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KRITIK ENDEMIK CENTAUREA AMAENA "NIN DOKU KULTURU
YONTEMLERIYLE HIZLI COGALTIMI
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Yiiksek Lisans Tezi, Eyliil 2019
Damisman: Do¢. Dr. Sati UZUN

OZET

Bu c¢alismada kritik endemik Centaurea amaena Boiss & Balansa’nin in vitro kosullarda
hizli ¢ogaltim potansiyeli aragtirllmistir. Tohumlar %3 sukroz igeren %0.7 agar ile
katilastirilmis Murashige ve Skoog (MS) besin ortaminda g¢imlendirilmistir. Olusan
fidelerin kotiledon, yaprak ve kotiledon bogumlar1 farkli konsantrasyonlarda 6-
benzilaminopurine (BAP; 1-4 mg/L), Thidiazuron (TDZ;0.3-1.2 mg/L) ve meta-Topolin
(mT; 0.5-4 mg/L) sitokininlerini veya bunlarin 0.5 mg/L a-naftelenasetik asit (NAA) ile
kombinasyonlar1 igeren MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Arastirma sonucunda
kotiledon ve yaprak eksplantlarinda TDZ konsantrasyonlar1 veya bunlarin NAA ile
kombinasyonlarinda sadece kallus olusumu goézlenmistir.  Kotiledon ve yaprak
eksplantlarinda sirasiyla en yiiksek eksplant basina siirgiin sayisi sirasiyla 4.152 ve
4.132 adet ile 1 mg/L ve 4 mg/L mT igeren MS besin ortamlarinda saptanmigtir. Aksiller
slirgiin rejenerasyonu amaciyla yiiriitillen ¢alismada ise en yiiksek eksplant basina
slirglin sayis1 4 mg/L mT igeren MS besin ortaminda 9.975 adet olarak tespit edilmistir.
Calismada gelisen siirgiinler, 2.0 mg/L indole-3-biitirik asit (IBA) igeren yarim MS
besin ortaminda %50.00 frekans ile koklendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Centaurea amaena Boiss & Balansa, in vitro rejenerasyon, oksin,

sitokinin.
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ABSTRACT

In this study, the rapid propagation of critically endangered and endemic Centaurea
amaena Boiss. & Balansa was investigated under in vitro conditions. The seeds were
germinated in Murashige and Skoog (MS) medium containing 3% sucrose and 0.7%
agar. The cotyledons, leaves, and cotyledon nodes of growing seedlings were cultured
in MS media containing different concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP; 1-4
mg/L), Thidiazuron (TDZ;0.3-1.2 mg/L) and meta-Topoline (mT;0.5-4 mg/L) mT
cytokinins alone or with 0.5 mg/L a-naphtaleneacetic acid (NAA) combinations. Only
callus formation was observed from cotyledon and leaf explants in TDZ concentrations
or combinations with NAA. The greatest number of shoots per explant was obtained
from 1 mg/L mT and 4 mg/L mT containing media with 4.152 and 4.132 respectively in
cotyledon and leaf explants. In the experiments for axillary shoot regeneration from
cotyledon node explants, the greatest number of shoots per explant (9.975) was
observed in MS medium supplemented with 4 mg/L mT. About 50.00% rooting was
achieved in a half MS medium containing 2.0 mg/L indole-3-butyric acid (IBA).

Keywords: Centaurea amaena Boiss & Balansa, in vitro regeneration, auxin, cytokinin.
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GIRIS

Tirkiye, florasinda dogal olarak bulunan yaklasik tigte biri endemik 12000°den fazla
bitki taksonu ile bitki ¢esitliligi bakimindan diinyanin en 6nemli iilkeleri arasinda yer
almaktadir (Akgigek ve Vural, 2007). Ancak tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye” de de bu
bitki gesitliligi hizli niifus artisi, kentlesme, endiistrilesme ve erozyon gibi bazi etkiler
nedeniyle tehdit altindadir ve korunmasina yonelik c¢aligmalar olduk¢a Onem

kazanmustir.

Bitki genetik kaynaklarinin korunmasi c¢aligmalart ile bitkilerde bulunan mevcut
cesitliligin  (tohum ya da farkli aksamlarinin) kullanimma kadar etkin bi¢imde
saklanmasini hedeflemektedir. Bu amacla gilinlimiizde farkli koruma yoéntemleri
gelistirilmistir. Bunlardan in situ koruma dogal kaynaklarin kendi dogal yasam
alanlarinda korunmasidir. Bitki genetik kaynaklarinin korunmasinda kullanilan bir diger
yontem ise ex Situ korumadir. Ex situ koruma yontemlerine tohum depolama, in vitro
depolama, DNA depolama, ¢igektozu depolama ve botanik bahgeleri 6rnek olarak
verilebilir (Sehirali vd., 2015). Ex situ koruma ydntemlerine igerisinde bitki doku
kiltlirleri son yillarda 6zellikle tehdit altindaki endemik tiirlerin c¢ogaltilmasma ve
korunmasina yonelik calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Birgok nesli tiikenmekte
olan tiir, bu teknikler sayesinde yabani popiilasyon lizerine minimum diizeyde etki
olusturularak ¢ok az bitki materyalinden hizlica ¢ogaltilabilmekte ve korunabilmektedir
(Erdag ve Emek, 2005a, 2005b).

Asteraceae (Compositae) familyasindan Phalolepis seksiyonunda yer alan Centaurea
amaena Boiss. & Balansa IUCN kriterlerine gére CR B2ab (i, iii) kategorisinde
endemik bir tiirdiir (Atasagun vd., 2013; Atasagun ve Aksoy 2018). Bu tiir ¢ok yillik bir
bitki olup kromozom sayis1 2n=18"dir. Tiir, Kayseri'nin batisindaki 38° 38'- 38° 41 'N
boylamlar1 ve 35° 30'-35° 35' S enlemleri arasinda ve 1.170-2.300 m yiikseklikte kurak



ortamda yetismektedir. Yilanli Dagi'nin taglik yamaclarinda bulunmakta ve kaya bitki
oOrtlistiniin 6nemli bir iiyesidir (Atasagun ve Aksoy, 2018). Tiir Kayseri de iki lokalitede
yaklasik 0.55 km?’lik bir alanda bulunmakta ve birey sayisi Atasagun ve Aksoy (2018)
tarafindan 5672 adet olarak kaydedilmistir. Ayrica C. amaena, igerdigi yiliksek fenolik
ve flovanoid madde miktarlar ile gii¢lii bir antioksidant ve antimikrobiyal aktiviteye
sahip olup eczacilik, alternatif tip ve dogal tedavi gibi bir¢ok alanda dogal katki maddesi
olarak kullanilabilme potansiyeline sahiptir ( Albayrak vd., 2014).

Atasagun (2012) Centaurea amaena’nin Kayseri’de Erciyes ve Yilanli Dagi arasinda
cok izole bir bolgede yayilis gosteren, nesli yok olma tehlikesi altinda olan endemik bir
tir oldugunu, yok olma tehlikesi altinda olmasinin baslica nedeninin insan etkisi
oldugunu, bolgedeki hayvan otlatmanin, tas ocagi faaliyetlerinin, Erciyes Dagi master
planinin, rakima bagli olarak mevsim sartlarinin olumsuz etkilerinin ve ayrica bitki
tohumlarinin  Heteroptera takimindan Oxycaremus sp. tarafindan besin olarak
kullanilmasiin ve tohumlarin bu bdcek tarafindan tiiketilmesinin yeni birey olusturma

thtimalini azalttigini ve popiilasyon gelisimini olumsuz etkiledigini bildirmektedir.

Centaurea amaena yok olma tehlikesi yasayan bir tiir olarak tanimlanmakta ve yok
olmasimi engellemek amaciyla tiirlin ¢ogaltilmas: i¢in bir takim Onlemlerin alinmasi
gerekmektedir. Bu nedenle bu tez ¢alismasi kapsaminda Kritik endemik kategorisinde
yer alan Centaurea amaena’nin ¢ogaltimina iliskin doku kiiltiiriiyle alternatif bir

cogaltim prosediiriin olusturulmas1 amaglanmistir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER VE LITERATUR CALISMASI

1.1. Literatiir Calismasi

Asteraceae (Compositae) familyasinin en biiyiilk cinsi olan Centaurea L. cinsi
yerytiziinde 600 tiir ile temsil edilmektedir (Eskin, 2011). Tiirkiye florasinda ise 194 tiir
bulunmakta ve bunlardan 118 tiir endemiktir ve bu yiiksek endemizim oran1 Tiirkiye’nin
tiir icin gen merkezi oldugunu gostermektedir (Atasagun vd., 2013). Tek yillik, iki yillik
veya cok yillik olarak otsu veya cali formunda bulunan bu bitkiler halk arasinda,
peygamber ¢icegi, zerdali dikeni, ¢oban kaldiran, Timur dikeni, saribas, gokbas gibi
Tiirkge isimlerle anilmaktadir (Arif vd., 2004). Centaurea tiirleri antidiyabetik,
antidiyareik, antiromatizmal, antienflamatuvar, stomasik, diliretik, adet soktiiriict,
astrenjan, hipotansif, antipiretik, sitotoksik, antibakteriyal gibi bircok amagla
kullanilmaktadir (Eskin, 2011).

Centaurea amaena Boiss. & Balansa (giil diigmesi) ise Centaurea cinsi icerisinde
Phalolepis seksiyonunda yer almaktadir. Tiir ilk defa 1856’da Balansa tarafindan
toplanmig ve daha sonra Skrivanek tarafindan Kayseri’de 1939 yilinda tekrar
toplanmistir (Davis, 1975’ten Atasagun ve Aksoy, 2018’in aktarimi). Atasagun vd.
(2013), tiirtin IUCN kriterlerine gore CR B2ab (i, iii) kategorisinde endemik ¢ok yillik
oldugunu bildirmektedir. Tiir yok olma tehlikesi altinda olup sadece Kayseri de yayilis
gostermektedir. Atasagun (2012) tarafindan gerceklestirilen arazi ¢alismalarinda tiiriin
kayalik yamaglarda ve kaya catlaklarinda yayilis gosterdigi tespit edilmis ve Kayseri de
iki lokalitede bulundugu belirlenmistir. Birinci lokalite Kayseri Yilanli Dagi bolgesi
yayilis alami biiyikligii 0.25 km? ve toplam birey sayis1 1347, ikinci lokalite ise Erciyes
Dag1 Perikartin bolgesi yayilis alani 0.3 km? ve birey sayis1 4325 olarak bildirilmistir.



Atasagun (2012) tarafindan tiir ile ilgili yapilan calismada tlirin Haziran-Agustos
aylarinda ¢iceklendigi, ¢ok yillik bir bitki oldugu, yaklasik 18-55 cm boylandig,
kromozom sayisinin 2n=18 oldugu ve tohum/oviil oraninin %35 oldugu bu nedenle

tohum veriminin diisiik oldugu rapor edilmistir.

Centaurea amaena Kayseri’de 2 lokalitede ¢ok izole bir alanda bulunmakta ve
bolgedeki yapilasma, Erciyes master plani, bolgenin daglik olmasi, hayvan otlatma,
yakindaki tas ocagi faaliyetleri ayrica rakima baglh olarak tohumlarin tam
olgunlasamamasi1 ve bitki tohumlarinin Heteroptera takimindan Oxycaremus sp.
tarafindan besin olarak kullanilmasi tiirlin birey olusturma ihtimalini azaltmakta ve
popiilasyon gelisimini olumsuz etkilemektedir (Atasagun, 2012). Tiriin in situ
korunmasina yonelik Atasagun ve Aksoy (2018) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada 200
tohum dogal yasam alanlarina ekilmis ancak ekilen tohumlarda ¢imlenme

gerceklesmemistir.

Doku kiiltiirii yontemleri ile steril kosullarda yapay besin ortamlarinda bitkinin herhangi
bir pargasindan c¢ogaltim gergeklestirilmektedir. Dolayisiyla ¢ogaltimda kullanilan
tiretim materyali sayisi artmakta ve Kkitlesel iiretime olanak saglamaktadir. Doku
kiiltiirleri bitkilerin hizli ¢ogaltimina imkan saglarken hastaliksiz bitki iiretimi, sekonder
metabolit tiretimi, in vitro germplasm muhafazasi ve bitki 1slah1 uygulamalarinda gok
onemli kullanim alanlarina sahiptir. Son yillarda bitki doku kiiltiirleri 6zellikle tehdit
altindaki endemik tiirlerin ¢ogaltilmasina ve korunmasina yonelik ¢aligmalarda siklikla
kullanilmaktadir. Bir¢ok nesli tiikenmekte olan tiir, bu teknikler sayesinde yabani
populasyon iizerine minimum diizeyde etki olusturularak ¢ok az bitki materyalinden

hizlica ¢ogaltilabilmekte ve korunabilmektedir (Erdag ve Emek, 2005a, 2005b).

Centaurea tiirlerinin doku kiiltiirii yontemleri ile ¢ogaltimina iligkin literatiirde ¢alisma
olmasma ragmen C. amaena’nin doku kiiltiri yontemleri ile g¢ogaltimi iizerine
calismaya rastlanmamistir. Bazi Centaurea tiirleri ve diger endemik tiirlerle ilgili

yapilan caligmalar agagida 6zetlenmistir.

Hammatt ve Evans (1985), Centaurea junoniana‘nin kok, yaprak, hipokotil ve
kotiledonlarinin organogenesis ile siirgiin rejenerasyonu kapasitesini arastirmislardir.

Elde edilen siirgiinleri koklendirilerek topraga aktarmislardir.



Pevalek-Kozlina (1998), nadir endemik Centaurea ragusina tiriinin in Vvitro
cogaltimin1 amagladig1 calismada siirgiin ug¢larim1 kullanmistir. En yiiksek ¢ogaltim
oraninin 1 uM BAP ve 2.9 uM giberellik asit igeren yarim MS ortaminda elde etmistir.

In vitro cogalan siirgiinleri 2.5 uM IBA iceren ortamda koklendirmistir.

Cuenca vd. (1999), Dogu Ispanya’da Valencia bolgesinde yayilis gdsteren ve nesli son
derece tehlikede olan endemik Centaurea paui’nin mikrogogaltimini arastirmislardir.
Eksplant olarak bitkinin ¢icek ekseni bogumlarini kullanmiglardir. En fazla siirgiin
olusumu oranmi 0.5 mg/l 6-benzyladenine ya da 2 mg/l kinetin eklenmis MS
ortamlarinda gozlemlemislerdir. En fazla siirglin uzunlugunu bitki biiyiime
diizenleyicilerin kullanilmadigi besin ortamlarinda belirlemiglerdir. 2 mg/l IAA ve 2

mg/l IBA igeren besin ortaminda 30 giin igerisinde %40 koklenme gézlemlemislerdir.

Cuenca ve Amo-Marco (2000), nesli tehlikede endemik bir tiir olan Centaurea
spachii nmm in vitro kosullarda mikrogogaltimini incelemislerdir. Eksplant olarak ¢i¢ek
ekseni bogumlarini kullanmiglardir. En yiiksek ¢ogaltim oranin1 1 mg/L BAP ilaveli
ortamda belirlemislerdir. En yiiksek koklenme sonuglarini %60 ile 2 mg/l indol-3-asetik
asit ve 2 mg/l indol-3-biitirik asit kombinasyonu ile hazirlanmig MS ortamlarinda elde
etmiglerdir. Ayrica bu Kkiiltiir ortaminda siirgiinlerin %50 sinin 3 hafta sonunda
koklendigini gozlemlemislerdir. Bitkilerin sera kosullarina aktarildiginda ise %80

oraninda hayatta kaldiklarin1 kaydetmislerdir.

Curkovic-Perica (2003), Centaurea rupestris tiiriiniin tohum eksplantinda 1 pM 6-
benzilaminopurin ve 2.9 uM giberellik asit igeren MS ortamindan eksplant bagina 11.88
adet siirgiin elde etmislerdir. Elde edilen siirgiinler 3 uM Indol biitirik asit igeren yarim

MS ortaminda koklendirilerek dis kosullara aktarilmistir.

Ozel vd. (2006), C. tchihatcheffii tiiriinde olgunlasmamis zigotik embriyolari
kullandiklar1 ¢alismalarinda en yiiksek siirgiin rejenerasyonunu 1 mg/L Kinetin ve 0.25
mg/L NAA iceren ortamlarda elde ettiklerini bildirmislerdir. Meydana gelen siirgiinler 1
mg/L IBA igeren MS ortaminda koklendirilerek dis kosullara alistirilmasgtir.

Goztas (2008), endemik Centaurea kotschyi tohumlarinin ¢imlenmesinde 1AA, 2.4-D,
GA;, ve kinetin hormonlarinin etkilerini arastirmis ve en yiiksek ¢imlenme oranini

%62.5 olarak 2 mg/L TAA igeren besin ortamlarinda tespit etmistir.



Erdag ve Emek (2005)b, kritik olarak tehlike altinda bir tiir olan Anthemis xylopoda ‘da
cimlenen tohumlardan gelisen siirgiinleri kullanarak yiiriittiikleri calismada BA, KIN ve
TDZ eklenmis MS ortamlarin1 kullanmislardir. En yiiksek eksplant basina siirgiin
sayisin1 7.83 adet ile 0.005 mg/L TDZ ilaveli MS besin ortaminda elde etmislerdir.
Rejenere olmus siirgiinlerin 0.5 mg/L IBA ilaveli /2 MS ortaminda koklendigini
bildirmislerdir.

Kurt ve Erdag (2009), C. zeybekii’de en fazla siirgiin ¢ogalttmin1 1 mg/L IBA igeren
MS ortamindan elde etmislerdir. Elde edilen siirgiinleri 0.5 mg/L IBA igeren MS
ortaminda koklendirmisler, ancak koklenme yiizdesinin c¢ok diisiik oldugunu

bildirmislerdir (%15).

Mallon vd. (2010), Centaurea ultreiae tiiriinde siirgiin ucu eksplantinda 4.44 uM BAP
iceren yarim MS besin ortaminda 5.52 siirgiin elde etmislerdir. Siirgiinler 10 M
naftalinasetik asit igeren bir ¢ozeltiye daldirarak %91 oraninda kok sagladiklarini

bildirmislerdir.

Alaiwi vd. (2011), Centaurea montana ve Centaurea cyanus tiirlerinde in vitro
ciceklenme ve hiicre kiiltiirii iizerine protokol gelistirmek icin yiiriittiikleri ¢alismada,
MS temel besin ortamimin uygun hormonlarla kombine edildiginde etkili siirgiin

rejenerasyonu ve in vitro gigeklenme igin kullanilabilecegini tespit etmislerdir.

Erisen vd. (2011), endemik Astragalus cariensis bitkisinde kallus olusumu ve siirgiin
rejenerasyonu tizerine TDZ’nin etkisini arastirmislardir. Calismada eksplant olarak
yaprak ve yaprak sap1 kullanilmistir. En fazla siirgiin rejenerasyonunu 0.4 mg/L TDZ ve
0.2 mg/L NAA ilaveli MS besin ortamlarinda 15 adet/eksplant olarak belirlemisler ve

koklenen bitkileri basarili bir sekilde dis ortama aktarmislardir.

Gorgorov vd. (2011), endemik Centaurea caliacrae, Centaurea finazzeri ve Centaurea
davidovii’nin in vitro kultirlerini ex sSitu koruma araci olarak kullanimini
arastirmiglardir. 0.5 g/l BAP takviye edilen MS ortaminda, sap eksplantlarindan

stirglin gelisimi belirlemiglerdir.

Colgecen vd. (2012), endemik Centaurea tchihatcheffii (Yanardoner) bitkisinin kallus

olusturma ve sekonder metabolit iiretimini arastirmak amaciyla bir ¢alisma



yiirtitmislerdir. Pappusu kesilen tohumlarin 3 giinde kesilmeyen tohumlarin ise 7 giinde
¢imlendigini gbézlemlemislerdir. En iyi kallus olusumunu Kkotiledonlardan benziladenin

ve kinetin igeren MS ortamlarinda kaydetmislerdir.

Yiizbasioglu vd. (2012), Centoaurea arifolia’da nin yaprak eksplantlarint 1 mg/L. BAP
+ 0.1 mg/L NAA ve 2 mg/L BAP + 0.2 mg/L NAA oksin ve sitokininlerini i¢eren MS
ortaminda kiiltiire almislardir. Ug hafta sonra aktif olarak biiyiiyen kalluslar elde edilmis
ve bu kalluslar {izerinde {i¢ hafta sonra adventif siirgiin rejenerasyonu gerceklesmistir.

Rejenere olan siirgiinler 1 mg/L IBA igeren MS ortaminda koklendirilmistir.

Amoo ve Van Staden (2013), Topolinlerin tek basina veya bir oksinle
kombinasyonunda, 6-benzyladenine (BA)’e kiyasla endemik Huernia hystrix’ in siirgiin
cogaltimi ve sekonder metabolit iiretimindeki roliinii incelemislerdir. Arastirma
sonucunda mT’nin BA’ya gore siirgiin ¢ogaltimi1 ve fenolik iiretiminde daha etkili
oldugunu gozlemlemislerdir. En yiiksek rejenere olmus siirgiin sayisin1 20 uM mT ve 10
uM NAA eklenmis ortamlarda saptamislardir ve yalnizca sitokinin i¢eren ortamlarla

elde edilen sonuglara nazaran 3 kat daha fazla sonug¢ alindigini bildirmislerdir.

Albayrak vd. (2014), Centaurea amaena’nin yiiksek fenolik ve flovanoid madde

miktarlar ile giiclii bir antioksidant aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Okay vd. (2014), Ankara- Goélbasi’'nda bulunan ve kritik endemik bitki Centaurea
tchihatcheffii (Sevgi Cigegi)’nin tohumla ve doku kiiltiirii yontemi ile gogaltilmasini
arastirmiglardir. En yiiksek ¢imlenme oranin1 % 83.6 ve 85.2 ile sirasiyla 1 ve 2 mg/L
giberellik asit i¢ceren ortamlarda, eksplant basina en yiiksek siirgiin olusumunu ise 0.5
mg/L IBA+0.5 mg/L BAP igeren besin ortamlarinda elde etmislerdir. 1 mg/L IBA

ilaveli MS besin ortaminda %86 oraninda kdklenme oldugunu gézlemlemislerdir.

Aydogan ve Erdag (2015), farkli sitokininleri kullanarak Centaurea zeybekii tiriinde
yaprak eksplantinda yiirtittiikleri doku kiiltiirii caligmasinda en yiiksek kallus olusturma
oranini 0.005 mg/L ve 0.01 mg/L TDZ (% 100) iceren ortamlarda, eksplant basina en
yiikksek siirgiin sayisint ise 6.2 siirgiin ile 1 mg/L KIN iceren MS ortaminda
belirlemiglerdir. Koklenme agisindan MS ve 2 MS ortamlar1 arasinda fark olmadigi ve

0.5 mg/L IBA ilaveli ortamda %15 kdklenme orani elde ettiklerini bildirmislerdir.



Traykova vd. (2015), Centaurea pseudaxillaris yaprak eksplantlarinda en fazla siirgiin

rejenerasyonunu 1 mg/L BAP i¢eren MS ortamindan elde etmislerdir.

Valletta vd. (2016), italya — Lazio’daki Circeo Dagi’nda sinirli alanda yayilis gdsteren
endemik Centaurea cineraria subsp. circae’nin ex situ gibi koruma stratejilerini
arastirmiglardir. En fazla ¢imlenme oraninin (%65) ve +20 °C giindiiz/10 °C gece
sicakliginda 12 saat aydinlik 12 saat karanlik fotoperiyotta kaydetmislerdir. Ayrica 0.5
mg/LBAP ve 2 mg/L kinetin iceren MS ortamlarinda bogum eksplantlarinda %74
siirglin rejenerasyonu ve eksplant basina 5.67 adet siirgiin elde etmislerdir. Elde edilen
siirglinlerin 0.5 mg/L IBA igeren ortamda %100 oraninda kdklendigini ve bunlarin

%74 inilin dis ortama aktarildiginda hayatta kaldigin1 rapor etmislerdir.

Atalay vd. (2017), endemik bitki Astragalus trojanus Stev.’n’un nodal kiiltiirlerle klonal
cogaltimin1 amacladiklar1 ¢aligmada en fazla siirgiin sayisin1 0.5 mg/L BAP iceren
WPM ortaminda belirlemislerdir. En yiiksek kdklenme yilizdesini 3 mg/L IBA iceren
WPM ortaminda; en fazla kok sayisint da 3 mg/L IAA iceren WPM ortaminda
gozlemlemislerdir. Koklenen bitkicikleri dis ortama aktardiktan 15 hafta sonunda

bitkilerin biiyiimelerini basarili bir sekilde tamamladiklarini bildirmislerdir.

Atalay ve Erisen (2017), kritik endemik Centaurea lycaonica tiiriiniin in vitro hizlh
cogaltim potansiyelini arastirmislardir. Hizli ¢ogaltim i¢in nodal segmentler BAP, TDZ
veya kinetin biiyime diizenleyicilerini (0.5, 1.0 veya 2.0 mg/L) iceren MS temel besin
ortaminda kiiltliire alinmistir. Rejenerasyon calismalar: igin yaprak eksplantlari, farkli
biiyiime diizenleyicileri (BAP, TDZ, Kinetin, NAA) i¢eren MS besin ortaminda kiiltiire
alimmustir. Nod kiiltiirlerinde en 1yi sonug (8.73 adet siirglin/eksplant) 0.5 mg/L. BAP
iceren MS ortamindan elde edilmistir.  Rejenerasyon calismalarinda ise yaprak
eksplantinda en iyi sonug (32.27 adet siirgiin/eksplant) 0.5 mg/L BAP +0.2 mg/L NAA
igeren ortamda elde edilmistir. TDZ ve TDZ-NAA kombinasyonlarinda sadece kallus
olugsmustur. Sadece kinetin iceren ortamlarda eksplantlarin ¢ogunlugunun karardig
goriilmiistiir. Elde edilen siirglinlerin koklendirilmesinde en uygun ortamin 2.0 mg/L

IAA oldugu tespit edilmistir.

Demirel vd. (2017), endemik Centaurea fenzlii ve Centaurea derderifolia tiirlerinin in
Vivo ve in vitro tohum ¢imlenmesini arastirmistir. 16 saat aydinlik-8 saat karanlik

fotoperyot ve 25°C sicakliktaki iklim odasinda MS, B5, SH ve WH ortamlarinda kiiltiire



alman tohumlarda en fazla c¢imlenme oraninin WH besin ortaminda oldugunu

bildirmislerdir.

Tiirkoglu vd. (2018), Endemik Centaurea fenzlii’de yaprak eksplantlarinda en fazla
kallus olusumunu 4.44 uM BAP+10.64 pM NAA, siirgin olusumunu ise 8.88 uM
BAP+2.685 uM NAA igeren ortamlardan elde etmislerdir. C. fenzlii’de koklenme

oraninin diisiik oldugunu tespit etmislerdir.



2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

2.1. Bitki Materyali

Calismada materyal olarak kullanilan tiir, Dr. Bayram ATASAGUN tarafindan Kayseri
Yilanli Dagr’ndan sinirli sayida toplanan, endemik Centaurea amaena Boiss &

Balansa’dir. Tohumlar kullanilincaya kadar +4°C “de bekletilmistir.

2.2. Calismada Kullanilan Besin Ortamlar ve Bitki Biiyiime Diizenleyiciler

MSO besin ortamm: Murashige ve Skoog (1962) makro-mikro elementleri ve
vitaminlerini igeren 30 g/L sukroz ilaveli 7 g/L agar ile katilastirilmis ortam (Tablo
2.1).

MS1 besin ortami: 2 MS makro-mikro elementleri ve vitaminlerini igeren 30 g/L

sukroz ilaveli 7 g/L agar ile katilastirilmis ortam.

Bitki biiyiime diizenleyiciler (BBD) ve saklanma kosullari: Calismada sitokinin
olarak TDZ (Thidiazuron), BAP (6- benzilaminopurin) ve mT (meta-Topolin); oksin
olarak ise NAA (o-naftalinasetik asit) ve IBA (Indole-3 biitirik asit) kullanilmistir. Bu
bliylime diizenleyiciler uygun soliisyonlarda ¢06ziindiikten sonra uygun sicaklik

kosullarinda saklanmistir (Tablo 2.2.).

2.3. Genel Doku Kiiltiirii Sartlar:

Besin ortamlari, saf su ve ¢alismada kullanilan tiim alet-ekipmanlar (petri
kutulari/magentalar, beher, ekimde kullanilan pens ve bisturi vb.) otoklav kullanilarak
121 °C’de 20 dakika siirede steril edilmistir. Tiim ¢aligmalar hepa filtrelere sahip yatay

hava akisli steril kabin iginde gerceklestirilmistir.
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Besin ortami bilesenleri (MS, sukroz ve agar) hassas terazide (Ohaus) tartilmistir.

Ortam pH’lar1 dijital pH metre ile 5.5 ile 5.8 arasinda ayarlanmistir. PH ayarlamasinda
IN NaOH veya 1 N HCI kullanilmistir. Tiim kiiltiirler 16:8 saat aydinlik:karanlik

fotoperiyot, 224+2°C ve 3000 liks 151k yogunlugu kosullarinda kiiltiir kabininde

biyiitiilmiistiir.

Tablo 2.1. MS besin ortaminin igerigi

Icerik Miktar (mg/L)
Makro elementler
CaCl, 332.02
KH,PO, 170.00
KNO3 1900.00
MgSQO, 180.54
NHsNO3 1650.00
NaH,PO4 --
(NH4)2S0O, --
(NH4)H.PO, --
Mikro elementler
CoCl,.6H,0 0.025
CuS04.5H,0 0.025
FeNaEDTA 36.70
HsBO3 6.20
Kl 0.83
MnS0O4.H,0 16.90
Na,Mo00,.2H,0 0.25
ZnS0,4.7H,0 8.60
Vitaminler
Glycine 2.00
Myo-inositol 100.00
Nikotinik asit 0.50
Pyridoksin HCL 0.50
Thiamine HCL 0.10

https://www.duchefa-biochemie.com/product/category/id/16/name/plant-tissue-culture-media, Murashige

ve Skoog, 1962

Tablo 2.1. BBD saklanma kosullar1 ve ¢oziiciileri

Bitki Biiyiime Diizenleyici Saklama kosullar1 | Coziiciiler
BAP +4 1IN NaOH
Sitokininler mT -20 1N NaOH/filtre sterilizasyonu
TDZ -20 DMSOfHiltre sterilizasyonu
Oksinl IBA +4 1IN NaOH
SInier NAA ¥4 1IN NaOH



https://www.duchefa-biochemie.com/product/category/id/16/name/plant-tissue-culture-media
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2.4. Aken Sterilizasyonu

Tiire ait akenler, yiizey sterilizasyonu i¢in ilk olarak steril saf su ile %50 seyreltilmis
H,SO, (Siilfiirik asit)’de 1 dakika bekletilmis, ardindan saf su ile durulanarak yine saf su
ile %50 seyreltilmis ticari ¢amasir suyunda (ACE) 10 dakika boyunca manyetik
karistirict yardimiyla karistirilmistir. Bu islem sonunda tohumlar 3 kez en az 5’er dakika
steril saf su ile durulanmistir. Steril edilen tohumlar MSO besin ortamlarmna her
Magenta kabina (Sigma-Aldrich,77x77x97) ya da petri kabina 15-20 adet olacak sekilde
ekilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Cimlenen Centaurea amaena tohumlari
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2.5. In vitro Kiiltiirlerin Olusturulmasi

In vitro siirgiin rejenerasyonu amaciyla MSO besin ortamlarina ekilen tohumlarin 15-30
giin sonunda olusan fidelerin yaprak, kotiledon ve kotiledon bogum kisimlari eksplant
olarak kullanilmistir (Sekil 2). Eksplantlar TDZ (0.3, 0.6 ve 1.2 mg/L), BAP (1, 2 ve 4
mg/L), mT (0.5, 1, 2 ve 4 mg/L) sitokininlerinin farkli konsantrasyonlarmi veya 0.5
mg/L NAA ile kombinasyonlarini igeren MSO besin ortaminda kiiltiire alinmustir.
Kiiltiir baglangicindan 7-8 hafta sonra kotiledon ve yaprak eksplantlarinda kallus ve
slirglin olusturma orani ile eksplant basina siirgiin sayisi, kotiledon bogum eksplantinda

ise siirglin olusturma oran1 ve eksplant bagina siirgiin sayisi parametreleri belirlenmistir.

2.6. Koklendirme

In vitro elde edilen siirgiinler 0.5, 1 veya 2 mg/L IBA ilaveli MS1 besin ortaminda
Magenta kaplar1 igerisinde koklenmeye alinmigtir. Koklenen siirglinler sayilarak

koklenme oranlar1 belirlenmistir.

2.7.Verilerin Degerlendirilmesi

Yaprak ve kotiledonun eksplant olarak kullanildigi denemeler 4 tekerriirli ve her
tekerriirde 10 eksplant, kotiledon bogumlarin eksplant olarak kullanildig1 denemeler 4
tekerriirlii ve her tekerriirde 6 eksplant ve kdklendirme denemeleri 3 tekerriirlii ve her
tekerriirde 6 eksplant olacak sekilde yiiriitiilmistiir. Yiizde olarak hesaplanan degerler
varyans analizinden once “arcsin” transformasyonuna tabi tutulmustur (Snedecor ve
Cochran, 1967). Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore yiiriitiilmiis olup
elde edilen verilerde varyans analizi SPSS bilgisayar programi yardimiyla yapilmig ve

uygulamalar arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.



Sekil 2. Kotiledon bogum eksplanti izolasyonu
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3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Kotiledon ve Yaprak Eksplantlarinda Adventif Siirgiin Rejenerasyonu

C. amaena’da organogenesis ile bitki rejenerasyonu elde etmek amaciyla steril
fidelerden elde edilen kotiledon ve yapraklar eksplant kaynagi olarak kullanilmistir.
Eksplantlar yalniz BAP, TDZ ve mT farkli konsantrasyonlar1 veya bunlarin 0.5 mg/L
NAA ile kombinasyonlarini igeren 20 farkli ortamda kiiltiire alinmistir. Denemelerde
kallus olusum orani, siirgiin olusturma orani ve eksplant basina siirgiin sayis1 degerleri
belirlenmistir. Elde edilen ortalamalarla yapilan varyans analizi sonuglar1 Tablo 3.1.’de

Ozetlenmistir.

Tablo 3.1. Farkli biiylime diizenleyicilerin C. amaena’da yaprak ve kotiledon
eksplantlarinda kallus olusum olusum orani, siirgiin olusum oran1 ve eksplant basina
slirgiin sayisina etkisine ait varyans analizi sonuglari

F degeri
Varyasyon Serbestlik Kallus L
Kaynaklan Derecesi Olusturma Siirgiin Olusturma| Eksplant Basina
Oram Oram Siirgiin Sayisi

Ekplant 1 1.835 2.364 0.172
Ortam 19 40.656** 57.866** 83.105**
Ekplant * Ortam 19 1.324 4.221** 11.555**
Hata 120 -- - -
Genel 159 -- - -

** %1 diizeyinde 6nemli * %5 diizeyinde 6nemli

Varyans analizi sonucunda kallus olusum oraninda ortamlar istatistiksel olarak %1
diizeyinde onemli, eksplant*ortam interaksiyonu ve eksplantlar istatistiksel olarak
Onemsiz; siirgiin olusum oraninda ortamlar ve eksplant*ortam interaksiyonu istatistiksel

olarak %1 diizeyinde onemli, eksplantlar ise istatistiksel olarak Onemsiz; eksplant
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basgina siirglin sayisinda ise ortamlar ve eksplant*ortam interaksiyonunu istatistiksel

olarak %1 diizeyinde 6nemli eksplantlar ise istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur

(Tablo 3.1).

Kallus olusturma oranina iliskin ortalamalarin yer aldigi Tablo 3.2 incelendiginde
kotiledon eksplantinda kallus olugturma orant %52.50-100 arasinda, yaprak
eksplantinda ise %50-100 arasinda degisim gosterdigi goriilmektedir. iki eksplantin
ortalamasina ait veriler incelendiginde en yliksek kallus olusum oran1 2 mg/L BAP, 4
mg/L BAP, 1 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA, 2 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA, 4 mg/L
BAP + 0.5 mg/L NAA, 0.5 mg/L mT + 0.5 mg/L NAA, 1 mg/L + 0.5 mg/L NAA, 2
mg/L mT + 0.5 mg/L NAA, 4 mg/L mT + 0.5 mg/L NAA, 0.3 mg/L TDZ, 0.6 mg/L
TDZ, 1.2 mg/L TDZ, 0.3 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA, 0.6 mg/L TDZ + 0.5 mg/L
NAA, 1.2 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA igeren ortamlarindan elde edilirken, en diisiik
51.25 ve 56.25 ile 0.5 ve 2 mg/L mT igeren ortamlardan elde edilmistir. Sadece mT
iceren ortamlarda genel olarak kallus olusum oran1 diigiik bulunmustur. TDZ igeren tiim

ortamlarda ise kallus olusumu %100 olarak tespit edilmistir.

Siirglin olusturma oranlarina ait ortalama degerler incelendiginde ise siirgiin olugturma
oranlarinin kotiledon eksplantinda biiyiime ortamlarmma gore farklilik gostermekle
birlikte % 0-57.5 arasinda ve yaprak eksplantinda ise %0-62.5 arasinda kaydedildigi
goriilmektedir (Tablo 3.3). Kotiledon eksplantinda en yiiksek siirgiin olugturma orani
%57.50 ile 1 mg/L mT + 0.5 mg/L NAA igeren besin ortamindan elde edilirken bu
ortam ile biitin mT igeren ortamlar, 1 mg/L BAP ve 1 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA

iceren ortamlar ile ayni istatistiksel grupta yer almistir.

Yaprak eksplantinda ise en yiiksek siirgiin olusum oran1 %62.50 ile 1 mg/L BAP + 0.5
mg/L NAA igeren ortamdan elde edilmis olup 2 mg/L BAP, 4 mg/L BAP, 0.5 mg/L
mT, 4 mg/L mT ve bunlarin 0.5 mg/L NAA ile kombinasyonlar1 ayni istatistiksel grupta
yer almistir. TDZ igeren ortamlarda ise sadece kallus olusumu gerceklesmis olup hig
siirgiin gelismemistir. Iki eksplantin ortalamasina iliskin veriler incelendiginde ise en
yiiksek siirgiin olusumu 1 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA, 0.5 mg/L mT, 4 mg/L mT, 1
mg/L mT + 0.5 mg/L NAA ve 4 mg/L mT + 0.5 mg/L NAA igeren ortamlarda tespit

edilmistir.
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Tablo 3.2. Farkli biiyiime diizenleyicilerin C. amaena’da yaprak ve Kkotiledon
eksplantlarinda kallus olusum oranina etkisi

Kallus Olusturma Oram (%)

Transformasyon Degerleri

Ortamlar Eksplantlar Eksplantlar
Kotiledon | Yaprak | Ortalama | Kotiledon | Yaprak | Ortalama

1 mg/LBAP 82.50 85.00 83.75 68.79 73.40 71.09b
2 mg/L BAP 95.00 100.00 97.50 80.78 90.00 85.39 a
4 mg/L BAP 100.00 87.50 93.75 90.00 75.06 82.53 a
1 mg/LBAP +NAA 100.00 100.00 100.00 90.00 90.00 90.00 a
2 mg/L BAP+NAA 100.00 100.00 100.00 90.00 90.00 90.00 a
4 mg/L BAP+NAA 100.00 100.00 100.00 90.00 90.00 90.00 a
0.5 mg/L mT 52.50 50.00 51.25 46.44 45.00 45.72d
1 mg/L mT 70.00 72.50 71.25 57.47 58.61 58.04 c
2mg/L mT 60.00 52.50 56.25 51.05 46.44 48.75d
4 mg/L mT 70.00 67.50 68.75 56.95 55.44 56.19 ¢
0.5 mg/L mT NAA 100.00 95.00 97.50 90.00 83.36 86.68 a
1 mg/L mT+NAA 100.00 87.50 93.75 90.00 75.06 82.53 a
2 mg/L mT+NAA 100.00 100.00 100.00 90.00 90.00 90.00 a
4 mg/L mT+NAA 100.00 100.00 100.00 90.00 90.00 90.00 a
0.3 mg/L TDZ 100.00 100.00 100.00 90.00 90.00 90.00 a
0.6 mg/L TDZ 100.00 100.00 100.00 90.00 90.00 90.00 a
1.2 mg/L TDZ 100.00 100.00 100.00 90.00 90.00 90.00 a
0.3 mg/L TDZ+ NAA 100.00 100.00 100.00 90.00 90.00 90.00 a
0.6 mg/L TDZ+NAA 100.00 100.00 100.00 90.00 90.00 90.00 a
1.2 mg/L TDZ+NAA 100.00 100.00 100.00 90.00 90.00 90.00 a
Ortalama 91.50 89.88 -- 81.07 79.62 --

Ayni siitunda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik %5 diizeyinde 6nemlidir.
NAA besin ortamina 0.5 mg/L olacak sekilde eklenmistir
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Tablo 3.3. Farkli biiylime diizenleyicilerin C. amaena’da yaprak ve kotiledon
eksplantlarinda siirgiin olusum oranina etkisi

Siirgiin Olusturma Orami (%)

Transformasyon Degerleri

A Eksplantlar Eksplantlar

Kotiledon | Yaprak | Ortalama | Kotiledon Yaprak Ortalama
1 mg/LBAP 40.00 40.00 40.00 39.17 ab 39.17 bed 39.17cd
2 mg/L BAP 30.00 50.00 40.00 32.53 bc 45.06 ab 38.80 cd
4 mg/L BAP 22.50 47.50 35.00 24.53 cd 43.56 ab 34.05 de
1 mg/LBAP +NAA 45.00 62.50 53.75 42.05 ab 52.34a 47.20 ab
2 mg/L BAP+NAA 25.00 42.50 33.75 26.26 cd 40.61 a-d 33.434 de
4 mg/L BAP+NAA 15.00 45.00 30.00 19.55d 41.83 abc 30.69 e
0.5mg/L mT 40.00 47.50 43.75 39.11 ab 43.71 ab 41.41 abc
1mg/L mT 55.00 27.50 41.25 47.95a 31.55cd 39.75 bed
2mg/L mT 37.50 25.00 31.25 37.66 ab 29.89d 33.78 de
4 mg/lL mT 55.00 50.00 52.50 47.88 a 45.00 ab 46.44 abc
0.5 mg/L mT+NAA 55.00 25.00 40.00 4795 a 29.89d 38.92 cd
1 mg/L mT+NAA 57.50 55.00 56.25 49.39 a 47.88 ab 48.64 a
2 mg/L mT+NAA 40.00 27.50 33.75 39.17 ab 31.55cd 35.36 ed
4 mg/L mT+NAA 47.50 57.50 52.50 43.50 ab 49.39 ab 46.44 abc
0.3 mg/L TDZ 0 0 0 Oe Oe of
0.6 mg/L TDZ 0 0 0 Oe Oe of
1.2 mg/L TDZ 0 0 0 Oe Oe of
0.3 mg/L TDZ+NAA 0 0 0 Oe Oe of
0.6 mg/L TDZ+NAA 0 0 0 Oe Oe of
1.2 mg/L TDZ+NAA 0 0 0 Oe Oe of
Ortalama 28.25 30.125 -- 26.84 28.57 --

Aynu siitunda farkls kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik %5 diizeyinde onemlidir.
NAA besin ortamina 0.5 mg/L olacak sekilde eklenmigtir
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Tablo 3.4. Farkli biiyiime diizenleyicilerin C. amaena’da yaprak ve Kotiledon

eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayisina etkisi

Eksplant Basina Siirgiin Sayis1 (adet)

ortamlar Eksplantlar
Kotiledon Yaprak Ortalama

1 mg/LBAP 2.427 ef 1.775 gh 2.101 ef
2 mg/L BAP 3.125 cd 3.997 ab 3.561 b
4 mg/L BAP 1.825 f 3.082 cd 2.454 de
1 mg/LBAP +0.5 mg/L NAA 2.052 f 3.930 ab 2.991 ¢
2 mg/L BAP+0.5 mg/L NAA 1.125¢ 2.770 c-f 1.947 f
4 mg/L BAP+0.5 mg/L NAA 1.042 g 2.875 cde 1.959 f
0.5 mg/L mT 3.265 bcd 1.415h 2.340 def
1 mg/L mT 4.152 a 3.375 hc 3.764 ab
2mg/L mT 3.227 cd 2.832 cde 3.030 ¢
4 mg/L mT 3.965a 4132 a 4.049 a
0.5 mgL mT+0.5 mg/L NAA 2.902 de 2.290 efg 2.596 cd
1 mg/L mT+0.5 mg/L NAA 3.927 ab 3.117 cd 3.522b
2 mg/L mT+0.5 mg/L NAA 3.970a 2.082 fgh 3.026 ¢
4 mg/L mT+0.5 mg/L NAA 3.657 abc 2.392 d-g 3.025¢
0.3 mg/L TDZ 0h 01 0g
0.6 mg/L TDZ Oh 01 0g
1.2 mg/L TDZ Oh 01 0g
0.3 mg/L TDZ+0.5 mg/L NAA 0h 01 0g
0.6 mg/L TDZ+0.5 mg/L NAA 0Oh 01 0g
1.2 mg/L TDZ+0.5 mg/L NAA Oh 01 0g
Ortalama 2.033 2.003

Ayni siitunda farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik %5 diizeyinde 6nemlidir.

En yiiksek eksplant basina siirgiin sayis1 kotiledon eksplantinda sirasiyla 4.152, 3.970,
3. 965, 3.927 ve 3.657 adet ile 1 mg/L mT, 2 mg/L mT + 0.5 mg/L NAA, 4 mg/L mT, 1
mg/L mT + 0.5 mg/L NAA ve 4 mg/L mT ve 4 mT + 0.5 mg/L NAA igeren ortamlardan

elde edilirken, TDZ iceren ortamlarda hig siirgiin olusumu gozlenmemistir (Tablo 3.4).
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BAP iceren ortamlarda ise eksplant basina siirgiin sayisi 1.042- 3.215 adet arasinda
degisim gostermistir. Yaprak eksplantina ait veriler incelendiginde ise en yiiksek
eksplant basina siirgiin sayisi sirasiyla 4.132, 3.997 ve 3.930 adet ile 4 mg/L mT, 2
mg/L BAP ve 1 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA igeren ortamlarda tespit edilmistir. Benzer
sekilde yaprak eksplantinda da TDZ igeren ortamlarda siirgiin olusumu
gerceklesmemistir. Eksplantlarin ortalamasinda ise en yiiksek eksplant basina siirgiin

sayist 1 mg/L mT ve 4 mg/L mT igeren ortamlarda kaydedilmistir.

Sekil 3. Yaprak (a) ve kotiledon (b) eksparmdan adventif siirgiin rejenerasyonu
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3.2. Kotiledon Bogum Eksplantlarinda Siirgiin Rejenerasyonu

Coklu siirgiin olusumunun amacglandigr denemelerde kotiledon bogum eksplant olarak
kullanilmustir. izole edilen kotiledon bogum eksplantlari ya farkli 0.3-1.2 mg/L TDZ, 1-
4 mg/L BAP veya 0.5-4 mg/L mT konsantrasyonlart ya da bunlarin 0.5 mg/L NAA
kombinasyonlarii igeren MSO besin ortaminda Magenta kaplar1 igerisinde kiiltiire
alimmistir. Kiiltlir baslangicinda 6-7 hafta sonra siirglin olusturan eksplant sayisi ve
eksplant basina siirgiin sayis1 parametreleri belirlenmistir. Tablo 3.5’te varyans analizi
sonuglart incelendiginde siirgiin olusturma orani ve eksplant basina siirgiin sayisi
parametrelerine ortamlarin etkisi %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Siirglin olusturma
oranina ait ortalama degerler ve arcsiniis transformasyon degerleri Tablo 3.6’da

verilmistir.

Tablo 3.5. Farkli bityiime diizenleyicilerin C. amaena’da kotiledon bogum eksplantinda
stirgiin olusum oran1 ve eksplant bagina siirglin saysina etkisine ait varyans analizi
tablosu

Varyasyon |Serbestlik F degeri
kaynaklar1 | Derecesi | Siirgiin Olusturma Oram |Eksplant Basina Siirgiin Sayisi
Ortam 19 10.917** 83.341**
Hata 60 -- -
Genel 79 -- -

** %1 diizeyinde 6nemli * %5 diizeyinde 6nemli

Kotiledon bogum eksplantinda siirgiin olusturma orami %12.502 - 87.500 arasinda
degisim gostermistir (Tablo 3.6). En disiik siirgiin olusturma oranlar1 0.3 veya 0.6
mg/LL. TDZ ve 0.5 mg/L NAA ilaveli ortamlardan elde edilmistir. BAP iceren
ortamlarda siirglin olusturma orani %83.330-87.500, mT igeren ortamlarda ise %58.330-
87.497 arasinda degisim gostermistir. 4 mg/L mT+0.5 mg/L NAA igeren ortam diginda
kalan BAP ve mT igeren ortamlar istatistiksel olarak ayni grupta yer almistir. TDZ
iceren ortamlarda ise siirgiin olusum oran1 %12.502-41.667 arasinda degisim gostermis

olup diger ortamlardan diisiik olmustur.
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Tablo 3.6. Farkli biiyiime diizenleyicilerin C. amaena’ da kotiledon bogum eksplantinda
stirglin olusum orani iizerine etkisi

Ortamlar Siirgiin Olusturma Transformasyon
Oram (%) Degerleri
1 mg/LBAP 87.500 75.160 a
2 mg/L BAP 87.497 71.927 ab
4 mg/L BAP 83.332 69.136 abc
1 mg/LBAP + 0.5 mg/L NAA 83.330 65.903 abc
2 mg/L BAP+ 0.5 mg/L NAA 83.332 69.136 abc
4 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA 87.500 75.160 a
0.5 mg/L mT 87.497 71.927 ab
1 mg/L mT 87.497 71.927 ab
2 mg/L mT 83.330 65.903 abc
4 mg/L mT 70.827 57.524 a-d
0.5 mg/L mT + 0.5 mg/L NAA 66.660 54.732 b-e
1 mg/L mT+0.5 mg/L NAA 74.995 60.317 abc
2 mg/L mT+0.5 mg/L NAA 83.330 65.903 abc
4 mg/L mT+0.5 mg/L NAA 58.330 49.866 cde
0.3mg/L TDZ 29.165 28.881 fg
0.6 mg/L TDZ 37.497 37.697 ef
1.2 mg/L TDZ 41.667 39.774 def
0.3 mg/L TDZ+0.5 mg/L NAA 12.502 18.073 g
0.6 mg/L TDZ+0.5 mg/L NAA 12.502 18.073 ¢
1.2 mg/L TDZ+0.5 mg/L NAA 25.000 26.090 fg

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik %5 diizeyinde énemlidir
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Tablo 3.7. Farkli biiyiime diizenleyicilerin C. amaena’ da kotiledon bogum eksplantinda

eksplant bagina siirgiin sayisina etkisi

Ortamlar Eksplant Basina Siirgiin Sayis1 (adet)
1 mg/LBAP 2.867 ef
2 mg/L BAP 3.582 de
4 mg/L BAP 2.445f
1 mg/LBAP + 0.5 mg/L NAA 3.000 ef
2 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA 2.750 f
4 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA 2.685 f
0.5mg/L mT 5375 ¢
1 mg/L mT 5.165c¢
2mg/L mT 6.250 b
4 mg/L mT 9.975a
0.5 mg/L mT + 0.5 mg/L NAA 2.750 f
1 mg/L mT + 0.5 mg/L NAA 4.137d
2 mg/L mT + 0.5 mg/L NAA 2.750 f
4 mg/L mT + 0.5 mg/L NAA 3.000 ef
0.3mg/L TDZ 0.875¢
0.6 mg/L TDZ 1.375¢g
1.2 mg/L TDZ 1.083 g
0.3 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA 0.750 g
0.6 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA 0.750 g
1.2 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA 0.833¢g

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik %5 diizeyinde dnemlidir

Kotiledon bogum eksplantinda eksplant basina elde edilen siirgiin sayilart 0.750 ile

9.975 arasinda degisim gostermis olup, en yiiksek eksplant basina siirgiin sayis1 4 mg/L

mT, en diisiik ise TDZ igeren ortamlardan elde edilmistir (Sekil 4). BAP igeren ortamlar

kendi aralarinda degerlendirildiginde en fazla eksplant basina siirgilin sayis1 3.582 adet

ile 2 mg/L BAP igeren ortamda belirlenmistir. Sadece mT iceren ortamlarda ise artan

mT dozlarina bagli olarak eksplant bagina siirgiin sayisinin arttigi,

mT-NAA

kombinasyonlarinda ise sadece mT iceren ortamlara gore eksplant basma siirgiin
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sayisinda bir diislis kaydedilmemistir. TDZ iceren ortamlarda eksplant basina siirgiin

sayis1 0.750-1.375 adet arasinda ve oldukga diistlik tespit edilmistir.

3. 3. Koklendirme

Gelisen siirgtinleri koklendirmek amaciyla 0.5, 1 veya 2 mg/L IBA ilaveli MS1 besin
ortami kullanilmistir. Koklenen siirgiinler sayilarak koklenme oranlari belirlenmistir
(Sekil 5). Yapilan varyans analizi sonucunda uygulanan oksin dozlarin koklenme orani
tizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Tablo 3.8). Koklenme orani 0.5
mg/L IBA, 1 mg/L IBA ve 2 mg/L IBA igeren ortamlarda sirastyla %33.33, %38.89 ve
%50.00 olarak belirlenmistir (Tablo 3.9).

Tablo 3.8. Farkli IBA konsantrasyonlarin C. amaena’da siirglinlerin koklenme
oranina etkisine ait varyans analizi

Varyasyon |Serbestlik F degeri
kaynaklar1 | Derecesi Kok Olusturma Oram
Ortam 2 1.750
Hata 6
Genel 8

Tablo 3.9. Farkli IBA konsantrasyonlarinin C. amaena’da stirgiinlerin koklenme
oranina etkisi

Kok Olusturma Orani Transformasyon
Ortamlar
(%) Degerleri
0.5 mg/L IBA 33.33 35.26
1 mg/L IBA 38.89 38.51
2 mg/L IBA 50.00 45.00




Sekil 4. Kotiledon bogumlarda siirgiin ¢ogaltimi
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Sekil 5. Siirgiinlerin koklendirilmesi
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4. BOLUM ) .
TARTISMA-SONUC VE ONERILER

4.1.Tartisma

Centaurea cinsinde meyveler “aken” olarak adlandirilmaktadir. Centaurea amaena’da
akenler 6ncelikle %50 siilfiirik asitte 1 dakika bekletilmis daha sonra durulanarak %50
camagir suyunda 10 dakika steril edilmistir. Bu yontem ile %100 sterilizasyon basarisi
elde edilirken ¢imlenme oran1 ortalama %85 olarak kaydedilmistir. Daha Once
Centaurea cinsinde yapilan c¢alismalarda C. [ycaonica’da %50 camasir suyu ile
sterilizasyon sonucunda %12-20, C. arifola’da silfiirik asit uygulamasi ve daha sonra
%4.5 (w/v) sodyum hipoklorit uygulamasindan sonra %25 ¢imlenme orani elde
edilmistir. Yiizbasioglu vd. (2012) C. arifola’'da, Atalay ve Erisen (2017) C. lycaonica
ve Ozel vd. (2006), C. tchihatcheffii’de ¢imlenme oranimnin ¢ok diisiik oldugunu
bildirirken bu c¢alismaya benzer sekilde C. zeybekii’de %80 ¢imlenme orani elde
edilmistir (Kurt ve Erdag, 2009).

C. amaena’da organogenesis ile bitki rejenerasyonu elde etmek amaciyla steril
fidelerden izole edilen kotiledon ve yaprak eksplantlari farkli BAP, TDZ ve mT
konsantrasyon ve NAA kombinasyonlarini igeren 20 farkli ortamda kiiltiire alinmistir.
Kiiltiir baslangicindan 6-7 hafta sonra C. amaena’da kallus ve siirgiin olusum oranlari
ile eksplant basina siirgiin sayilar1 belirlenmistir. Deneme sonucunda kallus olusum
oranlar1 %52.20-100 degisim gostermistir. Yapilan varyans analizi sonucunda kallus
olusum orani lizerine eksplant tipinin istatistiksel olarak bir etkisi bulunmamakla
birlikte kullanilan BBD konsantrasyon ve kombinasyonlarmin etkisi Onemli
bulunmustur (P<0.01). En fazla kallus olusum oranlart BAP, BAP-NAA, mT -NAA,
TDZ ve TDZ-NAA uygulamalarinda elde edilmistir. Benzer sekilde Atalay ve Erisen
(2017) C. lycaonica ‘da kallus olusumunun BBD’lere gore degistigini; BAP-NAA ve
TDZ-NAA kombinasyonlarinda kallus olusumunun yiiksek oldugunu bildirmektedir.
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Ayrica C. lycaonica elde ettikleri kalluslarin morfolojilerinde de BBD tip ve

kombinasyonuna gore farklilik oldugunu belirlemislerdir.

Siirgiin olusturma orani ve eksplant basina siirgiin sayis1 parametrelerinde ortam ve
ortam*eksplant interaksiyonu istatistiksel olarak 6énemli bulunmustur (P<0.01). Siirgiin
olusum orani kotiledon eksplantinda %0-57.50 arasinda, yaprak eksplantinda ise %0-
62.50 arasinda degisim gostermistir. Her iki eksplantta da TDZ igeren ortamlarda kallus
olusurken siirglin olusumu goézlenmemistir. Benzer sekilde Atalay ve Erisen (2017) C.
lycaonica ve Aydogan ve Erdag (2015) Centaurea zeybekii’ de TDZ igeren ortamlarda
kallus olugmasina ragmen siirgiin rejenerasyonu elde edememislerdir. Kazeroonian vd.
(2018), sitokinin tipinin rejenerasyon tipini etkiledigini ve Chrysanthemum
morifolium’da TDZ’nin siirgiin rejenerasyonundan ¢ok Kallus olusumunu tesvik ettigini
bildirmislerdir. Dewir vd. (2018) ise TDZ’nin rejenerasyonda bir takim anormalliklere
neden olabilecegini ve diisiik konsantrasyonlarda TDZ kullanimi ve kisa siireli TDZ
¢oOzeltisine batirma gibi yontemlerin TDZ’nin neden oldugu anormallikleri bertaraf
etmek igin etkili yontemler oldugunu ifade etmektedir. Ancak TDZ’nin bir ¢ok bitki
tiriinde siirgiin rejenerasyonunda etkili giiclii bir sentetik sitokinin benzeri madde
oldugu da farkli arastiricilar tarafindan bildirilmektedir (Erisen vd., 2011; Yorgancilar
ve Erigen, 2011).

En fazla eksplant basina siirgiin sayist kotiledon eksplantinda 1 mg/L mT, 4 mg/L mT,
1-2-4 mg/L mT + 0.5 NAA, yaprak eksplantinda ise 4 mg/L mT, 2 mg/L BAP ve 1
mg/L BAP+0.5 NAA igeren ortamlarda belirlenmistir. En fazla adventif siirgiin
rejenerasyonu elde edilen BBD tipi ve konsantrasyonu eksplantlara gore farklilik
gostermistir. Benzer sekilde Uzun (2012) korungada ve Erisen vd. (2011) Astragalus
cariensis’'te yirittiikleri ¢aligmalarda eksplant tipine gore BBD konsantrasyon ve
kombinasyonlarinin farklilik gosterdigini gozlemlemislerdir. Magyar-Tabori vd. (2010),
bir kiltlirin  basarisinin  uygulanan sitokininlerin tiir ve konsantrasyonundan
etkilendigini ve bunun nedeninin ise sitokininlerin alimi, taginmasi ve metabolizmasinin
cesitlere gore degismesi ve eksplantlarin sahip oldugu endojen sitokininleri ile

etkilesimi oldugunu ifade etmektedir.

Kotiledon bogum eksplantindan aksiller siirglin rejenerasyonunun amaclandig

denemelerde siirgiin rejenerasyonu olusum oranit ve eksplant basina siirgiin sayisi



29

tizerine ortamlarin etkisi 6nemli bulunmustur (P<0.01). Kotiledon bogum eksplantinda
stirgiin olusum oran1 %12.50- 87.50 arasinda degisim gostermis olup, en yiiksek siirgiin
rejenerasyonu olusum orant BAP, BAP-NAA, mT ve mT+NAA iceren ortamlardan elde
edilmistir. Eksplant basina en yiiksek siirgiin sayist 9.975 adet ile 4 mg/L mT igeren
ortamdan elde edilmistir. Sadece metatopolin iceren ortamlarda eksplant basina siirgiin
rejenerasyonunun BAP ve TDZ’den daha yiiksek oldugu belirlenmistir. BAP igeren
ortamlar kendi aralarinda degerlendirildiginde ise en fazla eksplant basina siirgiin sayisi
3.582 adet ile 2 mg/LL BAP iceren ortamdan elde edilmistir. Daha once Centaurea
ultreiae’da siirgiin uglar1 (Mallon vd., 2010) ve Centaurea lycaonica’da ise bogumlarda
yapilan ¢alismalarda (Atalay ve Erisen 2017) aksiler siirgiin rejenerasyonunda BAP’1n
uygun bir sitokinin oldugu bildirilmektedir. Bu ¢alismada da benzer sekilde sitokinin
kaynagi olarak BAP, TDZ’den daha etkili bulunmus ancak en etkili sitokinin mT olarak
belirlenmistir. Centaurea tiirleri ile yapilan g¢alismalarda mT’nin Sitokinin kaynagi
olarak kullanildigi ¢alismalara rastlanilmamistir ancak kasava ve pelargonium gibi
bitkilerde yapilan g¢alismalarda mT’nin in vitro siirgiin olusumunu ve siirgiinlerin
kalitesini arttirdig bildirilmektedir (Wojtania, 2010; Kdszeghi vd., 2014; Chauhan ve
Taylor, 2018). Fajinmi vd., (2014), mT 'nin bu etkinliginin nedenini MT 'nin yan
zincirindeki hidroksil grubundan O-glukoside metabolitlerin (toksik olmayan ve
kolayca doniistiiriilebilir sitokinin depolama formu) iiretilmesine izin veren kimyasal
yapisina ve bunun bitki dokularinda hizli translokasyonuna baglamaktadir. Bu
calismada sadece mT igeren ortamlarda artan mT dozlarina bagli olarak eksplant basina
stirgiin sayisinin arttigi goriilmektedir. Benzer sekilde Pyrus communis’te de artan mT

dozlarina bagl olarak rejenerasyonun arttigi bildirilmektedir (Dimitrova vd., 2016).

Kotiledon bogum eksplantinda mT -NAA kombinasyonlarinda ise sadece mT iceren
ortamlara gore eksplant basina siirgiin sayisinda bir dislis gozlenmistir. Ancak
Coleonema album’da ve Huernia hystrix’de bu galismaya zit olarak mT-NAA
kombinasyonlarinin eksplant basina siirgilin sayisini artirdig: bildirilmektedir (Fajinmi et
al 2014; Amoo ve Van Staden 2013). Bu farkliliklar oksinlerin bitki tiiriine ve doku
tipine bagli olarak sitokininlerle sinerjistik, antagonistik ve ilave etkilesime girmesinden

kaynaklanmis olabilir (Coenen ve Lomax 1997).

Rejenere olan siirglinler 0.5, 1 veya 2 mg/LL IBA iceren MS1 besin ortaminda
koklendirilmistir. Kok olusturan siirgiin yiizdesi sirasiyla 9%33.33. %38.88 ve %50
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olarak belirlenmistir. IBA' nin C. rupestris. C. arifola tiirlerinde de rejenere edilmis
stirgiinlerin koklenmesini tesvik etmek igin iyi bir oksin oldugu Yiizbasioglu vd. (2012)
ve Curkovic-Perica (2003) tarafindan da bildirilmektedir.

4.2. Sonuc ve Oneriler

Baz1 endemik ve tehlike altindaki Centaurea cinsine ait tiirlerin korunmasina yonelik
mikrogogaltim protokolleri {izerine ¢alismalar bulunmakla birlikte Tirkiye’nin kritik
tehlike altinda ve endemik bitkilerden olan Centaurea amaena’nin in vitro ¢ogaltilmasi
ile ilgili yayinlanmis herhangi bir literatiir bilgisine rastlanilmamistir. Bu c¢aligma ile

kritik tehlike altinda endemik C. amaena’nin doku kiiltii ile gogaltim1 amaglanmaistir.
Arastirma sonucunda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

- C. amaena da kotiledon ve yaprak eksplantlarinda eksplant basina 4 adet,

kotiledon bogumlardan ise eksplant basina yaklasik 10 adet siirgiin elde edilmistir.

- C. amaena’da yaprak, kotiledon ve kotiledon bogumlarda siirgiin rejenerasyonu
tizerine BAP ve mT’nin TDZ’ye gore daha etkili bir sitokinin kaynagi oldugu

gbzlenmistir.
- TDZ daha ¢ok kallus olusumuna neden olmustur.

- Stirgiin olusum orani ve eksplant basina siirgiin sayis1 ekplant tipi ve biiylimeyi

diizenleyici tip ve konsantrasyonundan énemli dlgiide etkilenmistir.

Arastirma sonucunda doku kiiltiiriiniin C. amaena’nin c¢ogaltilmasinda alternatif bir
yontem olabilecegi sonucuna varilmistir. Yapilan literatiir taramasinda tiiriin yiiksek
fenolik ve flavonoid igerigi ile yiiksek antimikrobial ve antioksidant etkiye sahip oldugu
bu nedenle doku kiiltiirii ile elde edilen materyalde dogal popiilasyona baski
olusturmadan antimikrobial etkinin incelenmesi yoniinde ¢alismalara devam edilmesi

Onerilmektedir.



10.

31

KAYNAKCA

Akgicek, E., Vural, M. 2007. Kumalar dagi (Afyonkarahisar)’nin endemik ve
nadir bitkileri. Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 9(2):
78-86.

Alaiwi, W. A., Sairam, R. V., Josekutty, P. C., Potlakayala, S. D., Karelia, D,.
Goldman, S. L., 2012. In vitro regeneration. flowering and cell culture of
Centaurea species. African Journal of Biotechnology, 11(9). 2296-2302.

Albayrak, S., Aksoy. A., Atasagun. B., 2014. Centaurea amaena Boiss’in fenolik
bilesik ve biyoaktivite yoniinden incelenmesi. 22. Ulusal Biyoloji Kongresi.
23-27 Haziran 2014.

Amoo, S. O., Van Staden, J., 2013. Influence of plant growth regulators on shoot
proliferation and secondary metabolite production in micropropagated Huernia
hystrix. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), 112(2). 249-256.

Arif, R., Kiipeli. R., Ergun. F., 2004. The Biological activity of Centaurea L.
Species. Gazi Universitesi Fen Bilimleri Dergisi, 17:4. 149-164.

Atalay, E., Erisen, S. 2017. High frequency regeneration of critically endangered
endemic plant Centaurea lycaonica. Fresenius Environmental
Bulletin, 26(11), 6356-6363.

Atalay, E., Erkoyuncu, M. T., Erisen, S., Yorgancilar, M., 2017. Endemik
Astragalus trojanus Stev’in Nodal Kiiltiir ile Mikrogogaltimi. YYU TAR BIiL
DERG (YYU J AGR SCI), 27(2). 268-275.

Atasagun B., 2012. Centaurea amaena Boiss. & Balansa’nin autekolojisi ve
koruma biyolojisi. Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yiiksek Lisans
Tezi. Kayseri. 112 s.

Atasagun B., Aksoy A., Martin E., Uzun O., 2013. Morphological. anatomical.
palynological. karyological and autecological characters of Centaurea amaena
Boiss. & Balansa [Sect. Phalolepis (Centaurea/Asteraceae)]. Plant Syst Evol,
299:1761-1767.

Atasagun, B., & Aksoy, A. 2018. Autecology and conservation biology of
Centaurea amaena (Asteraceae).JAPS: Journal of Animal & Plant Sciences,
28(1).



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

32

Aydogan, S.K., Erdag, B., 2015. Callus induction and adventitious shoot
regeneration of Centura zeybekii endangered endemic plant. Nevsehir Bilim ve
Teknoloji Derqgisi. 4:2. 1-8.

Chauhan, R. D., Taylor, N. J. 2018. Meta-topolin stimulates de novo shoot
organogenesis and plant regeneration in cassava.Plant Cell, Tissue and Organ
Culture (PCTOC), 132(1), 219-224.

Coenen, C., Lomax, T. L. 1997. Auxin—cytokinin interactions in higher plants:
old problems and new tools.Trends in plant science, 2(9), 351-356.

Cuenca. S., Amo-Marco. J. B., 2000. In vitro propagation of Centaurea spachii
from inflorescence stems. Plant growth regulation, 30(2). 99-103.

Cuenca. S., Amo-Marco. J. B., Parra. R., 1999. Micropropagation from
inflorescence stems of the Spanish endemic plant Centaurea paui Loscos ex
Willk.(Compositae). Plant Cell Reports, 18(7-8). 674-679

Curkovic-Perica. M., 2003. In vitro propagation of Centaurea rupestris L. Acta
Biologia Cracoviensia. 45:2. 127-130.

Colgegen, H., Koca, U., Yagci, C., Toker, G., Toker, M. C., & Vural, M. 2012.
Callus induction and secondary metabolite production studies in Centaurea
tchihatcheffii Fisch. & CA Mey. FABAD Journal of Pharmaceutical
Sciences, 37(1), 9

Demirel, S., Tiitkoglu, N., Ozdemir, F. A., 2017. Comparison of germination
abilities of Centaurea sp. under in vivo and in vitro conditions. Progress in
Nutrition, 19(1-S), 105-111.

Dewir, Y. H., Naidoo, Y., da Silva, J. A. T. 2018. Thidiazuron-induced
abnormalities in plant tissue cultures. Plant Cell Reports, 37(11), 1451-1470.
Dimitrova, N., Nacheva, L., Berova, M. 2016. Effect of meta-topolin on the shoot
multiplication of pear rootstock OHF-333 (Pyrus communis L.). Hortorum

Cultus—Acta Scientiarum Polonorum, 15, 43-53.

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

Erdag, B., Emek. Y,. 2005a. In vitro adventitious shoot regeneration of

Liquidambar orientalis Miller. Journal of Biological Sciences, 5(6): 805-808.



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

33

Erigen. S., Atalay. E., Yorgancilar. M., 2011. The effect of thidiazuron on the in
vitro shoot development of endemic Astragalus cariensis in Turkey. Turkish
Journal of Botany, 35(5). 521-526.

Eskin. B., 2011. Centaurea kilaca Boiss. ve C. consanguinea DC
(Compositae/Asteraceae) endemik tiirlerinin  aotekolojik  6zelliklerinin
karsilastirilmasi. Marmara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Doktora Tezi.
[stanbul. 169 s.

Fajinmi, O. O., Amoo, S. O., Finnie, J. F., & Van Staden, J. 2014. Optimization of
in vitro propagation of Coleonema album, a highly utilized medicinal and
ornamental plant. South African Journal of Botany, 94: 9-13.

Gorgorov. R., Stanilova. M., Bancheva. S., 2011. In vitro cultures of Balkan and
Bulgarian endemic Centaurea species. Scientific Bulletin. Series F.
Biotechnologies. 15.

Goztas. T., 2008. Baz1 Bitkisel Hormonlarin Centaurea kotschyi (Boiss. & Heldr.)
Hayek var. Kotschyi Bitkisinin Tohum Cimlenmesi Uzerindeki Etkilerinin
Arastirilmas1. Selguk Universitesi. Fen Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans
Tezi. Konya. 37 s.

Hammatt, N., Evans, P. K. 1985. The in vitro propagation of an endangered
species: Centaurea junoniana Svent.(Compositae). Journal of Horticultural
Science, 60(1), 93-97.

Kazeroonian, R., Mousavi. A., Jari. S. K., Tohidfar. M., 2018. Factors Influencing
in vitro Organogenesis of Chrysanthemum morifolium cv.‘Resomee Splendid’.
Iranian journal of biotechnology, 16(2).

Kdszeghi, S., Bereczki, C., Balog, A., & Benedek, K. 2014. Comparing the effects
of benzyladenine and meta-Topolin on sweet basil (Ocimum basilicum)
micropropagation. Notulae Scientia Biologicae, 6(4), 422-427.

Kurt S., Erdag. B., 2009. In vitro germination and axillary shoot propagation of
Centaurea zeybekii. Biologia, 64:1. 97-101.

Magyar-Tébori, K., Dobranszki, J., da Silva, J. A. T., Bulley, S. M., Hudak, I.
2010. The role of cytokinins in shoot organogenesis in apple. Plant Cell,
Tissue and Organ Culture (PCTOC), 101(3), 251-267.

Mallén. R., Rodriguez-Oubifia. J., Gonzalez. M. L., 2010. In vitro propagation of
the endangered plant Centaurea ultreiae: assessment of genetic stability by



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

34

cytological studies. flow cytometry and RAPD analysis. Plant Cell, Tissue
and Organ Culture (PCTOC), 101(1). 31-39.

Murashige. T., Skoog, F., 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco cultures. Physiologia Plantarum, 15: 473-497.

Okay, Y., Ellialtioglu, S., Demir, K., Tipirdamaz, R., Savci, A.E., Ozler, H.,
Gumis, C., Giinoz, A., 2014. Sentorya (Centaurea tchihatchefii Fish. &Mey.)
Endemik Bitkisinin Cogaltimi Uzerinde Calismalar. Biyoloji Bilimleri
Arastirma Dergisi, 7(1). 42-48.

Ozel, C.A., Khawar, K.M., Mirici, S., Ozcan S., Arslan, O., 2006. Factors
affecting in vitro plant regeneration of the critically endangered Mediterranean
knapweed (Centaurea tchihatcheffii Fisch et. Mey). Naturwissenschaften,
93:511-517.

Pevalek-Kozlina, B. 1998. In vitro germination of Centaurea ragusina L., a
crotian endemic species. Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica, 40;
21-24.

Sehirali, S., Ozgen, M., Karagdz, A., Siirek, M., Adak S., Giiveng, I., Tan, A,
Burak, M., Kaymak, C., 2015. Bitki Genetik Kaynaklarmin Korunma Ve
Kullanimu. http://www.zmo.org.tr/resimler/ekler/7e8e17134dd7083_ek.pdf
(Erigim Tarihi: 25.07.2019)

Snedecor , G.W., Cochran, W.G. 1967. Statisticak Methods. The lowa State

University Press, lowa, USA.

Traykova, B., Bancheva, S., Gorgorov, R., Delcheva, M., Stanilova, M., 2015. Ex
situ and in situ conservation of Centaurea pseudaxillaris. Biotechnologies &
Applied Biology, SE/Online: 137-145.

Tiirkoglu, N., Ozdemir, F.A., Keskin, N., Khawar, K.M., 2018. Efficient protocol
for multiple micro-shoot regeneration from endanger, endemic and ornamental
plant Centaurea fenzlii reichardt. Fresenius Environmental Bulletin, 27(2),
1076-1080.

Uzun S., 2012. Korunganin (Onobrychis viciifolia Scop.) hipokotil ve kotiledon
eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerastonu. Tiirk Doga ve Fen Dergisi, 1:
126-130.

Valletta, A., Santamaria, A.R., Fabrini, G., Tocci, N., Filho, V.C., Wagner, T.,

Brasili, E., Pasqua, G., 2016. Strategies for ex situ conservation of Centaurea


http://www.zmo.org.tr/resimler/ekler/7e8e17134dd7083_ek.pdf

35

cineraria subsp. circae (Asteraceae). an endemic plant from Lazio (Italy).
Plant Biosystems-An International Journal Dealing with all Aspects of
Plant Biology, 150(2). 323-332.

44, Wojtania, A. 2010. Effect of meta-topolin in vitro propagation of Pelargonium x
hortorum and Pelargonium x hederaefolium cultivars. Acta Societatis
Botanicorum Poloniae, 79(2), 101-106.

45. Yorgancilar, M., Erisen, S. 2011. The effect of thidiazuron (TDZ) on shoot
regeneration of Astragalus schizopterus. Journal of Animal and Plant
Sciences, 21(3), 519-524.

46. Yiizbasioglu, E., Dalyan. E., Bona, M., O,. G., 2012. In vitro propagation of
endemic plant Centaurea arifola Boiss, Taxa. lUFS Journal of Biology, 71:(
2) 121-127.



KIiSISEL BiLGILER

Ad1 Soyada:
Uyrugu:

Dogum Tarihi ve Yeri:

Medeni Durum:
e-mail:

Yazisma Adresi:

36

OZGECMIS

Ozge EKINCI

Tiirkiye (T.C)

18.12.1989 — Sivas

Bekar

ozgeekinci0O@gmail.com

Emek mah. Buhara cd. Atesler apt. 36/4 Merkez/Sivas

EGITIM
Derece Kurum Mezuniyet Tarihi
Erciyes Universitesi. Fen Bilimleri Enstitiisii.
Yiiksek Lisans o 2019
Tarla Bitkileri
Lisans Erciyes Universitesi. Tarla Bitkileri 2014
Lise Halil Rifat Pasa Lisesi. Sivas 2007
iS DENEYIMLERI
Yil Kurum Gorev
2015-2016 Timac Agro Avrasya 1 Y1l
2016-2018 Doga Koleji 2Y1l
YABANCI DIL
Ingilizce
YAYINLAR

Ekinci, O., Uzun, S., Ozaktan, H., Atasagun, B., 2017. In vitro propagation of endemic

Centaurea amaena Boiss. & Balansa. International Conference on Agriculture, Forest,
Food Sciences and Technologies, Nevsehir, Tiirkiye. 15- 7 May 2017. cilt.1. ss.376


mailto:ozgeekinci00@gmail.com
https://avesis.erciyes.edu.tr/yayin/5b5c8b05-bb91-4d14-ab9e-ee65f39c1b6b/in-vitro-propagation-of-endemic-centaurea-amaena-boiss-balansa
https://avesis.erciyes.edu.tr/yayin/5b5c8b05-bb91-4d14-ab9e-ee65f39c1b6b/in-vitro-propagation-of-endemic-centaurea-amaena-boiss-balansa

