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Yiksek Lisans Tezi

OZET

ORIGANUM MINUTIFLORUM O. SCHWARZ VE P. H. DAVIS (SUTCULER KEKIiG)
MIKROCOGALTIMI VE IN VITRO KOSULLARDA URETILEN FIDELERIN
FENOLIK BILESIKLERININ ANALIZI

Songiil TANRIVER

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2013, 68 Sayfa

Lamiaceae familyasindan olan O. minutiflorum O. Schwarz ve P. H. Davis bitkisinin
stirgiin ucu, internod ve Yyaprak esksplantlarinin farkli besin ortamlarindaki biiyiime
parametreleri ve tretilen bu bitkiciklerin fenolik bilesiklerinin analizi incelendi. MS, %5
MS, Ya MS, BS, 2 BS, % BS5 ortamlarinda aydinlik ve karanlikta ¢imlendirme yapildi.
Siirgiin olusumu ve gelisimi ile kallus olusumu i¢in uygun besin ortamlar1 belirlendi. Bu
bitkinin mikrogogaltim potansiyeli; Murashige ve Skoog (MS; 1962), besi ortami ve 6-
Benzilaminopiirin (6-BA), Thidiazuron (TDZ), Zeatin, Kinetin gibi bitki biiyiime
diizenleyicileri kullanilarak arastirildi. En iyi ¢imlenme aydinlikta MS ortaminda tespit
edildi. Aydinlik ortamda en yiiksek kallus verimi 2 mg/L 6- BA + 2 mg/L IBA’da goriildii.
En iyi siirgiin gelisimi siirglin ucu eksplantlarindan saglandi. 1 mg/L 6-BA+ 0,5 mg/L IBA
ortaminda en uzun siirgiin gelisimi goriildii. Bu ortamdaki en uzun siirgiin boyu 81 mm
iken, 1 mg/L Zeatin + 0,5 mg/L IBA’da en uzun siirgiin boyu 68,5 mm, 1 mg/L TDZ + 0,5
mg/L IBA’da en uzun siirgiin boyu 25,55 mm olarak belirlendi. In vitro kosullarda tiretilen
8 haftalik fidelerden elde edilen o6ziitlerden 3 fenolik bilesik (gallik asit, kaffeik asit,
protokatekualdehit) HPLC ile analiz edildi.

Anahtar Kelimeler: Origanum minutiflorum, :n vitro, mikrogogaltim, kallus, fenolikler,
HPLC
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Master Thesis
SUMMARY

MICROPROPAGATION OF ORIGANUM MINUTIFLORUM O. SCHWARZ AND P. H.
DAVIS (SUTCULER THYME) AND THE ANALYSIS OF PHENOLIC COMPOUNDS
OF THE PLANTLETS WHICH ARE PRODUCED IN VITRO CONDITIONS

Songiil TANRIVER

Karadeniz Techinal University
The Graduate School and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
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, 2 MS, Y4 MS) and Gamborg’s (BS5, 2 BS, % BS5) 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 BiLGILER
1.1. Giris

Tibbi bilesiklerin kaynagi olan bitkiler, antik ¢ag uygarliklarindan giiniimiiziin
gelismis modern toplumlarina kadar pek c¢ok insan tarafindan sagligin korunmasinda
onemli bir ara¢ olarak kullanilmistir. Modern ilaglarin % 50°den fazlasinin dogal iiriin
kokenli olmasi, bu durumun giiniimiizde de etkin bir sekilde devam ettigini gostermektedir.
Ornegin, gelismekte olan iilkelerde niifusun % 80’1 saglik gereksinimlerini ilk etapta
geleneksel tibbi bitkilerden saglamaktadir. Diinya niifusunun % 80’inin gelismekte olan
tilkelerde yasadig1 diistiniiliirse, toplam diinya niifusunun % 64’iiniin bitkileri tedavi amaglt
olarak kullanildigi anlasilmaktadir. Gelismis iilkelerde ise regete ile satilan ilaglarin
yaklagik % 2’1 bitkisel kokenli kimyasallardir (Babaoglu, 2002).

Tiirkiye’de tibbi olarak kullanilan bitkilerin sayisinin 500 civarinda oldugu tahmin
edilmektedir (Sar1t ve Oguz, 2000). Ancak, yapilan bir arastirmada, dogadan toplanarak
ticareti yapilan bitki tiirlerinin sayisinin 346 oldugu ve bunlarin 98’inin ihrag¢ edildigi,
24’{inlin endemik oldugu ve endemik tiirlerin 7’sinin de halen ihra¢ edildigi
belirtilmektedir. Ornegin adacayi, kekik, ¢oven ve salbanin baz tiirleri endemik olup ihrag
edilen tiirlerdir. Yine; dogadan toplanan ve aktarlar, semt pazarlart ve marketler
aracitlifryla ticareti yapilan tiirlerin sayisinin da 179 oldugu tespit edilmistir (Ozhatay vd.,
1997). Tirkiye’nin ihrag ettigi 6nemli tibbi ilag ve baharat bitkileri kekik, defne yapragi,
kimyon, anason, rezene tohumu, ardi¢ kabugu, mahlep, ¢cemen, biberiye, meyan kokii,

nane, sumak, adagay1 ve thlamur ¢igegidir (Bayram vd., 2010).

1.2. Lamiaceae Familyasi

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

(Heywood, 1996). Lamiaceae familyasina ait bitkilerin en énemli 6zelligi, 6zel bir koku



veren aromatik bilesiklere sahip olmalaridir (Baser, 1994; Korosou, 1997; Metcalfe ve
Chalk, 1972).

Tiirkiye Lamiaceae familyasinin 6nemli gen merkezlerinden biridir. Bu familyasi
iilkemizde 45 cinste yaklasik 574 tiir temsil edilir. Ulkemizdeki endemizm oran1 yaklasik
% 44,5 olan bu familya, igerdigi takson sayis1 bakimindan Tiirkiye’nin en zengin iiglincii
familyas1 konumundadir (Davis vd., 1982; Davis vd., 1988; Giiner vd., 2000; Kahraman
vd., 2009).

Lamiaceae familyasi ekonomik yonden biiyilk Oneme sahiptir. Sahip olduklari
aromatik bilesikler ve temel yaglar sayesinde parfiim gida sanayi gibi gesitli alanlarda
kullanilmaktadir (Clive ve Stace 1980; Estilai ve Hatemi, 1990). Baz tiirler ticari olarak
kiiltiire alinmaktadir. Bunlarin ¢ogu genellikle gidalarda lezzet verici olarak kullanilan,
Mentha, Origanum, Thymus cinsleri gibi Akdeniz orjinli aromatik bitkilerdir. Digerleri ise
igerdikleri zengin temel yaglar ve aromatik bilesiklerden dolay1 parfiim ve ilag sanayisinde
kullanilan bitkilerdir (Watson ve Dallwitz,1978).

Tirkiye'de "kekik" olarak tanmimlanan ve bu amagla kullanilan Lamiaceae
familyasindan pek ¢ok aromatik bitki tiiri bulunmaktadir. Ancak 6zellikle timol/karvakrol
tipi ugucu yag iceren tiirler "kekik" olarak kabul edilmektedir. Karvakrol ve timol igerigi
kekikte fiyati belirleyen parametrelerdir. Bu tiirler arasinda 6zellikle Thymus (57 takson),
Origanum (31 takson), Satureja (14 takson), Thymbra (4 takson) ve Coridothymus (1
takson) cinsleri hem yayilis olarak hem de ekonomik olarak biiyilk 6nem tagimaktadir
(Baser, 1994).

Tiim kekik benzeri kokuya sahip Labiate familyas: iiyelerinin kekik olarak bilinmesi
ve toplanmasi bazi endemik ve nadir tiirlerin asir1 toplanmalariyla tehdit altina girmektedir.
Toplayicilar, aracilar ve dis satimci firmalar kekik bitkilerinin dogal populasyonlarinda
biiyiik bir azalma oldugu goriisiindedirler. Ticari amaglarla dogadan toplanan bazi
bitkilerin populasyonlari iizerinde meydana gelen baskinin bilinmemesi ve bu baskinin
izlenmemesi sonucu bu bitki tiirlerinin nesilleri tehlike altina girebilmektedir. Diinya
lizerinde bulunan 25.000 bitki taksonu yok olma tehlikesi ile karsikarsiyadir (Ozhatay ve
Atay, 1997, Sadikoglu, 2005).



1.3. Tiirkiye’de Yetisen Origanum Tiirleri Hakkinda Genel Bilgi

Geleneksel bir baharat ve halk ilact olan Origanum bitkisini eski Yunanlilar giizel
kokularinda, kozmetik ve ilaglarda kullanirlar ve “daglarin sevinci” anlamina gelen
“oregano” adiyla anarlardi. Origanum Kkelimesi Yunanca oros: dag ve ganos: siis
kelimelerinden tiiremistir. Genelde “oregano” veya origan terimleri botaniksel isimlerine
gore daha yaygindir. Arnavutluk dilinde rigoni olan oregano terimi Arnavutlarca sik
kullanilir (Xhuveli ve Lipe, 1996). Origanum olmayan birgok bitki uluslar arasi pazarlarda
“oregano” olarak bilinmektedir. Hatta bunlardan bazilar1 Lamiaceae familyasina bile ait
degildir (Bejilali, 1996).

Diinya iizerinde 50 kadar tiirle temsil edilen Origanum tiirleri ¢ogunlukla Akdeniz
bolgesinde ve Balkanlarda yayilis gosterirler. Origanum tiirleri, birden fazla dik govdesi
olan, ¢ok yillik otsu veya yar1 ¢alimsi bitkiler olup ¢icekleri salkimsi veya gévde uclarinda
toplu halde bulunmaktadir (Davis, 1982). Orta biyiikliikteki ¢ok yillik bu bitkiler,
genellikle sicak iklimi sever ve kurak, besince zengin, cogunlukla kiregli, topraklarda iyi
yetisirler. Gliniimiizde Origanum tiirleri dogal olarak dogadan toplanildig1 gibi bazilarinin
celikle ve tohumla iiretimi de yapilmaktadir (Kokkini, 1996).

Origanum’lar agr1 kesici (analjezik), cinsel gilicli azaltict (anafrodizyak),
antioksidant, antispazmik, antiviral, antibakteriyal, gaz giderici, kalbi uyarici, terletici,
sindirimi kolaylastirici, idrar artirici, adet soktiiriicii, fungisidal, balgam soktiirticii, miishil,
sakinlestirici, midevi, tonik, yara iyilestirici etkilere sahiptir. Origanum giinliik
hayatimizda onemli bir rol oynamakta ve 6zel tadindan dolay1 bir¢ok yiyeceklerde baharat
olarak kullanilmaktadir. Ayrica Origanum’lardan elde edilen kekik suyu astim ve kronik
bronsit gibi hastaliklarda, zayiflamada, yiiksek tansiyonda, seker hastaliginda, parazit
dokmede ve kan dolagimini uyarmada kullanilmaktadir (Bernath; 1996; Kitiki, 1996; Sari
vd., 2002). Origanum cinsine ait tiirlerin kimyasal bilesenleri ile ilgili olarak yapilan
caligmalarin ¢ogu ugucu yag bilesenleri karvakol, timol, y- terpinen gibi bilesiklere
yoneliktir (Bernath; 1996, Alves-Pereira ve Fernandes —Ferreira, 1998; Socorro vd., 1998).
Ayrica gilizel goriinlimden dolayr Origanum tiirlerinin estetik amagli plantasyonlarda
kullanilabilmeleri de s6z konusudur (Kokkini, 1996).

Tiirkiye’de kekik olarak en fazla Origanum tiirlerine ait bitkiler toplanir. Origanum
tirleri arasinda Ozellikle Ege, Akdeniz ve Giliney Dogu Anadolu bdlgelerinde yayilis
gbsteren Izmir kekigi (O. onites), Istanbul kekigi (O. vulgare ssp. hirtum), Siitciiler kekigi



(O. minutiflorum), Alanya kekigi (O. majorana, syn. O.dubium) ve Suriye kekigi (O.
syriacum var. bevanii) ticari olarak biiyilk 6nem tasir (Baser vd., 1993; Baydar, 2007;
Baydar vd., 2009).

1.4. Doku Kiiltiirii

Biyoteknolojinin kullanim1 ¢ok eski zamanlara uzanmaktadir. ilk kez Siimerler
tarafindan bira ve ekmek yapiminda mayalarin kullanilmasiyla bagladigi bilinmektedir.
(Krishna ve Reddy, 2005). Biyoteknoloji tanim olarak kisaca canli organizmalarin belirli
amaglar dogrultusunda teknolojide kullanilmas1 anlamina gelmektedir. Gilinlimiizde
biyoteknoloji; mikroorganizma, hiicre, doku, organ vb. biyolojik yapilarin insan yararina
degistirilmesi, kullanilmasi ve c¢ogaltilmas: iizerine c¢alisan bilim dali olarak da
tanimlanabilir.  Biyoteknoloji, ekonomik  6neme sahip  bitki, hayvan ve
mikroorganizmalarin 1slahinda degistirilerek kullanilan bilimsel teknikler seklinde de
tamimlanabilmektedir (Persley vd., 1999).

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

Bitki doku kiiltiirii; steril sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre
(meristematik hiicreler, slispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (g¢esitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (kdk vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya
bitkisel iirlinlerin (metabolitler gibi) tretilmesidir. Yeni ¢esit gelistirmek ve mevcut
cesitlerde genetik cesitlilik olusturmak doku kiiltiiriiniin temel amaglar1 arasinda sayilabilir.
Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme c¢alismalarinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve ¢ogaltilmast zor olan
tiirlerin tiretiminde rutin olarak uygulanmaktadir (Babaoglu vd., 2001).

Bitki doku kiiltiirii, bitki besin elementleri, vitaminler, su, katilastirici ve gerekli
durumlarda bitki biiylime diizenleyicileri eklenen agzi1 kapali 151k gecirebilen steril
kaplarda, sterilize edilmis bitki materyalinin, steril kabin altinda bu kaplara yerlestirilerek
yetistirilmesi islemidir. Doku kiltiirii yontemi steril kosullarda, siirekli ve ayni

genetikyapiya sahip bitkilerin iiretimidir (Ahloowalia vd., 2002).



Tiim doku kiiltlirlerinin baslangi¢ noktasi eksplant denen bitki dokularidir. Doku
kiltiirti bitkilerin kok, govde, petiyol, yaprak veya ¢igek parcalarindan olabilmekte ve
basar1 orani tiirlere gore degismektedir. Onemli olan eksplant olacak bitki pargasi
ylizeyinin tiim mikrobiyal kontaminasyonlardan arindirilmasidir. Bitki hiicrelerinde
boliinme bakteri ve mantarlara kiyasla daha yavas olmaktadir (Collin ve Edwards,1998).
Yiiksek oranda basar icin eksplantin hizli hiicre boliinmesine sahip iyi gelisen ve saglikh
bitkilerden alinmasi gereklidir. Olgun ve yiiksek oranda organize olmus dokularin
embriyogenesis kapasiteleri son derece diisiik olmaktadir. Eksplant alinacak olan bitkilerin
yetistirme sartlarida embriyogenesisin basarisinda 6nemli rol oynamaktadir. Isik, nem,
topragin besin durumu ve mevsimsel faktorler etkili olmaktadir (Warren, 1991).

Doku kiiltliriinde fizyolojik asama, bitkinin doku kiiltlirline baslandiginda cevap
verecek yetenege sahip olmasidir. Kaynak bitki saglikli olmali ve acik¢a goriilebilecek
clirime veya hastalik belirtilerinden uzak olmalidir. Eksplant denen bitki, doku kiiltiirti
calismalar1 dolayisiyla dikkatle se¢ilmelidir. Daha geng olan dokular, daha aktif boliiniirler
ve kallus olusturma yetenegi daha yiiksektir. Hiicreler aktif olarak boliinebilir olmalidir ve
dormansi periyoduna girme egiliminde olmamalidir (Collin ve Edwards, 1998).

Kiiltiirti baglatmak ve kiiltiirdeki bitki hiicrelerini uzun siire korumak igin veya
kiiltiire edilmis hiicrelerden tam bitkileri rejenere etmek i¢in gereken kosullar her bitki tiirii
icin farklidir. Bir tiirlin her varyetesi i¢in de bireysel olarak belirlenmis kiiltiirel
gereksinimler farkli olacaktir. Yirminci ylizyilda, bitki doku kiiltiirii hakkinda edinilen tiim
bilgilere ragmen, her bir varyete i¢in denemeler yapilarak, kiiltiir kogullarinin dogru olarak
tanimlanmasi gerektigi belirtilmistir (Collin ve Edwards, 1998).

Doku kiiltiirtiniin gelisimi icin eksplant steril bir besiyerinde inkiibe edilmelidir.
Besiyerinin bilesimi bitki hiicrelerini giliglendirecek, hiicre boliinmesini uyaracak ya da
bireysel bitki organlarinin gelismesini saglayacak sekilde ayarlanmalidir. Oksin ve
sitokinin gibi biiylime diizenleyicilerinin besiyerindeki yogunlugu, doku kiiltiiriiniin
olusumunu baglatip baslatmayacagini1 ve sonradan nasil gelisecegini belirlemek i¢in kritik
bir deger olarak goriinmektedir (Collin ve Edwards, 1998).

Doku kiiltiiriinde en yaygin ve etkili olarak kullanilan yontem meristem kiiltiirtidiir.
Meristem kiiltiirii, bitkilerin biiylime konileri bulunan koltuk alt1 ya da tepe siirgiinlerinin
eksplant olarak kullanilarak yapildig1 cogaltim teknigidir (Turhan, 1997). Bitkisel tiretimde
meristem kiiltiirli yonteminin kullanilmasinin diger yontemlerden iistiin yan1 somoklonal

varyasyon riskinin daha az olmasi1 yaninda daha kolay ve ucuz bir yontem olmasidir. Organ



kiiltirii, bitkiden elde edilmek istenen etken maddenin yogun oldugu kok, siirgiin gibi
organlarin, bitki bliyiime diizenleyicileri yardimiyla diger organlar olmadan, iretildigi
doku kiiltiirii yontemidir. Organ kiiltiirii ile metabolit iiretimine en fazla {izerinde durulan
ornek genetik stabilite ve yiiksek iireme katsayisina sahip olmasi nedeniyle; kok
olusumuna neden olan Agrobacterium rhizogenes bakterisi yardimiyla olanidir (Giri ve
Narasu, 2000).

Ilk topraksiz iiretim sekli olan hidrofonikler (sulu ¢ozeltiler icinde bitkilerin
topraksiz ortamlarda yetistirilmesi), tim bir bitkinin laboratuarda tam olarak formiile
edilmis besin ortamlarinda yetistirilebilmesi diisiincesini ve daha sonra da bitki
organlariin benzer sekilde kiiltiire alinabilmesi fikrini dogurmustur. Bu yolda en 6énemli
adimlardan birisi besin ortamlarmin gelistirilmesi ve tamamen steril sartlarda doku
kiiltiirlinde kullanilmasidir. Ayrica zaman iginde ¢aligmalarin organ ve doku gibi daha
biiyiik parcalardan tek hiicre kiiltiirline dogru yoneldigi goriilmektedir. Bunun sonucunda,
1983 yilinda bitkilere ilk gen transferi ger¢eklesmistir. Bu transferin gergeklestirilmesinde
doku kiiltiiriniin kullanilmast gerekli olmustur. Giiniimiizde bitki doku kiiltiirleri bir ¢ok

alanda uygulanmaktadir (Babaoglu vd., 2001).

1.5. Mikroc¢ogaltim

Mikrogogaltim; organize meristemlerden, heniiz olgunlagmamis veya olgunlagmasini
tamamlamis somatik hiicrelerden direkt (organogenesis veya somatik embriyogenesis)
veya indirekt (kallus, protoplast vb.) yollarla bitkilerin gogaltilmasi ve koklendirilmesi
islemine genel olarak mikrocogaltim denilmektedir. Eger bitkilerin uygun besin maddeleri
ihtiyaclarr, hormon ve Kkiiltlir istekleri yeterince biliniyorsa, mikrogogaltim teknigi
kullanilarak tiim bitki tiirlerinin {iretilmesi miimkiindiir (Hartman ve Kester, 1975).
ABD'de doku kiltlirliniin ticari uygulamasi 1970'de baslamis (orkidelerde ve siis
bitkilerinde) ve bu yolla elde edilen firtinlerin pazar degeri bu giin yilda 15 milyar dolara
ulasmigtir. Daha az siirgiin elde edilmesine ragmen u¢ ve yan meristemlerden Kkitle
cogaltim ticari olarak digerlerinden daha fazla kullanilan bir metottur (Brown ve Thorpe,
1995).

Mikrogogaltim bitki yetistiriciligi ve genetigi yoniinden Onemli avantajlar
saglamaktadir. Bu avantajlar; hastalik ve zararlilardan arindirilmis bitkisel materyal elde

edilmesi, kitlesel tiretimde iiretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik (homojenite)



olmasi, alisilagelen yontemlerden daha kisa kiiltiir siiresine ihtiyag duyulmasi, zor iiretilen
tiirlerin daha kolay tiretimi, segilen belirli {istiin genotiplerin hizli {iretimi, liretimde daha az
verici (dondr) kullanilmasi gibi yararlar1 ve somoklonal varyasyonlardan dolayi yeni
cesitlerin elde edilmesi seklinde siralanabilir. Ayrica kisa slirede fazla bitkinin elde
edilebilmesi de diger bir avantajdir (Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Basarili bir mikrogogaltim 5 asamada gegeklesmektedir; 1) hazirlik asamasi, 2)
kiltlir baglangi¢ asamasi, 3) siirgiin cogaltim asamasi, 4) siirgiinlerin koklendirilmesi ve 5)
bitkilerin dis ortam kosullarina alistirilmasi (Debergh ve Read, 1993).

Hazirlik agamasi, esas olarak bulagma problemlerinin en aza indirilmesi amaciyla
verici (dondr) bitkinin hijyenik kosullarda yetistirilmesini kapsamaktadir. Bulagmay1
onlemek i¢in doku kiiltiiriiniin ilk asamasi sayilan sterilizasyon iizerinde 6nemle durmak
gerekmektedir. Ortamdan ve eksplantlardan gelebilecek bulagsmay1 6nlemek i¢in ¢ok 1iyi bir
sterilizasyon prosediirii olusturulmalidir (Hu ve Wang, 1983). Verici (dondr) bitkinin
vejetatif gelisme evresinde olmast mikrogogaltimda basariy1 etkileyen etkenlerden bir
digeridir. Kiiltlir i¢in siirglin gelisiminin hizli oldugu ve aktif biiylimenin bulundugu
donemler segilmelidir. Mikrogogaltimin basaris1 eksplantlarin alindigi verici (dondr)
bitkinin genotipi, saglik durumu ve yetisme kosullari (beslenme, 1s1k, sicaklik, bitki
biiylime diizenleyicilerinin uygulanmasi, yetisme mevsimi ile dogrudan iligkilidir.

Kiiltiir baslangig asamasi, eksplant se¢cimi ve sterilizasyonu, kiiltiir ortamlarinin
secimi  ve  kiiltiirlin  yliriitiilecegi  ¢evresel kosullarin  belirlendigi  asamadir.
Mikrogogaltimda ¢ogunlukla eksplant olarak tepe (apikal) ve koltuk alt1 (aksiller)
tomurcuklar1 secilmekle birlikte, farkli organlar da eksplant olarak kullanilmaktadir.
Ornegin, 2-3 mm biiyiikliigiindeki kok pargalar1 (Huang ve Chu, 1987), siirgiin ucu
(Mariska vd., 1991), yaprak, yaprak sap1 ve ¢icek sap1 pargalart (Chu ve Huang, 1983;
Schwenkel ve Grunewaldt, 1988), rizomlarin terminal ve lateral uglar1 (Pierik vd., 1988),
yaprak ve govde eksplantlart (Nakano vd., 1999), sogan pullar1 ve yapraklar: (Pelkonnen
ve Kauppi, 1999; Tipirdamaz vd., 1999; Cakirlar vd., 2000; Tipirdamaz, 2003) basariyla
kullanilmistir.

Arastiricilar, siirglin biiyiikliigiiniin de 6énemli oldugunu ve siirgiin ucundan alinan
eksplantin viriissiiz olacak kadar biiylik, rejenerasyon yetenegini yitirmeyecek kadar kiiciik
olmast gerektigini vurgulamaktadirlar. Terminal tomurcuk igeren ¢elikler ve biitlin

tomurcuk, 0,5-1 mm’lik siirgin uglarina nazaran daha yiiksek oranda kontamine



olmaktadir. Kiiciik siirgiin ucu eksplantlar diisiik canlilik oranina ve baslangicta yavas
gelisme 6zelligine sahip olmaktadir (Bhojwani ve Razdan, 1983).

Mikrogogaltimda kullanilan eksplantlar aseptik kosullara konulmadan 6nce tam
anlamiyla sterilize edilmelidir. Sterilizasyon yontemleri verici (dondr) bitkinin yetistigi
ortamin Ozelliklerine ve eksplantin alindigi organa gore farklilik gostermektedir.
Kullanilacak dezenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve uygulama siiresi
sterilizasyonun basarisini etkilemekte ve bitki tiiriine gore degismektedir. Ayrica bitki
dokularinin zarar gormemesine dikkat edilmelidir (Babaoglu vd., 2001).

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

Babaoglu vd., (2001) giiniimiizde en ¢ok kullanilan yapay besi ortaminin, 1962
yilinda Murashige ve Skoog tarafindan gelistirilen Murashige ve Skoog (MS) ortami
oldugunu belirtmislerdir. 1962 yilinda yine Murashige ve Skoog tarafindan tiitiin bitkisi
icin gelistirilen yiiksek tuz icerikli MS ortaminin ise 6zellikle diisiik yogunluklarda birgok
bitki tiirtinde koklendirme ¢aligsmalarinda kullanildigini rapor etmislerdir. Gamborg-Bazal
Tuz 5 ortami (B5) ise, Gamborg tarafindan 1968 yilinda, soya kallus kiiltiirleri i¢in
gelistirilmis, nitrat azotu yiiksek bir ortamdir. Linsmainer ve Skoog (LS) ortami,
Linsmainer ve Skoog tarafindan 1965 yilinda gelistirilmistir ve MS ortaminin organik
bilesikler bakimindan farkli bir versiyonudur.

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

Bitki dokularindan organ farklilagmasinda oksin ve sitokininler 6nemli rol
oynamaktadir. Sitokinin/oksin oraninin yiiksek olmasi siirgiin olusumunu, oksin/sitokinin
oraninin yiksek olmasi kok olusumunu, oksin ve sitokinin ayni miktarda kullanilmasi ise
kallus olusumunu desteklemektedir. 6-benzilaminopiirin (6-BA) ¢ok sik kullanilan ve
genellikle olumlu sonuglar veren bir sitokinindir. Genel olarak 1-2 mg/L sitokinin ¢ogu

sistemde yeterlidir. Yiiksek diizeyler, adventif siirgiin olusumunu arttirma egilimindedir.



Thidiazuron (TDZ) diisikk konsantrasyonlarda (0,05-1,0 mg/L) etkili oldugu i¢in umut
veren bir sitokinindir. Indol-3-asetik asit (IAA) ortamda ¢ok az stabil oldugundan, sentetik
oksinlerden naftalen asetik asit (NAA) ve indol-3-butirik asit (IBA) tercih edilmektedir.
Bunlarin siirgiin ¢ogaltim asamasinda kullanilan oranlar1 0,1-1,0 mg/L’dir. Kallus
olusumunu artirma egiliminde olan 2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D)’in kullanimindan
ise kaginilmaktadir (Werbrouck ve Debergh, 1994).

Koklendirme agsamasi, tam bir bitki olusturmak icin siirgiinler, siirgiin olusturma
ortamindan farkli bir hormonal kompozisyona sahip olan yeni bir ortama aktarilmaktadir.
Siirgiinler belli bir uzunluga eristikten sonra koklenme ortamina alinir. Tiirlerin ¢ogunda
koklenmenin desteklenmesi i¢cin NAA ya da IBA (0,1-1,0 mg/L)’e gereksinim duyulur.
Makro ve mikro tuzlarin konsantrasyonu ve uygulama zamanmi bu yOntemin basarisini
belirler. Yiiksek seker konsantrasyonu (% 3-4) koklenmeyi ve bitkilerin kalitesini artirir.
Adventif ve aksiller siirglin gelisimi ortamlarinda sitokininin varligt koklenmeyi
engellemektedir (Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Somatik embriyogenez ¢alismalari, bitkilerin klonal hizli ¢ogaltiminda, sentetik
tohum iiretiminde ve gen aktarim calismalar1 gibi 6nemli alanlarda kullanilmaktadirlar.
Bununla birlikte, eksplant kaynagi, genotip, bitki biiylime diizenleyicileri, azot kaynagi ve
cevre sartlar1 gibi etmenler somatik embriyogenezi 6nemli 6l¢tide etkileyen temel faktorler
arasindadirlar (Babaoglu vd., 2001).

Somatik embriyo olusturma frekansi bakimindan tiirler arasinda 6nemli farkliliklar
gozlendigi gibi, aym tiir igerisindeki farkli genotip ve cesitlerin dahi embriyo olusturma
kabiliyetleri farkli olmaktadir (Parrott vd.,1993). Besin ortamimna ilave edilen biiyiime
diizenleyicilerden oksinler, somatik embriyo olusumunu en fazla etkileyen bilesiklerdir.
Embriyogenesis olusumunu tesvik etmek icin en fazla kullanilan oksin 2,4-D dir. Bunun
yani sira o-naftalenasetik asit (NAA) gibi oksinler de kullanilmaktadir. Oksinler somatik
embriyogenesisi tesvik etmek ig¢in kullanilmalarina karsin, ortamda oksinin siirekli
bulunmas: somatik embriyolarin gelisimini engellemektedir (Parrott vd., 1993).

Bitkilerin dig ortam kosullarina alistirilmasi asamasi; steril kosullarda, diisiik 1s1k
yogunlugunda, yiiksek nem igeren ve tiim besin maddelerinin bulundugu bir ortamda
gelistirilen bitkilerin, daha diisiik nem, daha ytiksek 151k diizeyi ve steril olmayan kosullara
sahip dis ortama aktarilmasi ¢ok dikkat isteyen bir islem olup, bunun asamali olarak
yapilmas1 gerekmektedir. /n vitro kosullarda gelisen kdklenmis bitkicikler dikkatli bir
sekilde dis kosullara aktarilmali ve yiiksek nem (% 90-100) saglanmalidir. Asamali olarak
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saksilarin {izerine yerlestirilen cam kaplar agilarak hava sirkiilasyonu saglanmali daha

sonra seradaki 6zel alanlarina alinmalidir (Preece ve Sutter, 1993).

1.6. Bitkilerin Sekonder Metabolitleri

Sekonder metabolitler, bitki hiicresinin yapisinda bulunan ve devamliligin
saglanmasinda temel goreve sahip olan karbonhidrat, lipid, protein ve niikleik asit gibi
birincil metabolizma iiriinlerinden farklilik gosterirler (Briskin, 2000).

Sekonder metabolitler kimyasal olarak 3 farkli grupta toplanirlar. Bunlar terpenler,
fenolikler ve alkaloitlerdir (Hartmann, 1996). Fakat organik kimyacilar, 1850’lerden beri
yaygin bir sekilde bu iirlinlerin kimyasal 6zelliklerini arastirmis ve her gecen giin bu yeni
fitokimyasal {irlinlere kars1 gosterdikleri ilgiyi arttirmislardir. Bugiinkii ¢agdas organik
kimyanin temelini teskil eden ayristirma tekniklerinin gelismesi, bu dogal {irlinler iizerine
yapilmakta olan caligmalar1 da tesvik etmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda sekonder
metabolitlerin bitki biinyesindeki onemli ekolojik islevi de yavas yavas aydinlatiimaya
baslanmis ve bu kimyasallarin bitkinin ¢evresiyle olan etkilesiminde olduk¢a 6nemli rolleri
oldugu saptanmistir. Gelinen son noktada, sekonder metabolitlerin bitkiyi herbivor ve
patojen saldirilarina kars1 korudugu, allelopatide aktif rol oynadigi ve polinatorleri cezp
etmede Onemli iglevlere sahip oldugu bilinmektedir (Babaoglu, 2002).

Bitkilerin tedavi amaciyla kullanilmasi ise ilk uygarliklara kadar dayanir. Bitkilerde
elde edilen ilk etken madde 1805’te Alman Kimyaci Serturmer tarafindan afyon
bitkisinden izole edilen morfindir. Bunu 1820°de kinakimanin kabuklarindan kinin,
1868°de yiiksiik otu (Digitalis) yapraklarindan kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan
digitalin ve 1890°da sogiit dali kabugundan asetilsalisilik asitin izolasyonu takip etmistir.
Daha sonralar1 dogal ilaglarin sentetik tiirevleri sentezlenerek insanlarin hizmetine
sunulmustur. Baz1 dogal ilaglarin laboratuarda sentezi pahali bir islem oldugu i¢in hala
bitkisel droglardan elde edilmektedir. Sentetik olarak elde edilen ilaglarin istenmeyen yan
etkilerinin olmasi, insanlar1 tekrar dogal kaynakli ilaglari kullanmaya yonlendirmistir.
Bitkisel droglarin tedavide kullanilmasinin bagka bir iistiinliigli birkag etkiye birden sahip
olmalaridir. Oysa sentetik ilaclar sadece tek etkiye sahiptirler. Bu amagla yeni dogal ilag
ham maddeleri bulmak iizere bitkiler ilizerinde yapilan arastirmalar giin gectikce

artmaktadir (Baytop, 1984). Son yillarda bitkiler kullanilarak gergeklestirilen geleneksel
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tedavi yontemlerine adeta bir geri doniis yasanmis ve bu alan olduk¢a popiiler hale
gelmistir (Cowan, 1999). Bitkisel ilaglara yonelmenin baslica nedenleri:

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

e Tedavi alanina sokulan yeni sentetik bilesiklerin bazilarinda goriilen tehlikeli yan
etkiler (bitkisel droglar ¢ok uzun zamandan beri kullanildiklar1 i¢in yan etkileri ¢ok iyi
bilinmektedir),

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

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

e Baz sentetik ilaglarin (antibiyotikler gibi) yan etkilerini 6nleyebilmek i¢in diger
bazi ilaclarla birlikte kullanilma ihtiyaci gostermeleri (Baytop, 1999).

Fenolik bilesikler ad1 verilen kimyasallar bitkilerin iirettigi ve esasen patojen, bocek
ve herbivor saldirilarina karsi savunma amach iretilen iriinlerdir (Taiz ve Zeiger, 2002).
Fenolik bilesikler fenilalanin aminoasitinden tiiretilen sekonder metabolitlerin biiyiik bir
grubunu olusturur (Mann, 1987; Harborne, 1994). Bir bitkinin fenolik bilesimi genellikle
bitki tiirlerine 6zgiidiir ve bilyiime iklimiyle degisebilir. insan tiiketimi igin bir bitkinin
potansiyeli degerlendirilirken bu tiir bilesiklerin potansiyel antioksidan aktiviteleri ve
fenolik bilesimlerine bakilir (Manach vd., 2004). Bitkilerde 8.000'den fazla fenolik bilesik
bulunur (Wrolstad, 2005).

\ OH

Sekil 1. Fenolik bilesiklerin halkasal yapisi

Fenolik bilesiklerin, iretildikleri bitkilerde iki ana islevi vardir. Bunlar fenolik
asitlerde oldugu gibi patojen, bocek ve herbivor saldirisina karsi korunma ve flavonoitlerde
oldugu gibi 6zellikle polen dagilimimi saglamak i¢in ¢ekicilik gorevleridir. Bunlarin yan

sira lignin de {i¢ ayr fenilpropanoit alkolden yani koniferil, kumaril ve sinapil alkollerden
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kokenlenen bir fenolik polimerdir. Bitkilerdeki en 6nemli yapisal destek maddesidir.
Lignin, hem yercekimine kars1 biiylimeyi hem de topraktan su ve suda erimis minerallerin
bitkinin {ist kistmlarina iletilmesini saglar (Taiz veZeiger, 2002).

Bitki kokenli fenolik bilesikler, bulunduklar1 bitkilerden beslenebilecek diger canlilar
(bocekler, memeliler ve diger herbivorlar) i¢in caydirici etkilerde bulunurlar. Tanenler
bunlarin en tipik 6rnegidir. Ilging olani, insanlarin tad:i yeterince buruk olan, elma,
bogiirtlen ve kirmizi sarap gibi tanen igeren yiyecekleri ¢ogu kez tercih etmeleridir. Son
zamanlarda, kirmiz1 saraptaki polifenollerin (tanenlerin) kan damarlarin1 daraltan bir sinyal
molekiil olan endotelin-1’in olusumunu engelledigi gosterilmistir (Corder vd.,2001). Sarap
tanenlerinin bu etkisi sik¢a sozii edilen kirmizi sarabin saglik agisindan yararlarinin ve
ozellikle olcili kirmizi sarap tliketimine bagli olarak kalp hastaligi riskinde goriilen
azalmanin nedenini agiklayabilir (Taiz veZeiger, 2002).

Fenolik bilesikler oOziitlenme sirasinda filtre edilerek dogrudan ters faz HPLC
kolonuna uygulanabilir veya jel kromotografik tekniklerle bir 6n fraksiyonlama, sivi-sivi
ekstraksiyonu veya kati faz ekstraksiyonu uygulanabilir. Tek kullanimlilik C18 kartuslari
kullanilabilir. Kat1 faz ekstraksiyonu fenolik asitler ve flavonoidlerin fraksiyonlanmasi ve
temizlenmesi i¢in tercih edilmektedir. Eliisyon sistemleri genellikle ikili sulu
asitlendirilmis polar ¢oziiciilerdir: Sulu asetik asit, formik asit, perklorik asit veya fosforik
asit iken ikinci ¢oziicii sistemi metanol veya asetonitril gibi daha az polar organik
coziiciilerdir. Termostatik olarak kolonlar kontrol edilmekte ve sicaklik oda sicakliginin
biraz lizerinde tutulmalidir. Genellikle 1 ile 100 ml’lik 6rnek ¢ozeltileri enjekte
edilmektedir (Robbins, 2003).

Bitkiler ¢esitli mekanik etkiler sonucunda kendilerine has bir koku verirler. Bu koku,
bitkideki etkili maddenin hava ile temas1 sonucunda olusur ve ugucu karakterdedir (Kog,
1999). Baharatlara 6zelligini veren, basta aromayi saglayan ucgucu (ugucu yaglar gibi)
bilesikler ile ugucu olmayan tat (alkaloitler gibi) ve renk (karotenoitler gibi) maddeleridir.
Diger tarim f{riinleri ve gidalarda oldugu gibi baharatlar da ¢ok sayida kimyasal bilesik
icerir. Baharatlarin genel bilesimi basta iklim ve yetistirilme sartlar1 olmak {izere bir¢cok
etkene gore farklilik gosterir (Akgiil, 1993).

Ugucu, aromatik yada eterik yag oda sicakliginda sivi, bazen donabilen,
buharlastiginda damlatildigi kagit lizerinde leke birakan ve bitkilerden su buhar1 veya su
distilasyonu ile elde edilen, kokulu karisim olarak tanimlanabilir (Tanker, vd., 1990).

Ugucu yaglar, bitkinin belirli organlarinda veya bitkinin tiim organlarinda
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bulunabilmektedir (Ceylan, 1997). Bilhassa ¢igek veya meyvalarda bulunsalarda diger
organlarda da sik sik rastlanir. Ugucu yaglar su buhar distilasyonu, organik ¢oziiciilerle
tilkketme veya sitkma yoluyla elde edilirler (Baytop, 1999). Anfloranj yontemi de ugucu yag
elde etmede kullanilmaktadir (Ceylan, 1997).

Ugucu yaglarin etkileri, insan viicudunda (Spencer vd., 2004, Williams vd., 2004),
yiyeceklerde (Zandi vd., 2000), kozmetik ve eczacilikta (Moure vd., 2001) yapilan
arastirmalarda da degerlendirilmistir. Son yillarda bitkilerin tibbi olarak kullanimina olan
ilgi artmistir. Bitkilerin ¢ok yonlii kullanilabilmesi sebebi ile elde edilen ilaglarin biyolojik
etkisini incelemek bir amag haline gelmistir (Evans, 1996).

Ugucu yaglarin ve tiirevlerinin antimikrobiyal etkileri uzun zamandir kabul
edilmektedir (Shelef, 1983; Nychas, 1995; Ozcan, 1998). Baharatlarin ve ugucu yaglarinin
antimikrobiyal, antifungal ve antioksidan etkilerini incelenmek amaciyla pek cok deneyler
yapilmaktadir (Madsen vd., 1995).

Ugucu yaglar, farkli bilesenleri iceren kompleks karigimlar olduklarindan biyolojik
etkileri yoniinden de farklilik gostermektedir. Etki dereceleri igerdikleri etken maddenin
ozelligine bagh olarak degisiklik gosteren pek cok ugucu yagin, antimikrobiyal 6zellige
sahip oldugu belirtilmektedir (Bage1 ve Digrak, 1997).

Bugiin dogada yetisen 300’e yakin bitki familyasindan yaklasik 1/3’i ugucu yag
icermektedir (Ceylan, 1997). Lamiaceae familyasina ait bitkilerdeki ugucu yaglar
(Origanum, Thymus, Ocimum, Mentha, Rosmarinus, Sideritis, Salvia) baz1 mayalar ve
bakterilerin gelisimlerini engeller ve bu 0Ozelliklerinden dolay1 yiyeceklerin dogal
koruyucusu konumundadirlar (Conner vd., 1984, Quattara, 1997).

Baharat ve ucucu yaglar; hazir yiyecek {irtinlerine ilave edildiginde gosterdikleri
antimikrobiyal etki ile yiyeceklerin depolanma siiresini arttirmaktadir (Farag vd., 1989).
Bakteri ve kiiflere kargi antimikrobiyal etki gosteren ugucu yaglar mercankosk, kekik,
adagay1, biberiye, karanfil, ¢orekotu, sarimsak ve sogana aittir (Nychas, 1995). Maya ve
mantarlarin inhibe olmasini saglayan yaglarin 0Ozellikle fenol, aldehit ve alkoller
bakimindan zengin olmasi gerekmektedir (Bruni vd., 2003).

T1ibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin sentetik yolla elde edilenlere
nazaran etkisinin ¢ok yonlii olmasi, ¢evre ve insan sagligina zararh etkilerinin olmamasi,
ilag sanayi yaninda, gida ve mesrubat, parfiim ve kozmetik endiistrisi ile aromaterapi gibi
pek ¢ok alanlarda kullanilmas: nedeniyle, diinyada her gegen yil tiiketimi artmakta, buna

paralel olarak iilkemiz ekonomisinde de gelismekte olan bir sektor olarak varligini
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stirdiirmektedir. Tiirkiye ugucu yag igeren bitkiler bakimindan olduk¢a zengin bir floraya

sahiptir ve yiizlerce farkli ugucu yag bitkisi dogal olarak yetismektedir (Oztiirk vd., 2009).

1.7. Origanum minutiflorum Hakkinda Botanik Bilgiler

35 cm’e kadar uzanabilen ¢ok yillik yaricalidir. Ince tiiyliidiir. Her gdvde de 4’er cm
lik 10 ¢ift dal bulunur. Yapraklar sapli ya da sapsizdir (yaprak sapt 6 mm kadardir).
Yapraklar ovat veya eliptiktir ve yaklasik 3-16 x 1-12mm keskin sivri ugludur. Igneler
yaklasik 2-8x3 mm. Brakteler ovat ya da eliptik, 1-3 x 0,5-1,5 mm, nerdeyse kiit uglu.
Kaliks yaklagik 2 mm, iist dudak loblu veya boyunun yaklasik 2/5°i kadar olabilen genisce
ticgen disli; alt dudak asagr yukar iist dudak kadar uzun. Genisce ilicgen disten
olugmaktadir. Korolla beyaz renkli, 2,5 - 4 mm. Tohumlar findiks1, yumurta bi¢imli, kii¢iik
1 mm, diiz ve kahverengi renklidir. Kayalik kire¢li yamagalarda 1500-1800m’de yayilis
gosterir. Endemik, Dogu Akdeniz elemanmidir (Davis vd., 1982). Bitki 4 farkli gelisim
donemi gostermektedir. Bunlar:

1. Dénem: Cigeklenme Oncesi donem (Mayis-Haziran), 2. Donem: Cigeklenme doénemi
(Temmuz-Agustos), 3. Donem: Tohum donemi (Eylil-EKim), 4. Donem: Tohum sonrasi
Doénem (Kasim-Aralik)

Diinya kekik pazarinda "Siitgiiler kekigi” ve “Tota kekigi” olarak da bilinen yayla
kekigi (O. minutiflorum O. Schwarz et. H. Davis) lilkemizde sadece Isparta ilinin Siitgiiler
yoresinde yayilis gOsteren, yabani olarak yogun bir sekilde toplanarak ihra¢ edilen
endemik bir tirdiir. Kontrolsiiz ve asir1 toplanmasi nedeniyle yogunlugu her gegen yil
azalmaya baslayan bu tiir, Tiirkiye’de gelecegi tehdit altinda olan ve acil olarak korumasi
gereken ilk 10 tiir arasinda gosterilmektedir (Ozhatay vd., (1997). O. minutiflorum’un
yoresel isimleri; Siitgliler -Isparta yoresinde Esek kekigi, Antalya yoresinde Tota kekigi
veya Yayla kekigidir (Baytop, 1997). Siit¢iiler kekigi adiyla da bilinen tiiriin ¢igekli dal ve
yapraklari, halk arasinda baharat, soguk alginligi, bogaz enfeksiyonlari, nefes agici, olarak

kullanilmaktadir (Biiyilikgebiz, 2006).
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Sekil 2. O. minutiflorum 'un genel gortintisi(URL-1)

1.8. Amag

Bu caligmada iilkemizde endemik olarak dogal kosullarda yetisen ve ekonomik
degeri olan O. minutiflorum tiirliniin kiiltiire alinmasi, in vitro kosullarda iiretilmesi ve
etkin bir iiretime olanak saglayacak optimal kosullarin belirlenmesi amaclanmistir. Bu
bitkilerin kiiltiire alinmasi ile dogadan toplanmas1 sonucunda meydana gelebilecek tahribat
engellenebilecegi gibi ayn1 zamanda toplama sonucu gozlenen olumsuzluklar (yabanci
madde karigmasi, iriiniin safliginin bozulmasi, yanlislikla baska bitki toplanmasi vb.)
ortadan kalkacaktir.

Ayrica O. minutiflorum’un tohumlart ¢ok kiigik ve ¢imlenmeleri ¢ok yavas
oldugundan direkt tarlaya ekimde baz1 giicliikkler bulunmaktadir. Bu nedenle pek
onerilmemektedir. Tohumlarin dnce 6zel hazirlanmis fideliklere ekilmesi, buradan elde
edilecek fidelerin tarlaya aktarilmasi en ¢ok uygulanan ve Onerilen yontemdir. Bu

sebeplerden dolay1 bu tiiriin kiiltiire alinmasi saglanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Bitki Materyali

Materyal olarak O. minutiflorum tiirii i¢in ticari tohum alinmis ve kullanilmstir.

2.2. Metod

Arastirmada O. minutiflorum tiiriine ait tohumlarin ylizey sterizasyonlar1 farkli
yontemler kullanilarak yapilmistir. Steril tohumlar MS ve B5 besi ortamlari ve bu
ortamlarin ¢esitli besin, sukroz ve agar derigimlerini igeren ortamlarda kiiltiire alinip
¢imlenme ortamlart tespit edilmistir. Steril tohumlar farkli hormon kombinasyonlarina
sahip MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Besin ortamlarinin hazirlanmasi, tohumlarin
sterilzasyonu, ¢imlendirilmesi ve eksplantlarin kiiltiire alinmasi ile ilgili yontemler asagida

ayrintili bir sekilde sunulmustur.

2.2.1 Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasinda Kullanilan Besin Ortamlar:

Cimlenme denemeleri i¢cin Gamborg’un B5 (Gamborg vd., 1968) ortaminin c¢esitli
besin, sukroz (sakaroz) ve agar derisimleri ve yine MS’in (Murashige ve Skoog, 1962)
cesitli besin, sukroz ve agar derigimlerini igeren ortamlar kullanilmistir. Siirglin olusumu,
gelisimi ve kallus olusumu c¢alismalari i¢in bitki biiylime diizenleyicilerin farkli
kombinasyonlarini igeren MS ortamlar1 denenmistir. MS ve B5 temel besin ortamlarinin

icerdikleri kimyasallar: ve bu kimyasallarin miktarlar1 Tablo 1°de verilmistir.
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Tablo 1. Calismada kullanilan temel besi ortami icerikleri (mg/L)

Temel besi orfann bilegenlenn  Murashige ve Skoog besi orfann ~ Gamborg un B3 besi ortamm
ENO, 1900 2500
HH,NO, 1850

(NH,};:50, - 134
Mg30, TH:O 370 250
CaCL2H,0 440 150
EH,FO, 170

HaH,PO, H,0 - 150
Mn50, H,0 - 10
Mn30,4H0 2230

EI 0.83 0.75
HBO, 6.20 300
050, TH:O 8.80 200
Cus0,.5H,0 0.023 0.023
HaMo0,2HO 0.23 025
CollL.6H,0 0.023 0.023
Fe50,7H,0 2730 2780
Ha;EDTA 37.30 3730
Hikotimk asit 0.50 1.00
Pndok=in-HCI 0.50 1.00
Thiamn-HCI 0.10 10.00
Myo-inesital 104 1040
Glisin 2.00

Sukroz 30.000 20.000

2.2.2. Kiiltiir Ortamina ilave Edilen Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

2.2.2.1. Oksinler

Yetistirilen fideciklerin c¢ogaltilmasini, kok gelisimini, kallus olusumunu tesvik
etmek amact ile MS ortamlarinda indol-3-biitirik asit (IBA), sitokininlerle birlikte
kullanilmigtir. Kallus olusturmak i¢in 1 mg/L ve 2 mg/L IBA kullanilirken; siirgiin
olusumunda 0,1 mg/L ve 0,5 mg/L IBA kullanilmistir.
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2.2.2.2. Sitokininler

Cimlendirilen tohumlardan olusan fideciklerin siirgiin/k6k gelisimini, kallus
gelisimini tesvik etmek amaci ile MS, ortamina 6-Benzilaminopiirin (6-BA veya BAP),
Zeatin, TDZ (Thidiazuron), Kinetin (6-Furfurilaminopiirin) gibi bitki biiyiime
diizenleyicileri farkli konsantrasyonlarda ilave edilerek kullanilmistir. Kallus olusumunu
tesvik etmek amaciyla 1 mg/L ve 2 mg/L Kinetin kullanilmistir. Siirgiin olusumunu tesvik
etmek i¢in; 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 kullanilmistir. Kallus olusumunu tesvik etmek igin 1

mg/L ve 2 mg/L Kinetin kullanilmistir.

2.3. Tohumlarin Canlilik Testi

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

aciklanmaktadir. TTC bilesigi deiyonize su (dH20) ile ¢6zelti olusturdugunda renksiz bir

halde bulunmaktadir, canli dokularda bulunan dehidrojenaz enzimiyle tepkimeye
girdiginde ise formazan bilesigine doniisiir (Sekil 3). Bu bilesikten dolayr canli doku
tizerinde kirmizi bir renk olusmaktadir. Renk olusuma bagli olarak uygulama yapilan

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

Tetrazolyvum

( Renksiz )

N R N
Ry~ R aurisc ~N—
T e
N —_— N Deludrojenaz H
N= =N
R NADP NAD R)‘I
NADPH NADP

Formazan
( Kurmuzi )

Sekil 3. Tetrazolyum bilesiginin dehidrojenaz enzimiyle girdigi kimyasal

tepkime
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O. minutiflorum’un tohumlar: iki farkli muameleden sonra; 1) Hidrojen peroksit
(H20) ile sterilizasyondan sonra, 2) herhangi bir uygulama yapmadan dogal halleriyle,
TTC bilesigi ile canliliklari test edilmistir.

Toz halde bulunan TTC bilesiginden 1 g alinarak 100 mL deiyonize su (dH20) ile bir

¢dzelti hazirlanmustir. ki ayr1 gruba ayrilan O. minutiflorum tohumlar; a) H,O; bilesigiyle
steril edilen tohumlar 25’erli 4 gruba (25*4=100 tohum), b) tohumlar dogal halleriyle
alinarak 25’erli 4 gruba (25*%4=100 tohum) ayrilmistir. Her iki sekilde ayrilan tohumlar bir
petri kabma koyulmustur. Daha once hazirlanan TTC bilesiginden bir miktar almip
tohumlar kapanincaya kadar eklenmistir. Tohumlar bu bilesikte karanlik bir ortamda oda
sicakliginda 24 saat bekletilmistir. Petri kabi i¢indeki tohumlar mikroskop (binokiiler)

altinda bistiirii yardimiyla tek tek agilarak renk degisimi gozlenmistir.

2.4. Kiiltir Ortaminin Hazirlanmasi

Calismamizda MS ve BS5 besin ortamlar1 kullanilmistir. Makro, mikro besin
elementleri ve vitaminleri igeren bu ortamlar firma (Sigma) 6nerisi dogrultusunda sirasiyla

4,41 g/L, 3,2 g/L tartilip 1000 mL deiyonize su (dH20)’da ¢6ziilmiistiir. Karisima karbon

kaynagi olarak 20 g/L olacak sekilde sukroz ilave edildi ve ¢6zeltinin pH’s1 1 molar NaOH
ve 1 normal HCI kullanilarak pH 5,7’ye ayarlanmistir. Ortamlar 8 g/L agar ilave edilerek

katilastirilmistir. Bitki biiyiime diizenleyicileri otoklavdan 6nce belirli kombinasyon ve

konsantrasyonlarda ilave edilmis, ortamlar otoklavda 1 atm basingta 121 °C’ ye ulastiktan
sonra 15 dakika siire ile steril edilmistir. Sterilizasyonu takiben ortamlar steril kabine
alinmis, onceden hazirlanan steril kiiltiir kaplarina (petriler, erlenler, magenta) belirli

oranlarda dokiilmiis ve katilastiktan sonra bu ortamlar kullanilmistir.

2.5. Bitki Tohumlarinin Sterilizasyonu

O. minutiflorum bitkisinin tohumlarinin sterilizasyonu; gergek besi ortamlarinda, iki
farkli yontem kullanilarak, en iyi sonug¢ veren yontemden sonra se¢ilmistir. Bu yontemler

asagidaki gibidir.
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2.5.1. Sodyum Hipoklorit Cozeltisi Kullamlarak Yapilan Sterilizasyon

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

camagir suyuna 80 mL dH20 eklenerek % 20°lik bir ¢ozelti hazirlanmistir. O. minutiflorum

tohumlar1 delikli bir eppendorfa alindi. Sonra bu eppendorf ¢dzeltinin bulundugu kaba
birakilarak bir manyetik karigtirici tizerinde 10 dk. boyunca karistirilmistir. Sterilizasyona
tabi tutulan tohumlar daha 6nce hazirlanan MS besin ortamina sirasiyla; her magentaya

20’ser tane tohum gelecek sekilde 6 magentaya (6*20*=120 tohum) 120 tohum ekilmistir.

2.5.2. Hidrojen Peroksit (H,0,) Kullanilarak Yapilan Sterilizasyon

10 mL dH20, 0,5 g sukroz ile karistirilarak % 5°lik sukroz ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Bu ¢ozeltiden 2 mL alinarak daha once hazirlanan, 120 tane tohumun bulundugu
eppendorf iizerine eklenmistir. 12 saat boyunca buzdolabinda bekletilen tohumlarin i¢inde
bulunan sukroz ¢6zeltisi bir pipetdr yardimiyla eppendorf i¢inden ¢ekilmistir. Eppendorf
icindeki tohumlara kapanacak kadar H,O, eklenip 30 dk. buzdolabinda bekletilmistir.
Buzdolabindan alinan tohumlar daha 6nce hazirlanan MS besin ortamina; sirasiyla her
magentaya 20’ser tane tohum gelecek sekilde alti magentaya (6*20*=120 tohum) 120

tohum ekilmistir.

2.6. In vitro’ da Tohumlarin Cimlendirilmesi

O. minutiflorum tohumlarin1 ¢imlendirmek igin bitki biiyiime diizenleyicisi
kullanilmadan hazirlanan B5 ve MS besin ortamlari kullanilmistir. Bu ortamlar i¢in
besiyerinin, siikkrozun ve agarin ¢esitli derisimleri kullanilarak aydinlik ve karanlik ortamda

¢imlendirme yapilmistir.

2.6.1. BBD Kullanmadan Aydinhk Ortamda Yapilan Cimlendirme

Herhangi bir bitki biiylime diizenleyicisi (bbd) kullanilmadan MS ve BS ortamlari
kullanilmistir. Bu ortamlar i¢in besiyerinin, siikroz ve agarin ¢esitli derisimleri kullanilarak

aydinlik ortamda ¢imlendirme yapilmistir. Bu ortamlar i¢in A-1, A-2, A-3, A-4, A-5, A-6
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sembolleri kullanilarak adlandirilma yapildi (Tablo 2). Hazirlanan bu ortamlarin her biri

i¢in 3 magentanin her birine 20 tohum ekildi ve aydinlik ortamda {i¢ hafta bekletilmistir.

Tablo 2. A-1, A-2, A-3, A-4, A-5, A-6 ortamlarinin besin igerikleri

Gruplar Ortam Siikroz Katilastirici 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 59/L 2 g/L agar
A-4 3,29/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 Karanhk Ortamda Yapilan Cimlendirme

Herhangi bir bitki biiyiime diizenleyicisi kullanilmadan (bbd) MS veB5 ortamlari
kullanilmistir. Bu ortamlar i¢in besiyerinin, siikroz ve agarin ¢esitli derisimleri kullanilarak
karanlik ortamda ¢imlendirme yapildi. Bu ortamlar i¢in K-1, K-2, K-3, K-4, K-5, K-6
sembolleri kullanilarak adlandirilma yapilmistir (Tablo 3). Hazirlanan bu ortamlarin her
biri i¢in 6 magentanin her birine 10 tohum ekilmistir. Aliminyum folyo ile sarilan

magentalar karanlik ortamda ti¢ hafta bekletilmistir.

Tablo 3. K-1, K-2, K-3, K-4, K-5, K-6 ortamlarinin besin igerikleri

Gruplar Ortam Stikroz Katilagtirici ajan
K-1 4,41 g/L MS 20 g/L 8 g/L agar
K-2 2,205g/LMS | 10g/L 4 g/L agar
K-3 1,1025 g/L MS 59/L 2 g/L agar
K-4 3,29/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 59/L 2 g/L agar
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2.7. Cimlenen Tohumlardan Alinan Siirgiin Eksplantlariyla Kallus Olusturma

In vitro’da ¢imlenen tohumlardan olusan fidelerden alinan yaklasik 1 cm?lik stirglin
ucu eksplantlari, kallus olusumunu tesvik etmek i¢in, MS besin ortamlarina ekilmistir.
Kallus ortamu i¢in 1:1 oraninda IBA - 6-BA’dan iki ortam, 1:1 oraninda IBA - Kinetin’den

iki ortam olmak tizere 4 farkli ortam olusturulmustur.

Tablo 4. Siirgiin eksplantlarindan kallus olusturmak i¢in hazirlanan besin ortami
igerikleri

Katilastirici

Gruplar Ortam Siikroz Oksin Sitokinin

ajan

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 2mg/L IBA | 2mg/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. Siirgiin Eksplantlarindan Fideciklerin Olusturulmasi

Cimlendirme ortamlarinda kiiltiire alinan tohumlardan gelisen siirgiinlerin siirgiin
ucu, internod ve yaprak eksplantlart MS ortaminda 3 farkli hormon gruplarinda kiiltiire
alinmistir. Zeatin - IBA, TDZ - IBA, 6-BA - IBA’dan olusan gruplarin her biri i¢in ayri
ayr1 6 hormon kombinasyonlar1 hazirlanmistir. Toplamda 18 farkli ortam olusturuldu. Her
ortam icin bir magentaya on siigiin ucu eksplanti, bir magentaya on internod eksplant1 bir
magentaya on yaprak eksplant1 ekilistir. Ug tekerriirlii denemeler 18 ortamm her birine
uygulandi. 6 hafta sonra her grup ig¢inde en iyi siirgiin gelisimi gdsteren ortamlar
gozlemlenmistir. Zeatin - IBA, TDZ - IBA ve 6-BA - IBA gruplar iginde en iyi siirglin
gelisimi gosteren hormon konsantrasyonu kullanilarak alt kiiltlir yapilmistir. Sekiz hafta

sonra bu bitkiciklerin fenolik bilesikleri tespit edilmistir.
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Tablo 5. Cimlenen tohumlardan olusan siirgiinlerin; stirgiin ucu, internod ve yaprak
eksplantlarindan fidecik olusturmak i¢in hazirlanan ortamlar

Zeatin - IBA TDZ - IBA 6-BA - IBA
0,5 mg/L Zeatin | 0,1 mg/L IBA | 0,5mg/LTDZ | 0,1 mg/L IBA | 0,5mg/L6-BA | 0,1 mg/L IBA
1 mg/L Zeatin | 0,1 mg/L IBA 1 mg/LTDZ 0,1 mg/L IBA | 1mg/L6-BA 0,1 mg/L IBA
2 mg/L Zeatin | 0,1 mg/L IBA 2 mg/LTDZ 0,1 mg/L IBA | 2mg/L 6-BA 0,1 mg/L IBA
0,5 mg/L Zeatin | 0,5mg/L IBA | 0,5mg/LTDZ | 0,5mg/L IBA | 0,5mg/L6-BA | 0,5 mg/L IBA
1 mg/L Zeatin | 0,5mg/LIBA | 1mg/LTDZ | 0,5mg/L IBA | 1mg/L 6-BA 0,5 mg/L IBA
2mg/L Zeatin | 0,5mg/LIBA | 2mg/LTDZ | 0,5mg/L IBA | 2mg/L 6-BA 0,5 mg/L IBA

2.9. Otziitlerin Elde Edilmesi

In vitro’da yetistirilen O. minutiflorum bitkisinin siirgiin hatlarmdan 2 farkli dziit
hazirlanmistir. Etil eter ve tetradekan belli miktarlarda karistirilarak ucucu yag dogrudan
bitkiden oziitlenirken, ugucu yag eldesinden sonra geriye kalan bitki materyalinden ise

HPLC’de baz1 6zel fenolik bilesiklerin analizi i¢in 6ziitler elde edilmistir.

2.10. HPLC ile Fenolik Bilesenlerin Analizi

In vitro’da yetistirilen O. minutiflorum bitkisinin 4 farkli siirgiin hatlarmin kuru
orneklerinden 0,5’er g alinarak 3 saat boyunca metanolle ultrasonik banyoda Oziitleme
yapilmistir ve 40 °C’de rotary evaporatdrde metanol ugurulmustur. Kalint1 5 mL deiyonize
suda ¢oziilerek etil asetat ve dietileter ile kisimlandirildi ve organik fazlar birlestirilerek
¢oziiciiler ucurulmustur. Kalintt uygun miktarda metanolde ¢oziilerek HPLC analizlerine
gecilmistir.

Kromatografik analizler, asetik asit ile modifiye edilen asetonitril ve sulu fazlara
uygulanan gradient programi ile C18 (Agilent) kolonu (150x4.6 mm 1d, 5u) kullanilarak
280 nm’de HPLC-UV (Agilent 1100 series) ve HPLC-DAD (Agilent 1200 series) ile 280
nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Bilesenlerin nicel degerlendirmesinde enjeksiyon
hacmi 20 pL olarak kullanilmig ve her bir bilesenin bilinen derisimlerinde hazirlanan

standart karistmi kullanilmistir. Aymi sartlarda kosturulan o6rnek ve standartlarin pik
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alanlarmin integrasyonuyla miktar analizi yapilmistir. Nicel hesaplamalarda propil paraben

HPLC’de i¢ standart olarak kullanilmstir.



3. BULGULAR
3.1. Tohumlarim Canhlik Testi

Canlilik testi igin; 1) Sterilizasyona tabi tutulan tohumlar ve 2) herhangi bir

miidahale yapilmadan test edilen normal tohumlarin TZ testi sonuglar1 Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. O. minutiflorum bitkisinin TTC bilesigiyle yapilan TZ testi

Steril edilmeyen H,0; ile steril
normal tohumlar (tane) edilen tohumlar (tane)
1. grup 16 canli/ 9 cansiz 11 canli/ 14 cansiz
2.grup 17 canl1/ 8 cansiz 15 canli/ 10 cansiz
3. grup 21 canli/ 4 cansiz 13 canl1 /12 cansiz
4, grup 19 canli / 6¢cansiz 12 canli/ 13 cansiz
Toplam: 73 canli / 27cansiz Toplam: 51 canli / 49 cansiz

Tablo 6°da ki bulgular incelendiginde, TZ testine tabi tutulan tohumlarin; miidahale
edilmemis olanlarinda canliik oraninin % 73 + 2 ve H,0, ile sterilizasyona tabi

tutulanlarda ise canlilik oraninin % 51 + 1 oldugu tespit edilmistir.

3.2. Sterilizasyon Yontemi Se¢imi

Iki farkli sterilizasyon yontemi kullanarak kurulan denemelerde; 1) ¢amasir suyu
kullanarak yapilan sterilizasyon oran1 % 20 £+ 1,4 iken 2) H,0O, kullanarak yapilan
sterilizasyonun orani ise % 78,3 £ 1,16’dir. Sonuglar Tablo 7°‘de verilmistir.

O. minutiflorum bitkisinin tohumlarin1 steril etmek igin kurulan denemelerde
sonuglar incelendiginde, H,O, kullanarak yapilan sterilizasyonda kontaminasyon riskinin
en az oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar ele alindiginda bu tez kapsaminda doku kiiltiirii
calismalarinda olusturulan prosediirlerde tohumlarin sterilizasyonu i¢in en uygun yontemin

H20, kullanilarak yapilan sterilizasyon oldugu gézlenmistir.
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Tablo 7. O. minutiflorum bitkisinin tohumlarinin sterilizasyon yontemi se¢im

sonugclari
Camasgir suyu kullanarak H,0, kullanarak yapilan
yapilan -
Gruplar - sterilizasyon
sterilizasyon
MS besi ortami tane miktar1
1. grup 8e/02 2e/08
2. grup 6e/04 le/09
3. grup 9e/01 2e/08
4. grup 7e/03 4e/06
5. grup 8e/02 le/09
6. grup 10e/00 3e/07

* eKontamine olmus besin ortami, o kontamine olmamis besin ortami

* Her magentada 10 tane tohum bulunmaktadir

3.3.  O. minutiflorum Bitkisinin Tohumlarinin Cimlendirilmesi

3.3.1. BBD Kullanmadan Aydinlk Ortamda Yapilan Cimlendirme

Herhangi bir bitki biiylime diizenleyicisi (bbd) kullanilmadan yapilan denemelerde
B5 ve MS’in farkli besin, siikroz ve agar derisimleri igeren ortamlar i¢cin 6 tekrar
yapilmustir. Her bir magentaya 20 tohum ekilmistir. Cimlenen tohum sayisi; MS de A-1
ortaminda 76, A-2 ortami olan 2 MS’te 70, A-3 ortami olan Y% MS’te 65°tir. B5S ortami
olan A-4’te ¢imlenen tohum sayist 60, A-5 ortami olan %2 B5’te 56, A-6 ortami olan Y4

B5’te 39°dur. Cimlenmede en iyi ortaminin MS oldugu goriildii. MS’in her ortami B5’e

gore daha iyi sonu¢ vermistir (Tablo 8).
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Tablo 8. BBD kullanmadan aydinlik ortamda yapilan ¢imlendirme sonuglari

Tohum . . Cimlenme
durumu MS ortamina ekilen tohum adeti | Gruplar yiizdesi
(%)
O 14 |15 |11 |17 | 7 | 12
n 6 | 59| 3|13]|8 A-1 63,3+ 3
O 10 | 12 | 14 | 11 | 15
n 10/ 869|512 A-2 58,3 + 2
O 9 |13| 6 | 15| 7 | 15
n 11| 7 |14 | 5 [13] 5 A-3 54,1+ 4
B5 ortamina ekilen tohum adeti
O 9 |89 |10]15] 9
n 11|12 11|10 5 | 11 A-4 50 +2
O 10| 7 [12] 5 |10 12
n 10 | 13| 8 | 15|10 | 8 A-5 46,6 =2
O 6 | 8|4 |7 ]| 6|8
n 14 | 12 | 16 | 13 | 14 | 12 A-6 325+1

* o Cimlenen tohum m ¢imlenmeyen tohum

*Her magentada 20 tane tohum bulunmaktadir

Elde edilen verilere gore MS ortaminda ¢imlenme oranlari daha fazladir. A-1, A-2,
A-3 ortamlar1t MS ortamlari, A-4, A-5, A-6 ortamlar1 B5 ortamlaridir. Besiyeri miktari,
siikroz miktar1 ve agar miktari azalinca ¢imlenme oranlar1 azalmaktadir. A-1 de tam
icerikli MS besin ortaminda ¢imlenme oram1 % 63,3 + 3, A-2’de 2 MS besin ortaminda
¢imlenme oran1 % 58,3 + 2, A-3’te ¥4 MS besin ortaminda ¢imlenme oram1 % 54,1 + 4’dir.
B5’tede ayn1 sekilde A-4’te tam igerikli BS ortaminda ¢imlenme oran1 % 50 + 2; iken A-
5’te %4 B5 ortaminda ¢imlenme orani % 46,6 + 2, A-6 da ¥ B5 besin ortaminda ¢imlenme

orant % 32,5 + 1’tir. Tiim durumlarda en iyi ¢imlenme oran1t MS ortamindadir.
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Cimlenme oram %
70 '
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20 '
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A-l A-2 A-3 A4 A5 A6 .
Ortamlar

Sekil 4. Aydinlik ortamda ¢imlenen tohumlarin yiizde degerleri

3.3.2. BBD Kullanmadan Karanhk Ortamda Yapilan Cimlendirme

Herhangi bir bitki biiyiime diizenleyicisi (bbd) kullanilmadan yapilan denemelerde
B5 ve MS’in farkli besin, siikroz ve agar derisimleri igeren ortamlar i¢cin 3 tekrar
yapilmustir. Her bir magentaya 10 tohum ekilmistir. Cimlenen tohum sayisi; MS de K- 1
ortaminda 13, K-2 ortami1 olan 2 MS’de 12, K-3 ortami olan ¥4 MS’de 6’dir. B5S ortamu
olan K-4’te ¢imlenen tohum sayist 8, K-5 ortami olan %2 B5’de 7, K-6 ortami olan ¥ B5’de
4’tiir. Tablo 9°da da goriildiigii gibi ¢gimlenmede en iyi ortamin MS oldugu goriildi. MS’in

her ortam1 B5’e gore daha iyi sonug vermistir.
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Tablo 9. BBD kullanmadan karanlik ortamda yapilan ¢imlendirme

sonugclari
Tohum MS ortamina ekilen Clrfllenn}e
. Gruplar yiizdesi
durumu tohum adeti
(%)

O 5 3 5

] 5 7 5 K-1 433+1

O 4 5 3

- 6 5 7 K-2 40+1

O 1 3 2

- 9 7 8 K-3 20+1

B35 ortamina ekilen tohum adeti

O 4 2 2

- 6 8 8 K-4 33,3+1

O 3 3 1

- 7 7 9 K-5 233+1

O 1 2 1

- 9 8 9 K-6 13,3+05

* o Cimlenen tohum m ¢imlenmeyen tohum

*Her magentada 10 tane tohum bulunmaktadir

Calismamiza gére MS ortaminda ¢imlenme oranlar1 daha fazladir. K-1, K-2, K-3
ortamlart MS ortamlari, K-4, K-5, K-6 ortamlar1 B5 ortamidir. Besiyeri miktari, sukroz
miktar1 ve agar miktar1 azalinca ¢imlenme oranlar1 azalmaktadir. K-1 de tam igerikli MS
ortaminda ¢imlenme orani % 43,3 £+ 1, K-2’de %2 MS besi ortaminda ¢imlenme orani1 % 40
+ 1, K-3’te ¥4 MS besin ortaminda ¢imlenme oran1 % 20 + 1 dir. B5’te de ayni1 sekilde K-
4’te tam BS5 besin ortaminda ¢imlenme oram1 % 33,3 + 1, iken K-5’te 2 B5 besin
ortaminda ¢imlenme oran1 % 23,3 = 1, K-6 da % BS5 besin ortaminda ¢imlenme oran1 %
13,3 + 0,5’tiir. En iyi ¢imlenme oran1t MS ortamindadir. Besiyeri miktari, sukroz miktari

ve agar miktar1 azalinca ¢imlenme oranlar1 azalmaktadir.



30

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Cimlenme orani %

K-1 K-2 K-3 A~ Fio T 5 K-6

Ortamlar

Sekil 5. Karanlik ortamda ¢imlenen tohumlarin yilizde degerleri

3.4. Cimlendirilen Siirgiinlerden Alinan Eksplantlardan Kallus Olusumu

Kallus olusturmak i¢in kurulan denemelerde MS ortami kullanilmistir. Her bir ortam
igin iki farkli bitki biiylime diizenleyicisinden (bbd) olusan kombinasyonda 3 tekrar olacak

sekilde besin ortamlar1 hazirlanmistir. 4 hafta sonra olusan kalluslarin agirliklar1 Tablo

10°da gosterilmistir.

Tablo 10. Farkli besin ortamlarinda olusan kallus agirliklar

Gruplar Ortam Oksin Sitokinin Kallus
agirliklari (@)
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
S4 A-1 2 mg/L IBA 2 mg/L Kinetin 2,945
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3.5. Cimlendirilen Siirgiinlerden Alinan Eksplantlardan Siirgiin Olusumu

Cimlenen siirgiinlerin; siirgiin ucu, internod ve yaprak eksplantlar1 Zeatin - IBA’nin
6 farkli konsantrasyonlardaki bitki biiyiime diizenleyicisi (bbd) gruplarin, 6 hafta sonraki
gelisimleri gozlemlenmistir Zeatin - IBA i¢in hazirlanan gruplar iginde en iyi siirgiin
gelisiminin; slirgiin ucu eksplantlarinin  kullanildigr (Tablo 11) ve bitki biiyiime
diizenleyicisi olarak 1 mg/L Zeatin + 0,5 mg/L IBA’nin kullanildig1 ortamda goriilmiistiir.
Internod ve yaprak eksplantlarindan daha ¢ok kallus olusumu ya da tekli fide olsumunu
gozlemlenmistir. Siirgiin uglarindan alinan eksplantlarda ise; internod ve Yyaprak
eksplantlarina gére daha iyi siirgiin olusumunun oldugu gézlenmistir. Zeatin - IBA’da en
iyi stirgiin gelisiminin goriildiigii 1 mg/L Zeatin + 0,5 mg/L IBA’nin oldugu ortam
kullanilarak alt kiiltiir yapilmis ve 8 hafta sonra bu fidecikler hasat edilip fenolik bilesikleri

incelenmistir (Sekil 6).

Tablo 11. Zeatin - IBA hormon kombinasyonlarindaki siirgiin gelisimi

Zeatin - IBA

Zeat.in - IBA Uygulamalar 10 Siirgiin ucu 10 internod 10 Yaprak
Kombinasyonlari eksplanti eksplanti eksplanti

0,5mg/L Zeatin 1 4 ¢oklu fide ve kallus 5 ¢oklu fide 1 fide

O,lmg/-li-_ IBA 2 5 ¢oklu fide 3 ¢oklu fide -

1 mg/L Zeatin 1 3 ¢oklu fide ve kallus 3 ¢oklu fide 3 kallus

0,1mg/tIBA 2 2 fide 2 ¢oklu fide 8 kallus

2 mg/L Zeatin 1 2 ¢oklu, 1 tekli fide 2 ¢oklu fide -

O,1mg/+L IBA 2 3 oklu, 2 tekli fide | 2 QOﬁ;Tlfsde ve 7 kallus

0,5mg/L Zeatin 1 4 fide ve 2 kallus 4 ¢oklu fide 1 ¢oklu fide

O,5mg7L IBA 2 3 fide, 3 kallus 5 fide 2 ¢oklu fide

1 mg/L Zeatin 1 5 ¢oklu,2 tekli fide | 2 fide ve 7 kallus |1 fide, 8 kallus

O,5ng;L IBA 2 6 ¢oklu, 1 tekli fide | 1 fide ve 9 kallus 9 kallus

2 mg/L Zeatin 1 2 ¢oklu, 1 tekli fide | 2 fide ve kallus 1 fide

O,5mg/+L IBA 2 2 ¢oklu, 1 tekli fide 1 fide -
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Siirgilinlerin; slirgiin ucu, internod ve yaprak eksplantlar1 TDZ - IBA i¢in hazirlanan 6

farkli konsantrasyonlardaki bitki bliylime diizenleyicisinin oldugu (bbd) gruplarin 6 hafta

sonraki gelisimleri gbzlemlenmistir. TDZ - IBA i¢in hazirlanan gruplar i¢inde en iyi

stirgtin gelisiminin; siirgiin ucu eksplantlarinin kullanildig1 (Tablo 12) ve bitki biiyiime

diizenleyicisi olarak 1 mg/L TDZ + 0,5 mg/L IBA’nin kullanildigi ortamda goriilmistiir.

Yaprak eksplantlarindan daha ¢ok kallus olusumu goriiliirken; internod eksplantlarindan

tekli fide ve kallus olsumunu gézlemlenmistir. Siirgiin uglarindan alinan eksplantlarda ise;

daha ¢ok siirgiin olusumunu gozlemlenmistir. TDZ - IBA da en iyi siirgiin gelisiminin

gorildigi 1 mg/L TDZ + 0,5 mg/L IBA’nin oldugu ortam kullanilarak alt kiltiir yapildi ve

8 hafta sonra bu fidecikler hasat edilip fenolik bilesikleri incelenmistir (Sekil 7).

Tablo 12. TDZ - IBA hormon kombinayonlarindaki siirgiin gelisimi

TDZ - IBA
TDZ - IBA Uvaulamalar 10 Siirgiin ucu 10 internod 10 Yaprak
Kombinasyonlar1 yo eksplanti eksplanti eksplanti
0,5 mg/L TDZ 1 4 tekli fide 3 fide 1 kallus
+
0,1 mg/L IBA 2 3 kallus, 3 tek fide 2 kallus 5 kallus
1 mg/L TDZ 1 3 kallus, 2¢oklu fide | 4 kallus,1 ¢oklu fide | 4 kallus
+
0,1 mg/L IBA 2 5 coklu fide, 2 fide 8 kallus 5 kallus
2 mg/L TDZ 1 3 kallus 3 ¢oklu fide 3 kallus
! 7 kallus, 1
0,1 mg/L IBA 2 5 kallus, 1 kalluslu fide | 2 coklu fide, kallus alius,
kalluslu fide
0,5 mg/L TDZ 1 4 coklu fide 2 fide, f} d';a”us'“ 8 kallus
+
0,5 mg/L IBA 2 6 goklu fide, 2 kallus, 1| ¢ g0 3 4a11us ;
kalluslu fide
1 mg/L TDZ 1 7 ¢oklu fide - -
+
0,5 mg/L IBA 2 8 ¢oklu fide 2 fide -
2 tanede 2 dal, 2 tanede . .
2 mg/-llj TDZ 1 3 dal. 1 tek fide 4 fide 2 fide
0,5 mg/L IBA 2 3 ¢oklu fide 1 fide -
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Siirgiin ucu, internod ve yaprak eksplantlar1 6-BA - IBA’nin 6 farkli hormon
gruplarinda, 6 hafta sonraki gelisimleri gozlendi. Hazirlanan bu gruplar iginde en iyi
stirgiin gelisiminin; siirgiin ucu eksplantlarmin kullanildigi (Tablo 13) ve bitki biiyiime
diizenleyicisi olarak 1 mg/L 6-BA + 0,5 mg/L IBA’nin kullanildig1 ortamda goriilmiistiir.
Internod ve yaprak eksplantlarindan daha c¢ok kallus olusumu ya da tekli fide olusumu
gozlenmistir. Siirglin u¢larindan alinan eksplantlarda ise; internod ve yaprak eksplantlarina
gore daha iyi slirglin olusumu gozlenmistir. 6-BA - IBA’da en iyi siirglin gelisiminin
goriildiigii 1 mg/L 6-BA + 0,5 mg/L IBA’nin oldugu ortam kullanilarak alt kiiltiir yapilmis
ve 8 hafta sonra bu fidecikler hasat edilmis ve fenolik bilesikleri incelenmistir (Sekil 8).

Tablo 13. 6-BA - IBA hormon kombinasyonlarindaki siirgiin gelisimi

6-BA - IBA
6-BA - IBA Uvaulamalar 10 Siirgiin ucu 10 internod 10 yaprak
Kombinasyonlar1 ¥ eksplanti eksplanti eksplanti
0,5 mg/L 6-BA 1 2 fide 4 kallus 3 kallus
+
0,1 mg/L IBA 2 3 fide, kallus 2 fide 2 kallus
1 mg/L 6-BA 1 3 fide,2 ¢oklu fide 3 fide 2 kallus
+
0,1 mg/L IBA 2 2 fide, 2 coklu fide | 2 kallus, fide 1 fide
2 mg/L 6-BA 1 dhallusdfide | 3fide, 3kallus | 4HEINS2
+ ide
0,1 mg/L IBA 2 3 fide, 2 ¢oklu fide 5 kallus 3 kallus
0,5mg/L 6- BA 1 3 fide, 1 ¢oklu fide 2 fide -
+
0,5 mg/L IBA 2 2 kallus 2 kallus 2 kallus
3 tekli fide, ¢oklu . 1 fide, 1
1 mg/L 6-BA 1 fide 3 kallus, 3 tekli fide kallus
+ 4 tekli uzun boylu
0,5 mg/L IBA 2 fideler, ¢coklu 2 tekli fide, 2 kallus 3 kallus
fideler
2 mg/L 6-BA 1 2 tek fide - 2 kallus
+
0,5 mg/L IBA 2 3 fide 2 kallus -
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Zeatin’de alt1 gruptaki siirgiin boylarmin ortalamast 35,13 mm’dir. TDZ’de alt1
grubun boy ortalamas1 17,32 mm’dir. 6-BA’da ise alti grubun boy ortalamasi 46,02
mm’dir. 6-BA’da en uzun fideciklerde en ¢ok nod vardir, siirgiin uzunluguna paralel olarak
nod sayis1 artmis olup en uzun siirgiinde alt1 nod vardir. TDZ’de 6-BA ve Zetain’e gore en
kisa boy vardir fakat nod sayis1 Zeatin’den fazladir. TDZ’de nodlar aras1 mesafe ¢ok
kiictiktiir. En uzun siirgiindeki nod sayis1 bestir. Zeatin’de ise en ¢ok nod en uzun
siirgiindedir ve nod sayisi tigtlir. Zeatin’de en uzun siirgiiniin boyu en agir olup; 0,147g’dir
ve alti grubun siirgiin agirhginin ortalamasi 0,065 g + 0,04 g’dir. TDZ’de en uzun
stirglinlin boyu en agir olup 0,082 g’dir ve alt1 grubun siirgiin agirliginin ortalamasi 0,051 g
+ 0,018 g’dir. 6-BA’da en uzun siirgiiniin boyun en agir olup 0,518 g’dir ve alt1 grubun
slirglin agirhgmin ortalamasi 0,189 g + 0,164 g’dir. Zeatin ve 6-BA’da kok olusumu
varken TDZ’de kok olusumu yoktur. Zeatin, TDZ ve 6-BA’da kallus olusumu vardir.

Tablo 14. Siirgiin ortamlarindan kiiltiire alinan eksplantlarda goriilen gelismeler

Sturgun | Strgln

Ortam Uygulama | Gru Nod Kak Kallus
Y9 P sayist | Uzunlugu | agirhgr |olusumu | olusumu
(mm) )]
1.grup | 3 nod 68,5 0,147
1.magenta var var

1 mgiL Zeatin g 2.grup | 2nod 42,8 0,081

N 3.grup | 3nod 19 0,031

1.grup | 3 nod 33,4 0,056
0.5 mg/L IBA

2.magenta | 2.grup | 4nod | 257 0,045 | var yok
3.grup | 3nod 21,4 0,030
1.grup | 5nod 25,55 0,082
1mg/L TDZ |1.magenta | 2.grup | 4nod 17,68 0,057 yok var

+ 3.grup | 3nod 16,21 0,047
0,5 mg/L IBA 1.grup | 4nod | 17,38 0,053
2.magenta | 2.grup | 3nod | 14,90 0,036 yok var
3.grup | 3nod 12,20 0,031

1.grup | 5nod 60 0,183

1 mg/L 6-BA 1.magenta | 2.grup | 6 nod 81 0,518 yok var
3.grup | 4nod | 40,17 0133
¥ 1.grup | 3 nod 36 0,118

0.5mg/L IBA | 2. magenta | 2.grup | 3nod | 27,33 0,089 yok var
3.grup | 3nod 31,62 0,096
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Sekil 7. 1 mg/L TDZ + 0,5 mg/L IBA hormon konsantrasyonu

Sekil 8. 1 mg/L 6BA + 0,5 mg/L IBA hormon konsantrasyonu
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Sekil 9. Farkli BBD’lerine ait ortamlardaki silirgiin uzunlugu

Farkl1 bitki biiylime diizenleyicilerinin bulundugu ortamlardaki siirgiin uzunluklarini
karsilagtirdigimizda 6-BA’da en uzun siirgiin boyu 81 mm, en kisa siirgiin boyu; 31,62
mm’dir. Alt1 siirgiiniin boy ortalamasi 46,02 mm’dir. Zeatin’de en uzun siirgiin boyu 68,5
mm, en kisa siirgiin boyu 19 mm’dir. Alt1 siirgiiniin boy ortalamasi 35,13 mm’dir. TDZ ise
en uzun siirgiin boyu 25,55 mm, en kisa siirgiin boyu 12,2 mm’dir. Alt1 slirgiiniin boy
ortalamasi 17,32 mm’dir. Siirgiin boyu uzunlugu sirasiyla 6-BA, Zeatin ve TDZ’dir.

Sekiz hafta iginde kiiltiire alinan Zeatin, TDZ, 6-BA i¢inde; ortalama siirgiin sayist
bakimindan en uygun ortam Zeatin iken ortalama siirgiin boyu, siirgiin agirligi, ortalama

nod sayist bakimidan en uygun ortam 6-BA’dir.

3.6. Fenolik Bilesen Analizi

Boliim 2.10.’da yer alan yontemler kullanilarak elde edilen 6ziitlerin verimleri Tablo
15°te gosterilmistir. 16 adet fenolik bilesik standart olarak kullanilmistir ve 3 adet fenolik
bilesen analiz edilmistir. Bunlar; gallik asit, kaffeik asit, protokatekualdehittir.
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Tablo 15. HPLC analizleri i¢in hazirlanan 6ziitlerin verimleri

Numuneler Ortamlar Kuru bitki | Oziit miktar1
ornegi (Q) (mg)

1 mg/L Zeatin

1. Hat + 0’5 0’0759
0,5 mg/L IBA
1 mg/L TDZ

2. Hat + 0’5 0,0723
0,5 mg/L IBA
1 mg/L 6-BA

3. Hat + 0,3787 0,0305
0,5 mg/L IBA

4. Hat Hormonsuz ortam 0,5 0,0096

Numunelerin fenolik kompozisyonunun
standarttan hazirlanmis karigim kullanilmis, daha onceki calismalarda gelistirilmis olan
ayirma yontemi hem standart karisimda hem de bitki ekstraktlarinda uygulanmustir.
Numuneler iki grup halinde iki farkli zamanda kromatografik agidan degerlendirildigi igin
aynt yontem kullanilmasina ragmen kolon degisikligi nedeniyle alikonma zamanlar
kaymistir. Bu nedenle de standart karisim da her calismaya eslik edecek sekilde ayirma
islemine tabi tutulmus ve her grup kendisiyle birlikte kullanilan standart karisim

kromatogrami ile karsilastirilmak suretiyle degerlendirilmistir. Standart karisimla elde

edilen kromatogramlara 6rnek Sekil 10°de verilmistir.

ortaya konmasi amaciyla 16 fenolik

Sekil 10. Seride ¢aligilan 16 fenolik standartin kromatogrami (280 nm)
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Her bir standardin konsantrasyonu 50 uM (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).

Cesitli sartlarda yetistirilmis O. minutiflorum kiiltiirlerinden elde edilmis olan 4
ekstrakt standartlara uygulanan ayni yontemle HPLC analizine tabi tutulmustur. Elde
edilen kromatogramlar, bu kromatogramlarda numaralandirilarak gosterilmis Olciilebilir
pik veren bilesenler, bu piklere ait spektrumlar ve bu bilesen piklerinin alikonma
zamanlari, pik alan1 ve pik yiikseklikleri Sekil 10-20 ve Tablo 16.-19’da verilmistir.
Tablolarda ayni zamanda alikonma zamani ve spektrumu analizde kullanilan standartlarla
uyusan numune bilesenlerinin adlar1 da bildirilmistir.

Standart karisimimn kromatogramui ile seride igeriginde en fazla bilesen oldugu goriilen 4.
hat numunesinin kromatogrami karsilastirma amaciyla cakistirilarak Sekil 11°de

verilmigtir.

Sekil 11. En yiiksek fenolik verimin elde edildigi 4. hat numunesi ve 50 uM’lik standart
karigiminin ¢akistirilmig kromatogramlari
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Sekil 12. 1. Hat numunesinin kromatogrami (280 nm) 3. Protokatekualdehit, 5. kaffeik
asit, 1., 2., 4., 6., 7., 8., 9. bilinmeyendir. Standart bilesiklere uymamaktadir
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*DAD1,8.104 (9.9 mAU, -) Ref=7.897 & 9.490 ¢

*DAD1,8.424 (14.3 mAU, -) Ref=7.897 & 9.490
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spektrumlar (200-400 nm)

Sekil 13. 1. Hatnumunesinde tespit edilen 1-9 nolu piklere ait DAD ile elde edilmis
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Tablo 16. 1. Hat numunesinde tespit edilen bilesenlerin alikonma zamani (RT), pikalan1 ve
pik yiiksekligi degerleri

Pik no Bilesik ad1 Alikonma zamant Pik alani Pik yiiksekligi
(RT) (MAUXdK) (MAU)
1 * 8.101 17.3 1.5
2 * 8.425 15.2 1.2
3 Protokatekualdehit 9.068 629 38
L)

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

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

mAU -
15+

10+

Sekil 14. 2. Hat numunesinin kromatogrami (280 nm) 1. gallik asit, 2., 3., 4.
bilinmeyendir. Standart bilesiklere uymamaktadir
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1 "DADI, 3834 (165 mMAU,-) Ref=3.660 & 4.040 2 *DADI,4.867 (13.0 MAU, -) Ref=4.500 & 5.127
mAU mAU 1
16 8 -
14 6
12 E
10 M
8 2 4
6 0
4 I
210 220 230 240 250 260 270 nm 210220 230 250 260 270 nm
3 *DADL,12.767 (17.5 MAU,-) Rel=12.174 & 13. 4 “DAD1, 25880 (39.7 MAU, - ) Ref=13 367 & 30]
mAU mAU
20 0
18 -5
16 -10
14 -15
12 -20
10 25
8 -30
6\‘ I T I A S 35 20 ] 20 5 o0
210 220 230 240 260 270 nm 210 220 230 250 260 270 nm

Sekil 15. 2. Hatnumunesinde tespit edilen 1-4 nolu piklere ait DAD ile elde edilmis
spektrumlar (200-400 nm)

Tablol17. 2. Hat numunesinde tespit edilen bilesenlerin alikonma zamani (RT), pik alan1 ve

pik yiiksekligi degerleri

Pik no Bilesik ad1 Alikonma zamani Pik alani Pik yiiksekligi
(RT) (MAUXxdK) (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

(*Bos brrakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlari standart fenolik bilesiklere uymamaktadir)
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DAD1 A, Sig=280,4 Ref=0ff (ATALAY HOCA\S-8-1.0)
mAU |

2
1oé
oMf 3,

bilesiklere uymamaktadir

Sekil 16. 3. Hathumunesinin kromatogrami (280 nm) 1., 2., 3., 4. bilinmeyendir. Standart

*DAD1,6.441 (15.0 mAU, - ) Ref=3.701 & 12.04

mAU —
10 4
8

6
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2 4
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2]

) T T T T T T
210 220 230 240 250 260 270 nm

20 3

*DAD1,12.735 (61.0 mAU, - ) Ref=12.048 & 13.

— —
210 220 230 240 250 260 270 nm

*DAD1,22.808 (7.1 mAU, - ) Ref=22.628 & 23.0|

a N w N B O prC

N P O RPN W

*DAD1, 25.341 (6.7 mAU, - ) Ref=24.915 & 25.8

spektrumlar (200-400 nm)

Sekil 17. 3. Hat numunesinde tespit edilen 1-4 nolu piklere ait DAD ile elde edilmis




44

Tablo 18. 3. Hat numunesinde tespit edilen bilesenlerin alikonma zamani (RT), pik alan1 ve
pik yiiksekligi degerleri

Pik no Bilesik ad1 Alikonma zamant Pik alan1 Pik yiiksekligi
(RT) (MAUXxdK) (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

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

Sekil 18. 4. Hat numunesinin kromatogrami (280 nm)
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-10-

Sekil 19. 4. Hat numunesinin kromatogrami (280 nm), ana pik disindaki bilesenlerin

goriilebilmesi igin 0-30 mAU aralig1 bolge gosterilmis. 3. Protokatekualdehit, 5.
kaffeik asit 1., 2., 4., 5., 6., 7., 8., 9., 10.bilinmeyendir. Standart bilesiklere

uymamaktadir
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Sekil 20. 4. Hat numunesinde tespit edilen 1-10 nolu piklere ait DAD ile elde edilmis
spektrumlar (200-400 nm)
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Tablo 19. 4. Hatnumunesinde tespit edilen bilesenlerin alikonma zamani (RT), pik alani ve
pik yiiksekligi degerleri

Pik no Bilesik ad1 Alikonma Zamani Pik alan1 Pik yiiksekligi
(RT) (MAUxdK) (MAU)

1 * 4.819 25.5 3

2 * 6.399 13.2 1.8
3 Protokat((le_l§ualdehit 9.163 672 46
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

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlar standart fenolik bilesiklere uymamaktadir)
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*DAD1, 3.566 (58.4 mMmAU, -)Ref=2.093 & 3.919

Gallik asit

w
o
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T T T
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12

*DAD1, .519 (38.0 mMmAU, - )Ref=8.773 & 13.7

Siringik asit

T T T
250 300 350 nm
*DAD1,11.290 (479 mMAU, -)Ref=10.543 & 11.

400

300

Numune ana
bileseni (D) 200

100

T T T T T T T T T T T T T T
250 300 350 nm

Sekil 21. Gallik asit, siringik asit ve numunelerde gézlenen ana bilesene ait 200-
400 nm aras1 spektrumlar

Numunelerin dort tanesinde goriilen ana bilesenin calismada kullandigimiz 16
standarttan her hangi biri olmadigi tespit edilmistir. Ancak DAD spektrumu
degerlendirildiginde bir siringik asit ve gallik asit benzeri bir benzoik asit tiirevi olabilecegi
distintilmektedir. Gallik asitin, siringik asitin ve numunelerdeki ana bilesenin spektrumlari
Karsilastirma amaciyla Sekil 21’de verilmistir. Ana bilesen haricinde numunelerin

bazilarinda ayn1 zamanda gallik asit, kaffeik asit ve protokatekualdehit tespit edilmistir.
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Sekil 22. HPLC ile tespit edilen fenolik bilesiklerin konsantrasyonlari

Zeatin + IBA’da kaffeik asit ve protokatekualdehite rastlanirken, TDZ + IBA’da
gallik asite rastlanmig, 6-BA + IBA’da standartlara uygun fenolik bilesige rastlanmamugtir.
Bitki biiylime diizenleyicilerinin olmadig1 ortamda ise protokatekualdehit ve kaffeik asite
rastlanmistir. Zeatin + IBA’da 9 tane ana bilesen tespit edilirken, fenolik bilesiklerden
kaffeik asit ve protokatekualdehite rastlanmistir. Kaffeik asit miktar1 protokatekualdehit
miktarindan daha fazladir. TDZ + IBA’da 4 tane ana bilesen tespit edilirken fenolik
bilesiklerden gallik asite rastlanmigtir. 6-BA + IBA’da 4 tane ana bilesen tespit edilirken
standartlara uygun fenolik bilesige rastlanmamigtir. BBD’lerinin olmadig1 ortamda 10 tane
ana bilesen tespit edilmistir. Fenolik bilesiklerden kaffeik asit ve protokatekualdehite
rastlanmistir. Kafeik asit miktar1 protokatekualdehitten fazladir. Tiim ortamlar i¢inde en
fazla ana bilesen ve alani BBD’lerinin olmadigi ortamda goriilmiistiir. Tiim ortamlar iginde
de en fazla fenolik bilesik miktart BBD’ lerinin olmadigi ortamda ki kafeik asitte
gorlilmiigtir. En az fenolik bilesik miktarida Zeatin + IBA’nin oldugu ortamdaki

protokatekualdehite goriilmiistiir.



4. TARTISMA

Gilinimiizde Lamiaceae familyasina ait bitkilerin bircogunun gesitli {ilkelerde
yetistiriciligi yapilmaktadir. Ulkemizde bu familya icerisinde yer alan bitkilerin bir bdliimii
dogal olarak yetismekte, bazilarmin da kiiltiirii yapilmaktadir. Ornegin; Origanum tiirleri
dogal olarak dogadan toplanildigi gibi bazilarinin ¢elikle ve tohumla {iretimi de
yapilmaktadir (Kokkini, 1996). Ancak ticari acgidan Onemli olan bu tiirler, yayilig
gosterdikleri alanlarda ¢ogunlukla yag elde etmek, cay yapiminda ve baharat olarak
kullanilmak tizere yore insani tarafindan da bol miktarda toplanmaktadir. Bununla beraber
tirlerin yayilis alanlarina giren kiiciikbas hayvanlardan, dolay: tiirler zarar gérmektedir
(Unal, 2003). Bu faaliyeler sonucunda florada yogun bir tahribat séz konusu olmakta ve
bazi endemik tiirler yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya kalmaktadir.

Halk arasinda “kekik” olarak bilinen Lamiaceae (Labiatae) familyasina ait Thymus,
Origanum ve Satureja tiirleri iilkemizin en Onemli aromatik bitkileridir. Bu bitkiler
arasinda Origanum tiirleri, 6zellikle daha yiliksek ugucu yag vermeleri nedeniyle, bitkisel
ham madde olarak {ilkemizin baslica ihrag¢ iiriiniidiir. Burada anilan aromatik bitkiler ilac,
parfiim, kozmetik, deterjan, tatlandiric1 ve aromatik yag sanayinde ayrica baharat olarak da
kullanilmaktadir (Mulas, 2006).

Bitkilerin tibbi ve aromatik niteligi nedeni ile dogada var olan stoklarinin sokiilerek
thrag ediliyor olmalar1 bu gen kaynaklarimizin glinden giine azalmasina neden olmakta, bu
da var olan1 s6kmek yerine bitkiyi liretmeye yonelik hizli ve kontrollii cogaltim yonteminin
gelistirilerek kullanilmasini zorunlu hale getirmektedir. Ticari amagla dogadan toplanan
bitkilerin korunmas1 amaciyla uygulanabilecek en ideal alternatif yontemin “tiretim”oldugu
tim diinyada kabul edilmektedir. Doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak bitki tiretilmesi
(mikrogogaltim), bir ¢ok bitki tiirtinde oldugu gibi tibbi ve aromatik bitkilerin de vejatatif
olarak hizli ve c¢ok miktarda cogaltilabilmesine olanak saglayan bir tiretim seklidir
(Hardman ve Kester, 1975; Mansuroglu ve Giirel, 2001). Ayrica yeni gesit gelistirmek ve
mevcut gesitlerde genetik ¢esitlilik olusturmak, kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda
ve c¢ogaltilmasizor olan tiirlerin iiretiminde, ¢esitli doku kiiltiirii yontemleri rutin olarak

uygulanmaktadir (Babaoglu vd., 2001).
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Bu tez kapsaminda, ekonomik degeri olan, endemik Ozellikteki O. minutiflorum
bitkisinin in vitro’da gelisim olanaklar1 arastirilmistir. Cimlenme, kallus, siirgiin ve kok
olusumunu tesvik etmek amaciyla bitkilerin tohumlar iizerinden caligmalar yapilmistir.
Ekonomik degeri yiiksek fenolik bilesikler arastirilmis ve HPLC ile bazi spesifik fenolik
bilesikler tespit edilmistir.

Canlilik testi denemelerinde TZ testi (Patil ve Malavika, 1968) uygulanmis canlilik
orani: 1) steril edilmeyen normal tohumlarda % 73 + 2 iken 2) H,O; ile steril edilen
tohumlarda ise % 51 + 1 oldugu tespit edilmistir. Tohumlar sterilizasyon ¢ozeltisinde daha
uzun siire bekletildiklerinden tohum kabuklar1 eriyerek uzaklagsmistir. Bunun sonucunda
cozelti ile sterilizasyonu tohumlardaki canlilig1 % 22 oraninda etkiledigi goriilmektedir. TZ
testi hizli, kesin sonu¢ veren ve canli dokuya zarar vermeyen (¢imlenmeyi etkilemeyen)
avantajlarinin  olmasinin yani sira; dormant (uykuda) - non dormant ayiriminin
yapilamamasi, c¢imlenen tohumlardan olusan fidelerin normal veya anormal olma
durumlarinin 6nceden bilinememesi, mikroorganizmalarca enfekte edilen tohumlarin
cimlenip sagliksiz fideleri olusturma ihtimalinin olmasi gibi dezavantajlar1 da vardar.

Bitki tohumlarim steril etmek igin 2 farkl sterilizasyon ydntemi kullanilmigtir. Once
dH,0 1:4 ¢amasir suyu ¢ozeltisikullanilmigtir. Hizli ve basit bir yontem olmasina ragmen
kontaminasyon oraninin (% 78,3 £+ 1,16) yiiksek olmasi baska bir yontemin denenmesine
sebep olmustur. Diger bir yontem olan Hy0, kullanarak yapilan sterilizasyonda
kontaminasyon riskinin (% 20 + 1,4) yaklasik 4 kat azaldig: tespit edilmistir. Tohumlar
sterilizasyon ¢0zeltisinde daha uzun siire bekletildiklerinden tohum kabuklar1 eriyerek
uzaklagmistir ve bu tohumlar kiiltiir ortaminda daha hizli ¢imlenmistir. H,O, kullanarak
yapilan bu sterilizasyon yonteminin iyi sonu¢ vermesi avantaj olarak goze carparken,
yaklagik 12,5 saat (12 saat dH,O 1: 20 sukroz ¢ozeltisinde, 30 dk. H,0,’da) kadar siire
almasi1 dezavantaj olarak goriilmektedir.

O. minutiflorum bitkisinin tohumlart MS ve BS5 ortamlarinda g¢imlendirilmistir.
Benzer olarak, Cellaroa (1992) Mentha’'min, Arrebola ve Socorro (1997) Satureja
obavata 'nin, Erdag ve Yirekli, (2000) Thymus sipyleus tohumlarini MS besi ortaminda,
Kumari ve Saradhi (1992) ise Origanum vulgare tohumlarini B5 besi ortaminda
cimlendirmeyi basarmistir. Bitki biiyiime diizenleyicisi kullanilmadan aydinlikta ve
karanlikta yapilan ¢imlenmede; besiyerinin, sukrozun ve agarin farkli derigimlerini igeren
ortamlar kullanilmistir. Aydinlikta yapilan ¢imlendirmede MS ortami B5 e goére daha iyi

¢imlenmistir. MS ortami olan A-1 de tam igerikli besi ortaminda ¢imlenme oranm1 % 63,3 +



52

3 iken Y igerikli MS ortami1 olan A-2’de ¢imlenme % 58,3 £ 2, V4 igerikli MS ortami olan
A-3’te bu oran % 54,1 + 4’tiir. Ay sekilde tam igerikli B5 ortaminda A-4’te ¢imlenme
oran1 % 50 =+ 2, 5 igerikli B5 ortami1 olan A-5’te ¢cimlenme orani % 46,6 + 2, 1/4 igerikli
BS5 ortami olan A-6’da bu ¢imlenme oran1 % 32,5 + 1°dir. Sonuglarda da goriliigi tizere
her durumda MS de ¢imlenme durumu B5’e gore daha iyi Sonug vermistir.

Karanlikta yapilan ¢imlendirmede MS ortami B5’e gore daha iyi ¢imlenmistir. MS
ortami olan K-1 de tam igerikli besi ortaminda ¢imlenme oran1 % 43,3 £ 1 iken %2 MS
ortami olan K-2’de ¢imlenme % 40 + 1, % MS ortami olan K-3’te bu oran % 20 £ 1°dir.
Ayni sekilde tam igerikli BS ortaminda K-4’te ¢imlenme oran1 % 33,3 = 1, %2 B5 ortami
olan K-5’te ¢imlenme oran1 % 23,3 + 1, ¥B5 ortam1 olan K-6’da bu ¢imlenme orani %
13,3 =+ 0,5’tir. Sonuglarda da goriiliigii gibi her durumda MS de ¢imlenme durumu B5’e
gore daha iyi Sonug¢ vermistir.

Aydinlik ve karanlik ¢gimlenme denemeleri sonuglarina gore; MS ortami B5 ortamina
gore daha iyi sonug vermistir. Yapilan literatiir ¢aligmalari 15181n bazi tiirlerde olumlu etki
gosterdigini, bazi tiirlerde ise olumsuz etki gosterdigini sdylemektedir. Tohumlarin bir
kismi 1sikta ¢imlenirken; bir kismi karanlikta c¢imlenmektedir. Bazi tohumlar ise bu
anlamda notr’dir (Yentiir, 1982). Isigin siddeti, dalga boyu ve siiresi ¢imlenmeyi
etkilemektedir (Benvenuti ve Macchia 1997; Densmore, 1997; Noranha vd., 1997;
Leinonen ve Chantal, 1998). Bazi tiirlerin tohumlar1 ¢imlenme igin 1s18a gereksinim
gostermesine ragmen, bazi tiirlerde 151k ¢gimlenmeyi engellemektedir (Devlin, 1975).

Yapilan bir baska c¢alismada Centaurea zeybekii’nin tohumlarinin in vitro
cimlenmesi lizerine 151k ve karanlik etkisi arastirilmis ve i1sik-karanlik uygulamalari
arasinda 6nemli bir farklilik bulunmamistir (Kurt ve Erdag, 2009).

Celik ve Yiicel (2008)’in CR kategorisinde bulunan Centaurea hausknetchii’nin
tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine gergeklestirdikleri bir arastirmada ise 16/8, 8/16
fotoperiyot ile karanlik kosullarda farkli oranlarda (sirasiyla % 69.2, % 58.5 ve % 42)
cimlenme elde etmisler ve arastiricilar 15181n ¢imlenme {izerine tesvik edici bir etkisi
oldugunu belirtmislerdir.

Cimlenen siirgiilerin siirglin uclarindan alman eksplantlar MS ortaminda kiiltiire
alinmigtir. 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 olusan 4 farkli grup i¢inde en iyi kallus
gelisimi 2 mg/L 6-BA + 2 mg/L IBA’dan olusan ortamda goriilmiistiir. Bu ortamdaki
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kallus agirligi 7,89 g iken; en az kallus gelisimi 1 mg/L IBA+1 mg/L Kinetinden olusan
ortamda goriilmiistiir. Bu ortamdaki kallus miktar1 2,386 g’dir.

Mikrogogaltim asamalarinin basariyla tamamlanabilmesi i¢in uygun eksplant se¢imi
onemli ve temel faktdrlerden biridir. /n vitro siirgiin olusumu kullanilan eksplant tipine
bagl olarak degismektedir (Gupta ve Conger, 1998; Zobayed ve Saxena, 2003; Ayan vd.,
2005). Calismamizda kullanilan eksplant tipine benzer olarak degisik tiirlerin
mikrogogaltiminda farkli eksplant tiplerinin benzer olarak kullanildig1 ve siirgiin olusumu
tizerinde farkli etkilere sahip oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan da rapor edilmistir.

Kumari ve Saradhi (1992) Nanenin (Mentha sp) doku kiiltiiri ile ¢ogaltilma
olanaklarinin arastirildigr c¢alismalarda (Cellarova, 1992) siirglin ucu ve tek bogumlari
kullanilmustir.

Erzen vd. (1996) Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Salvia officinali, Hypericum
perforatumun doku kiiltiirii ile ¢ogaltilmasinda siirglin uclar1 Yirekli ve Baba (1995)
Thymus sipyleus, Sideritis syplea’de yaprak sapi, yaprak pargalart tek bogum ve siirgiin
uglarini, Arrebola ve Socorro (1997) mikrogogaltiminda tek bogumlari eksplant olarak
kullanmislardir.

Sajina vd. (1997) Thymus vulgaris, Mentha spicata, Origanum vulgare’nin in vitro
olarak cimlendirilmis fidelerinden alinan siirgiin ucu ve tek bogum eksplantlarini
kullanilarak bu tiirlerin mikrogogaltimiyla gerekli kosullar1 optimize etmislerdir. Origanum
majorana’ da in vitro kosullarda yiiriitillen ¢alismada tek bogum eksplantlarindan ¢ok
sayida siirgiinler elde edilmistir (Ilyer ve Pai 1998; 2000). Minas (2001) Origanum
dictamus’un in vitro kosullarda g¢ogaltilmasinda apikal meristemi kullanmistir. Tepe vd.
(2002), Mentha longifolia min tek bogum ve siirgiin ucu eksplantlarini kullanmiglardir.

Siirgilin gelisimi i¢in segilen siirgiin ucu, internod ve yaprak eksplantlar1 iginde en iyi
stirgiin  gelisimisiirgin ~ u¢larindan  aliman  eksplantlardan  saglanmistir.  Yaprak
eksplantlarindan daha ¢ok kallus olsurken internodlardan alinan eksplantlardan ise kallus
ve fidecikler olusmaktadir. Olusan fideler siirgiin ucundan alinan eksplantlara oranla daha
az, kisa boylu ve seyrektir. Siirgiin u¢larindan alinan eksplanlar digerlerine gore (yaprak,
internod) daha sik, giir ve uzundur.

MS’te Zeatin - IBA’nin 6 kombinasyonlarma (Tablo 11) ait gruplara siirgiin ucu,
internod ve yaprak eksplantlart ekildiginde en 1iyi silirglin gelisiminin, siirgiin ucu
eksplantlarimin kullanildigi, bitki biiyiime diizenleyicisi olarak 1 mg/L Zeatin + 0,5 mg/L

IBA’nin kullanildig1 ortamda goriilmistiir (Tablo 5). Zeatin’de siirgiinler uzun boyludur ve
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¢oklu siirglin olusumu goriilmektedir. En uzun siirgiin boyu 68,5 mm’dir. Kok ve kallus
olusumu goriilmektedir. 6-BA’ya gore siirgiin boyu kisa olsada TDZ’ye gore siirgiin boyu
uzundur (Tablo 14). En kalabalik siirgiin gelisimi TDZ ve 6-BA’ya goére Zeatin’de
goriilmektedir.

MS’te TDZ - IBA’nin 6 kombinasyonlarina ait (Tablo 12) gruplara siirgiin ucu,
internod ve yaprak eksplantlar1 ekildiginde en iyi siirglin gelisiminin siirgiin ucu
eksplantlarinin kullanildigi, bitki biiyiime diizenleyicisi olarak 1 mg/L TDZ + 0,5 mg/L
IBA’nin kullanildigi ortamda gortilmistiir (Tablo 5). Siirgiinler genelde kisa ve ¢oklu
siirglinler goriilmektedir. Siirgiin boylar1 kisa olmakla birlikte en uzun siirgtin boyu 25,55
mm’dir. Kok ve kallus olusumu goriilmektedir (Tablo 14). 6-BA’ ya ve Zeatin’e gore en
kisa siirglin boyu bundadir.

MS’te 6-BA - IBA’'nin 6 kombinasyonlarina ait (Tablo 13) gruplara siirgiin ucu,
internod ve yaprak eksplantlar1 ekildiginde en iyi siirglin gelisiminin siirgin ucu
eksplantlarimin kullanildigi, bitki biiyiime diizenleyicisi olarak 1 mg/L 6-BA + 0,5 mg/L
IBA’nin kullanildig1 ortamda goriilmiistiir (Tablo 5).

Siirgiinlerin birkagi ¢ok uzun boylu digerleri kisa boyludur. Genelde kisa boylu ¢oklu
stirglin gelisimi goriilmektedir. En uzun siirgiin boyu 81 mm’dir. Kok ve kallus olusumu
goriilmektedir. (Tablo 14). Zeatin ve TDZ’ye gore en uzun siirgiin boyu 6-BA’da
goriilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada en kisa siirgiin boyuna TDZ ortaminda rastladik (Tablo14).
Buna paralel olarak Debnath (2005), sitokinin olarak bilinen ve aynizamanda oksine
benzer etki gosteren Thidiazuron’un iiziimde, kivide, pek ¢ok odunsu bitkide rejenerasyonu
basarilibir sekilde sagladigi, ancak TDZ’nin birgok odunsu bitkide siirgiin
uzamasiniengelledigini  belirlenmistir. Ayrica, siirgiin uzamasimin  engellenmesinin
sitokininin artmasia neden olan sitokinin oksidaz enziminin faaliyet gésterememesinden
kaynaklandig: saptanmastir.

Mirici  (2004) geven (Astragalus polemoniacus Bunge) bitkisinde yaptigi
bircalismada, @ TDZ’nin  diislik  dozlarmin = siirgiingelisimini  olumlu  ydnde
etkilediginibelirlemistir.

Stirglin ¢ogaltim asamasi, genel olarak baslangic i¢in kullanilan ortamlar ¢ogaltim
asamasinda da kullanilmakla birlikte, baz1 durumlarda degisiklik yapilabilmektedir. Bitki
dokularindan organ farklilasmasinda oksin ve sitokinin Onemli rol oynamaktadir.

Sitokinin/oksin oranini yiiksek olmasi siirgiin olusumunu, oksin/sitokinin oraninin yiiksek
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olmast kdk olusumunu oksin ve sitokininin ayn1 miktarda kullanilmasi kallus olusumunu
desteklemektedir. 6-benzilaminopiirin (BAP) genellikle ¢ok sik kullnilan ve olumlu
sonuglar veren bir siokinindir. Genel olarak 1-2 mg/L sitokinin ¢ogu sistemlerde yeterlidir.
Yiiksek diizeyler adventis siirgiin olusumunu artirma egilimindedir. Thidiazuron (TDZ)
diisiik konsantrasyonlarda (0,05-1 mg/L) etkili oldugu i¢in umut veren bir sitokinindir.
(Werbrouck ve Deberg, 1994).

Bir arastirmada, Texas ve Nonpareil badem (Amygdalus communis L.) ¢esitlerinin
stirgiin ucu kiiltiiri ile in vitro ¢cogaltma olanaklariarastirilmistir. Bu amagla; farkli IBA ve
BAP diizeyleri, birbirini izleyen ti¢ farkli kiiltiir asamasinda (ilk dikim, sasirtma ve
cogaltma) ayri ayn test edilmistir. Sonuglar siirgiin gelismesi i¢in hormon igermeyen veya
sadece diisiik diizeyde IBA (0.1 mg/L) igeren ortamlarin daha uygun oldugunu
gostermistir. Hem sasirtma hem de ¢ogaltma asamasinda, 0.1 mg/L IBA ile 1.0 mg/L BAP
kombinasyonu siirgiin verimi ve gelismesi bakimindan en iyi sonucu vermistir. Genel
olarak, siirgiin olusumu igin her iki asamada BAP’in gerekli oldugu saptanmis, ancak
yiiksek diizeyde BAP (2.0 veya 3.0 mg/L 6-BA) kullanildiginda siirgiinlerde camlagma,
slirglinlerin canliliginda azalma ve kallus olusumuna neden oldugu goriilmistiir (Giirel ve
Giilsen, 1998). 6-BA’nin protein sentezini ve enzim aktivitesini artirarak aventif siirgiin
olusumunu sagladigi Lopez-Escamilla vd., (2000) tarafindan rapor edilmistir.

Bizim ¢alismamamizda 1mg/L 6-BA + 0,5mg/L IBA igeren ortam siirgiin gelisimi
icin en ideal ortam olarak goriilmiistiir. Yapilan c¢aligmalarda da fazla miktralarda
kullanilan 6-BA siirgiinlerde canliligin azalmasina ve kallus olusumuna neden oldugu
kanitlanmustir.

En uzun siirglin boyunun Zeatin ve TDZ’ye gore 6-BA’da oldugu goriilmektedir.
Calismamizin sonucuna benzer olarak BAP’1n, bircok bitki tiirli i¢in silirgiin olusumu
tizerinde en etkili hormon oldugu ve siirgiin olusumunu indiiklemek i¢cin NAA ile birlikte
de kullanilabilecegi birgok arastirmaci tarafindan da bilinmektedir (Cellarova, 1992;
Kumari ve Saradhi, 1992; Garcia-Granados vd., 1994; Sajina vd., 1997; Ellialtioglu vd.,
1998; lyer vd., Pai, 1998; 2000; Tepe vd., 2002; Arafah vd., 2003; Ozkum ve Tipirdamaz,
2004; Tisserat ve Vaughn, 2004).

Bolim 3.6.°da O. minutiflorum’un HPLC yoOntemiyle belirlenen fenolik bilesen
tiirleri ve nicel miktarlar1 verilmistir. 16 adet fenolik bilesik standart olarak kullanilmistir
ve 3 adet fenolik bilesen analiz edilmistir. Bunlar; gallik asit, kaffeik asit,

protokatekualdehittir.
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Gallik asit hidroliz olabilen tanenlerden (gallotanen) elde edilen, tip ve eczaciliktan
boya, kimya ve besin endiistrilerine kadar ¢ok genis bir alanda ¢esitli amaglarda kullanilan
bir organik asittir. Gallik asit, anti mantar, antioksidan ve anti viral etkilere sahiptir.
Normal hiicrelere zarar vermeden, kanser hiicreleri {izerinde sitotoksik etki gosterir (URL-
2)

Zeatin + IBA’da kaffeik asit ve protokatekualdehite rastlanirken, TDZ + IBA’da gallik
asite rastlanmis, 6-BA + IBA’da standartlara uygun fenolik bilesige rastlanmamustir. Bitki
bliylime diizenleyicilerinin olmadigi ortamda ise protokatekualdehit ve kaffeik asite
rastlanmistir. Zeatin + IBA’da 9 tane ana bilesen tespit edilirken, fenolik bilesiklerden
kaffeik asit ve protokatekualdehite rastlanmistir. Kafeik asit miktar1 protokatekualdehit
miktarindan daha fazladir. TDZ + IBA’da 4 tane ana bilesen tespit edilirken fenolik
bilesiklerden gallik asite rastlanmistir. 6-BA + IBA’da 4 tane ana bilesen tespit edilirken
standartlara uygun fenolik bilesige rastlanmamistir. BBD’lerinin olmadigi ortamda 10 tane
ana bilesen tespit edilmistir. Fenolik bilesiklerden kafeik asit ve protokatekualdehite
rastlanmistir. Kafeik asit miktar1 protokatekualdehitten fazladir. Tiim ortamlar i¢inde en
fazla ana bilesen ve alani BBD’lerinin olmadigi ortamda goriilmiistiir. Tiim ortamlar iginde
de en fazla fenolik bilesik miktar1 BBD’ lerinin olmadigi ortamda ki kafeik asitte
goriilmistir. En az fenolik bilesik miktarida Zeatin + IBA’nin oldugu ortamdaki

protokatekualdehite goriilmiistiir.



5. SONUCLAR

1. O. minutiflorum tohumlarina iki farkli sterilizasyon yontemi uygulanmis ve en basarili
yontemin H,O, (% 78,3 +1,16) ile yapilan sterilizasyon yontemi oldugu tespit edilmistir.
2. Canlilik testinin sonuglarina bakilirsa; miidahale edilmemis tohumlarda canlilik oran1 %
73 £ 2 iken, sterilizasyondan sonra ki canlilik oran1 % 51 + 1°dir.

3. Aydinlik ve karanlikta MS ve B5 besin ortaminda ¢imlendirme yapilmistir. Aydinlik
ortamda en iyi ¢imlenme MS’te % 63,3 £+ 3 oraninda goriiliirken, en az ¢imlenme % B5
ortaminda % 32,5 + 1 oraninda goriilmektedir. Karanlik ortamda en iyi ¢imlenme MS’te
% 43,3 £ 1 oraninda goriiliirken, en az ¢imlenme % BS ortaminda % 13,3 + 0,5 oraninda
goriilmektedir.

4. En iyi kallus gelisimi 2 mg/L 6-BA + 2 mg/L IBA’dan olusan ortamda goriilmiistiir. Bu
ortamdaki kallus agirlig: 7,89 g’dur.

5. Zeatin + IBA’da en 1iyi siirgliin gelisimi 1 mg/L Zeatin + 0,5 mg/L IBA’nin oldugu
ortamda goriilmiistiir. Bu ortamda en uzun siirgiin boyu 68,5 mm’dir. TDZ + IBA’da en iyi
siirglin gelisimi 1 mg/L TDZ + 0,5 mg/L IBA’nin oldugu ortamda goriilmiistiir. Bu
ortamda en uzun siirgiin boyu 25,55 mm’dir. 6-BA + IBA’da en iyi siirgiin gelisimi 1 mg/L
6-BA + 0,5 mg/L IBA’nin oldugu ortamda goriilmiistiir. Bu ortamda en uzun siirgiin boyu
81 mm’dir. En iyi siirglin gelisiminin, siirgin ucundan alinan eksplantlardan saglandigi
gorilmiistiir.

6. Fenolik bilesik analizine bakildiginda; 3 adet fenolik bilesik tespit edilmistir. Bunlar;
gallik asit, kaffeik asit, protokatekualdehittir. Zeatin + IBA’da kaffeik asit ve
protokatekualdehite rastlanirken, TDZ + IBA’da gallik asite rastlanmistir. 6-BA + IBA’da
standartlara uygun fenolik bilesige rastlanmamistir. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin
olmadigi ortamda ise protokatekualdehit ve kaffeik asite rastlanmigtir. En fazla fenolik
bilesik miktar1 bitki biiylime diizenleyicilerinin olmadigi ortamda ki kafeik asitte
goriilmiistiir. En az fenolik bilesik miktarida Zeatin + IBA’nin oldugu ortamdaki

protokatekualdehite goriilmiistiir.



6. ONERILER

Ulkemizde endemik olarak dogal kosullarda yetisen ve ekonomik degeri olan tiirlerin
kiiltiire alinmasi, in vitro kosullarda iiretilmesi ve etkin bir liretime olanak saglayacak
kosullarin belirlenmesi amagclanabilir. Ticari amagla dogadan toplanan bitkilerin korunmast
amaciyla uygulanabilecek en ideal alternatif yontemin “liretim”oldugu tiim diinyada kabul
edilmistir. Bu bitkilerin kiiltiire alinmasi ile dogadan toplanmasi sonucunda meydana
gelebilecek tahribat engellenebilecegi gibi aynt zamanda toplama sonucu gozlenen
olumsuzluklar ortadan kalkacaktir.

Degeri yeni anlagilmaya baslanan tibbi ve aromatik bitkilerin mikrogogaltimi, bu
proje sonuglarinin degerlendirilmesiyle yapilabilir. Buna ilave olarak, elde edilecek
bulgular, ileride gergeklestirilmesi planlanan O. minutiflorum bitkisine ait sekonder
metabolitlerin hiicre ve doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak tiretilmesi ile ilgili ¢alismalar
icin de kaynak olarak kullanilabilecektir.

Arastirmamizda hem siirgiin olusumu ve gelisimi hem de kdklenme agisindan 6nemli
bulgular elde edilmis olup, O. minutiflorum i¢in mikrogogaltim protokolii olusturulmustur.
Mikrogogaltim prosediiriiniin hizlandirilmasi i¢in bundan sonra yapilacak calismalarda,
biiylime diizenleyicilerinin farkli kombinasyonlari ile yeni denemeler kurularak ya da en
iyi denemeler ile ¢ogaltma katsayilarinin arttirllmasi saglanmalidir.

Tibbi ve aromatik bitkiler dogadan toplanarak soylar: tiiketilmektedir. Bunun
iistesinden gelebilmek i¢in doku kiiltiirii ile ¢ogaltim icin Ar-Ge faaliyetleri kapsaminda

devlet destegi alinarak firmalar tarafindan iretim yapilmasi onerilecek bir yol olabilir.
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