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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

SATUREJA SPICIGERA (C. KOCH) BOISS. (TRABZON KEKIiGI)’ NIN
MIKROCOGALTIMI VE IN VITRO KOSULLARDA URETILEN BITKICIKLERIN
FENOLIK BILESIKLERININ ANALiZi

Halil ibrahim OZTURK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2012, 77 Sayfa, 3 Sayfa Ek

Satureja spicigera (C. Koch) Boiss. (Trabzon Kekigi) Dogu Karadeniz Bolgesinde’
nde genis yayilis gosteren Lamiaceae familyasina ait aromatik bir bitki tiiriidiir. Baharat,
koku vericiler ve antimikrobiyal/antioksidan koruyucu maddeler elde edildiginden gida,
ilag, kozmetik sanayinde kullanilmaktadir. Bu bitkinin mikrogogaltim potansiyeli;
Murashige ve Skoog (MS; 1962), Linsmainer ve Skoog (LS,1965), Gamborg B5 (G BS,
1968) besi ortamlar1 ve giberellik asit (GA3), indol biitirik asit (IBA), 2,4-diklorofenoksi
asetik asit (2,4-D), 6-benzil amino piirin (6-BA), 6-furfuril amino piirin (kinetin) gibi bitki
bliylime diizenleyicileri kullanilarak arastirildi. Sonugta, en iyi ¢imlenme 1 mg/L GA;
iceren B5 besi ortaminda, en yiiksek kallus verimi 2 mg/L IBA + 2 mg/L 6-BA iceren MS
ortaminda, dolayli organogenezle en iyi siirglin gelisimi 1 mg/L IBA + 2 mg/L kinetin
iceren MS ortaminda ve en yiiksek somatik embriyo verimi ise 5 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L
kinetin iceren MS ortaminda tespit edildi. Kallus kiiltiir hatlarindan elde edilen 6ziitlerde
yedi fenolik (gallik asit, protokatekuik asit, protokatekualdehit, klorojenik asit, benzoik
asit, ferulik asit ve rosmarinik asit) HPLC ile kalitatif ve kantitatif olarak analiz edildi. En
yiiksek ucucu yag verimi (42,3 ng / g kuru agirlik) 1 mg/L 2,4-D + 2 mg/L kinetin i¢ceren
MS ortaminda biiyiitiilen fidelerden elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Satureja spicigera, Mikrogogaltim, Fenolikler, HPLC
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Master of Science Thesis

SUMMARY

MICROPROPAGATION OF SATUREJA SPICIGERA (C. KOCH) BOISS. (CREEPING
SAVORY) AND ANALYSIS OF PHENOLIC CONSTITUENTS PRODUCED BY THE
SEEDLINGS GROWN UNDER /N VITRO CONDITIONS

Halil ibrahim OZTURK

Karadeniz Techinal University
The Graduate School and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2012, 77 Pages, 3 Pages Appendix

Satureja spicigera (C. Koch) Boiss. (Trabzon Thyme) is an aromatic plant species
belonging to the Lamiaceae family, and is widely distributed in the Eastern Black Sea
region. As being evaluated as spices, flavorings and antimicrobial/antioxidant
preservatives, this plant can be employed in food, pharmaceutical, cosmetic industries.
Micropropagation potential of this plant was investigated by using basal media such as
Murashige ve Skoog (MS, 1962), Linsmainer ve Skoog (LS,1965), Gamborg B5 (G BS,
1968) as well as plant growth regulators, such as giberellic acid (GA3), indole butyric acid
(IBA), 2,4-dichloro phenoxy acetic acid (2,4-D), 6-benzyl amino purine (6-BA), 6-furfuryl
amino purine (kinetin). The best gerimnation was observed from BS5 basal medium
supplemeted with 1 mg/L. GAj, whilst the highest callus biomass was obtained from MS
with 2 mg/L IBA plus 2 mg/L 6-BA, the most favorable shoot development in indirect
organogenesis was from MS with 1 mg/L IBA plus 2 mg/L kinetin and finally the best
somatic embryo yield was ontained from MS supplemented with 5 mg/L 2,4-D plus 0,1
mg/L kinetin. Seven different phenolics (gallic acid, protocatequic acid, protocataquic
aldehyde, chlorogenic acid, benzoic acid, ferulic acid and rosmarinic acid) were analysed
by HPLC both qualitatively and quantitatively in the extracts ontained from callus culture
lines. The highest yield (42,3 ng / g dry weight.). of essential oil was from those seedlings
grown on the MS basal media supplemented with 1 mg /L 2,4-D and 2 mg / L kinetin.

Key Words: Satureja spicigera, Microprogation, Phenolics, HPLC
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Dogadaki tiim bitkiler, hayvanlar ve insanlar bir dengenin iriiniidiirler. Mitolojide
bitkiler tanrilarin insana verdigi en degerli armagan olarak ele alinmistir. Tiim bitkiler
insanin hizmetindedir ve insanin varolusundan itibaren bitkilerle olan iliskisi baslamistir
(Gezgin, 2006). ilk ¢aglardan kalan arkeolojik bulgulara gore insanlar, besin elde etmek ve
saglik sorunlarin1 gidermek i¢in dncelikle bitkilerden faydalanmislardir (Kogyigit, 2005).

Tiirkiye Florasi'na “Flora of Turkey and The East Aegean Islands™ gore, Tiirkiye 174
familyaya ait 1251 cins ve 12.000’den fazla tiir ve tiir alt1 taksonu (alt tiir ve varyete) ile
olduk¢a zengin bir floraya sahiptir (Davis, 1985, 1988; Giiner ve ark., 2000). Bu
taksonlarin 234l yabanci kaynakli ve kiiltlir bitkisidir. Geriye kalan diger tiirler ise
yurdumuzda dogal yayilis gosteren bitkilerdir (Ekim ve ark., 1989, Erik ve Tarikahya,
2004). Tim Avrupa kitasinin yaklagik 12.000 kadar bitki taksonuna sahip oldugu
disiiniildiiglinde  yurdumuzun bitki ortiisii  bakimindan nedenli zengin oldugu
goriilmektedir (Ekim ve ark., 2000). Endemizm (yeryiiziiniin yalnizca belirli bolgelerinde
yayilis gosteren) bakimindan da yurdumuz oldukca zengindir. Tiim Avrupa iilkelerindeki
toplam endemik takson sayist yaklagik 2750 iken iilkemizdeki endemik tiir sayis1 2891’
dir. Bu sayiya endemik olan 497 alt tiiri ve 390 varyeteyi dahil ettigimizde toplam
endemik takson sayisi 3750’den fazladir (Giiner ve ark., 2000).

Tiirkiye’de tibbi amagli degerlendirilen bitkilerin sayist kesin olarak bilinmemekle
birlikte, 500 civarinda oldugu tahmin edilmekte; yaklasik 200 tibbi ve aromatik bitkinin
ihra¢ potansiyelinin oldugu belirtilmektedir (Baytop, 1999; Ekim ve ark., 2000; Aydin,
2004). Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan yapilan arastirma sonuglarina gore,
kullanilan ve ticareti yapilan bitkisel droglarin sayisinin 1.900 oldugu belirtilmektedir
(WHO 1979). WHO’nun tahminlerine gore diinya niifusunun % 80’i, Afrika niifusunun ise
%95°1 tibbi bitkilere dayali tedavi yontemlerinden yararlanmaktadir (Baser, 1995). WHO,
modern tibba destek olacak sekilde, gelismekte olan {ilkelerin geleneksel tedavi
yontemlerinin kullaniminin yayginlagsmasi ve standardizasyonu i¢in “2001-2005 yili
Geleneksel Tip Stratejileri” programi baslatmistir (WHO, 1998). Yine WHO verilerine

gore Japonya’da doktorlarin % 60-70°1 hastalarina geleneksel ilaglar1 tavsiye etmektedir



(WHO, 2002). Cigekli bitkilerden sadece % 15°i ilizerinde kimyasal ve farmakolojik
arastirmalar yapilmistir (Baser, 1995). Yeryiiziindeki tiim bitki tiirleri diisiiniildiigiinde son
derece diisiik olan bu oran, bitkilerin, farkli ilag sekillerinde kullanilmalar: i¢in oldukga
bliyiik bir kaynak olusturduklarini bir kez daha vurgulamaktadir (Tarakg¢1, 2006). Biitiin bu
bilgiler g6z oniine alindig1r zaman, iilkemizin bu konuda biiyiik bir ¢aligma potansiyeline
sahip oldugu goriilmektedir (Kendir ve Giiveng, 2010).

Tibbi ve aromatik bitkiler grubunda yer alan Lamiaceae ya da diger adiyla Labiatae
(Ballibabagiler) familyasina ait bitkiler hemen hemen biitiin habitatlarda ve yiiksekliklerde
yetismekte, Kutuplar'dan Himalaya'lara, Giiney Dogu Asya'dan, Hawaii ve Avusturalya'ya,
hatta Afrika ve Amerika'ya kadar genis bir alanda yayilis gostermektedir (Heywood,
1996).

Lamiaceae familyasi diinyada yaklasik 224 cins ve 5600 tiir ile temsil edilmekte
olup, en yogun bulundugu bolge Akdeniz havzasidir (Hickey ve King, 1997). Tiirkiye,
Lamiaceae familyasi i¢in énemli gen merkezlerinden birini olusturmaktadir. Ulkemizde bu
familya 45 cins, 565 tiir ve toplam 735 takson ile temsil edilmektedir (Giiner ve ark.,
2000). Familyaya ait bitkilerin ¢ogu tibbi ve aromatik ozellikte olup, insanlarda gesitli
fizyolojik etkilere sahip olmalari nedeniyle eski caglardan beri gerek halk ilact olarak;
gerekse ilag, gida, parfiimeri ve kozmetik endiistrisinde kullanilan bitkilerdendir. (Baytop,
1983; 1997).

Tiirkiye'de "kekik" olarak tanimlanan ve bu amaglar dogrultusunda kullanilan
Lamiaceae familyasindan pek ¢ok aromatik bitki tiiri bulunmaktadir. Ancak o6zellikle
timol/karvakrol tipi ugucu yag igeren tiirler "kekik" olarak kabul edilmektedir. Karvakrol
ve timol igerigi kekikte fiyat1 belirleyen parametrelerdir. Bu tiirler arasinda ozellikle
Thymus (57 takson), Origanum (31 takson), Satureja (14 takson), Thymbra (4 takson) ve
Coridothymus (1 tiir) cinsleri hem yayilis olarak hem de ekonomik olarak biiyiik 6nem
tasimaktadir (Baser, 1994).

Bu tiirlerin bazilari dogadan dogal olarak toplanirken bazilarinin ise tarim
yapilabilmektedir. Kekik olarak ihra¢ edilen bu tiirlerin bir kismini da Satureja tiirleri
olusturmaktadir. Tirkiye’de ticareti yapilan kekik tiirleri arasinda 6nemli bir yeri olan
Satureja’larmn 15 tiirti bulunmaktadir (Timen ve ark., 2000).

Tiirkiye’ de bulunan 15 tiirlin 5 adedi endemiktir. Endemizm oran % 33,4 tiir.
Tiirkiye’ nin hemen hemen her bdolgesinde bu cinsin iiyelerine rastlanabilmektedir.

Tiirkiye’ de hibrit orijinli taksona heniiz rastlanmamstir (Sadikoglu, 2005).



Tablo 1. Tiirkiye’de yetisen dogal Satureja taksonlari (Sadikoglu, 2005)

S. thymbra L.

S. cuneifolia Ten.

S. cilicica P.H.Davis (E)

S. amani P.H.Davis (E)

S. wiedemanniana (Avé-Lall.) Velen. (E)

S. parnassica Heldr. & Sart. ex Boiss. ssp. sipylea P.H.Davis (E)
S. spinosa L.

S
S

. coerulea Janka

© ©° N o gk~ w DN PE

. spicigera (C.Koch) Boiss.
10. S. boissieri Hausskn. ex Boiss.
11. S. macrantha C.A.Mey.

12. S. aintabensis P.H.Davis (E)
13. S. hortensis L.

14. S. pilosa Velen.

15. Satureja icarica P.H.Davis

(E: endemik)

Satureja tiirleri, halk arasinda; yaygin olarak Kekik, Sivri kekik, Kili¢ kekik gibi
adlarla bilinmekle beraber, Keklik otu, Sater, Kara kekik, Catli, Siipiirge kekigi, Cibriska,
Cubriza, Trabzon kekigi ve Ar1 kekigi gibi yoresel adlarla da bilinmektedirler (Tablo 2)
(Satil ve ark., 2002).

Satureja tiirlerinin ticareti, 6zellikle Ege ve Akdeniz Bolgesinde yogunlasmaktadir.
Ancak, ticareti yapilan Satureja tiirleri, bunlarin yayilis alanlari ve popiilasyonlarinin

dogadaki durumlar1 hakkinda yeterli bilgi yoktur (Satil ve ark., 2002).



Tablo 2. Ticareti yapilan Satureja L. tiirlerinin yoresel adlar1 (Satil ve ark., 2002)

Tiir ad1 Yoresel adi
Kekik, Sivri kekik, Kili¢ kekik, Yayla kekigi,
Dag kekigi, Ari kekigi

Satureja cuneifolia

Satureja wiedemanniana (?) | Kekik, Sivri kekik, Kili¢ kekik, Yayla kekigi

Satureja thymbra Sahil sivrisi, Kara kekik, Girit sateri
Satureja hortensis Kekik, Siipiirge kekigi, Cibriska, Cubriza
Satureja cilicica Kekik, Sivri kekik

Kiiltiir kekigi yetistiriciligi ya vejetatif (celikleme) olarak ya da generatif (tohumla)
olarak yapilmaktadir. Bitki toplama isi genellikle orak veya bicki kullanarak bitkinin
dipten yaklasik 5 cm yukaridaki toprak iistii aksamlari, yaprak ve ¢icekli dallar1 bigilerek
yapilir. Sonra arazide uygun olan bir diizliikte yere serilen naylon sergiler {izerinde birkag
giin kurutulur. Kurutma islemi bittikten sonra saplar1 ayrilarak genis delikli bir elekten
gecirilip yabancit maddelerden temizlenir ve sanayi tesislerine satilir. Sanayi tesislerinden
ya yaprak olarak pazarlanirlar ya da islemden gecirilerek maddi degeri yiiksek kekik yagi,
kekik suyu gibi Uriinler haline donistiriilmektedir. Sanayi tesislerinde elde edilen bu
triinler baharat, gidalarin saklanmasi amaciyla koruyucu {irin ve ¢ay olarak
kullanilmaktadirlar. Aynm sekilde kekikten ¢ikarilan ugucu yaglar ve fenolik bilesikler; tip,
eczacilik ve parflimeri sanayinde, zararlilarinin kontroliinde ve yabanci otlarla miicadelede
kullanilmaktadir. Son yillarda kekik ¢igekli halde yogun bir sekilde toplanmasi ve
ticaretinin yapilmasi, su anda bitkiye zarar vermemekte gibi goriinse de tohum vermesini
etkilemektedir. Bu durum tohumlarin ¢imlenip yeni bitkiler vermesine olanak
saglamamaktadir. Bununla birlikte kekik bitkisinin biyolojik 6émrii 5-6 yildir ve ayni
bitkiden alinan verim y1l gectikce diismektedir. Bu verim diistikliigii de kekik ve islenmis
kekik driinlerinden yeterli derecede faydalanilmasini giiglestirmektedir (Satil ve ark.,
2002).

Bu saydigimiz dezavatajlar hali hazirda bitki biyoteknolojisinin ana unsuru olan
doku kiiltiirleri ve mikrogogaltim yontemleri kullanilarak giderilebilir. Bu yontemlerle
yetistirilecek olan kekik bitkileri yilin 12 ay1 boyunca elde edilebilir ve aninda taze veya
kurutulmus baharat olarak, ugucu yag ve beraberinde yag alt1 suyu olarak elde edilecek saf

ve kaliteli kekik suyu degerlendirilebilir. Ayrica doku kiiltiirii ¢alismalari esnasinda



“kendiliginden” ya da maniiplasyonlarla mutant hatlar elde edilebilir. Bu hatlarin ugucu
yag kalitesi ve verimi yiiksek olabilir (Schenk ve Hildebrandt, 1972).

Biyoteknolojinin kullanimi ¢ok eski zamanlara uzanmaktadir, ilk kez Stimerler
tarafindan bira ve ekmek yapiminda mayalarin kullanilmasiyla basladigi bilinmektedir
(Krishna ve Reddy, 2005). Biyoteknoloji tanim olarak kisaca; canli organizmalarin belirli
amaclar dogrultusunda teknolojide kullanilmas1 anlamina gelmektedir. Giliniimiizde
biyoteknoloji; mikroorganizma, hiicre, doku, organ vb. biyolojik yapilarin insan yararina
degistirilmesi, kullanilmas1 ve ¢ogaltilmasi iizerine ¢alisan bilim dali olarak da
tanimlanabilir. Tarimsal biyoteknoloji ¢aligmalarinin temelini ise doku kiiltiirii yontemleri
olusturmaktadir.

Bitki doku kiiltiirii teknikleri uygulama alanlar1 bitki biyoteknolojisi ¢alismalarinin
da 6nemli bir bolimiinii olusturmaktadirlar. In vitro’da, bir¢ok otsu ve odunsu bitki tiirii
kiiltiire alinabilir ve bu bitki kiiltiirlerinin bilimsel uygulamalarin yaninda ticari
uygulamalari da yapilabilmektedir (Babaoglu vd., 2001).

Bitki doku kiiltiirli; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki,
hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni
doku, bitki veya bitkisel tirtinlerin (metabolitler gibi) iiretilmesidir. Yeni ¢esit gelistirmek
ve mevcut cesitlerde genetik varyasyonu olusturmak doku kiiltiiriiniin temel amaglari
arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme ¢aligmalarinda
onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve
cogaltilmas1 zor olan tiirlerin iiretiminde, cesitli doku kiiltiirii yontemleri rutin olarak
uygulanmaktadir (Babaoglu ve ark., 2001)

Bitki doku kiiltiirii, bitki besin elementleri, vitaminler, su, katilastirici ve gerekli
durumlarda bitki biyiime diizenleyicileri eklenen agzi kapali 151k gecirebilen steril
kaplarda, sterilize edilmis bitki materyalinin, steril kabin altinda bu kaplara yerlestirilerek
yetistirilmesi islemidir. Doku kiiltiirii yontemi steril kosullarda, siirekli ve ayni genetik
yaptya sahip bitkilerin tiretimidir (Ahloowalia vd., 2002).

Bitkinin gelismesi i¢in en uygun cevre sartlart (pH, 151k, sicaklik ve nem) ve
istenmeyen mikrobiyal gelisimler kontrol altinda olmalidir. Bitki doku kiltiiri farkli
yontemler altinda toplanmaktadir. Eksplant adi verilen yeni bitkiyi olusturacak bitki

parcasinin ana bitkinin hangi kismindan alindigmna, iretilecek formuna ve gelisim



sathalarma goére (meristem, organ, anter, oviil, kallus, hiicre, protoplast, somatik
embriyogenesis vb. kiiltiirler) farkli yontemlerle isimlendirilir.

Doku kiiltiirtinde en yaygin ve etkili olarak kullanilan yontem meristem kiiltiirtidiir.
Meristem kiltiirii, bitkilerin biiyiime konileri bulunan koltuk alt1 ya da tepe siirgiinlerinin
eksplant olarak kullanilarak yapildig1 cogaltim teknigidir (Turhan, 1997). Bitkisel tiretimde
meristem kiiltiirli yonteminin kullanilmasinin diger yontemlerden {istiin yan1 somoklonal
varyasyon riskinin daha az olmasi yaninda daha kolay ve ucuz bir yontem olmasidir. Organ
kiiltiirti, bitkiden elde edilmek istenen etken maddenin yogun oldugu kok,siirgiin gibi
organlarin, bitki biliyiime diizenleyicileri yardimiyla diger organlar olmadan, iiretildigi
doku kiiltiirii yontemidir. Organ kiiltiirli ile metabolit iiretimine en fazla {izerinde durulan
ornek genetik stabilite ve yiiksek ilireme katsayisina sahip olmasi nedeniyle; kok
olusumuna neden olan Agrobacterium rhizogenes bakterisi yardimiyla olanidir (Giri ve
Narasu, 2000). Kok olusumuna neden olmasi dolayistyla kok oranini arttirarak kokte yer
alan ikincil metabolit iiretiminde artis saglamaktadir. Ayrica farkli uygulamalarla da kok
oraninin artirtlmasi {izerine ¢aligmalar da yapilmaktadir (Suresh vd., 2005; Savitha vd.,
2005). Tekstil ve kozmetik sanayisinde kullanilan Alkanna tinctoria bitkisinde alkannin
ikincil metabolizma iriiniinii iiretmek amaciyla (Gerardi vd., 1998) olgunlasmamis
tohumlarla basladiklar1 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) biiyiime diizenleyicili MS
ortaminda iki farkli kok kiltiiri hattina ulasmislardir. Alt kiiltiire aldiklar1 kok
kiiltiirlerinde en yiiksek alkannin seviyesine alt kiiltiirden 6 giin sonra, 2,4-D biiylime
diizenleyicili, katilastiricisiz ve amonyum tuzsuz ortamda ulasilmistir. Kallus kiiltiirii, yara
dokusu olusturularak bu dokularin iiretildigi doku kiiltiirii yontemidir. Organ olusumunun
gerceklesmedigi, farklilasmanin olmadigi, yara dokularina kallus denilmektedir. Oksin ve
sitokinin grubu biiylime diizenleyici miktarlarinin dengelendigi durumlarda olusan kallus
hiicreleri siirekli bir ¢ogalma egilimindedir ancak etken fitokimyasal igerikleri biitiin
bitkide bulunan miktardan daha diisiiktiir (Bourgaud vd., 2001). Bu nedenle kallus
kiiltiiriiyle biyoelementlerin iiretilmesi diisiiniilmez. Kallus kiiltiirii, slispansiyon
kiiltiiriiniin baglangict ya da organ olusumuyla seri tiretimin amag¢ edinildigi bir gecis
kiiltiiridtir. Hiicre siispansiyon kiiltiirli, {iiretilen kallus hiicrelerinin serbest forma
gecirilerek sivi besi ortamina yerlestirilip siirekli ¢alkalama yoluyla ortam i¢ginde homojen
dagitilmasiyla tiretilmesidir (Hartmann vd., 2002). Boylece hiicreler ¢ogaldikga hiicrelerin

trettigi ikincil metabolitlerin iiretimi gerceklestirilebilir, diger yandan da sivi ortamin her



damlasinda hiicre bulunmasi1 sebebiyle yeni bitki gelistirilmesi i¢in eksplantlar yerine bu
stvi kullanilabilir.

Kallus kiiltiiriinde oldugu gibi siispansiyon Kkiiltiiriinde de ikincil metabolizma
tirtinlerini arttiracak kosullar saglanmalidir. Hiicre kiiltiiriiniin bir sonraki asamasinda gen
transferi ve somatik melezleme c¢alismalar1 da uygulanabilmektedir. Hiicre siispansiyon
kiiltiriiniin otomasyon sistemlerle kontrol edildigi yetistirme ortamina biyoreaktdr
denilmektedir. Karistiricilarla sirkiilasyon saglanarak, eksilen bitki besin elementleri,
vitamin ve biiylime diizenleyiciler bilgisayarli sistemlerle biyosensor adi verilen
mekanizmalar ile besin elementleri, pH, sicaklik vb. otomatik olarak kontrol edilerek ilave
edilir. Bitki hiicrelerinin ilk olarak biyoreaktor benzeri yapidaki bir cihazda alt kiiltiire
almist 1950 yilinda Nickell ve Burkholder isimli iki arastirmaci tarafindan yapilmistir
(Caplin, 1963).

Mikrogogaltim; in vitro kosullarda bitki {iretimi anlamina gelir. Genel anlamiyla ise
mikrogogaltim; bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip
bitki kisimlarindan (embriyo, tohum, govde, siirgiin, kok, kallus, tek hiicre ya da polen
tanesi vb.) yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni bitkilerin elde
edilmesi olarak tanimlanmaktadir (Mansuroglu ve Giirel, 2001). Eger bitkilerin uygun
besin maddeleri ihtiyaglari, hormon ve kiiltiir istekleri yeterince biliniyorsa, mikrogogaltim
teknigi kullanilarak tiim bitki tiirlerinin tiretilmesi miimkiindiir (Hartman ve Kester, 1975).

Mikrogogaltim bitki yetistiriciligi ve genetigi yoniinden Onemli avantajlar
saglamaktadir. Bu avantajlar; hastalik ve zararlilardan arindirilmug bitkisel materyal elde
edilmesi, kitlesel tiretimde tiretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik (homojenite)
olmasi, alisilagelen yontemlerden daha kisa kiiltiir siiresine ihtiya¢ duyulmasi, zor iiretilen
tiirlerin daha kolay tiretimi, segilen belirli/iistin genotiplerin hizli iiretimi, iiretimde daha
az verici (dondr) kullanilmasi gibi yararlar1 ve somoklonal varyasyonlardan dolay1 yeni
cesitlerin elde edilmesi seklinde siralanabilir. Ayrica kisa siirede fazla bitkinin elde
edilebilmesi de diger bir avantajdir (Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Basarili bir mikrogogaltim 5 asamada geceklesmektedir; 1) hazirlik asamasi, 2)
kiiltiir baglangic asamasi, 3) siirgiin cogaltim asamasi, 4) siirgiinlerin kdklendirilmesi ve 5)
bitkilerin dis ortam kosullarina alistiriimas: (Debergh ve Read, 1993).

Hazirlik asamasi, esas olarak bulasma problemlerinin en aza indirilmesi amaciyla
verici (dondr) bitkinin aseptik kosullarda yetistirilmesini kapsamaktadir. Bulagsmay1

onlemek icin doku kiiltiriiniin ilk agamasi sayilan sterilizasyon iizerinde énemle durmak



gerekmektedir. Ortamdan ve eksplantlardan gelebilecek bulasmay1 6nlemek i¢in gok iyi bir
sterilizasyon iglemi olusturulmalidir (Hu ve Wang, 1983). Verici (donor) bitkinin vejetatif
gelisme evresinde olmasi mikrogogaltimda basariy1 etkileyen etkenlerden bir digeridir.
Kiiltiir i¢in siirgiin gelisiminin hizli oldugu ve aktif biliylimenin bulundugu dénemler
secilmelidir. Mikrogogaltimin basarisi eksplantlarin alindigi verici (donor) bitkinin
genotipi, saglik durumu ve yetisme kosullart (beslenme, 151k, sicaklik, bitki biiyiime
diizenleyicilerinin uygulanmasi, yetisme mevsimi) ile dogrudan iliskilidir.

Kiiltiir baslangi¢ asamasi, eksplant se¢cimi ve sterilizasyonu, kiltiir ortamlarmin
secimi ve  kiiltiirlin  yiriitilecegi  ¢evresel kosullarin  belirlendigi  asamadir.
Mikrogogaltimda ¢ogunlukla eksplant olarak tepe (apikal) ve koltuk alt1 (aksiller)
tomurcuklart secilmekle birlikte, farkli organlar da eksplant olarak kullanilmaktadir.
Ornegin, 2-3 mm biiyiikliigiindeki kok pargalart (Huang ve Chu, 1987), siirgiin ucu
(Mariska vd., 1991), yaprak, yaprak sap1 ve cicek sap1 pargalari (Chu and Huang, 1983;
Schwenkel ve Grunewaldt, 1988), rizomlarin terminal ve lateral uglar1 (Pierik vd., 1988),
yaprak ve govde eksplantlar1 (Nakano vd., 1999), sogan pullar1 ve yapraklar1 (Pelkonnen
ve Kauppi, 1999; Tipirdamaz vd., 1999; Cakirlar vd., 2000; Tipirdamaz, 2003) basariyla
kullanilmistir.

Werbrouck ve Debergh (1994) eksplant se¢iminde uyulmast gereken bazi 6zelliklere
dikkat ¢ekmektedirler; bitkilerin toprak tstii kisimlari toprak alti kisimlarindan, bitki ig¢
parcalar1 bitki dig parcalarindan daha az kontaminedir. Eksplantin rejenerasyon yetenegi
biiyiikliigiine ve fizyolojik yasina baglidir. Eksplantlar gelisme mevsiminin baglangicinda
aktif bliyliyen siirgiinlerden alindiginda basarili sonuglar elde edilmektedir. Verici (donor)
bitkinin yetisme ortamindaki 151k ve sicaklik kosullari, beslenme durumu ve yasi eksplantin
biiylime ve gelisme basarisini etkilemektedir.

Arastiricilar, siirglin biiyiikliigiiniin de 6nemli oldugunu ve siirgiin ucundan alinan
eksplantin viriissiiz olacak kadar biiyiik, rejenerasyon yetenegini yitirmeyecek kadar kiigiik
olmast gerektigini vurgulamaktadirlar. Terminal tomurcuk igeren c¢elikler ve biitiin
tomurcuk, 0,5-1 mm’lik siirgiin uglarina nazaran daha yiiksek oranda kontamine
olmaktadir. Kiiciik siirgiin ucu eksplantlar diisiik canlilik oranina ve baslangicta yavas
gelisme Ozelligine sahip olmakla birlikte, viriislerle kontrol edilen bazi karakterleri yok
etmektedir (Bhojwani ve Razdan, 1983).

Mikrogogaltimda kullanilan eksplantlar aseptik kosullara konulmadan once tam

anlamryla sterilize edilmelidir. Sterilizasyon yontemleri verici (dondr) bitkinin yetistigi



ortamin Ozelliklerine ve eksplantin alindigi organa gore farklilik gostermektedir.
Kullanilacak dezenfektan maddenin cinsi, derisimi ve uygulama siiresi Sterilizasyonun
basarisim1 etkilemekte ve bitki tiirtine gore degismektedir. Ayrica bitki dokularinin zarar
gormemesine dikkat edilmelidir (Babaoglu vd., 2001).

Her bitki tiirii i¢in kullanilan besin ortamlar1 benzer maddeleri igermektedir. Bunlar,
inorganik maddeler (makro ve mikro elementler), organik maddeler (myo-inositol,
thiamin-HCI, adenin siilfat, pridoksin-HCI, nikotinik asit), bitki biiylime diizenleyicileri
(sitokininler, oksinler, gibberellinler) ve seker, agar gibi diger maddelerdir. Fakat kiiltiir
amacima ve bitki 6zelligine bagli olarak ortam bilesiminde ve derisimlerinde degisiklik
olabilmektedir (Scholten ve Pierik, 1998).

Babaoglu vd., (2001) giiniimiizde en ¢ok kullanilan yapay besi ortaminin, 1962
yilinda Murashige ve Skoog tarafindan gelistirilen Murashige Skoog (MS) ortami
oldugunu belirtmislerdir. 1962 yilinda yine Murashige ve Skoog tarafindan tiitiin bitkisi
icin gelistirilen yiiksek tuz icerikli MS ortaminin ise 0zellikle diisiik yogunluklarda birgok
bitki tiirtinde koklendirme ¢aligsmalarinda kullanildigini rapor etmislerdir. Gamborg-Bazal
Tuz 5 ortam1 (G B5) ise, Gamborg tarafindan 1968 yilinda, soya kallus kiiltiirleri igin
gelistirilmis, nitrat azotu yiiksek bir ortamdir. Linsmainer-Skoog (LS) ortami, Linsmainer
ve Skoog tarafindan 1965 yilinda gelistirilmistir ve MS ortaminin organik bilesikler
bakimindan farkli bir versiyonudur.

Kiiltiir odasindaki 151k, sicaklik ve nem gibi gevresel faktorler bitki tiirlerinin istegine
gore degismekle birlikte 18-28 °C arasinda fakat ¢ogunlukla 23 °C sicaklik, 16 saat 151k 8
saat karanlik fotoperyot, genellikle 30 p mol. m-2. sn-* 1s1k ve cogunlukla beyaz floresan
lambalar optimum kosullardir (Werbrouck ve Debergh, 1994; Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Siirglin ¢ogaltim asamasi, genel olarak baslangi¢ i¢in kullanilan ortamlar gogaltim
asamasinda da kullanilmakla birlikte, baz1 durumlarda degisiklik yapilabilmektedir. Bitki
dokularindan organ farklilagsmasinda oksin ve sitokininler onemli rol oynamaktadir.
Sitokinin/oksin oraninin yiiksek olmast siirgiin olusumunu, oksin/sitokinin oraninin yiiksek
olmasi kok olusumunu, oksin ve sitokinin ayni miktarda kullanilmasi ise kallus olusumunu
desteklemektedir. 6-benzil amino piirin (BAP) ¢ok sik kullanilan ve genellikle olumlu
sonuglar veren bir sitokinindir. Genel olarak 1-2 mg/L sitokinin ¢ogu sistemde yeterlidir.
Yiiksek diizeyler, adventif siirgiin olusumunu arttirma egilimindedir. Thidiazuron (TDZ)
diisiik derisimlerde (0,05-1,0 mg/l) etkili oldugu i¢in umut veren bir sitokinindir. Indol-3-

asetik asit (IAA) ortamda ¢ok az stabil oldugundan, sentetik oksinlerden naftalen asetik
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asit (NAA) ve indol-3-butirik asit (IBA) tercih edilmektedir. Bunlarin siirgiin ¢ogaltim
asamasinda kullanilan oranlar1 0,1-1,0 mg/L’dir. Kallus olusumunu artirma egiliminde olan
2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D)’in kullanimindan ise kagimilmaktadir (Werbrouck ve
Debergh, 1994).

Bitkilerin ¢ok hizli ¢ogaltilmast onlarin totipotensi (tek hiicreden yeni bir birey
olusturma) 6zelline baghdir. Kiiltiire alinan hiicrelerden bitkilerin farklilagmasi siirgiin-kok
olusumu ya da somatik embriyogenesis ile meydana gelir. Kallustan siirgiin ¢ogaltilmasi
yontemi ile bitkilerin klonlanmasinda bazi sakincalar1 vardir: Bu sakincalar1 hiicrelerin
stabil olmamasi, poliploid ve andploid bitkiler meydana gelmesi ve bir ¢ok tiir igin
uygulanmaz olusudur. Ayrica dokunun baslangigtaki bitki rejenerasyon kapasitesi zamanla
alt kultiirlerde azalmakta ve sonunda yok olmaktadir.

Yaprak koltuk alt1 (aksiller) ya da siirgiin tepelerinin (apikal) disinda herhangi bir
yerde olusan tomurcuklar adventif tomurcuk olarak adlandirilir. Kalluslardan siirgiin
farklilagsmasi da adventif tomurcuk olarak ele alinmasina ragmen, bu tomurcuklar kallus
evresine gerek kalmadan dogrudan bir organ ya da organ parcasindan da olusabilmektedir.
Bitki tiirlerinin klonal iiretiminde organlardan dogrudan adventif siirgiin olusumu kallus
yonteminden daha iyi sonuglar vermektedir. Dogrudan bir organ ya da organ pargasindan
olusan adventif tomurcuklar (siirgiinler) tek diize diploid bireyler olusturmaktadir.

Aksiller tomurcuklar genellikle yaprak koltuklarinda bulunur ve her tomurcuk bir
slirglin gelistirme potansiyeline sahiptir. Mikrogogaltimda, aksiler dallanmayla siirgiin
¢ogalmasinin arttirilmasi uygun derisimde ve tipte sitokinin i¢eren (oksinli ya da oksinsiz)
besin ortamlarinda yapilir. In vitro sartlarda olusan siirgiinler taze ortamlara aktarilarak
aksiller dallanma ile siirgiin ¢ogalmasi siirdiirtilebilir.

Aksiler dallanma ile siirglin ¢ogaltimi, kallustan siirgiin olusumu veya dogrudan
adventif siirgiin olusumuna gore baslangicta daha yavastir. Fakat her alt kiiltiirde siirgiin
sayis1 logaritmik olarak artarak bir yil i¢inde astronomik rakamlara ulasmaktadir. Bu
yontemin klonal ¢ogaltimda ticari olarak yayginlagsmasinin bir diger nedeni ise siirgiin ucu
hiicrelerinin tek diize diploid olmasi ve kiiltiir kosullar1 altinda genotipik degisikliklere cok
az yatkin olmasidir.

Aksiller dallar1 kullanilarak yapilan mikrogogaltimda ana bitkiden alinan tek
bogumlu gévde veya dal segmentleri sterilizasyona tabi tutulduktan sonra besin ortaminda
kiiltiire alinir. Ortamdaki bilyiime diizenleyicilerinin etkisiyle, aksiler tomurcuklar bir veya

birden fazla siirgiin meydana getirir. Daha sonra tekli siirglinler ayrilarak taze siirgiin
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¢ogaltim ortamina aktarilir ve burada 3-4 hafta igerisinde bir¢ok yeni siirgiin elde edilir.
Yeterli sayida siirgiin elde edildikten sonra bunlarin bir kismi ile ¢ogaltim islemi devam
ettirilirken diger bir kism1 koklendirme ortamina aktarilir. Yeterli kok sistemi gelistikten
sonra, bitkiler iyi drene olmus saksi topragina aktarilir ve ilk 10-15 giin boyunca yiiksek
nem altinda tutulur (Bhojwani ve Razdan, 1983).

Koklendirme asamasi, tam bir bitki olusturmak i¢in silirgiinler, silirgiin olusturma
ortamindan farkli bir hormonal kompozisyona sahip olan yeni bir ortama aktarilmaktadir.
Siirgiinler belli bir uzunluga eristikten sonra koklenme ortamina alinir. Tiirlerin ¢ogunda
koklenmenin desteklenmesi igin NAA ya da IBA (0,1-1,0 mg/L)’e gereksinim duyulur.
Makro ve mikro tuzlarin derisimi ve uygulama zamani bu yontemin basarisini1 belirler.
Yiiksek seker derisimi (% 3-4) koklenmeyi ve bitkilerin kalitesini artirir. Adventif ve
aksiller siirgin gelisimi ortamlarinda sitokininin varligi koklenmeyi engellemektedir
(Mansuroglu ve Giirel, 2001).

In vitro doku kiiltiirii tekniklerinin, bitki {iretimi ve 1slahinda kullanilabilir olabilmesi
icin, kiiltiire alinan hiicre veya dokulardan yiliksek oranda embriyo gelisiminin saglanmasi
gerekmektedir. Bununla birlikte doku kiiltiirlerinde embriyo gelisimini etkileyen
faktorlerin de (ortamin bilesimi, 151k ve 1s1 dereceleri, kullanilacak doku tipi, ortam
icerisindeki hormon kombinasyonu) neler oldugu kesin olarak bilinmelidir (Murashige ve
Skoog, 1962; Thorpe vd., 1991).

Bitki hiicrelerinden embriyo elde etmek sadece dollenmis yumurta hiicresi ile sinirl
degildir. Bunun i¢in in vitro kiiltiir sartlar1 ve 6zellikle de bitki biiylime diizenleyicileri
ayarlanarak, bir bitkinin herhangi bir somatik hiicresinden, dokusundan ve organindan
embriyo elde etmek miimkiindiir. Vejetatif hiicrelerden gelisen embriyolar somatik
embriyo olarak isimlendirilirler. Somatik hiicreleri oncelikle yiiksek oranda oksin igeren
ortamlarda kiiltiire alir, daha sonra da oksin icermeyen yeni bir ortama aktarilirsa, embriyo
tiretme yetenegi kazanmig olurlar. Oksin hormonlarinin, somatik bitki hiicrelerine embriyo
tiretimi i¢in yeniden zigotik bir kapasite kazandirdiklar: bilinmektedir (Monnier, 1990).

Somatik ve zigotik embriyogenez arasinda dnemli farkliliklar vardir. Bu farkliliklar,
iki embriyogenez olusumunun elde edilis seklinden dolayr meydana gelmistir. Zigotik
embriyo dollenmis bir zigottan gelistigi i¢in, elde edilen bitkiler potansiyel olarak agilma
yetenegine sahiptirler. Diger taraftan, bireysel bitkilerin hiicrelerinden gelistikleri icin
somatik embriyolardan elde edilen bitkiler, genetik olarak bir klon meydana getirirler

(Bourman, 1994). Déllenmis yumurtadan gelisen embriyoda oldugu gibi, ayni sekilde iki
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cenekli bitkilerdeki somatik embriyolar da globular, kalp, torpido ve kotiledon olusum
sathalarim1 gegirmektedirler. Ayrica somatik embriyolar, organogenez yoluyla gelisen
stirgtinlerden de farklilik gostermektedirler. Govde- kok eksenine ayni zamanda sahip olup,
as1l doku ile vaskiiler baglantilar1 olmadigindan dolayr dokudan kolaylikla ayrilabilirler
(De Jong vd., 1993).

Somatik embriyogenez c¢alismalari, bitkilerin klonal hizli ¢ogaltiminda, sentetik
tohum {iiretiminde ve gen aktarim calismalar1 gibi 6nemli alanlarda kullanilmaktadirlar.
Bununla birlikte, eksplant kaynagi, genotip, bitki biiyiime diizenleyicileri, azot kaynagi ve
cevre sartlar1 gibi etmenler somatik embriyogenezi 6nemli dl¢iide etkileyen temel faktorler
arasindadirlar (Babaoglu vd., 2001). Doku ve hiicre kiiltiirii calismalar1 esnasinda
somaklonal varyasyonlar olusabilmektedir. Somaklonal varyasyon somatik doku kokenli
kallus, hiicre ve protoplast kiiltiirlerinden rejenere olan bitkiler arasinda ortaya cikan
genetik kokenli degiskenliktir (Evans, 1988). Bu degiskenlik bitkilerde morfolojik,
fizyolojik ve tarimsal 6zellikler seklinde gozlenebilir (Bajaj, 1985; Karp, 1990; Yildirim,
1991). Somaklonal varyasyon laboratuvar kosullarinda olusturuldugu igin baslangicta tarla
ve sera kosullarinda karsilagilan zorluklar ve ¢gogaltim sorunlarindan uzaktir. Ayrica kiiciik
kapali alanlarda kisa siirede ¢ok sayida hiicre ve daha sonra bitkilerin yetistirilmesi ve
biyokimyasal yontemlerce degerlendirilme ve se¢im islemlerine imkan saglar. Yine de
laboratuvar kosullarinda segilen bitkilerin tarla denemelerinde gézlenmesi gerekmektedir.

Bitkilerin dis ortam kosullarina alistirilmasi asamasi; steril kosullarda, diisiik 1s1k
yogunlugunda, yiiksek nem igeren ve tiim besin maddelerinin bulundugu bir ortamda
gelistirilen bitkilerin, daha diisiik nem, daha yiiksek 151k diizeyi ve steril olmayan kosullara
sahip dis ortama aktarilmasi ¢ok dikkat isteyen bir islem olup, bunun asamali olarak
yapilmast gerekmektedir. In vitro kosullarda gelisen koklenmis bitkicikler dikkatli bir
sekilde dis kosullara aktarilmali ve yiikksek nem (% 90-100) saglanmalidir. Asamali olarak
saksilarin tlizerine yerlestirilen cam kaplar agilarak hava sirkiilasyonu saglanmali daha
sonra seradaki 6zel alanlarina alinmalidir (Preece ve Sutter, 1993).

Bitkiler dogal yasam ortamlarinda ¢ok ¢esitli diismanlarla kusatilmis durumdadir.
Bitkilerin, diismanlarindan kagmak icin yer degistirmeleri s6z konusu olmadigia gore,
birtakim 6zel savunma mekanizmalar1 gelistirmek zorundadirlar. Bunlardan birisi de
iirettikleri 6zel kimyasallardir. Insanoglu ise, bu &zellikten faydalanarak, tarihin ilk
yillarindan giiniimiize kadar ¢ok sayida bitkiyi cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanmistir.

Bu yaklasim etnofarmakoloji adi verilen bir disiplinin olusmasina yol agmistir. Ozellikle
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bitkilerin iyilestirici etkilerinin bulundugu inanci insanlhigin ¢ok eski devirlerine kadar
gitmektedir. Erisilebilen ilk yazili kaynaklardan elde edilen bilgilere gore ilk insanlar,
cesitli hastaliklarin tedavisi icin bitkilerden yararlanmiglardir. Kullanim bigimleri ise asil
etken madde olan dogal iirlinlerden ¢ok, bitkinin kendisine veya degisik yollarla elde
edilen oOziitlerine dayanmaktayd: (Tepe, 2002; Ceylan, 1995). Yontmatas (paleolitik)
cagindan (M.0O. 50000-7000) giiniimiize kadar Anadolu’da yasamis olan “Anadolu insan1”
cevresindeki bitkilerden yararlanmistir. Bunlar1 gida, yakacak, silah, ilag veya mesken
yapimi i¢in kullanmistir. Hakkari’ nin giineyinde yer alan Sanidar Magarasi’nda ortaya
cikartilan 50000 yillik Neanderthal mezart i¢cinde bulunan ve halen bu bolgede, tibbi
amagl kullanilan bitki ornekleri (Achillea, Alchemilla, Althea, Centaurea, Ephedra,
Muscari ve Senecio tiirlerine ait 6rnekler) bu varsayimin saglam kanitlarindandir (Baytop,
1980; Lietava, 1992; Baytop, 1997). Tim diinyada bitkisel ilaglarla tedavi giderek
artmakta ve simdiye kadar goriilmemis bir popiilarite kazanmaktadir (Teixeira vd., 2003)
Bu uygulama ozellikle gelismis iilkelerde daha yaygindir (Cubukcu vd., 2002). Bitkisel
ilaglara yonelmenin baslica nedenleri:

e Yeterli diizeyde kimya endiistrileri gelismemis, kalkinma yolundaki iilkelerin,
bitkilerden yararlanarak kolay ve ucuz bir tedavi olanagi elde etmeleri,

e Tedavi alanina sokulan yeni sentetik bilesiklerin bazilarinda goriilen tehlikeli yan
etkiler (bitkisel droglar ¢ok uzun zamandan beri kullanildiklar i¢in yan etkileri ¢ok iyi
bilinmektedir),

e Baz ilag etken maddelerinin, bitkisel droglarin sentetik olanlardan daha ucuz ve
daha kolaylikla elde edilebilmeleri,

e Bitkisel droglarin birkag etkiye birden sahip olmalari, buna karsin sentetik
bilesiklerin ise genellikle tek bir etkiye sahip olmalari,

e Baz sentetik ilaclarin (antibiyotikler gibi) yan etkilerini dnleyebilmek i¢in diger
bazi ilaglarla birlikte kullanilma ihtiyaci gostermeleri (Baytop, 1999).

Gilinlimiizde diinya niifusunun ¢ogunlugu ig¢in bitkiler, ilag hammaddesi olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde niifusun % 80’1 saglk
gereksinimlerini ilk etapta geleneksel tibbi bitkilerden saglamaktadir. Diinya niifusunun %
80’ inin gelismekte olan iilkelerde yasadigi diisiiniiliirse toplam diinya niifusunun % 64’ i
bitkileri tedavi amaglhi kullanmaktadir. Geligsmis tilkelerde recete ile satilan ilaglarin

yaklasik % 25’ 1 bitkisel kokenli kimyasallardir (Farnsworth, 1990).
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Onceleri sekonder metabolitler, bitkiler tarafindan olusturulan ve hi¢ bir islevi
olmayan atik maddeler olarak kabul edilmekteydi. Fakat daha sonra sekonder
metabolitlerin; savunma, korunma, ortama uyum, hayatta kalma ve nesillerini siirdiirmek
icin bitkiler tarafindan gelistirilmis karmasik mekanizmalarin kimyasallar oldugu
anlasilmistir (Philipson, 1990). Bitkisel dogal iirlinler bir¢ok ilag hammaddesi gibi saf
tiriinlerden besin katki maddeleri ve kozmetikler gibi karigimlara kadar degiskenlik
gostermektedir. Bitkisel iirlinlerin yapilarinin karmasik veya zengin olusu bu metabolitlerin
kimya sanayinde hammadde olarak kullanilmasini saglamstir.

Ilag sanayinde kullanilan bazi énemli bitkisel kokenli maddeler sunlardir; digoksin
(kardiatonik), digitoksin (kardiovaskiiler), efedrin (brons agici), kinin, kinidin (sitma
tedavisi), vinkristin, vinblastin, aymalisin (kanser tedavisi) (Fowler, 1982). Thaumatin,
safran, gingeroller, geranial ve neral gibi bilesikler tatlandirici, koku verici ve koruyucu
olarak besin ve gida sanayiinde kullanilan bitkisel kdkenli maddelerdir. Giil yagi, lavanta
yagl, yasemin yagi, parfiimeride kullanilirken; nikotin, anakardik asit, piretrin, sinerin ve
yasmolin zirai miicadelede kullanilan maddelerdir. Halk arasinda “kocakari ilaglar1” olarak
bilinen bitkilerden yeni ilaglar gelistirilmesinde, etnofarmakoloji biliminin énemli katkis1
olmustur. Vinkristin, vinblastin, rezerpin, kinin ve hatta aspirin, ekonomik ve saglik
acisindan bugiinkii 6nemlerini bu arastirmalara bor¢ludurlar (Cox, 1990).

Bitkisel kokenli molekiiller tedavide kullanilirken, her maddenin yararli fizyolojik
etkilerinin yani sira toksik bir etkisinin de bulunabilecegi unutulmamalidir. Basit bir 6rnek
olarak atropini g6z Oniine aldigimizda aslinda son derece zehirli bir madde olmasina
karsin, tedavilerde 6nemli bir ilag etken maddesi olarak kullanilmaktadir (Yesilada, 2002).
Bu yiizden bitkisel ilaglarin ve uygulamalarini 1yi anlayabilmek i¢in onlarin botaniginin,
kimyasinin, farmakolojisinin, toksikolojisinin ve klinik etkilerinin iyi bilinmesi
gerekmektedir (Cubukgu, 2002).

Anadolu’da tarih boyunca bitkilerin yaygmn kullaniminin nedeni siliphesiz ki bu
bolgenin sahip oldugu fitocografik ozelliklerin bir sonucudur. Cesitli iklim tiplerinin
etkisinde bulunmasi ve sahip oldugu cografik konum, Anadolu’daki flora g¢esitliliginin
olusumunda en 6nemli etkenlerdir (Baser, 2002).

Oziitlerden hazirlanan merhemlerin mikrop 6ldiiriicii ve yara iyilestirici etkisi,
bitkilerin tedavi edici 6zellikleri bakimindan akla gelen 6nemli ve tarihi islevleridir. Truva
savaginda yaralanan Asil ve askerlerinin tedavisi i¢in kullanilan Achillea (civanpergemi)

tirleri i¢in de gecerlidir (Konemann, 1999; Lis-Balchin, 2006).
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Yara iyilestirici ve mikrop oldiiriicii aktivite, biiyiik Ol¢lide, kokulu (aromatik)
bitkilere dayanir. Bu 6zellik aromaterapi adi verilen tedavinin 6nemli bir bdlimiinii
olusturur. Aromaterapi ¢ok cesitli bedensel ve ruhsal hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan
tarihi yontemler biitiiniidiir ve bu amagla ugucu yag iceren bitkilerden yararlanilir.

Ugucu, aromatik yada eterik yag “oda sicakliginda sivi, bazen donabilen,
buharlastiginda damlatildig1 kagit tizerinde leke birakan ve bitkilerden su buhart veya su
distilasyonu ile elde edilen, kokulu karisim” olarak tanimlanabilir (Tanker vd., 1990).
Acikta birakildiklarinda buharlasabildiklerinden dolayr “ucucu ya da eterik yag” adi ile
anilirlar. Ayrica genellikle giizel kokulu olduklarindan bunlara “esans” da denilmektedir
[lk kez Isvecli Paracelcius von Hohhenheim tarafindan “Quintia essentia” olarak
adlandirilimistir (Guenther, 1948). Ancak ucucu yagin elde edilmesinde kullanilan
distilasyon yontemi yaklasik 2000 yil dncesinde, Misirlilar, Persler ve Hintliler tarafindan
kullanilmigtir (Baser, 2001). Avrupa da distilasyon yontemlerinin gelistirilmesi ise
Paracelcius’un ugucu yag tanimiyla baslar (Guenther, 1948).

Bitki kimyasallar1 arasinda yer alan ugucu yaglar uzun yillardan beri tedavide
kullanilan droglar arasinda yer almaktadir. Halk tibbinda kullanilma amaclar1 esas alinarak
bu droglar iizerinde yapilan farmakolojik arastirmalar sonucunda biyolojik etkilerinin
bazilar1 bilimsel olarak da agiklanmistir (Cubukgu vd., 2002). Ugucu yag farmakoloji de,
eczacilikta, fitopatolojide, tibbi ve klinik mikrobiyolojide, koruyucu madde olarak da
yiyeceklerde kullanmaktadirlar (Magiates, 2002). Bu 6zelliklerinden dolayr birgok tibbi
bitki arasina ugucu yag tasiyan bitkilerde girmistir. Ugucu yaglarin irritan (uyarici),
rubefiyen (deriyi kizartan), nervinatik (sinir yatistiricl), antiromatizmal, ekspektoran
(balgam soktiiriicli), antitussif (Oksiirligli kesen), diiiretik (idrar soktiiriicli), karminatif (gaz
giderici), stomasik (midevi), koleretik (safra sokiicii), antihelmentik (solucan diisiiriicii),
antienflamatuar, antiseptik, antibiyotik ve sedatif etkileri tespit edilmistir (Sakar ve Tanker,
1991; Zeybek, 1985;Ceylan,1987). Cicekli bitkilerin bulundugu bazi familyalarda g¢ok
sayida tiiriin ugucu yag icerdigi iyi bilinmektedir. Onemli ugucu yag tastyan familyalar
Apiaceae, Asteraceae, Coniferae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Rosaceae ve
Rutaceae’ dir (Sakar ve Tanker, 1991; Zeybek, 1985;Ceylan, 1987).

Ugucu yaglar parfiim ve kozmetik, gida, mesrubat ve ila¢ sanayinde ham madde
olarak degerlendirilmektedir (Hammer, 1999; Zeybek vd., 2002). Giiniimiizde ugucu
yaglarin ana etken maddelerinin elde edilip degerlendirilmesi hem bilimsel hem de

ekonomik yonden onem tagimaktadir. Ugucu yag ve bilesenlerinin farmakolojik 6zellikleri
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incelenerek tip, kozmetik ve endiistriyel alanlarda kullanilabilme olanaklar1 giincelligini
korumaktadir (Kirdag ve Bagci, 2000). Aromatik taksonlar i¢inde yer alan Apiaceae,
Asteraceae, Lamiaceae, Myrtaceae ve Rosaceae gibi bazi familyalara ait tiirlerde
bulundugu bilinen ugucu yaglar, yaygin olarak ¢alisma konusu olmuslardir (Kirdag ve
Bagc1, 2000).

Lamiaceae tiirlerinin irettigi “terpen” sinifina giren kimyasallar bu bitkilerden elde
edilen ugucu yaglarin ana bilesenidir. Ancak bu bitkilerin tlirettigi ekonomik agidan degerli
bilesikler ugucu terpenlerle smirli degildir. Ugucu olmayan diterpenler; karnosik asit,
karnozol ve tlirevlerinin giiclii antioksidatif aktivite gosterdigi bulunmustur. (Frankel vd,
1996).

Fenolik bilesikler ad1 verilen kimyasallar da bitkilerin iirettigi ve esasen patojen,
bocek ve herbivor saldirilarina karsi savunma amagh iretilen tiriinlerdir (Taiz ve Zeiger,
2002). Labiatik asit ve diger fenolik asitler, flavonoidler ve polifenoller; Lamiaceae
tiirlerinde siklikla rastlanan nutrasotik (besin) ve biyoaktif kimyasallardir (Exarchou vd.,
2002; Mastelic ve Jerkovic, 2003).

Fenolik bilesikler fenilalanin aminoasitinden tiiretilen sekonder metabolitlerin biiyiik
bir grubunu olusturur (Mann, 1987; Harborne, 1994). Fenolik bilesikler meyvelere ve
yapraklara renk katma, bocek cekici veya itici olma, antimikrobiyal hareket, antiviral
aktive, zararli ultraviyole radyasyondan koruma ve otgul hayvanlardan korunma gorev
yaparlar (Harborne, 1967; Macheix vd., 1990; Harborne ve Williams, 2000). Insan
tilketimi i¢in bir bitkinin potansiyeli degerlendirilirken bu tiir bilesiklerin potansiyel
antioksidan aktiviteleri ve fenolik bilesimlerine bakilir. Bir bitkinin fenolik bilesimi
genellikle bitki tiirlerine 6zgiidiir ve biiyiime iklimiyle degisebilir (Manach vd., 2004).
Baz1 fenolik bilesikler sinerjik etki olarak adlandirilan karsilikli etkilesime girerek toplam
antioxidan aktiviteyi artirir. Kimyasal olarak, fenolik bilesikler aromatik halkada bir veya
daha fazla hidroksil grubuna sahip bilesiklerdir (Harborne, 1967; Macheix vd., 1990;
Shahidi ve Naczk, 1995).

Bitkilerde 8.000 'den fazla fenolik bilesik bulunur (Wrolstad, 2005) ve bitkilerdeki
baslica fenolik bilesikler fenolik asitler ve flavonoidlerdir (Macheix vd., 1990; Robbins,
2003). Bitkilerdeki fenolik asitler ¢ogunlukla hidroksinamik ve hidroksibenzoik asitlerin
tiirevlerinin yerini almaktadir.

Fenolik bilesiklerin pek ¢ogu bitkilerde vakuoller de yer alir ve genellikle alkoller

veya diger organik ¢oziiciilerle 6ziit edilir. Genellikle bir ekstraksiyon sisteminde fenolik
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bilesiklerin depolama sirasinda enzimatik bozunma ve polimerazasyona ugrayacagi
olasiligindan dolayr kurutulmus veya dondurulmus halde ekstre edilir (Price vd., 1997).
Ekstraksiyon ¢oziiclisii materyale dogrudan eklenir, parcalama ve homojenizasyon
yapilarak bulamag haline getirilir. Bu islemler sirasinda ektraksiyon oranini artirmak igin
ultrasonik ortam da yapilabilir. Bunun disinda perkolasyon veya soxlet extraksiyonunda
kullanilabilir (Cimpan ve Gocan, 2002). Fenolik bilesiklerin ¢oziintirliigii kullanilan
¢oziiclinlin polaritesine baglidir. Genellikle % 60-80 (v/v) oraninda sulandirilmis aseton,
etanol, etil asetat veya metanol ¢ozelti karisimlari kullanilir. Uygun bir ekstraksiyon
sistemi ile birlikte kullanildiginda bu c¢ozelti sistemleri hiicre duvarini pargalar. Sulu
metanol c¢ozeltileri 6zellikle fenolik asitler ve flavonoidlerin meyve ve sebzelerden
ekstraksiyonu i¢in kullanilmaktadir. Ciinkii bu bilesikler metanol ¢ozeltileri i¢inde oldukca
kararlidir. Ornegin, flavon ve flavonollerin metanol i¢inde + 4°C’ de ii¢c aydan daha fazla
kararli kalabildigi rapor edilmistir (Hertog vd., 1992b).

Sicak veya kaynayan suda bitkilerden flavonoid ve flavonik asitlerin ekstraksiyonu
icin kullanilmistir.  Ekstraksiyon siiresi bu bilesiklerin geri kazanim oranlarin
etkilemektedir. Bu siire 1 dakikadan 24 saate kadar degisebilir. Antosyaninler genellikle
asitlendirilmis organik ¢6ziicii ile dziitlenir ve bunun i¢in asetik asit veya triflorasetik asit
kullanilir. Asidik ortam daha ¢ok tercih edilen antosyanin kirmizi flavilyum Kkatyon
yapisini saglar ve bu yapi1 daha fazla ¢oziiniir ve kararhidir (Green, R., C., 2007). Diistik
derisimlerinden dolay1 antosyanin oOziitleri analiz veya saflastirma Oncesinde evapore
yapilmas1 gerekir. Ancak bu iglem sirasinda ugucu olan agil ve karbohidrat konjuge
antosyanin yapilar1 6ziitden kaybedilebilir. Coziicli ekstraksiyonuyla bitkiden ¢oziinebilen
fenolik bilesikler ayrilirken bitkiye karbohidrat ve protein ile lignin gibi yiiksek molekiiler
agirlikla fenolik bilesikler oOziitlenemez. Bunu oOnlemek i¢in sapofikinasyon olarak
adlandirilan ve bitkiyle ¢éziinmeyen fenolik bilesiklerin ester baglarin1 kiran bir 6n islem
tiim fenoliklerin 6ziitlenmesini olanak saglar (Robbins, 2003).

Fenolik bilesiklerin ayrilmasi, saflastirilmasi ve belirlenmesi i¢in ¢esitli kromotografi
teknikleri kullanilmaktadir. (Merken ve Beecher, 2000; Robbins, 2003; Shahidi ve Naczk,
2004). Bunlar; Gaz Kromotografisi (Gas Chromatography, GC) (Dabrowski ve Sosulski,
1984; Liggins, vd., 1998; Tasioula-Maragari ve Okogeri, 2001), Yiiksek Basingli Sivi
Kromotografisi (High Pressure Liquid Chromatography, HPLC) (Merken ve Beecher,
2000; Proestos vd., 2005) ve ince Tabaka Gromotografisi (Thin Layer Chromatography
TLC) (Mabry vd., 1970; Azar vd., 1987).
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Fenolik bilesiklerin belirlenmesi ve izolasyonu igin en yaygin kullanilan teknik
HPLC’ dir. (Merken ve Beecher, 2000; Maatta vd., 2003; Robbins, 2003). HPLC
cevresel,endiistriyel, klinik,adli ve tiiketici {iriin 6rneklerinin kalitatif ve kantitatif analizleri
icin genis capta kullanilir. Fenolik bilesikler 6ziitlenme sirasinda filtre edilerek dogrudan
ters faz HPLC kolonuna uygulanabilir veya jel kromotografik tekniklerle bir o6n
fraksiyonlama, sivi-sivi ekstraksiyonu veya kati faz ekstraksiyonu uygulanabilir. Tek
kullannmlilik C18 kartuslar1 kullanilabilir. Kati faz ekstraksiyonu fenolik asitler ve
flavonoidlerin fraksiyonlanmasi ve temizlenmesi i¢in tercih edilmektedir. Eliisyon
sistemleri genellikle ikili sulu asitlendirilmis polar ¢oziiciilerdir: Sulu asetik asit, formik
asit, perklorik asit veya fosforik asit iken ikinci ¢oziicii sistemi metanol veya asetonitril
gibi daha az polar organik ¢oziiciilerdir. Termostatik olarak kolonlar kontrol edilmekte ve
sicaklik oda sicakliginin biraz ilizerinde tutulmalidir. Genellikle 1 ile 100 ml’lik 6rnek
cozeltileri enjekte edilmektedir (Robbins, 2003).

Fenolik bilesikler UV 1sinlarini absorblar ve 190-380 nm araliginda tipik absorbsiyon
spektrumlaria sahip olduklari igin bir UV detektoriinde veya fotodiod dedektorlerle
(Diode Array Detector - DAD) kolayca analiz edilebilir. Oysaki antosyaninler 510 ile 525
nm araligindaki goriiniir bolge 1sinlarini1 absorblayan pigmentlerdir. Flovanoidlerin yapisal
ozellikleri UV goriiniir bolge spektrumunda belirlenebilir ve bu bolgede ki Band I ve Band
IT olarak tanimlanan iki spesifik dalga boyunda absorbsiyonlar1 okunabilir. Band IT 240 ile
285 nm araligindaki maksimuma karsilik gelir ve bu absorbsiyonun flavonoidlerde ki A-
halkasindan kaynaklandigina inanilmaktadir. Diger taraftan Band I 350 ile 550 nm
araliginda olup B-halkasindan kaynaklanir. A ve B halkalar1 arasinda ¢ok az veya hig
konjugasyon olmadigindan flavonlarin ve izoflavonlarin UV spektrumlar1 genellikle
siddetli Band IT piklerini gosterirken kiicliik Band I pikleri olusur. Bu sekilde iki farkli
dalga boyunda calisan bir detektor sistemi ile yapilan HPLC analizi ¢ok daha giivenli
sonuglar verecektir (Green, R., C., 2007).

1.2. Satureja spicigera (C. Koch) Boiss. (Trabzon Kekigi) Hakkinda Botanik
Bilgiler

Satureja spicigera (C. Koch) Boiss. (Trabzon kekigi, Trabzon’un ilgelerinde simbara,
zimpara, zumbura vb. olarak da adlandirilir). Cok yillik, otsu, yaklasik 30-45 cm dalli
govdeye sahip egik yapili, cogunlukla kokleri rizomlarla dagitilan ve beyaz ¢icekli bir
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tirdiir. Bitkiler genellikle Agustos ve Eyliil aylar1 arasinda ¢igeklenir. Bu tiir; Artvin,
Giresun, Rize, Samsun, Tokat ve Trabzon’un 20-1500 m yikseltilerinde genis yayilis

gosterir. Kurakliga, agir iklim sartlarina ve soguga hassastir (Davis, 1982).

- Alem: Plantae
- Altalem: Tracheobionta
- Boliim: Magnoliophyta
- Smif: Magnoliopsida
~ Altsimif: Asteridae
~ Takim: Lamiales
- Familya: Lamiaceae
- Cins: Satureja

~ Tiir: Satureja spicigera (C.Koch) Boiss.

Sekil 1. Satureja spicigera (C. Koch) Boiss.” nin taksonomik hiyerarsisi
(Tiirkiye Bitki Veri Servisi, TUBIVES)

Sekil 2. Satureja spicigera (C. Koch) Boiss.‘ nin ekim ayindaki ¢igekli
hali (22 Ekim 2011, Magka/Trabzon)
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Sekil 3. Satureja spicigera taksonun Tiirkiye iizerindeki dagilisi
(TUBIVES)

Sekil 4. Satureja spicigera taksonunun karelaj sistemine gore dagilisi
(A6, A7, A8; Her bir kare yaklasik 38.500 km? dir, TUBIVES)

1.3. Satureja spicigera Hakkinda Yapilan Onceki Calismalar

Satureja spicigera (C. Koch) Boiss.® nin doku kiiltiirleri ile ilgili olarak literatiirde
yapilan aragtirmalarda herhangi bir veriye rastlanmadi. Ancak yakin akraba tiirlerle
yapilmis ve bu tez caligmasinin igerifine uygun arastirmalar literatiirde mevcuttur.
Ornegin; ”Rozmarinik asitin Satureja hortensis L. kallus kiiltiirlerinde {iretimi ve
optimizasyonu’’ adli ¢alismada in vitro bitki doku kiiltiirleri kullanilarak, ekonomik degeri

yiiksek rozmarinik asit adli fenolik bilesik izole edilmistir (Tepe ve S6kmen, 2004).
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1.4. Amacg

Birgok bitkinin in vitro doku kiiltiirlerinde ¢imlendirme, kallus gelisimi,
organogenez, somatik embriyogenez denemeleri yapilmis ve bu bitkilerin in vitro
kiiltiirleriyle yetistirilen fidelerinin 6ziitlerinden baz1 fenolik bilesikler elde edilmistir. Bu
caligmada da S. spicigera bitkisinin doku kiiltiirlerinin yapilabilecegi ve ekonomik degeri
yiiksek bazi fenolik bilesiklerinin tespiti saglanacaktir. Ote yandan, Satureja spicigera
bitkisinin doku kiiltiirleri ve fenolik bilesiklerinin tespiti hakkinda literatiir bilgisi

olmadigindan bu boslugun doldurulmasi amaglanmastir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki Materyali

Bu c¢alismada (2010-2012) Trabzon/Vakfikebir/Misirli Koyii (yiikselti 400 m)

cevresinde yayilis gosteren S. spicigera (C. Koch) Boiss. (Trabzon kekigi) bitkisinin

dogadan tolanan tohumlar1 kullanilmstir.

2.1.2. Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasinda Kullanilan Besi Ortamlar

Calismalar boyunca tiim denemelerde Murashige ve Skoog (MS, 1962) ortami
(Sigma), Linsmainer ve Skoog (LS, 1965) ortami (Sigma), Gamborg B5 (G B5, 1968)
ortami (Sigma) kullanilmistir. Bu besi ortamlarmin igerdigi kimyasallar ve bu

kimyasallarin miktarlari sirasiyla Ek 1, EK 2 ve Ek 3’ de verilmistir.

2.1.3. Kiiltiir Ortamina lave Edilen Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

2.1.3.1. Giberellinler

In vitro koklendirme ve siirgiin olusumunu tesvik etmek amaci ile % 2 sukroz igeren

MS ve G B5 ortamlarmna ayri ayr1 1 mg/L (1 ppm) Giberellik Asit 3 (GA3) ilave edilmistir.

2.1.3.2. Oksinler

Yetistirilen bitkiciklerin ¢ogaltilmasini, kok gelisimini, kallus olusumunu ve somatik
embriyogenezi tesvik etmek amaci ile % 2 sukroz igceren MS, G B5 ve LS ortamlarina,
Indol Biitirik Asit (IBA) ve 2,4-Diklorofenoksi Asetik Asit (2,4-D), sitokininlerle birlikte
(Bolim. 2.1.3.3) farkli derisimlerde ve kombinasyonlarda kullanilmstir.
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2.1.3.3. Sitokininler

Bu tez calismasinda ¢imlendirilen tohumlardan olusan bitkiciklerin siirgiin/kok
gelisimini, kallus gelisimini, kallus kiitlelerinden dolayli organogenezle yeniden siirgiin
olusumunu ve somatik embriyogenezi tesvik etmek amaci ile MS, G B5 ve LS ortamlarina,
6-benzilaminopiirin (6-BA veya BAP) ve 6-furfurilaminopiirin (kinetin) gibi bitki biiyiime

diizenleyicileri farkli derisimler ilave edilerek kullanilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. Tohumlarin Canhhk Testi

2,3,5-Trifenil Tetrazolyum Kilorit (TTC-Sigma) bilesigi kullanilarak yapilan canlilik
testi Tetrazolyum Testi (TZ testi) olarak bilinir. TZ testi kullanigh ve giivenilir bir testtir.
TZ testinin mekanizmasi, canli dokuyla olan kimyasal tepkimeye bagli olarak

aciklanmaktadir. TTC bilesigi deiyonize su (dHZO) ile ¢ozelti olusturdugunda renksiz bir

halde bulunmaktadir, canli dokularda bulunan dehidrojenaz enzimiyle tepkimeye
girdiginde ise formazan bilesigine donisiir (Sekil 5). Bu bilesikten dolayr canli doku
tizerinde kirmizi bir renk olugmaktadir. Renk olusuma bagli olarak uygulama yapilan

dokunun canli ya da cansiz oldugu varsayilir (Patil ve Malavika, 1968).

Dehidrojenaz

N Recyy =N
R’-\ 7 R A N
N™ N 2H +2C R
N_N7/ > | \>/

= N=N
R NADP NAD Rf
NADPH NADP
Tetrazolyum Formazan
( Renksiz ) ( Kirmuz )

Sekil 5. Tetrazolyum bilesiginin dehidrojenaz enzimiyle girdigi kimyasal
tepkime (Patil ve Malavika, 1968)



24

Yukaridaki protokole uyularak yapilan ¢alismalarda dogal bitki populasyonundan
toplanan Satureja spicigera’ nin tohumlart iki farkli muameleden sonra; a) Hidrojen
peroksit (H,0O;) ile sterilizasyondan sonra, b) herhangi bir uygulama yapmadan dogal
halleriyle, TTC bilesigi ile canliliklar1 test edilmistir.

Toz halde bulunan TTC bilesiginden 1 g alinarak 100 mL deiyonize su (dHZO) ile

bir ¢ozelti hazirlandi. iki ayri gruba ayrilan kekik bitkisinin tohumlar1; a) H,O; bilesigiyle
steril edilen tohumlar 25’erli 4 gruba (25*4=100 tohum), b) tohumlar dogal halleriyle
alinarak 25’erli 4 gruba (25*4=100 tohum) ayrildi. Her iki sekilde ayrilan tohumlar bir
petri kabina koyuldu. Daha 6nce hazirlanan TTC bilesiginden bir miktar alinip tohumlar
kapanincaya kadar eklendi. Tohumlar bu bilesikte karanlik bir ortamda 24 saat bekletildi.
Petri kab1 igindeki tohumlar steromikroskop altinda bistiirii yardimiyla tek tek agilarak

renk degisimi gozlendi.

2.2.2. Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Bu tez calismasinda MS, LS ve G B5 besi ortamlar1 kullanilmistir. Makro, mikro

besin elementleri ve vitaminleri igeren bu ortamlar firma (Sigma) onerisi dogrultusunda

sirastyla 4,41 g/L, 4,4 g/L ve 3,2 g/L tartilip 1000 mL deiyonize su (dHZO)’ da ¢ozildi.

Karisima karbon kaynagi olarak 20 g/L olacak sekilde sukroz ilave edildi ve ¢ozeltinin
pH’s1 1 molar NaOH ve 1 normal HCI kullanilarak pH 5,7’ye ayarlandi. Ortamlar 8 g/L

agar ilave edilerek katilastirilmistir. Bitki biiyiime diizenleyicileri otoklavdan once belirli

(0]
kombinasyon ve derisimlerde ilave edilmis, ortamlar otoklavda 1 atm basingta 121 C’ ye
ulastiktan sonra 15 dakika siire ile steril edilmistir. Sterilizasyonu takiben ortamlar steril
kabine alinmis, 6nceden hazirlanan steril kiltiir kaplarma (petriler, erlenler, magenta)

belirli oranlarda dokiilmiis ve katilastiktan sonra bu ortamlar kullanilmustir.

2.2.3. Bitki Tohumlarinin Sterilizasyonu

Kekik bitkisinin tohumlariin sterilizasyonu; gercek besi ortamlarinda, iki farkl
yontem kullanilarak, en iyl sonu¢ veren yOntemden sonra secilmistir. Bu yontemler

asagidaki gibidir.
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2.2.3.1. Sodyum Hipoklorit Cozeltisi Kullamlarak Yapilan Sterilizasyon

Bu sterilizasyon yonteminde Domestos adli ticari ¢camasir suyu kullanilmistir. 20 mL

¢amasir suyuna, 80 mL dHZO eklenerek % 20’lik bir ¢ozelti hazirlandi. Kekik tohumlari

delikli bir eppendorfa alindi. Sonra bu eppendorf ¢ozeltinin bulundugu kaba birakilarak bir
manyetik karigtirici iizerinde 10 dk. boyunca karigtirildi. Sterilizasyona tabi tutulan
tohumlar iki ayr1 gruba ayrilarak daha once hazirlanan MS ve G B5 besi ortamlarina
sirasiyla 5’er adet tohum 8 ayr1 magentaya 3 tekrar olacak sekilde (MS, 5*8*3=120 tohum;
G B5, 5*8*3=120 tohum ) ekildi.

2.2.3.2. Hidrojen Peroksit (H,O;) Kullanilarak Yapilan Sterilizasyon

10 mL dHZO, 0,5 g sukroz ile karistirilarak % 5’ lik sukroz ¢ozeltisi hazirlandi. Bu

¢ozeltiden 2 mL alinarak daha 6nce hazirlanan, 240 adet tohumun bulundugu eppendorf
tizerine eklendi. 12 saat boyunca buzdolabinda bekletilen tohumlarin i¢inde bulunan
sukroz ¢ozeltisi bir pipetor yardimiyla eppendorf ig¢inden ¢ekildi. Eppendorf igindeki
tohumlar kapanacak kadar H,O, eklenerek 30 dk. daha buzdolabinda bekletildi.
Buzdolabindan alinan tohumlar daha 6nce hazirlanan MS ve G BS5 besi ortamlarina
sirastyla 5’er adet tohum 8 ayri macentaya 3 tekrar olacak sekilde (MS, 5*8*3=120 tohum;
G B5, 5*%8*3=120 tohum) ekildi.

2.2.4. In vitro Uygulamalar ve Denemelerin Kurulmasi
2.2.4.1. In vitro’ da Tohumlarin Cimlendirilmesi

Kekik tohumlarin1 ¢imlendirmek i¢in; a) Giberellik asit (GA3) ve b) Bitki biiylime

diizenleyicisi kullanmadan, hazirlanan B5 ve MS ortamlar1 hazirlanmistir.
2.2.4.1.1. GA; Kullanarak Cimlendirme

1 mg/L GA;3 igeren 500 ml G B5 ve 1 mg/L GAjs iceren 500 ml MS ortamlari

hazirlanmistir. Bu ortamlar G-2 ve M-2 sembolleri kullanilarak gosterilmistir.
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150 kekik tohumu H,O ile steril edildikten sonra G-2 ve M-2 ortamina ayr1 ayri 3
tekrarli 5 magentaya 5 tohum (G-2, 3*5*5 =75 tohum; M-2, 5*5*3=75 tohum) gelecek
sekilde ekildi.

Tablo 3. GAz kullanilarak hazirlanan G-2 ve M-2 besi ortami igerikleri

Besi ortam1 | Karbon kaynagi | Katilagtirict ajan BBD
G-2 ortami
o 3,29/L GB5 |20 g/L sukroz 8 g/L agar 1 mg/L GA;z
1cerigi
M-2 ortami
L 4,41 g/L MS |20 g/L sukroz 8 g/L agar 1 mg/L GA3
icerigi

2.2.4.1.2. Bitki Biiyiime Diizenleyicisi Kullanmadan Yapilan Cimlendirme

Herhangi bir bitki biiyiime diizenleyicisi kullanilmadan 500 ml G B5 ve 500 ml MS
ortamlar1 hazirlanmistir. Bu ortamlar G-3 ve M-3 sembolleri kullanilarak adlandirilmistir.
Hazirlanan bu ortamlara ayri ayri 3 tekrarli 5 macentaya 5 tohum (G-3, 3*5*5 =75 tohum;
M-3, 3*5*5=75 tohum) gelecek sekilde ekim yapildi.

Tablo 4. G-3 ve M-3 besi ortamu igerikleri

Besi ortam1 | Karbon kaynagi| Katilastirici ajan
G-3 ortami
L 3,20/L G B5 | 20 g/L sukroz 8 g/L agar
icerigi
M-3 ortam1
o 4,41 g/L MS | 20 g/L sukroz 8 g/L agar
igerigi

2.2.4.2. Cimlenen Tohumlardan Alinan Siirgiin Uc¢lari ile Kallus Olusturma

In vitro’ da ¢imlenen tohumlardan olusan fidelerden alinan yaklasik 1 cm? ‘lik

eksplantlar, kallus olusumunu tesvik etmek i¢in, G B5, MS ve LS besi ortamlarina ekildi. 3
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tekrar olacak sekilde yapilan denemelerde, 2.2.4.1 bolimiinde ki ortamlardan (G-2, G-3,
M-2, M-3) alinan eksplantlar G-4, G-5, M-4, M-5, L-1 ve L-2 olarak adlandirilacak olan
ortamlara aktarilmistir (G-4, 3*3= 9 adet macenta; G-5, 3*3= 9 adet macenta; M-4, 3*3=
9 adet macenta; M-5, 3*3= 9 adet macenta; L-1, 3*3= 9 adet macenta; L-2, 3*3= 9 adet

macenta).

Tablo 5. Siirgiin eksplantlarindan kallus olusturmak i¢in hazirlanan besi ortami igerikleri

Besi ortam1 | Karbon kaynagi| Katilastirici ajan BBD

G-4  ortamu 1 mg/L IBA+
3,29/LGB5 | 20 g/L sukroz 8 g/L agar

icerigi 1 mg/L 6-BA

G-5 ortami 2 mg/L IBA
3,29/L GB5 | 20 g/L sukroz 8 g/L agar

icerigi 2 mg/L 6-BA

M-4  ortami 1 mg/L IBA

_ . 4,41 g/L MS | 20 g/L sukroz 8 g/L agar

icerigi 1 mg/L 6-BA

M-5  ortami 2 mg/L IBA
4,41 g/LMS | 20 g/L sukroz 8 g/L agar

icerigi 2 mg/L 6-BA

L-1  ortam 1 mg/L IBA
4,409 g/L LS | 20 g/L sukroz 8 g/L agar

icerigi 1 mg/L 6-BA

L-2  ortami 2 mg/L IBA
4,409 g/L LS | 20 g/L sukroz 8 g/L agar

icerigi 2 mg/L 6-BA

2.2.4.3. Kallus Kiitlelerinden Dolayl Organogenezle Siirgiin Olusumu

G-4, M-4, L-1 ortamlarinda (Tablo 5) olusan somatik embriyo igerikli kalluslardan
yeni siirgiinler olusturmak igin bitki biiylime diizenleyicileri degistirildi. Bu ortamlarda
olusan somatik embriyo igerikli Kallus kiitlelerinden esit biiyiikte 5 parga alinarak 3 tekrar
olacak sekilde 3 ayr1 macentaya (her bir ortam i¢in 3*3=9 macenta) sirasiyla besi ortami
ayni olan (G-4) — G-6, G-7; (M-4) — M-6, M-7 ve (L-1)— L-3, L-4 ortamlarina gelecek
sekilde ekim yapildu.
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Tablo 6. Kallus kiitlelerinden dolayli organogenezle siirgiin olusturmak igin hazirlanan
besi ortamlari

Besi ortam1 | Karbon kaynagi| Katilastirici ajan BBD

G-6  ortami 1 mg/L IBA
3,29/L GB5 | 20 g/L sukroz 8 g/L agar o

icerigi 2 mg/L Kinetin
G-7 ortam 1 mg/L 2,4-D
3,29/L GB5 | 20 g/L sukroz 8 g/L agar o

igerigi 2 mg/L Kinetin
M-6  ortami1 1 mg/L IBA
4,41 g/L MS | 20 g/L sukroz 8 g/L agar o

igerigi 2 mg/L Kinetin
M-7  ortami 1 mg/L 2,4-D
o 4,41 g/L MS | 20 g/L sukroz 8 g/L agar o

icerigi 2 mg/L Kinetin
L-3  ortam 1 mg/L IBA
4,409 g/L LS | 20 g/L sukroz 8 g/L agar o

icerigi 2 mg/L Kinetin
L-4 ortam 1 mg/L 2,4-D
4,409 g/L LS | 20 g/L sukroz 8 g/L agar o

igerigi 2 mg/L Kinetin

2.2.4.4. Kallus Kiitleleri Uzerinde Somatik Embriyo Olusumu

Dolayli organogenezle siirgiin olusturmak icin kullanilan kallus kiitlerinin yaninda
embriyo gelisimi az olan kallus kiitleleri yeniden alt kiiltiire alinarak somatik embriyo
olusturma denemeleri kuruldu. Alt kiiltiire alinan kallus kiitleleri G-8, G-9, M-8 ve M-9

sembolleriyle gosterilen ortamlara aktarildi.
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Tablo 7. Somatik embriyogenezi tesvik etmek icin kullanilan besi ortami igerikleri

Besi ortam1 | Karbon kaynagi | Katilastirict ajan BBD
G-8 ortami
L 3,29/LGB5 | 20 g/L sukroz 8 g/L agar 5mg/L 2,4-D
icerigi
G-9  ortami 5mg/L 2,4-D
o 3,29/LGB5 | 20 g/L sukroz 8 g/L agar o
icerigi 0.1 mg /L Kinetin
M-8  ortami
S 4,41 g/L MS | 20 g/L sukroz 8 g/L agar 5mg/L 2,4-D
1gerigi
M-9  ortami 5mg/L 2,4-D
4,41 g/L MS | 20 g/L sukroz 8 g/L agar o
icerigi 0.1 mg /L Kinetin

2.2.5. Oziitlerin Elde Edilmesi

In vitro’ da yetistirilen Satureja spicigera bitkisinin klonlarindan 3 farkli 6ziit
hazirlandi. Toplam fenol miktarinin tayini i¢in dogrudan metanol kullanildi. Etil eter ve
tetradekan belli miktarlarda karistirilarak ugucu yag dogrudan bitkiden 6ziitlenirken, ugucu
yag eldesinden sonra geriye kalan bitki materyalinden ise HPLC ‘de bazi 6zel fenolik

bilesiklerin analizi icin dziitler elde edildi. Izlenen yontemlerin detaylari asagida verilmistir

2.2.5.1 Toplam Fenol i¢erigi

Folin—Ciocalteu yontemi tungsten ve molibten elementlerinin bir karisimi olan
reaktifin kimyasal olarak indirgenmesini temel alan spektrofotometrik bir yontemdir.
(Singleton ve Rossi., 1965). Metal oksitin indirgenmesi sonucu 765 nm’de absorbsiyon
gosteren mavi bir renk olusur. Bu rengin siddeti fenollerin derisimiyle dogru orantilidir.
Renk olusumu yavas olup Ornegin hafif 1sitilmasiyla hizlandirilabilir. Fakat cok fazla
1sitma yapilirsa renk kaybina da neden olur (Monica Guisti, M. ve Wrolstad, R., E., 2001).

S. spicigera bitkisinin 8 farkli klonundan ayr1 ayr1 belli miktarlar da alinip filtre
kagid1 iizerinde 25 mL metanole tabi tutuldu. Elde edilen siiziintli ugurularak geriye kalan
kisim Folin- Ciocalteu yontemi kullanilarak toplam fenolik madde miktarmin tayini igin

hazirlandi.



30

Artan derisimler de gallik asit standartlar1 kullanilarak kalibrasyon grafigi elde edildi.
Bu amagla 10 mg gallik asit 1 mL metanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiden 1-40 uL’lik kisimlar
alinarak metanol ile 1 mL’ye seyreltildi. Seyreltilmis her bir ¢ozeltiden 50 pL’lik kisimlar
tiiplere alinarak {izerine 750 pL Folin—Ciocalteu’s reaktifi/su (1:14) karisimi ve % 20’lik
sodyum karbonat (Na,CO3) ’dan 200 pL eklendikten sonra karanlikta 30 dk. bekletildi ve
olusan yesil renkli kompleksin 760 nm’deki absorbsiyonu 6l¢tildii. Gallik asit derigsimine
kars1 Ol¢iilen absorbsiyon degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon grafigi ¢izildi. Her bir
deney ii¢ kez tekrarland1. Oziitlerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit kalibrasyon

grafiginden elde edilen veriler kullanilarak hesaplandi.

1,2 -
& 0,982
0,8 -

0,6 -

Absorbans

y = 2,6568x + 0,0475

R>=0,9521
0,2 -

0 _’ 071 T T T T 1
0 0,1 0,2 03 0,4 0,5

Gallik Asit Derisim (mg/mL)

Sekil 6. Toplam fenol tayini i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi

2.2.5.2. HPLC ile Fenolik Bilesenlerin Analizi

In vitro’da yetistirilen Satureja spicigera bitkisinin 8 farkli klonunun kuru
orneklerinden 0,5’er g alinarak 3 saat boyunca metanolle ultrasonik banyoda Oziitleme
yapildi ve 40°C’de rotary evaporatdorde metanol uguruldu. Kalinti 5 mL deiyonize suda
coziilerek etil asetat ve dietileter ile kisimlandirildi ve organik fazlar birlestirilerek
¢oziiciiler uguruldu. Kalintt uygun miktarda metanolde c¢oziilerek HPLC analizlerine
gecildi.

Kromatografik analizler, asetik asit ile modifiye edilen asetonitril ve sulu fazlara
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uygulanan gradient programi ile C18 (Agilent) kolonu (150x4.6 mm 1d, 5p) kullanilarak
280 nm’de HPLC-UV (Agilent 1100 series) ve HPLC-DAD (Agilent 1200 series) ile 280
nm dalga boyunda gergeklestirildi. Bilesenlerin nicel degerlendirmesinde enjeksiyon hacmi
20 uL olarak kullanildi ve her bir bilesenin bilinen derisimlerinde hazirlanan standart
karisimi kullanildi. Ayni sartlarda kosturulan 6rnek ve standartlarin pik alanlarinin
integrasyonuyla miktar analizi yapildi. Nicel hesaplamalarda propil paraben, HPLC’ de i¢
standart olarak kullanildi.

2.2.5.3. Kuru Bitki Orneklerinden Elde Edilen Ugucu Yag Oziitleri

Satureja spicigera bitkisinin kuru 6rneklerinden 3 ‘er g tartildi. Tartilan bu 6rnekler
olusturulan bir tiip sistemine yerlestirildi. 400 mL dietileter ve 80 pL tetradekan bilesigi
karistirilarak stok ¢ozelti hazirlandi. Her bir klon (8 adet klon) i¢in 50 mL ayrildi. 3 tekrar
halinde (her defasinda yaklasik 17 mL) alinarak olusturulan tiip sistemine eklendi. Her
tekrarda 15 dk beklendikten sonra bir kompresér yardimiyla tiipe hava iiflenerek tiipiin
altinda yer alan bos bir kapa 06ziit toplanti. Elde edilen 6ziitlerin iizerine 1 mL hekzan
eklenerek GC/MS (Gas Chromatography/Mass Spectrometry, Gaz Kromatografi/Kiitle

Spektrometresi) analizleri i¢in hazirlandi.

2.2.6. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Bu calismada tiim veriler, 3 tekerriir olacak sekilde kurulan denemelerden elde
edilmigrtir. Varyans analizleri ve uygulamalar arasindaki farklarin 6nem kontrolii “Duncan
Coklu Kasilastirma Testi” ile ortalamalar arasindaki farklar karsilastirilarak belirlenmistir

(Kesici ve Kocabas, 1988).



3. BULGULAR
3.1. Tohumlarin Canhlik Testi
Canlilik testi igin; a) Sterilizasyona tabi tutulan tohumlar ve b) herhangi bir

miidahale yapilmadan test edilen normal tohumlarin TZ testi sonuglar1 Tablo 8’ de

verilmigtir.

Tablo 8. Satureja spicigera bitkisinin TTC bilesigiyle yapilan TZ testi

Miidahale edilmeyen normal | H,O; ile sterilize edilen

tohumlar (adet) (X£Sx) tohumlar (adet) (X+Sx)
1.grup 12 canli - 13 cansiz 11 canli - 15 cansiz
2.grup 15 canli - 10 cansiz 15 canli - 10 cansiz
3.grup 14 canli - 11 cansiz 14 canli - 11 cansiz
4.grup 19 canli - 6 cansiz 12 canli - 13 cansiz

Toplam: 60 canli - 40 cansiz | Toplam: 52 canli - 48 cansiz
Canlilik orani: % 60 + 4 Canlilik orani: % 52 £ 2

Tablo 8° deki bulgular incelendiginde, TZ testine tabi tutulan tohumlarin; miidahale
edilmemis olanlarinda canlilik oranmnin % 60 + 4 ve H,0, ile sterilizasyona tabi

tutulanlarda ise canlilik oraninin % 52 + 2 oldugu tespit edildi.

3.2. Sterilizasyon Yontemi Se¢cimi

Iki farkli sterilizasyon yontemi kullanarak kurulan denemelerde; a) ¢amasir suyu
kullanarak yapilan sterilizasyon orant % 17 + 1 iken b) H0; kullanarak yapilan
sterilizasyonun orani ise % 81 £1” dir. Sonuglar Tablo 9°da verilmistir.

Satureja spicigera bitkisinin tohumlarini sterile etmek ic¢in kurulan denemelerde
sonuglar incelendiginde, H,O, kullanarak yapilan sterilizasyonda kontaminasyon riskinin

en az oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar ele alindiginda bu tez kapsaminda doku kiiltiirii
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yontemin H,O; kullanilarak yapilan sterilizasyon oldugu gozlenecektir.

Tablo 9. Satureja spicigera bitkisinin tohumlarinin sterilizasyon yontemi se¢im sonuglari

Camasir suyu kullanarak yapilan

sterilizasyon

H,0, kullanarak yapilan

sterilizasyon

G-1 M-1 G-1 M-1
(adet) (X+Sx) (adet) (X+Sx) (adet) (X+Sx) (adet) (X+Sx)
l1.grup |[21nonk.-7Kk. 1 non k.-7 k. 6 non k. - 2 k. 6 nonk. -2 k.
2.grup | 2nonk.-6k 1 non k.-7 k. 7nonk.-1Kk. 6 non k.- 2 k.
3.grup | 1nonk.-7k. 2nonk.- 6k 7nonk.- 1 k. 7nonk.-1Kk.

Sterilizasyon orani: % 17 + 1

Sterilizasyon orani : % 81 +1

* (non k.: kontamine olmamis besi ortami, k.: kontamine olan besi ortami)

3.3. Doku Kiiltiirleri ile Tlgili Sonuglar

3.3.1. Satureja spicigera Bitkisin Tohumlarmin Cimlendirilmesi

3.3.1.1. GA; Kullanarak Yapilan Cimlendirme

GA; bitki biiylime diizenleyicisi iki farkli besi ortaminda ¢imlenmeyi tesvik etmek

icin kullanilmistir. Sonuglar Tablo 10°da gdsterilmistir.
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Tablo 10. GAs kullanarak yapilan ¢imlendirmenin sonuglari

Tohum
G-2 (adet) (X+£Sx) M-2 (adet) (X+Sx)
Durumu
Cimlenen 3 4 2 1 3 3 2 4 5 1
1.grup
Cimlenmeyen| 2 1 3 4 2 2 3 1 0 4
Cimlenen 4 2 3 1 5 3 4 2 1 0
2.grup
Cimlenmeyen| 1 3 2 4 0 2 1 3 4 5
Cimlenen 2 3 3 2 4 2 4 3 3 1
3.grup
Cimlenmeyen| 3 2 2 3 1 3 1 1 2 3
Cimlenen: 42 +£3 Cimlenen: 38 + 3
Toplam:
Cimlenmeyen: 33 + 2 Cimlenmeyen: 37 & 2

G-2 ve M-2 sembolleri kullanilarak hazirlanan iki farkli besi ortaminda ¢imlenen ve
c¢imlenmeyen ortamlar istatistiksel olarak incelendiginde; G-2 ortaminda ¢imlenen tohum

say1s1 42 + 3 ve M-2 ortaminda ¢imlenen tohum sayisinin 38 + 3 oldugu ortaya ¢ikmustir.

Ote yandan, her iki ortamda aym miktar da GAjz kullamlmasina ragmen G-2

ortaminda kok olusumunun gévde ve yaprak gelisimine gore daha iyi, M-2 ortaminda ise

govde ve yaprak gelisimini kok gelisimine gore daha iyi oldugu gozlendi.

Sekil 7. G-2 ortaminda yapilan
cimlendirme

Sekil 8. M-2 ortaminda yapilan

¢imlendirme
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3.3.1.2. Bitki Biiyiime Diizenleyicisi Kullanmadan Yapilan Cimlendirme

Herhangi bir bitki biiylime diizenleyici kullanilmadan yapilan denemelerde G-3

ortaminda ¢imlenen tohum sayisi 34 = 3 iken M-3 ortaminda ise ¢imlenen tohum sayisinin

28 + 3 oldugu hesaplandi.

Tablo 11. BBD kullanmadan yapilan ¢imlendirmenin sonuglari

Tohum Durumu

G-3 (adet) (X£Sx)

M-3 (adet) (X+Sx)

Kok ve siirgiin gelisimlerine bakildiginda ise G-3 ortaminda olusan koklenmenin M-

3 ortamina gore daha iyi, M-3 ortaminda olusan govde ve yaprak kondisyonunun ise G-3

Cimlenmeyen: 41 + 2

Cimlenen 4 |3 4 2 1 3 1 3 4 1
1.grup

Cimlenmeyen |1 |2 0 3 4 2 4 2 2 3

Cimlenen 3 |0 2 1 3 4 0 1 1 2
2.grup

Cimlenmeyen |2 |5 3 4 2 1 5 2 2 1

Cimlenen 1 |2 3 4 1 3 1 2 1 1
3.grup

Cimlenmeyen |4 |3 2 3 3 2 4 13 4 |4

Cimlenen: 34 + 3 Cimlenen: 28 + 3
Toplam:

Cimlenmeyen: 47 + 2

ortaminda olusan gévde ve yaprak kondisyonuna gore daha iyi oldugu gézlendi.

Sekil 9. G-3 ortaminda yapilan
cimlendirme

Sekil 10. M-3 ortaminda yapilan
¢imlendirme
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3.3.2. Cimlendirilen Siirgiinlerden Alinan Eksplantlarda Kallus Olusumu

Kallus olusturmak i¢in kurulan denemelerde G B5, MS ve LS ortamlar1 kullanildi.

Her bir ortam igin iki farkli BBD kombinasyonunda 3 tekrar olacak sekilde besi ortamlari

hazirlandi. Olusan kalluslarin ortalama agirlik + standart hata degerleri Tablo 12’ de

gosterilmistir.

Tablo 12. Farkli besi ortamlarinda olusan ortalama kallus agirliklar

Aktarma yapilan ortamlar
G-4 G-5 M-4 M-5 L-1 L-2
AHRE @ 0650 | @ 065 | @ 0659 | @ 05| (@) (<259 | (© 065)
17,73 * 19,64 * 12,65 ** 11,31 ** 5,12 *** 6,91 ***
G2 —» + + + + + +
1,11 1,21 1,41 1,44 2,15 19
17,34 * 18,76 * 11,66 ** 12,27 ** 6,03 *** 4,64 ***
G-3 —» + + + + + +
1,11 0,98 1,22 1,94 1,73 0,98
10,37 a 13,94 a 20,01 b 23,01 b 524 ¢ 7,76 C
M-2 —» + + + + + +
1,2 1,31 1,41 1,43 1,41 1,15
8,05a 12,02 a 21,21Db 24,84 b 7,07c 3,83¢c
M-3 — + + + + + +
1,25 1,18 1,16 1,43 0,95 1,43

* Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ayni satirda ve siitundaki farkli semboller ile

gosterilen ortamlar arasindaki farklar nemlidir (p<0.01)
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30

25

H G-2 ortami1 (1 mg/L GA3)
B G-3 ortam1
B M-2 ortami1 (1 mg/L GA3)
m M-3 ortami1

Ortalama kallus agirhigi (g)

G-4 G-5 M-4 M-5 L-1 L-2
ortami  ortami: ortami  ortami  ortami  ortami
(IBA1:1 (IBA2:2 (IBA1:1 (IBA2:2 (IBA1:1 (IBA2:2
6-BA) 6-BA) 6-BA) 6-BA) 6-BA) 6-BA)

Sekil 11. Farkli besi ortamlarinda ve biiyiime diizenleyicilerinde hesaplanan
ortalama kallus agirliklar

Sekil 12. G-4 ortaminda olusan kalluslar Sekil 13. G-5 ortaminda olusan kalluslar
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Sekil 14. M-4 ortaminda olusan kalluslar Sekil 15. M-5 ortaminda olusan kalluslar

Sekil 16. L-1 ortaminda olusan kalluslar Sekil 17. L-2 ortaminda olusan kalluslar

3.3.3. Kallus Kiitlelerinden Dolayli Organogenezle Siirgiin Olusumu

Somatik embriyolarin olusmaya basladigi G-4, M-4 ve L-1 ortamlarindan esit
biiyiiklikte alinan 5 adet kallus pargasi sirasiyla G-6, G-7; M-6, M-7 ve L-3, L-4

ortamlarina ekilerek 6 farkli igerikte besi ortami hazirlanmistir.
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Tablo 13. Farkli besi ortamlarinda dolayli organogenezle olusan siirgiin sayilari

Sekil 18. Dolayli organogenezle olusan siirgiin sayilari

G-6 G-7 M-6 M-7
(adet) (X£Sx) (adet) (X+Sx) (adet) (X£Sx) (adet) (X£Sx)
2131314 1(3|0(1 (2141253220133 |22 ]2
1Grup |33 ]01]2 |3 14 |3 (3|2 1|0 (3|4 |2|0|1]|6 |1 |2 |2
4 (112132222 (3 (1|3 (5(3(|2]|2]0]2]|3 |4 |1
32 (20|02 |00 (23|62 (3|23 |2 (2|3 ]|0]|5
2Grup |3 102 (2 (2|3 |4 |52 |1 |5|3 |3 |2 |1]|2]2 |3 (3|2
113(4(2(3f11]2 |3 |2 (3|62 (3|43 ]|0(3]|2]2]6
5121314 (3|0(0(4]|5]2|0(2|31|412]2 |23 |10
3Grup |2 10|13 |4 1|2 (2|3 |1 |2]|2 |2 |1 (54|01 (4 (3]0
11013 (6 (211123200 |12 |21]2]2 3|23 |0
Toplam: 106 + 4 95+ 3 114+5 97 +2
140
120
< 100
=
~ 80
2 60
S 40
2
220
0
G-6 ortami G-7 ortam1  M-6 ortam1  M-7 ortami
(IBA 1:2 (2,4-D 1:2 (IBA1:2 (2,4-D 1:2
Kinetin) Kinetin) Kinetin) Kinetin)
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Sekil 19. G-6 ortaminda dolayli Sekil 20. G-7 ortaminda dolayli
organogenezle siirgiin organogenezle siirgiin
olusumu olusumu

Sekil 21. M-6 ortaminda dolayli Sekil 22. M-7 ortaminda dolayli
organogenezle siirgiin organogenezle siirgiin
olusumu olusumu

3.3.4. Somatik Embriyogenez Calismalar:

Somatik embriyolarin olusmaya basladigi G-4, G-5 ve M-4, M-5 ortamlarindan
alian kallus parcalari somatik embriyolarin olgunlagmasi i¢in sirasiyla G-8, G-9 ve M-8,
M-9 ortamlarina ekilmistir. Olgunlasan somatik embriyolarin ortalama agirlik + standart

hata degerleri Tablo 14’ de gosterilmistir.
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Tablo 14. G B5 ve MS ortamlarinda olusan somatik embriyo igeren kallus
kiitlerinin ortalama agirliklar

Aktarma yapilan ortamlar
Aktarilan G-8 G-9 M-8 M-9
ortamlar (9) (X+£Sx) (9) (X£Sx) (9) (X+£Sx) (9) (X£Sx)
11,64 * 16,93 ** 6,12 *** 5,21 ***
G-4 —» + + + +
0,96 0,94 1,15 1,11
14,76 * 19,84 ** 10,33 *** 7,44 ***
G5 —» + + + +
0,95 1,2 1,42 1,62
4,27 a 8,04 a 19,83 b 2101b
M-4 —» + + + +
1,26 1,5 1,2 0,95
595a 11,42 b 22,34 c 25,76 C
M-5—> + + + +
1,01 1,35 1,04 1,56

* Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ayni satirda ve siitundaki farkli semboller ile

gosterilen ortamlar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.01)
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®G-4 (1 mg/L IBA : 1 mg/L 6-BA)
mG-5 (2 mg/L IBA : 2 mg/L 6-BA)
= M-4 (1 mg/L IBA :1 mg/L 6-BA)
mM-5 (2 mg/L IBA : 2 mg/L 6-BA)

Ortalama kallus agirhg (g)

G-8 (5ma/L G-9 (5mg/L M-8 (5 mg/L M-9 (5 mg/L
2,4-D) 24-D:0.1 2,4-D) 2,4-D : 0.1
mg /L mg /L
Kinetin) Kinetin)

Sekil 23. Kullanilan besi ortamlarina ve BBD'lere gore ortalama somatik embriyo icerikli
kallus agirliklar

Sekil 23 incelendiginde, eksplant kaynaginin ve bitki biiylime diizenleyicilerinin
somatik embriyo olusumuna etki ettigi goriilmektedir. Kallus agirlig1 en yiiksek, eksplant
kaynaginin alindig1 ortam ile ekilen ortamlarin ayni oldugu denemelerde tespit edilmistir.
Bitki biiyiime diizenleyicilerinin derisiminin yiiksek oldugu G-5 ve M-5 ortamlarindan
alman kalluslar 2,4-D ile kinetinin birlikte bulundugu G-9 ve M-9 ortamlarina

aktarildiginda yine en yiiksek kallus agirlig1 tespit edilmistir



43

Sekil 24. G-8 ortaminda olusan somatik Sekil 25. G-9 ortaminda olusan somatik
embriyolar embriyolar

Sekil 26. M-8 ortaminda olusan somatik Sekil 27. M-9 ortaminda olusan somatik
embriyolar embriyolar

3.4. Fenolik Bilesen Analizi

3.4.1.Toplam Fenol

Satureja spicigera bitkisinin farkli besi ortamlarinda biiyiitiilmesi ile olusan 8 farkli
bitki klonundan ayr1 ayri1 belli miktarlar da alindi. Kuru bitki 6rnekleri filtre kagidi
tizerinde 25 mL metanole tabi tutuldu ve elde edilen siiziintii ugurularak geriye kalan

kisimlarlardan 0.002 g tartilarak 1 ml metanol de ¢6ziildii. Olusan karisim Folin- Ciocalteu
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yontemi kullanilarak 5 mg/mL gallik asit bilesiginde toplam fenolik madde miktarinin

tayini i¢in hazirlandu.

Tablo 15. MeOH ile siiziilen bitki klonlarindan elde edilen ozitlerin verimleri

Nurmuneler Besi Kuru agirlik | MeOH 6ziitlerinin agirligi % Verim
Ortam1 ) (mg)
1.Klon G-2 1,14 0,0476 4,175
2.Klon M-2 1,22 0,0440 3,606
3.Klon G-3 2,41 0,0634 2,630
4.Klon M-3 1,27 0,0406 3,196
5.Klon G-6 1,71 0,0721 4,216
6.Klon M-6 1,63 0,0130 0,797
7.Klon G-7 1,15 0,0450 3,913
8.Klon M-7 4,7 0,2121 4,512

Boliim 2’nin 2.2.5.1. kisminda belirtilen yontem izlenerek tiim Oziitlerde toplam
fenolik igerigi Folin Ciocalteu yontemine gore belirlendi. Bu yontemde fenolik bilesikler
gallik asit esdegeri olarak hesaplanmaktadir. Bu amagla 0- 0,6 mg/mL derisim aralifinda
gallik asit standartlariyla bir kalibrasyon grafigi (Sekil 6) olusturuldu. Elde edilen verilerin
regresyonu ile dogru denklemi (y= 2,6568 x + 0,0475) ve regresyon katsayisi (R*= 0,9521)
hesaplanmistir. Sekil 6> daki grafikten yararlanilarak hesaplamalar yapildi. Elde edilen

veriler Tablo 16°da gosterilmistir
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Tablo 16. Toplam fenol miktarlari ve % derisimler

Numuneler Bes Toplam fenol % Derisim
Ortam1 | (mg gallik asit/ g numune) (X+£Sx)
1.Klon G-2 0,1530 £ 0,0104 3,06
2.Klon M-2 0,1033 + 0,0006 2,07
3.Klon G-3 0,1639 £ 0,0006 3,28
4.Klon M-3 0,0790 £ 0,0013 1,58
5.Klon G-6 0,0769 £ 0,0014 1,94
6.Klon M-6 0,0834 + 0,0002 1,67
7.Klon G-7 0,0657 £ 0,0006 1,31
8.Klon M-7 0,1839 +£0,0199 3,68
4,5
4 3,68
35 3,06
3 4
2,5 -

-

% Toplam Fenol

3,28
5 207
2 - sg 0t 167
e ’ 1,31
1 i
05 -
O _

1.Klon 2.Klon 3.Klon 4.Klon 5.Klon 6.Klon 7.Klon 8.Klon

Sekil 28. Satureja spicigera klonlarinin % toplam fenol miktarlar

3.4.2. HPLC ile Fenolik Bilesenlerin Analizi

2.2.5.2 boliimiinde yer alan yontemler kullanilarak elde edilen 6ziitlerin verimleri

Tablo 17¢ de gosterilmistir.
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Tablo 17. HPLC analizleri i¢in hazirlanan 6ziitlerin verimleri

Numuneler | Besi Ortami | Kuru agirlik (g) | Oziit miktar1 (mg)
1.Klon G-2 2,77 0,9795
2.Klon M-2 2,79 1,1488
3.Klon G-3 2,71 1,3940
4.Klon M-3 2,68 1,2878
5.Klon G-6 2,69 1,3878
6.Klon M-6 2,75 0,9776
7.Klon G-7 2,76 1,8610
8.Klon M-7 2,72 1,2396

Satureja spicigera bitkisinin klonlarinin eksraktlarinda 7 adet fenolik bilesen kalitatif
ve kantitatif olarak analiz edildi. Analiz edilen fenolik bilesiklerin dalga boylari, alikonma
zamanlari, alanlar1 ve derisimleri asagidaki sekil ve tablolarda verilmistir. Bu ¢alismada 15
adet fenolik bilesik standart olarak kullanildi. 500 mikromolarlik standart karisiminin 280

nm’ deki kromatogrami Sekil 29 © da verilmistir.
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Sekil 29. 500 mikromolarlik standart karisimimnin 280 nm’ deki kromatogrami
Standartlar sirasiyla; 1. Gallik asit, 2. Protokatekuik asit, 3. Protokatekualdehit, 4. p-
hidroksi benzoik asit, 5. Klorojenik asit, 6. Vanilik asit, 7. Kaffeik asit, 8. Sirinjik asit, 9.

Vanilin, 10. Siringaldehit, 11. p-Kumarik asit, 12. Benzoik asit, 13. Sinapik asit, 14.
Ferulik asit, 15. Rosmarinik asit’dir
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DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (HALIL\HALIL-1-2.D)
mAU |
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2.376
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2.223
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-10

5 10 15 20 25 min

Sekil 30. 1. klonun 280 nm’ deki kromatogrami

Tablo 18. 1. klonda tespit edilen fenolik bilesikler

Fenolik bilesik RT (dk) | Alan (mAU) Derisim (ug/q)
* 4,304 12,2 -
* 4,894 48 -
* 5,158 33,4 -
* 7,507 34,1 -
* 10,721 17,9 -
* 11,925 43,8 -
Benzoik asit 22,176 38,8 9,5
* 23,714 89,7 -
* 26,472 126,6 -
* 27,024 34,7 -
* 27,733 39,2 -

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlar1 standart fenolik
bilesiklere uymamaktadir).
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DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (HALIL\HALIL-2-1.D)

mAU

80

60—

40

!
min

Sekil 31. 2. klonun 280 nm” deki kromatogrami

Tablo 19. 2. klonda tespit edilen fenolik bilesikler

Fenolik bilesik RT (dk) | Alan (mAU) Derisim (ng/g)
* 3,666 21,7 -

* 4,289 19,2 -

* 4,860 84,7 -
Protokatekuik asit 5,693 33,7 5,36
Protokatekulaldehit 7,508 276,6 162
* 10,696 124,3 -

* 11,269 98,3 -
Klorojenik asit 11,901 450,1 162,7
* 13,301 108,8 -
Benzoik asit 22,220 45,1 11,23
* 25,388 240,6 -
Rosmarinik asit 26,193 143,1 63,4

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD

bilesiklere uymamaktadir).

spektrumlar1 standart

fenolik
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DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (HALIL\HALIL-3-1.D)

mAU |
80 —|

60 —

40

Sekil 32. 3. klonun 280 nm’ deki kromatogrami

Tablo 20. 3. klonda tespit edilen fenolik bilesikler

Fenolik bilesik RT (dk) | Alan (mAU) Derigim (ug/g)
* 3,797 37.6 -

* 4,228 35.7 -

* 5,006 37.1 -
Protokatekuik asit 5,729 135.4 21,77
Protokatekulaldehit | 7,506 244.2 140,6
* 10,823 154.9 -
Klorojenik asit 11,961 536.2 193,85
* 22,476 36.4 -

* 23,733 166.6 -

* 24,304 134 -

* 25,420 182.6 -

* 26,563 152.2 -

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD

bilesiklere uymamaktadir)

spektrumlar1 standart fenolik
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DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (HALIL\HALIL-4.D)

mAU _|
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3.713

0.796

-10 |

Sekil 33. 4. klonun 280 nm’ deki kromatogrami

Tablo 21. 4. klonda tespit edilen fenolik bilesikler

Fenolik bilesik RT (dk) | Alan (mAU) Derisim (ng/g)
Gallik asit 3,713 67,8 14,66
Protokatekuik asit 5,752 27,4 4,41
Protokatekulaldehit 7,551 54,7 31,37
* 10,831 31,7 -
Klorojenik asit 12,037 82,3 29,75
* 13,447 81,5 -

* 19,556 54,8 -

* 20,288 31,5 -
Ferulik asit 22,272 42,1 11,21
Rosmarinik asit 26,624 69,5 30,56

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlar1 standart fenolik
bilesiklere uymamaktadir).
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Sekil 34. 5. klonun 280 nm’ deki kromatogram1

Tablo 22. 5. klonda tespit edilen fenolik bilesikler

Fenolik bilesik RT (dk) Alan (mAU) Derigim (ng/g)
* 3,803 319 -

* 4,250 233,7 -
Protokatekuik asit 5,740 11,6 1,86
Protokatekulaldehit 7,529 193,7 111,11
* 10,820 118,2 -
Klorojenik asit 11,969 294,2 106,36
* 13,368 76,4 -

* 22,226 19,9 -

* 23,748 80,6 -

* 25,431 268,6 -

* 26,606 179,1 -

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlar1 standart

bilesiklere uymamaktadir).

fenolik
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DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (HALIL\HALIL-6.D)
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Sekil 35. 6. klonun 280 nm” deki kromatogrami

Tablo 23. 6. klonda tespit edilen fenolik bilesikler

Fenolik bilesik RT (dk) Alan (mAU) Derigim (ug/g)
Gallik asit 3,759 243 52,54
* 4,209 201,1 -

* 5,843 268,4 -
Protokatekulaldehit 7,515 434,3 249,12
* 10,156 38,9 -

* 10,816 282,3 -
Klorojenik asit 11,979 1111,9 401,98
* 13,397 210,6 -
Benzoik asit 21,152 97,6 24,3
Ferulik asit 22,354 184,3 49,07
* 25,430 570,4 -

* 26,586 437,1 -

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlar1 standart
bilesiklere uymamaktadir).

fenolik
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DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (HALIL\HALIL-7.D)
mAU 4

154

2.496

10+

Sekil 36. 7. klonun 280 nm” deki kromatogram1

Tablo 24. 7. klonda tespit edilen fenolik bilesikler

Fenolik bilesik | RT (dk) | Alan (mAU) Derigim (ng/g)
* 3.728 77,4 -
Gallik asit 3.815 91,6 19,8

* 7,568 22,9 -
Klorojenik asit 12,060 35,5 12,83

* 24,304 13,5 -

* 26,668 26,2 -

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlari standart fenolik

bilesiklere uymamaktadir).
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DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (HALIL\HALIL-8.D)
mAU |
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40
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Sekil 37. 8. klonun 280 nm” deki kromatogrami

Tablo 25. 8. klonda tespit edilen fenolik bilesikler

Fenolik bilesik RT (dk) | Alan (mAU) Derisim (ug/g)
Gallik asit 3,715 126,8 27,41
* 4,192 47,1 -

* 4,908 39,3 -

* 5,698 18,4 -
Protokatekulaldehit 7,493 1215 69,69
* 10,764 155,4 -

* 11,358 68 -
Klorojenik asit 11,916 226,3 81,82
* 20,935 52,3 -
Benzoik asit 21,285 28,6 7,12
* 25,365 75,7 -

* 26,504 52 -

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlari standart fenolik
bilesiklere uymamaktadir).
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m Gallik asit 14,66 52,54 | 19,8 | 27,41
m Protokatekuik asit 5,36 | 21,77 | 4,41 1,86
m Protokatekualdehit 162 | 140,6 | 31,37 |111,11| 249,12 69,69
m Klorojenik asit 162,7 [193,85| 29,75 | 106,36 401,98 | 12,83 | 81,82
W Benzoik asit 95 | 11,23 24.3 7,12
m Ferulik asit 11,21 49,07
m Rosmarinik asit 63,4 30,56

Sekil 38. HPLC ile tespit edilen fenolik bilesiklerin derisimleri
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3.4.3. Kuru Bitki Orneklerinden Elde Edilen Ucucu Yag Verimleri
Satureja spicigera tiiriiniin 8 farkli klonundan kurutulmus siirgiin 6rnekleri alinarak,

dietileter ve tetradekan karisimi ile ugucu yag elde edildi. Ugucu yag verimleri Tablo 26’

da gosterilmistir.

Tablo 26. Ugucu yag verimleri

Numuneler ses! Kuru Agirlik (g) Verim (ug)
Ortami
1.Klon G-2 3 30,6
2.Klon M-2 3 36,7
3.Klon G-3 3 30,1
4.Klon M-3 3 31,1
5.Klon G-6 3 37,4
6.Klon M-6 3 37,3
7.Klon G-7 3 33,3
8.Klon M-7 3 42,3

Ayni miktarda (3 g) alinan kuru 6rneklerden elde edilen en yiiksek verim (1,271 g) 1
mg/L 2,4-D + 2 mg/L kinetin igeren M-7 besi ortaminda gergeklesmistir.



4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bitki doku kiiltiirii teknikleri ve uygulama alanlari, bitki biyoteknolojisi kapsaminda
pek cok calismaya olanak saglamaktadir. In vitro doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak
bircok otsu ve odunsu bitki kiiltiire alinmakta, ticari amacgli ¢alismalar yaninda bitki
1slahina yonelik arastirmalar yiiriitiilebilmektedir. Bitki doku ve hiicre kiiltiirleri ile dogal
tirtinlerin (sekonder metabolitlerin) iiretimi bitki biyoteknolojisinin ilgi ¢ekici konularindan
birisidir. Ozellikle kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri ile cok cesitli sekonder
metabolitlerin iiretilebilecegi belirtilmektedir (Sokmen ve Giirel, 2001).

Bitki biyoteknolojisinde sikca karsilasilan “kallus” terimi esasen dogada sikga
goriilen bir olgudur ve bitkilerin yaralanmaya kars1 verdigi bir tepkidir. Herhangi bir etki
sonucu gelisen dokuda yaralanma bolgesinde hizli ve diizensiz hiicre bolinmeleri goriiliir
ve bunu bu bélgede hizli bir fenolik bilesik iiretimi izler. Bu olgu kallus kiiltiirlerinde
fenolik bilesiklerin tiretilmesi hususunda potansiyel bir kaynak olabilecegini gosterir.

S. spicigera tohumlarindan baslatilan doku kiiltiirleri ile ilgili bu ¢alisma 6zgiin bir
calismadir. Ciinkii doku kiiltiirleri ile ilgili bu bitkiden baglatilmis ve literatiire
kazandirilmis higbir bilgi yoktur.

Bu tez kapsaminda, Satureja spicigera bitkisinin in vitro’ da gelisim olanaklar
arastirilmistir. Cimlenme, kallus, silirglin ve somatik embriyo olusumunu tesvik etmek
amactyla dogadan alinan bitkilerin tohumlar: lizerinde yapilan ¢aligmalarda organogenez
ve embriyo gelisimleri goriilmiistiir. Ayn1 zamanda ekonomik degeri yiiksek fenolik
bilesikler arastirilmis analizler sonucu toplam fenol miktar1 ve HPLC ile baz1 spesifik
fenolik bilesikler tespit edilmistir.

e Canlilik Testi Uygulamalari

Canlilik testi denemelerinde TZ testi (Patil ve Malavika, 1968) uygulanmis canlilik
oranin; a) miidahale edilmeyen normal tohumlarda % 60, b) H,O, ile steril edilen
tohumlarda ise % 52 oldugu tespit edildi. Sterilizasyonun tohumlardaki canliligi % 8
oraninda etkiledigi goriilmektedir. TZ testi hali hazirda hizli, kesin sonug veren ve canlt
dokuya zarar vermeyen (¢imlenmeyi etkilemeyen) avantajlarinin olmasinin yani sira;
dormant (uykuda) - non dormant ayriminin yapilamamasi, ¢imlenen tohumlardan olusan

fidelerin  normal veya anormal olma durumlarimin  O6nceden  bilinememesi,
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mikroorganizmalarca enfekte edilen tohumlarin ¢imlenip sagliksiz fideleri olusturma
ihtimalinin olmas1 gibi dezavantajlar1 da vardir.

e Sterilizasyon Yontemi Se¢imi

Bitki tohumlarini steril etmek i¢in ve bu tez kapsaminda bir prosediir olusturmak
igin; 6nce dH,O 1:4 ¢amasir suyu ¢ozeltisi (B6lim 2.2.3.1) kullanildi. Hizli ve basit bir
yontem olmasina ragmen kontaminasyon oraninin (% 83 =+ 1) yiiksek olmasi baska bir
yontemin denenmesine sebep oldu. Diger bir yontem olan H,O; kullanarak yapilan
sterilizasyonda (Bolim 2.2.3.2) kontaminasyon riskinin (% 19) yaklasik 5 kat azatlig
tespit edilmistir. H,O; kullanarak yapilan bu sterilizasyon yonteminin iyi sonug¢ vermesi
avantaj olarak goze carparken, yaklasik 12,5 saat (12 saat dH,O 1:20 sukroz ¢ozeltisinde,
30 dk. H,0,’da) kadar siire almasi dezavantaj olarak goriilmektedir.

e [nvitro’ da Tohumlarin Cimlendirilmesi

Satureja spicigera bitkisinin  tohumlar1 iki farkli deneme uygulanarak
cimlendirilmistir. GAjkullanarak yapilan denemede ¢cimlenme oran1 G B5 besi ortaminda
% 56, MS besi ortaminda ise % 51 olarak tespit edilmistir. Bitki biiyiime diizenleyicisi
kullanmadan yapilan denemede ise G B5 besi ortaminda ¢imlenme oran1 % 50, MS besi
ortaminda ¢imlenme orant % 37 olarak tespit edildi.

Tohum ¢imlenmesi bitki yagaminin en dnemli evrelerinden biri olup (Ghoulam ve
Fares, 2001), yalnizca genotipik karakterler (dormansi, integiiment kalinligi, testanin sert
olmas1 gibi) tarafindan degil ayn1 zamanda c¢evresel kosullar tarafindan da kontrol
edilebilmektedir (Sy, vd., 2001). Tohum dormansisini kirmak amaciyla degisik
uygulamalar yapilmaktadir. Degisik kimyasallar (kinetin, GA; gibi biiyliime
diizenleyicileri, KNOg3, polietilen glikol) kullanilmakta, yiiksek sicaklik veya diisiik
sicaklik uygulamasi ve mekaniksel uygulama gibi yollar izlenmektedir (Bewley ve Black,
1982).

Tohum kabugundan kaynaklanan dormanside, tohum kabugunun tamamen
¢ikarilmasi gerekmeden tohum kabuguna yapilan fiziksel ve kimyasal uygulamalar (tohum
yiizeyinin inceltilmesi, kismen uzaklastirilmasi, perforasyon, mekaniksel skarifikasyon,
soguklama, 1sitma, radyasyon, basing, tohuma konsantre silfirik asit veya etanol
uygulanmasi, sterilizazyon) embriyonun ¢imlenmesini saglayabilir. Tohum kabugundan
kaynaklanan dormanside tohum kabugu embriyo i¢in gerekli su alimimini, gaz aligverisini
engelleyebilir, inhibitér maddeler icerebilir, embriyodaki inhibitorlerin ¢ikisinda bariyer

olarak yer alabilir, embriyoya 151k ulasimini engelleyebilir, mekaniksel diren¢ gosterebilir
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GAgs’lin tohum dormansisinin ortadan kaldirilmasinda 6nemli rol oynadig: bildirilmektedir
(Bewley and Black, 1982). GA3; embriyo dormansisinin ortadan kaldirilmasinda rol
oynadig1r gibi embriyoda yer alan yedek maddelerin hareketinde ve aynm1 zamanda
perikarpin kirilmasindan sorumlu olan kotiledon genislemesinde de etkilidir (Bradbeer,
1988).

Literatiirde GA3’ iin ¢cimlenmeyi stimiile edici etkisinin tohumda enzim sentezini ve
riboniikleaz aktivitesinin aktivasyonunu uyararak sagladigi bildirilmektedir (Shepley ve
Chang, 1972). Calismamizda da GAj kullanarak yapilan denemede (Bolim 3.3.1.1)
¢imlenme oraninin G B5 ve MS besi ortamlarinin her ikisinde de, bitki biiyiime
diizenleyicisi kullanmadan yapilan denemedeki (Bolim 3.3.1.2) ¢imlenme oranlarindan
yiiksek oldugu tespit edilmistir.

e Cimlenen Tohumlardan Alinan Siirgiin Uglar1 {le Kallus Olusturma

Bu calismada, Satureja spicigera bitkisinin siirgiin ucu eksplantlarmin kiiltiire
alindig1 denemelerde G B5, MS, LS ortamlar ile 1 mg/L IBA ve 1 mg/L 6-BA, 2 mg/L
IBA ve 2 mg/L 6-BA bitki biiyiime diizenleyicileri 6 farkli besi ortami olusturacak sekilde
kullanilmistir (Tablo 5). Besi ortamlarinin kallus gelisimine etkilerini arastirmak igin
kurulan bu denemelerde ayni besi ortamindan alinan eksplant kaynaginin yine ayni besi
ortamma ekilmesinin kallus gelisimini olumlu ydnde etkiledigi tespit edilmistir. Ornegin;
1) G B5 ortaminin kullanildigr G-2 ortamindan alinan siirgiin ucu eksplanti G-5 ortamina
ekilmis ve en yiiksek kallus gelisimi (19,64 + 1,21) bu ortamda tespit edilmistir. 2) MS
ortaminin kullanildigi M-2 ortamindan alinan siirgiin ucu eksplantt M-5 ortamina ekilmis
ve en yliksek kallus gelisimi (23,01 + 1,43) bu ortamda tespit edilmistir (Tablo 12).

Kallus gelisimini etkileyen diger bir faktor olan bitki biiyiime diizenleyicilerinin
derisimlerinin de arastirildigi bu denemelerde, eksplant kaynaginin alindigr ortamda
bulunan bitki biiylime diizenleyicisi ve ekildigi ortamdaki bitki biliylime diizenleyicisi de
kallus gelisimini etkilemistir. Ornegin; 1) 2 mg/L IBA: 2 mg/L 6-BA bitki biiyiime
diizenleyicinin bulundugu G-5 ortamina, 1 mg/L GAs kullanilan G-2 ortamindan alinan
stirgtin ucu eksplantt ekilmis ve diger bir uygulamada ayni G-5 ortamina bitki biiylime
diizenleyici olmayan G-3 ortamindan alinan siirgin ucu eksplant1 ekilmistir. G-2
ortamindan (1 mg/L GAj) alinan eksplantin ekildigi G-5 ortami kallus gelisimin (19,64 +
1,21) en iyi oldugu ortamdir. 2) MS ortaminda yapilan denemelerde de benzer sonuglar
ortaya cikmistir. 2 mg/L IBA: 2 mg/L 6-BA bitki biiylime diizenleyicinin kullanildigi M-5

ortamina, 1 mg/L GAjz bulunan M-2 ortamindan alinan siirgiin ucu eksplanti ekilmis ve
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diger bir uygulamada aym1 M-5 ortamina bitki biliylime diizenleyici olmayan M-3
ortamindan alinan siirgiin ucu eksplanti ekilmistir. M-2 ortamindan (1 mg/L GAj3) alinan
eksplantin ekildigi M-5 ortami kallus gelisimin en iyi (24,84 £1,43) oldugu ortamdir.

LS ortamin kullanildig1 denemelerde kallus gelisimi G BS ve MS ortamlarina gore
cok diisiik kalmistir. Ancak bitki biiyiime diizenleyicilerinin derisimlerinin yiiksek oldugu
L-2 ortaminda (2 mg/L IBA: 2 mg/L 6-BA) kallus gelisimin L-1 ortamina gore daha iyi
oldugu tespit edilmistir.

e Kallus Kiitlelerinden Dolayli Organogenezle Siirgiin Olusumu

Skoog ve Miller (1957) in vitro ortamlarda hormonal kontroliin organ gelisimi
tizerine etkili olduklarim ileri siirdiiler. Gelistirdikleri prosediirler de tiitiin bitkisinin kok
ve slirgiinlerindeki farklilasmanin oksin/sitokinin oranmna ve besi ortamina gore
sekillendigini rapor ettiler. Kullandiklar1 besi ortamlarinda oksin oraninin yiiksek olmasi
koklenmeyi tesvik ederken, sitokinin oranin yiiksek olmasi siirgiin gelisimini tesvik
etmistir. Ayn1 oranda kullanilan oksin ve sitokinin hormonlarinin ise organize olmamis
dokularin (kallus) gelisimini tesvik ettigi goriilmiistiir.

Tiitiin bitkisinde organ farlilagsmasini tesvik etmek ic¢in besi ortamlarina kinetin
eklenmis ve kallus kiiltiirlerinden siirglin gelisimi saglanmistir. Siirglin gelisiminde kinetin
ve IAA (Indol-3-Asetik Asit) hormonlarmin etkilerinin arastirildigi c¢alismada oksin
hormonun silirglin gelisimini inhibe ettigi rapor edilmistir. Titlin bitkisinde diigiik
miktarlarda (5 uM) kullanilan IAA siirgiin farklilagmasini baskilamistir (Skoog, 1971).

Hububatlarla ilgili yapilan doku kiiltiirii ¢aligmalarinda 2,4-D igeren besi ortamindan
alman kallus kiiltlirleri kinetin ortamina aktarilmis organ farklilasmasinin bagsladig
gorilmiistiir (Saunders ve Bingham, 1972; Walker vd., 1978, 1979). Kinetin ve 2,4-D
hormonlarinin birlikte kullanildig1 besi ortamlarinda kallus gelisimleri tesvik edilmis; 1)
kinetin oraninin yiiksek oldugu ortamlarda siirgiin gelisimi baslarken, 2 ) 2,4-D oraninin
yiiksek oldugu ortamlarda ise kok gelisimin bagladig: tespit edilmistir (Walker vd., 1979).

Bu ¢alismada, olusturulan kallus kiiltiirlerinden siirgiin gelisimini tesvik etmek i¢in G
B5, MS ve LS ortamlar1 ile birlikte IBA, 2,4-D gibi oksin biiylime diizenleyicileri ve
sitokinin bliylime diizenleyici olarak ise kinetin kullanilmigtir. Oksin biiylime
diizenleyicileri 1 mg/L kullanilirken, kinetin biiyiime diizenleyicisi 2 mg/L olarak
kullanilmistir.

Dolayl1 organogenez i¢in kurulan denemelerde; G-6 ortaminda olusan siirgiin sayisi

106 = 6 ve G-6 ortaminda bitki biiyiime diizenleyici olarak 1 mg/L IBA ile 2 mg/L kinetin,
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G-7 ortaminda olusan siirgiin sayisi 95 + 2 ve G-7 ortaminda 1 mg/L 2,4-D ile 2 mg/L
kinetin, M-6 ortaminda olusan siirgiin sayis1 114 = 9 ve M-6 ortaminda 1 mg /L IBA ile 2
mg/L Kinetin, M-7 ortaminda olusan siirgiin sayisi1 ise 97 + 6 ve M-7 ortaminda ise 1 mg/L
2,4-D ile 2 mg/L kinetin birlikte kullanildi.

LS besi ortami icerikli L-3 ve L-4 ortamlarinda ise siirgiin gelisimi gdzlenmemistir.

e Somatik Embriyogenez Calismalari

In vitro somatik embriyogenez calismalari ilk 6nce Daucus carota bitkisi iizerinde
yapildi (Reinert, 1958, 1959; Steward vd., 1958).

Kohlenbach (1965) ve Lang ile Kohlenbach (1975, 1978) birlikte Macleaya cordata’
nin mezofil hiicrelerini izole ederek bunlardan embriyojenik kalluslar elde etmislerdir. Bir
besi ortami igerisine esit molar da (5 puM) 2,4-D ve kinetin ilave edilmis mezofil
dokularindan embriyogenik hiicreler elde etmislerdir. Ayni ¢alismada kinetin (1 pM)
derisimi azaltilmis (1 uM), 2,4-D’ nin yerine 2 pM IAA veya 0,01 uM NAA (naftalin
asetik asit) eklenmis ve yine embriyojenik kalluslarin gelistigi goriilmiistiir.

Bu tez kapsaminda somatik embriyogenez ¢aligmalari i¢cin G B5 ve MS ortamlari ile
birlikte oksin biiylime diizenleyicisi olarak 2,4-D ve sitokinin biiyiime diizenleyici olarak
ise kinetin kullanmilmistir. G-4, G-5 ve M-4, M-5 ortamlarinda olusmaya baslayan kalluslar
sirastyla; G-8 (5 mg/L 2,4-D), G-9 (5 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin) ve M-8 (5 mg/L 2,4-
D), M-9 (5 mg/L 2,4-D + 0,1 mg/L kinetin) ortamlarina aktarilmistir (Tablo 7).

Somatik embriyolarin olgunlagsmasi i¢in olusturulan G B5 ve MS igerikli besi
ortamlarinda olusan somatik embriyo igerikli kalluslarin agirligt en yiiksek G-5 ortamindan
G-9 ortamina aktarilan kaluslarda (19,84 + 1,2) ve M-5 ortamindan M-9 ortamina aktarilan
kalluslarda (25,76 + 1,56) tespit edilmistir.

Ayrica somatik embriyolarin lizerinde olusan koklenme oksin biiyiime
diizenleyicinin (2,4-D) etkisini gostermektedir (Sekil 24, 25, 26, 27).

e Toplam Fenol Miktar1

Metanol ekstraksiyonu ile hazirlanan Satureja spicigera ekstraklarinin toplam
fenolik madde miktarlar: Folin- Ciocalteu yontemine gore gallik asit standard: kullanilarak
tayin edildi. 8 ayr1 klonda 0,1839 + 0,0199 (8. klon) - 0,0657 + 0,0006 (7. klon) GA/g
arasinda degisen derisimler de toplam fenolik madde miktar: bulundu. Fenolik asitler ve
polifenoller bol miktarda hidroksil grubu igeren bilesikler olup polar yapidadirlar ve bu
nedenle de polar c¢oziiciilerde ¢oziiniirler. Metanol polaritesi sudan daha diisiik olmasina

ragmen organik molekiiller i¢in ¢ok ideal bir ¢oziictidiir. Polar molekiilleri ¢ozebildigi gibi
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nispeten diisiik polariteli molekiilleri de sudan daha iyi ¢d6zmektedir. Ancak zehirli
oldugundan dolay: gidalarin hazirlanmasinda ve gida endiistrisinde kullanilmamaktadir.
Fakat yapilan bilimsel arastirmalarda antioksidan kapasitenin belirlenmesinde en ¢ok
kullanilan ekstraksiyon ¢oziiciilerinden biridir. Sekil 39 ‘da metanol oziitlerinin % verimi

ve elde edilen % toplam fenol yer almaktadir.

Metanol oziitlerinin % verimi - Toplam fenolik bilesiklerin %
derisimi
B % Verim (MeOH oziitleri mg/mL)  ®% Derisim (toplam fenol mg/g)

4,512

4,175 4,216
3,913 3.68

3,606
328 3,196

3,06

1.Klon 2Klon 3Klon 4Klon 5Klon 6.Klon 7.Klon 8.Klon

Sekil 39. MeOH 6ziitlerinin % verimi - Toplam fenolik bilesiklerin % derisimi

Folin-Ciocalteu yontemi sadece ekstraklardaki toplam fenolik madde miktarin
gosteren bir testtir. Ayri ayri fenolik maddeleri tayin etmek i¢in saf fenolik madde
standartlart kullanilarak yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin yapmak
gerekir,

e HPLC ile Fenolik Bilesenlerin Analizi

Bolim 3.4.2” de Satureja spicigera’ nin HPLC yontemiyle belirlenen fenolik bilesen
tiirleri ve nicel miktarlar1 verilmistir. Sekil 38" deki veriler géz oniine alindiginda Satureja

spicigera’ nin § farkli klonunda 7 degisik fenolik bilesik tespit edildi.
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Sekil 40. Satureja spicigera bitkisin klonlarinda tespit edilen fenolik bilesenlerinin
kimyasal formiilleri

Satureja spicigera oziitlerinde 6zellikle protokatekualdehit ve klorojenik asit fenolik
asit igerigi en fazla ve en yiiksek olan bilesikler olarak tespit edilmistir (Sekil 38).

Ote yandan, rozmarinik asit adl1 fenolik bilesigin degisik bitkilerin kallus ve hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinde iretildigine dair ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Zenk ve ark.,
1977; De- Eknamkul ve Ellis, 1984; Hippolyte ve ark., 1992; Petersen ve ark., 1994).

Literatiir verilerine dayali olarak her bitki i¢in farkli bitki biiyiime diizenleyicisi
birlesimleri ve derisimlerinin optimum oldugunu sdéylemek dogaldir. Nitekim, Kintzios ve
ark. (1999) tarafindan yapilan bir ¢calismada Salvia officinalis ve S. fruticosa yaprak kallus
kiiltiirlerinin, esit ve yiiksek oranda oksin ve sitokinin kullanilmas1 durumunda maksimum
rozmarinik asit biriktirdigi rapor edilmistir. Kim ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir bagka
calismaya gore ise, Agastache rugosa hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde 5:1 oraninda 2,4-D
ve kinetin kullanilmas1 durumunda maksimum rozmarinik asit miktar1 elde edilebilmistir.
Ozellikle ekonomik degeri ¢ok yiiksek (yaklasik 16.000/kg USD) olan bu bilesigin
standardinin sisteme eklenmesi ve 2. ve 4. klonlarda tespit edilmesi bu bilgileri
dogrulamaktadir (Sekil 38).
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Calismanin sonuglar1 soyle 6zetlenebilir;

1. S. spicigera’ nin tohumlar iki farkli sterilizasyon yontemine tabi tutulmus ve en
basarili yontemin H,O, ile yapilan sterilizasyon yontemi oldugu tespit edilmistir. Tiim
calisma boyunca tohumlarin sterilizasyonu % 81 = 1’ lik basar1 saglanan bu yontemle

gelistirilen prosediirle yapilmistir.

2. S. spicigera bitkisin tohumlarimin canlilik testleri iki farkli uygulamadan sonra
belirlenmistir. Bu uygulamalar sonucunda; a) higbir miidahaleye tabi tutulmadan TZ testi
uygulanan tohumlarda % 60 + 4, b) Sterilizasyondan sonra TZ testine tabi tutulmus

tohumlarda ise % 5242 lik canlilik tespit edilmistir.

3. S. spicigera bitkisinin tohumlarinin ¢imlendirilmesi i¢in kurulan denemelerde 2
farkli yol denenmistir. 8) GAz kullanarak yapilan ¢imlendirmede sonuglar G B5 ortaminda
42 + 3 ve MS ortaminda 38 + 3 olarak tespit edildi. b) Bitki biiyiime diizenleyicisi
kullanmadan yapilan ¢imlendirmedeki sonucglar ise G BS5 ortaminda 34 £ 3 ve MS

ortaminda 28 + 3 olarak tespit edilmistir.

4, Kallus olusumu tesvik etmek i¢in G B5, MS ve LS besi ortamlar ile birlikte
bliylime diizenleyicisi olarak IBA ve 6-BA kullanilmistir. Ortalama kallus agirliklarinin
hesaplandigi bu ortamlardan; G B5 serisinde ortalama en yiiksek kallus agirhigi (19,64 +
1,21 g/L) G-5 ortaminda, MS serisinde ortalama en yiiksek kallus agirhig1 (24,84 + 1,43
g/L) M-5 ortaminda ve LS ortaminda ise ortalama en yiiksek kallus agirhigi (7,76 + 1,15
g/L) L-2 ortaminda tespit edilmistir.

5.Somatik embriyolarin olugsmaya basladigi kallus kiitlelerinde dolayli organogenezle
slirglin olusumunu tesvik etmek i¢in IBA, 2,4-D ve Kinetinle desteklenmis G B5, MS ve
LS besi ortamlart kullanilmigtir. Kallus parcalart {izerinde olusan siirgiinlerin sayilmasi
sonucu; G B5 serisinde en fazla siirgiin (106 + 4 adet) G-6 ortaminda ve MS serisinde en
fazla siirgiin (114 £ 5 adet) M-6 ortaminda olustu.

LS serisinden hazirlanan besi ortamlarinda siirgilin gelisimi tespit edilmedi.
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6. Somatik embriyolarin olgunlagsmasi i¢in kurulan denemelerde G B5 ve MS besi
ortamlar ile birlikte 2,4-D ve kinetin bliylime diizenleyicileri kullanildi. Somatik embriyo
igerikli kallus agirliklarinin tartilmasi sonucu; G B5 serisinde ortalama en yiiksek agirlik
(19,84 b1 £ 1,2 g /L) G-9 ortaminda ve MS serisinde ortalama en yiiksek agirlik (25,76 +
1,56) M-9 ortaminda 6l¢iildii.

7. S. spicigara bitkisinin 8 ayr1 klonundan elde edilen metanol 6ziitlerinde toplam
fenol icerigi hesaplanmis ve % derisimlerin % 3,68 (8. klon) ile % 1,31 (7. klon) arasinda

o

degistigi tespit edilmistir.

8. HPLC cihaz1 ile 15 adet standardin kullanildig1 ¢calismada 7 adet fenolik bilesik
kalitatif ve kantitatif olarak tespit edildi. En fazla fenolik bilesen 4. klonda (6 adet) ve en
yiiksek agirlik ise 6. klonda (777,01 pg/g) tespit edildi.

9. 400 mL dietileter ve 80 puL tetradekan bilesigi kullanilarak bir ¢ozelti hazirlandi.
Bu ¢ozeltiden 3 tekrar olacak sekilde yaklasik 17 mL alinarak, kuru bitki 6rnekleri lizerine
eklendi. Bu islem sonucunda elde edilen ugucu yag verimi, en yiiksek (42,3 pg) 1 mg/L
2,4-D + 2 mg/L kinetin igeren M-7 besi ortaminda gergeklesmistir.



5. ONERILER

S. spicigera bitkisinden baslatilan doku kiiltiirleri ve bu bitkinin fidelerinden bazi
fenolik bilesiklerin tespiti bu bitki 6zelinde yapilan ilk ¢aligmadir. Doku kiiltiirlerinden
organogenez, somatik embriyogenez ve fenolik bilesik analizi basarilmistir. Bu
asamalardan sonra;

1) Tibbi ve aromatik bitkiler dogadan toplanarak soylar tiikketilmektedir. In vitro’ da
biiyiitilen somatik embriyolardan sertifikali sentetik tohumlar iretilebilir. In vitro
kiiltiirlerle tiretilen tohumlar ex situ gen bankalarinda saklanabilir.

2) Bitkiler dogrudan (¢imlendirme gibi) veya dolayli organogenezle (kalluslardan)
optimize edilerek dis ortama (aklimatizasyon) aktarilabilir. In vitro kiiltiirlerde somaklonal
varyasyonlar olusabileceginden dis ortama aktarilan klonlardan ugucu yag veya fenolik
bilesik verimi yliksek hatlar secilebilir.

3) S. spicigera bitkisinden elde edilen Oziitlerde (ugucu yag veya eksraktlar)

antimikrobiyal, antioksidant vb. aktivite testleri yapilabilir.
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7. EKLER

Ek 1. Murashige ve Skoog Besi Ortam1 Kimyasal i¢erigi (MS,1962)

Bilesikler Miktar (mg/L)
Amonyum Nitrat (Susuz) 134
Borik Asit 3,0
Kalsiyum Klorit (Susuz) 113,24
Kobalt Klorit-6H,0 0,025
Bakur Siilfat-5H,0 0,025
Na,EDTA-2H,0 37,26
Demir Siilfat-7H,0 27,8
Magnezyum Siilfat (Susuz) 122,09
Manganez Siilfat-H,0 10
Molibdik Asit, Disodyum-2H,0 0,25
Potasyum Iyot 0,75
Potasyum Nitrat 2500
Sodyum Fosfat (Susuz) 150
Cinko Siilfat-7H,0 2,0
myo-Inositol 100
Nikotinik Asit 1,0
Piridoksin-HCI 1,0
Tiamin-HCI 10




Ek 2. Linsmainer ve Skoog Besi Ortam1 Kimyasal igerigi (LS,1965)

Bilesikler Miktar (mg/L)
Amonyum Nitrat (Susuz) 134
Borik Asit 3,0
Kalsiyum Klorit (Susuz) 113,24
Kobalt Klorit-6H,0 0,025
Bakar Silfat-5H,0 0,025
Na,EDTA-2H,0 37,26
Demir Silfat-7H,0 27,8
Magnezyum Siilfat (Susuz) 122,09
Manganez Siilfat-H,0 10
Molibdik Asit, Disodyum-2H,0 0,25
Potasyum Iyot 0,75
Potasyum Nitrat 2500
Sodyum Fosfat (Susuz) 150
Cinko Siilfat-7H,0 2,0
myo-Inositol 100
Nikotinik Asit 1,0
Piridoksin-HCI 1,0
Tiamin-HCI 10




Ek 3. Gamborg B5 Besi Ortami1 Kimyasal Icerigi (G B5, 1968)

Bilesikler Miktar (mg/L)
Amonyum Nitrat (Susuz) 134
Borik Asit 3,0
Kalsiyum Klorit (Susuz) 113,24
Kobalt Klorit-6H,0 0,025
Bakar Silfat-5H,0 0,025
Na,EDTA-2H,0 37,26
Demir Silfat-7H,0 27,8
Magnezyum Siilfat (Susuz) 122,09
Manganez Siilfat-H,0 10
Molibdik Asit, Disodyum-2H,0 0,25
Potasyum Iyot 0,75
Potasyum Nitrat 2500
Sodyum Fosfat (Susuz) 150
Cinko Siilfat-7H,0 2,0
myo-Inositol 100
Nikotinik Asit 1,0
Piridoksin-HCI 1,0
Tiamin-HCI 10
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