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ÖZET 

 

ORIGANUM MINUTIFLORUM O. SCHWARZ VE P. H. DAVIS (SÜTÇÜLER KEKĠĞĠ) 

MĠKROÇOĞALTIMI VE IN VITRO KOġULLARDA ÜRETĠLEN FĠDELERĠN 

FENOLĠK BĠLEġĠKLERĠNĠN ANALĠZĠ  

 

Songül TANRIVER 

 

Karadeniz Teknik Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

DanıĢman: Prof. Dr. Atalay SÖKMEN 

2013, 68 Sayfa 

 

Lamiaceae familyasından olan O. minutiflorum O. Schwarz ve P. H. Davis bitkisinin 

sürgün ucu, internod ve yaprak esksplantlarının farklı besin ortamlarındaki büyüme 

parametreleri ve üretilen bu bitkiciklerin fenolik bileĢiklerinin analizi incelendi. MS, ½ 

MS, ¼ MS, B5, ½ B5, ¼ B5 ortamlarında aydınlık ve karanlıkta çimlendirme yapıldı. 

Sürgün oluĢumu ve geliĢimi ile kallus oluĢumu için uygun besin ortamları belirlendi. Bu 

bitkinin mikroçoğaltım potansiyeli; Murashige ve Skoog (MS; 1962), besi ortamı ve 6-

Benzilaminopürin (6-BA), Thidiazuron (TDZ), Zeatin, Kinetin gibi bitki büyüme 

düzenleyicileri kullanılarak araĢtırıldı. En iyi çimlenme aydınlıkta MS ortamında tespit 

edildi. Aydınlık ortamda en yüksek kallus verimi 2 mg/L 6- BA + 2 mg/L IBA‟da görüldü. 

En iyi sürgün geliĢimi sürgün ucu eksplantlarından sağlandı. 1 mg/L 6-BA+ 0,5 mg/L IBA 

ortamında en uzun sürgün geliĢimi görüldü. Bu ortamdaki en uzun sürgün boyu 81 mm 

iken, 1 mg/L Zeatin + 0,5 mg/L IBA‟da en uzun sürgün boyu 68,5 mm, 1 mg/L TDZ + 0,5 

mg/L IBA‟da en uzun sürgün boyu 25,55 mm olarak belirlendi. In vitro koĢullarda üretilen 

8 haftalık fidelerden elde edilen özütlerden 3 fenolik bileĢik (gallik asit, kaffeik asit, 

protokatekualdehit) HPLC ile analiz edildi.  

 

 

Anahtar Kelimeler: Origanum minutiflorum, ın vitro, mikroçoğaltım,  kallus,  fenolikler, 

HPLC 
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Master Thesis 

 

SUMMARY 

 

MICROPROPAGATION OF ORIGANUM MINUTIFLORUM O. SCHWARZ AND P. H. 

DAVIS (SÜTÇÜLER THYME) AND THE ANALYSIS OF PHENOLIC COMPOUNDS 

OF THE PLANTLETS WHICH ARE PRODUCED IN VITRO CONDITIONS  

 

Songül TANRIVER 

 

Karadeniz Techinal University 

The Graduate School and Applied Sciences 

Department of Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Atalay SÖKMEN 
2013, 68 Pages 

 

        The growth parameters of shoot tips, internodal segments and leaf explants excised 

from an aromatic plant Origanum minutiflorum O. Schwarz et P. H. Davis belonging to 

Lamiaceae family, have been exclusively evaluated by using different growth media, and 

the and analysis of phenolic consitituents of the plantlets herewith were also investigated. 

Germination procedures were applied both in the light and the dark by using Murashige ve 

Skoog (MS, ½ MS, ¼ MS) and Gamborg‟s  (B5, ½ B5, ¼ B5) basal media. The best 

suitable medium was determined for the germination, shoot formation and development 

and callus formation, individually. The micropropagation potential of this plant was 

investigated by using Murashige ve Skoog (MS; 1962) basal medium supplemented with 

various plant growth regulators (PGR), such as 6-benzlyamino purine (6-BA) , thidiazuron 

(TDZ) and kinetin. The best germination was observed on MS medium in the presence of 

light. The highest callus in light medium yiels was observed on the same medium 

supplemented with 6-BA 2 mg/L and IBA 2 mg/L. The best shoot formation was obtained 

from the shoot tip explants being cultured on MS basal medium supplemented with 6-BA 1 

mg/L + IBA 0,5 mg/L. The extracts obtained from the plantlets grown eight weeks in vitro 

were also analysed by HPLC for their three major phenolic constituents.  

 

 

Key Words: Origanum minutiflorum, in vitro, micropropagation, callus, phenolics, HPLC
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1. GENEL BĠLGĠLER 

 

1.1. GiriĢ 

 

Tıbbi bileĢiklerin kaynağı olan bitkiler, antik çağ uygarlıklarından günümüzün 

geliĢmiĢ modern toplumlarına kadar pek çok insan tarafından sağlığın korunmasında 

önemli bir araç olarak kullanılmıĢtır. Modern ilaçların % 50‟den fazlasının doğal ürün 

kökenli olması, bu durumun günümüzde de etkin bir Ģekilde devam ettiğini göstermektedir. 

Örneğin, geliĢmekte olan ülkelerde nüfusun % 80‟i sağlık gereksinimlerini ilk etapta 

geleneksel tıbbi bitkilerden sağlamaktadır. Dünya nüfusunun % 80‟inin geliĢmekte olan 

ülkelerde yaĢadığı düĢünülürse, toplam dünya nüfusunun % 64‟ünün bitkileri tedavi amaçlı 

olarak kullanıldığı anlaĢılmaktadır. GeliĢmiĢ ülkelerde ise reçete ile satılan ilaçların 

yaklaĢık % 2‟i bitkisel kökenli kimyasallardır (Babaoğlu, 2002). 

Türkiye‟de tıbbi olarak kullanılan bitkilerin sayısının 500 civarında olduğu tahmin 

edilmektedir (Sarı ve Oğuz, 2000). Ancak, yapılan bir araĢtırmada, doğadan toplanarak 

ticareti yapılan bitki türlerinin sayısının 346 olduğu ve bunların 98‟inin ihraç edildiği, 

24‟ünün endemik olduğu ve endemik türlerin 7‟sinin de halen ihraç edildiği 

belirtilmektedir. Örneğin adaçayı, kekik, çöven ve Ģalbanın bazı türleri endemik olup ihraç 

edilen türlerdir. Yine; doğadan toplanan ve aktarlar, semt pazarları ve marketler 

aracılığıyla ticareti yapılan türlerin sayısının da 179 olduğu tespit edilmiĢtir (Özhatay vd., 

1997). Türkiye‟nin ihraç ettiği önemli tıbbi ilaç ve baharat bitkileri kekik, defne yaprağı, 

kimyon, anason, rezene tohumu, ardıç kabuğu, mahlep, çemen, biberiye, meyan kökü, 

nane, sumak, adaçayı ve ıhlamur çiçeğidir (Bayram vd., 2010). 

 

1.2. Lamiaceae Familyası 

 

Tıbbi ve aromatik bitkiler grubunda yer alan Lamiaceae ya da diğer adıyla Labiate 

(Ballıbabagiller) familyasına ait bitkiler hemen hemen bütün habitatlarda ve yüksekliklerde 

yetiĢmekte, Kutuplar‟dan Himalaya'lara, Güney Doğu Asya‟dan, Hawaii ve 

Avusturalya'ya, hatta Afrika ve Amerika'ya kadar geniĢ bir alanda yayılıĢ göstermektedir 

(Heywood, 1996). Lamiaceae familyasına ait bitkilerin en önemli özelliği, özel bir koku 
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veren aromatik bileĢiklere sahip olmalarıdır (BaĢer, 1994; Korosou, 1997; Metcalfe ve 

Chalk, 1972). 

Türkiye Lamiaceae familyasının önemli gen merkezlerinden biridir. Bu familyası 

ülkemizde 45 cinste yaklaĢık 574 tür temsil edilir. Ülkemizdeki endemizm oranı yaklaĢık 

% 44,5 olan bu familya, içerdiği takson sayısı bakımından Türkiye‟nin en zengin üçüncü 

familyası konumundadır (Davis vd., 1982; Davis vd., 1988; Güner vd., 2000; Kahraman 

vd., 2009). 

Lamiaceae familyası ekonomik yönden büyük öneme sahiptir. Sahip oldukları 

aromatik bileĢikler ve temel yağlar sayesinde parfüm gıda sanayi gibi çeĢitli alanlarda 

kullanılmaktadır (Clive ve Stace 1980; Estilai ve Hatemi, 1990). Bazı türler ticari olarak 

kültüre alınmaktadır. Bunların çoğu genellikle gıdalarda lezzet verici olarak kullanılan, 

Mentha, Origanum, Thymus cinsleri gibi Akdeniz orjinli aromatik bitkilerdir. Diğerleri ise 

içerdikleri zengin temel yağlar ve aromatik bileĢiklerden dolayı parfüm ve ilaç sanayisinde 

kullanılan bitkilerdir (Watson ve Dallwitz,1978).  

Türkiye'de "kekik" olarak tanımlanan ve bu amaçla kullanılan Lamiaceae 

familyasından pek çok aromatik bitki türü bulunmaktadır. Ancak özellikle timol/karvakrol 

tipi uçucu yağ içeren türler "kekik" olarak kabul edilmektedir. Karvakrol ve timol içeriği 

kekikte fiyatı belirleyen parametrelerdir. Bu türler arasında özellikle Thymus (57 takson), 

Origanum (31 takson), Satureja (14 takson), Thymbra (4 takson) ve Coridothymus (1 

takson) cinsleri hem yayılıĢ olarak hem de ekonomik olarak büyük önem taĢımaktadır 

(BaĢer, 1994).  

         Tüm kekik benzeri kokuya sahip Labiate familyası üyelerinin kekik olarak bilinmesi 

ve toplanması bazı endemik ve nadir türlerin aĢırı toplanmalarıyla tehdit altına girmektedir. 

Toplayıcılar, aracılar ve dıĢ satımcı firmalar kekik bitkilerinin doğal populasyonlarında 

büyük bir azalma olduğu görüĢündedirler. Ticari amaçlarla doğadan toplanan bazı 

bitkilerin populasyonları üzerinde meydana gelen baskının bilinmemesi ve bu baskının 

izlenmemesi sonucu bu bitki türlerinin nesilleri tehlike altına girebilmektedir. Dünya 

üzerinde bulunan 25.000 bitki taksonu yok olma tehlikesi ile karĢıkarĢıyadır (Özhatay ve 

Atay, 1997, Sadıkoğlu, 2005). 
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1.3. Türkiye’de YetiĢen Origanum Türleri Hakkında Genel Bilgi 

 

Geleneksel bir baharat ve halk ilacı olan Origanum bitkisini eski Yunanlılar güzel 

kokularında, kozmetik ve ilaçlarda kullanırlar ve ˝dağların sevinci˝ anlamına gelen 

˝oregano˝ adıyla anarlardı. Origanum kelimesi Yunanca oros: dağ ve ganos: süs 

kelimelerinden türemiĢtir. Genelde ˝oregano˝ veya origan terimleri botaniksel isimlerine 

göre daha yaygındır. Arnavutluk dilinde rigoni olan oregano terimi Arnavutlarca sık 

kullanılır (Xhuveli ve Lipe, 1996). Origanum olmayan birçok bitki uluslar arası pazarlarda 

˝oregano˝ olarak bilinmektedir. Hatta bunlardan bazıları Lamiaceae familyasına bile ait 

değildir (Bejilali,1996). 

Dünya üzerinde 50 kadar türle temsil edilen Origanum türleri çoğunlukla Akdeniz 

bölgesinde ve Balkanlarda yayılıĢ gösterirler. Origanum türleri, birden fazla dik gövdesi 

olan, çok yıllık otsu veya yarı çalımsı bitkiler olup çiçekleri salkımsı veya gövde uçlarında 

toplu halde bulunmaktadır (Davis, 1982). Orta büyüklükteki çok yıllık bu bitkiler, 

genellikle sıcak iklimi sever ve kurak, besince zengin, çoğunlukla kireçli, topraklarda iyi 

yetiĢirler. Günümüzde Origanum türleri doğal olarak doğadan toplanıldığı gibi bazılarının 

çelikle ve tohumla üretimi de yapılmaktadır (Kokkini, 1996). 

Origanum‟lar ağrı kesici (analjezik), cinsel gücü azaltıcı (anafrodizyak), 

antioksidant, antispazmik, antiviral, antibakteriyal, gaz giderici, kalbi uyarıcı, terletici, 

sindirimi kolaylaĢtırıcı, idrar artırıcı, adet söktürücü, fungisidal, balgam söktürücü, müshil, 

sakinleĢtirici, midevi, tonik, yara iyileĢtirici etkilere sahiptir. Origanum günlük 

hayatımızda önemli bir rol oynamakta ve özel tadından dolayı birçok yiyeceklerde baharat 

olarak kullanılmaktadır. Ayrıca Origanum‟lardan elde edilen kekik suyu astım ve kronik 

bronĢit gibi hastalıklarda, zayıflamada, yüksek tansiyonda, Ģeker hastalığında, parazit 

dökmede ve kan dolaĢımını uyarmada kullanılmaktadır (Bernath; 1996; Kitiki, 1996; Sarı 

vd., 2002). Origanum cinsine ait türlerin kimyasal bileĢenleri ile ilgili olarak yapılan 

çalıĢmaların çoğu uçucu yağ bileĢenleri karvakol, timol, γ- terpinen gibi bileĢiklere 

yöneliktir (Bernath; 1996, Alves-Pereira ve Fernandes –Ferreira, 1998; Socorro vd., 1998). 

Ayrıca güzel görünümden dolayı Origanum türlerinin estetik amaçlı plantasyonlarda 

kullanılabilmeleri de söz konusudur (Kokkini, 1996).   

Türkiye‟de kekik olarak en fazla Origanum türlerine ait bitkiler toplanır. Origanum 

türleri arasında özellikle Ege, Akdeniz ve Güney Doğu Anadolu bölgelerinde yayılıĢ 

gösteren Ġzmir kekiği (O. onites), Ġstanbul kekiği (O. vulgare ssp. hirtum), Sütçüler kekiği 
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(O. minutiflorum), Alanya kekiği (O. majorana, syn. O.dubium) ve Suriye kekiği (O. 

syriacum var. bevanii) ticari olarak büyük önem taĢır (BaĢer vd., 1993; Baydar, 2007; 

Baydar vd., 2009). 

 

1.4. Doku Kültürü 

 

Biyoteknolojinin kullanımı çok eski zamanlara uzanmaktadır. Ġlk kez Sümerler 

tarafından bira ve ekmek yapımında mayaların kullanılmasıyla baĢladığı bilinmektedir. 

(Krishna ve Reddy, 2005). Biyoteknoloji tanım olarak kısaca canlı organizmaların belirli 

amaçlar doğrultusunda teknolojide kullanılması anlamına gelmektedir. Günümüzde 

biyoteknoloji; mikroorganizma, hücre, doku, organ vb. biyolojik yapıların insan yararına 

değiĢtirilmesi, kullanılması ve çoğaltılması üzerine çalıĢan bilim dalı olarak da 

tanımlanabilir. Biyoteknoloji, ekonomik öneme sahip bitki, hayvan ve 

mikroorganizmaların ıslahında değiĢtirilerek kullanılan bilimsel teknikler Ģeklinde de 

tanımlanabilmektedir (Persley vd., 1999).  

Bitki doku kültürü teknikleri uygulama alanları bitki biyoteknolojisi çalıĢmalarının 

da önemli bir bölümünü oluĢturmaktadırlar. İn vitro‟da, birçok otsu ve odunsu bitki türü 

kültüre alınabilir ve bu bitki kültürlerinin bilimsel uygulamaların yanında ticari 

uygulamaları da yapılabilmektedir (Babaoğlu vd., 2001).  

Bitki doku kültürü; steril Ģartlarda, yapay bir besin ortamında, bütün bir bitki, hücre 

(meristematik hücreler, süspansiyon veya kallus hücreleri), doku (çeĢitli bitki 

kısımları=eksplant) veya organ (kök vb.) gibi bitki kısımlarından yeni doku, bitki veya 

bitkisel ürünlerin (metabolitler gibi) üretilmesidir. Yeni çeĢit geliĢtirmek ve mevcut 

çeĢitlerde genetik çeĢitlilik oluĢturmak doku kültürünün temel amaçları arasında sayılabilir. 

Bu nedenle bitki doku kültürleri genetiksel iyileĢtirme çalıĢmalarında önemli bir rol 

oynamaktadır. Ayrıca kaybolmakta olan türlerin korunmasında ve çoğaltılması zor olan 

türlerin üretiminde  rutin olarak uygulanmaktadır (Babaoğlu vd., 2001).  

Bitki doku kültürü, bitki besin elementleri, vitaminler, su, katılaĢtırıcı ve gerekli 

durumlarda bitki büyüme düzenleyicileri eklenen ağzı kapalı ıĢık geçirebilen steril 

kaplarda, sterilize edilmiĢ bitki materyalinin, steril kabin altında bu kaplara yerleĢtirilerek 

yetiĢtirilmesi iĢlemidir. Doku kültürü yöntemi steril koĢullarda, sürekli ve aynı 

genetikyapıya sahip bitkilerin üretimidir (Ahloowalia vd., 2002). 
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Tüm doku kültürlerinin baĢlangıç noktası eksplant denen bitki dokularıdır. Doku 

kültürü bitkilerin kök, gövde, petiyol, yaprak veya çiçek parçalarından olabilmekte ve 

baĢarı oranı türlere göre değiĢmektedir. Önemli olan eksplant olacak bitki parçası 

yüzeyinin tüm mikrobiyal kontaminasyonlardan arındırılmasıdır. Bitki hücrelerinde 

bölünme bakteri ve mantarlara kıyasla daha yavaĢ olmaktadır (Collin ve Edwards,1998). 

Yüksek oranda baĢarı için eksplantın hızlı hücre bölünmesine sahip iyi geliĢen ve sağlıklı 

bitkilerden alınması gereklidir. Olgun ve yüksek oranda organize olmuĢ dokuların 

embriyogenesis kapasiteleri son derece düĢük olmaktadır. Eksplant alınacak olan bitkilerin 

yetiĢtirme Ģartlarıda embriyogenesisin baĢarısında önemli rol oynamaktadır. IĢık, nem, 

toprağın besin durumu ve mevsimsel faktörler etkili olmaktadır (Warren, 1991).  

Doku kültüründe fizyolojik aĢama, bitkinin doku kültürüne baĢlandığında cevap 

verecek yeteneğe sahip olmasıdır. Kaynak bitki sağlıklı olmalı ve açıkça görülebilecek 

çürüme veya hastalık belirtilerinden uzak olmalıdır. Eksplant denen bitki, doku kültürü 

çalıĢmaları dolayısıyla dikkatle seçilmelidir. Daha genç olan dokular, daha aktif bölünürler 

ve kallus oluĢturma yeteneği daha yüksektir. Hücreler aktif olarak bölünebilir olmalıdır ve 

dormansi periyoduna girme eğiliminde olmamalıdır (Collin ve Edwards, 1998).  

Kültürü baĢlatmak ve kültürdeki bitki hücrelerini uzun süre korumak için veya 

kültüre edilmiĢ hücrelerden tam bitkileri rejenere etmek için gereken koĢullar her bitki türü 

için farklıdır. Bir türün her varyetesi için de bireysel olarak belirlenmiĢ kültürel 

gereksinimler farklı olacaktır. Yirminci yüzyılda, bitki doku kültürü hakkında edinilen tüm 

bilgilere rağmen, her bir varyete için denemeler yapılarak, kültür koĢullarının doğru olarak 

tanımlanması gerektiği belirtilmiĢtir (Collin ve Edwards, 1998).  

Doku kültürünün geliĢimi için eksplant steril bir besiyerinde inkübe edilmelidir. 

Besiyerinin bileĢimi bitki hücrelerini güçlendirecek, hücre bölünmesini uyaracak ya da 

bireysel bitki organlarının geliĢmesini sağlayacak Ģekilde ayarlanmalıdır. Oksin ve 

sitokinin gibi büyüme düzenleyicilerinin besiyerindeki yoğunluğu, doku kültürünün 

oluĢumunu baĢlatıp baĢlatmayacağını ve sonradan nasıl geliĢeceğini belirlemek için kritik 

bir değer olarak görünmektedir (Collin ve Edwards, 1998). 

Doku kültüründe en yaygın ve etkili olarak kullanılan yöntem meristem kültürüdür. 

Meristem kültürü, bitkilerin büyüme konileri bulunan koltuk altı ya da tepe sürgünlerinin 

eksplant olarak kullanılarak yapıldığı çoğaltım tekniğidir (Turhan, 1997). Bitkisel üretimde 

meristem kültürü yönteminin kullanılmasının diğer yöntemlerden üstün yanı somoklonal 

varyasyon riskinin daha az olması yanında daha kolay ve ucuz bir yöntem olmasıdır. Organ 
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kültürü, bitkiden elde edilmek istenen etken maddenin yoğun olduğu kök, sürgün gibi 

organların, bitki büyüme düzenleyicileri yardımıyla diğer organlar olmadan, üretildiği 

doku kültürü yöntemidir. Organ kültürü ile metabolit üretimine en fazla üzerinde durulan 

örnek genetik stabilite ve yüksek üreme katsayısına sahip olması nedeniyle; kök 

oluĢumuna neden olan Agrobacterium rhizogenes bakterisi yardımıyla olanıdır (Giri ve 

Narasu, 2000).  

Ġlk topraksız üretim Ģekli olan hidrofonikler (sulu çözeltiler içinde bitkilerin 

topraksız ortamlarda yetiĢtirilmesi), tüm bir bitkinin laboratuarda tam olarak formüle 

edilmiĢ besin ortamlarında yetiĢtirilebilmesi düĢüncesini ve daha sonra da bitki 

organlarının benzer Ģekilde kültüre alınabilmesi fikrini doğurmuĢtur. Bu yolda en önemli 

adımlardan birisi besin ortamlarının geliĢtirilmesi ve tamamen steril Ģartlarda doku 

kültüründe kullanılmasıdır. Ayrıca zaman içinde çalıĢmaların organ ve doku gibi daha 

büyük parçalardan tek hücre kültürüne doğru yöneldiği görülmektedir. Bunun sonucunda, 

1983 yılında bitkilere ilk gen transferi gerçekleĢmiĢtir. Bu transferin gerçekleĢtirilmesinde 

doku kültürünün kullanılması gerekli olmuĢtur. Günümüzde bitki doku kültürleri bir çok 

alanda uygulanmaktadır (Babaoğlu vd., 2001). 

 

1.5. Mikroçoğaltım 

 

Mikroçoğaltım; organize meristemlerden, henüz olgunlaĢmamıĢ veya olgunlaĢmasını 

tamamlamıĢ somatik hücrelerden direkt (organogenesis veya somatik embriyogenesis) 

veya indirekt (kallus, protoplast vb.) yollarla bitkilerin çoğaltılması ve köklendirilmesi 

iĢlemine genel olarak mikroçoğaltım denilmektedir. Eğer bitkilerin uygun besin maddeleri 

ihtiyaçları, hormon ve kültür istekleri yeterince biliniyorsa, mikroçoğaltım tekniği 

kullanılarak tüm bitki türlerinin üretilmesi mümkündür (Hartman ve Kester, 1975). 

ABD'de doku kültürünün ticari uygulaması 1970'de baĢlamıĢ (orkidelerde ve süs 

bitkilerinde) ve bu yolla elde edilen ürünlerin pazar değeri bu gün yılda 15 milyar dolara 

ulaĢmıĢtır. Daha az sürgün elde edilmesine rağmen uç ve yan meristemlerden kitle 

çoğaltım ticari olarak diğerlerinden daha fazla kullanılan bir metottur (Brown ve Thorpe, 

1995).  

Mikroçoğaltım bitki yetiĢtiriciliği ve genetiği yönünden önemli avantajlar 

sağlamaktadır. Bu avantajlar; hastalık ve zararlılardan arındırılmıĢ bitkisel materyal elde 

edilmesi, kitlesel üretimde üretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik (homojenite) 
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olması, alıĢılagelen yöntemlerden daha kısa kültür süresine ihtiyaç duyulması, zor üretilen 

türlerin daha kolay üretimi, seçilen belirli üstün genotiplerin hızlı üretimi, üretimde daha az 

verici (donör) kullanılması gibi yararları ve somoklonal varyasyonlardan dolayı yeni 

çesitlerin elde edilmesi Ģeklinde sıralanabilir. Ayrıca kısa sürede fazla bitkinin elde 

edilebilmesi de diğer bir avantajdır (Mansuroglu ve Gürel, 2001).  

BaĢarılı bir mikroçoğaltım 5 aĢamada geçekleĢmektedir; 1) hazırlık aĢaması, 2) 

kültür baĢlangıç aĢaması, 3) sürgün çoğaltım aĢaması, 4) sürgünlerin köklendirilmesi ve 5) 

bitkilerin dıĢ ortam koĢullarına alıĢtırılması (Debergh ve Read, 1993). 

Hazırlık aĢaması, esas olarak bulaĢma problemlerinin en aza indirilmesi amacıyla 

verici (donör) bitkinin hijyenik koĢullarda yetiĢtirilmesini kapsamaktadır. BulaĢmayı 

önlemek için doku kültürünün ilk aĢaması sayılan sterilizasyon üzerinde önemle durmak 

gerekmektedir. Ortamdan ve eksplantlardan gelebilecek bulaĢmayı önlemek için çok iyi bir 

sterilizasyon prosedürü oluĢturulmalıdır (Hu ve Wang, 1983). Verici (donör) bitkinin 

vejetatif geliĢme evresinde olması mikroçoğaltımda baĢarıyı etkileyen etkenlerden bir 

diğeridir. Kültür için sürgün geliĢiminin hızlı olduğu ve aktif büyümenin bulunduğu 

dönemler seçilmelidir. Mikroçoğaltımın baĢarısı eksplantların alındığı verici (donör) 

bitkinin genotipi, sağlık durumu ve yetiĢme koĢulları (beslenme, ıĢık, sıcaklık, bitki 

büyüme düzenleyicilerinin uygulanması, yetiĢme mevsimi ile doğrudan iliĢkilidir. 

Kültür baĢlangıç aĢaması, eksplant seçimi ve sterilizasyonu, kültür ortamlarının 

seçimi ve kültürün yürütüleceği çevresel koĢulların belirlendiği aĢamadır. 

Mikroçoğaltımda çoğunlukla eksplant olarak tepe (apikal) ve koltuk altı (aksiller) 

tomurcukları seçilmekle birlikte, farklı organlar da eksplant olarak kullanılmaktadır. 

Örneğin, 2-3 mm büyüklüğündeki kök parçaları (Huang ve Chu, 1987), sürgün ucu 

(Mariska vd., 1991), yaprak, yaprak sapı ve çiçek sapı parçaları (Chu ve Huang, 1983; 

Schwenkel ve Grunewaldt, 1988), rizomların terminal ve lateral uçları (Pierik vd., 1988), 

yaprak ve gövde eksplantları (Nakano vd., 1999), soğan pulları ve yaprakları (Pelkonnen 

ve Kauppi, 1999; Tıpırdamaz vd., 1999; Çakırlar vd., 2000; Tıpırdamaz, 2003) baĢarıyla 

kullanılmıĢtır. 

AraĢtırıcılar, sürgün büyüklüğünün de önemli olduğunu ve sürgün ucundan alınan 

eksplantın virüssüz olacak kadar büyük, rejenerasyon yeteneğini yitirmeyecek kadar küçük 

olması gerektiğini vurgulamaktadırlar. Terminal tomurcuk içeren çelikler ve bütün 

tomurcuk, 0,5-1 mm‟lik sürgün uçlarına nazaran daha yüksek oranda kontamine 
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olmaktadır. Küçük sürgün ucu eksplantlar düĢük canlılık oranına ve baĢlangıçta yavaĢ 

geliĢme özelliğine sahip olmaktadır  (Bhojwani ve Razdan, 1983). 

Mikroçoğaltımda kullanılan eksplantlar aseptik koĢullara konulmadan önce tam 

anlamıyla sterilize edilmelidir. Sterilizasyon yöntemleri verici (donör) bitkinin yetiĢtiği 

ortamın özelliklerine ve eksplantın alındığı organa göre farklılık göstermektedir. 

Kullanılacak dezenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve uygulama süresi 

sterilizasyonun baĢarısını etkilemekte ve bitki türüne göre değiĢmektedir. Ayrıca bitki 

dokularının zarar görmemesine dikkat edilmelidir (Babaoglu vd., 2001). 

Her bitki türü için kullanılan besin ortamları benzer maddeleri içermektedir. Bunlar, 

inorganik maddeler (makro ve mikro elementler), organik maddeler (myo-inositol, 

thiamin-HCl, adenin sülfat, pridoksin-HCl, nikotinik asit), bitki büyüme düzenleyicileri 

(sitokininler, oksinler, gibberellinler) ve Ģeker, agar gibi diğer maddelerdir. Fakat kültür 

amacına ve bitki özelliğine bağlı olarak ortam bileĢimi ve konsantrasyonlarında değiĢiklik 

olabilmektedir (Scholten ve Pierik, 1998).  

Babaoğlu vd., (2001) günümüzde en çok kullanılan yapay besi ortamının, 1962 

yılında Murashige ve Skoog tarafından geliĢtirilen Murashige ve Skoog (MS) ortamı 

olduğunu belirtmiĢlerdir. 1962 yılında yine Murashige ve Skoog tarafından tütün bitkisi 

için geliĢtirilen yüksek tuz içerikli MS ortamının ise özellikle düĢük yoğunluklarda birçok 

bitki türünde köklendirme çalıĢmalarında kullanıldığını rapor etmiĢlerdir. Gamborg-Bazal 

Tuz 5 ortamı (B5) ise, Gamborg tarafından 1968 yılında, soya kallus kültürleri için 

geliĢtirilmiĢ, nitrat azotu yüksek bir ortamdır. Linsmainer ve Skoog (LS) ortamı, 

Linsmainer ve Skoog tarafından 1965 yılında geliĢtirilmiĢtir ve MS ortamının organik 

bileĢikler bakımından farklı bir versiyonudur. 

Kültür odasındaki ıĢık, sıcaklık ve nem gibi çevresel faktörler bitki türlerinin isteğine 

göre değiĢmekle birlikte 18-28 ºC arasında fakat çoğunlukla 23 ºC sıcaklık, 16 saat ıĢık 8 

saat karanlık fotoperyot, genellikle 30 μmol. m-2. sn-1 ıĢık ve çoğunlukla beyaz floresan 

lambalar optimum koĢullardır (Werbrouck ve Debergh, 1994; Mansuroglu ve Gürel, 2001). 

Bitki dokularından organ farklılaĢmasında oksin ve sitokininler önemli rol 

oynamaktadır. Sitokinin/oksin oranının yüksek olması sürgün oluĢumunu, oksin/sitokinin 

oranının yüksek olması kök oluĢumunu, oksin ve sitokinin aynı miktarda kullanılması ise 

kallus oluĢumunu desteklemektedir. 6-benzilaminopürin (6-BA) çok sık kullanılan ve 

genellikle olumlu sonuçlar veren bir sitokinindir. Genel olarak 1-2 mg/L sitokinin çoğu 

sistemde yeterlidir. Yüksek düzeyler, adventif sürgün oluĢumunu arttırma eğilimindedir. 
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Thidiazuron (TDZ) düĢük konsantrasyonlarda (0,05-1,0 mg/L) etkili olduğu için umut 

veren bir sitokinindir. Ġndol-3-asetik asit (IAA) ortamda çok az stabil olduğundan, sentetik 

oksinlerden naftalen asetik asit (NAA) ve indol-3-butirik asit (IBA) tercih edilmektedir. 

Bunların sürgün çoğaltım aĢamasında kullanılan oranları 0,1-1,0 mg/L‟dır. Kallus 

oluĢumunu artırma eğiliminde olan 2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D)‟in kullanımından 

ise kaçınılmaktadır (Werbrouck ve Debergh, 1994). 

Köklendirme aĢaması, tam bir bitki oluĢturmak için sürgünler, sürgün oluĢturma 

ortamından farklı bir hormonal kompozisyona sahip olan yeni bir ortama aktarılmaktadır. 

Sürgünler belli bir uzunluğa eriĢtikten sonra köklenme ortamına alınır. Türlerin çoğunda 

köklenmenin desteklenmesi için NAA ya da IBA (0,1-1,0 mg/L)‟e gereksinim duyulur. 

Makro ve mikro tuzların konsantrasyonu ve uygulama zamanı bu yöntemin baĢarısını 

belirler. Yüksek Ģeker konsantrasyonu (% 3-4) köklenmeyi ve bitkilerin kalitesini artırır. 

Adventif ve aksiller sürgün geliĢimi ortamlarında sitokininin varlığı köklenmeyi 

engellemektedir (Mansuroglu ve Gürel, 2001).  

Somatik embriyogenez çalıĢmaları, bitkilerin klonal hızlı çoğaltımında, sentetik 

tohum üretiminde ve gen aktarım çalıĢmaları gibi önemli alanlarda kullanılmaktadırlar. 

Bununla birlikte, eksplant kaynağı, genotip, bitki büyüme düzenleyicileri, azot kaynağı ve 

çevre Ģartları gibi etmenler somatik embriyogenezi önemli ölçüde etkileyen temel faktörler 

arasındadırlar (Babaoğlu vd., 2001).  

Somatik embriyo oluĢturma frekansı bakımından türler arasında önemli farklılıklar 

gözlendiği gibi, aynı tür içerisindeki farklı genotip ve çeĢitlerin dahi embriyo oluĢturma 

kabiliyetleri farklı olmaktadır (Parrott vd.,1993). Besin ortamına ilave edilen büyüme 

düzenleyicilerden oksinler, somatik embriyo oluĢumunu en fazla etkileyen bileĢiklerdir. 

Embriyogenesis oluĢumunu teĢvik etmek için en fazla kullanılan oksin 2,4-D dir. Bunun 

yanı sıra α-naftalenasetik asit (NAA) gibi oksinler de kullanılmaktadır. Oksinler somatik 

embriyogenesisi teĢvik etmek için kullanılmalarına karĢın, ortamda oksinin sürekli 

bulunması somatik embriyoların geliĢimini engellemektedir (Parrott vd., 1993). 

Bitkilerin dıĢ ortam koĢullarına alıĢtırılması aĢaması; steril koĢullarda, düĢük ıĢık 

yoğunluğunda, yüksek nem içeren ve tüm besin maddelerinin bulunduğu bir ortamda 

geliĢtirilen bitkilerin, daha düĢük nem, daha yüksek ıĢık düzeyi ve steril olmayan koĢullara 

sahip dıĢ ortama aktarılması çok dikkat isteyen bir iĢlem olup, bunun aĢamalı olarak 

yapılması gerekmektedir. İn vitro koĢullarda geliĢen köklenmiĢ bitkicikler dikkatli bir 

Ģekilde dıĢ koĢullara aktarılmalı ve yüksek nem (% 90-100) sağlanmalıdır. AĢamalı olarak 
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saksıların üzerine yerleĢtirilen cam kaplar açılarak hava sirkülasyonu sağlanmalı daha 

sonra seradaki özel alanlarına alınmalıdır (Preece ve Sutter, 1993).  

 

1.6. Bitkilerin Sekonder Metabolitleri 

 

Sekonder metabolitler, bitki hücresinin yapısında bulunan ve devamlılığın 

sağlanmasında temel göreve sahip olan karbonhidrat, lipid, protein ve nükleik asit gibi 

birincil metabolizma ürünlerinden farklılık gösterirler (Briskin, 2000). 

Sekonder metabolitler kimyasal olarak 3 farklı grupta toplanırlar. Bunlar terpenler, 

fenolikler ve alkaloitlerdir (Hartmann, 1996). Fakat organik kimyacılar, 1850‟lerden beri 

yaygın bir Ģekilde bu ürünlerin kimyasal özelliklerini araĢtırmıĢ ve her geçen gün bu yeni 

fitokimyasal ürünlere karĢı gösterdikleri ilgiyi arttırmıĢlardır. Bugünkü çağdaĢ organik 

kimyanın temelini teĢkil eden ayrıĢtırma tekniklerinin geliĢmesi, bu doğal ürünler üzerine 

yapılmakta olan çalıĢmaları da teĢvik etmiĢtir. Bu çalıĢmalar sonucunda sekonder 

metabolitlerin bitki bünyesindeki önemli ekolojik iĢlevi de yavaĢ yavaĢ aydınlatılmaya 

baĢlanmıĢ ve bu kimyasalların bitkinin çevresiyle olan etkileĢiminde oldukça önemli rolleri 

olduğu saptanmıĢtır. Gelinen son noktada, sekonder metabolitlerin bitkiyi herbivor ve 

patojen saldırılarına karĢı koruduğu, allelopatide aktif rol oynadığı ve polinatörleri cezp 

etmede önemli iĢlevlere sahip olduğu bilinmektedir (Babaoğlu, 2002). 

Bitkilerin tedavi amacıyla kullanılması ise ilk uygarlıklara kadar dayanır. Bitkilerde 

elde edilen ilk etken madde 1805‟te Alman Kimyacı Serturmer tarafından afyon 

bitkisinden izole edilen morfindir. Bunu 1820‟de kınakınanın kabuklarından kinin, 

1868‟de yüksük otu (Digitalis) yapraklarından kalp yetmezliği tedavisinde kullanılan 

digitalin ve 1890‟da söğüt dalı kabuğundan asetilsalisilik asitin izolasyonu takip etmiĢtir. 

Daha sonraları doğal ilaçların sentetik türevleri sentezlenerek insanların hizmetine 

sunulmuĢtur. Bazı doğal ilaçların laboratuarda sentezi pahalı bir iĢlem olduğu için hala 

bitkisel droglardan elde edilmektedir. Sentetik olarak elde edilen ilaçların istenmeyen yan 

etkilerinin olması, insanları tekrar doğal kaynaklı ilaçları kullanmaya yönlendirmiĢtir. 

Bitkisel drogların tedavide kullanılmasının baĢka bir üstünlüğü birkaç etkiye birden sahip 

olmalarıdır. Oysa sentetik ilaçlar sadece tek etkiye sahiptirler. Bu amaçla yeni doğal ilaç 

ham maddeleri bulmak üzere bitkiler üzerinde yapılan araĢtırmalar gün geçtikçe 

artmaktadır (Baytop, 1984). Son yıllarda bitkiler kullanılarak gerçekleĢtirilen geleneksel 
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tedavi yöntemlerine adeta bir geri dönüĢ yaĢanmıĢ ve bu alan oldukça popüler hale 

gelmiĢtir (Cowan, 1999). Bitkisel ilaçlara yönelmenin baĢlıca nedenleri: 

 Yeterli düzeyde kimya endüstrileri geliĢmemiĢ, kalkınma yolundaki ülkelerin, 

bitkilerden yararlanarak kolay ve ucuz bir tedavi olanağı elde etmeleri, 

 Tedavi alanına sokulan yeni sentetik bileĢiklerin bazılarında görülen tehlikeli yan 

etkiler (bitkisel droglar çok uzun zamandan beri kullanıldıkları için yan etkileri çok iyi 

bilinmektedir), 

 Bazı ilaç etken maddelerinin, bitkisel drogların sentetik olanlardan daha ucuz ve 

daha kolaylıkla elde edilebilmeleri, 

 Bitkisel drogların birkaç etkiye birden sahip olmaları, buna karĢın sentetik 

bileĢiklerin ise genellikle tek bir etkiye sahip olmaları, 

 Bazı sentetik ilaçların (antibiyotikler gibi) yan etkilerini önleyebilmek için diğer 

bazı ilaçlarla birlikte kullanılma ihtiyacı göstermeleri (Baytop, 1999). 

Fenolik bileĢikler adı verilen kimyasallar bitkilerin ürettiği ve esasen patojen, böcek 

ve herbivor saldırılarına karĢı savunma amaçlı üretilen ürünlerdir (Taiz ve Zeiger, 2002). 

Fenolik bileĢikler fenilalanin aminoasitinden türetilen sekonder metabolitlerin büyük bir 

grubunu oluĢturur (Mann, 1987; Harborne, 1994). Bir bitkinin fenolik bileĢimi genellikle 

bitki türlerine özgüdür ve büyüme iklimiyle değiĢebilir. Ġnsan tüketimi için bir bitkinin 

potansiyeli değerlendirilirken bu tür bileĢiklerin potansiyel antioksidan aktiviteleri ve 

fenolik bileĢimlerine bakılır (Manach vd., 2004). Bitkilerde 8.000'den fazla fenolik bileĢik 

bulunur (Wrolstad, 2005). 

 

 

 

 

 

 

                                                ġekil 1. Fenolik bileĢiklerin halkasal yapısı 

 

Fenolik bileĢiklerin, üretildikleri bitkilerde iki ana iĢlevi vardır. Bunlar fenolik 

asitlerde olduğu gibi patojen, böcek ve herbivor saldırısına karĢı korunma ve flavonoitlerde 

olduğu gibi özellikle polen dağılımını sağlamak için çekicilik görevleridir. Bunların yanı 

sıra lignin de üç ayrı fenilpropanoit alkolden yani koniferil, kumaril ve sinapil alkollerden 
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kökenlenen bir fenolik polimerdir. Bitkilerdeki en önemli yapısal destek maddesidir. 

Lignin, hem yerçekimine karĢı büyümeyi hem de topraktan su ve suda erimiĢ minerallerin 

bitkinin üst kısımlarına iletilmesini sağlar (Taiz veZeiger, 2002).  

Bitki kökenli fenolik bileĢikler, bulundukları bitkilerden beslenebilecek diğer canlılar 

(böcekler, memeliler ve diğer herbivorlar) için caydırıcı etkilerde bulunurlar. Tanenler 

bunların en tipik örneğidir. Ġlginç olanı, insanların tadı yeterince buruk olan, elma, 

böğürtlen ve kırmızı Ģarap gibi tanen içeren yiyecekleri çoğu kez tercih etmeleridir. Son 

zamanlarda, kırmızı Ģaraptaki polifenollerin (tanenlerin) kan damarlarını daraltan bir sinyal 

molekül olan endotelin-1‟in oluĢumunu engellediği gösterilmiĢtir (Corder vd.,2001). ġarap 

tanenlerinin bu etkisi sıkça sözü edilen kırmızı Ģarabın sağlık açısından yararlarının ve 

özellikle ölçülü kırmızı Ģarap tüketimine bağlı olarak kalp hastalığı riskinde görülen 

azalmanın nedenini açıklayabilir (Taiz veZeiger, 2002).  

Fenolik bileĢikler özütlenme sırasında filtre edilerek doğrudan ters faz HPLC 

kolonuna uygulanabilir veya jel kromotografik tekniklerle bir ön fraksiyonlama, sıvı-sıvı 

ekstraksiyonu veya katı faz ekstraksiyonu uygulanabilir. Tek kullanımlılık C18 kartuĢları 

kullanılabilir. Katı faz ekstraksiyonu fenolik asitler ve flavonoidlerin fraksiyonlanması ve 

temizlenmesi için tercih edilmektedir. Elüsyon sistemleri genellikle ikili sulu 

asitlendirilmiĢ polar çözücülerdir: Sulu asetik asit, formik asit, perklorik asit veya fosforik 

asit iken ikinci çözücü sistemi metanol veya asetonitril gibi daha az polar organik 

çözücülerdir. Termostatik olarak kolonlar kontrol edilmekte ve sıcaklık oda sıcaklığının 

biraz üzerinde tutulmalıdır. Genellikle 1 ile 100 ml‟lik örnek çözeltileri enjekte 

edilmektedir (Robbins, 2003).  

Bitkiler çeĢitli mekanik etkiler sonucunda kendilerine has bir koku verirler. Bu koku, 

bitkideki etkili maddenin hava ile teması sonucunda oluĢur ve uçucu karakterdedir (Koç, 

1999). Baharatlara özelliğini veren, baĢta aromayı sağlayan uçucu (uçucu yağlar gibi) 

bileĢikler ile uçucu olmayan tat (alkaloitler gibi) ve renk (karotenoitler gibi) maddeleridir. 

Diğer tarım ürünleri ve gıdalarda olduğu gibi baharatlar da çok sayıda kimyasal bileĢik 

içerir. Baharatların genel bileĢimi baĢta iklim ve yetiĢtirilme Ģartları olmak üzere birçok 

etkene göre farklılık gösterir (Akgül, 1993). 

Uçucu, aromatik yada eterik yağ oda sıcaklığında sıvı, bazen donabilen, 

buharlaĢtığında damlatıldığı kağıt üzerinde leke bırakan ve bitkilerden su buharı veya su 

distilasyonu ile elde edilen, kokulu karıĢım olarak tanımlanabilir (Tanker, vd., 1990). 

Uçucu yağlar, bitkinin belirli organlarında veya bitkinin tüm organlarında 
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bulunabilmektedir (Ceylan, 1997). Bilhassa çiçek veya meyvalarda bulunsalarda diğer 

organlarda da sık sık rastlanır. Uçucu yağlar su buharı distilasyonu, organik çözücülerle 

tüketme veya sıkma yoluyla elde edilirler (Baytop, 1999). Anfloranj yöntemi de uçucu yağ 

elde etmede kullanılmaktadır (Ceylan, 1997).   

Uçucu yağların etkileri, insan vücudunda (Spencer vd., 2004, Williams vd., 2004), 

yiyeceklerde (Zandi vd., 2000), kozmetik ve eczacılıkta (Moure vd., 2001) yapılan 

araĢtırmalarda da değerlendirilmiĢtir. Son yıllarda bitkilerin tıbbi olarak kullanımına olan 

ilgi artmıĢtır. Bitkilerin çok yönlü kullanılabilmesi sebebi ile elde edilen ilaçların biyolojik 

etkisini incelemek bir amaç haline gelmiĢtir (Evans, 1996).  

Uçucu yağların ve türevlerinin antimikrobiyal etkileri uzun zamandır kabul 

edilmektedir (Shelef, 1983; Nychas, 1995; Özcan, 1998). Baharatların ve uçucu yağlarının 

antimikrobiyal, antifungal ve antioksidan etkilerini incelenmek amacıyla pek çok deneyler 

yapılmaktadır (Madsen vd., 1995). 

Uçucu yağlar, farklı bileĢenleri içeren kompleks karıĢımlar olduklarından biyolojik 

etkileri yönünden de farklılık göstermektedir. Etki dereceleri içerdikleri etken maddenin 

özelliğine bağlı olarak değiĢiklik gösteren pek çok uçucu yağın, antimikrobiyal özelliğe 

sahip olduğu belirtilmektedir (Bağcı ve Dığrak, 1997).  

Bugün doğada yetiĢen 300‟e yakın bitki familyasından yaklasık 1/3‟ü uçucu yağ 

içermektedir (Ceylan, 1997). Lamiaceae familyasına ait bitkilerdeki uçucu yağlar 

(Origanum, Thymus, Ocimum, Mentha, Rosmarinus, Sideritis, Salvia) bazı mayalar ve 

bakterilerin geliĢimlerini engeller ve bu özelliklerinden dolayı yiyeceklerin doğal 

koruyucusu konumundadırlar (Conner vd., 1984, Quattara, 1997). 

Baharat ve uçucu yağlar; hazır yiyecek ürünlerine ilave edildiğinde gösterdikleri 

antimikrobiyal etki ile yiyeceklerin depolanma süresini arttırmaktadır (Farag vd., 1989). 

Bakteri ve küflere karĢı antimikrobiyal etki gösteren uçucu yağlar mercanköĢk, kekik, 

adaçayı, biberiye, karanfil, çörekotu, sarımsak ve soğana aittir (Nychas, 1995). Maya ve 

mantarların inhibe olmasını sağlayan yağların özellikle fenol, aldehit ve alkoller 

bakımından zengin olması gerekmektedir (Bruni vd., 2003).  

Tıbbi ve aromatik bitkilerden elde edilen uçucu yağların sentetik yolla elde edilenlere 

nazaran etkisinin çok yönlü olması, çevre ve insan sağlığına zararlı etkilerinin olmaması, 

ilaç sanayi yanında, gıda ve meĢrubat, parfüm ve kozmetik endüstrisi ile aromaterapi gibi 

pek çok alanlarda kullanılması nedeniyle, dünyada her geçen yıl tüketimi artmakta, buna 

paralel olarak ülkemiz ekonomisinde de geliĢmekte olan bir sektör olarak varlığını 
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sürdürmektedir. Türkiye uçucu yağ içeren bitkiler bakımından oldukça zengin bir floraya 

sahiptir ve yüzlerce farklı uçucu yağ bitkisi doğal olarak yetiĢmektedir (Öztürk vd., 2009). 

 

1.7. Origanum minutiflorum Hakkında Botanik Bilgiler 

 

35 cm‟e kadar uzanabilen çok yıllık yarıçalıdır. Ġnce tüylüdür. Her gövde de 4‟er cm 

lik 10 çift dal bulunur. Yapraklar saplı ya da sapsızdır (yaprak sapı 6 mm kadardır). 

Yapraklar ovat veya eliptiktir ve yaklaĢık 3-16 x 1-12mm keskin sivri uçludur. Ġğneler 

yaklaĢık 2-8x3 mm. Brakteler ovat ya da eliptik, 1-3 x 0,5-1,5 mm, nerdeyse küt uçlu. 

Kaliks yaklaĢık 2 mm, üst dudak loblu veya boyunun yaklaĢık 2/5‟i kadar olabilen geniĢçe 

üçgen diĢli; alt dudak aĢağı yukarı üst dudak kadar uzun. GeniĢçe üçgen diĢten 

oluĢmaktadır. Korolla beyaz renkli, 2,5 - 4 mm. Tohumlar fındıksı, yumurta biçimli, küçük 

1 mm, düz ve kahverengi renklidir. Kayalık kireçli yamaçalarda 1500-1800m‟de yayılıĢ 

gösterir. Endemik, Doğu Akdeniz elemanıdır (Davis vd., 1982). Bitki 4 farklı geliĢim 

dönemi göstermektedir. Bunlar: 

1. Dönem: Çiçeklenme öncesi dönem (Mayıs-Haziran), 2. Dönem: Çiçeklenme dönemi 

(Temmuz-Ağustos), 3. Dönem: Tohum dönemi (Eylül-Ekim), 4. Dönem: Tohum sonrası 

Dönem (Kasım-Aralık) 

         Dünya kekik pazarında ˝Sütçüler kekiği˝ ve ˝Tota kekiği˝ olarak da bilinen yayla 

kekiği (O. minutiflorum O. Schwarz et. H. Davis) ülkemizde sadece Isparta ilinin Sütçüler 

yöresinde yayılıĢ gösteren, yabani olarak yoğun bir Ģekilde toplanarak ihraç edilen 

endemik bir türdür. Kontrolsüz ve aĢırı toplanması nedeniyle yoğunluğu her geçen yıl 

azalmaya baĢlayan bu tür, Türkiye‟de geleceği tehdit altında olan ve acil olarak koruması 

gereken ilk 10 tür arasında gösterilmektedir (Özhatay vd., (1997). O. minutiflorum’un 

yöresel isimleri; Sütçüler -Isparta yöresinde EĢek kekiği, Antalya yöresinde Tota kekiği 

veya Yayla kekiğidir (Baytop, 1997). Sütçüler kekiği adıyla da bilinen türün çiçekli dal ve 

yaprakları, halk arasında baharat, soğuk algınlığı, boğaz enfeksiyonları, nefes açıcı, olarak 

kullanılmaktadır (Büyükgebiz, 2006). 
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                ġekil 2. O. minutiflorum’un genel görünüĢü(URL-1) 

 

1.8. Amaç 

 

Bu çalıĢmada ülkemizde endemik olarak doğal koĢullarda yetiĢen ve ekonomik 

değeri olan O. minutiflorum türünün kültüre alınması, in vitro koĢullarda üretilmesi ve 

etkin bir üretime olanak sağlayacak optimal koĢulların belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Bu 

bitkilerin kültüre alınması ile doğadan toplanması sonucunda meydana gelebilecek tahribat 

engellenebileceği gibi aynı zamanda toplama sonucu gözlenen olumsuzluklar (yabancı 

madde karıĢması, ürünün saflığının bozulması, yanlıĢlıkla baĢka bitki toplanması vb.) 

ortadan kalkacaktır. 

Ayrıca O. minutiflorum’un tohumları çok küçük ve çimlenmeleri çok yavaĢ 

olduğundan direkt tarlaya ekimde bazı güçlükler bulunmaktadır. Bu nedenle pek 

önerilmemektedir. Tohumların önce özel hazırlanmıĢ fideliklere ekilmesi, buradan elde 

edilecek fidelerin tarlaya aktarılması en çok uygulanan ve önerilen yöntemdir. Bu 

sebeplerden dolayı bu türün kültüre alınması sağlanmıĢtır. 

 

 



 

 

2. YAPILAN ÇALIġMALAR 

 

2.1. Bitki Materyali 

 

Materyal olarak O. minutiflorum türü için ticari tohum alınmıĢ ve kullanılmıĢtır. 

 

2.2. Metod 

 

AraĢtırmada O. minutiflorum türüne ait tohumların yüzey sterizasyonları farklı 

yöntemler kullanılarak yapılmıĢtır. Steril tohumlar MS ve B5 besi ortamları ve bu 

ortamların çeĢitli besin, sukroz ve agar deriĢimlerini içeren ortamlarda kültüre alınıp 

çimlenme ortamları tespit edilmiĢtir. Steril tohumlar farklı hormon kombinasyonlarına 

sahip MS ortamlarında kültüre alınmıĢtır. Besin ortamlarının hazırlanması, tohumların 

sterilzasyonu, çimlendirilmesi ve eksplantların kültüre alınması ile ilgili yöntemler aĢağıda 

ayrıntılı bir Ģekilde sunulmuĢtur. 

 

2.2.1 Kültür Ortamının Hazırlanmasında Kullanılan Besin Ortamları 

 

Çimlenme denemeleri için Gamborg‟un B5 (Gamborg vd., 1968) ortamının çeĢitli 

besin, sukroz (sakaroz) ve agar deriĢimleri ve yine MS‟in (Murashige ve Skoog, 1962) 

çeĢitli besin, sukroz  ve agar deriĢimlerini içeren ortamlar kullanılmıĢtır. Sürgün oluĢumu, 

geliĢimi ve kallus oluĢumu çalıĢmaları için bitki büyüme düzenleyicilerin farklı 

kombinasyonlarını içeren MS ortamları denenmiĢtir. MS ve B5 temel besin ortamlarının 

içerdikleri kimyasalları ve bu kimyasalların miktarları Tablo 1‟de verilmiĢtir. 
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 Tablo 1. ÇalıĢmada kullanılan temel besi ortamı içerikleri (mg/L) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.2. Kültür Ortamına Ġlave Edilen Bitki Büyüme Düzenleyicileri 

 

2.2.2.1. Oksinler     

 

YetiĢtirilen fideciklerin çoğaltılmasını, kök geliĢimini, kallus oluĢumunu teĢvik 

etmek amacı ile MS ortamlarında indol-3-bütirik asit (IBA), sitokininlerle birlikte 

kullanılmıĢtır. Kallus oluĢturmak için 1 mg/L ve 2 mg/L IBA kullanılırken; sürgün 

oluĢumunda 0,1 mg/L ve 0,5 mg/L IBA kullanılmıĢtır. 
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 2.2.2.2. Sitokininler 

 

Çimlendirilen tohumlardan oluĢan fideciklerin sürgün/kök geliĢimini, kallus 

geliĢimini teĢvik etmek amacı ile MS, ortamına 6-Benzilaminopürin (6-BA veya BAP), 

Zeatin, TDZ (Thidiazuron), Kinetin (6-Furfurilaminopürin) gibi bitki büyüme 

düzenleyicileri farklı konsantrasyonlarda ilave edilerek kullanılmıĢtır. Kallus oluĢumunu 

teĢvik etmek amacıyla 1 mg/L ve 2 mg/L Kinetin kullanılmıĢtır. Sürgün oluĢumunu teĢvik 

etmek için; 0,5 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L Zeatin, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L TDZ, 0,5 mg/L, 1 

mg/L, 2 mg/L 6-BA IBA ile birlikte kullanılmıĢtır. Kallus oluĢumunu teĢvik etmek için 1 

mg/L ve 2 mg/L Kinetin kullanılmıĢtır. 

 

2.3. Tohumların Canlılık Testi 

 

2, 3, 5-Trifenil Tetrazolyum Klorit (TTC-Sigma) bileĢiği kullanılarak yapılan canlılık 

testi Tetrazolyum Testi (TZ testi) olarak bilinir. TZ testi kullanıĢlı ve güvenilir bir testtir. 

TZ testinin mekanizması, canlı dokuyla olan kimyasal tepkimeye bağlı olarak 

açıklanmaktadır. TTC bileĢiği deiyonize su (dH2O) ile çözelti oluĢturduğunda renksiz bir 

halde bulunmaktadır, canlı dokularda bulunan dehidrojenaz enzimiyle tepkimeye 

girdiğinde ise formazan bileĢiğine dönüĢür (ġekil 3). Bu bileĢikten dolayı canlı doku 

üzerinde kırmızı bir renk oluĢmaktadır. Renk oluĢuma bağlı olarak uygulama yapılan 

dokunun canlı ya da cansız olduğu varsayılır (Patıl ve Malavika, 1968).  

 

 

 

 

 

 

 

 

                   ġekil 3. Tetrazolyum bileĢiğinin dehidrojenaz enzimiyle girdiği kimyasal 

                                tepkime 
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O. minutiflorum‟un tohumları iki farklı muameleden sonra; 1) Hidrojen peroksit 

(H2O2) ile sterilizasyondan sonra, 2) herhangi bir uygulama yapmadan doğal halleriyle, 

TTC bileĢiği ile canlılıkları test edilmiĢtir.  

Toz halde bulunan TTC bileĢiğinden 1 g alınarak 100 mL deiyonize su (dH2O) ile bir 

çözelti hazırlanmıĢtır. Ġki ayrı gruba ayrılan O. minutiflorum tohumları; a) H2O2 bileĢiğiyle 

steril edilen tohumlar 25‟erli 4 gruba (25*4=100 tohum), b) tohumlar doğal halleriyle 

alınarak 25‟erli 4 gruba (25*4=100 tohum) ayrılmıĢtır. Her iki Ģekilde ayrılan tohumlar bir 

petri kabına koyulmuĢtur. Daha önce hazırlanan TTC bileĢiğinden bir miktar alınıp 

tohumlar kapanıncaya kadar eklenmiĢtir. Tohumlar bu bileĢikte karanlık bir ortamda oda 

sıcaklığında 24 saat bekletilmiĢtir. Petri kabı içindeki tohumlar mikroskop (binoküler) 

altında bistürü yardımıyla tek tek açılarak renk değiĢimi gözlenmiĢtir.   

 

2.4. Kültür Ortamının Hazırlanması 

 

ÇalıĢmamızda MS ve B5 besin ortamları kullanılmıĢtır. Makro, mikro besin 

elementleri ve vitaminleri içeren bu ortamlar firma (Sigma) önerisi doğrultusunda sırasıyla 

4,41 g/L, 3,2 g/L tartılıp 1000 mL deiyonize su (dH2O)‟da çözülmüĢtür. KarıĢıma karbon 

kaynağı olarak 20 g/L olacak Ģekilde sukroz ilave edildi ve çözeltinin pH‟sı 1 molar NaOH 

ve 1 normal HCI kullanılarak pH 5,7‟ye ayarlanmıĢtır. Ortamlar 8 g/L agar ilave edilerek 

katılaĢtırılmıĢtır. Bitki büyüme düzenleyicileri otoklavdan önce belirli kombinasyon ve 

konsantrasyonlarda ilave edilmiĢ, ortamlar otoklavda 1 atm basınçta 121 oC‟ ye ulaĢtıktan 

sonra 15 dakika süre ile steril edilmiĢtir. Sterilizasyonu takiben ortamlar steril kabine 

alınmıĢ, önceden hazırlanan steril kültür kaplarına (petriler, erlenler, magenta) belirli 

oranlarda dökülmüĢ ve katılaĢtıktan sonra bu ortamlar kullanılmıĢtır.  

 

2.5. Bitki Tohumlarının Sterilizasyonu 

 

O. minutiflorum bitkisinin tohumlarının sterilizasyonu; gerçek besi ortamlarında, iki 

farklı yöntem kullanılarak, en iyi sonuç veren yöntemden sonra seçilmiĢtir. Bu yöntemler 

aĢağıdaki gibidir.  
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2.5.1.  Sodyum Hipoklorit Çözeltisi Kullanılarak Yapılan Sterilizasyon 

 

Bu sterilizasyon yönteminde Domestos adlı ticari çamaĢır suyu kullanılmıĢtır. 20 mL 

çamaĢır suyuna 80 mL dH2O eklenerek % 20‟lik bir çözelti hazırlanmıĢtır. O. minutiflorum 

tohumları delikli bir eppendorfa alındı. Sonra bu eppendorf çözeltinin bulunduğu kaba 

bırakılarak bir manyetik karıĢtırıcı üzerinde 10 dk. boyunca karıĢtırılmıĢtır. Sterilizasyona 

tabi tutulan tohumlar daha önce hazırlanan MS besin ortamına sırasıyla; her magentaya 

20‟Ģer tane tohum gelecek Ģekilde 6 magentaya (6*20*=120 tohum) 120 tohum ekilmiĢtir. 

 

2.5.2.  Hidrojen Peroksit (H2O2) Kullanılarak Yapılan Sterilizasyon 

 

10 mL dH2O, 0,5 g sukroz ile karıĢtırılarak % 5‟lik sukroz çözeltisi hazırlanmıĢtır. 

Bu çözeltiden 2 mL alınarak daha önce hazırlanan, 120 tane tohumun bulunduğu 

eppendorf  üzerine eklenmiĢtir. 12 saat boyunca buzdolabında bekletilen tohumların içinde 

bulunan sukroz çözeltisi bir pipetör yardımıyla eppendorf içinden çekilmiĢtir. Eppendorf 

içindeki tohumlara kapanacak kadar H2O2 eklenip 30 dk. buzdolabında bekletilmiĢtir. 

Buzdolabından alınan tohumlar daha önce hazırlanan MS besin ortamına; sırasıyla her 

magentaya 20‟Ģer tane tohum gelecek Ģekilde altı magentaya (6*20*=120 tohum) 120 

tohum ekilmiĢtir. 

 

2.6. İn vitro’ da Tohumların Çimlendirilmesi 

 

O. minutiflorum tohumlarını çimlendirmek için bitki büyüme düzenleyicisi 

kullanılmadan hazırlanan B5 ve MS besin ortamları kullanılmıĢtır. Bu ortamlar için 

besiyerinin, sükrozun ve agarın çeĢitli deriĢimleri kullanılarak aydınlık ve karanlık ortamda 

çimlendirme yapılmıĢtır. 

 

2.6.1.  BBD Kullanmadan Aydınlık Ortamda Yapılan Çimlendirme 

 

Herhangi bir bitki büyüme düzenleyicisi (bbd) kullanılmadan MS ve B5 ortamları 

kullanılmıĢtır. Bu ortamlar için besiyerinin, sükroz ve agarın çeĢitli deriĢimleri kullanılarak 

aydınlık ortamda çimlendirme yapılmıĢtır. Bu ortamlar için A-1, A-2, A-3, A-4, A-5, A-6 
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sembolleri kullanılarak adlandırılma yapıldı (Tablo 2). Hazırlanan bu ortamların her biri 

için 3 magentanın her birine 20 tohum ekildi ve aydınlık ortamda üç hafta bekletilmiĢtir. 

 

              Tablo 2. A-1, A-2, A-3, A-4, A-5, A-6 ortamlarının besin içerikleri 

 

Gruplar Ortam Sükroz KatılaĢtırıcı ajan 

A-1 4,41 g/L MS 20 g/L 8 g/L agar 

A-2 2,205 g/L MS 10 g/L 4 g/L agar 

A-3  1,1025 g/L MS       5 g/L       2 g/L agar 

A-4    3,2 g/L B5 20 g/L 8 g/L agar 

A-5    1,6 g/L B5 10 g/L 4 g/L agar 

A-6    0,8 g/L B5       5 g/L 2 g/L agar 

 

2.6.2.  BBD Kullanmadan Karanlık Ortamda Yapılan Çimlendirme 

 

Herhangi bir bitki büyüme düzenleyicisi kullanılmadan (bbd) MS veB5 ortamları 

kullanılmıĢtır. Bu ortamlar için besiyerinin, sükroz ve agarın çeĢitli deriĢimleri kullanılarak 

karanlık ortamda çimlendirme yapıldı. Bu ortamlar için K-1, K-2, K-3, K-4, K-5, K-6 

sembolleri kullanılarak adlandırılma yapılmıĢtır (Tablo 3). Hazırlanan bu ortamların her 

biri için 6 magentanın her birine 10 tohum ekilmiĢtir. Aliminyum folyo ile sarılan 

magentalar karanlık ortamda üç hafta bekletilmiĢtir. 

 

                 Tablo 3. K-1, K-2, K-3, K-4, K-5, K-6 ortamlarının besin içerikleri 

  

Gruplar Ortam Sükroz KatılaĢtırıcı ajan 

K-1   4,41 g/L MS 20 g/L 8 g/L agar 

K-2 2,205 g/L MS 10 g/L 4 g/L agar 

K-3  1,1025 g/L MS     5 g/L        2 g/L agar 

K-4  3,2 g/L B5 20 g/L 8 g/L agar 

K-5  1,6 g/L B5 10 g/L 4 g/L agar 

K-6  0,8 g/L B5     5 g/L 2 g/L agar 
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2.7. Çimlenen Tohumlardan Alınan Sürgün Eksplantlarıyla Kallus OluĢturma 

 

İn vitro‟da çimlenen tohumlardan oluĢan fidelerden alınan yaklaĢık 1 cm
2‟

lik sürgün 

ucu eksplantları, kallus oluĢumunu teĢvik etmek için, MS besin ortamlarına ekilmiĢtir. 

Kallus ortamı için 1:1 oranında IBA - 6-BA‟dan iki ortam, 1:1 oranında IBA - Kinetin‟den 

iki ortam olmak üzere 4 farklı ortam oluĢturulmuĢtur. 

 

      Tablo  4. Sürgün eksplantlarından kallus oluĢturmak için hazırlanan besin ortamı  

                     içerikleri    

 

Gruplar Ortam Sükroz 
KatılaĢtırıcı 

ajan 

Oksin Sitokinin 

S-1 4,41 g/L MS 20 g/L  8 g/L agar 1 mg/L IBA   1 mg/L 6-BA 

S-2 4,41 g/L MS 20 g/L  8 g/L agar  2 mg/L IBA   2 mg/L 6-BA 

S-3 4,41 g/L MS 20 g/L    8 g/L agar   1 mg/L IBA   1 mg/L Kinetin 

S-4 4,41 g/L MS 20 g/L  8 g/L agar  2 mg/L IBA   2 mg/LKinetin 

 

 

2.8. Sürgün Eksplantlarından Fideciklerin OluĢturulması 

 

Çimlendirme ortamlarında kültüre alınan tohumlardan geliĢen sürgünlerin sürgün 

ucu, internod ve yaprak eksplantları MS ortamında 3 farklı hormon gruplarında kültüre 

alınmıĢtır. Zeatin - IBA, TDZ - IBA, 6-BA - IBA‟dan oluĢan grupların her biri için ayrı 

ayrı 6 hormon kombinasyonları hazırlanmıĢtır. Toplamda 18 farklı ortam oluĢturuldu. Her 

ortam için bir magentaya on sügün ucu eksplantı, bir magentaya on internod eksplantı bir 

magentaya on yaprak eksplantı ekiliĢtir. Üç tekerrürlü denemeler 18 ortamın her birine 

uygulandı. 6 hafta sonra her grup içinde en iyi sürgün geliĢimi gösteren ortamlar 

gözlemlenmiĢtir. Zeatin - IBA, TDZ - IBA ve 6-BA - IBA grupları içinde en iyi sürgün 

geliĢimi gösteren hormon konsantrasyonu kullanılarak alt kültür yapılmıĢtır. Sekiz hafta 

sonra bu bitkiciklerin fenolik bileĢikleri tespit edilmiĢtir. 
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Tablo 5. Çimlenen tohumlardan oluĢan sürgünlerin; sürgün ucu, internod ve yaprak  

              eksplantlarından fidecik oluĢturmak için hazırlanan ortamlar 

 

Zeatin - IBA TDZ - IBA 6-BA - IBA 

 0,5 mg/L Zeatin 0,1 mg/L IBA  0,5 mg/LTDZ 0,1 mg/L IBA  0,5 mg/L6-BA 0,1 mg/L IBA 

1 mg/L Zeatin 0,1 mg/L IBA 1 mg/LTDZ 0,1 mg/L IBA 1 mg/L 6-BA 0,1 mg/L IBA 

2 mg/L Zeatin 0,1 mg/L IBA 2 mg/LTDZ 0,1 mg/L IBA 2 mg/L 6-BA 0,1 mg/L IBA 

 0,5 mg/L Zeatin 0,5 mg/L IBA 0,5 mg/LTDZ 0,5 mg/L IBA  0,5 mg/L6-BA 0,5 mg/L IBA 

1 mg/L Zeatin 0,5 mg/L IBA 1 mg/L TDZ 0,5 mg/L IBA 1 mg/L 6-BA 0,5 mg/L IBA 

2 mg/L Zeatin 0,5 mg/L IBA 2 mg/L TDZ 0,5 mg/L IBA 2 mg/L 6-BA 0,5 mg/L IBA 

 

2.9. Özütlerin Elde Edilmesi 

 

İn vitro’da yetiĢtirilen O. minutiflorum bitkisinin sürgün hatlarından 2 farklı özüt 

hazırlanmıĢtır. Etil eter ve tetradekan belli miktarlarda karıĢtırılarak uçucu yağ doğrudan 

bitkiden özütlenirken, uçucu yağ eldesinden sonra geriye kalan bitki materyalinden ise 

HPLC‟de bazı özel fenolik bileĢiklerin analizi için özütler elde edilmiĢtir. 

 

2.10. HPLC ile Fenolik BileĢenlerin Analizi 

 

İn vitro‟da yetiĢtirilen O. minutiflorum bitkisinin 4 farklı sürgün hatlarının kuru 

örneklerinden 0,5‟er g alınarak 3 saat boyunca metanolle ultrasonik banyoda özütleme 

yapılmıĢtır ve 40 °C‟de rotary evaporatörde metanol uçurulmuĢtur. Kalıntı 5 mL deiyonize 

suda çözülerek etil asetat ve dietileter ile kısımlandırıldı ve organik fazlar birleĢtirilerek 

çözücüler uçurulmuĢtur. Kalıntı uygun miktarda metanolde çözülerek HPLC analizlerine 

geçilmiĢtir.  

Kromatografik analizler, asetik asit ile modifiye edilen asetonitril ve sulu fazlara 

uygulanan gradient programı ile C18 (Agilent) kolonu (150x4.6 mm ıd, 5μ) kullanılarak 

280 nm‟de HPLC-UV (Agilent 1100 series) ve HPLC-DAD (Agilent 1200 series) ile 280 

nm dalga boyunda gerçekleĢtirilmiĢtir. BileĢenlerin nicel değerlendirmesinde enjeksiyon 

hacmi 20 µL olarak kullanılmıĢ ve her bir bileĢenin bilinen deriĢimlerinde hazırlanan 

standart karıĢımı kullanılmıĢtır. Aynı Ģartlarda koĢturulan örnek ve standartların pik 
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alanlarının integrasyonuyla miktar analizi yapılmıĢtır. Nicel hesaplamalarda propil paraben 

HPLC‟de iç standart olarak kullanılmıĢtır.  

 

 



 

 

3. BULGULAR 

 

3.1. Tohumların Canlılık Testi 

 

Canlılık testi için; 1) Sterilizasyona tabi tutulan tohumlar ve 2) herhangi bir 

müdahale yapılmadan test edilen normal tohumların TZ testi sonuçları Tablo 6‟da verildi. 

 

Tablo 6. O. minutiflorum bitkisinin TTC bileĢiğiyle yapılan TZ testi 

 

 

 

Steril edilmeyen 

normal tohumlar (tane) 

H2O2 ile steril 

edilen tohumlar (tane) 

1. grup 16 canlı / 9 cansız 11 canlı / 14 cansız 

2. grup 17 canlı / 8 cansız 15 canlı / 10 cansız 

3. grup                 21 canlı / 4 cansız               13 canlı /12 cansız 

4. grup                 19 canlı / 6cansız 12 canlı / 13 cansız 

  Toplam: 73 canlı / 27cansız Toplam: 51 canlı / 49 cansız 

 

Tablo 6‟da ki bulgular incelendiğinde, TZ testine tabi tutulan tohumların; müdahale 

edilmemiĢ olanlarında canlılık oranının % 73 ± 2 ve H2O2 ile sterilizasyona tabi 

tutulanlarda ise canlılık oranının % 51 ± 1 olduğu tespit edilmiĢtir.  

 

3.2. Sterilizasyon Yöntemi Seçimi 

 

Ġki farklı sterilizasyon yöntemi kullanarak kurulan denemelerde; 1) çamaĢır suyu 

kullanarak yapılan sterilizasyon oranı % 20 ± 1,4 iken 2) H2O2 kullanarak yapılan 

sterilizasyonun oranı ise % 78,3  ± 1,16‟dır. Sonuçlar Tablo 7„de verilmiĢtir. 

O. minutiflorum bitkisinin tohumlarını steril etmek için kurulan denemelerde 

sonuçlar incelendiğinde, H2O2 kullanarak yapılan sterilizasyonda kontaminasyon riskinin 

en az olduğu gözlenmiĢtir. Bu sonuçlar ele alındığında bu tez kapsamında doku kültürü 

çalıĢmalarında oluĢturulan prosedürlerde tohumların sterilizasyonu için en uygun yöntemin 

H2O2 kullanılarak yapılan sterilizasyon olduğu gözlenmiĢtir. 

 



 

 

 

26 

          Tablo 7. O. minutiflorum bitkisinin tohumlarının sterilizasyon yöntemi seçim  

                        sonuçları 

 

Gruplar 

ÇamaĢır suyu kullanarak 

yapılan 

sterilizasyon 

 

H2O2 kullanarak yapılan 

sterilizasyon 

 

MS besi ortamı tane miktarı 

 

1. grup 8 ● / ○ 2 2 ● / ○ 8 

2. grup 6 ● / ○ 4 1 ● / ○ 9 

3. grup 9 ● / ○ 1 2 ● / ○ 8 

4. grup 7 ● / ○ 3 4 ● / ○ 6 

5. grup 8 ● / ○ 2 1 ● / ○ 9 

     6.  grup 10 ● / ○ 0 3 ● / ○ 7 

 
            * ●Kontamine olmuĢ besin ortamı, ○ kontamine olmamıĢ besin ortamı 

            * Her magentada 10 tane tohum bulunmaktadır 

 

3.3. O. minutiflorum Bitkisinin Tohumlarının Çimlendirilmesi 

 

3.3.1.  BBD Kullanmadan Aydınlık Ortamda Yapılan Çimlendirme 

 

Herhangi bir bitki büyüme düzenleyicisi (bbd) kullanılmadan yapılan denemelerde 

B5 ve MS‟in farklı besin, sükroz ve agar deriĢimleri içeren ortamlar için 6 tekrar 

yapılmıĢtır. Her bir magentaya 20 tohum ekilmiĢtir. Çimlenen tohum sayısı; MS de A-1 

ortamında 76, A-2 ortamı olan ½ MS‟te 70, A-3 ortamı olan ¼ MS‟te 65‟tir. B5 ortamı 

olan A-4‟te çimlenen tohum sayısı 60, A-5 ortamı olan ½ B5‟te 56, A-6 ortamı olan ¼ 

B5‟te 39‟dur. Çimlenmede en iyi ortamının MS olduğu görüldü. MS‟in her ortamı B5‟e 

göre daha iyi sonuç vermiĢtir (Tablo 8). 
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            Tablo 8. BBD kullanmadan aydınlık ortamda yapılan çimlendirme sonuçları 

 

Tohum 

durumu 
MS ortamına ekilen tohum adeti Gruplar 

Çimlenme 

yüzdesi 

(%) 

□ 14 15 11 17 7 12  

A-1 

 

63,3 ± 3 ■ 6 5 9 3 13 8 

□ 10 12 14 11 15 8  

A-2 

 

58,3 ± 2 ■ 10 8 6 9 5 12 

□ 9 13 6 15 7 15  

A-3 

 

54,1 ± 4 ■ 11 7 14 5 13 5 

 B5 ortamına ekilen tohum adeti   

□ 9 8 9 10 15 9  

A-4 

 

50 ± 2 ■ 11 12 11 10 5 11 

□ 10 7 12 5 10 12  

A-5 

 

46,6 ± 2 ■ 10 13 8 15 10 8 

□ 6 8 4 7 6 8  

A-6 

 

32,5 ± 1 ■ 14 12 16 13 14 12 

 

                * □ Çimlenen tohum ■ çimlenmeyen tohum 

                *Her magentada 20 tane tohum bulunmaktadır 

 

Elde edilen verilere  göre  MS ortamında çimlenme oranları daha fazladır. A-1, A-2, 

A-3 ortamları MS ortamları, A-4, A-5, A-6 ortamları B5 ortamlarıdır. Besiyeri miktarı, 

sükroz miktarı ve agar miktarı azalınca çimlenme oranları azalmaktadır. A-1 de tam 

içerikli MS besin ortamında çimlenme oranı % 63,3 ± 3, A-2‟de ½ MS besin ortamında 

çimlenme oranı % 58,3 ± 2, A-3‟te ¼ MS besin ortamında çimlenme oranı % 54,1 ± 4‟dir. 

B5‟tede aynı Ģekilde A-4‟te tam içerikli B5 ortamında çimlenme oranı % 50 ± 2; iken A-

5‟te ½ B5 ortamında çimlenme oranı % 46,6 ± 2, A-6 da ¼ B5 besin ortamında çimlenme 

oranı % 32,5 ± 1‟tir. Tüm durumlarda en iyi çimlenme oranı MS ortamındadır.  
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                ġekil 4. Aydınlık ortamda çimlenen tohumların yüzde değerleri 

 

3.3.2.  BBD Kullanmadan Karanlık Ortamda Yapılan Çimlendirme 

 

Herhangi bir bitki büyüme düzenleyicisi (bbd) kullanılmadan yapılan denemelerde 

B5 ve MS‟in farklı besin, sükroz ve agar deriĢimleri içeren ortamlar için 3 tekrar 

yapılmıĢtır. Her bir magentaya 10 tohum ekilmiĢtir. Çimlenen tohum sayısı; MS de K- 1 

ortamında 13, K-2 ortamı olan ½ MS‟de 12, K-3 ortamı olan ¼ MS‟de 6‟dır. B5 ortamı 

olan K-4‟te çimlenen tohum sayısı 8, K-5 ortamı olan ½ B5‟de 7, K-6 ortamı olan ¼ B5‟de 

4‟tür. Tablo 9‟da da görüldüğü gibi çimlenmede en iyi ortamın MS olduğu görüldü. MS‟in 

her ortamı B5‟e göre daha iyi sonuç vermiĢtir. 
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                      Tablo 9. BBD kullanmadan karanlık ortamda yapılan çimlendirme 

                                    sonuçları 

 

Tohum 

durumu 

MS ortamına ekilen 

tohum adeti 
Gruplar 

Çimlenme 

yüzdesi 

(%) 

□ 5 3 5  

K-1 

 

43,3 ± 1 ■ 5 7 5 

□ 4 5 3  

K-2 

 

40 ± 1 ■ 6 5 7 

□ 1 3 2  

K-3 

 

20 ± 1 ■ 9 7 8 

 B5 ortamına ekilen tohum adeti  

□ 4 2 2  

K-4 

 

33,3 ± 1 ■ 6 8 8 

□ 3 3 1  

K-5 

 

23,3 ± 1 ■ 7 7 9 

□ 1 2 1  

K-6 

 

13,3 ± 0,5 ■ 9 8 9 

 
                           * □ Çimlenen tohum ■ çimlenmeyen tohum 

                           *Her magentada 10 tane  tohum bulunmaktadır 

 

ÇalıĢmamıza göre MS ortamında çimlenme oranları daha fazladır. K-1, K-2, K-3 

ortamları MS ortamları, K-4, K-5, K-6 ortamları B5 ortamıdır. Besiyeri miktarı, sukroz 

miktarı ve agar miktarı azalınca çimlenme oranları azalmaktadır. K-1 de tam içerikli MS 

ortamında çimlenme oranı % 43,3 ± 1, K-2‟de ½ MS besi ortamında çimlenme oranı % 40 

± 1, K-3‟te ¼ MS besin ortamında çimlenme oranı % 20 ± 1 dir. B5‟te de aynı Ģekilde K-

4‟te tam B5 besin ortamında çimlenme oranı % 33,3 ± 1, iken K-5‟te ½ B5 besin 

ortamında çimlenme oranı % 23,3 ± 1, K-6 da ¼ B5 besin ortamında çimlenme oranı % 

13,3  ± 0,5‟tür. En iyi çimlenme oranı MS ortamındadır. Besiyeri miktarı, sukroz miktarı 

ve agar miktarı azalınca çimlenme oranları azalmaktadır. 
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                 ġekil 5. Karanlık ortamda çimlenen tohumların yüzde değerleri 

 

3.4. Çimlendirilen Sürgünlerden Alınan Eksplantlardan Kallus OluĢumu 

 

Kallus oluĢturmak için kurulan denemelerde MS ortamı kullanılmıĢtır. Her bir ortam 

için iki farklı bitki büyüme düzenleyicisinden (bbd) oluĢan kombinasyonda 3 tekrar olacak 

Ģekilde besin ortamları hazırlanmıĢtır. 4 hafta sonra oluĢan kallusların ağırlıkları Tablo 

10‟da gösterilmiĢtir.  

 

         Tablo 10. Farklı besin ortamlarında oluĢan kallus ağırlıkları 

 

Gruplar Ortam 

 

Oksin Sitokinin Kallus 

ağırlıkları (g) 

S–1 A–1 

 

1 mg/L IBA 1 mg/ L6-BA 6,93 

S–2 A–1 2 mg/L IBA      2 mg/L6-BA 7,89 

S–3 A–1 

 

1 mg/L IBA   1 mg/L Kinetin 2,386 

S–4 A–1 2 mg/L IBA 

 

  2 mg/L Kinetin 2,945 
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3.5. Çimlendirilen Sürgünlerden Alınan Eksplantlardan Sürgün OluĢumu 

 

Çimlenen sürgünlerin; sürgün ucu, internod ve yaprak eksplantları Zeatin - IBA‟nın 

6 farklı konsantrasyonlardaki bitki büyüme düzenleyicisi (bbd) grupların, 6 hafta sonraki 

geliĢimleri gözlemlenmiĢtir Zeatin - IBA için hazırlanan gruplar içinde en iyi sürgün 

geliĢiminin; sürgün ucu eksplantlarının kullanıldığı (Tablo 11) ve bitki büyüme 

düzenleyicisi olarak 1 mg/L Zeatin + 0,5 mg/L IBA‟nın kullanıldığı ortamda görülmüĢtür. 

Ġnternod ve yaprak eksplantlarından daha çok kallus oluĢumu ya da tekli fide olĢumunu 

gözlemlenmiĢtir. Sürgün uçlarından alınan eksplantlarda ise; internod ve yaprak 

eksplantlarına göre daha iyi sürgün oluĢumunun olduğu gözlenmiĢtir. Zeatin - IBA‟da en 

iyi sürgün geliĢiminin görüldüğü 1 mg/L Zeatin + 0,5 mg/L IBA‟nın olduğu ortam 

kullanılarak alt kültür yapılmıĢ ve 8 hafta sonra bu fidecikler hasat edilip fenolik bileĢikleri 

incelenmiĢtir (ġekil 6). 

 

  Tablo 11. Zeatin - IBA hormon kombinasyonlarındaki sürgün geliĢimi 

 

Zeatin - IBA 
 

Zeatin - IBA 

Kombinasyonları 
Uygulamalar 

10 Sürgün ucu 

eksplantı 

10 Ġnternod 

eksplantı 

10 Yaprak 

eksplantı 
 

 

  0,5mg/L Zeatin 

+  

  0,1mg/L IBA 

1 4 çoklu fide ve kallus 5 çoklu fide 1 fide 
 

2 5 çoklu fide 3 çoklu fide - 
 

 1 mg/L Zeatin  

 +  

  0,1mg/LIBA 

1 3 çoklu fide ve kallus 3 çoklu fide 3 kallus 
 

2 2 fide 2 çoklu fide 8 kallus 
 

 2 mg/L Zeatin 

 +  

   0,1mg/L IBA 

1 2 çoklu, 1 tekli fide 2 çoklu fide - 
 

2 3 çoklu, 2 tekli fide 
 2 çoklu fide ve 

kallus 
7 kallus 

 

  0,5mg/L Zeatin 

+ 

   0,5mg/L IBA 

1 4 fide ve 2 kallus 4 çoklu fide 1 çoklu fide 
 

2 3 fide, 3 kallus 5 fide 2 çoklu fide 
 

 1 mg/L Zeatin  

+ 

 0,5mg/L IBA 

1 5 çoklu,2 tekli fide 2 fide ve 7 kallus 1 fide, 8 kallus 
 

2 6 çoklu, 1 tekli fide 1 fide ve 9 kallus 9 kallus 
 

  2 mg/L Zeatin 

 +  

0,5mg/L IBA 

1 2 çoklu, 1 tekli fide 2 fide ve kallus 1 fide 
 

2 2 çoklu, 1 tekli fide 1 fide - 
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Sürgünlerin; sürgün ucu, internod ve yaprak eksplantları TDZ - IBA için hazırlanan 6 

farklı konsantrasyonlardaki bitki büyüme düzenleyicisinin olduğu (bbd) grupların 6 hafta 

sonraki geliĢimleri gözlemlenmiĢtir. TDZ - IBA için hazırlanan gruplar içinde en iyi 

sürgün geliĢiminin; sürgün ucu eksplantlarının kullanıldığı (Tablo 12) ve bitki büyüme 

düzenleyicisi olarak 1 mg/L TDZ + 0,5 mg/L IBA‟nın kullanıldığı ortamda görülmüĢtür. 

Yaprak eksplantlarından daha çok kallus oluĢumu görülürken; internod eksplantlarından 

tekli fide ve kallus olĢumunu gözlemlenmiĢtir. Sürgün uçlarından alınan eksplantlarda ise; 

daha çok sürgün oluĢumunu gözlemlenmiĢtir. TDZ - IBA da en iyi sürgün geliĢiminin 

görüldüğü 1 mg/L TDZ + 0,5 mg/L IBA‟nın olduğu ortam kullanılarak alt kültür yapıldı ve 

8 hafta sonra bu fidecikler hasat edilip fenolik bileĢikleri incelenmiĢtir (ġekil 7). 

 

    Tablo 12. TDZ - IBA hormon kombinayonlarındaki sürgün geliĢimi 

 

TDZ  - IBA 
 

TDZ - IBA 

Kombinasyonları 
Uygulamalar 

10 Sürgün ucu  

eksplantı 

10 Ġnternod 

eksplantı 

10 Yaprak 

eksplantı 

 

 

  0,5 mg/L TDZ 

+ 

0,1 mg/L IBA 

1 4 tekli fide 3 fide 1 kallus 
 

2 3 kallus, 3 tek fide 2 kallus 5 kallus 
 

1 mg/L TDZ 

+ 

 0,1 mg/L IBA 

1 3 kallus, 2çoklu fide 4 kallus,1 çoklu fide 4 kallus 
 

2 5 çoklu fide, 2 fide 8 kallus 5 kallus 
 

2 mg/L TDZ 

+ 

0,1 mg/L IBA 

1 3 kallus 3 çoklu fide 3 kallus 
 

2 5 kallus, 1 kalluslu fide 2 çoklu fide, kallus 
7 kallus,1 

kalluslu fide  

  0,5 mg/L TDZ 

+ 

 0,5 mg/L IBA 

1 4 çoklu fide 
2 fide, 1 kalluslu 

fide 
8 kallus 

 

2 
6 çoklu fide, 2 kallus, 1 

kalluslu fide 
6 fide, 3 kallus - 

 

1 mg/L TDZ 

+ 

 0,5 mg/L IBA 

1 7 çoklu fide - - 
 

2 8 çoklu fide 2 fide - 
 

2 mg/L TDZ 

+ 

 0,5 mg/L IBA 

1 
2 tanede 2 dal, 2 tanede 

3 dal, 1 tek fide 
4 fide 2 fide 

 

2 3 çoklu fide 1 fide - 
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        Sürgün ucu, internod ve yaprak eksplantları 6-BA - IBA‟nın 6 farklı hormon 

gruplarında, 6 hafta sonraki geliĢimleri gözlendi. Hazırlanan bu gruplar içinde en iyi 

sürgün geliĢiminin; sürgün ucu eksplantlarının kullanıldığı (Tablo 13) ve bitki büyüme 

düzenleyicisi olarak 1 mg/L 6-BA + 0,5 mg/L IBA‟nın kullanıldığı ortamda görülmüĢtür. 

Ġnternod ve yaprak eksplantlarından daha çok kallus oluĢumu ya da tekli fide oluĢumu 

gözlenmiĢtir. Sürgün uçlarından alınan eksplantlarda ise; internod ve yaprak eksplantlarına 

göre daha iyi sürgün oluĢumu gözlenmiĢtir. 6-BA - IBA‟da en iyi sürgün geliĢiminin 

görüldüğü 1 mg/L 6-BA +  0,5 mg/L IBA‟nın olduğu ortam kullanılarak alt kültür yapılmıĢ 

ve 8 hafta sonra bu fidecikler hasat edilmiĢ ve fenolik bileĢikleri incelenmiĢtir (ġekil 8). 

 

      Tablo 13. 6-BA - IBA hormon kombinasyonlarındaki sürgün geliĢimi 

 

6-BA - IBA 
 

6-BA - IBA 

Kombinasyonları 
Uygulamalar 

10 Sürgün ucu 

eksplantı 

10 internod 

eksplantı 

10 yaprak 

eksplantı 

 

 

 0,5 mg/L 6-BA 

 + 

0,1 mg/L IBA 

1 2 fide 4 kallus 3 kallus 
 

2 3 fide, kallus 2 fide 2 kallus 
 

1 mg/L 6-BA 

+ 

0,1 mg/L IBA 

1 3 fide,2 çoklu fide 3 fide 2 kallus 
 

2 2 fide, 2 çoklu fide 2 kallus, fide 1 fide 
 

2 mg/L 6-BA 

+ 

0,1 mg/L IBA 

1 4 kallus,4 fide 3 fide, 3 kallus 
4 kallus, 2 

fide  

2 3 fide, 2 çoklu fide 5 kallus 3 kallus 
 

  0,5mg/L 6- BA 

+ 

0,5 mg/L IBA 

1 3 fide, 1 çoklu fide 2 fide - 
 

2 2 kallus 2 kallus 2 kallus 
 

1 mg/L 6-BA 

+ 

 0,5 mg/L IBA 

1 
3 tekli fide, çoklu 

fide 
3 kallus, 3 tekli fide 

1 fide, 1 

kallus  

2 

4 tekli uzun boylu 

fideler, çoklu 

fideler 

2 tekli fide, 2 kallus 3 kallus 
 

2 mg/L 6-BA 

+ 

0,5 mg/L IBA 

1 2 tek fide - 2 kallus 
 

2 3 fide 2 kallus - 
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        Zeatin‟de altı gruptaki sürgün boylarının ortalaması 35,13 mm‟dir. TDZ‟de altı 

grubun boy ortalaması 17,32 mm‟dir. 6-BA‟da ise altı grubun boy ortalaması 46,02 

mm‟dir. 6-BA‟da en uzun fideciklerde en çok nod vardır, sürgün uzunluğuna paralel olarak 

nod sayısı artmıĢ olup en uzun sürgünde altı nod vardır. TDZ‟de 6-BA ve Zetain‟e göre en 

kısa boy vardır fakat nod sayısı Zeatin‟den fazladır. TDZ‟de nodlar arası mesafe çok 

küçüktür. En uzun sürgündeki nod sayısı beĢtir. Zeatin‟de ise en çok nod en uzun 

sürgündedir ve nod sayısı üçtür. Zeatin‟de en uzun sürgünün boyu en ağır olup; 0,147g‟dır 

ve altı grubun sürgün ağırlığının ortalaması 0,065 g ± 0,04 g‟dır. TDZ‟de en uzun 

sürgünün boyu en ağır olup 0,082 g‟dır ve altı grubun sürgün ağırlığının ortalaması 0,051 g 

±  0,018 g‟dır. 6-BA‟da en uzun sürgünün boyun en ağır olup 0,518 g‟dır ve altı grubun 

sürgün ağırlığının ortalaması 0,189 g ± 0,164 g‟dır. Zeatin ve 6-BA‟da kök oluĢumu 

varken TDZ‟de kök oluĢumu yoktur. Zeatin, TDZ ve 6-BA‟da kallus oluĢumu vardır. 

 

 

 Tablo 14. Sürgün ortamlarından kültüre alınan eksplantlarda görülen geliĢmeler 

 

Ortam Uygulama Grup 
Nod 

sayısı 

Sürgün 

uzunluğu 

(mm) 

Sürgün 

ağırlığı 

(g) 

Kök 

oluĢumu 

Kallus 

oluĢumu 

 

1 mg/L Zeatin 

+ 

0.5 mg/L IBA 

1.magenta  

 1.grup 3 nod 68,5 0,147 

var  var  2.grup 2 nod 42,8 0,081 

 3.grup 3 nod 19 0,031 

2.magenta  

 1.grup 3 nod 33,4 0,056 

var yok  2.grup 4 nod 25,7 0,045 

 3.grup 3 nod 21,4 0,030 

 

1 mg/L TDZ 

+ 

0,5 mg/L IBA 

 

1.magenta  

 1.grup 5 nod 25,55 0,082 

yok var  2.grup 4nod 17,68 0,057 

 3.grup 3nod 16,21 0,047 

2.magenta  

 1.grup 4 nod 17,38 0,053 

 yok  var  2.grup 3 nod 14,90 0,036 

 3.grup 3 nod 12,20 0,031 

 
1 mg/L 6-BA 

+ 

0.5 mg/L IBA 

1.magenta  

 1.grup 5 nod 60 0,183 

yok var   2.grup 6 nod 81 0,518 

 3.grup 4 nod 40,17 0,133 

2.magenta  

 1.grup 3 nod 36 0,118 

 yok  var  2.grup 3 nod 27,33 0,089 

 3.grup 3 nod 31,62 0,096 
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     ġekil 6. 1 mg/L Zeatin + 0,5 mg/L IBA hormon konsantrasyonu 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

     ġekil 7. 1 mg/L TDZ + 0,5 mg/L IBA hormon konsantrasyonu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     ġekil 8. 1 mg/L 6BA + 0,5 mg/L IBA hormon konsantrasyonu 
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              ġekil 9. Farklı BBD‟lerine ait ortamlardaki sürgün uzunluğu 

 

Farklı bitki büyüme düzenleyicilerinin bulunduğu ortamlardaki sürgün uzunluklarını 

karĢılaĢtırdığımızda 6-BA‟da en uzun sürgün boyu 81 mm, en kısa sürgün boyu; 31,62 

mm‟dir. Altı sürgünün boy ortalaması 46,02 mm‟dir. Zeatin‟de en uzun sürgün boyu 68,5 

mm, en kısa sürgün boyu 19 mm‟dir. Altı sürgünün boy ortalaması 35,13 mm‟dir. TDZ ise 

en uzun sürgün boyu 25,55 mm, en kısa sürgün boyu 12,2 mm‟dir. Altı sürgünün boy 

ortalaması 17,32 mm‟dir. Sürgün boyu uzunluğu sırasıyla 6-BA, Zeatin ve TDZ‟dir. 

Sekiz hafta içinde kültüre alınan Zeatin, TDZ, 6-BA içinde; ortalama sürgün sayısı 

bakımından en uygun ortam Zeatin iken ortalama sürgün boyu, sürgün ağırlığı, ortalama 

nod sayısı bakımından en uygun ortam 6-BA‟dır. 

 

3.6. Fenolik BileĢen Analizi 

 

Bölüm 2.10.‟da yer alan yöntemler kullanılarak elde edilen özütlerin verimleri Tablo 

15‟te gösterilmiĢtir. 16 adet fenolik bileĢik standart olarak kullanılmıĢtır ve 3 adet fenolik 

bileĢen analiz edilmiĢtir. Bunlar; gallik asit, kaffeik asit, protokatekualdehittir.  
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               Tablo 15. HPLC analizleri için hazırlanan özütlerin verimleri 

 

Numuneler Ortamlar 
Kuru bitki 

örneği (g) 

Özüt miktarı 

(mg) 

1. Hat 

 1 mg/L Zeatin 

+ 

0,5 mg/L IBA 

0,5 0,0759 

2. Hat 

1 mg/L TDZ 

+ 

0,5 mg/L IBA 

0,5 0,0723 

3. Hat 

1 mg/L 6-BA 

+ 

0,5 mg/L IBA 

      0,3787 0,0305 

 

4. Hat 
Hormonsuz ortam 0,5 0,0096 

 

Numunelerin fenolik kompozisyonunun ortaya konması amacıyla 16 fenolik 

standarttan hazırlanmıĢ karıĢım kullanılmıĢ, daha önceki çalıĢmalarda geliĢtirilmiĢ olan 

ayırma yöntemi hem standart karıĢımda hem de bitki ekstraktlarında uygulanmıĢtır. 

Numuneler iki grup halinde iki farklı zamanda kromatografik açıdan değerlendirildiği için 

aynı yöntem kullanılmasına rağmen kolon değiĢikliği nedeniyle alıkonma zamanları 

kaymıĢtır. Bu nedenle de standart karıĢım da her çalıĢmaya eĢlik edecek Ģekilde ayırma 

iĢlemine tabi tutulmuĢ ve her grup kendisiyle birlikte kullanılan standart karıĢım 

kromatogramı ile karĢılaĢtırılmak suretiyle değerlendirilmiĢtir. Standart karıĢımla elde 

edilen kromatogramlara örnek ġekil 10‟de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 10. Seride çalıĢılan 16 fenolik standartın kromatogramı (280 nm) 
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Her bir standardın konsantrasyonu 50 μM (1. gallik asit, 2. protokatekuik asit, 3. 

protokatekualdehit, 4. gentisik asit, 5. klorojenik asit, 6. p-hidroksi benzoik asit, 7. vanillik 

asit, 8. kaffeik asit, 9. siringik asit, 10. vanillin, 11. siringaldehit, 12. p-kumarik asit, 13. 

ferulik asit, 14. sinapik asit, 15. benzoik asit, 16. rozmarinik asit). 

ÇeĢitli Ģartlarda yetiĢtirilmiĢ O. minutiflorum kültürlerinden elde edilmiĢ olan 4 

ekstrakt standartlara uygulanan aynı yöntemle HPLC analizine tabi tutulmuĢtur. Elde 

edilen kromatogramlar, bu kromatogramlarda numaralandırılarak gösterilmiĢ ölçülebilir 

pik veren bileĢenler, bu piklere ait spektrumlar ve bu bileĢen piklerinin alıkonma 

zamanları, pik alanı ve pik yükseklikleri ġekil 10-20 ve Tablo 16.-19‟da verilmiĢtir. 

Tablolarda aynı zamanda alıkonma zamanı ve spektrumu analizde kullanılan standartlarla 

uyuĢan numune bileĢenlerinin adları da bildirilmiĢtir. 

Standart karıĢımın kromatogramı ile seride içeriğinde en fazla bileĢen olduğu görülen 4. 

hat numunesinin kromatogramı karĢılaĢtırma amacıyla çakıĢtırılarak ġekil 11‟de 

verilmiĢtir.  

 

 

ġekil 11. En yüksek fenolik verimin elde edildiği 4. hat numunesi ve 50 μM‟lık standart    

               karıĢımının çakıĢtırılmıĢ kromatogramları 
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ġekil 12. 1. Hat numunesinin kromatogramı (280 nm) 3. Protokatekualdehit, 5. kaffeik  

                 asit, 1., 2., 4., 6., 7., 8., 9. bilinmeyendir. Standart bileĢiklere uymamaktadır 
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  ġekil 13. 1. Hatnumunesinde tespit edilen 1-9 nolu piklere ait DAD ile elde edilmiĢ 

spektrumlar (200-400 nm) 
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Tablo 16. 1. Hat numunesinde tespit edilen bileĢenlerin alıkonma zamanı (RT), pikalanı ve 

pik yüksekliği değerleri     

 

Pik no BileĢik adı Alıkonma zamanı 

(RT) 

Pik alanı 

(mAUxdk) 

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 * 8.101 17.3 1.5 

2 * 8.425 15.2 1.2 

3 Protokatekualdehit 

(L) 
9.068 62.2 3.8 

4 * 12.501 1062.9 48.2 

5 Kaffeik asit (M) 13.658 69.3 4.4 

6 * 21.409 39 2.5 

7 * 23.619 39.9 3.4 

8 * 24.442 16.1 1 

9 * 25.711 19.6 2.4 

 
(*BoĢ bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileĢiklere uymamaktadır) 

 

 

    

   ġekil 14. 2. Hat numunesinin kromatogramı (280 nm) 1. gallik asit, 2., 3., 4.     

             bilinmeyendir. Standart bileĢiklere uymamaktadır 
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ġekil 15. 2. Hatnumunesinde tespit edilen 1-4 nolu piklere ait DAD ile elde edilmiĢ 

             spektrumlar (200-400 nm) 

 

Tablo17. 2. Hat numunesinde tespit edilen bileĢenlerin alıkonma zamanı (RT), pik alanı ve            

                pik yüksekliği değerleri 

 

Pik no BileĢik adı Alıkonma zamanı 

(RT) 

Pik alanı 

    (mAUxdk)                

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 Gallik asit 3.86     38.9 4.8 

2 * 4.917 61             7 

3 * 12.955 418.9 19.4 

4 * 25.82 10 0.9 

 
(*BoĢ bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileĢiklere uymamaktadır) 
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ġekil 16. 3. Hatnumunesinin kromatogramı (280 nm) 1., 2., 3., 4. bilinmeyendir. Standart  

                bileĢiklere uymamaktadır 
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ġekil 17. 3. Hat numunesinde tespit edilen 1-4 nolu piklere ait DAD ile elde edilmiĢ 

               spektrumlar (200-400 nm) 
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Tablo 18. 3. Hat numunesinde tespit edilen bileĢenlerin alıkonma zamanı (RT), pik alanı ve 

pik yüksekliği değerleri 

 

Pik no BileĢik adı Alıkonma zamanı 

(RT) 

Pik alanı 

(mAUxdk)            

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 * 6.45 14.5 2.6 

2 * 12.736 1535.2 71.8 

3 * 22.804 15.6 1.1 

4 * 25.338 56.5 2.8 

 
(*BoĢ bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileĢiklere uymamaktadır) 

 

 

 

 ġekil 18. 4. Hat numunesinin kromatogramı (280 nm) 
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ġekil 19. 4. Hat numunesinin kromatogramı (280 nm), ana pik dıĢındaki bileĢenlerin  

               görülebilmesi için 0-30 mAU aralığı bölge gösterilmiĢ. 3. Protokatekualdehit, 5.  

               kaffeik asit 1., 2., 4., 5., 6., 7., 8., 9., 10.bilinmeyendir. Standart bileĢiklere  

               uymamaktadır 
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 ġekil 20. 4. Hat numunesinde tespit edilen 1-10 nolu piklere ait DAD ile elde edilmiĢ    

                spektrumlar (200-400 nm) 
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Tablo 19. 4. Hatnumunesinde tespit edilen bileĢenlerin alıkonma zamanı (RT), pik alanı ve  

                 pik yüksekliği değerleri 

 

Pik no BileĢik adı Alıkonma Zamanı 

(RT) 

Pik alanı 

(mAUxdk) 

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 * 4.819 25.5 3 

2 * 6.399 13.2 1.8 

3 Protokatekualdehit 

(L) 9.163 67.2 4.6 

4 * 12.585 9850.9 458 

5 Kaffeik asit (M) 13.863 174.2 9.6 

6 * 18.777 48.3 3 

7 * 23.674 53.9 3.4 

8 * 24.275 10.2 1.2 

9 * 24.800 11.5 1.3 

10 * 25.688 32.9 1.9 

 
(*BoĢ bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileĢiklere uymamaktadır) 
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         ġekil 21. Gallik asit, siringik asit ve numunelerde gözlenen ana bileĢene ait 200- 

                        400 nm arası spektrumlar 

 

                               

        Numunelerin dört tanesinde görülen ana bileĢenin çalıĢmada kullandığımız 16 

standarttan her hangi biri olmadığı tespit edilmiĢtir. Ancak DAD spektrumu 

değerlendirildiğinde bir siringik asit ve gallik asit benzeri bir benzoik asit türevi olabileceği 

düĢünülmektedir. Gallik asitin, siringik asitin ve numunelerdeki ana bileĢenin spektrumları 

karĢılaĢtırma amacıyla ġekil 21‟de verilmiĢtir. Ana bileĢen haricinde numunelerin 

bazılarında aynı zamanda gallik asit, kaffeik asit ve protokatekualdehit tespit edilmiĢtir. 
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                       ġekil 22. HPLC ile tespit edilen fenolik bileĢiklerin konsantrasyonları 

 

Zeatin +  IBA‟da kaffeik asit ve protokatekualdehite rastlanırken, TDZ + IBA‟da 

gallik asite rastlanmıĢ, 6-BA + IBA‟da standartlara uygun fenolik bileĢiğe rastlanmamıĢtır. 

Bitki büyüme düzenleyicilerinin olmadığı ortamda ise protokatekualdehit ve kaffeik asite 

rastlanmıĢtır. Zeatin + IBA‟da 9 tane ana bileĢen tespit edilirken, fenolik bileĢiklerden  

kaffeik asit ve  protokatekualdehite rastlanmıĢtır. Kaffeik asit miktarı protokatekualdehit 

miktarından daha fazladır. TDZ + IBA‟da 4 tane ana bileĢen tespit edilirken fenolik 

bileĢiklerden gallik asite rastlanmıĢtır. 6-BA + IBA‟da 4 tane ana bileĢen tespit edilirken 

standartlara uygun fenolik bileĢiğe rastlanmamıĢtır. BBD‟lerinin olmadığı ortamda 10 tane 

ana bileĢen tespit edilmiĢtir. Fenolik bileĢiklerden kaffeik asit ve protokatekualdehite 

rastlanmıĢtır. Kafeik asit miktarı protokatekualdehitten fazladır. Tüm ortamlar içinde en 

fazla ana bileĢen ve alanı BBD‟lerinin olmadığı ortamda görülmüĢtür. Tüm ortamlar içinde 

de en fazla fenolik bileĢik miktarı BBD‟ lerinin olmadığı ortamda ki kafeik asitte 

görülmüĢtür. En az fenolik bileĢik miktarıda Zeatin + IBA‟nın olduğu ortamdaki 

protokatekualdehite görülmüĢtür. 
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4. TARTIġMA 

 

Günümüzde Lamiaceae familyasına ait bitkilerin birçoğunun çeĢitli ülkelerde 

yetiĢtiriciliği yapılmaktadır. Ülkemizde bu familya içerisinde yer alan bitkilerin bir bölümü 

doğal olarak yetiĢmekte, bazılarının da kültürü yapılmaktadır. Örneğin; Origanum türleri 

doğal olarak doğadan toplanıldığı gibi bazılarının çelikle ve tohumla üretimi de 

yapılmaktadır (Kokkini, 1996). Ancak ticari açıdan önemli olan bu türler, yayılıĢ 

gösterdikleri alanlarda çoğunlukla yağ elde etmek, çay yapımında ve baharat olarak 

kullanılmak üzere yöre insanı tarafından da bol miktarda toplanmaktadır. Bununla beraber 

türlerin yayılıĢ alanlarına giren küçükbaĢ hayvanlardan, dolayı türler zarar görmektedir 

(Ünal, 2003). Bu faaliyeler sonucunda florada yoğun bir tahribat söz konusu olmakta ve 

bazı endemik türler yok olma tehlikesiyle karĢı karĢıya kalmaktadır.  

Halk arasında “kekik” olarak bilinen Lamiaceae (Labiatae) familyasına ait Thymus, 

Origanum ve Satureja türleri ülkemizin en önemli aromatik bitkileridir. Bu bitkiler 

arasında Origanum türleri, özellikle daha yüksek uçucu yağ vermeleri nedeniyle, bitkisel 

ham madde olarak ülkemizin baĢlıca ihraç ürünüdür. Burada anılan aromatik bitkiler ilaç, 

parfüm, kozmetik, deterjan, tatlandırıcı ve aromatik yağ sanayinde ayrıca baharat olarak da 

kullanılmaktadır (Mulas, 2006).   

Bitkilerin tıbbi ve aromatik niteliği nedeni ile doğada var olan stoklarının sökülerek 

ihraç ediliyor olmaları bu gen kaynaklarımızın günden güne azalmasına neden olmakta, bu 

da var olanı sökmek yerine bitkiyi üretmeye yönelik hızlı ve kontrollü çoğaltım yönteminin 

geliĢtirilerek kullanılmasını zorunlu hale getirmektedir. Ticari amaçla doğadan toplanan 

bitkilerin korunması amacıyla uygulanabilecek en ideal alternatif yöntemin ˝üretim˝olduğu 

tüm dünyada kabul edilmektedir. Doku kültürü teknikleri kullanılarak bitki üretilmesi 

(mikroçoğaltım), bir çok bitki türünde olduğu gibi tıbbi ve aromatik bitkilerin de vejatatif 

olarak hızlı ve çok miktarda çoğaltılabilmesine olanak sağlayan bir üretim Ģeklidir 

(Hardman ve Kester, 1975; Mansuroğlu ve Gürel, 2001). Ayrıca  yeni çeĢit geliĢtirmek ve 

mevcut çeĢitlerde genetik çeĢitlilik oluĢturmak,  kaybolmakta olan türlerin korunmasında 

ve çoğaltılmasızor olan türlerin üretiminde, çeĢitli doku kültürü yöntemleri rutin olarak 

uygulanmaktadır (Babaoğlu vd., 2001). 
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Bu tez kapsamında, ekonomik değeri olan, endemik özellikteki O. minutiflorum 

bitkisinin in vitro‟da geliĢim olanakları araĢtırılmıĢtır. Çimlenme, kallus, sürgün ve kök 

oluĢumunu teĢvik etmek amacıyla bitkilerin tohumları üzerinden çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

Ekonomik değeri yüksek fenolik bileĢikler araĢtırılmıĢ ve HPLC ile bazı spesifik fenolik 

bileĢikler tespit edilmiĢtir.  

Canlılık testi denemelerinde TZ testi (Patıl ve Malavika, 1968) uygulanmıĢ canlılık 

oranı: 1) steril edilmeyen normal tohumlarda % 73 ± 2 iken 2) H2O2 ile steril edilen 

tohumlarda ise % 51 ± 1 olduğu tespit edilmiĢtir. Tohumlar sterilizasyon çözeltisinde daha 

uzun süre bekletildiklerinden tohum kabukları eriyerek uzaklaĢmıĢtır. Bunun sonucunda 

çözelti ile sterilizasyonu tohumlardaki canlılığı % 22 oranında etkilediği görülmektedir. TZ 

testi hızlı, kesin sonuç veren ve canlı dokuya zarar vermeyen (çimlenmeyi etkilemeyen) 

avantajlarının olmasının yanı sıra; dormant (uykuda) - non dormant ayırımının 

yapılamaması, çimlenen tohumlardan oluĢan fidelerin normal veya anormal olma 

durumlarının önceden bilinememesi, mikroorganizmalarca enfekte edilen tohumların 

çimlenip sağlıksız fideleri oluĢturma ihtimalinin olması gibi dezavantajları da vardır.  

Bitki tohumlarını steril etmek için 2 farklı sterilizasyon yöntemi kullanılmıĢtır. Önce 

dH2O 1:4 çamaĢır suyu çözeltisikullanılmıĢtır. Hızlı ve basit bir yöntem olmasına rağmen 

kontaminasyon oranının (% 78,3 ± 1,16) yüksek olması baĢka bir yöntemin denenmesine 

sebep olmuĢtur. Diğer bir yöntem olan H2O2 kullanarak yapılan sterilizasyonda 

kontaminasyon riskinin (% 20 ± 1,4) yaklaĢık 4 kat azaldığı tespit edilmiĢtir. Tohumlar 

sterilizasyon çözeltisinde daha uzun süre bekletildiklerinden tohum kabukları eriyerek 

uzaklaĢmıĢtır ve bu tohumlar kültür ortamında daha hızlı çimlenmiĢtir. H2O2 kullanarak 

yapılan bu sterilizasyon yönteminin iyi sonuç vermesi avantaj olarak göze çarparken, 

yaklaĢık 12,5 saat (12 saat dH2O 1: 20 sukroz çözeltisinde, 30 dk. H2O2‟da) kadar süre 

alması dezavantaj olarak görülmektedir. 

O. minutiflorum bitkisinin tohumları MS ve B5 ortamlarında çimlendirilmiĢtir. 

Benzer olarak, Cellaroa (1992) Mentha’nın, Arrebola ve Socorro (1997) Satureja 

obavata’nın, Erdağ ve Yürekli, (2000) Thymus sipyleus tohumlarını MS besi ortamında, 

Kumari ve Saradhi (1992) ise Origanum vulgare tohumlarını B5 besi ortamında 

çimlendirmeyi baĢarmıĢtır. Bitki büyüme düzenleyicisi kullanılmadan aydınlıkta ve 

karanlıkta yapılan çimlenmede; besiyerinin, sukrozun ve agarın farklı deriĢimlerini içeren 

ortamlar kullanılmıĢtır. Aydınlıkta yapılan çimlendirmede MS ortamı B5 e göre daha iyi 

çimlenmiĢtir. MS ortamı olan A-1 de tam içerikli besi ortamında çimlenme oranı % 63,3 ± 
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3 iken ½ içerikli MS ortamı olan A-2‟de çimlenme % 58,3 ±  2, ¼ içerikli MS ortamı olan 

A-3‟te bu oran % 54,1 ± 4‟tür. Aynı Ģekilde tam içerikli B5 ortamında A-4‟te çimlenme 

oranı % 50  ± 2, ½ içerikli B5 ortamı olan A-5‟te çimlenme oranı % 46,6 ± 2, 1/4 içerikli 

B5 ortamı olan A-6‟da bu çimlenme oranı % 32,5 ± 1‟dir. Sonuçlarda da görülüğü üzere 

her durumda MS de çimlenme durumu B5‟e göre daha iyi sonuç vermiĢtir. 

Karanlıkta yapılan çimlendirmede MS ortamı B5‟e göre daha iyi çimlenmiĢtir. MS 

ortamı olan K-1 de tam içerikli besi ortamında çimlenme oranı % 43,3 ± 1 iken ½ MS 

ortamı olan K-2‟de çimlenme % 40 ± 1, ¼ MS ortamı olan K-3‟te bu oran % 20 ± 1‟dir. 

Aynı Ģekilde tam içerikli B5 ortamında K-4‟te çimlenme oranı % 33,3 ± 1, ½ B5 ortamı 

olan K-5‟te çimlenme oranı % 23,3 ± 1, ¼B5 ortamı olan K-6‟da bu çimlenme oranı % 

13,3  ± 0,5‟tir. Sonuçlarda da görülüğü gibi her durumda MS de çimlenme durumu B5‟e 

göre daha iyi sonuç vermiĢtir. 

Aydınlık ve karanlık çimlenme denemeleri sonuçlarına göre; MS ortamı B5 ortamına 

göre daha iyi sonuç vermiĢtir. Yapılan literatür çalıĢmaları ıĢığın bazı türlerde olumlu etki 

gösterdiğini, bazı türlerde ise olumsuz etki gösterdiğini söylemektedir. Tohumların bir 

kısmı ıĢıkta çimlenirken; bir kısmı karanlıkta çimlenmektedir. Bazı tohumlar ise bu 

anlamda nötr‟dür (Yentür, 1982). IĢığın Ģiddeti, dalga boyu ve süresi çimlenmeyi 

etkilemektedir (Benvenuti ve Macchia 1997; Densmore, 1997; Noranha vd., 1997; 

Leinonen ve Chantal, 1998). Bazı türlerin tohumları çimlenme için ıĢığa gereksinim 

göstermesine rağmen, bazı türlerde ıĢık çimlenmeyi engellemektedir (Devlin, 1975).  

Yapılan bir baĢka çalıĢmada Centaurea zeybekii’nin tohumlarının in vitro 

çimlenmesi üzerine ıĢık ve karanlık etkisi araĢtırılmıĢ ve ıĢık-karanlık uygulamaları 

arasında önemli bir farklılık bulunmamıĢtır (Kurt ve Erdağ, 2009).  

Çelik ve Yücel (2008)‟in CR kategorisinde bulunan Centaurea hausknetchii’nin 

tohumlarının çimlenmesi üzerine gerçekleĢtirdikleri bir araĢtırmada ise 16/8, 8/16 

fotoperiyot ile karanlık koĢullarda farklı oranlarda (sırasıyla % 69.2, % 58.5 ve % 42) 

çimlenme elde etmiĢler ve araĢtırıcılar ıĢığın çimlenme üzerine teĢvik edici bir etkisi 

olduğunu belirtmiĢlerdir.  

Çimlenen sürgülerin sürgün uçlarından alınan eksplantlar MS ortamında kültüre 

alınmıĢtır. 1 mg/L 6-BA + 1 mg/L IBA, 2 mg/ 6-BA + 2 mg/L IBA, 1 mg/L Kinetin + 1 

mg/L IBA ve 2 mg/L Kinetin + 2 mg/L IBA‟dan oluĢan 4 farklı grup içinde en iyi kallus 

geliĢimi 2 mg/L 6-BA + 2 mg/L IBA‟dan oluĢan ortamda görülmüĢtür. Bu ortamdaki 
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kallus ağırlığı 7,89 g iken; en az kallus geliĢimi 1 mg/L IBA+1 mg/L Kinetinden oluĢan 

ortamda görülmüĢtür. Bu ortamdaki kallus miktarı 2,386 g‟dır. 

Mikroçoğaltım aĢamalarının baĢarıyla tamamlanabilmesi için uygun eksplant seçimi 

önemli ve temel faktörlerden biridir. İn vitro sürgün oluĢumu kullanılan eksplant tipine 

bağlı olarak değiĢmektedir (Gupta ve Conger, 1998; Zobayed ve Saxena, 2003; Ayan vd., 

2005). ÇalıĢmamızda kullanılan eksplant tipine benzer olarak değiĢik türlerin 

mikroçoğaltımında farklı eksplant tiplerinin benzer olarak kullanıldığı ve sürgün oluĢumu 

üzerinde farklı etkilere sahip olduğu birçok araĢtırmacı tarafından da rapor edilmiĢtir. 

Kumari ve Saradhi (1992) Nanenin (Mentha sp) doku kültürü ile çoğaltılma 

olanaklarının araĢtırıldığı çalıĢmalarda (Cellarova, 1992) sürgün ucu ve tek boğumları 

kullanılmıĢtır. 

Erzen vd. (1996) Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Salvia officinali, Hypericum 

perforatum’un doku kültürü ile çoğaltılmasında sürgün uçları Yürekli ve Baba (1995) 

Thymus sipyleus, Sideritis syplea’de yaprak sapı, yaprak parçaları tek boğum ve sürgün 

uçlarını, Arrebola ve Socorro (1997) mikroçoğaltımında tek boğumları eksplant olarak 

kullanmıĢlardır.  

Sajina vd. (1997) Thymus vulgaris, Mentha spicata, Origanum vulgare’nin in vitro 

olarak çimlendirilmiĢ fidelerinden alınan sürgün ucu ve tek boğum eksplantlarını 

kullanılarak bu türlerin mikroçoğaltımıyla gerekli koĢulları optimize etmiĢlerdir. Origanum 

majorana’ da in vitro koĢullarda yürütülen çalıĢmada tek boğum eksplantlarından çok 

sayıda sürgünler elde edilmiĢtir (lyer ve Pai 1998; 2000). Minas (2001) Origanum 

dictamus‟un in vitro koĢullarda çoğaltılmasında apikal meristemi kullanmıĢtır. Tepe vd. 

(2002), Mentha longifolia’nın tek boğum ve sürgün ucu eksplantlarını kullanmıĢlardır. 

Sürgün geliĢimi için seçilen sürgün ucu, internod ve yaprak eksplantları içinde en iyi 

sürgün geliĢimisürgün uçlarından alınan eksplantlardan sağlanmıĢtır. Yaprak 

eksplantlarından daha çok kallus olĢurken internodlardan alınan eksplantlardan ise kallus 

ve fidecikler oluĢmaktadır. OluĢan fideler sürgün ucundan alınan eksplantlara oranla daha 

az, kısa boylu ve seyrektir. Sürgün uçlarından alınan eksplanlar diğerlerine göre (yaprak, 

internod) daha sık, gür ve uzundur.  

MS‟te Zeatin - IBA‟nın 6 kombinasyonlarına (Tablo 11) ait gruplara sürgün ucu,  

internod ve yaprak eksplantları ekildiğinde en iyi sürgün geliĢiminin, sürgün ucu 

eksplantlarının kullanıldığı, bitki büyüme düzenleyicisi olarak 1 mg/L Zeatin + 0,5 mg/L 

IBA‟nın kullanıldığı ortamda görülmüĢtür (Tablo 5). Zeatin‟de sürgünler uzun boyludur ve 



 

 

 

54 

çoklu sürgün oluĢumu görülmektedir. En uzun sürgün boyu 68,5 mm‟dir. Kök ve kallus 

oluĢumu görülmektedir. 6-BA‟ya göre sürgün boyu kısa olsada TDZ‟ye göre sürgün boyu 

uzundur (Tablo 14). En kalabalık sürgün geliĢimi TDZ ve 6-BA‟ya göre Zeatin‟de 

görülmektedir. 

MS‟te TDZ - IBA‟nın 6 kombinasyonlarına ait (Tablo 12) gruplara sürgün ucu,  

internod ve yaprak eksplantları ekildiğinde en iyi sürgün geliĢiminin sürgün ucu 

eksplantlarının kullanıldığı, bitki büyüme düzenleyicisi olarak 1 mg/L TDZ + 0,5 mg/L 

IBA‟nın kullanıldığı ortamda görülmüĢtür (Tablo 5). Sürgünler genelde kısa ve çoklu 

sürgünler görülmektedir. Sürgün boyları kısa olmakla birlikte en uzun sürgün boyu 25,55 

mm‟dir. Kök ve kallus oluĢumu görülmektedir  (Tablo 14).  6-BA‟ ya ve Zeatin‟e göre en 

kısa sürgün boyu bundadır. 

MS‟te 6-BA - IBA‟nın 6 kombinasyonlarına ait (Tablo 13) gruplara sürgün ucu,  

internod ve yaprak eksplantları ekildiğinde en iyi sürgün geliĢiminin sürgün ucu 

eksplantlarının kullanıldığı, bitki büyüme düzenleyicisi olarak 1 mg/L 6-BA + 0,5 mg/L 

IBA‟nın kullanıldığı ortamda görülmüĢtür (Tablo 5).  

Sürgünlerin birkaçı çok uzun boylu diğerleri kısa boyludur. Genelde kısa boylu çoklu 

sürgün geliĢimi görülmektedir. En uzun sürgün boyu 81 mm‟dir. Kök ve kallus oluĢumu 

görülmektedir. (Tablo 14). Zeatin ve TDZ‟ye göre en uzun sürgün boyu 6-BA‟da 

görülmektedir. 

Yaptığımız çalıĢmada en kısa sürgün boyuna TDZ ortamında rastladık (Tablo14). 

Buna paralel olarak Debnath (2005), sitokinin olarak bilinen ve aynızamanda oksine 

benzer etki gösteren Thidiazuron‟un üzümde, kivide, pek çok odunsu bitkide rejenerasyonu 

baĢarılıbir Ģekilde sağladığı, ancak TDZ‟nin birçok odunsu bitkide sürgün 

uzamasınıengellediğini belirlenmiĢtir. Ayrıca, sürgün uzamasının engellenmesinin 

sitokininin artmasına neden olan sitokinin oksidaz enziminin faaliyet gösterememesinden 

kaynaklandığı saptanmıĢtır. 

Mirici (2004) geven (Astragalus polemoniacus Bunge) bitkisinde yaptığı 

birçalıĢmada, TDZ‟nin düĢük dozlarının sürgüngeliĢimini olumlu yönde 

etkilediğinibelirlemiĢtir.  

Sürgün çoğaltım aĢaması, genel olarak baĢlangıç için kullanılan ortamlar çoğaltım 

aĢamasında da kullanılmakla birlikte, bazı durumlarda değiĢiklik yapılabilmektedir. Bitki 

dokularından organ farklılaĢmasında oksin ve sitokinin önemli rol oynamaktadır. 

Sitokinin/oksin oranını yüksek olması sürgün oluĢumunu, oksin/sitokinin oranının yüksek 
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olması kök oluĢumunu oksin ve sitokininin aynı miktarda kullanılması kallus oluĢumunu 

desteklemektedir. 6-benzilaminopürin (BAP) genellikle çok sık kullnılan ve olumlu 

sonuçlar veren bir siokinindir. Genel olarak 1-2 mg/L sitokinin çoğu sistemlerde yeterlidir. 

Yüksek düzeyler adventis sürgün oluĢumunu artırma eğilimindedir. Thidiazuron (TDZ) 

düĢük konsantrasyonlarda (0,05-1 mg/L) etkili olduğu için umut veren bir sitokinindir. 

(Werbrouck ve Deberg, 1994).  

Bir araĢtırmada, Texas ve Nonpareil badem (Amygdalus communis L.) çeĢitlerinin 

sürgün ucu kültürü ile in vitro çoğaltma olanaklarıaraĢtırılmıĢtır. Bu amaçla; farklı IBA ve 

BAP düzeyleri, birbirini izleyen üç farklı kültür aĢamasında (ilk dikim, ĢaĢırtma ve 

çoğaltma) ayrı ayrı test edilmiĢtir. Sonuçlar sürgün geliĢmesi için hormon içermeyen veya 

sadece düĢük düzeyde IBA (0.1 mg/L) içeren ortamların daha uygun olduğunu 

göstermiĢtir. Hem ĢaĢırtma hem de çoğaltma aĢamasında, 0.1 mg/L IBA ile 1.0 mg/L BAP 

kombinasyonu sürgün verimi ve geliĢmesi bakımından en iyi sonucu vermiĢtir. Genel 

olarak, sürgün oluĢumu için her iki aĢamada BAP‟ın gerekli olduğu saptanmıĢ, ancak 

yüksek düzeyde BAP (2.0 veya 3.0 mg/L 6-BA) kullanıldığında sürgünlerde camlaĢma, 

sürgünlerin canlılığında azalma ve kallus oluĢumuna neden olduğu görülmüĢtür (Gürel ve 

GülĢen, 1998). 6-BA‟nın protein sentezini ve enzim aktivitesini artırarak aventif sürgün 

oluĢumunu sağladığı Lopez-Escamilla vd., (2000) tarafından rapor edilmiĢtir.  

Bizim çalıĢmamamızda 1mg/L 6-BA + 0,5mg/L IBA içeren ortam sürgün geliĢimi 

için en ideal ortam olarak görülmüĢtür. Yapılan çalıĢmalarda da fazla miktralarda 

kullanılan 6-BA sürgünlerde canlılığın azalmasına ve kallus oluĢumuna neden olduğu 

kanıtlanmıĢtır. 

En uzun sürgün boyunun Zeatin ve TDZ‟ye göre 6-BA‟da olduğu görülmektedir.  

ÇalıĢmamızın sonucuna benzer olarak BAP‟ın, birçok bitki türü için sürgün oluĢumu 

üzerinde en etkili hormon olduğu ve sürgün oluĢumunu indüklemek için NAA ile birlikte 

de kullanılabileceği birçok araĢtırmacı tarafından da bilinmektedir (Cellarova, 1992; 

Kumari ve Saradhi, 1992; Garcia-Granados vd., 1994; Sajina vd., 1997; Ellialtıoğlu vd., 

1998; Iyer vd., Pai, 1998; 2000; Tepe vd., 2002; Arafah vd., 2003; Özkum ve Tıpırdamaz, 

2004; Tisserat ve Vaughn, 2004). 

Bölüm 3.6.‟da O. minutiflorum’un HPLC yöntemiyle belirlenen fenolik bileĢen 

türleri ve nicel miktarları verilmiĢtir. 16 adet fenolik bileĢik standart olarak kullanılmıĢtır 

ve 3 adet fenolik bileĢen analiz edilmiĢtir. Bunlar; gallik asit, kaffeik asit, 

protokatekualdehittir. 
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         Gallik asit hidroliz olabilen tanenlerden  (gallotanen) elde edilen, tıp ve eczacılıktan 

boya, kimya ve besin endüstrilerine kadar çok geniĢ bir alanda çeĢitli amaçlarda kullanılan 

bir organik asittir. Gallik asit, anti mantar, antioksidan ve anti viral etkilere sahiptir. 

Normal hücrelere zarar vermeden, kanser hücreleri üzerinde sitotoksik etki gösterir (URL-

2) 

Zeatin + IBA‟da kaffeik asit ve protokatekualdehite rastlanırken, TDZ + IBA‟da gallik 

asite rastlanmıĢ, 6-BA + IBA‟da standartlara uygun fenolik bileĢiğe rastlanmamıĢtır. Bitki 

büyüme düzenleyicilerinin olmadığı ortamda ise protokatekualdehit ve kaffeik asite 

rastlanmıĢtır. Zeatin + IBA‟da 9 tane ana bileĢen tespit edilirken, fenolik bileĢiklerden  

kaffeik asit ve  protokatekualdehite rastlanmıĢtır. Kafeik asit miktarı protokatekualdehit 

miktarından daha fazladır. TDZ + IBA‟da 4 tane ana bileĢen tespit edilirken fenolik 

bileĢiklerden gallik asite rastlanmıĢtır. 6-BA + IBA‟da 4 tane ana bileĢen tespit edilirken 

standartlara uygun fenolik bileĢiğe rastlanmamıĢtır. BBD‟lerinin olmadığı ortamda 10 tane 

ana bileĢen tespit edilmiĢtir. Fenolik bileĢiklerden kafeik asit ve protokatekualdehite 

rastlanmıĢtır. Kafeik asit miktarı protokatekualdehitten fazladır. Tüm ortamlar içinde en 

fazla ana bileĢen ve alanı BBD‟lerinin olmadığı ortamda görülmüĢtür. Tüm ortamlar içinde 

de en fazla fenolik bileĢik miktarı BBD‟ lerinin olmadığı ortamda ki kafeik asitte 

görülmüĢtür. En az fenolik bileĢik miktarıda Zeatin + IBA‟nın olduğu ortamdaki 

protokatekualdehite görülmüĢtür. 
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5. SONUÇLAR 

  

1. O. minutiflorum tohumlarına iki farklı sterilizasyon yöntemi uygulanmıĢ ve en baĢarılı 

yöntemin H2O2  (%  78,3  ± 1,16) ile yapılan sterilizasyon yöntemi olduğu tespit edilmiĢtir.  

2.  Canlılık testinin sonuçlarına bakılırsa; müdahale edilmemiĢ tohumlarda canlılık oranı % 

73 ± 2 iken, sterilizasyondan sonra ki canlılık oranı % 51 ± 1‟dir. 

3. Aydınlık ve karanlıkta MS ve B5 besin ortamında çimlendirme yapılmıĢtır. Aydınlık 

ortamda en iyi çimlenme MS‟te % 63,3 ± 3 oranında görülürken, en az çimlenme ¼ B5 

ortamında % 32,5  ± 1 oranında görülmektedir. Karanlık ortamda en iyi çimlenme MS‟te 

% 43,3  ± 1 oranında görülürken, en az çimlenme ¼ B5 ortamında % 13,3 ± 0,5 oranında 

görülmektedir. 

4. En iyi kallus geliĢimi 2 mg/L 6-BA + 2 mg/L IBA‟dan oluĢan ortamda görülmüĢtür. Bu 

ortamdaki kallus ağırlığı 7,89 g‟dır. 

5. Zeatin + IBA‟da en iyi sürgün geliĢimi 1 mg/L Zeatin + 0,5 mg/L IBA‟nın olduğu 

ortamda görülmüĢtür. Bu ortamda en uzun sürgün boyu 68,5 mm‟dir. TDZ + IBA‟da en iyi 

sürgün geliĢimi 1 mg/L TDZ + 0,5 mg/L IBA‟nın olduğu ortamda görülmüĢtür. Bu 

ortamda en uzun sürgün boyu 25,55 mm‟dir. 6-BA + IBA‟da en iyi sürgün geliĢimi 1 mg/L 

6-BA + 0,5 mg/L IBA‟nın olduğu ortamda görülmüĢtür. Bu ortamda en uzun sürgün boyu 

81 mm‟dir. En iyi sürgün geliĢiminin, sürgün ucundan alınan eksplantlardan sağlandığı 

görülmüĢtür. 

6. Fenolik bileĢik analizine bakıldığında; 3 adet fenolik bileĢik tespit edilmiĢtir. Bunlar; 

gallik asit, kaffeik asit, protokatekualdehittir. Zeatin + IBA‟da kaffeik asit ve 

protokatekualdehite rastlanırken, TDZ + IBA‟da gallik asite rastlanmıĢtır. 6-BA + IBA‟da 

standartlara uygun fenolik bileĢiğe rastlanmamıĢtır. Bitki büyüme düzenleyicilerinin 

olmadığı ortamda ise protokatekualdehit ve kaffeik asite rastlanmıĢtır.  En fazla fenolik 

bileĢik miktarı bitki büyüme düzenleyicilerinin olmadığı ortamda ki kafeik asitte 

görülmüĢtür. En az fenolik bileĢik miktarıda Zeatin + IBA‟nın olduğu ortamdaki 

protokatekualdehite görülmüĢtür. 
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         6. ÖNERĠLER 

 

Ülkemizde endemik olarak doğal koĢullarda yetiĢen ve ekonomik değeri olan türlerin 

kültüre alınması, in vitro koĢullarda üretilmesi ve etkin bir üretime olanak sağlayacak 

koĢulların belirlenmesi amaçlanabilir. Ticari amaçla doğadan toplanan bitkilerin korunması 

amacıyla uygulanabilecek en ideal alternatif yöntemin ˝üretim˝olduğu tüm dünyada kabul 

edilmiĢtir. Bu bitkilerin kültüre alınması ile doğadan toplanması sonucunda meydana 

gelebilecek tahribat engellenebileceği gibi aynı zamanda toplama sonucu gözlenen 

olumsuzluklar ortadan kalkacaktır. 

Değeri yeni anlaĢılmaya baĢlanan tıbbi ve aromatik bitkilerin mikroçoğaltımı, bu 

proje sonuçlarının değerlendirilmesiyle yapılabilir. Buna ilave olarak, elde edilecek 

bulgular, ileride gerçekleĢtirilmesi planlanan O. minutiflorum bitkisine ait sekonder 

metabolitlerin hücre ve doku kültürü yöntemleri kullanılarak üretilmesi ile ilgili çalıĢmalar 

için de kaynak olarak kullanılabilecektir. 

AraĢtırmamızda hem sürgün oluĢumu ve geliĢimi hem de köklenme açısından önemli 

bulgular elde edilmiĢ olup, O. minutiflorum için mikroçoğaltım protokolü oluĢturulmuĢtur. 

Mikroçoğaltım prosedürünün hızlandırılması için bundan sonra yapılacak çalıĢmalarda, 

büyüme düzenleyicilerinin farklı kombinasyonları ile yeni denemeler kurularak ya da en 

iyi denemeler ile çoğaltma katsayılarının arttırılması sağlanmalıdır.  

Tıbbi ve aromatik bitkiler doğadan toplanarak soyları tüketilmektedir. Bunun 

üstesinden gelebilmek için doku kültürü ile çoğaltım için Ar-Ge faaliyetleri kapsamında 

devlet desteği alınarak firmalar tarafından üretim yapılması önerilecek bir yol olabilir.
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