orani, 0.5 mg/l BA ya da 2 mg/l Kin
(Kinetin) ile takviye edilmis MS ortaminda elde edilmistir. Maksimum siirgiin uzamasi,
MS ortamindan elde edilirken bitki biiytimeyi diizenleyici madde (BDM) ilave edilince
sirgiin boylarda azalma izlenmistir. Alt1 haftalik in vitro siirgiinler, koklendirilmek
amaciyla 2 mg/l IAA (indol-3-asetik asit) + 2 mg/l IBA igeren MS ortamina alinmis, 30
giin igerisinde % 40 oraninda koklenme elde edilmistir. Koklenen bitkilerin yaklasik %
70’1 ise basariyla saksilara aktarilmis ve ex vitro kosullara alistirilmistir.

Cuenca ve Amo-Marco (2000), Akdeniz Ispanya bolgesinde endemik ve nesli
tikenmekte olan C. spachii’nin mikrogogaltimi1 i¢in ¢i¢ek ekseni bogumlarii eksplant
olarak kullanmislardir. 1.0 mg/l BAP ilaveli MS ortaminda en yiiksek ¢ogaltim orani
elde edilmistir. En iyi kdklenme (% 60), 2 mg/l IAA + 2 mg/l IBA kombinasyonundan
elde edilmistir. Ayrica bu kiiltiir ortaminda siirgiinlerin % 50’sinin 3 hafta sonunda
koklendigi gdzlenmistir. Sera kosullarina aktarilan bitkilerin hayatta kalma orani % 80
olarak rapor edilmistir.

Curkovic-Perica (2003), giiglii antifitoviral, antibakteriyel ve antifungal
aktiviteye sahip bir flavonoid igeren ve Alp daglarinin bir kolu olan Balkan daglarina
endemik C. rupestris L. i¢in hizli bir klonal ¢ogaltma yontemi gelistirmistir. Aseptik
kosullarda ¢imlendirilmis tohumlardan meydana gelen siirgiinler, baslangi¢c eksplanti
olarak kullanilmstir. En yiiksek ¢ogaltim orani, eksplant bagina 11.88 siirgiin ile 1.0 uM
BAP ve 2.9 uM GA; ile desteklenen MS ortaminda tiglincii alt kiiltiirde 4 haftalik kiiltiir
doneminde elde edilmistir. Kesilen siirgiinlerin en iyi koklenmesi, 3 uM IBA ile takviye
edilmis 2 x MS ortaminda elde edilmistir. Calisma sonucunda koklii bitkiler saksi
topragina aktarilmis ve dis ortam kosullarina alistirilmistir.

Ozel ve ark. (2006), Ankara’nin Golbasi ilgesinde yetisen ve yok olma
tehlikesiyle karsi karsiya olan yillik endemik C. tchihatcheffii bitkisinin zigotik
embriyolarmi  siirgiin rejenerasyonu i¢in kullanmuglardir. En  yiiksek siirgiin
rejenerasyonunu 0.25 mg/l NAA ve 1 mg/l Kin ilaveli MS ortaminda gozlenmis ve
stirgiinler 1 mg/l IBA ilaveli MS ortaminda koklendirilerek ve seraya aktarilmistir.

Goztas (2008), endemik C. kotschyi tohumlarinin ¢imlenmesinde 1AA, 2,4-D
(2,4-Diklorofenoksi asetik asit), GAs3, ve Kin (Kinetin) hormonlarinin etkilerini



aragtirmis ve en yiiksek ¢imlenme oranin1 % 62.5 ile 2 mg/l TAA igeren besin
ortamlarinda elde etmistir.

Kurt ve Erdag (2009), C. zeybekii Wagenitz’in tohumlarmi yiizey
sterilizasyonuna tabi tuttuktan sonra ¢esitli in vitro ¢imlenme ortamlarinda kiiltiire
almiglardir. Tohum ¢imlenme sikliklar1 fotoperiyottan etkilenmese de en yiiksek
¢imlenme frekanst 24 + 2 °C’de elde edilmistir. 1 mg/l BA ile takviye edilmig MS
ortaminda yiiksek bir aksiller siirgiin proliferasyonu frekansi elde edilmistir. Daha
sonra, koltuk alt1 siirgiinleri ayrilarak koklenme igin bitki biiyiime diizenleyicileri
(BDM) olan ve olmayan MS ortamina aktarilmistir. Rizogenezis, yalnizca 0.5 mg/l IBA
iceren 2 x MS ortaminda 6 hafta sonra elde edilmistir. Koklenme siireci ¢ok yavas ve
stirglin koklenme yiizdesi de ¢ok diisiik (% 15) olmustur.

Mallon ve ark. (2010), farkli sitokininlerin C. ultreiae siirgiinlerinin ¢oklu
slirgiin rejenerasyonu iizerindeki etkisi incelenmisledir. Calismada dort adet sitokinin
BA, zeatin, Kin ve N6- (2-izopentil) adenin (2-iP) bes farkli konsantrasyonu igeren s x
MS ortami kullanilmistir. En yiiksek ¢cogaltim orani (eksplant basina 5.52 siirgiin), 4.44
uM BA igeren ortamda elde edilmistir. Elde edilen siirgiinler 30 saniye boyunca 10 M
NAA igeren bir ¢ozeltiye batirilarak % 91 oranda koklendirilmistir. Elde edilen
bitkilerin % 100’ dis kosullara alistirmis ve uygulanan mikrogogaltim sisteminin C.
ultreiae’nin gogaltilmasi i¢in giivenilir bir yontem oldugu ifade edilmistir.

Gorgorov ve ark. (2011), endemik C. caliacrae, C. finazzeri ve C. davidovii'de
0.5 g/l BAP takviye edilen MS ortaminda, sap eksplantlarindan siirgiin gelisimi
belirlemislerdir.

Alaiwi ve ark. (2012), C. montana ve C. cyanus tiirlerinde in vitro ¢igeklenme ve
hiicre kiiltiirii {izerine protokol gelistirmek i¢in MS besin ortamint uygun hormonlarla
kombine ederek etkili siirgiin rejenerasyonu ve in vitro giceklenme saglamiglardir.

Colgecen ve ark. (2012), endemik C. tchihatcheffii’de kallus olusturma ve
sekonder metabolit iiretimini arastirmak amaciyla bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Pappusu
kesilen tohumlar 3 giinde ¢imlenirken kesilmeyen tohumlar 7 giinde ¢imlenmistir. En
iyi kallus olusumu BA ve Kin iceren MS ortamlarinda kotiledonlardan saglanmastir.

Yiizbasioglu ve ark. (2012), C. arifolia’nin yaprak eksplantlarin1 0.1 mg/l NAA
+ 1 mg/l BAP ve 0.2 mg/l NAA + 2 mg/l BAP ile desteklenen MS ortaminda kiiltiire

almiglardir. 3 hafta sonunda aktif olarak gelisen kalluslar elde edilmis ve bu kalluslar



tizerinde 3 hafta sonra adventif silirglin rejenerasyonu gergeklesmistir. Rejenere olan
stirgiinler 1 mg/1 IBA ilaveli MS ortaminda koklendirilmistir.

Okay ve ark. (2014), Ankara-Goélbasi’nda yetisen ve kritik endemik bir bitki
olan C. tchihatcheffii’nin tohumla ve doku kiiltiirii yontemi ile ¢ogaltilmasini
arastirmiglardir. En yiiksek ¢imlenme oranin1 % 85.2 ile 2 mg/l giberellik asit iceren
ortamlarda, eksplant basgina en fazla siirgiin olusumu ise 0.5 mg/l BAP + 0.5 mg/l IBA
ileve edilmis besin ortamlarinda eclde etmislerdir. 1 mg/l IBA igeren MS besin
ortaminda % 86 oraninda koklenme gergeklesmistir.

Aydogan ve Erdag (2015), C. zeybekii’de yaprak eksplantlarindan farkli
sitokininleri kullanarak 0.005 mg/l ve 0.01 mg/l TDZ (Thidiazuron) igeren ortamlarda
en yiiksek kallus olusturma oranini (% 100) elde etmislerdir. Eksplant basina en yiiksek
stirgiin sayist 6.2 siirgiin ile 1 mg/l Kin igeren MS ortaminda belirlenirken, koklenme
acisindan MS ve 2 MS ortamlar1 arasinda fark gézlenmemis ve 0.5 mg/l IBA ilaveli
ortamda %15 oraninda koklenme elde edilmistir.

Gorgorov ve ark. (2015), kritik derecede tehlike altindaki Bulgaristan endemik
tirlerinden C. davidovii Urum.’un tek tohumundan c¢alisma baslatmislardir. MS
ortaminda siirgiin ve kok olusumu izlenmis ve siire¢ siirgiinlerin alt kiiltiirlii ile devam
ettirilmistir. MS ortama 0.5 mg/l BAP ilavesiyle 6 haftalik bir siirede eksplant basina
3.6 siirglin elde edilmistir. Koklendirme i¢cin MS ortami kullanilmistir. Elde edilen
bitkilerin ortalama % 96°s1 dis kosullarina adapte edilmistir.

Traykova ve ark. (2015), C. pseudaxillaris’in yaprak eksplantlarinda en fazla
rejenere siirgiin oranini MS ortaminal mg/l BAP destegi saglayarak elde etmislerdir.

Valletta ve ark. (2016), italya-Lazio’daki Circeo Dagi’nda sinirli bir alanda
yayilig gosteren endemik C. cineraria subsp. circae’de mikrogogaltim, adaptasyon ve
dis kosullara aligtirma ¢alismalari yapmuslardir. En yiiksek ¢imlenme oranini (% 65)
+20 °C giindiiz/10 °C gece sicakliginda 12/12 fotoperiyotta kaydetmislerdir. MS
ortamma 2 mg/l Kin ve 0.5 mg/l BAP ilave edilen bogum eksplantlarinda rejenere
stirgiin oran1 % 74 olarak kaydedilirken, cksplant basina 5.67 adet siirgiin elde
edilmistir. 0.5 mg/l IBA ilaveli MS ortaminda % 100 koklenme saglanmis ve bitkilerin
% 90’dan fazlas1 dis kosullara adapte edilmistir.

Atalay ve Erisen (2017), kritik endemik C. lycaonica’nin mikrogogaltim
potansiyelini arastirmislardir. Nodal segmentler 0.5, 1.0 ya da 2.0 mg/l TDZ, BAP ya da



Kin destekli MS besin ortaminda kiiltlire alinmis en iyi sonu¢ (8.73 adet
stirgiin/eksplant) 0.5 mg/l BAP ilaveli MS ortamindan elde edilmistir. Rejenerasyon
amaciyla yaprak eksplantlari, farkli BDM (NAA, BAP, TDZ, Kin) ilaveli MS ortaminda
kiiltiire alinmis, en iyi sonug (32.27 adet siirgiin/eksplant) 0.2 mg/l NAA + 0.5 mg/l
BAP destekli ortamdan saglanmigtir. Sadece Kin iceren ortamlarda eksplantlarin
¢ogunda kararma gozlenirken, TDZ ve TDZ-NAA kombinasyonlarinda sadece kallus
olusumu kaydedilmistir. Elde edilen siirgiinlerin koklendirilmesinde en uygun ortamin
2.0 mg/l TAA oldugu tespit edilmistir.

Demirel (2015), endemik C. fenzlii ve C. derderifolia tiirlerinin in vivo ve in
vitro tohum ¢imlenmesini arastirmistir. 16/8 fotoperiyot ve 25 °C sicakliktaki iklim
odasinda MS, B5, SH ve WH ortamlarinda kiiltiire alinan tohumlarda en fazla ¢imlenme
oran1t WH besin ortaminda meydana gelmistir.

Tiirkoglu ve ark. (2018), endemik Centaurea fenzlii’de yaprak eksplantlarinda
en yiiksek kallus olusumunu 4.44 uM BAP+10.64 uM NAA, siirglin olusumunu ise 8.88
uM BAP+2.685 uM NAA igeren ortamlardan elde etmislerdir.

Ekinci (2019), kritik endemik C. amaena Boiss & Balansa’nin in vitro
kosullarda hizli ¢ogaltim potansiyelini aragtirmistir. Tohumlar %3 sukroz, %0.7 agar
ilaveli MS ortaminda ¢imlendirilmistir. Olusan fidelerin kotiledon, yaprak ve kotiledon
bogumlart farkli konsantrasyonlarda TDZ (0.3-1.2 mg/l), BAP (1-4 mg/l) ve meta-
Topolin (mT; 0.5-4 mg/l) sitokininlerini veya bunlarin 0.5 mg/l NAA ile
kombinasyonlar1 ile destekli MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Arastirma sonucunda
kotiledon ve yaprak eksplantlarinda TDZ konsantrasyonlar1 veya bunlarin NAA ile
kombinasyonlarinda sadece kallus olusumu gozlenmistir. Kotiledon ve yaprak
eksplantlarinda sirasiyla en yiiksek eksplant basma siirgiin sayist sirasiyla 4.152 ve
4.132 adet ile 1 mg/l ve 4 mg/l mT ilaveli MS ortamlarinda saptanmistir. Aksiller
siirglin rejenerasyonu amactyla ylriitiilen calismada ise en yiiksek eksplant basina
stirgiin sayist 4 mg/l mT igeren MS besin ortaminda 9.975 adet olarak tespit edilmistir.
Calismada gelisen siirgiinler, 2.0 mg/l IBA ilaveli /2 x MS besin ortaminda %350

oraninda koklendirilmistir.
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2.2. Disk Difiizyon Yontemi

Antimikrobiyal madde igeren kagit diskler, test mikroorganizmasi ile hazirlanan
standart karisimin yayildig1 agar plaklar {izerine yerlestirilir. Diskteki antimikrobiyal
madde besiyerine yayilarak mikroorganizmaya etkili oldugu diizeylerde tiremeyi inhibe
eder. Boylece, disk gevresinde mikroorganizmalarin lireyemedigi dairesel bir zon
meydana gelir. Zon gap1, bakterinin duyarlilig: ile direkt iliskilidir. Cap olgiiliir ve her
antimikrobiyal madde i¢in degiseken olan duyarlilik sinir1 degerleriyle karsilastirilir.
Zonun biiyiikligiine gore sonuglar “direngli” “orta” ya da “duyarli” seklinde
degerlendirilir (Sen, 2011).

2.3. Gram (+) ve Gram (-) Bakteriler

2.3.1. Staphylococcus aureus

S. aureus yuvarlak sekilde olup yaklasik 1 um g¢apinda, gram (+) ve
hareketsizdirler. Spor olusturmazlar. Fakiiltatif anaerob bakteriler olmalarina ragmen
aerob sartlarda daha bol iirerler (Ozdil, 2018). Optimal pH’lar1 7-7.5, optimal iireme
wsilart ise 30-37°C’ dir. Birgok bakteri 60 °C’de ve 30 dk’da aktivite kaybina ugrarken,
bu bakteriler 1s1ya dayanan niikleazlar meydan getirdikleri i¢in direnglidirler. Kiiltiirleri
4 °C’de ya da oda 1sisinda tutulduklarinda canliliklarini aylar boyunca korurlar. Bu
nedenle; tozda, toprakta, esya tizerinde, hayvan ve insanin agiz, ve nazofarinks floralar
ile derisinde yaygindirlar. Insanlarda Staphylococcus kokenli deri enfeksiyonlarina sik
rastlanir (Erecevit, 2007).

2.3.2. Escherichia coli

E.coli, 1-1.5 um en ve 2-6 um boyda basil seklinde diiz bakteriler olup, 1 ile 2
mm ¢apinda S tipi koloniler yapan ve spor olusturmayan gram (-) bakterilerdir (Sen,
2011). Fakiiltatif anaerobdurlar ve optimal pH degerleri 7-7.2’dir. 55 °C’lik 1s1ya 1 saat,
60 °C’ye ise sadece 20 dakika dayaniklidirlar (Erecevit, 2007). 37 °C optimal iireme

isilanidir. Fiiksin vb. bazi boya maddelerine, dezenfektanlara, % 7 NaCl ile safra ve
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safra tuzlarina kars1 duyarli, soguga ve isiya direnglidir. Memeli ve kuslarda normal
bagirsak bakterisi olarak bulunmaktadir. Bagirsak i¢inde kokusma, mayalasma ve
beslenme ile ilgili fonksiyonlarda yardimci olan ve diger bagirsak bakterileri ile dengeli
bulunan flora bakterisidir. Ancak canlinin bagisiklik sisteminin azaldigi durumlarda
doku ve kana yayilarak enfeksiyon etkeni 6zelligi tasir. Bunlar; safra ve safra yollari
enfeksiyonlari, iiriner sistem, peritonit, menenjit, hemolitik tiremik sendrom, apse,

trombotik trombositopenik purpura,siniizit, otit ve yara enfeksiyonlaridir (Sen, 2011).

2.3.3. Pseudomonas aeruginosa

Bu bakreriler, aerop, gram (-), hareketli, sularda, bitkilerde, toprakta,
hayvanlarda ve hastanelerde bulunabilen yiiksek mortalite ve morbiditeye sahip basil
seklinde bakterilerdir. Deri ve yumusak dokuda go6zde, kulakta, solunum yolunda,
triner ve gastrointestinal sistemlerde enfeksiyonlara yol acabilen patojenlerdir
(D’Agata, 2014). Hastane kokenli pndmoniye en ¢ok yol agan gram (-) bakterilerdendir.
Saglikli bireylerde nadir olarak pnémoniye sebep olurlar, ancak hizli ve mortal
seyretmektedirler. Pnomoni tedavisinde kulanilan antibiyotiklere karsi hizla direng

kazandiklarindan tedavileri giiglesmektedir (Can, 2016).

2.4. Centaurea Tiirlerinde Yapilmis Bazi Antibakteriyel Aktivite Belirleme

Cahismalan

Negrete ve ark. (1984), C. chilensis’in toprak iistii aksamlarindan ekstrakte
ettikleri 2 seskiterpen lakton bilesiginin antimikrobiyal etkilerini agar difiizyon yontemi
ile incelemislerdir. Calisma sonucunda bu bilesiklerin Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Aspergillus niger,
Micrococcus luteus, Candida albicans ve Pseudomonas aeruginosa gibi gram (+)
bakterilere kars1 etkili olduklar1 gdzlenmistir.

Negrete ve ark. (1987), C. floccosa’nin toprak iistii aksamlarindan izole ettikleri
eriyodiktiyol, hispidulin, kersetin, kemferol, krizoeriol ve taksifolin gibi flavonoitlerin
antimikrobiyal aktivitelerini agar difuzyon yontemi ile A. niger, E. coli, C. albicans, B.

subtilis, M. flavus, S. aureus, S. epidermidis ve P. aeruginosa suslarina kars
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incelemiglerdir. Calisma sonucunda taksifolin haricindeki diger maddelerin gram (+)
bakterilere kars1 etkili oldugu gozlenmistir.

Lonergan ve ark. (1992), C. sonchifolia’nin toprak iistii aksamlarindan izole
ettikleri onopordopikrin maddesinin antibakteriyel etkisini disk difiizyon yontemiyle
incelenmisler ve S. aureus’a karsi etkili oldugunu belirlemislerdir.

Barrero ve ark. (1995), Giiney Ispanya’da yetisen C. aspera subsp. aspera, C.
aspera subsp. scorpiurifolia, C. aspera subsp. stenophylla, C. malacitana, C. melitensis,
tirlerinden izole ettikleri elemanolit, onopordopikrin, snisin, monoasetil snisin,
salonitenolit, stenofillolit ve tulipalin B yapisindaki ¢ seskiterpen laktonun
antimikrobiyal aktivitelerini dokuz ayri mikroogranizmaya karsi test etmislerdir.
Calisma sonucunda snisin haricindeki diger bilesiklerin belirgin bir antibakteriyel
ozellik géstermedigini belirtmislerdir.

Sir-Altiner ve ark. (1997), C. hermanii’nin toprak alti ve toprak dstii
aksamlarindan hazirlanan ekstrelerin antifungal ve antibakteriyel aktivitelerini disk
diftizyon yontemiyle incelemisler ve C. glabrata ile C. albicans tizerinde dikkate deger
etkiler saptamiglardir.

Giirkan ve ark. (2000), C. hermanii bitkisinin kloroform, petrol eteri ve etanollii
ekstrelerinin antibakteriyel etkisini C. diphteriae’ye, L. monocytogenes, S. aureus
25923, S. aureus 29213, Staphylococcus epidermis, S. pyogenes, antifungal etkilerini ise
Candida albicans, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C. glabrata, C. krusei,C.
guillermondii kars1 incelenmislerdir. Calisma sonucunda C. hermanii’nin petrol eteri
ekstresinin S. aureus 25923’e karsi, kloroformlu ekstresinin S. aureus 29213 ve 25923°¢
kars1 aktivite gosterdigi, kloroformlu ekstresinin C.glabrata ve C. albicans’da oldukga
yiiksek bir aktiviteye sahip oldugu ve petrol eteri ekstresinin C. glabrata’ya kars1 hafif
bir inhibisyon gosterdigi gozlenmistir.

Arif (2002), C. solstitialis ve C. depressa tiirlerine ait ekstre ve fraksiyonlarin
antibakteriyel etkilerini gram (+) (B. subtilis) ve gram (-) (E. coli, P. mirabilis, P.
aeruginosa) bakteriler iizerinde mikrodiliisyon metodu ile tespit etmistir. Calisma
sonucunda her iki tiire ait ana ekstre ve fraksiyonlarmn E. coli’ye kars1 kontrole yakin bir
etki gosterdigi, tiirlerin kloroformlu fraksiyonlar1 ile toprak alti kisimlarinin etanollii

ekstrelerinin ise P. aeruginosa’ya karsi1 dikkate deger etkiye sahip oldugu gozlenmistir.
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Rusak ve ark. (2002), C. rupestris’in ¢icek ve yapraklarindan elde ettikleri eterik
ve etanol ekstrelerinin antibakteriyel 6zelliklerini arastirmiglardir. Yapraklarin % 90’11k
etanol ekstresi S. faecalis’e kars: etkin antibakteriyel aktivite gosterirken; ¢iceklerin %
45°1ik etanol ekstresi B. anthracis’e kars1 zayif kalmistir.

Uysal ve ark. (2005), C. balsamita, C. behen, C. solonitana, C. glastifolia, C.
pseudoscabiosa subsp. glechnii ve C. spicata tiirlerinden izole edilen ekstrelerin B.
cereus ATCC 11778, E. aerogenes ATCC 13043, E. coli ATCC 25922, E. feacalis
ATCC 29212, K. penumonia ATCC 13883, P. aeruginosa ATCC 27853, P. mirabilis
ATCC 7002, S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 12228, S. pneumoniae
ATCC 49616’ya kars1 antimikrobiyal etkilerini broth dilisyon ve disk diflizyon
yontemlerini kullanarak arastirmislardir. Calisma sonucunda 6zellikle C. balsamita ve
C. pseudoscabiosa subsp. glechnii’nin etil asetat ekstreleri ile C. glastifolia’nin etanol
ekstresi antibakteriyel aktivite saglamistir.

Yildirim (2008), C. coronopifolia Lam. ve C. balsamita Lam. tiirlerinin aseton
kloroform, etanol ve etil asetat ekstrelerinin S. salivarius RSHE 606, S. typhimurium
ATCC 14028, S. aureus ATCC 6538, S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 29988, E.
coli ATCC 25922, B. subtilis ATCC 6633 ve B. cereus ATCC 14579 bakterilerinin
suglarina  karsi antimikrobiyal etkilerini mikrodiliisyon yontemi kullanarak
aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda, en yiiksek antimikrobiyal etkiyi C. balsamita’nin
kloroform ekstresi, B. cereus’a karsi saglamustir. Bitki ekstreleri S. aureus suslarina
kars1 yiiksek antimikrobiyal etki saglarken, her iki tiiriin de etanol ekstreleri daha diisiik
aktivite gostermistir.

Ozsoy ve ark. (2015), C. antiochia var. praealta’nin toprak iistii aksamlarindan
sirastyla petrol eteri, kloroform ve metanol ekstraksiyonu yapmislar ve izole edilen son
ekstrenin antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Calisma sonucunda ekstre, S.
epidermis, S. aureus gibi gram (+) ve E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P.
mirabilis gram (-) suslara orta derecede antibakteriyel ve C. albicans’a kars: etkili bir
antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Ozdil (2018), C. fenzlii Reichardt’mn antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesini
incele mistir. Cigeklenme doneminde toplanan bitkinin toprak tistii aksamlarindan farkli
polaritelerdeki ¢oziiciiler ile ekstreler hazirlamis ve antibakteriyal etkilerini belirlemek
amaciyla, E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, K.
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pneumonia ATCC 700603 kullanmistir. Calisma sonucunda metanol ve diklorometan
ekstrelerin gram (+) bakterilere karsi, gram (-) suslara gore daha etkili olduklar
gbzlenmistir.

Khleifat ve ark. (2019) C. damascena bitkisinin ugucu yag bilesimini ve
antibakteriyel aktivitelerini arastirmistir. Toplam ugucu yag bilesenlerinin % 86’sindan
fazlasin1 temsil eden oksijenli terpenlerin varligi ile toplam 35 bilesen karakterize
edilmistir. Antibakteriyel aktivite, mikrodiliisyon yontemi kullanilarak disk diflizyon
yontemleri ve minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC) kullanilarak
degerlendirilmistir. C. damascena’dan elde edilen ugucu yaglar, 5 pg/ml’de test edilen
on mikroorganizmadan sekizine kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip bulunmustur.

Qarallen ve ark. (2019), Tritirachium oryzae W5H mantar susu kiiltiir
siipernatantin1  kullanarak giimiis nanopartikiilleri (AgNP’ler) sentezlemek ve
AgNP’lerin antibakteriyel aktivitesini tek tek ve C. damascena bitkisinin bazi
antibiyotikler ve ugucu yagi ile incelemistir. Glimiis nitrat soliisyonlu siizlintiiniin rengi
72 saat inkiibasyondan sonra yogun kahverengiye doniismiistiir. AgNP’lerin inhibisyon
bolgesi 12 nm ila 22 mm arasinda degisen genis spektrumlu aktivite gostermistir.
AgNP’ler ile vankomisin, nitrofurantoin, kloramfenikol veya tetrasiklin arasinda
Pseudomonas aeruginosa’ya karsi inhibisyon kat alaninda 2.4 kat ila 9 kat artisla
dikkate deger bir sinerji gorilmistiir. Benzer sekilde, E. coli P. aeruginosa S.
epidermidis ve S. aureus’a karsi gentamisin, tetrasiklin, ampisilin, sefotaksim ve
trimetoprim iceren AgNP’ler 1 kattan 10 kata kadar sinerjiye sahip olmustur.

Shakeri ve ark. (2019), C. rhizantha’nin govde kisimlarindan iki yeni
seskiterpen lakton, rizantolid A (1) ve rizantolid B (2), bilinen bes bilesik (3-7) ile
birlikte izole edilmistir. 1-7 bilesiklerinin antimikrobiyal aktivitesi, gram (+) ve gram (-)
negatif bakteri hatlara kars1 degerlendirilmistir. S. aureus’a karsi orta diizeyde
antibakteriyel aktivite gbzlenmistir.

Bouzghaia ve ark. (2020), C. resupinata subsp. dufourii’nin gévde kisimlarinin
kimyasal bilesimi ile antioksidan ve antibakteriyel aktivitelerini belirlemislerdir. Farkli
kromatografik yéntemler kullanilarak dokuz bilesik izole edilmistir. izole edilmis
bilesiklerin yapisal tanimlamasi, cesitli spektroskopik yontemler, NMR teknikleri (1H
NMR, 13C NMR, COZY, HSQC, HMBC) ve kiitle spektroskopisi (ESI-MS)

kullanilarak ve literatiir verileriyle karsilastirilarak ortaya konmustur. Bu bilesiklerin
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yapilart (i) niktiflorin (ii), apigetrin (iii), chrysoeriol (iv), apigenin (Vv), chrysin (vi),
daucosterol (vii), B-sitosterol (viii), taraxastrerol ve (ix) lupeol olarak tespit edilmistir.
Etil asetat ve n-butanol ekstraktlarinin antibakteriyel ve antioksidan aktiviteleri
degerlendirilmistir.

Tozyilmaz ve ark. (2020) tarafindan endemik C. aphrodisea Boiss, C.polyclada
DC’nin etanol ekstraktlar1 elde edilmis ve on sekiz bakteri ve iki mantara karsi
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri disk diflizyon yontemi ile arastirilmistir. C.
afrodisea ekstrakti, tiim konsantrasyonlarda en yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip
olmustur. Ayrica, bitki etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri minimum
inhibitor konsantrasyon ve minimum bakterisidal/bakteriyostatik konsantrasyon
yontemleri ile analiz edilmistir. Her ikisi Centaurea tiirii de diisiikk konsantrasyonlarinda

yiiksek antibakteriyal etki gdstermistir.






3. MATERYAL VE YONTEM

Calisma, 2021 yilinda Van Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Doku Kiiltiirii Laboratuvart ile Ardahan Universitesi, laboratuvar imkanlart

kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
3.1. Bitki Materyali

C. depressa Bieb. ligulat ve tubulat gigekleriyle tiiylii tohumlar igermektedir
(Sekil 3.1). Tohumlar 3.5-3.9 x 1.5-1.9 mm, oval-dikdortgen, perikarp kahverengisi
veya krem kahverengi, serisli, tabanda yuvarlak, areolar lateral-bazal ve yogun tiiyli
olmaktadir. Calismada kullanilan bitki  tohumlart Prof. Dr. Khalid Mahmood
KHAWAR (Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Béliimii)’dan temin

edilmistir.

ti]ylgr\

Sekil 3.1. C. depressa Bieb. ¢igegi ve tohumu.

3.2. Tohum Canhilik Testi

Calismaya baslamadan 6nce 100 adet saglikli C. depressa tohumu segilerek
tizerinden tohum tiiyleri keskin bir bisturi yardimiyla kesilerek uzaklastirilmistir.
Tohumlar yumusatma amaciyla, 12 saat siire ile 24 °C’de birakilmistir. Daha sonra
yumusamis tohumlar dikkatli bir sekilde pens ile tutulup, bistiiri yardimiyla
ayiklanmistir. Ayiklanmis tohumlarin kotiledonlar1 bisturi ile hafifce iterek ortadan

ayrilmis ve 1 mg/mlP’lik 2, 3, 5 trifenil tetrazolium Kkloriir (TTC) ¢dzeltisine
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daldirilmistir. Tohumlar gece boyunca 24 = 1 °C’de karanlikta inkiibe edilmistir. Canli
ve cansiz tohumlar1 ayirt etmek i¢in tiim tohumlar mikroskopun 40 x biiyiitmesi altinda
dikkatle gozlenmistir. Kirmizi rengi alan tohumlar canli, kirmizi rengi almayan

tohumlar ise cansiz kabul edilmistir (Porter ve ark., 1947; ISTA, 2019).
3.3. Besin Ortam

Calismada kullanilan kimyasal maddeler, Merck ve Duchefa firmalarindan temin
edilmistir. Doku kiiltiirii caligmalarinda %3 sukroz ve %0.8’lik agar (type A, Merck)
ilave edilmis MS besin ortami (Murashige ve Skoog 1962) kullanilmigtir. Kullanilan
ortamin igerigi Cizelge 3.1’de sunulmustur. Ortam hazirhiginda ¢ift distile saf su
kullanilmigtir. Besin ortamina gerekli konstrasyonlarda bitki biiytime diizenleyicileri
(Cizelge 3.2) uygun ¢oziiciilerde ¢oziildiikten sonra standart sekilde istenilen miktarda
ve oranda stok solusyonlart hazirlanarak ilave edildikten sonra ortamimin pH’st 1IN
NaOH ya da 1IN HCI kullanilarak 5.7+0.1°e ayarlanmis daha sonra 4.5 k Pa basing
altinda 121 °C’de 20 dakika sterilizasyon uygulanmistir.

Cizelge 3.1. MS ortam bilesenleri ve litredeki konsantrasyonlar1”

Makro Miktar  Mikro Element  Miktar Vitaminler  Miktar
Element
(mg/l) (mg/l) (mg/l)

NH;NO3 1650 KI 0.83 Myo-inositol ~ 100.00
KNO; 1900 H3BO3 6.20 Nikotinik asit  0.50
CaCl,.2HO,  332.02 ZnS0,4.7HO, 8.60 Pridoksin-HCI  0.50
MgS0O,.7H,0 180.54 Na,Mo004.2HO, 0.25 Thiamin-HCI ~ 0.10
KH,PO, 170 CuS04.5H,0 0.025 Glisin 2.00

CoCl,.6H,0 0.025
FeNaEDTA 36.70
MnSQO4.H,0 16.90

*: https://www.duchefa-biochemie.com/product/details/number/M0222.
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Cizelge 3.2. Kullanilan BDM, ¢6ziiciileri ve saklama kosullarl*
BDM  Coziicii Saklama
Kosullari (°C)

BAP 1N NaOH
NAA 1N NaOH
IBA 1N NaOH
24-D Su

A A B~ b

*: https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/growth-regulators.htmi

C. depressa tohumlar1 % 50, % 60, % 70’lik ticari camasir suyu (NaOClI) ile
10, 15 ve 20’ser dk muamele edilerek ylizey sterilizasyonu saglanmistir. Yiizey
sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile 3x5 dk durulanmustir. Steril edilen
tohumlar yine steril petri kaplar1 igerisinde 30 g/l sukroz igeren ve %0.8’lik agar ile
katilastirilan MS besin ortaminda 24 °C’de 16/8 saat 1sik/karanlik fotoperiyodunda
¢imlendirilmistir. Cimlenme yiizde olarak ifade edilmistir. Bu deger in vitro da
cimlenen tohumlarin toplam tohum sayisina oranlanmasiyla bulunmustur. Cimlenme
oranlar1 kiiltiir baslangicindan 4 giin sonra, ¢imlenme hizi ve giicli ise ¢imlenme
baglangicindan sirasiyla 4 ve 8 giin sonra kaydedilmistir. Fide gelisimi de yiizde
olarak belirtilmistir. Bu deger fide olusturan tohumlarin toplam ¢imlenmis tohum

sayisina oranlanmasiyla elde edilmistir.

3.4. Eksplant Secimi ve Rejenerasyon

Steril edilen tohumlarin ¢imlenmesi ve gelisimi sonucunda 10 giinliik fidelerden
hipokotil, gdvde, yaprak, kotiledon bogum ve sap bogum eksplantlar1 alinmis ve 0.20
mg/l BAP ile 0.10, 0.15, 0.30, 0,45 ve 0.60 mg/l NAA iceren MS ortaminda kiiltiire

alinmastir.
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3.4.1. Siirgiinlerin koklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler 1-2 cm uzunluga eristiginde Kesilerek steril kiiltiir
kaplarinda 0.20, 0.40 ve 0.60 mg/l IBA iceren MS igeren koklendirme ortamina

yerlestirilmistir.

3.4.2. Elde edilen bitkilerin dis kosullara alistirilmasi

Koklenen siirglinler iklim odasinda (24 + 2 °C, 3000 liiks 151k 16 saat aydinlik 8
saat karanlik fotoperiyodu ve %70 nem igeren ortamda) dis kosullara alistirilma
amaciyla otoklavlanmig torf igeren saksilara aktarilmistir. Yaklasik 10 giin sonra nem
seviyesi % 40’a disirilmistiir. Gelisen bitkiler normal tarla topraginin bulundugu

saksilara aktarilarak serada biiyiitiilmiistiir.

3.5. Somatik Embriyo Olusumu

Steril edilen tohumlarin ¢imlenmesi ve gelisimi sonucunda 10 giinliik fidelerden
yaprak, kotiledon bogum ve koltuk altt meristem eksplantlar1 0.00, 0.6, 1.20, 1.80 ve
2.40 mg/l 2,4-D igeren MS ortamina alinmistir.

3.6. C. depressa Bitkisinin Yapraklarindan Ucucu Yagin Elde Edilmesi

Doku kiiltiirii ile elde edilmis C. depressa bitkileri ¢igeklenme donemde
golgede 24+2 °C’de kurutulmus ve ardindan govde, yaprak, ¢igek ve meyveleri bir
Waring Karistiricis1 yardimiyla dgiitiilmiistiir. Ogiitiilmiis numuneler (20 g), Soxhlet
ekipmani kullanilarak 24 saat 150 ml etil asetat, aseton, kloroform, alkol ¢oziicli
(Merck, Darmstadt, Almanya) ile ekstrakte edilmistir. Ekstraklar Whatman filtre
kagidi (No. 1) kullanilarak siizilmiis ve daha sonra vakum altinda 70 °C’de konsantre
edilmistir. Kalintilar, sonraki kullanima kadar buzdolabinda saklanmigtir. Biyolojik
tahlil igin, ekstreler aymi ¢6ziicii (methanol) i¢inde 100 mg/ml konsantrasyonda

stispanse edilmistir.
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3.7. Antibakteriyel Aktivenin Belirlenmesi

Tohumdan ¢imlendirilmis ~20 giinliik bitkilerden kokler uzaklastirilarak kalan
kisimlar1 toz haline getirilmis ve metanol ile ekstrakte edilmistir. Antibakteriyel
aktivitenin belirlenebilmesi amaciyla ekstraktlar 1 adet gram (+) bakteri
(Staphylococcus aureus ATTCC25923) ve 2 adet gram (-) bakteriye (Pseudomonas
aeruginosa ATCC25823 ve Escheria coli ATCC8739) karsi test edilmistir. Bu
amagla disk difiizyon yontemi kullamilmistir (Perez ve ark., 1990; Rojas ve ark.,
2003; Sahin ve ark., 2003) ve minimum inhibitor konsantrasyonlart NCCLS (2009)’e
gore s1vi besi yeri makrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. 6.5 g/l agar igeren
Mueller-Hinton (MH) ortamindan 20 ml 100x10 mm’lik steril petri kaplarina
dokiilmiistiir. Her petride steril bir mantar delici kullanilarak 6 mm’lik oyuklar
acilmistir. Test edilen her bir bakteri tiirlinlin hassasiyetini belirlemek ve kullanilan
yontemin kontrolii i¢cin Duocid antibiyotigi kontrol olarak kullanilmigtir. Testler, tig
tekerriir halinde gerceklestirilmistir. Test gram pozitf ve negatif bakterilerine karsi
inhibisyon bolgesi ol¢iilerek degerlendirilmistir. Bakteriyel biiylimenin inhibisyonu,
inhibisyon bdlgesinin ortalama c¢ap1 olarak Olciilen ve ifade edilen disklerin

etrafindaki acik bir bolge ile gosterilmistir.

3.8. istatistik Analiz

Calisma tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus ve her muamele,
igerisinde en az 5 adet eksplantin bulundugu 4 tekerriirli 100 x 10 mm’lik petri
kutularindan olugsmustur. Elde edilen veriler SPSS paket programi yardimiyla varyans
analizine tabi tutulmustur. Farkli muamele ortamlarini belirlemek tizere Duncan testi
kullanilmistir. Istatistik analizinden &nce Yyiizde degerlere, arcsin transformasyonu

yapilmistir (Snedecor ve Cochran, 1967).






4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Tohum Canlilik Testi

C. depressa’ya ait 100 adet tohumun embriyo ve kotildonlar1 Leica marka
mikroskopun 40 x biiyiitmesi altinda dikkatle gozlenmis ve 99 adet tohumun kirmizi
renk aldig1 gozlenirken yalniz bir adet tohumun kotiledonlarda beyazlik ve embriyoda
hafif kirmizilik izlenmistir. Elde edilen sonuglar hem Porter ve ark. (1947) hem de ISTA
(2019)’nin bulgularini dogrulamaktadir.

4.2. Yiizey Sterilizasyonu

C. depressa tohumlarinin yiizey sterilizasyonunu saglamak amaciyla farkli siire
ve konsantrasyonda uygulanan ticari g¢amasir suyunun etkileri Cizelge 4.1°de
verilmistir. Cizelge 4.1°den de anlasilacagi tizere tiim ¢amasir suyu konsantrasyon ve

uygulama siireleri tohnumlarda % 100 sterilizasyon saglamistir.

Cizelge 4.1. Tohumlarin ylizey sterilizasyonunda kullanilan ticari ¢amasir suyu
konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresinin etkileri

Camasir suyu Uygulama siiresi Bulasik tohum Cimlenmis tohum
(%) (dk) orani (%) orami (%)
50 10 0.00 100.00
60 10 0.00 100.00
70 10 0.00 100.00
50 15 0.00 100.00
60 15 0.00 100.00
70 15 0.00 100.00
50 20 0.00 100.00
60 20 0.00 100.00
70 20 0.00 100.00

Uygulanan ticari ¢amasir suyu konsantrasyonlari ve uygulama stireleri birbirine
benzerlik gostermistir. Bu nedenle en diisiik, ancak en etkili ¢camasir suyu dozu olarak

% 50 gamasir suyu ile 10 dk uygulama siiresi Onerilmistir. Yiizey sterilizasyon
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calismalarinda NaOCI, H,0,, HgCI, AgNQO3, biyositler (PPM), antibiyotikler ve ticari

camagir sular1 yaygin olarak kullanilmakta ve tercih edilmektedir (Pourali Kahriz 2016).

4.3. Besin Ortami

Tohumlardan elde edilen in vitro fideciklerin hipokotil, gvde, yaprak, kotiledon
bogum ve sap bogum eksplantlar1 eksplant olarak kullanilmistir. Tohumlarin in vitro
¢imlendirmesi sonucu elde edilen in vitro bitkicikler, hem bitkilerin genetik ¢esitliligini
korumak hem de dogada yetisen bitkisel organlara gore dezenfekte edilmeleri daha
kolay oldugu i¢in tercih edilmistir. Daha Once yapilan ¢aligmalarinda, fakli Centaurea
tiir ve taksonlarinin in vitro kosullarda tohum ¢imlendirilmesinde zorluklar izlenmistir
(Cuenca ve ark., 1999, Cuenca ve Amo-Marco 2000, Ozel ve ark., 2006, Kurt ve
Erdag, 2009, Mallon ve ark., 2010, Alaiwi ve ark., 2012). Ancak, ¢alismada C.
depressa tohumlarmin ekildigi 30 g/l siikroz ve 8 mg/l agar ilaveli MS ortaminda tohum

¢imlendirilmesinde herhangi bir zorluk yasanmamustir.

4.4. Rejenerasyon Calismalar

C. depressa’nin in vitro kosullarda adventif siirglin rejenerasyon ¢aligmalarinda
10 giinliik bitkikciklerden kotiledon bogum, hipokotil, gévde, yaprak eksplantlar izole
edilerek 0.20 mg/l BAP 0.10, 0.15, 0.30, 0,45 ve 0.60 mg/l NAA ilaveli MS ortaminda
kiiltiire alinmistir. Kiiltiir baslangicindan 7 giin sonra sonra tiim eksplantlarda sisme
izlenmistir. Yalniz kotiledon bogum eksplantlarda herhangi bir kallus olusumu
izlenmemistir. Eksplantlar iizerinde % 100 siirgiin olusumu gézlenmistir. Alt1 hafta
sonra % siirgiin olusumu, siirgiin uzunlugu Ve eksplant bagina siirgiin sayist ile ilgili
bulgular Cizelge 4.2°de sunulmustur. Cizelge 4.2’den de goriildiigii gibi eksplant
basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu bakimindan ortamlar arasinda fark istatistik

olarak anlamli bulunmustur.
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Cizelge 4.2. C. depressa bitkisinin kotiledon bogum eksplantindan siirgiin
rejenerasyonuna ait varyans analizi sonuglari

VK Eksplant basina siirgiin Siirgiin uzunlugu
SD sayisi (adet) (cm)
KO F KO F
Eksplant  basmna 4 3.25 3.277 1.19 13317
stirglin sayisi
Stirglin uzunlugu 10 0.99 0.009
Toplam 14

VK: Varyasyon Kaynagi; SD: Serbestlik Derecesi; KO: Kareler Ortalamast; F: F degeri
**p<0.01

Duncan testi sonuglar1 ise Cizelge 4.3’te sunulmustur. Cizelge 4.3’te de
goriildiigi iizere kotiledon bogum eksplantindan kallus olusumu izlenmemis, % 100

stirgiin olusumu gozlenmistir.

Cizelge 4.3. C. depressa bitkisinin kotiledon bogum eksplantindan siirgiin

rejenerasyonu
BAP NAA Siirgiin olusum  Eksplant Siirgiin
(mg/l) (mg/l) yiizdesi (%0) basina siirgiin uzunlugu (cm)
sayisi (adet)

0.20 0.10 100.00 3.34ab~ 2.27a"

0.20 0.15 100.00 4.93a 1.50b

0.20 0.30 100.00 2.76b 2.50a

0.20 0.45 100.00 2.56b 1.57b

0.20 0.60 100.00 2.35b 0.94c

** Ayni siitunda fakli harfler ile gdsterilen ortalamalar arasinda fark istatistik olarak dnemlidir p<0.01

Eksplant basina siirgiin sayist 2.35-4.93 adet arasinda degismistir. En uzun
stirgiin 0.20 mg/l BAP+0.15 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.1a).
MS ortamda 0.20 mg/l BAP ile birlikte kullanilan NAA konsantrasyonu arttik¢a
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stirgiin sayisinda bir diisiis meydana geldigi dikkati ¢gekmistir. En az siigiin sayis1 0.20
mg/l BAP + 0.45 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilmistir (Sekil 4.1b).

Sekil 4.1. C. depressa bitkisinde siirgiin rejenerasyonu.

Stirgiin uzunlugu 0.94-2.50 cm araliginda degisim gostermistir. En kisa ve en
uzun siirgiinler sirastyla 0.20 mg/l BAP + 0.30, 0.20 mg/I+0.60 mg/l NAA ilaveli
ortamlardan saglanmistir. Calismada siirgiin uzulugu bakimindan BAP’in sabit ve
NAA’nin artan konsantrasyonlarinin etkilerinde bir tutarsizlik gézlenmistir. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda da arastiricilar Centaurea bitkisininin mikro ¢ogaltimi i¢in BAP ve
ya BAP ile birlikte farkli oksin kaynaklari kullanmislardir (Emek ve Erdag, 2013, Kurt
ve Erdag 2009, Gonzalez-Benito ve Martin, 2010). Emek ve Erdag (2013), Centaurea
tirlerinin in vitro c¢ogaliminda, BAP ve Kin etkileri arasinda bir karsilagtirma
yapmislardir. Arastiricilar, BAP’1n in vitro siirgiin rejenerasyonunda Kin’e gore daha
etkili oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde, Gonzalez-Benito ve Martin (2010),
Ispanya Kirmizi Kitabi’na dahil olan Asteraceae familyasima ait tiim tiirlerin in vitro
mikrogogaltimi i¢in 0.5-1.0 mg/l BAP ilaveli MS ortaminin kullanilmasini uygun
bulmuslardir. Pevalek-Kozlina (1998), tehdit altinda endemik bir bitki olan Centaurea
ragusina’nin tohumlarindan in vitro fideler elde etmisler ve bunlar aksiller siirgiin

¢ogaltimi i¢in baslangi¢ materyali olarak kullanmislardir. Calisma sonucunda BAP’1n
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tek bagina ya da NAA ile beraber kullanimimin siirgiin rejenerasyonu i¢in uygun

oldugunu bildirmislerdir.

4.4.1. In vitro koklendirme ve akilimatizasyon

0.15 mg/l NAA ve 0.20 mg/l BAP ilaveli ortamda gelisen siirgiinler 1.75-2.25
cm uzunluga ulastiginda steril ortamda kesilerek steril kiiltiir kaplarinda 0.20, 0.40 ve
0.60 mg/l IBA eklenmis MS ortaminda koklendirme amaciyla sasirtilmistir. 6 hafta
sonunda ulasilan bulgulara gore % kok olusumu, kok uzunlugu (cm) ve eksplant basina
kok sayisi (adet) bakimindan farkli oranda IBA igeren MS ortamlarinin koklendirme

tizerinde etkileri istatistik olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. C. depressa bitkisinin koklendirilmesi ile ilgili varyans analizi sonuglari

VK SD Kok olusum Eksplant basina Kok uzunlugu
yiizdesi (%) kok sayis1 (adet) (cm)
KO F KO F KO F

IBA o - -
konsantrasyonlart 486.11  1.40 8.44 10.86 0.84 60.76
Hata 6 347.22 0.78 0.01
Toplam 8
**n<0.01

Kok olusum yiizdesi % 16.67-41.67, eksplant basina kok sayis1 1-5 adet (Sekil
4.2a) ve kok uzunlugu 0.87-1.92 cm arasinda degisim gostermistir (Cizelge 4.5). En
fazla kok olusumu 0.60 mg/l BAP iceren ortamda elde eldilirken, en yiiksek koklenme
0.3 mg/l IBA, en uzun kokler ise 0.20 mg/l BAP igeren ortamlarda gozlenmistir.
Gelisen adventif koklerin ince ve narin olduklar1 dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.2b). Cuenca
ve ark. (1999) farkli Centaurea tiirlerinin in vitro kosullarlarda koklendirilmesinin zor
oldugunu bildirmiglerdir. Literatiir verilerine gore Centaurea tiirlerinin ¢ogu, kokleri
gelistirmek i¢in kiiltlir ortamina oksinlerin eklenmesine ihtiyag duyulmaktadir

(Traykova ve ark., 2015). Elde edilen sonuglar literatiirle benzerlik gostermektedir.
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Cizelge 4.5. C. depressa bitkisinin in vitro kosullarda farkli oranda IBA igeren ortamda

koklendirilmesi
IBA (mg/l) Kok olusum Eksplant basmma Kok uzunlugu
yiizdesi (%) kok sayis1 (adet) (cm)
0.20 16.67c 1.00c” 1.92a"
0.40 25.00b 5.00a 1.52b
0.60 41.67a 3.00b 0.87c

“ Ay siitunda farkli harfler ile gosterilen ortalamalar arasinda farklilik nemlidir, p<0.01

Sekil 4.2. C. depressa bitkilerinin koklendirilmesi () ve saksilara akatarilmasi (b).

Calismada, bitkileri koklendirmek i¢in ideal ortamin 0.40 mg/l IBA oldugu
belirlenmistir. C. junaniana bitkisinin hipokotil, kok, kotiledon ve yapraklarmnin
eksplant olarak kullanildig1 ve siirgiin rejenerasyonunun arastirildigi bir ¢alismada, en
yiiksek siirgiin sayisinin 0.2 mg/l NAA ve 5 mg/l BA, en iyi koklenme yiizdesinin ise
0.01 mg/l IBA ilave edilmis MS ortamindan saglandigi bildirilmistir (Hammatt ve
Evans, 1985). Takashi ve Daisuke (1997), Centaurea macrocephala’y: koltuk alti
meristemleri ile mikrocogaltmislar ve siirgiinleri 25 M IBA (5 mg/l) ilave edilmis

Hypnex ortaminda koklendirmiglerdir. Pevalek-Kozlina (1998), C. ragusina’nin
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stirgtinlerini 2.5 uM IBA (0.5 mg/l) i¢eren 2 MS ortaminda koklendirmis ve dis ortama
alistirmiglardir. Cuenca ve ark. (1999), C. paui’nin mikrogogaltim amaciyla eksplant
olarak infloresens govdelerini kullandig1 ¢alismasinda en yiiksek siirgiin olusumunu 2
mg/l Kin ya da 0.5 mg/l BA ilaveli MS ortaminda saglamislardir. Traykova ve ark.
(2015) C. pseudaxillaris siirgiinlerinin kokledirilmesinde hem MS hem de 2 MS
ortamlarmi kullanmis ve % 100 koklenme elde etmislerdir.

Elde edilen koklii siirgiinler daha sonra iklim odasinda steril torf igeren polietilen
posetler ile ¢evrilmis saksilarda yiiksek nemde tutularak yeni bitkiciklerin gerek ortam
sartlarina uyum saglamasi, gerekse de kok sisteminin gelismesi saglanmigtir. Ancak
kokii uzun olan bitkiler yaklasik 8-9 giinde, orta uzun koke sahip bitkiler 12-13 giinde
ve kisa koklii bitkiler ise yaklagik 18-19 giinde dis kosullara alistirilabilmislerdir.
Bitkilerin sera kosullarda gelistirilmesi ve adaptasyonunda herhangi bir zorluk
izlenmemistir. Adaptasyon asamasinda sera ortaminin nisbi nemi kademeli olarak % 80
den % 40’a indirilmis ve poletilen posetler uzaklastirilmistir. Benzer sekilde Stanilova
ve ark. (2013) in vitro kosullarda elde edilen Alchemilla bitkilerinin, Traykova ve ark.
(2015) ise C. pseudaxillaris’in adaptasyonu i¢in hava nemini kademeli olarak

diistirerek bitkilerin dis kosullara adaptasyonunu saglamiglardir.

4.4.2. C. depressa bitkisinde somatik embriyo olusumu

Yaprak, koltuk altt meristemi ve kotiledon bogumu eksplantlar1 izole edilerek
0.60,1.20, 1.80 ve 2.40 mg/l 2,4-D ilave edilmis MS ortaminda kiiltiire alinmis
eksplantlarda kiiltiir baglangicindan bir hafta sonra sisme ve alt1 hafta sonra kallus ile

somatik embriyo olusumu izlenmistir. Bulgular Cizelge 4.6’da sunulmustur.
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Cizelge 4.6. C. depressa bitkisinin somatik embriyo olusumuna ait verilerinin varayans
analizi sonuglari

Eksplant basina bitki

Bitki olusum yiizdesi (%) sayisi (adet)
VK SD KO F KO F
Ortam 3 485.19 7297 15.70 1573.60"
Eksplant 2 30011.11 450.17" 70.64 7079.79"
Ortam Eksplant 6 485.19 7.28" 3.62 362.27"
Hata 24 66.67 0.01
Toplam 36
“p<0.01

Bitki olusum yiizdesi ve eksplant basina elde edilen bitki sayis1 bakimindan

ortam ve eksplantlar arasinda farklilik istatistik agidan 6nemli bulunmus ve sonuglar

Cizelge 4.7°de sunulmustur. Cizelge 4.7°den de goriildiigii tizere yaprak, koltuk alti

meristem ve kotiledon bogum eksplantindan % 100 kallus olusumu izlenmemistir.

Yapraklar tizerinde bitki olusumu % 26.67-80.00 arasinda degismis gostermistir (Sekil

4.3a).

Sekil 4.3. Yaprak (), koltuk alti meristem (b) ve kotiledon bogumu (c) explantlarindan
gelisen somatik embriyo, kallus ve kokstiz-koklii bitkiler.

Yaprak eksplanti kaynakli somatik embriyolar iizerinde gelisen bitkiciklerde

herhangi bir k6k olusumu izlenmemistir. Genelde birden fazla embriyoda kaynasma ve
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hiperhidrisiti de gortilmistiir. Hiperhidrik somatik embriyolar ilk 6nce sart renk almisg

ve daha sonra karararak 6lmiislerdir.

Cizelge 4.7. Yaprak, koltuk altt meristem ve kotiledon bogumu eksplantlarindan gelisen
kallus, somatik embriyo ve bitki olusumu

2,4-D Kallus olusum yiizdesi (%)
(mg/l) Yaprak Koltuk alt1 meristemi Kotiledon bogumu
0.6 100.00" 100.00 100.00
1.20 100.00 100.00 100.00
1.80 100.00 100.00 100.00
2.40 100.00 100.00 100.00
Bitki olusum yiizdesi(%)

Yaprak Koltuk altt meristemi Kotiledon bogumu
0.6 80.00" 0.00% 100.00 %
1.20 46.67 0.00 100.00
1.80 53.33 0.00 100.00
2.40 26.67 0.00 100.00

Eksplant bagina bitki sayis1 (adet)

Yaprak Koltuk altt meristemi Kotiledon bogumu
0.6 4.677 0.57" 7.437
1.20 3.33 0.00 5.66
1.80 1.41 0.00 3.27
2.40 0.52 0.00 3.24

“Ortalamalar arasinda farklilik nemlidir p<0.01 ®*: 6nemli degil.

Koltuk alti meristem eksplantlar1 iizerinde herhangi bir bitki olusumu
izlenmemistir (Sekil 4.3b). Ancak, bazen birden fazla somatik emriyoda kaynasma
gozlenmistir. Genelde somatik embriyolarda hiperhidrisiti tespit edilmistir. Yalniz 0.6
mg/l 2,4-D ilave edilmis ortamda ortalama 0.57 adet bitki olusumu izlenmistir.

Kotiledon bogum eksplantindan ise % 100 bitki olusumu kaydedilmistir (Sekil
4.3c). Nadiren embriyolarda kaynagma goriilmiistiir. Genelde somatik embriyolarda
hiperhidrisiti izlenmemis ve somatik embriyo olusumu farkli asamalardan gegerek
bitkiler otomatik olarak kalluslardan ayri1 gelisim gostermistir. Eksplant basina 0.52-
4.67 adet arasinda degisim gosteren saglikli bitki doniisiimii elde edilmistir. En fazla
bitki doniisiimii 0.6 mg/l 2,4-D ilave edismis MS ortaminda gozlenirken, en diisiik bitki
doniisiimii 2.40 mg/l 2,4-D ilave edilmis ortamdan elde edilmistir. Bununla birlikte, MS
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ortamindaki 2,4-D konsantrasyonundaki her artis, eksplant basina dogrusal daha az
somatik embriyo olusumuna olanak saglamistir.

Pikloram ya da 2,4-D gibi sentetik oksinlerden somatik embriyogenezi tesvik
amagh yararlanilmaktadir (Merkle ve ark., 1990). Elde edilen sonuglar daha once farkli
bitkilerde yapilan ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir. Helianthus annuus’un
eksplant olarak olgunlagsmamis ve olgun zigotik embriyolarinin kullandig1 bir ¢alismada
yalniz 1 mg/l 2,4-D igeren ortamda somatik embriyo olusmu izlenmistir (Finer, 1987).
Bronner ve ark. (1994) ise Helianthus annuus’un olgunlasmamis zigotik
embriyolarindan BA igeren ortamda somatik embriyogenez tesvik edilebilecegini
belirtmislerdir. Psidium guajava L. cv. Banarasi’ye ait 7-14 haftalik olgunlasmamis
zigotik embriyolar igin 4.52 uM (1 mg/l) 2,4-D ve 50 g/ siikroz ilave edilmis MS

ortamini somatik embriyogenez i¢in uygun olarak bildirilmistir (Rai ve ark., 2007).
4.5. Antibakteriyel Aktivetenin Belirlenmesi

C. depressa tiiriine ait in vitro antibakteriyel aktivite, 1 adet gram (+) ve 2 adet
gram (-) bakteri susuna kars1 test edilmis ve 30 mg/ml bitki 6ziitii ile emprenye edilmis
disklerin (6 mm) etrafindaki inhibisyon bdlgesi c¢apt (mm) minimum inhibitor

konsantrasyon degerleri pg/ml olarak verilmistir. Bulgular Cizelge 4.8’de sunulmustur.

Cizelge 4.8. C. depressa’nin antibakteriyel aktivitesi

Uygulama Inhibisyon Minimum inhibasyon

bolgsi (mm) konsantrayonu (ng/ml)
Ort + St. Hata Ort + St. Hata

S.aureus (Gram +) 10+0.3 240+ 0.6

Duocid (Kontrol) 125+0.8 25

E. coli ATCC 8739 (Gram -) 13+0.7 800+29

P. aeruginosa ATCC 9027 (Gram -) 9.09+0.7 500+ 0.1

Duocid (Kontrol) 11+0.7 20

Tim ornekler, C. depressa ugucu yagi ile pozitif ancak degisken inhibisyon
gostermistir. Staphylococcus aureus i¢in maksimum inhibisyon bdlgesi, Duocid
antibiyotigi (kontrol) ile olusturulan inhibisyon bolgesinden daha kiigiik olurken E. coli

ve P. aeruginosa i¢in inhibisyon bolgeleri, Duocid antibiyotigi (kontrol) ile olusturulan
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inhibisyon bolgesinden daha biiyiik ve kiigiik olarak 6l¢iilmiistiir. Bu sonuglar Boga ve
ark. (2016)’nin elde ettigi sonuglara benzerlik gostermektedir.






5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonugclar

1. Tirkiye florasinda 6nemli bir siis ve tibbi bitki olan Centaurea depressa bitki
tohumlarinda tetrazolium kloriir testi ile % 99 oraninda canlilik tespit edilmistir.

2. Ylzey sterilizasyon calismalarinda % 50°lik ticari ¢amasir suyu ile 10 dk’lik
bekletme siiresi yeterli sterlizasyonu saglanmaistir.

3. Kaotiledon bogum, koltuk altt meristem, hipokotil, gévde ve yaprak eksplantlari
organogenesis amaciyla kiiltire alinmis, Kotiledon bogumu hari¢ diger
eksplantlardan siirgiin rejenerasyonu gergeklestirilememistir. Elde edilen
sonuglarina gore 0.20 mg/l BAP + 0.15 mg/l NAA igeren ortamda en fazla
sligiin rejenerasyonu elde edilmistir.

4. Elde edilen siirglinler 0.20, 0.40, ve 0.60 mg/l IBA iceren ortamda
koklendirilmistir.

5. Koklendirilmis bitkiler steril torf igeren saksilara dikilerek iklim odasinda dig
kosullara adapte edilmis ve basarili bir sekilde ¢igeklenme asamlarina kadar
gelistirilmistir.

6. Somatik embriyo olusum ¢aligmalarinda yaprak, koltuk alti meristem ve
kotiledon bogumu eksplant olarak kullanilmig, BDM igeren MS ortaminda %
100 kallus olusumu izlenmistir. Yaprak ve kotiledon bogum eksplantindan
gelisen embriyolarda ise biki olusumu gozlenmistir. Koltuk alti meristeminden
gelisen somatik embriyolarda ise bitki rejenerasyonu rapor edilmemistir. En iyi
somatik embryogenesis eldesi 0.6 mg/l 2,4-D ilave edilmis MS ortamindan
saglanmstir.

7. Kotiledon bogum eksplantt hem organogenesis hemde somatik embriyogenesis
i¢in uygun bulunmustur.

8. Anti bakteriyel aktivetelerde 1 adet gram (+) ve 2 adet gram (-) bakteriye kars1

olumlu etkiler elde edilmistir.
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5.2. Oneriler

Yapilan bu tez ¢alismasi sonucunda Centaurea depressa bitkisinin, farkli
eksplant ve BDM konsantrasyonlarinin denendigi in vitro kiiltiirlerde yiiksek oranda
somatik embriyogenesis ve adventif siirgiin rejenerasyonu elde edilmistir. Bundan sonra
yapilacak calismalarda diger eksplantlardan adventif siirglin rejenerasyon ve somatik
embriyogenesis lizerinde c¢alismalar tlizerine yogun arastirmalarin yiirttiilmesi
gerekmektedir.  Antimikrobiyel aktivitelerden sorumlu o6zitlerdeki bilesikleri
tanimlamak i¢in diger bakterilerine karsi antibakteriyel faaliyetlerin belirlenmesi

Onerilmektedir.
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