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Doktora Tezi
OZET

Thymus leucotrichus HAL. (Lamiaceae) MIKROCOGALTIMI, ROZMARINIK ASIT VE
UCUCU YAG ICERIGININ ARASTIRILMASI

Tuba BEKIRCAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danigman: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2017, 71 Sayfa

Bu c¢alismanin amaci, in vitro yetistirilen Thymus leucotrichus Hal. in farkh
derigimlerde bitki biiylime diizenleyicileri, fenilalanin, tirozin ve N-asetilsistein ve sukroz
uygulamalar1 ile biiylime/gelisme, rosmarinik asit ve wugucu yag igerigine etkisini
incelemektir. Bu amaca uygun olarak, baslangicta tohumlar, 4 farkli besi ortamina ekilmis ve
en etkin besi ortaminin MS ortami (%56,66) oldugu saptanmistir. Yapilan BBD
calismalarinda, en etkin sitokininler 1 mg/L Kinetin ve 2 mg/L 2iP olarak belirlenirken, 0,5
mg/L IBA en etkili oksin olarak saptanmistir. BBD gruplarinda yetistirilen fidelerdeki en
yiikksek rozmarinik asit igerigi 16,18 mg/g kuru agirlik degeri ile 0,1mg/L NAA iceren
uygulama grubunda gézlenmistir. BBD uygulamalarinin sonucunda en yiiksek timol igerigi
0,1 mg/L IAA denemesinde % 69,26 ile, en yiiksek karvakrol igerigi ise 0,1 mg/L TDZ
grubunda % 12,53 degerle gozlenmistir. Dogal fidelerin aksine, BBD uygulamasi ile
timokinon varlig1 saptanmamistir. Bu degerli kimyasal madde, 2 mg /L NAA uygulamasinda
% 26,9'a kadar yiikselmistir. Calismanin ikinci basamaginda ise, belirlenen kontrol ortamina
ayrt ayr1 10, 50, 100 mg/L derisimlerinde fenil alanin, tirozin ve N-asetilsistein ilave edilmis
ve biiyiime/gelisme, rozmarinik asit ve ugucu yag igerigine etkileri gdzlenmistir. En yiiksek
slirglin uzunlugu 40,13 mm degeri ile 10 mg/L fenilalanin uygulamasinda gozlenirken, 10
mg/L NAC denemesinin yas (212 mg) ve kuru (25,3 mg) agirlik parametrelerinde en etkilisi
oldugu belirlenmistir. Ayrica, bu deneyler arasindan, rozmarinik asit tiretiminde en etkili
uygulama 10 mg/L NAC (16,28 mg/g kuru agirlik) olmustur. Sukroz denemesinde ise
biliylimeyi en ¢ok tesvik eden derisim %3 olurken, rozmarinik asit iiretimini en ¢ok arttiran

uygulama 19,10 mg/g kuru agirlik degeri ile %4 derisim grubu olmustur.

Anahtar Kelimeler: Mikrogogaltim, Thymus leucotrichus, Kinetin, 2iP, Fenil alanin, N-
asetilsistein, Tirozin
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PhD. Thesis

SUMMARY

AN INVESTIGATION ON MICROPROPAGATION, ROSMARINIC ACID AND
ESSENTIAL OIL CONTENT OF Thymus leucotricus
HAL. (LAMIACEAE)

Tuba BEKIRCAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2017, 71 Pages,
The aim of this study was to examine the effect of different concentrations of plant growth
regulators, phenylalanine, tyrosine and N-acetylcystein, sucrose on growth, rosmarinic acid
and essential oil contents in vitro grown Thymus leucotrichus Hal. Seeds were planted in 4
different media and that the MS medium (56.66 + 6.67%) was the most effective. In the BBD
studies performed, IBA (0,5mg /L) was identified as the most effective auxine when the most
effective cytokinins were identified as 1 mg/L KIN and 2 mg/L 2iP. The highest content of
rosmarinic acid in the seedlings grown in the BBD treatment was observed at 0.1 mg/L NAA
group with value of 16.18 = 1.2 mg/g a dry weight. As a result of BBD applications, the
highest thymol content was observed at 0.1 mg / L IAA applications with 69.26%, the highest
carvacrol content was found in the 0.1 mg/L TDZ group with 12.53% value. In the second
step of the study, phenyl alanine, tyrosine and N-acetylcysteine were added at concentrations
of 10, 50 and 100 mg/L separately to the control medium and effects on growth/development,
rosmarinic acid and essential oil amounts were observed. It was determined that 10 mg/L
NAC application was the most effective at fresh (212 mg) and dry (25.3 mg) weight
parameters, while the highest shoot length was observed at 10 mg/L phenylalanine application
(40.13 mm). Furthermore, among these experiments, the most effective application for
rosmarinic acid production was 10 mg/L NAC (16.28 mg/g dry weight). In the sucrose
experiment % 3 sucrose was the most effective application to grow, while the most rosmarinic

acid content was observed in 4% sucrose assay.

Key Words: Micropropagation, Thymus leucotrichus, Kinetin, 2iP, Phenyl alanine, N-
acetylcysteine, Tyrosine

VI



Sekil 1.
Sekil 2.

Sekil 3.

Sekil 4.

Sekil 5.

SEKILLER DiZIiNi

Sayfa No
Rozmarinik asitin BiyoSENtez YOIU. ........cccooeiiiiiiiiiicieec e, 6
Ulkemizde Thymus leucotrichus HAL’m Yayilis Gosterdigi Iller
(Adana, Adiyaman, Amasya, Erzincan, Erzurum, Giresun,
Gilimiishane, Malatya, Kahramanmaras ve Tokat) .........c.cccoceviveviiieiinesiecienn, 12

Farkl1 Sitokinin Uygulamarinda 4 Hafta Biiyiitiilen T. leucotrichus Fideleri.
A: BAP, Bar:15 mm / B: 2iP, Bar: 20 mm / C:KiN, Bar: 29 mm / D:TDZ,
Bar: 19 mm. (1;0,2mg/L, 2; 0,5 mg/L ,3;1 mg/L, 4; 2 mg/L). .c..coeevvrerrennne. 35

Fenilalanin, Tirozin ve N-asetilsistein Uygulamarinda 4 Hafta Biiyiitiilen
T. leucotrichus Fideleri. A: Fenilalanin. Bar: 36 mm. (1; 10 mg/L,
2; 25 mg/L, 3; 50 mg/L, 4; 100mg/L) B: Tirozin, Bar: 30 mm / C: NAC,

Bar: 32 mm (1; 10mg/L, 2; 50 mg/L ,3;100 MQ/L) ..cccvvverieeiieieee e 38
Farkli Sukroz Derisimlerinde 4 Hafta Biyiitiilen T. leucotrichus Fideleri.
(1;10d/L, 2; 20 g/L ,3;30 g/L, 4; 40 g/L, Bar: 27 mm) ......cccceevvvervnierinennnn, 39



Tablo 1.

Tablo 2.

Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.

Tablo 11.

Tablo 12.

Tablo 13.

Tablo 14.

Tablo 15.

Tablo 16.

Tablo 17.

Tablo 18.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
2004-2014 yillart arasindaki kekik tiretimi/hasadi ve ithalat/
Lo Tor: L0 (<7 0c3 (5 USSR RSSSRSR 4
Tiirkiye florasindaki bazi1 Thymus tiirlerinin ugucu yaglarinda bulunan
ANA DIIESENICT ... et 9
Thymus leucotrichus HAL’m sistematikteki Yeri.........ccoovvereneieninineeiene, 12
Calisma kapsaminda kullanilan temel besi ortamlar1 ve igerikleri.................... 16
Thymus leucotrichus tohumlarinin dort farkli besi ortamlarindaki
cimlenme ylizdeleri ve siirglin boyu degerleri .........cccooveviiiiiiiiiiiiicin, 21
Thymus leucotrichus tohumlarin iki farkli besi ortamlarindaki
¢imlenme ylizdeleri ve siirglin boyu degerleri .........ocoevviriieiiiiieniieee e 22
Thymus leucotrichus tohumlarinin bes farkli sterilizasyon siiresindeki
cimlenme ylizdeleri, siirgiin boyu, kararma ve kontaminasyon degerleri. ........ 23
Farkli BAP derigimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus un
stirgiin sayisi, slirglin boyu, bogum sayisi, yas ve kuru agirlik degerleri.......... 24
Farkli BAP derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus un
stirglin verim degerlerinin korelasyon analizi sonuglart. ...........cccocoveiiiiieennnnnn 24
Farkli 2iP derigimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un
slirgiin sayisi, slirglin boyu, bogum sayisi, yas ve kuru agirlik degerleri.......... 25
Farkli 2iP derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un
stirglin verim degerlerinin korelasyon analizi sonuglart ............cccoooveiiiinennnnn 26
Farkl1 Kinetin derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un
slirgiin sayisi, slirglin boyu, bogum sayisi, yas ve kuru agirlik degerleri.......... 27
Farkl1 Kinetin derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un
stirgiin verim degerlerinin korelasyon analizi sonuglart ...........cccoceviiiiiennn. 28
Farkli TDZ derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus un
stirglin sayisi, siirgiin boyu, bogum sayisi, yas ve kuru agirlik degerleri........... 29
Farkli TDZ derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un
stirglin verim degerlerinin korelasyon analizi sonuglart ............cccceeviiiininennne 30
Thymus leucotrichus un farkli IBA derisimlerindeki koklenme yiizdesi,
kok sayisi, kok uzunlugu ve lateral kok sayist degerleri........ccoovvviiriiiiinnnn. 31
Thymus leucotrichus un farkli IAA derisimlerindeki koklenme yiizdesi,
kok sayisi, kok uzunlugu ve lateral kok sayist degerleri........cocovevviiiieniinnenne 31

Thymus leucotrichus un farklt NAA derisimlerindeki koklenme yiizdesi,
kok sayisi, kok uzunlugu ve lateral kok sayisit degerleri........cocoevviiivieiiinnnne 32



Tablo 19.

Tablo 20.

Tablo 21.

Tablo 22.

Tablo 23.

Tablo 24.

Tablo 25.

Tablo 26.

Tablo 27.

Tablo 28.

Tablo 29.

Tablo 30.

Tablo 31.

Thymus leucotrichus 'un farkli IBA, IAA, NAA derisimlerindeki kok
sayis1, kok uzunlugu ve sekonder kok sayis1 degerlerinin korelasyon
ANANZE SONUGIATT. ..ottt

Thymus leucotrichus’un 2mg/L 2iP ve 1 mg/L kinetine ait siirgiin
verim degerleri ve rozmarinik asit miktarlari..........ccccoocceiiiii i,

Farkl1 fenil alanin derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus
UN stirglin verimi deZerleri........coouviiiiiiiiiiicic e

Farkl1 Tirozin derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus un
SUrgUn Verimi deZEIIETT .....ocvviviiiiiiiiiciicc e

Farkli N-asetilsistein derisimilerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus
un Stirgiin verimi deZerlert ......ouviiiviiiiiiiiiii e

Farkli Sukroz derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un
SUrUN VErimi dEZEIIETT ...vvivveiiiiiiieiieee e

Farkli BBD uygulamalari ile mikrogogaltilan Thymus leucotrichus
‘un rozmarinik asit miktarlari1 (mg/g kuru agirlik) ..o,

Fenilalanin, Tirozin ve N-asetilsistein uygulamalari ile mikrogogaltilan
Thymus leucotrichus 'un Rozmarinik Asit Miktarlart..........cccccceeevieeiieeiieiiennnn,

Farkli sukroz derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus
‘un Rozmarinik Asit Miktarlari(mg/g kuru agirlik) .......ccooooveiiiinniiniicen,

Farkli sitokinin derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un
UGUCU YAZ 1GCTTKICTL.. uviiuvieiiiiiie ittt

Farkl1 oksin derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un ugucu
YaZ 1GETIKICIT oviviiiiiiiiiiii e

Fenilalanin, tirozin ve N-asetilsisteinin farkli derisimlerinde
mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un ugucu yag icerikleri ..........cccoevennee.

Farkli sukroz derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un
UGUCU YA IGETTKICIT 1.vviiiiiiiiiie et

XI



%
pm
"NO?
"OH
2iP
B5
BAP
BBD
DCM
EtOH

GS-MS
HCI
HPLC
IAA
IBA

KIN
LS
mg
mm
MS
NAA
NAC
NaOH
NIST
OSIiB
RA
rpm
SB
SH

KISALTMALAR VE SEMBOLLER DIiZIiNi

Yiizde

Mikrometre

Nitrik oksit

Hidroksil radikali
N6-[2-isopentenil]adenin
Gamborg B5

Benzilaminopiirin

Bitki Biiylime Diizenleyicisi
Diklorometan

Etanol

Gram

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
Hidroklorik Asit

High pressure liquid chromatography
Indol-3-Asetik Asit
Indol-3-Biitirik Asit
Uluslararasi birim

Kinetin

Linsmaer ve Skoog

Miligram

Milimetre

Murashige ve Skoog besi ortami
Naftalenasetik asit
N-asetilsistein

Sodyum hidroksit

National Institute of Standards and Technology
Orman ve Su isleri Bakanlig
Rozmarinik asit

Dakikadaki devir sayisi

Stirglin Boyu

Schenk ve Hildebrandt

Xl



SPSS Sosyal Bilimler igin Istatistik Paketi

TDZ Thidiazuron
uv Ultra viole
vd. ve digerleri

Xl



1.GENEL BILGILER
1.1. Giris

Dogadaki tiim hayvanlar, bitkiler ve insanlar bir dengenin iiriiniidiirler. insanlar
varoluslarindan itibaren bitkilerle iliski icindedirler (Gezgin, 2006). ilk caglardan kalan
arkeolojik bulgulara gore insanlar, besin elde etmek ve saglik sorunlarini gidermek igin
oncelikle bitkilerden faydalanmislardir (Kogyigit, 2005). Diinyada ticareti yapilan tibbi ve
aromatik bitkilerin % 50’si gida, % 25’i kozmetik ve % 25’i de ilag sanayinde
kullanilmaktadir (Bagdat, 2006). Tibbi ve aromatik bitkiler eski zamanlardan bu yana,
hemen hemen tiim toplumlarda ilag kaynagi olarak kullanilmistir (Kumar, 2004;
Patwardhan vd., 2004). Bitkisel uygulamalar, geleneksel tibbin en yaygin kullanim
seklidir. Uluslararas1 marketlerde bitkisel tiriinler yiiksek kar getirmekte, bircok gelismis
tilkede niifusun %70-80’1 alternatif ya da tamamlayici tiptan faydalanmaktadir. 2003-2004
yillarinda Bat1 Avrupa’da yillik kazang¢ 5 milyon dolara ulagmistir. Cin’de 2005 'de toplam
satis 14 milyon dolar, Brezilya’da 2007 bitkisel ila¢ geliri ise 160 milyon dolar olmustur.
Diinya saglik orgiitii, 2050 yilinda tibbi bitkilere olan talebin 5 trilyon dolara ulasacagini
ongormiistiir (WHO, 2008). Tibbi ve aromatik bitkilerde tiretim, tiikketim ve uluslararasi
ticaret her gegcen giin daha da biliylime gostermektedir. Talepte goriilen yogun artist
karsilamak, bitkisel ila¢ ve ilaglarin yeni bitki kaynaklarini ortaya ¢ikarmak, ayrica daha
iyi Uriin ve kalite i¢in yeni stratejiler gelistirmek i¢in arastirmalar yapilmaktadir. Bitkisel
kokenli preparatlardaki tibbi igerik ve kalite degiskenlik gostermektedir. Bu durumun
genellikle kiiltiir periyodu ve toplanma mevsiminden kaynaklandigi diistiniilmektedir
(Abdin vd., 2003). Ayrica birgok bitkinin dogada biiyiimesi, iiriin kalitesini tehlikeye
atabilen patojenler ile boceklerin istilasina ve kirleticilerin kontaminasyonuna yol acar
durumdadir (Bacila, 2010). Hali hazirda tibbi bitki tiirlerinin sadece %10’u kiiltiirii
yapilabilmekte, geri kalan %90°1 dogadan toplanmaktadir (Julsing vd., 2007). Bitkilerin
devamli olarak dogadan toplanmalari, yillar gectikce bitki tiirlerinin soylarinin
tiikkenmesine yonelik 6nemli bir tehtidi de beraberinde getirmektedir.

Glinlimiizde yeni bitkisel kaynakli kimyasal maddeler ic¢in aragtirma yapmak
oncelikli olmali ve biyocesitliligin siirdiiriilebilirliginin korunmasi hedef alinmalidir.
Ayrica, tiiketici ve sanayici taleplerine cevap veren kaliteli ve standart iirlin igin 1slah

edilmis cesitlerin gelistirilmesi, uygun ekolojik kosullarin belirlenmesi, bitkilerin dogaya



zarar vermeden zamaninda toplanmasi, hasat sonrasi islemler ve isleme teknolojisinin
belirlenmesi tibbi ve aromatik bitkilerde iiretim ve pazar olanaklarini arttiracaktir (Bayram
vd., 2010).

Bitkisel drog endiistrisi tarafindan karsilasilan problemlere en verimli ve en uygun
alternatif ¢oziim, tibbi bitkiler ve ekstraktlarinin tretimi igin in vitro sistemlerin
gelistirilmesidir (Rafique vd., 2010). Bitki doku kiiltiirleri bu amaglar i¢in gelistirilmis
alternatif bir liretim teknigi olarak giiniimiizde yerini almistir. Doku kiiltiirii, bitkiden izole
edilen doku (eksplant) parcasini yapay besi ortaminda siiresiz yasatma teknigidir. Hiicre ve
dokular boliinerek kok, yaprak, siirgiin, embriyo veya tam bitki gelistirirler. Bugiin, bitki
doku kiiltlirli; bitkilerin iyilestirilmesi, 1slah1 ve vejetatif olarak c¢ogaltilan bitkilerden
viriisten ari bitki iiretimini de iceren dort farkli alanda ticari olarak kullanilmaktadir.
Ayrica, bitki doku kiiltiirii gelismis ilkelerde bitkilerin yogun {iretimine ilave olarak
laboratuvarda sentezlenemeyen sekonder metabolitlerin ve dogal kaynaklardan tibbi
bilesenlerin tiretiminde de kullanilmaktadir (Winkelmann vd., 2006).

Bitki doku kiiltiirii ile bitkisel kokenli ilag ham maddelerinin iiretimi bir¢ok avantaj sunar:
-Bitkinin kendisinin elde edilebilirliginden bagimsiz iiriin tedarikinin kontrolii,
- Iklim ve cografik bolgeden bagimsizlik,
- Mikrobiyal sistemler i¢in kullanilan benzer programlar ile nesil (soy) 1slahi,
- Kontrollii ve optimize sartlar altinda kiiltiire edilme,
- Zararl herbisit ve pestisitlerin kullaniminin gerekmemesi,
- Dogal substratlara benzer bilesiklerin ilavesi ile normalde bitkide sentezlenmeyen yeni

bilesiklerin sentezlenmesi olasiligi (Biswas vd., 2002).

Bitki doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak sekonder metabolitlerin {iretimi son
zamanlarda 6nemli dl¢iide hiz kazanmistir. Bitki sekonder metabolitleri, “Hiicre bliylimesi
ve cogalmasindaki primer biyokimyasal yollarda yer almayan ancak oOzellikle bitkinin
cevresine adaptasyonunda rol oynayan kimyasallar” olarak tanimlanmaktadir (Makkar vd.,
2007). Bitkilerde sekonder metabolitlerin dagilimi, primer metabolitlere gore ¢ok daha
kisithidir yani bir bilesik ¢ogu durumda sadece birkag¢ tiirde ya da bir tiir icinde yalniz
birka¢ varyetede var olabilmektedir. Sekonder metabolitlerin bitki metabolizmasindaki
islevleri ac¢ik olmamasmna ragmen, onlarin yirtict hayvanlara karst savunma
mekanizmasinda ya da boceklerle tozlasma i¢in cezbedici olarak ekolojik bir role sahip

olabilecegi bildirilmektedir (Aydin ve Mamnadov, 2017). Ayrica bu bilesikler, patojenlere



kars1 bitkiyi korumak icin antibakteriyel, antiviral ve antifungal (fitoaleksinler), Gteki
bitkiler i¢in toksik ya da anti-germinatif (allelopati) olarak (Bourgaud vd., 2001) ve 15181n
zararlh etkilerine kars1 yapraklar1 korumak i¢in UV absorblayiciliglr gibi ¢ok onemli
gorevlere sahiptirler (Lin vd,. 1993). Bitkinin kendisine sagladig1 bu yararlarin yani sira,
sekonder metabolitler insanlar i¢in de son derece onemlidir. Son zamanlarda bitkilerden
ekstrakte edilen biyoaktif bilesikler, farmasotik, tarim kimyasallari, tat ve giizel koku
bilesenleri, yiyecek katki maddesi ve pestisit olarak da kullanilmaktadirlar (Vijaya vd.,
2010).

Mikrocogaltim, bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline
sahip bitki kisimlarindan (embriyo, tohum, govde, kok, siirgiin vb.) yapay besin
ortamlarinda ve mikroorganizmalardan arindirilmis sartlar altinda genetik olarak birbirine

benzeyen c¢ok sayida bitkiyi hizli gogaltma amaciyla kullanilan bir doku kiiltiirii teknigidir.

Mikrogogaltim bitki yetistiriciligi ve genetigi yOniinden Onemli avantajlar

saglamaktadir. Bu avantajlar ;

e Hastalik ve zararlilardan arindirilmis bitkisel materyal elde edilmesi

o Kitlesel iiretimde tiretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik olmasi
e Alisilmis yontemlerden daha kisa kiiltiir siiresine ihtiya¢ duymasi

e Zor iiretilen tiirlerin kolayca {iretilmesi

e Secilen belirli iistiin genotiplerin hizli iiretimi

e Uretimde daha az verici (donér) kullanilmasi

e Kisa siirede daha fazla bitki eldesi ( Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Tiirkiye sahip oldugu cografi konumundan, fiziki ve jeolojik anlamda bir gegit
bolgesinde bulunmasindan dolayr olduk¢a zengin bir bitkisel c¢esitlilige sahiptir.
Tiirkiye’nin sahip oldugu bu biyolojik zenginlik kendisine kiicliik bir kita ozelligi
katmaktadir. Tiirkiye florasinda 174 familyaya ait 1251 cins ve 12.000’den fazla tiir ve
tiiralt1 taksonu (alt tlir ve varyete) bulunmaktadir. Ayrica bir¢ok bitkininde gen merkezi
konumundadir (Kendir ve Giiveng, 2010). Ulkemiz biyogesitlilik agisindan bu denli zengin
bir igerige sahip olmasina karsin, dogal kaynaklarin biyoteknolojik yontemlerle tiretilip,
daha yiiksek oranda verim elde edilmesine yonelik caligmalar acisindan istedigi noktaya

heniiz ulagamamustir. Dogal yetisme potansiyeline sahip ve ekonomik agidan deger tagiyan



pek cok bitkisel kaynagin yurt disinda iiretilen ve daha yiiksek verim potansiyeline sahip
kaynaklardan karsilanmas1 iilkemizde yapilacak biyoteknolojik arastirmalari zorunlu
kilmaktadir. Son zamanlarda yapilan g¢alismalar iilkemiz bitkisel kaynaklarinin bilim
diinyasina kazandirilmasi baglaminda ¢ok oOnemli yaklasim olmanin G&tesinde, bu
kaynaklarin verimli ve akilc1 degerlendirilmesi yoniinden de ¢ok 6nemlidir. Tiirkiye florasi
tibb1 ve aromatik bitkilerce zengin Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasi i¢cin 6nemli bir
gen merkezidir. Bu familya, Tiirkiye’de toplam 731 takson, 546 tiir ve 45 cins ile temsil
edilmektedir. Familyadaki endemizim oran1 %44,2’dir. Bu veriler iilkemizin aromatik
bitkilerinin ihracatinda neden 6n siralarda yer aldigini da agiklar niteliktedir. Ornegin,
kekik diinyada iiretim ve tiiketimi sinirl olan bir bitkidir ve dis ticaret hacmi 10 bin ton
civarindadir. Tirkiye, diinyada en fazla kekik ihra¢ eden iilke olup, diinya yillik kekik
talebinin 6-7 bin tonunu tek basmna karsilamaktadir. Orman ve Su isleri Bakanhgi
denetiminde olan alanlarda kekik toplanma kapasitesinin alan ve miktar olarak, 97.468 ha
ve 3.800 ton oldugu tahmin edilmektedir (OSIB, 2015). Mevcut verilerde tarlada iiretilen
ve dogadan toplanan kekigin ancak ihrag¢ edilen miktar kadar olmasi, hatta bazi yillar ihrag
edilen miktarin da altinda goriilmesi, istatistiklerin iiretimi tam olarak yansitmadigin
gostermektedir. Yurt ici tiiketim ve ugucu yag tiretiminde kullanilan miktar da gz Oniine

alindiginda Tiirkiye kekik tiretiminin 20 bin ton civarina ulastigi tahmin edilmektedir.

Tablo 1. 2004-2014 yillar1 arasindaki kekik iiretimi/hasadi ve ithalat/ihracat degerleri

Thracat Ithalat
Yil Tarladan Dogadan Miktar Deger Miktar Deger
Hasat Toplama (Ton) (10003%) (Ton) (10003%)
(Ton) (Ton)
2004 7.000 1.225 9.776,99 16.733,27 45,1 86,23
2005 6.400 0.974 10.424,51 17.882,55 67,85 159,02
2006 7.979 0.892 12.201,96 22.608,24 320,06 497,16
2007 5.350 3.863 11.308,3 39.493,28 2.340,82 4.455;7
2008 10.082 2.050 9.682,73 42.877,56 850,74 2.485,83
2009 12.329 1.176 11.474,66 28.662,42 460,37 1.198,23
2010 11.190 1.412 12.957,01 28.137,77 985,41 2.148,41
2011 10.953 0.971 13.158,51 29.854,12 911,74 1.851,86
2012 11.598 1.786 13.964,41 39.916,64 1.687,97 3.341,97
2013 13.658 1.875 14.813,27 56.315,88 1.695,37 4.303,7

2014 11.752 2.493 15.583,14 60.050,88 1.360,19 3.654,24




Tiirkiye’de halk arasinda Origanum, Thymus ve Satureja cinsi tiirleri kekik olarak
bilinmekte ve isimlendirilmektedir (Baser vd., 1994). Giiniimiizde kurutularak ya da ugucu
yag1 elde edilerek baharat, cay, deterjan, kozmetik sanayi, aromaterapi, tat ve koku verici,
gidalarda bozulmaya kars1 dogal koruyucu madde (antimikrobiyal ve antioksidan) olarak
birgok alanda sik¢a kullanilan bu tiirlerin antropojenik etkilerden etkilenmemesi de
kacinilmaz bir sonuctur (Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011). Kiiltiirii yapilan aromatik
bitkiler lizerinde iklimsel ve ¢evresel etkenler (zararlilar, herbivorlar, antropojenik), tiriinde
nitel ve nicel degisimlere yol agmasi standart iiretim {izerine en biiylik engeli teskil
etmektedir. Ayn1 durum dogal olarak yetisen bitkiler i¢in de gecerlidir. Buna ilaveten bu
bitkilerin agir1 toplanmasi popiilasyonlarinda ciddi erozyonlara sebep olmaktadir (Ugar ve
Turgut, 2009). Oysa giincel teknolojilerden yararlanilarak bu handikaplarin iistesinden
gelinebilir. Bu baglamda bitki doku ve hiicre kiiltiirii teknikleri kullanilarak bu bitkilerin
mikrogogaltimi gerceklesebilir, degerli bilesikleri biyoteknolojik olarak iiretilebilir veya bu
degerli bilesiklerin miktarlarinda bitki biyoteknolojisi yontemleriyle 6nemli derecede
iyilestirme yapilabilir (Mary, 2005). Aromatik bitkilerin doku ve hiicre kiiltiirlerinin
baslatilmasi, mikrogogaltimi ve sekonder metabolitlerinin in vitro {iretimi ve bu triinlerin
miktarlarinda artis saglanmasi ile ilgili ¢alismalar noktasinda ¢ok fazla bosluk oldugu

aciktir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2005).

Sekonder metabolitler pek ¢ok alanda oldugu gibi tibbi olarak da ¢ok fazla kullanim
potansiyeline sahiptir ki bu anlamda 6nemli sekonder metabolitlerden biri de yiiksek
antioksidant ve yangi giderici etkiye sahip olan rozmarinik asittir (RA). Aromatik amino
asiterden fenilalanin ve tirozin Onciiliigiinde sentezlenen rozmarinik asit, kaffeik asit ve

3,4-dihidroksifenillaktik asitten tiirevlenir.
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Sekil 1. Rozmarinik asitin Biyosentez Yolu.

RA sahip oldugu 6zelliklerinden dolay1 kozmetikten gida sanayisine kadar ¢cok genis
kullanim alanina sahiptir (Peterson vd., 2003). RA’in antioksidan kapasitesinin E vitamini
(Lin vd., 2002) ve trolokstan daha fazla oldugu gosterilmistir (Lu, 2002). RA ile yapilan in
vitro biyolojik aktivite ¢alismalarinda, antibakteriyal, antialerjik, antioksidan,
antikarsinojenik ve anti-HIV1 gibi antiviral etkileri ortaya konulmustur (Huang ve Zheng,
2006, Swarup vd., 2007). Baz1 in vivo ¢alismalarda ise RA’in antialerjik, antitrombotik ve
antikarsinojenik 6zellikleri gosterilmistir (Sanbongi vd., 2004, Osakabe vd., 2004, Lee vd.,
2007). Rosmarinik asidin esas kaynak bitkisi biberiye (Rosmarinus officinalis) olmasina
ragmen, bu bilesige karsi artan talebi karsilamak amach ¢alismalar, Lamiaceae familyasina
ait pek cok bitki ile devam etmektedir. (Shekarchi vd., 2012). Pek cok ¢alismanin amaci
bitkilerin sahip oldugu RA miktarlarinin arttirilmasidir. Bu sebep ile ¢esitli onciiller veya
kimyasallar besi ortamina eklenerek RA miktarina etkileri incelenmistir. Ornegin 2012
yilinda Tortosa ve arkadaslari, Thymus membranaceus ‘un in vitro kiiltiirlerinde fideciklere
salisilik asit uygulayarak RA’1 arttirmay1 hedeflemistir (Pérez-Tortosa vd., 2012). Bir diger
arastirmada ise Nepeta cataria bitkisinin kok kiiltiirlerine oksin ve poliamin muamelesinin
biliylime ve RA iiretimine etkisi arastirilmistir (Yang vd., 2010). Tepe ve S6kmen’nin 2007
yilinda yaptiklar1 arastirmada Satureja hortensis kallus kiltiirlerinde RA {retimi ve

optimizasyonu hedeflenmistir (Tepe ve Sokmen, 2007).

Bu tez calisgmasinda da T. leucotrichus’un in vitro ftretimi ve ayrica farkl
uygulamalardan elde edilen bitkilerin RA iiretim potansiyellerini belirlemek amaci ile
farkli denemeler kurulmustur. Cesitli bitki biiyiime diizenleyicileri, farkli sukroz

derigimleri, besi ortamina ilave edilen fenil alanin, tirozin ve N-asetil sistein kimyasallari



ve bunlarin farkli derisimleri Murashige ve Skoog temel besi ortaminda denemeye tabi
tutulmustur. Denemelerde kullanilan fenilalanin ve tirozin RA biyosentezinin baslangi¢
bilesikleridir. N-asetilsistein (NAC) ise mukolitik ve antioksidan 6zellikleri i¢in kullanilan
bir kimyasaldir. NAC azot atomuna bagli bir asetil grubuna sahip bir sistein tlirevidir ve
"OH, "NO? and COs "~ gibi agir1 oksitleyici radikallerle kolayca reaksiyona girer, ayrica
redoks-aktif metal iyonlarin1 da baglayabilir (Samuni vd., 2013). NAC ‘in, reaktif oksijen
tiirlerini temizleme ve hiicresel GSH seviyesini yiikseltme gibi Ozellikleri {izerinde
calismalar mevcuttur (Aruoma vd., 1989, Hoffer vd., 1996). Yapilan ¢alismalar ile NAC
proteinlerinin bitkilerde dogal olarak bulundugunu ve savunma sistemlerinin kilit bir
pargasi oldugu kanitlanmistir (Wang vd., 2016). NAC proteinleri, biyotik (patojen saldirisi)
ve abiyotik (tuz, sicaklik, kuraklik) stres kosullarinda strese cevap siirecine dahil olurlar.
Ayrica hiicre boliinmesi (Kim vd., 2006), embroyo gelisimi (Duval vd., 2002), yaprak
senesensi (Breeze vd., 2011) vaskuler damarlanma (Yamaguchi vd., 2010), tohum gelisimi
(Sperotto vd., 2009), sekonder kok gelisimi (Xie vd., 2000) ve siirgiin apikal meritem
olusumu (Kim vd., 2008) gibi gelisimsel siireclerde de etkinlik gosterdigi kanitlanmstir.

Doku kiiltiirleri ile tiretimi hedeflenen bir diger bilesen grubu ise ugucu yaglardir.
Kullanim alanlarinin basinda kozmetik, ilag, gida sanayi, aromaterapi ve fitoterapi
gelmektedir (Silva vd., 2003). Ugucu yaglar eski c¢aglardan giiniimiize kadar pek cok
tedavide kullanilan ilaglar arasinda yer almaktadirlar. Halk tibbinda kullanilma amaclar
esas alinarak bu ilaglar {izerinde yapilan farmakolojik arastirmalar sonucunda bazi
biyolojik etkileri bilimsel olarak da agiklanmigtir (Perry vd., 2003). Ugucu yaglar
zencefilde kok-rizom, tar¢inda gévde ve kabuk, nane ve defnede yaprak, giil ve yaseminde
cicek, limon ve portakalda meyve kabugu kisminda, lavanta ve kekikte bitkinin tiim

kisimlarinda olmak tizere bitkilerin farkli kisimlarinda bulunabilirler.

Bugiine kadar ugucu yaglarda 3000’den fazla kimyasal bilesenlerin bulundugu
gosterilmistir ki, bunlarin en 6nemlileri terpenler, fenilpropanlar vs. dir (Bakkali vd.,
2008). Ayrica su buharinda ugucu olan ¢ok sayida azot ve kiikiirt i¢ceren bilesiklerin varlig
da goriilmistiir. Bu maddeler fizyolojik etkileri nedeni ile bazen tek tek veya bazen de
karisim seklinde terapide kullanilmaktadirlar. Belirtilen bu yaglarin antibakteriyel (Baser
vd.,2006), antiviral (Duschatzky vd., 2005), antifungal (Soylu vd., 2006),
antienflamatuvar, antiseptik, antioksidan, sindirim uyarici, antiparazitik (Pessoa vd., 2002),

insektisidal (Cheng vd., 2007) ozellikleri bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar, bu



bilesiklerin antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmis mikroorganizmalarin elimine edilmesinde

kullanilabilirligi iizerine yogunlagmistir (Essawi ve Srour, 2000).

Thymus tiirlinlin ugucu yag igerigi c¢alisilmis ve dolayisi ile ¢ok sayida makale
literatiirde yer almistir. 2002 yili sonuna kadar ugucu yag profilleri ortaya ¢ikarilmis 270
Thymus tiiriinden bahsedilmektedir (Stahl-Biskup, 2002). Bu derlemeye goére, Thymus
tirlerinin elde edilen ugucu yaglarda saptanan terpenoid ugucu bilesikler biiyiik olclide
monoterpenlerdir. Seskiterpenler de ugucu yaglarda genellikle mevcut olmakla beraber,
miktarlart %10’u ge¢cmemektedir. Timol ve karvakrol hem degeri hem de miktari
bakimindan en ¢arpici fenolik terpenlerdir (Stahl-Biskup, 2002). Bazi Lamiaceae tiirlerinin
(Origanum, Satureja tiirleri) ugucu yaglarinda da timol ve karvakrol bulunmasina ragmen
Thymus tiirlerinin bu bilesikler bakimindan kaynak bitki oldugu s6ylenebilir. Yine ugucu
yaglarda iki monoterpen hidrokarbon; para simen (p-simen) ve gama-terpinen (y-terpinen)
timol ve karvakrolden ayri diistiniilmemektedir. Zira y-terpinen aromatik monoterpenlerin
baslangi¢ materyalidir ve sonrasinda anahtar ara {iriin p-simen olusur. Timol ise bu yolda
son iiriindiir. Ozetle bu dort monoterpenin biyogenetik yollarda birbirleriyle iliskili oldugu
ve Thymus ugucu yaglarinin ana bilesenleri oldugu soylenebilir (Kokkini, vd., 1997).
Ancak bu genellemeye uymayan ugucu yaglar da goriilebilir (Tablo 2). Tiirkiye florasinda
yabani olarak yetisen bazi Thymus tiirlerinin ugucu yaglarinda bulunan ana bilesenler

Tablo 2’ de verilmistir.



Tablo 2. Tirkiye florasindaki bazi Thymus tiirlerinin ugucu yaglarinda bulunan ana

bilesenler

Kaynak Bitki

Ucucu Yagin Ana Bilesenleri

Kaynak

T. argaeus Boiss. ve Bal.

linalool %26,6, linalil asetat %19,5, borneol

%15,0, geraniol, nerol

Sezik ve Basaran, 1986

T. aznavourii Velen.

germakren D %22,8, (E)-S-farnesen %16,1, a-

pinen %11,1, B -karyofillen, limonen

Tiimen vd., 1998

T. canoviridis Jalas

karvakrol %29,5, geraniol %13,3, timol, -

karyopfillen, geranil asetat

Baser vd., 1998

T. fallax Fisch. ve Mey.

karvakrol %68,1, timol, p-simen, f-karyofillen,

y-terpinen

Tumen vd., 1999

T. eigii M. Zohary ve P.H.
Davis

timol %30,6, karvakrol
%26,1ve p-simen %13,0

Tepe vd., 2004

Thymus sipyleus subsp.

sipyleus var. sipyleus

borneol %11,2, a-muurolol
%9,2, p-karyofillen %7,6, geranial %7,3 ve

neral %5,4.

Tepe vd., 2005

Thymus sipyleus subsp.

sipyleus var. rosulans

karvakrol 9%58,1, timol %20,5 p-simen %4,1 ve
y-terpinen%4,4

Tepe vd., 2005

Thymus pectinatus Fisch. ve

Mey. var. pectinatus

timol %49,8, y-terpinen %16,1, p-simen %14,8,
karvakrol % 3,7

Vardar-Unlii vd., 2003

Thymus spathulifolius

timol %36,5, karvakrol %29,8, p-simen %10,0

ve c-terpinen %6,3

Sokmen vd., 2004

T. praecox Opiz subsp.
grossheimii (Ronn.) Jalas

var. grossheimii

timol %26,6, p-simen %24,9, a-pinen, a-terpinil

asetat, f-karyofillen

Baser vd., 1996

Thymus praecox subsp.

caucasicus var. caucasicus

timol %47,45, y-terpinen %8,7, p-simen %8,30,
terpinil asetat %4,88 ve karvakrol %4,60

Sekeroglu vd., 2007

T. pseudopulegioides
Klokov et Des.-Shost.

timol %50,1, karvakrol %10,7, p-simen %10,7,
y-terpinen, karvakrol ve linalool %21,6, o-
terpinil asetat %16,7, geraniol %11,2

Baser vd., 1999

T. transcaucasicus Ronn.

timol %36,6, p-simen %15,7, karvakrol, y-

terpinen, borneol

Kasumov ve Gavrenkova,
1985

Yapilan cesitli arastirmalar, bitkilerin ugucu yag profillerinin ve miktarlarinin, in

vitro ¢alismalarla dogal kaynak bitkiden farklihik gdsterdigi yoniindedir. Ornegin 2015

yilinda, endemik bir bitki olan Thymus moroderi in vitro ortamda biiyiitiilmiis ve dogaliyla
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kiyaslanmistir. Calisma sonuglari incelendiginde, dogada yetigen bitkilerde gézlenmez iken
in vitro biiyiitiilen fidelerde karvakrol saptanmistir (Marco-Medina ve Casas, 2015). Baska
bir 6rnek ise, in vitro ortamda biiyiitiilen Salvia stenophylla fideciklerinde B-karyofilen ve
cis-a-bisabolen fretilirken, dogal olan numunelerde bu bilesikler gozlenmemistir

(Musarurwa vd., 2010).

1.2. Thymus Cinsine Ait Tiirler ile Yapilan Mikrogogaltim Calismalar:

Thymus cinsine ait bitkiler ¢ok yillik aromatik bitki tiirleridir ve diinya genelinde
¢esni olarak kullaniminin yani sira siis bitkisi olarak da degerlendirilir. Bu cinse ait tiirlerin
sahip oldugu flavonlar, rozmarinik asit, karbohidratlar ve 6zellikle ugucu yag gibi degerli
bilesenler arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir (Stahl-Biskup vd., 2009). Calisma
alanlarindan biri de mikrogogaltim yolu ile Thymus tiirlerinin hizli ve etkin bir bigimde
iiretimi ve sahip olduklar1 degerli kimyasallarin arttirilmasima yoneliktir. Ornegin 2013
yilinda Thymus hyemalis ile yapilan arastirmada, BBD’lerin ¢esit ve miktarlarinin, karbon
kaynaginin, genotip ve ¢evresel faktorlerin bu tiirlin mikrogogaltimina etkisi arastirilmistir
(Aicha vd., 2013). T. lotocephalus ile yapilan baska bir arastirmada ise tohumlar cesitli
oranlardaki MS besi ortamina ekilmis ve siirgiin ve kok olusumu hedeflenmistir (Coelho
vd., 2012). Aym tiirlin mikrogogaltimla elde edilen fideleri ile dogal olanlari serbest
radikal temizleme ve Fe*? seclatlama alanlarinda kiyaslanmis ve ikiside ayni etkinligi
gostermistir. Ancak in vitro ile iiretilen fidelerin rozmarinik asit i¢eriginin dogal olanlardan
daha fazla oldugu saptanmigtir (Costa vd., 2012). Cesitli yontemlerle mikrogagaltim yolu
ile elde edilen siirgiinlerin ugucu yag igerikleri ile aymi tiirlerin dogal olanlari ile
kiyaslandig1 calismalar da mevcuttur. Ornegin T. caespititius mikro ¢cogaltimi yapilmis ve
ucucu yag icerikleri dogal fidelerle karsilastirildiginda pek bir farklilik gozlenmemistir
(Mendez vd., 2013). Fakat T.moroderi ile yapilan ¢alismada ise in vitro yetisen fidelerin
ucucu yag icerik ve miktarlart dogal olanlardan gesitli farkliliklar gdstermistir (Marco-
Medina ve Casas, 2015).

Bu calismada hedef alinan Thymus leucotrichus HAL.’in in vitro g¢ogaltimi ve
bilesenlerinin incelenmesi bakimindan benzerlik gosteren herhangi bir arastirmaya
rastlanmamustir. Sadece dogal ortamdan toplanan T. leucortichus fidelerinden elde edilmis

ucucu yaglarin antimikrobiyal, antioksidan (Sariboga ve Korkmaz, 2009, Ulukanl vd.,
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2011) ve antifidant (Bekircan vd., 2014) aktivitelerini incelemek amagli birkac ¢alisma

mevcuttur.

1.3. Thymus Cinsinin Genel Ozellikleri

Thymus, yaklagik 220 cinsi barindiran Lamiaceae familyasi i¢inde tiir sayilar1 goz
Oniine alindiginda en 6nemli 8 cinsten biridir. Ancak bu say1 taksonomik bakis agisina gore
degisebilir. Diinya genelinde bir kaynaga gore 300 den fazla (Kénemann, 1999), diger bir
kaynaga gore ise 215 tiir (Morales, 2002) Thymus cinsi altinda siniflandirilmigtir. Thymus
tirleri bu familyanin tipik 6zelliklerini yansitirlar, kozmopolittirler ve tipik Akdeniz
elemanlanidirlar (Se¢gmen vd., 2000). Ugucu yag igerikleri bakimimndan zengin 6nemli
tiirler ihtiva etmekle beraber, tiim tiirlerin kayda deger ucucu yag igerdikleri sdylenemez.
Her dem yesil, otsu ve/veya ¢alimst formdadirlar ve Giliney Akdeniz ve Asya’nin tipik
bitkileridir. Ayrica Kuzey Afrika’da da yayilis gosterirler (Konemann, 1999). Kiigiik
calilar, yastiks1 veya en azindan tabandan odunsu ¢ok yillik bitkilerdir. Yaprak kenarlari
diiz veya revolut ve/veya kenarda kalinlasmistir. Yapraklar sapl veya sapsiz, ¢ogu zaman
laminanin tabanina dogru siliattir. Brakteler, kaliksler ve 6zellikle yapraklar, renksizden
parlak kirmiziya degisen renkte guddeler tasir; genellikle basit tiiyler bulunur. Genellikle
ginodioiktir (Davis, 1982). Ulkemizde tamami ¢ok yillik olan Thymus cinsinin 38 tiirii
kayithdir.

1.3.1. Thymus leucotrichus HAL’1n Sistematikteki Yeri

Ulkemizde, Adana, Adiyaman, Amasya, Erzincan, Erzurum, Giresun, Giimiishane,
Malatya, Kahramanmaras ve Tokat illeri civarinda yayilis gosteren (Sekil 2) T.
leucotrichus HAL. Lamiaceae familyasina ait bir bitki tiiriidiir (Tablo 3). Dag stepleri ve
kayalik yamaglarda yayilima sahip bu tiir ¢cok yillik ve ¢ali formunda bir bitkidir. (URL 1).
Yetistigi bolgelerde yore halki tarafindan dag kekigi olarak adlandirilan bu bitki, 6zellikle
kis aylarinda cay olarak tiiketilir.
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Tablo 3. Thymus leucotrichus HAL’1n sistematikteki yeri

Alem :|Plantae
Alt Alem ;| Tracheobionta
Boliim :|Magnoliophyta
Sinif :IMagnoliopsida
Alt Simif : Asteridae
Takim : Lamiales
Familya : Lamiaceae
Cins : Thymus
Tiir : Thymus leucotrichus HAL

e 2w [

Sekil 2. Ulkemizde Thymus leucotrichus HAL’in Yayilis Gésterdigi iller (Adana,
Adiyaman, Amasya, Erzincan, Erzurum, Giresun, Gilimiishane, Malatya,
Kahramanmarag ve Tokat (URL 1.)


http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1.jsp?taxon=18252
http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1.jsp?taxon=18252
http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1.jsp?taxon=18252
http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1.jsp?taxon=18252
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1.4. Amacg

Tez caligmas1 kapsaminda, ¢esitli sitokininler, sitokinin benzeri thidiazuron ve
oksinler ile desteklenmis temel besi ortamlarinda T. leucotrichus HAL.’in mikrogogaltimi,
in vitro kosullarda olusturulan fideler ile dogal ortamlardan toplanan bitkilerin rozmarinik
asit iceriginin, ugucu yag bilesenlerinin ve miktarlarinin belirlenmesi amaclanmigtir.
Ayrica fenilalanin, tirozin, N-asetilsistein ve sukroz denemeleri i¢in farkli konsantrasyon
gruplar1 olusturulmus ve bu kosullarda in vitro biiyiitiilen fidelerin de biiylime ve gelisme
parametreleri, rozmarinik asit miktar1 ve ugucu yag profilleri dogal ortamlardan elde edilen
fidelerle karsilagtirilmistir. Thymus leucotrichus HAL. bitkisinin in vitro doku kiiltiirleri ile
cogaltim1 ve rozma rinik asit igerigi ve ugucu yag profilinin incelendigi detayli bir ¢aligma
hakkinda literatiir bilgisi bulunmamaktadir.

Bu amag¢ dogrultusunda siirglin boyu, siirgiin sayisi, bogum sayisi, kok sayisi, kok
uzunlugu, sekonder kok sayisi, koklenme yiizdesi, yas ve kuru agirlik bazinda biyokiitle
parametreleri istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Rozmarinik asit miktarlar1 HPLC
yontemi ile belirlenirken, ugucu yag bilesenleri ve miktarlari GS-MS analiziyle

aydmlatilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal ve Kullanilan EKipman

Bu aragtirmada, T.leucotrichus ‘un doku kiiltiirii yontemleri ile tretimi
(mikrogogaltim), degerlendirilmesi, rozmarinik asit miktarinin arastirilmasi ve ugucu yag
profillerinin ortaya konulmasi tizerine ¢alismalar yapilmistir. Deneysel tasarimda, Thymus
tirlerinin doku kiltlirleri ile c¢ogaltimi hususunda yapilan ve literatiirde varolan
calismalardan yararlanilmistir. Doku kiiltiirii ile {iretim caligmalari, Karadeniz Teknik
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Bitki Fizyolojisi ve Biyokimyasi1 Laboratuart
II’de yapilmistir. Bu calismada, besi ortamlarinin pH’sin1 ayarlamada MettlerToledo MP
220 marka pH metre, tartim islemlerinde OHAUS marka hassas terazi, c¢ozeltilerin
karistirtlmasinda Heidolph 1400 (Hotplate&amp;Stirrer) marka 1siticitli  manyetik
karistirici, kurutma iglemlerinde Niive FN 120 marka etiiv, saf su iiretilmesinde GFL 2104
marka saf su cihazi, sterilizasyon islemlerinde Ticisan (75 litre) marka otoklav,
materyallerin kiiltiire alinma isleminde ESCO marka laminar akigl steril kabin, kiiltiirlerin
biiyiitiilmesinde Sanyo marka iklim dolabi, siirgiin boyu ve kok uzunluklarinin
Olciilmesinde BIS marka dijital kumpas kullanilmistir. Ayrica rozmarinik asit miktarininin
ve ugucu yag profillerinin belirlenmesi amaciyla yapilan analizler Karadeniz Teknik

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Laboratuarlarinda gerceklesmistir.

2.1.1. Bitki Materyali

T. leucotrichus tiirine ait bitkiciklere ait lokalite ¢alismalar1 yapilmistir. Tohumlar
2014 yili Agustos-Ekim aylar1 arasinda tiire ait bitkiciklerin dagilim gosterdigi Giresun’un
Sebinkarahisar ilgesi Toplukonak Koyii Dikmetas (40° 24" 173" N, 38° 34’ 945" E; 1915
m) mevkinden toplanmustir.

Calisma konusunu olusturan T. leucotrichus bitkisi Giresun Universitesi Dereli
Meslek Yiiksek Okulu Ogretim iiyesi Yrd. Dog. Dr. Mutlu GULTEPE tarafindan teshis

edilmistir.
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2.2. Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi

B5, LS, MS ve SH besi ortamlari, 6ngoriilen prosediir dogrultusunda hazirlanmstir.
Karbon kaynag1 olarak % 2 sukroz ve katilastiric1 % 0,8 phytoagar ilave edilmistir. Gerekli
olanlara bitki bliylime diizenleyicisi ya da diizenleyicileri de eklenerek, ¢ozeltilerin pH’lar1
1 molar NaOH ve 1 normal HCI kullanilarak 5,5-5,6 araligina Mettler Toledo MP 220
marka pH metre kullanilarak ayarlanmistir. Sonrasinda besi ortamlar1 otoklavda (Ticisan) 1
atm basicta 121°C’de 125 dakika siire ile steril edilmistir. Otoklavdan c¢ikarilan besi
ortamlar1 hafifce ¢alkalanarak agarin homojen olarak dagilmasi saglanmis ve sogumaya
birakilmistir. Yiiksek sicaklikta etkisini kaybeden bitki biiylime diizenleyicileri 0,22um
capindaki filtrelerle sterilize edilmis ve otoklavdan sonra besi ortami sogumadan ortama
eklenmistir. 40 C civarina kadar sogutulan besi ortamlari, ESCO marka laminar akish steril
kabin icerisinde kiiltiir kaplarina aktarilmistir.

T. leucotrichus tohumlart 6n muamele olarak 30 dk musluk suyunda yikanmis ve
akabinde 30 sn %70’lik etanol (EtOH) cozeltisi ile muamele edilmistir. Son olarak en
uygun yiizey sterilizasyon siiresini belirlemek amaciyla 10, 15, 20, 25 ve 30 dk % 2’lik
sodyum hipoklorit (NaOCl) ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Steril edilen tohumlar uygun
besi ortami ¢alismalarindan en iyi sonuglar1 veren MS besi ortaminda kiiltiire alinmustir.
Veriler 4 hafta sonunda siirgiin verim orani, slirgiin boyu, kararma ve kontaminasyon

parametreleri acisindan istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

2.3. Baslangig Kiiltiirlerinin Belirlenmesi

In vitro caligmalarda kullanilan besi ortamlart bitki tiirlerine gore spesifiklik
gostermektedir ve calisilmasi planlanan bitki tiirlerinden alinan eksplantlarin  kiiltiir
ortamlarina hizli ve saglikli bir sekilde aktarilmasi da biiylik 6nem arz etmektedir.
Yiriitiilen tez ¢alismasi kapsaminda T. leucotrichus tiirtine ait tohumlar en uygun besi
ortamini belirlemek amaciyla Murashige ve Skoog (MS) (Murashige ve Skoog, 1962),
Gamborg (B5) (Gamborg vd., 1968), Linsmaer ve Skoog (LS) (Linsmaier ve Skoog, 1965)
ve Schenk ve Hildebrandt (SH) (Schenk ve Hildebrandt, 1972) besi ortamlarinda herhangi
bir bitki biiyiime diizenleyicisinin uygulanmadigi temel besi ortamlarinda 30 giin siire ile
kiiltire alinmigtir (Tablo 4). Calismada kullanilan ve kiiltiire alma islemi tamamlanan

eksplantlar i¢in inkiibasyon ortami olarak 24 + 2 °C sicaklik, 8000 liiks 151k siddeti
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(LWE/m2/s), 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik kosulu ile % 80 neme ayarli iklim dolab1
kullanilmistir. 4 hafta sonunda veriler siirgiin verim oranlari (¢imlenme ylizdesi) ve boy

uzunlugu parametreleri agisindan istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Tablo 4. Calisma kapsaminda kullanilan temel besi ortamlar1 ve igerikleri

Makro Elementler mg/L
(mg/L) B5 LS MS SH
0,025 0,025 0,025 0,10
0,025 0,025 0,025 0,20
36,70 36,70 36,70 19,80
3,00 6,20 6,20 5,00
0,75 0,83 0,83 1,00
10,00 16,90 10,00
0,25 0,25 0,25 0,10
2,00 8,60 8,60 1,00
Mikro Elementler
(mg/L)
CaCl, 113,23 332,02 332,02 151,00
KNO; 2500,00 1900,00 1900,00 2500,00
MgSO, 121,56 180,54 180,54 195,05
NaH,PO, 130,44 - - -
(NH,4),S0,4 134,00 - - -
KH,PO, - 170,00 170,00 -
NH;NO3 - 1650,00 1650,00 -
Ca(NO3), susuz - - - -
(NH4)H,PO, - - - 300,00
Vitaminler
(mg/L)
miyo-Inositol 100,00 100,00 100,00 1000,00
Nikotinik asit 1,00 - 0,50 5,00
Piridoksin HCI 1,00 - 0,50 0,50
Tiyamin HCI 10,00 0,40 1,00 5,00
Gilisin - - 2,00 -

2.4. Siirgiin Cogaltin I¢cin Uygun Sitokinin Derisiminin Belirlenmesi

Bitki tiirleri in vitro galismalarda uygulanan sitokinin g¢esidine gore farkli biiylime
degerleri ve farkli biyolojik olarak aktif bilesen (sekonder bilesikler) icerik degerleri
vermektedirler. Bu yiizden siirgiin ¢ogaltim asamasinda dogru sitokinin ¢esidinin ve
derisiminin belirlenmesi zorunludur. Bu ¢alismada BAP, kinetin, 2iP ve TDZ ‘nin 0,1, 0,5,

1, ve 2 mg/L derisimleri denenmis ve slirgiin ¢ogaltimi iizerine etkisi gozlenmistir.
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2.5. Kok Gelisimi i¢in Uygun Oksin Derisiminin Belirlenmesi

Kok gelisimini gozlemek amagh ii¢ farkli oksin grubu denenmistir. Baslangic
kiiltiirlerinden alinan T. leucotrichus’a ait eksplantlar 0,1, 0,5, 1 ve 2 mg/L IAA, IBA ve
NAA derisimlerini iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Veriler 8. haftanin
sonunda kok uzunlugu, kok sayisi, sekonder kok sayis1 ve koklenme ylizdesi parametreleri

acisindan istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

2.6. Fenilalanin, Tirozin ve N-asetilsistein Derisimlerinin Siirgiin Gelisimine
Etkisi
In vitro galismalarda uygulanan cesitli kimyasallar bitkinin biiyiime ve gelismesine
olumlu veya olumsuz katkilar saglar. Bu siireci inceleme amagli, 6nceki ¢caligmalar sonucu
belirlenen kontrol ortamma (2mg/L 2ip + 0,lmg/L NAA igeren MS besiortami),
fenilalanin, tirozin ve N-asetilsisteinin 10, 50 ve 100 mg/L derisimleri eklenmistir. Elde
bulunan T. leucotrichus eksplantlar1 bu derisim gruplarinda ayri ayri alt kiiltiir yapilarak 4
hafta sonunda siirgiin boyu, siirgiin sayisi, BOGUM sayisi, yas ve kuru agirlik

parametreleri ile biiylime ve gelisime etkileri belirlenmistir.

2.7. Sukroz Derisiminin Siirgiin Gelisimine Etkisi

Sukroz, bitki doku kiiltiirleri i¢in 6nemli bir parametredir. Her bitkinin tercih ettigi
derigim aralig1 farkli olabilir. Bu nedenle 10, 20, 30 ve 40 mg/L sukroz derisimlerin i¢eren
ve Onceki caligmalar neticesinde kontrol grubu olarak secilen 2mg/L 2ip + 0,1 mg/L NAA
iceren MS besiortaminda, 4 hafta boyunca T. leucotrichus fideleri biiyiitiilmistiir. Bu
siirecin sonunda biiyiime ve gelisme parametreleri (siirgiin boyu, siirgiin sayis;, BOGUM

sayisi, yas ve kuru agirlik) incelenmistir.
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2.8. Rozmarinik Asit Miktarinin Belirlenmesi

Oda sicakliginda ve karanlikta kurutulan T. leucotrichus eksplantlarinin her
grubundan 0,2 g numune alinip sirasi ile hekzan, DCM ve metanol (MeOH) ile 10 dakika
Oziitlenmistir. Sonrasinda MeOH 6ziitii 0,45u’luk filtrelerden gecirilerek, HPLC analizine
hazir hale getirilmistir. Ardindan HPLC i¢in 0,45p’luk filtrelerden gecirilmistir. HPLC
cihazi (Shimadzu, Kyoto, Japan) CBM-20A iletisim modiilii, LC-20AT pompa, DGU-
20A5 online degazor, SIL-20A otosampler, CTO-10ASVP kolon firm1 ve SPDM20A
diode dizi dedektoriinden olugmaktadir. Hareketli faz (solventA) 20 mMfosfat tamponu,
pH:2,5 ve asetonitril (solventB) den olusup akis hizi 1,5mL min™dir. Uygulanan akis
programi asagidaki gibidir:

e 0-11 dakikalar aras1 %5 ‘ten % 8 ‘e
e 11-15 dakikalar aras1 %8’den %20 * ye
e 15-25 dakikalar aras1 %20’den %80 © e kadar artan solvent B akis1 saglanmistir.

Enjeksiyonlar aras1 10 dakika siitun dengeleme siiresi uygulanmistir. Kolon firin 1s1s1
40°C’de iken 20ul o6rnek kolona enjekte edilmistir. Rozmarinik asitin saptanmasi ve

Olctimii 280 nm*‘de gerceklesmistir.

2.9. Ucucu Yag Iceriginin ve Miktarmm Belirlenmesi

Tiim uygulama gruplarinda in vitro biiyiitiilen T. leucotrichus ‘dan 1’er gr kuru 6rnek
alimip Headspace GC-MS analizine tabi tutulmus ve ugucu yag profilleri ¢ikarilip %
miktarlart belirlenmistir. Ugucu yaglarin GC-MS analizi igin PAL AOC-5000 plus oto
ornekleyici ve Shimadzu 2010 plus FID den olusan Shimadzu QP2010 ultra GS-MS70
cihazt ve Shimadzu Class-5000 Chromatography Workstation programi kullanilmistir.
Kolon olarak non-polar Rtx-SMS kapiller kolon kullanilmistir (boyutlar; 30 m x 0.25 mm,
film kalinligi; 0.25 pum). Kolon sicakligi dakikada 5 °C artan bir otomatik programi ile 60
°C den 240 °C ye cikarilmistir. Enjektdr ve detektdr hatti sicakliklart sirasiyla 250 °C ve
230°C’ ye ayarlandi. Tastyic1 gaz olarak helyum kullanilmistir. Iyonlastirma voltaji 70 eV

olarak ayarlanmistir.
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Orneklerin deneysel olarak adlandiriimalar: igin gdreceli alikonma endeskleri ve
kiitle spektrumlar1 ile GC-MS sisteminde bulunan NIST, Wiley kiitiiphane verileri ve
ayrica daha 6nce yaymlanmus literatiir verileri karsilastirilmistir. Orneklerin géreceli yiizde

oranlar1 elektronik olarak alan yiizde verilerinden hesaplanmustir.

2.10. istatistiksel Analizler

Bu ¢alismada siirgiin olusturma calismalarindan elde edilen veriler eksplant basina
stirglin verim ylizdesi, siirglin boyu, kararma ve kontaminasyon parametreleri agisindan
kendi aralarinda ayr1 ayri analize tabi tutulmustur. Siirglin gelistirme calismalarinda ise
yine eksplant basina siirgiin verim yiizdesi, sayisi, boyu, BOGUM sayisi, yas ve kuru
agirlik parametrelerinde ayr1 ayri analize tabi tutulmustur. Koklendirme c¢aligsmalarinda ise
fide bagina koklenme yiizdesi, sayisi, uzunlugu ve sekonder kok sayisi yiizdeleri kendi
aralarinda ayr1 ayri analiz edilmistir. Ayrica tiim deneme gruplarinin rozmarinik asit
icerikleri de analize tabi tutulmustur. Tiim veriler Ui¢ tekrarl olarak gergeklestirilmistir.
Elde edilen veriler (¢oklu veriler) varyans analizi Statistical Package for Social Sciences
(SPSS 21,0) paket programi icerisinde yer alan ANOVA’nin ¢ok yonlii Duncan testine tabi
tutulmustur. Olgiimleri yapilan ortalama degerler arasindaki istatistiki farklar ve

benzerlikler ortaya konulmustur (P < 0,05).



3. BULGULAR

3.1. Temel Besi Ortamlarimin Cimlenme ve Biiyiimeye Etkisi

T. leucotrichus tohumlar1 en uygun besi ortamini belirlemek amaciyla Murashige ve
Skoog (MS), Gamborg (B5), Linsmaer ve Skoog (LS) ve Shake ve Hildebrandt (SH) besi
ortamlarinda herhangi bir bitki biliylime diizenleyicisi uygulanmadan ekilmistir. 4 hafta
sonunda veriler ¢imlenme yiizdesi ve boy uzunlugu parametreleri agisindan istatistiksel
olarak degerlendirilmistir.

En yliksek ¢imlenme yiizdesi %,56,66 ile MS besi ortamindan elde edilirken bu
degere en yakin deger %43,33 ile B5 besi ortamindan elde edilmistir. En diisiik ¢cimlenme
yiizdesi ise %28,88 ile SH besi ortamindan elde edilmistir (Tablo 5). Istatistiksel agidan
degerlendirildiginde en yliksek ¢imlenme orani veren ortam ile en diisiik ¢imlenme
yiizdesine sahip ortam arasindan istatistiksel acidan 6nemli farklar gézlemlenmistir (P <
0,05).

Cimlenme yiizdelerine paralel olarak en yiiksek ve en diisiik boy uzunluk degerleri
sirast ile 12,70 mm ve 4,88 mm ile MS ve SH ortamlarindan elde edilmistir (Tablo 1).
Yapilan istatistiksel analizler bu 4 farkli besi ortami arasinda istatistiki a¢idan Snemli

farklar oldugunu ortaya koymustur (P < 0,05).
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Tablo 5. Thymus leucotrichus tohumlarinin dort farkli besi ortamlarindaki ¢imlenme
yiizdeleri ve siirglin boyu degerleri

BESI ORTAMLARI MS B5 LS SH
(mg/L) KONTROL KONTROL KONTROL KONTROL
CIMLENME YUZDESI b b
56,66+ 6,67  43,33°+5,77 36,66 +3,33 28,88° £ 3,85
(%)
SURGUN BOYU (mm)  12,70%+0,49  8,19°+037  6,44°+0,27 4,88°+0,19

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayn1 harflerle gosterilen degerler 6nemli
Olclide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi). Veriler 4 haftalik
kiiltiir stirecinin sonunda elde edilmistir.

En uygun besi ortaminin belirlenmesinden elde edilen sonuglar LS ve SH besi
ortamlarimin T. leucotrichus tohumlarinin ¢imlendirilmesi igin uygun olmadigmi
gostermistir. Bu nedenle yiliksek ¢imlenme orani ve boy uzunlugu degerlerini veren MS ve
B5 ortamlar1 bitki biiylime diizenleyicisi (BBD) uygulamalarinda bu tiiriin tohumlarinin
nasil bir ¢imlenme tepkisi verecegini belirlemek amaciyla temel besi ortami olarak
kullanilmistir. Her iki besi ortamina 1 mg/L BAP uyguland1 ve sonuglar 30 giiniin sonunda
¢imlenme yiizdesi, siirglin boyu ve yas agirlik parametreleri agisindan istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.

En yiliksek ¢cimlenme yiizdesi %83,27 ile MS besi ortamindan elde edilmis ve B5
ortamindan elde edilen ¢imlenme yiizdesi ile aralarinda 6nemli istatistiksel olarak fark
olusmustur (Tablo 6).

Yine ¢imlenme yilizdesine paralel olarak en yiiksek siirgiin boyu degeri 15,40 ile MS
ortamindan elde edilmis ve istatistiksel fark Tablo 6’de gosterilmistir (P < 0,05). Ekonomik
deger tasiyan bu tarz bitki tlirlerinin mikrogogaltim calismalarindan elde edilen madde
miktarlart (yas ve kuru agirlik miktarlar1) en 6nemli parametreler arasindadir. En uygun
besi ortamint belirlemek i¢in uygulanan BAP calismalarinda en yiliksek yas agirlik yine
30,7 mg ile MS ortamindan elde edilmistir (Tablo 6). Yapilan istatistiksel analizler BBD
uygulamalarinda yine bu iki farkli besi ortami arasinda istatistiki agidan onemli farklar

oldugunu ortaya koymustur (P < 0,05).
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Tablo 6. Thymus leucotrichus tohumlarin iki farkli besi ortamlarindaki ¢imlenme yiizdesi,
stirglin boyu ve yas agirlik degerleri

BESI ORTAMLARI MS B5
(mg/L) (1 mg/L BAP) (1 mg/L BAP)
CIMLENME YUZDESI (%) 83,27%+ 7,77 60,00° + 3,34
SURGUN BOYU (mm) 15,40% 0,84 12,56° + 0,86
YAS AGIRLIK (mg) 30,7+ 2,5 23,7°+0,5

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni siitunda aynmi harflerle gosterilen
degerler onemli Ol¢iide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi).
Veriler 4 haftalik kiiltiir siirecinin sonunda elde edilmistir.

3.2. Uygun Yiizey Sterilizasyon Siiresinin Belirlenmesi

T. leucotrichus tohumlar1 uygun sterilizasyon siiresinin belirlenmesi amaci ile
onceden bahsedilen metodlarla muamele edilmis ve ekimi standart MS besiyerine
yapilmistir. 4. hafta sonunda en yiliksek ¢imlenme yiizdesi % 81,11 ile 15. dk’dan, en
diisiik ¢imlenme yiizdesi ise % 51,11 ile 30. dk’dan elde edilmistir. Bu iki uygulama
arasinda % 30 oraninda bir ¢imlenme yiizde farki ¢ikarken istatistiksel fark Tablo 3’de
gosterilmistir (P < 0,05). En yiiksek siirgiin boyu degeri 14,63 mm ile 15. dk’dan elde
edilmistir. En diisiik kontaminasyon ylizdesi % 6,66 ile 30. dk’dan elde edilirken 10 dk
uygulamast hari¢ diger sterilizasyon siiresi uygulamalari ile aralarinda istatistiksel bir fark
gozlemlenmemistir (Tablo 7). Kontaminasyon oraninin bu uygulamada en diisiik degeri
vermesine karsin kararma oraninin % 42,22 ile en yiiksek degeri vermesi bu sterilizasyon
stiresinin bu tiirtin tohumlarinin sterilizasyonunda uygun olmadigini géstermistir. En diisiik
kararma oraninin % 4,44 ile 10. dk uygulamasinda elde edilmesine karsin ise
kontaminasyon oraninin bu sterilizasyon siiresinde % 26,66 ile en yiiksek degeri vermesi
bu siirenin de bu tirliin tohumlarinin yiizey sterilizasyonunda uygun olmadiginm
gostermistir. Elde edilen tiim bu degerler 15. dk uygulamasinin bu tiirlin tohumlarinin

yiizey sterilizasyonunda en etkili sterilizasyon siiresi oldugunu gostermistir (Tablo 7).
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Tablo 7. Thymus leucotrichus tohumlarinin bes farkli sterilizasyon siiresindeki ¢imlenme
yiizdeleri, siirgiin boyu, kararma ve kontaminasyon degerleri.

CIMLENME SURGUN KARARMA  KONTAMINASYON
YUZDESI BOYU ORANI ORANI
(%) (mm) (%) (%)
10 dk 68,87°+ 1,93 14,21%+ 1,50 4,44° 1,92 26,66% 3,34
15 dk 81,11% 1,92 14,63%+ 1,46 8,89°%+ 1,93 10,00°+ 0,00
20 dk 69,99+ 3,34 14,30% + 1,34 21,11°+ 5,09 8,87°+ 1,93
25 dk 64,44+ 3.86 13,91%+ 1,65 26,66+ 3,34 8,87°+ 1,93
30 dk 51,11% 5,09 13,65° + 1,53 42,22%+ 5,09 6,66+ 3,34

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni siitunda ayni harflerle gosterilen
degerler 6nemli ol¢iide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).
Veriler 4 haftalik kiiltiir siirecinin sonunda elde edilmistir.

3.3. Siirgiin Cogaltimi i¢in Uygun Sitokinin Derisiminin Belirlenmesi

In vitro ¢alismalarda uygulanan sitokininlerin miktar ve ¢esidine gore, bitkiler farkli
bliylime degerleri gosterirler. Bu durum igerdikleri sekonder bilesik miktarin1 da
etkilemektedir. Bu ylizden siirglin ¢ogaltim asamasinda dogru sitokinin ¢esidinin ve

derisiminin belirlenmesi zorunludur.

3.3.1. BAP Derisimlerinin Siirgiin Cogaltimi Uzerine Etkisi

Tiim parametreler acisindan tek bir BAP uygulamas: en yiiksek degeri vermezken
parametre degerleri uygulanan derisimlerde farkliliklar gostermistir. En yiiksek siirgiin
sayis1 ve yas agirlik degerleri 1 mg/L uygulamasindan elde edilirken bu degerler sirasi ile
3,30 adet ve 115 mg olarak hesaplanmustir. En yiiksek siirgiin boyu, bogum sayist ve kuru
agirlik degerleri ise 0,1 mg/L uygulamasindan ele edilmis ve bu degerlerde siras1 ile 26,52
mm , 4,07 adet ve 19,3 mg olarak hesaplanmistir (Tablo 8). En diisiik siirgiin sayisi, siirgiin
boyu ve bogum sayisi degerleri 2 mg/L uygulamasindan, en diisiik yas agirlik kontrol
uygulamasindan, en diisiikk kuru agirlik degeri ise 0,5 mg/L uygulamasindan elde edilmis

ve istatistiksel farklar Tablo 8’de ayrintili olarak gosterilmistir.
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Tablo 8. Farkli BAP derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un siirgiin sayisi,
stirglin boyu, bogum sayisi, yas ve kuru agirlik degerleri.

BAP SURGUN  SURGUN BOGUM YAS KURU
(mg/L) SAYISI BOYU SAYISI AGIRLIK AGIRLIK
(Adet) (mm) (Adet) (mg) (mg)
0,0 293°+0,690 2051°+1,78 3,47°+0,51 90,6° + 6 17,8°+28
0,1 2,77 +0,67 2652°+1,94 4,07°+0,69 1131+ 15 19,3°+4,9
0,5 247°+0,97 19,30°+ 1,61  3,07°+0,69 103,4° + 20 11,29+ 1,8
1,0 3,30°+0,59  19,48°+1,84  2,97°+0,57 115,0* + 24 17,5*+ 3,1
2,0 243°+054 1443°+134  250°+0,57 108,9% + 20 15,9+ 3,0

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni siitunda ayn1 harflerle gosterilen
degerler onemli Olglide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).
Veriler 4 haftalik kiiltiir siirecinin sonunda elde edilmistir.

Tablo 9. Farkli BAP derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un siirgiin verim
degerlerinin korelasyon analizi sonuglari.

BAP
SS SB BS YA KA
BAP -0,024 -0,873** -0,622%* -0,006 -0,307**
Ss - 0,208 -0,113 -0,136 -0,277
o SB 0,208 - 0,284 0,208 -0,358
g NS -0,113 0,284 - 0,284 0,004
S YA -0,136 0,208 0,284 - 0,184
KA -0,277 -0,358 0,004 0,184 -
Ss - 0,126 0,106 0,187 0,450*
o SB 0,126 - 0,104 -0,226 0,145
= NS 0,106 0,104 - 0,078 0,085
S YA 0,187 -0,226 0,078 - 0,623**
KA 0,450% 0,145 0,085 0,623%* -
SS - -0,297 -0,234 -0,239 -0,023
o SB -0,297 - 0,145 0,357 0,008
g NS -0,234 0,145 - 0,033 -0,326
S YA -0,239 0,357 0,033 - -0,125
KA -0,023 0,008 -0,326 -0,125 -
SS - -0,193 0,179 0,016 -0,121
o SB -0,193 - 0,001 0,160 0,071
g NS 0,179 0,001 ; -0,279 -0,251
N YA 0,016 0,160 -0,279 - 0,872%*
KA -0,121 0,071 -0,251 0,872%* -

SS:Siirglin Sayisi, SB:Siirglin Boyu, BS: Bogum Sayisi, YA:Yas Agirlik, KA: Kuru Agirlik
*=P<0.05, ** =P <0.001 6nem diizeyi (Pearson Korelasyon Testi). Veriler 4 haftalik
kiltiir sonucu elde edilmistir.
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Farkli BAP derisimlerinde siirgiin verim degerlerinin korelasyon analizine
bakildiginda, diisiik BAP derisimleri, siirglin boyu ile negatif yonde giiglii (r = -0,873),
bogum sayisi ile negatif yonde orta derecede bir korelasyon (r = -0,622) ortaya ¢ikarmistir
(p < 0.001). Aymi uygulamada kuru agirlik degerlerinde ise yine negatif yonde zayif bir
korelasyon (r = -0,307) goriilmiistiir. Derisimler ile siirgiin verimi arasi korelasyon analiz

degerleri Tablo 9 ‘da ayrintili olarak verilmistir.

3.3.2. 2iP Derisimlerinin Siirgiin Cogaltim Uzerine EtKkisi

2iP derigimleri siirgiin sayis1 arttirmada olumlu etki yapmadigi gozlenmis olmakla
birlikte, diger tiim parametrelerde artis saglamistir (Tablo 9).

En yiiksek siirgiin sayist degerleri sirasi ile 2,93 ve 2,73 adet ile kontrol ve 0,1 mg/L
uygulamasindan elde edildi ve bu iki uygulama arasinda siirgiin sayisi agisindan herhangi
bir istatistiksel fark gézlemlenmemistir (P < 0,05). Artan 2iP derisimlerinin siirglin boyunu
giderek artirdigi gézlemlenmis ve en yiiksek deger 26,9 mm ile 2 mg/L uygulamasindan
elde edilmistir. Yas ve kuru agirlik parametreleri acisindan yine 2 mg/L uygulamasi en
yiiksek degerleri verirken en diigiik yas agirlik 0,5 mg/L uygulamasindan, en diisiik kuru
agirlik ise 0,1 mg/L uygulamalarindan elde edilmistir. Tiim parametreler agisindan yapilan
istatistik analiz ¢alismalar1 yiiksek 2iP derisimlerinin bu tiriin mikrogogaltim

caligmalarinda daha etkili sonuglar verdigini gostermistir (Tablo 10).

Tablo 10. Farkli 2iP derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un siirgiin sayisi,
stirgiin boyu, bogum sayisi, yas ve kuru agirlik degerleri.

2ip SURGUN SURGUN BOGUM YAS KURU
(mg/L) SAYISI BOYU SAYISI AGIRLIK AGIRLIK
(Adet) (mm) (Adet) (mg) (mg)
0,0 2,93 +£0,69 2051°+1,78  3,47°+0,51 90,6° + 6,4 17,87+ 2,8
0,1 2,73*+0,52 20,08°+1,95  4,40°+0,67 64,2+ 7,8 1,2 £04
0,5 233°£0,66 2167°+£1,96  3,63°+0,72 53,7°+ 8,8 10,7° £ 1,8
1,0 1,47°+ 0,51 24,83°+£270  5,70°+0,88 108,2° + 1,8 18,4°+ 1,9
2,0 1,50°+ 0,68  26,97°+251 597 +0,72 1274+ 1,9 22,7°+38

+ li¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni siitunda ayni harflerle gosterilen
degerler onemli Olclide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).
Veriler 4 haftalik kiiltiir siirecinin sonunda elde edilmistir.
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2iP derisimlerinden elde edilen degerlerin korelasyon analizleri sonucunda T.
leucotrichus’un siirgiin sayis1 (r = -0,637) hari¢ tiim parametrelerde pozitif yonde giiglii
bir korelasyon gosterdigi belirlenmistir (p < 0,001). 2iP 6zellikle siirgiin boyu (r = 0,759)
ile yiiksek, kuru agirlik bakimindan ise ¢ok gii¢lii korelasyon (r = 0,950) degerleri vermesi
2iP’nin bu tiiriin ¢ogaltilmasinda daha etkili oldugu sonucunu dogurmustur. Uygulama

derisimleri arasindaki anlamli diger korelasyon degerleri Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11. Farkli 2iP derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus un siirgiin verim

degerlerinin korelasyon analizi sonuglar1

2iP
sS SB BS YA KA

2iP 0,637 0,750%* 0,628%* 0,815%* 0,050%*

ss - 0,262 0,177 10,109 0,313
. SB 0,262 - 0,0231 0,497 10,105
2 NS 0,177 0,231 - 0,048 0,577%
= YA 10,109 0,497 0,048 - 10,205

KA 0,313 0,105 0,577% 0,205 -

ss - 0,001 0,315 0,026 0,026
. SB 0,001 : 0,246 0,421* 0,421*
2 NS 0,315 0,246 : 0,147 0,147
S YA 0,026 0,421* 0,147 - 1,000%*

KA 0,026 0,421* 0,147 1,000% :

ss - 0,255 0,003 0,025 0,038
. SB 0,255 - 0,367* 0,257 0,382*
2 NS 0,093 0,367* - 0,005 0,179
3 YA 0,025 0,257 0,005 , 0,644%*

KA 10,038 0,382* 0,179 0,644%* .

ss - 10,041 0,457 10,001 0,016
. SB 0,041 - 0,051 10,002 10,103
2 NS 0,457 10,051 - 065 0,206
N YA 10,001 10,002 0,065 ; 0,101

KA 0,016 10,103 0,206 0,101 ;

SS:Siirgilin Sayisi, SB:Siirgiin Boyu, BS: Bogum Sayisi, YA:Yas Agirlik, KA: Kuru
Agirlik

* =P <0.05, ** =P <0.001 énem diizeyi (Pearson Korelasyon Testi). Veriler 4 haftalik
kiltiir sonucu elde edilmistir.
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3.3.3. Kinetin Derisimlerinin Siirgiin Cogaltini Uzerine Etkisi

Stirglin  sayist agisindan en etkili derisim 0,1 mg/L olur iken diger tiim
parametrelerde 0,5 mg/L derisiminin en yiiksek degerleri verdigi gézlemlenmistir. Siirgiin
sayist acisindan da yine diisiik derisimlerin yiiksek degerler verdigi belirlenmistir. En
yiiksek siirgiin boyu degeri 2,93 £ 0,69 adet ile kontrol ortamindan elde edilse de 0,1 mg/L
uygulamasindan elde edilen siirgiin boyu degeriyle istatistiksel anlamda bir fark
icermemistir (P < 0,05, Tablo 12). En yiiksek siirgiin boyu, bogum sayisi, yas ve kuru
agirhk degerleri ise sirast ile 40,88 mm, 5,73 adet, 245,1 mg ve 39,2 mg olarak
(Tablo 12). Kinetin ortamlarinin

hesaplanmistir

tim parametreler ag¢isindan

karsilastirildiginda BAP ve 2iP ortamlarindan daha etkili sonuclar verdigi gézlemlenmistir.

Tablo 12. Farkli Kinetin derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus’un siirgiin
say1sl, slirgiin boyu, bogum sayisti, yas ve kuru agirlik degerleri.

KINETIN SURGUN SURGUN BOGUM YAS KURU
(mg/L) SAYISI BOYU SAYISI AGIRLIK AGIRLIK

(Adet) (mm) (Adet) (mg) (mg)
0,0 2,937 +0,69 2051°+1,78 3,47°+0,51 90,6°+ 6,4 17,8%+ 2.8
0,1 2,83*+0,59 40,16*°+3,81 533°+0,88 204,5°+29.8 26,9°+ 3,0
0,5 2,67°+0,61 4088°+3,53 573°+0,78 2451%°+245 39,2°+ 3.4
1,0 247°+0,61 29,38°+2,55 3,97°+0,56 178,3"+18.2 25,49+ 2.4
2,0 2,63°+0,73 36,00°+£2.89 4,77°+0,68 234,8°+244 30,9°+ 32

+ li¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni siitunda ayni1 harflerle gosterilen
degerler 6nemli dlgiide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).
Veriler 4 haftalik kiiltiir siirecinin sonunda elde edilmistir.

Kinetin uygulamalarindan elde edilen korelasyon analizleri sonucunda bu BBD’nin
T. leucotrichus’un doku kiiltiirleri ile tiretimi ile iligkili olmadigi belirlenmistir.. Denemeye
tabi tutulan parametreler arasindan silirglin sayisi, slirgiin boyu ve bogum sayist
degerlerinin negatif yonde zayif bir korelasyon (r = -0,246, r = -0,482, r = -0,395)
gosterdigi belirlenmistir (p < 0,001). Artan kinetin derisimlerinin bu parametrelerde
azalmaya neden olmasi bu tiir {izerine yapilacak doku kiiltiirii caligmalarinda 2iP’nin daha

etkili olacagi sonucunu dogurmustur (Tablo 13).
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Tablo 13. Farkli Kinetin derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus’un siirgiin
verim degerlerinin korelasyon analizi sonuglari.

KIN
ss SB BS YA KA
KIN -0,246%* -0,482%* -0,395%* 0,063 -0,038
ss - 200 0,088 0,016 -0,052
. SB 0,200 - 0,536** -0,066 0,171
S NS 0,088 0,536%* - 0,099 0,167
S YA 0,016 -0,066 0,099 - 0,424*
KA 0,052 0,171 0,167 0,424* -
ss - 0,100 0,241 0,053 -0,038
. SB 0,100 - 0,524** 0,408 0,283
2 NS 0,241 0,524%* : 0,201 0,151
S YA 0,053 0,408* 0,201 - 0,016%*
KA 10,038 0,283 0,151 0,016** -
ss - 0,226 0,024 0,127 -0,150
. SB 0,226 - 0,365** 0,010 -0,050
2 NS 0,024 0,365** - 0,093 -0,057
Z YA 0,127 0,010 0,093 - 0,401*
KA 10,150 0,050 0,057 0,401 -
ss - 0,158 0,019 0,001 0,077
. SB 0,158 - 0,588** 0,086 0,065
2 NS 0,019 0,588** - 0,153 0,033
~ YA -0,001 0,086 0,153 - 0,289
KA 0,077 0,065 0,033 0,289 -

SS:Siirgiin Sayisi, SB:Siirgiin Boyu, BS: Bogum Sayisi, YA:Yas Agirhik, KA: Kuru
Agirlik

*=P<0.05, ** =P <0.001 6nem diizeyi (Pearson Korelasyon Testi). Veriler 4 haftalik
kiltiir sonucu elde edilmistir.

3.3.4. TDZ Derisimlerinin Siirgiin Cogaltimi Uzerine EtKisi

Stirglin sayisi, siirgin boyu ve bogum sayisi parametreleri agisindan artan TDZ
derisimlarmin istatistiksel anlamda daha diisiik degerler verdigi, yas ve kuru agirhik
parametrelerinde ise daha yiiksek degerler verdigi gozlemlenmistir. En yiiksek ve en diisiik

stirgiin sayisi degerleri sirasi ile siirgiin basina 2,93 ve 1,97 adet ile kontrol ve 2 mg/L
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uygulamalarindan elde edilmis ve istatistiksel fark Tablo 14°de gosterilmistir. Siirgiin boyu
acisindan siirgiin basina 23,95 mm ile 0,1 mg/L uygulamasi en yiiksek degeri verirken en
diisiik degeri veren 2 mg/L uygulamasi ile aralarindaki fark siirgiin basina 11,44 mm olarak
hesaplanmistir. Bu da artan TDZ derisimlerinin bu tiiriin siirgiin boyu degerlerini
diistirdiigii sonucunu ortaya ¢ikarmistir. Yas ve kuru agirlik parametreleri agisindan 1 mg/L
uygulamasi en yliksek degerleri verirken elde edilen bu degerlerin uygulamaya tabi tutulan
diger 3 sitokininden elde edilen yas ve kuru agirlik degerlerinden daha yiiksek oldugu
sonucu elde edilmistir. Ancak denemelerde gozlenen camlagsma doku kiiltiirleri igin

istenmeyen bir durumdur (Sekil 3).

Tablo 14. Farkli TDZ derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus’un siirgiin
say1sl, slirglin boyu, bogum sayisi, yas ve kuru agirlik degerleri.

D7 SURGUN SURGUN BOGUM YAS KURU
(mg/L) SAYISI BOYU SAYISI AGIRLIK AGIRLIK

(Adet) (mm) (Adet) (mg) (mg)
0,0 2,093%+0,69 2051°+1,78 3477 +0,51 90,6°+6,4 17,85+ 2.8
0,1 2,37°£ 0,72  2395%+2,15 3,30°+0,65 2857%°+ 19,9 38,3+ 2.6
0,5 2,07°+037 19,78°+1,74 2,20°+0,41 505,2°+ 46,5 437°+ 33
1,0 2,00°+026 21,75°+1,86 2,03°+0,18 697,0°+ 59,7 61,3+ 6,8
2,0 1,97°+0,18 12,51°+ 1,54 2,03°+£0,18 570,4°+ 67,5 50,1° + 4.6

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni siitunda ayn1 harflerle gosterilen
degerler 6nemli olgiide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).
Veriler 4 haftalik kiiltiir siirecinin sonunda elde edilmistir.

TDZ uygulamalar1 diger sitokinin uygulamarindan farkli olarak siirgiin sayisi, siirgiin
boyu ve bogum sayisi agisindan negatif yonde gii¢lii bir korelasyon ( r = -0,767, r = -
0,670) gosterirken biyokiitle {iretiminin 6nemli oldugu doku kiiltiirii ¢alismalari igin
onemli olan yas ve kuru agirlik parametreleri agisindan ise pozitif yonde giiclii bir
korelasyon (r = 0,743, r = 0,611) gostermistir (p < 0,001). Dozlar arasindaki diger
korelasyon verileri Tablo 15°te gosterilmistir.
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Tablo 15. Farkli TDZ derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus’un siirgiin
verim degerlerinin korelasyon analizi sonuglari

TDZ
sS SB BS YA KA
TDZ 0,312%* 0,767 0,670%* 0,743* 0,611
ss ; 0,132 0,273 0,086 0,184
. SB 0,132 ; 10,298 0,064 0,043
2 NS 0,273 0,298 - 0,288 0,002
S YA 0,086 0,064 0,288 - 0,417%
KA 0,184 0,043 0,002 0,417%* -
ss - 0,379 0,325 -0,109 10,288
. SB 0,379* ; 0,327 0,103 0,150
2 NS 0,325 0,327 - 0,042 0,320
S YA 0,109 0,103 0,042 - 0,572%*
KA 0,288 0,150 0,320 0,572%* -
ss - 0,001 0,000 0,021 0,027
. SB 0,001 - 0,133 0,216 0,387
2 NS 0,000 0,133 : 0,144 0,151
= YA 0,021 0,216 0,144 - 0,898**
KA 0,027 0,387 0,151 0,898** -
ss ; 0,158 0,034 0,300 0,033
. SB 0,158 ; 0,042 0,166 0,126
2 NS 0,034 0,042 - -0,026 0,002
~ YA 0,300 0,166 -0,026 - 0,079
KA 10,033 0,126 0,002 0,079 -

SS:Siirgiin Sayis1, SB:Siirgiin Boyu, BS: Bogum Sayisi, YA:Yas Agirlhik, KA: Kuru
Agirlik. * =P <0.05, ** =P <0.001 6nem diizeyi (Pearson Korelasyon Testi). Veriler 4
haftalik kiiltiir sonucu elde edilmistir.

3.4. Oksin Uygulamalarinin K6k Olusumuna Etkileri
3.4.1. IBA Derisimlerinin Kok Olusumuna EtKisi

4 hafta sonunda fidelerin koklenme yiizdeleri IBA’nin farkli derisimlerinde herhangi
bir istatistikel farklilik géstermemistir. 0,1 ve 0,5 mg/L derisimlerinde en fazla kok sayisi

gozlenirken, lateral kok sayisi parametresinde en ideal derisim 0,5 mg/L olarak tespit
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edilmistir. En uzun kok ise 37,17 mm ile 1 mg/L derisiminde gdzlenmistir ve istatistiksel

farklar Tablo 16’da ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 16. Thymus leucotrichus’un farkli IBA derisimlerindeki koklenme yiizdesi, kok
sayis1, kok uzunlugu ve lateral kok sayis1 degerleri

IBA K(")[(LENN_[E KOK KOK ) LATERAL KOK
(mg/L) YUZDESI SAYISI UZUNLUGU SAYISI
g (%) (Adet) (mm) (Adet)
01 66,66% £2.6 3,2° 40,6 22,509 +2,1 2,4° +0,7
05 63,30%+ 3,3 3,0°+0,5 33,73°£2.9 2,9°+0,5
10 60,00° + 4,0 2,2°+0,3 37,170 422 1,3°+0,5
20 64,70°+ 5.9 2,4°+0,8 26,12°+2 2 0,8 +0,6

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni siitunda ayn1 harflerle gosterilen
degerler onemli 6lgiide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).
Veriler 4 haftalik kiiltiir siirecinin sonunda elde edilmistir.

3.4.2. IAA Derisimlerinin Kok Olusumuna Etkisi

Koklenme yiizdesi (% 65,23 ), kok sayist (3,1 adet) ve lateral kok sayist (2,4 adet)
parametreleri agisindan bakildiginda en iyi IAA derisiminin 0,5 mg/L oldugu gézlenmistir.
S6z konusu kok uzunlugu oldugunda ise 24,58 mm ile 0,1 mg/L derisiminin istatistiki

acidan diger derisimlerden daha etkili oldugu gozlenmistir (Tablo 17.).

Tablo 17. Thymus leucotrichus’un farkli IAA derisimlerindeki koklenme yiizdesi, kok
say1s1, kok uzunlugu ve lateral kok sayis1 degerleri

IAA K(")[(LENN‘[E KOK KOK 5 LATERAL KOK
(mg/L) YUZDESI SAYISI UZUNLUGU SAYISI
g (%) (Adet) (mm) (Adet)
01 47,36+ 0,0 2,06+£0,3 24,58%+ 0,9 2,1°+0,7
05 65,232 + 2.4 3,1°+0,3 18,75°+1,2 2,4%£0,5
10 54,54° + 4,5 1,4°+0,3 12,21+ 0,7 1,2+ 0,5
20 58,82° + 0,0 2,3°+0,3 19,83°+ 1,1 1,6°+ 0,6

+ li¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni siitunda ayn1 harflerle gosterilen
degerler onemli Olglide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).
Veriler 4 haftalik kiiltiir siirecinin sonunda elde edilmistir.
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3.4.3. NAA Derisimlerinin Kok Olusumuna EtKisi

Tiim derisim araliklar1, kok sayis1 parametresi bakimindan istatistiki olarak benzer
sonu¢ vermistir. Lateral kok sayis1 bakimidan ise 2,8 adet ile 2 mg/L NAA derisiminin
diger derisimlerden bariz bir farkla en iyi sonucu verdigi gozlenmistir. 0,1 mg/L NAA
derisiminde 20,5 mm ile en yiiksek kok uzunlugu gézlenmistir. Koklenme ytizdesi % 63,72
ve % 64,7 degerleri ile 0,1 ve 0,5 mg/L derisimleri istatistiki olarak benzer oranda etki

gostererek en yiiksek yiizdeye sahip olmusturlar (Tablo 18).

Tablo 18. Thymus leucotrichus’un farkli NAA derisimlerindeki koklenme yiizdesi, kok
sayisi, kok uzunlugu ve lateral kok sayisi1 degerleri

NAA K(")[(LENME KOK KOK } LATERAL KOK
(ma/L) YUZDESI SAYISI UZUNLUGU SAYISI
g (%) (Adet) (mm) (Adet)
01 63,72°+ 1,7 1,9+ 0,6 205%+ 1,1 21°+0,5
05 64,7°+2,9 2,07+ 0,4 16,34°+ 1,2 1,9°+ 0,7
10 39,7°+ 1,6 1,8+ 0,4 18,02° + 1,3 2,2°+0,5
20 52,5°+2.5 1,90+ 0,5 13,82%+ 1,1 2,87+ 0.4

+ li¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni siitunda ayn1 harflerle gosterilen
degerler 6nemli dlgiide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).
Veriler 4 haftalik kiiltiir siirecinin sonunda elde edilmistir.

Artan IBA derisimleri ile kok uzunlugu arasinda pozitif yonde zayif bir korelasyon
bulunurken (r = 0,257), kok sayisi ve sekonder kok sayist bakimindan negatif yonde orta
dereceli bir korelasyon gostermistir (r = -0,495, r = -0,699, p < 0,001). IAA ve NAA
uygulamalar1 kok sayisi agisindan karsilastirildiginda NAA nin IAA daha giiclii bir negatif
yonde korelasyon gosterdigi belirlenmistir (r = -0,761). Bu sonuglar kok sayist agisindan
IBA’nin en etkili BBD oldugunu gostermistir. Uygulanan derisimler arasindaki ayrintili

korelasyon degerleri Tablo 19°da verilmistir.



Tablo 19. Thymus leucotrichus’un farkli IBA, IAA, NAA derisimlerindeki kok sayisi, kok uzunlugu ve sekonder kok sayist degerlerinin

korelasyon analizi sonuglari

IBA IAA NAA
KU KS SKS KU KS LKS KU KS SKS

IBA 0257  -0495**  -0,699**

IAA 0,523**  -0,096  -0,453**

NAA -0,761%* 0,044 -0,222*
kU : 0,148 0,004 : 0,358 -0,398* : 0,073 0,305
S® Ks 0,148 : 0,003 0,358 - 0,539%* 0,073 - 0,094

SKS -0,004 0,003 . 0,398*  0,539** : 0,094 0,305 :
, Ku . 0,277 0,245 : -0,356 0,371* : 0,259 0,006
S2 KS 0,277 : 0,410 0,356 : 573%* 0,259 : 0,106

SKS 0,245 0,410 : 0371*  0573** : 006 0,106 .
, Ku 0,041 0,041 0,041 : 0,052 242 : 0,101 0,217
32 Ks 0,041 - 0,015 0,052 - 251 0,101 - 0,326

SKS 0,002 0,015 : 0,242 0,251 : 0,217 0,326 :
, Ku : 0,205  -0,816** : -0,443** 164 : 0,502%* 0,198
S2KS -0,205 : 0,123 -0,443** : 134 0,502%* : 0,255

SKs -0,816** 0,123 - 0,164 0,134 - -0,198 0,255 -

KU:Ko6k Uzunlugu, KS:Kok Sayisi, LKS: Lateral Kok Sayisi. * =P <0.05, ** =P <0.001 6nem diizeyi (Pearson Korelasyon Testi). Veriler

4 haftalik kiiltiir sonucu elde edilmistir.

43
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Sitokinin ve oksinlerin biiylime/gelisme ve rozmarinik asit miktarlar1t goz Oniine
alinarak sonraki basamaklar i¢in standart bir besiyeri ortami belirlenmistir. Bu ortam igin
secilen 2 mg/L 2ip ve 0,1 NAA igeren MS besi yeri olmustur. Bu se¢im yapilirken siirgiin
boyu, bogum sayisi, yas/kuru agirlik ve rozmarinik asit miktarlar1 belirleyici kriterler
olmustur. Tim bu basamaklara bakildiginda sitokininlerden 1mg/L kinetin ve 2mg/L
2iP’in degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu gézlenmistir (Tablo 20).

Tablo 20. Thymus leucotrichus’un 2mg/L 2iP ve 1 mg/L Kinetine ait siirgiin verim
degerleri ve rozmarinik asit miktarlari

Siirgiin Boyu Bogum Sayis1i  Yas Agirhk  Kuru Agirhk RAM
(mm) (adet) (mg) (mg)
(mg/g ka)
2mg/L 2iP 26,97 +2,51 597+0,72 1274+ 19 22,7+ 3,8 6.29 £0,15

1 mg/L KIN 29,38 + 2,55 3,97+ 0,56 178,3 +£ 18,2 254+ 24 6.35+0,2

Veriler 4 haftalik kiiltiir sonucu elde edilmistir.

Bu iki sitokinin arasindan 2 mg/L 2ip ‘nin segilmesinin bir baska nedeni, nitel
ozelliklerin yan sira fidelerin kiiltiirde biiylirken gosterdikleri nicel 6zelliklerdir. Sekil
3’de gorildiigli gibi 2 mg/L 2iP iceren MS ortaminda biiyiiyen fidelerin, daha yesil ve
saglikli oldugu belirlenmistir (Sekil 3).

Oksin se¢imi ise daha kolay olmugstur. 16,18 mg/g ka degeri ile 0,lmg/L NAA en
fazla rozmarinik asit igerigine sahipti. Ayn1 zamanda % 63,72 koklenme yiizdesi ve 20,5
mm kok uzunluguna sahip olmasi ile en etkili oksin grubu 0,1 mg/L NAA olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3. Farkli Sitokinin Uygulamalarinda 4 Hafta Biiyiitiilen T. leucotrichus Fideleri. A:
BAP, Bar:15 mm / B: 2iP, Bar: 20 mm / C:KIN, Bar C: 29 mm / D:TDZ, Bar: 19
mm. (1;0,2mg/L, 2; 0,5 mg/L ,3;1 mg/L, 4; 2 mg/L).

3.5. Fenilalanin, Tirozin ve N-asetil Sisteinin Biiyiime ve Gelisme Uzerindeki
Etkileri

In vitro calismalarda bitki primer ve sekonder metabolizmasini incelemek amacli
cesitli kimyasal maddelerin besi ortamina eklenmesi sik¢a uygulanan bir yontemdir. Bu tez
caligmasinda fenilalanin, tirozin ve N-asetilsistein’in 10, 50 ve 100 mg/L derisimleri besi
ortamlarina (2 mg/L 2iP ve 0,1 mg/L NAA ig¢eren MS besi ortami) ilave edilmis ve
biiylime ve gelisme lizerine etkileri incelenmistir. Sonrasinda, rozmarinik asit tiretimine ve

ugucu yag icerigine etkileri ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.
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3.5.1. Fenilalanin Derisiminin Siirgiin Olusumuna Etkileri

40,13 mm siirglin boyu, 121,1 mg / 18,2 mg yas/ kuru agirlik degerleri ile en etkili
derisimin 10 mg/L fenilalanin oldugu gozlenmistir (Tablo 21). Bu parametrelerde derisim
artig1 ile degerlerde diisiis gézlenmistir (Sekil 4). Tablo 21’ ¢ bakildiginda, bogum sayisi
bakimindan fenilalanin igermeyen kontrol grubu 6,27 adet degeri ile en etkili grup

olmustur.

Tablo 21. Farkli fenil alanin derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus’un
stirglin verimi degerleri.

R SURGUN BOGUM YAS AGIRLIK KURU
SURGUN >
FA BOYU SAYISI AGIRLIK
SAYISI (mg)
(ML) (Adet) (mm) (Adet) (mg)
0 4,00°+045 3280°+1.86 6,27°+045 954°+8.3 10,3+ 1,0
10 380°+£0,55 40,13°+£3,38 537°:0,67 121,1°53 18,2°+1,9
50 2,73°+0,52 3590°+2,99 543°+0,73 88,6°+83 173°+ 1,6
100 247°+£0,50 3543°+2,05 4,77°+£0,63 72,9°+58 15,8°+ 1,3

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni siitunda aynmi harflerle gosterilen
degerler 6nemli 6l¢iide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).
Veriler 4 haftalik kiiltiir siirecinin sonunda elde edilmistir.

3.5.2. Tirozin Derisiminin Siirgiin Olusumuna Etkileri

Tirozin uygulamasina bakildiginda tek bir derisimin, tim parametrelerde {istiin
olmadig1 saptanmistir. Siirglin sayisinda derisim artis1 ile diisiis gozlenirken, siirgiin
boyunda 10 mg/L tirozinin 34,70 mm ile en etkili grup oldugu belirlenmistir (Sekil 4). Yas
agirhk bakimindan kontrol grubu hari¢ diger gruplar arasi istatistiki bir fark
gozlenmemistir (P < 0,05). Kuru agirlik dl¢limlerine bakildiginda ise 10 ve 50 mg/L
derisim uygulamalari arasi istatistiki bir fark bulunmaksizin en etkin uygulamalar oldugu

belirlenmistir (Tablo 22).
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Tablo 22. Farkli Tirozin derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus un siirgiin
verimi degerleri

TIROZIN SURGUN  SURGUN BOGUM YAS KURU

(ma/L) SAYISI BOYU SAYISI AGIRLIK AGIRLIK
(Adet) (mm) (Adet) (mg) (mg)

0 4,00°+0,45 32,80°+1,86 6,27°+£045 954°+83 10,3°+ 1,0

10 347°+£0,51 34,70°+256 5,73°+0,58 105,0°«11,1 19,72+ 1,6

50 343°+£0,50 31,83°+209 6,07°+0,64 109,3%+ 38,6 20,2+ 1,9

100 2,97°+0,56 30,73°+2,17 547°+0,51 1085%+9,0 16,7°+ 1,4

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni siitunda ayni harflerle gosterilen
degerler 6nemli ol¢iide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).
Veriler 4 haftalik kiiltiir siirecinin sonunda elde edilmistir.

3.5.3. N-asetilsistein Derisiminin Siirgiin Olusumuna Etkileri

Siirgiin sayis1 (5,03) , siirgiin boyu (33,87 mm), yas agirhik (212,0 mg) ve kuru
agirhik (25,3 mg) kriterlerine bakildiginda en etkili derisim grubu 10 mg/L olarak
belirlenmistir (Tablo 23). Bogum sayisina bakildiginda ise 6,27 adet degeri ile kontrol
grubunun NAC uygulamalarindan daha etkin bir sonug verdigi gézlenmistir. Derigim artisi

genel olarak bakildiginda siirgiin verimini olumsuz etkilemistir (Sekil 4).

Tablo 23. Farkli N-asetilsistein derigimilerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus un

stirgiin verimi degerleri

NAC ~ SURGUN  SURGUN BOGUM  YAS KURU

(mg/L) SAYISI BOYU SAYISI AGIRLIK AGIRLIK
(Adet) (mm) (Adet) (mg) (mg)

0 400°+0,45 32,80°+1,86 6,27°+0,45 954d+383 10,37+ 1,0

10 503°+049 3387°+2,56 560°+0,62 212,0°+20,3 25,3°+£2.4

50 3,00°4£0,53 31,90°+2,33 4,67°+0,61 132,0°+11,5 18,4°+ 1,4

100 3,03+049 31,77°+2,65 4,53+0,57 104,6°+9,9 16,8°+ 1,4

+ {Ui¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni siitunda ayni harflerle gosterilen
degerler 6nemli ol¢iide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi).
Veriler 4 haftalik kiiltiir siirecinin sonunda elde edilmistir.
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Sekil 4. Fenilalanin, Tirozin ve N-asetilsistein Uygulamarinda 4 Hafta Biiyiitiilen T.
leucotrichus Fideleri. A: Fenilalanin. Bar: 36 mm. (1; 10 mg/L, 2; 25 mg/L, 3; 50
mg/L, 4; 100mg/L) B: Tirozin, Bar: 30 mm / C: NAC, Bar: 32 mm (1; 10mg/L, 2;
50 mg/L ,3;100 mg/L)

3.6. Sukroz Derisiminin Siirgiin Olusumuna Etkileri

Siirgiin olusumuna ve hedef metabolitlerin miktar ve c¢esitine etkisini bakmak
amactyla 10, 20, 30 ve 40 g/L oranlarinda sukroz iceren besi ortamlarina ekim yapilmistir.
4 hafta sonunda siirgiin sayisi, siirglin boyu, bogum sayisi, yas ve kuru agirlik degerleri
Olctilmiistiir (Sekil 5). Ayrica sukrozun sekonder metabolizmaya etkisini anlamak i¢in
rozmarinik asit ve ugucu yag profillerindeki miktar degisiklikleri incelenmistir. 10 g/L
sukroz igeren grup siirgiin boyu (34,00 mm) ve bogum sayisi (6,47 adet) kriterlerinde en
etkili uygulama olurken, 30 g/L sukroz derisimi 4,47 adet degeri ile en fazla siirgiin

sayisina sahip deneme grubu olmustur (Tablo 24). Yas ve kuru agirlik parametrelerine
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bakildiginda ise tahmin edilecegi iizere en etkili grup 114,8 mg, 18,05 mg degerleri ile 40

g/L sukroz olmustur.

Sekil 5. Farkli Sukroz Derisimlerinde 4 Hafta Biiyiitiilen T. leucotrichus Fideleri. (1; 10
g/L, 2; 20 ¢g/L ,3;30 g/L, 4; 40 g/L, Bar: 27 mm)

Tablo 24. Farkli Sukroz derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus’un siirgiin
verimi degerleri

SUKROZ SURGUN SURGUN BOGUM YAS KURU
/L) SAYISI BOYU SAYISI AGIRLIK AGIRLIK
(Adet) (mm) (Adet) (mg) (mg)
10 403°+0,56 34,00°+2,83 6,47°+0,68 92,7°+9,2 10,13+ 0,9
20 40°+045 3280°+1,86 6,27°+0,45 954°+83 10,34°+ 1,0
30 447°+051 2967°+121 547°+£068 1032°+£9,6 14,94°+ 1.5
40 3,73¥+£0,52 2717°+1,15 470°+0,65 1148°+11,2 18,05 + 1,6

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni siitunda ayni harflerle gosterilen
degerler onemli Olclide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi).
Veriler 4 haftalik kiiltiir siirecinin sonunda elde edilmistir.
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3.7. Rozmarinik Asit Miktarlari

Farkli derisimlerde bitki biiylime diizenleyicileri (BBD), onciil maddeler ve elisitor
ile sukrozun T.leucotrichus mikrogogaltiminin yani sira ve bu siirecin sonunda iiretilen
fidelerde, sekonder metabolitlerin iiretim/birikimini nasil etkileyebilecegi sorusuna da
yanit aranmistir. Bu baglamda farkli ortamlarda iiretilen fidelerin gerek rozmarinik asit

miktar1 ve gerekse ugucu yag profilleri aragtirilmistir.

3.7.1. BBD’lerin Rozmarinik Asit Miktarima EtKileri

Tez kapsaminda arastiritlan T. leucotrichus bitkisinin dogal ortamdan toplanan
orneklerinde rozmarinik asit miktar1 6,78 mg/g ka olarak belirlenmigtir. RA miktari,
standart MS besi ortaminda yetisen fideler ile dogal ornekler arasi istatistiki bir fark
olusturmamistir. En yiiksek RA degeri, 16,18 mg/g ka degeri ile 0,1mg/L NAA iceren
uygulama grubunda gozlenmistir (Tablo 25). Genel olarak bakildiginda, oksin
uygulamalarinin = sitokinin uygulamalarindan daha ¢ok rozmarinik asit iiretimini
destekledigi saptanmistir. Ozellikle NAA ve IAA ‘nin diisiik derisimlerinin rozmarinik asit
tiretimini 6nemli Ol¢iide arttirdigi belirlenmistir.  Tablo 25 ‘e bakildiginda, en diisiik
rozmarinik asit miktarmin 1,37 mg/g ka degeri ile 0,5 mg/L kinetin uygulamasina ait
oldugu anlasilir. Artan BAP derisiminin ise rozmarinik asit miktarin1 olumsuz etkiledigi

sonucu elde edilmistir (Tablo 25).
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Tablo 25. Farkli BBD uygulamalar1 ile mikrogogaltilan Thymus leucotrichus’un
rozmarinik asit miktarlar1 (mg/g kuru agirlik)

Rozmarinik Asit Miktar1 (mg/g kuru agirhk)

BBD . .
BAP 2iP KIN TDzZ 1AA IBA NAA
(mg/L)
0,0 6,854+0,50  68+050 6854+050 685€+050 68*+050 6854050  6,85%+0,50
0,1 597M+030  943"+£040  423%+016 9,25%+025 13,16+ 1,0 455%+050 16,18+ 1,2
05 566™+0,20  10,15+0,80  1,37'+0,07 6,494m+030  11,33%:0,60 495°+0,61  11,76¥=0,80
1 3,647 +£0,15  7,550+0,40 6,35"m+ 0,20  2,95°+0,10 10,44 £0,61  7,03%+0,71 12,55% + 0,90
2 329%+0,11  629M+0,15 474°+0,15 455020  9,219+0,70  9,06"+0,71 8,12' + 0,60
Dogal 6,78"+0,30

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni harflerle gosterilen degerler 6nemli
Olctide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi). Veriler 4 haftalik
kiiltiir siireci sonunda elde edilmistir.

3.7.2.Fenilalanin, Tirozin ve N-asetil Sisteinin Rozmarinik Asit Miktarina
Etkileri

Tez calismasimnin bu asamasinda, hedef metabolitlerden olan biri rozmarinik asit
miktara etkisini incelemek amagli, daha onceden belirlenen 2 mg/L 2iP ve 0,1 mg/L
NAA iceren MS besi ortamina, 10, 50 ve 100 mg/L fenilalanin, tirozin ve N-asetilsistein
ilavesi yapilmistir. 4 hafta in vitro kosullarda biyiitiilen fideler HPLC analizine tabii
tutulmustur. En yiiksek rozmarinik asit igerigine sahip uygulama 16,28 mg/g ka degeri ile
50 mg/L N-asetilsistein olmustur (Tablo 26). Kontrol grubu olarak segilen 2 mg/L 2iP ve
0,1 mg/L NAA iceren MS besi ortaminda bu deger 8,74 mg/g ka iken, dogadan toplanan
fidelerdeki rosmarinik asit miktar1 6,78 mg/g ka olarak Olglilmistiir. Derisim artiginin,
Tirozin grubundaki fidelerin rosmarinik asit miktarlarinda ciddi bir diisiise neden oldugu
belirlenmistir. Ote yandan Tablo 26°de de belirtildigi gibi, fenilalaninin tiim derigim
basamaklarinda, kontrol grubuna oranla daha az rozmarinikasit miktar1 saptanmistir. Bu
beklenmeyen durumun arastirilmasi amagli fenilalanin denemesine bir derisim daha
eklenmis ve 25 mg/L fenilalanin iceren besi yerinde biiyiitiilen fidelerin rozmarinik asit
miktar1 da incelenmistir. Bu denemeye ait rozmarinik asit miktarinin 10,88 mg/g kuru

agirlik oldugu saptanmustir (Tablo 26).
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Tablo 26. Fenilalanin, Tirozin ve N-asetilsistein uygulamalari ile mikrogogaltilan Thymus
leucotrichus 'un Rozmarinik Asit Miktarlari

Rozmarinik Asit Miktar1 (mg/g kuru agirhk)

Fenilalanin Tirozin N_asetilsistein
10 mg/L 7,05° £ 0,60 12,03°+ 1,0 5,63"+ 0,30
50 mg/L 6,51°"+ 0,40 13,14° + 0,90 16,28%+ 1,0
100 mg/L 7,74% £ 0,50 7,61% + 0,40 10,67° + 0,80
Dogal 6,78+ 0,30
Kontrol 8,74° £ 0,60

+ {i¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni harflerle gosterilen degerler 6nemli
Olclide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi). Veriler 4 haftalik
kiiltiir stireci sonunda elde edilmistir.

3.7.3. Sukroz Derisiminin Rozmarinik Asit Miktarina Etkileri

Kontrol ortami olarak segilen 2 mg/L 2iP ve 0,1 mg/L NAA igeren MS besi
ortaminin sukroz oranlart %1, %2, %3 ve %4 olacak sekilde degistirilerek rozmarinik asit
miktarma etkisi arastirilmistir. Bu baglamda kurulan deney gruplarinda goézlenen en
yiiksek deger 19,10 mg/g ka ile %4 sukroz derisimi olmustur. Sukroz derigimi arttik¢a
rozmarinik asit miktarinin da istatistiki olarak 6nemli derecede arttig1 belirlenmistir (Tablo

27).

Tablo 27. Farkli sukroz derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus un
Rozmarinik Asit Miktarlari(mg/g kuru agirlik)

SUKROZ (g/L)

10 20 30 40

5637+£040 8,74°£050 11,22°+0,70 19,10°+1,10
Dogal 6,78° + 0,30

Kontrol 8,74°+ 0,60

+ {li¢ tekerriirlii ortalamanin standart sapmasidir. Ayni harflerle gosterilen degerler 6nemli
Olctide farkli degildir (P < 0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi). Veriler 4 haftalik
kiiltiir siireci sonunda elde edilmistir.
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3.8. Ucucu Yag I¢erigine Etki
3.8.1. BBD’lerin Ucucu Yag Icerigine Etkisi
3.8.1.1. Sitokininlerin Ucucu Yag Icerigine Etkisi

Sitokinin grubu biiyiime diizenleyicilerin, in vitro biiyiitilen T. leucotrichus
fidelerinin ugucu yag icerikleri ve miktarlar1 {izerine etkisine bakilmigtir. Yapilan GS-MS
sonuclart Tablo 28’ de gosterilmistir. Bu degerlere bakildiginda dogadan toplanan
orneklerde timol yilizdesi % 36,86 v/w iken, standart MS besiyeri ortaminda biiyiitiilen
bireylerde bu deger % 37,91 olarak saptanmistir. 1 mg/L kinetin uygulamasi en yliksek
timol derisimini (% 55,82 v/w) vermistir. Dogal 6rneklerdeki karvakrol oran1 % 3,31 iken
0,1 mg/L TDZ uygulamasiyla % 12,53 v/w degerine yiikseltilmistir. Degerli bir sekonder
metabolit olan timokinon dogal bireylerden alinan drneklerde rastlanmamustir. [n vitro
biiyiitiilen fidelerde kontrol grubunda % 6,24 v/w oraninda bulunurken, en yiiksek degerin
2 mg/L BAP uygulamasinda % 14,87 v/w orani ile oldugu belirlenmistir (Tablo 28). Ote
yandan dogal fideler % 1,55 v/w okaliptol ve % 3,34 v/w limonen igerirken, in vitro

biiyiitiilen fidelerde bu iki kimyasala rastlanmamustir.

3.8.1.2. Oksinlerin Ucucu Yag Icerigine Etkisi

Genel olarak oksinlerin timol iizerinde ciddi bir artisa neden oldugu belirlenmistir.
En yiiksek deger %69,26 viw ile 0,1 mg/L IAA uygulamasinda gozlenmistir (Tablo 29).
Karvakrol degerlerine bakildiginda ise kontrol grubunun (%7,60 v/w) ve 2 mg/L NAA
uygulamasinin (%7,7 v/iw) en yiiksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Timokinon
varligl oksin uygulamalarinda da saptanmustir. %26,9 v/w olarak belirlenen en yiiksek
timokinon oran1 2 mg/L NAA uygulamasinda ortaya ¢ikmistir. Dogal fidelerde gozlenen
okaliptol sadece 1 mg/L NAA uygulamasinda % 1,32 v/w oraninda belirlenmistir.
Limonen ise dogal bireyler disinda hicbir grupta saptanmamistir (Tablo 29).



Tablo 28. Farkl: sitokinin derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un ugucu yag igerikleri*

DOGAL KONTROL BAP (mg/L) KIN (mg/L) 2iP (mg/L) TDZ (mg/L)

0,1 0,5 1 2 0,1 0,5 1 2 0,1 0,5 1 2 0,1 0,5 1 2
Timol 36,86 37,91 37,16 4919 275 2888 245 3507 5582 366 27,79 2504 40,13 3429 50,19 5554 591 7,96
Karvakrol 3,31 7,60 1,23 2,15 11,04 7,12 _ 2,51 2,15 9,32 7,29 1,35 1,71 1,43 12,53 4,76 _
Timokinon _ 6,24 9,36 4,31 9,22 1487 4,6 3,72 3,22 6,74 13,3 9,24 5,27 6,19 9,29 10,54 3,06 2,22
B-Karyofilen 2,11 0,46 384 28 493 137 959 399 271 44 452 458 347 428 243 309 664 598
B-Bisabolen 0,47 1,62 8,61 4,17 6,38 7,03 21,46 85 6,6 _ 4,52 10,45 9,97 1152 4,43 4,65 15,24 21,08
Bis(2-etilhekzil) fitalat  _ 0,64 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Mirsen 4,33 _ 432 426 453 461 253 538 354 138 392 535 155 505 19 187 629 6,79
Para-simen 20,85 _ 1129 931 1075 672 7,13 88 609 909 112 1501 156 993 639 7,38 19,06 14,01
y-Terpinen 8,52 _ 538 731 700 609 1326 943 492 595 640 653 923 81 215 221 894 57
Germakren-D B B 142 161 155 6,78 305 _ _ 1,41 364 258 354 B 12,07 14,0¢
Timol metil eter _ _ 3,04 _ _ _ 5,86 _ 1,82 2,66 _ _ _ _ _ _ 4,93 4.4
3-Oktanon (CAS) 2,41 _ _ 254 2,42 _ _ _ 4,91 _ _ _ _ 1,6 1,32 _ _
a-Pinen 1,02 _ _ _ 2,32 _ 2,26 _ _ _ 2,61 _ _ _ _ _ _
o-Terpinen 1,78 B B B B 853 B 1,35 1358 463 187 078 082 B
Bisiklogermakren _ _ _ _ _ 11,94 _ _ _ _ _ _ _ _ 2,03 2,31
Okaliptol 1,55
Limonen 3,34
Bilinmeyen 13,45 45,53 1435 12,33 14,78 12,36 144 17,27 11,78 1895 16,15 16,2 19,9 13,8 8,31 7,82 15,83 15,46

*1 gram Ornekteki ylizde miktari. Veriler 4 haftalik kiiltiir siireci sonunda elde edilmistir.
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Tablo 29. Farkli oksin derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un ugucu yag icerikleri *

DOGAL KONTROL IAA (mg/L) IBA (mg/L) NAA (mg/L)

0,1 0,5 1 2 0,1 0,5 1 2 0,1 0,5 1 2
Timol 36,86 37,91 69,26 58,12 64,42 62,21 28,49 64,64 61,14 6505 61,3 4831 4861 30,01
Karvakrol 3,31 7,60 4,94 4,17 4,25 2,74 2,59 4,57 _ 4,84 535 343 3,87 7,7
Timokinon _ 6,24 1581 1857 16,06 19,33 22,72 19,19 18,09 10,1 19,7 9,58 7,28 26,9
B-Karyofilen 2,11 0,46 1,74 3,12 2,05 2,12 5,13 1,09 1,88 3,42 1,21 241 2,57 3,75
B-Bisabolen 0,47 1,62 1,57 2,32 2,04 1,22 1,15 1,78 2,39 3,04 1,5 3,37 3,58 _
Bis(2-etilhekzil) fitalat B 0,64 B B _ B B B B B _ _ _ _
Mirsen 4,33 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 2,87 2,74 1,68
Para-simen 20,85 _ 1,21 5,58 1,96 4,31 _ 1,84 3,44 6,66 309 84 1155 9,54
y-Terpinen 8,52 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 6,45 514 1,88
Germakren-D _ _ 1,03 _ _ 4,66 _ _ _ _ _ _ 0,77
Timol metil eter _ _ _ _ _ _ _ _ _ 052 _ _ _
3-Oktanon (CAS) 2,41 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1,39 _ 2,37
a-Pinen 1,02 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
a-Terpinen 1,78 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1,64 _
Dihidroaktinolid _ 0,26 _ _ _ 0,95 _ _ _ _ _ _ _
Karyofilen oksid _ 0,29 0,48 0,49 _ 0,54 0,74 0,54 1,21 _ _
v Kadinen _ _ 0,69 _ _ _ 0,48 0,62 _ 051 _ _ _
v-Muurolen _ _ _ 0,21 0,76 _ _ _ 0,46 _ _ _
Kapronaldehid _ _ _ _ 0,68 3,17 _ _ _ _ _ _ _
2-Butenal _ _ _ _ _ 2,15 _ _ _ _ _ _ _
Karvone, (+) _ _ _ 04 _ _ 4,17 _ _ _ _ _
Okaliptol 1,55 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1,32 _
Limonen 3,34
Bilinmeyen 13,45 45,53 4,92 5,92 8,52 6,23 28,99 5,87 7,53 5,31 561 13,79 117 15,4

*1 gram Ornekteki ylizde miktari. Veriler 4 haftalik kiiltiir siireci sonunda elde edilmistir.

17
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3.8.1.3. Fenilalanin, Tirozin ve N-asetil Sisteinin Ucucu Yag icerigine Etkileri

Uygulanan maddeler BBD uygulamalarinin aksine, 50 mg/L N-asetilsistein (% 40,68
v/w) hari¢ timol oranlarinda artisa neden olmamistir. Ayni durum karvakrol igin de
gecerlidir. En yiiksek deger % 3,51 v/w ile 10 mg/L tirozin uygulamasinda goézlenirken bu
deger dogal bireylerdekine ¢ok yakindir. Timokinon varlig1r bazi 6nciil uygulamalarinda
saptansa da bu oran oldukga diisiiktiir (Tablo 30). S6z konusu BBD uygulamalarinda
gbzlenmeyen Okaliptol ve limonene gelince, bu iki kimyasal tiim Onciil uygulamalarinda
ortaya ¢ikmustir. Okaliptol % 2,04 v/w oranla en ¢ok 50 mg/L fenilalanin uygulamasinda
iken, limonen % 4,66 v/w oranla en ¢ok 10 mg/L N-asetilsistein uygulamasinda ortaya
cikmistir. Dikkat ceken artis 10mg/L Nasetilsistein grubundaki p-Karyofilen miktarinda
(% 21,38 viw) ve 10 mg/L fenilalanin uygulamasindaki y-Terpinen miktarinda (% 20,49

v/w) gozlenmistir.
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Tablo 30. Fenilalanin, tirozin ve N-asetilsisteinin farkli derisimlerinde mikrogogaltilan
Thymus leucotrichus 'un ugucu yag igerikleri

Timol
Karvakrol
Timokinon
B-Karyofilen
B-Bisabolen
Mirsen
Para-simen
y-Terpinen
Germakren-D
3-Oktanon(CAS)
a-Pinen
a-Terpinen
Okaliptol
a-Thujen
Linalool

Fenol,3-methoksi-
2,5,6-trimetil-

Limonen

Bilinmeyen

Dogal Fenilalanin Tirozin N-asetilsistein
10mg/ 50mg/ 100mg 10mg/ 50mg/ 100mg 10mg/ 50mg/  100mg
L L /L L L /L L L /L
36,86 24,8 331 34,3 34,87 3286 34,12 9,48 40,68 331
331 2,81 0,94 1,03 3,51 3,14 0,99 0,61 1,17 1,14
_ 0,74 2,89 2,83 1,05 1,57 1,75 0,22 1,13 _
2,11 1,86 2,02 2 3,68 3,65 3,72 21,38 6,85 3,25
0,47 341 45 4,63 3,72 4,05 4,02 _ 3,71 39
4,33 6,15 5,75 5,69 5,26 5,08 591 10,78 6,21 5,04
20,85 16,66 19,67 19,96 19,53 18,42 18,67 19,66 16,39 18,87
8,52 20,49 106 8,84 7,33 8,73 9,2 11,16 545 6,98
_ _ _ _ _ _ _ _ 1,17 _
2,41 1,02 1,44 141 1,06 _ _ _ _ _
1,02 3,24 2,94 3,06 4,01 4,23 3,52 0,89 2 3,2
1,78 4,32 2,61 2,64 2,65 2,75 2,56 2,28 18 2,54
1,55 1,93 2,04 2,1 1,6 1,85 1,7 0,67 1,39 1,45
_ 2,19 1,48 1,39 1,67 1,6 1,44 1,48 1,12 1,48
3 B 1,43 3 B 1,25 13 097  _ 1,16
- - — _ _ _ _ _ 2,37
3,34 2,87 3,23 3,55 3,34 3,28 33 4,66 3,39 3,12
13,45 7,51 5,36 6,57 6,72 7,54 78 15,76 7,54 12,4

*1 gram O6rnekteki ylizde miktari. Veriler 4 haftalik kiiltiir siireci sonunda elde edilmistir.
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3.8.1.4. Sukroz Derisimlerinin Ucucu Yag Icerigine EtkKisi

Dort farkli sukroz derisiminin ugucu yag igeriklerine etkisine bakildiginda, timol
iceriginin sukroz derigimi artikkca distiigli gozlenmistir. % 1 sukroz iceren ortamda
biiyiiyen fidelerdeki timol oran1 % 40,57 v/w ile en yiiksek degere ulasmistir. Ancak artan
sukroz timol iizerinde ciddi diisiise neden olmustur. Karvakrol oranlaria bakildiginda en
yiiksek deger dogal fidelerde gozlenmistir. Onceki uygulamalarin aksine timokinon bu
deneme gruplarmmn hi¢ birinde gdzlenmemistir. Okaliptol ve limonen miktarlar: tiim
gruplarda belirlenmis ancak ¢ok ciddi fark gozlenmemistir. Ciddi artis y-Terpinen’de
gozlenmistir. Dogal fidelerde % 8,52v/w iken, % 3 sukroz derisiminde yetisen fidelerde
bu degerin % 17,11 viw’e yiikseldigi belirlenmistir ( Tablo 31).

Tablo 31. Farkli sukroz derisimlerinde mikrogogaltilan Thymus leucotrichus 'un ugucu yag

icerikleri
DOGAL SUKROZ
%1 %2 %3 %4

Timol 36,86 40,57 29,71 27,59 29,67
Karvakrol 3,31 2,82 0,93 1,26 1,31
Timokinon _ _ _ _ _

B-Karyofilen 2,11 2,38 4,26 2,02 2,31
B-Bisabolen 0,47 4,1 3,83 2,41 2,05
Mirsen 4,33 3,5 3,55 6,35 6,58
Para-simen 20,85 19,41 21,26 15,97 16,64
y-Terpinen 8,52 5,67 4,7 17,11 14,04
Germakren-D _ 0,65 1,11 0,46 0,44
3-Oktanon(CAS) 2,41 _ _ _ _

a-Pinen 1,02 1,56 3,39 2,25 2,01
a-Terpinen 1,78 1,56 1,46 3,44 2,76
v-Muurolen _ 0,4 0,2 _ _

Okaliptol 1,55 1,16 1,75 1,54 1,43
a-Thujen _ 1,67 1,66 1,61 1,41
Linalool _ _ _ 1,33 1,47
Fenol, 3-methoksi- 2,5,6-trimetil- _ 6,46 8,2 _ _

Limonen 3,34 3,11 3,35 2,69 2,74
Bilinmeyen 13,45 4,98 10,64 13,97 15,14

*1 gram Ornekteki ylizde miktar1. Veriler 4 haftalik kiiltiir siireci sonunda elde edilmistir.



4. TARTISMA

Mikrogogaltim, bir ¢ok bitki tiiriinde oldugu gibi tibbi ve aromatik bitkilerin de
vejetatif olarak hizli ve ¢ok miktarda cogaltilabilmesine olanak saglayan bir iiretim
seklidir. Tibbi ve aromatik bitkilerin mikrogogaltimi, sekonder metabolitlerin in vitro
yontemlerle ¢ogaltilmasinin sagladigr faydalarin yani sira, bitkiye yilin her doneminde
ulagilabilmesi ve daha kisa kiiltiir siiresine ihtiya¢ duyulmasi, nesli tehlikede olan tibbi
bitkilerin korunmasi, iiretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerligin saglanmasi
(homojenite), zor iiretilen tiirlerin daha kolay iiretebilmesi gibi 6nemli avantajlar saglar

(Erkonyuncu ve Yorgancilar, 2015).

Bitkilerde biiyiime ve gelismenin meydana gelebilmesi i¢in bir takim i¢ ve dis
faktorler birlikte rol almaktadir (Kumlay ve Eryigit, 2011). Bitkiler, biiyliyiip gelisebilmek
icin hiicreler aras1 kimyasal iletisime ihtiya¢ duyarlar. Bitki biiylime diizenleyicileri (BBD)
bitkilerde hiicreden hiicreye iletisimi saglayan temel yapilardir. Pratikte bitki biiylime
diizenleyicilerinin  kullanim1 su sekilde oOzetlenebilir; olgunlagsmayr hizlandirmak,
tohumlarin ¢imlenme giiclinii artirmak, c¢igeklenmeyi tesvik etmek veya geciktirmek,
soguga dayanikliligi artirmak, meyvelerde tohum olusumunu artirmak, meyve iriligini
artirmak, bitkilerin hastalik ve zararlilara dayanikliligini artirmak, yabanci ot kontroliinii
saglamak, dormansiyi kirmak, doku kiiltiirii ¢alismalarinda kok-siirgiin ve yumru
olusumunu tesvik etmek (Kumlay ve Eryigit, 2011). Bu sebeplerden dolay1 etkin bir
bliylime ve gelisme saglayabilmek i¢in mikrogogaltilan bitki disaridan bitki biiylime

diizenleyicileri ile muamele edilir ve siireglerin hizlanmasi saglanir.

Sekonder metabolitler, bitkilerde ¢cok 6nemli fonksiyonlari olan karmasik kimyasal
bilesiklerdir. Bitki yagsami i¢in primer 6neme sahip olmamakla birlikte bitki herhangi bir
stres faktorii (UV 1s1n1, herbisit, vb.) ile kars1 karsiya kaldiginda savunma mekanizmasi
olarak bu bilesenleri sentezlenmeye baglarlar. Ayrica, sekonder metabolitler bitkiyi
bliylime kosullarindaki varyasyonlardan koruyarak bitki gelisimine yardim eden metabolik
aktiviteleri etkilerler (Gueven ve Knorr, 2011). Ekonomik deger tasiyan bu dogal {iriinlerin
dogal ortamlarda yetisen bitkilerden dogrudan elde edilmesi, bu bitkiler iizerinde tahribata
neden olmaktadir. Bu tahribatin Oniine gecilmesi hususunda bitki biyoteknolojisinden
yararlanma olanagi giincel ve etkili bir yaklasimdir (Sokmen ve Girel, 2001).

Biyoteknolojik ¢aligmalar sonucunda hiicre doku kiiltiirlerini  kullanarak sekonder
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metabolitlerin {iretilmesi, ilag ve gida sanayinde kullanilmasi yoniinde ¢aligmalar son

yillarda hiz kazanmistir (Rao ve Ravishankar, 2002).

Bununla beraber, doku ve hiicre kiltiirii tekniklerini kullanarak sekonder metabolit
tiretimi gergeklestirme siireci de yogun emek gerektirir. Kaynak bitkinin se¢imi, bitkinin
uygun kisimlarindan doku ve/veya hiicre Kkiiltiirlerinin  baglatilmasi, kiiltiirlerin
stirdiiriilebilmesi, hedef {iriiniin kiiltiirler tarafindan {iiretilip tiretilmediginin tespit edilmesi,
eger lretilebiliyorsa iiriiniin miktarinin artirilmasi, yani kiiltlirii optimize etme olanaginin

arastirilmasi evrelerinin her biri bu siiregte doniim noktalaridir.

T. leucotrichus tohumlarindan baslatilan doku kiiltiirleri ile ilgili bu ¢alisma 6zgiin
bir caligmadir. Ciinkii doku kiiltiirleri ile ilgili bu bitkiden baglatilmis ve literatiire
kazandirilmis higbir bilgi yoktur.

Bu tez kapsaminda, T. leucotrichus bitkisinin in vitro’ da gelisim olanaklari
aragtirtlmistir. Dogal ortamlarindan T. leucotrichus tohumlarindan baslatilan kiiltiirlerde;
ilk olarak tohumlarin ¢imlenmesi i¢in en uygun besi ortami belirlenmis ve daha sonra
olusan fidelerden alinan eksplantlardan dogrudan organogenez ile fideler olusturulmustur.
Calismanin bu asamasinda, kinetin, BAP, 2iP ve TZD, IAA, IBA ve NAA’nin 0,1; 0,5; 1
ve 2 mg/L derisimlerinin siirgiin boyu, kardeslenme sayisi, bogum sayisi, kok uzunlugu
kok sayisi, yas agirlik ve kuru agirlik tizerine etkileri belirlenmistir. Ayrica uygulanan bu
bitki biiylime diizenleyicilerinin, bitkideki rosmarinik asit miktarina ve ugucu yag igerigine

etkisi bakilmistir.

In vitro caligmalarda kullanilan besi ortamlar1 bitki tiirlerine gore spesifiklik
gostermektedir ve calisilmast planlanan bitki tiirlerinden alinan eksplantlarin  kiiltiir
ortamlarina hizli ve saglikli bir sekilde aktarilmasi da biliylik onem arz etmektedir.
Yiriitillen tez ¢alismasi kapsaminda T. leucotrichus tiiriine ait tohumlar en uygun besi
ortamini belirlemek amaciyla Murashige ve Skoog (MS), Gamborg (B5), Linsmaer ve
Skoog (LS) ve Shake ve Hildebrandt (SH) besi ortamlarinda herhangi bir bitki biliylime
diizenleyicisinin uygulanmadigi temel besi ortamlarinda 30 giin siire ile kiiltiire alinmistir.
4 hafta sonunda veriler ¢imlenme yiizdesi ve boy uzunlugu parametreleri agisindan
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. En uygun besi ortamimin belirlenmesinden elde
edilen sonuglar LS ve SH besi ortamlarimin T. leucotrichus tiiriiniin tohumlarinin
cimlendirilmesi i¢in uygun olmadigini gostermistir. Bu nedenle yiliksek ¢cimlenme orani ve

boy uzunlugu degerlerini veren MS ve BS5 ortamlari bitki biiyiime diizenleyicisi
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uygulamalarinda bu tiiriin tohumlarinin nasil bir ¢imlenme tepkisi verecegini belirlemek
amaciyla temel besi ortami olarak kullanilmigtir. Her iki besi ortamma 1 mg/L BAP
uyguland1 ve sonuglar 30 giiniin sonunda ¢imlenmeyiizdesi, siirgiin boyu ve yas agirlik

parametreleri agisindan istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

En yiiksek ¢imlenme yiizdesi % 83,27 ile MS besi ortamindan elde edilmis ve B5
ortamindan elde edilen ¢imlenme yiizdesi ile aralarinda 6nemli derecede istatistiksel olarak
fark olusmustur. Ekonomik deger tasiyan bu tarz bitki tiirlerinin mikrogogaltim
caligmalarindan elde edilen madde miktarlar1 (yas ve kuru agirlik miktarlar1) en énemli
parametreler arasindadir. En uygun besi ortamini belirlemek icin uygulanan BAP
caligmalarinda en yiiksek yas agirlik yine 30,7 mg ile MS ortamindan elde edilmistir.
Literatiirde T. leucotrichus tiiriniin in vitro ¢imlendirilmesine dair herhangi bir rapora
rastlanmamistir. Ancak Thymus cinsine ait farkl: tiirler ile yapilan ¢alismalar mevcuttur ve
bu c¢alismalarda aragtirmacilar, denemelerinde MS ortamini kullandiklarim1 ve yliksek

cimlenme oranlarini elde ettiklerini bildirmislerdir. (Oziidogru, 2011, Aicha vd., 2013).

Uygun Yiizey Sterilizasyon Siiresinin Belirlenmesi amaci ile T leucotrichus tiiriine
ait tohumlar 6n muamele olarak 30 dk musluk suyunda yikandi ve akabinde 30 sn %70’lik
etanol (EtOH) cozeltisi ile muamele edilmistir. Son olarak en uygun yiizey sterilizasyon
sliresini belirlemek amaciyla 10, 15, 20, 25 ve 30 dk % 2’lik sodyum hipoklorit (NaOCI)
cozeltisi ile muamele edilmistir. En diisiik kontaminasyon yiizdesi % 6,66 ile 30. dk.’dan
elde edilmesine ragmen kararma oranmin % 42,22 ile en yiiksek degeri vermesi bu
sterilizasyon siiresinin bu tlirlin tohumlarinin = sterilizasyonunda uygun olmadigini
gostermektedir. Elde edilen tiim bu degerler 15. dk uygulamasinin bu tiiriin tohumlarinin
yiizey sterilizasyonunda hem kararma saglamamasi hem de kontaminasyon azlig1 nedeni
ile en etkili sterilizasyon siiresi oldugunu gostermistir. Yapilan pek c¢ok caligmada
sterilizasyon materyali olarak NaOCI tercih edilmistir (Daneshvar-Royandezagh vd., 20009,
Affonso vd., 2009). Ancak bu arastirmalarda kullanilan siire ve NaOCI derisimi farklilik
gostermektedir. Tohum yapisi, genotipik farkliliklar ve ¢alisma kosullar1 var olan

cesitliligin nedeni olabilmektedir.

Mikrogogaltim, homojen bitkilerin yiiksek miktarlarda ve kisa siirelerde {iretimine
olanak saglamaktadir. Ortama yeterli oranda bitki biiyiime diizenleyicilerinin ilave
edilmesi biiylime ve gelismeyi tesvik etmekte ve bdylece hem iiretim siiresinin daha da

kisalmasina hem de iretilen miktarin artirilmasi saglamaktadir. Bitki tiirleri in vitro
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caligmalarda uygulanan sitokinin ¢esidine gore farkli biiyiime degerleri ve farkli biyolojik
olarak aktif bilesen (sekonder bilesikler) icerik degerleri vermektedirler. Bu yiizden siirgiin

¢ogaltim asamasinda dogru sitokinin ¢esidinin ve derisiminin belirlenmesi zorunludur.

Baslangig kiiltiirlerinden alinan T. leucotrichus tiirtine ait eksplantlar Kinetin, BAP,
2iP ve TDZ’nin 0,0-0,1-0,5-1 ve 2 mg/L derisimlerini iceren MS besi ortaminda
aktarilmistir. Sekizinci haftanin sonunda siirgiin sayisi, siirgiin boyu, bogum sayisi, yas ve
kuru agirlik parametreleri agisindan istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Elde edilen verilerde, siirgiin sayis1 incelendiginde 1 mg/L BAP’ 1n en etkili oldugu
gozlenmistir. T. piprella ile yapilan bir ¢aligmaya gore BAP nin ¢oklu siirgiin olusumunda
Kinetine gore daha etkili oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica, 1,0 mg/L derisimine kadar
artan BAP derisimin kardeslenme sayisinda artisa ve bu derisimden sonra azalmaya neden
oldugunu belirlemislerdir (Shabnum ve Wagay, 2011). Buna benzer olarak, bu tez
calismasinda, artan BAP derisimlerindeki slirglin boyunun, bogum Sayisinin ve siirgiin
sayisinin 1 mg/L derisimine kadar arttigi ve bu derisimden sonra azaldigi gézlenmistir.
Thymus persicus ile yapilan bir bagka ¢alismada da siirgiin sayisi bakimimdan BAP’in TZD
ve Kinetine gore daha etkili oldugu gosterilmistir (Bakhtiar vd., 2014).

Siirgiin uzunlugu parametresi bakildiginda ise en yiiksek deger kinetinin 0,1 mg/L
(40,88 mm) ve 0,5 mg/L (40,16 mm) derisimlerinde gozlendi. T. vulgaris ve T. hyemalis
ile yapilan c¢aligmalarda, siirgiin uzamasinda en etkili sitokininin kinetin oldugu
belirlenmistir (Ozudogru vd., 2011; Aicha vd., 2013). Ayrica, Tatari Vernosefadrani vd.,
(2009), besi ortamlarmin 2,0 mg/L kinetin ile desteklenmesinin siirgiin uzamasimi diger
derisimlerden daha fazla tesvik ettigini rapor etmislerdir. Ote yandan T. bleicherianus ile
yapilan bir ¢alismada bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen MS ortami, kinetin ve BAP
iceren ortamlardan siirgiin boyu bakimindan daha etkili olmustur. (Aicha ve Abdelmalek,
2014)

Dogrudan organogenez calismalari sonucunda incelenen parametrelerden bir tanesi
de, elde edilen fidelerin % kuru agirliklarimin belirlenmesi olmustur. Yapilan bu tez
calismasinda yas (697 mg) ve kuru agirlik (61,3 mg) bakimindan en etkili sitokinin TDZ
‘nin 1 mg/L derisimi oldugu belirlenmistir Buna karsilik, TDZ’li MS besi ortamlarinda
tiretilen fidelerde ciddi boyutlarda vitrifikasyon (camlagma) gorilmistiir. Zira camlasama,
in vitro ¢ogaltimda en onemli fizyolojik sorunlardan birisidir. Besin ortamindaki oksin,

sitokinin, minarel madde, seker ve agar miktar1 camlagsmanin nedenlerini olusturmaktadir
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(Gabryszewska ve Hempel, 1985). Pasqualetto vd., (1992) ise camlasmanin bazi
morfolojik (hiicrenin asir1 su almasi, hiicre duvarmin yikilmasi, klorofil eksikligi, yaprak
yapist ve besin kompozisyonu) ve ekolojik (agarin niteligi ve konsantrasyonu, sitokinin
konsantrasyonu, ortamdaki K ve Mg bilesikleri ve kiiltlir kab1 igerisindeki atmosferin
durumu) etmenlere bagli oldugunu bildirmistir. Coelho ve arkadaslar1 (2012), bitki biiyiime
diizenleyicisi icermeyen MS ortaminda T. lotocephalus fidelerinin saglikli bir bigcimde
gelistiklerini ve BAP eklenmesiyle camlasma karsilastiklarini bildirmislerdir.

Tim bu verilere bakildiginda 7. leucotrichus 'un siirgiin boyu, silirgiin sayist vb
fiziksel parametreler bakimindan mikrogogaltimda en etkili sitokininin kinetin oldugu
sonucuna varilmistir. Benzer olarak, pek ¢ok arastirmada kinetinin kekik tiirlerinin mikro
¢ogaltimi igin en uygun sitokinin oldugunu géstermistir (Ozudogru vd., 2011). Ote yandan
T. lotocephalus (Coelho, 2012) ve T. pepirella (Shabnum, ve Wagay, 2011) ile yapilan
caligsmalarda ise en etkili bitki biiyiime diizenleyicisinin BAP oldugu ortaya koyulmustur.

Kok gelisimini gozlemlemek amaciyla, baslangig kiiltiirlerinden alinan T.
leucotrichus’a ait eksplantlar 0,1-0,5-1,0 ve 2,0 mg/L IAA, IBA ve NAA derisimlerini
iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Veriler 8. haftanin sonunda kék uzunlugu,
kok sayisi, sekonder kok sayist ve koklenme yiizdesi parametreleri agisindan istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Koklenme yiizdesi bakimindan IBA en etkili bulunurken,
degisen derisimler arasi istatistiksel bir farklilik gozlenmemistir. S6z konusu kok uzunlugu
oldugunda ise 1 mg/L IBA, 37,17 mm ile en etkili oksin olarak degerlendirilmistir. Bu
fiziksel parametreler géz Oniine alindiginda 7. leucotrichusun mikrogogaltiminda kok
gelisimini en ¢ok destekleyen oksinin IBA oldugu ortaya konulmustur. T. vulgaris ve T.
percicus ile yapilan bazi arastirmalarda da IBA‘nin IAA ve NAA ‘ya oranla koklenmeyi
daha ¢ok destekledigi gosterilmistir (Ozudogru vd.,2011, Bakhtiar vd., 2014).

Diger taraftan, T. lotocephalus ‘un koklenmesini destekleyen oksin IAA iken, T.
hyemalis‘de kok olusumu NAA tarafindan daha ¢ok uyarilmistir ( Coelho vd., 2012, Aicha
vd., 2013).

Uygulanan oksinlerin koklenme iizerindeki degisik etkilerinin, kekik tiiriinden,
uygulanan oksinin derisim araligindan, igsel oksin/sitokinin dengesinden, digtan uygulanan
oksinin bitki dokular1 tarafindan emilme yeteneginden kaynakli oldugu diisiiniilebilir. (de
Klerk, 2002).

Biiyiime ve gelisme amacgli uygulanan tiim bu bitki biiyiime diizenleyicileri T.

leucotrichus’ un rosmarinik asit icerigini de etkilemistir. Dogadan toplanan fidelerde 1 gr
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kuru agirliktaki RA miktar1 6,78 mg/g kuru agirhik iken standart MS besiyerinde
yetistirilen fidelerde bu deger 6,88 mg/g kuru agirlik oldugu saptanmistir. Besiyeriye
eklenen BBD’ler, RA igerigine hem olumlu hem de olumsuz katki saglamistir. Tiim
deneme gruplar1 arasinda en etkili BBD, 16,18 mg/g kuru agirlik RA igerigi ile 0,1 NAA
oldu. NAA’ nin RA iiretimini olumlu etkiledigini kanitlayan bir ¢alismada, De-Eknamkul
ve Ellis (1985), in vitro kiiltiirde uygulanan NAA’in RA sentezini baslatmakla kalmayip
ayni zamanda sentez oranini da maksimize ettigini gostermistir (De-Eknamkul ve Ellis,
1985). Oksin grubu biiyiime diizenleyiciler RA miktarini sitokinin grubu biiylime
diizenleyicilere oranla daha ¢ok arttirmistir. Oksinlerin RA orani {izerindeki bu olumlu
etkisi baska calismalarda da gosterilmistir. Ornegin, Salvia officinalis (Santos-Gomes ve
Fernandes-Ferreira, 2003), Satureja hortensis (Tepe and Sokmen, 2007), Thymus
lotocephalus (Costa vd., 2012), Lavandula viridis (Costa vd., 2012), gibi tiirlerin hiicre
stispansiyon ya da kallus kiiltiirlerinde ve Eryngium maritimum (Kikowska vd., 2014)’un
mikrogogaltiminda RA artis1 oksinlerle iliskilidir.

Bu tez g¢alismasinda 6lgiilen bir diger parametre ise ugucu yag profilleridir.
Uygulanan oksin ve sitokinin grubu biiylime diizenleyicileri T. leucutrichus bitkisinin
ucucu yag iceriginde de degisikligi neden olmustur. Dogal yetisen fidelerde esas bilesenin
timol ( % 36,86 v/w) oldugu belirlenmistir. Uygulanan bitki biiylime diizenleyicilerinin
timol igerigini % 69,26 v/iw’ya (0,1 mg/L IAA denemesinde) kadar ¢ikardigi gozlenmistir.
2005 yilinda yapilan ¢aligmada T. danenensis ve T. kotschyanus bitkilerinin de esas
bileseninin timol oldugu belirlenmistir (Nickavar vd., 2005). Karvakrol miktar1 ise dogal
fidelerde % 3,31v/w iken tiim uygulama gruplar1 bu degeri arttirdi ve en yiiksek deger
0,1mg/L IBA uygulamanda % 12,53 v/w ile gozlenmistir. RA degerlendirmesine benzer
olarak oksin grubu biiyiime diizenleyicileri timol ve karvakarol igerigini sitokinin grubu
biiylime diizenleyicilerine gére daha ¢ok arttirmistir. Oksinlerin sekonder metabolizmay1
daha aktif hale getirmesi, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu uyarmasindan kaynakli
olabilmektedir. 2001 yilinda yapilan bir calismada, kok gravitropizma hareketinin, yer
cekimi oksinlerin asimetrik dagilimma neden oldugu ve bunun neticesinde
gravitropizmaya aracilik edecek reaktif oksijen tiirlerinin olusumu uyarildig1 goézlenmistir
(Joo vd., 2001). Bu arastirmada ortaya cikan bir parametre de timokinon varligidir.
Timokinon ¢orek otu tohumunun esas bilesenidir. Analjezik, antipiretik, antimikrobiyal ve
antineoplastik aktiviteye sahiptir (Ali ve Bludan, 2003). Hatta bir ¢alismada timokinonun

hafif epilepside antikonviilsan olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Ezz vd, 2011).
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Nigella sativa tohumlarinin en 6nemli bilesigi olan TQ ilk olarak 1959 yilinda sentez
edilmistir (Al-Ghamdi, 2001). Timokinon ugucu yagda % 27.8-57.0 v/w oraninda bulunur
(Hossemzadeh vd., 2004). Thymus caespititius ile 2013 yilinda yapilan ¢alismada dogal
fidelerde eser miktarda da(<0,05) olsa timokinon maddesine rastlanmistir. Ancak in vitro
ortamda biiyiitme timokinon miktarinda herhangi bir degisiklige neden olmamuistir.
(Mendes vd., 2013).

Bu calismada T. leoucotrichus ‘un dogal fidelerinde timokinon gozlenmez iken
uygulanan BBD ilaveleri neticesinde, % 6,24 viw ile % 26,9 v/iw araliginda miktar
degiskenligi gostermistir.

Pek ¢ok calismada in vitro biiyiitillen fidelerde dogal fidelere oranla ugucu yag
miktarlarinin arttigi gézlenmistir. Arafeh (1999) in vitro biiyitiilen O. vulgare fidelerinin
dogala kiyasla 6 kat daha fazla ugucu yag icerdigini gostermistir. Mikrogogaltim
kosullarinin bitkilerde bir nevi strese neden oldugunu diisiinen arastirmacilar (Casado vd.,
2002) olmasina karsin, dogal kosullardaki ytiksek 1s1k, septik ¢evresel kosullar, diisiik bagil
nem oran1 gibi faktorlerin bitkilerde daha fazla stres olusturacagini One siiren
arastirmacilarda mevcuttur (Juliani vd., 1999).

Tez kapsaminda arastirilan bir diger kriter de sukroz derisiminin biiylime, gelisme
ve RA miktari ile ugucu yag igeriklerine etkisi olmustur. Siirglin boyunu en ¢ok artttiran
konsnatrasyon %1 sukroz, siirgiin sayisi i¢in en etkili grup % 3 sukroz olmustur. Benzer
olarak T.hyemalis ile yapilan arastirmada da siirgiin sayisint en ¢ok % 3 sukroz
konsnatrasyonu arttirmistir (Aicha vd., 2013). % 4 sukroz derisim en yiiksek yas ve kuru
agirlik degerini verirken, 19,10 mg/g kuruagirlik deger ile de en fazla RA miktar artisin1 da
saglamigtir. Karam ve arkadaglarinin (Karam vd., 2003) Salvia fruticosa ile yaptiklar
arastirmada da % 4 sukroz derisiminin , yas ve kuru agirlik ile RA miktarin1 en ¢ok
arttiran oran oldugunu ortaya koymustur. Bir bagka arastirmada da artan sukroz derisiminin
sekonder metabolizmay1 primer metabolizmadan daha ¢ok etkiledigi sonucunu ortaya
koymustur (Hippolyte vd., 1992).

Bitki doku Kkiiltiirlerinde iiretilmesi amaclanan bir metabolitin biyosentez
mekanizmasi biliniyorsa kiiltiirleri sentez yolundaki bu maddelerle besleyerek enzimatik
yollar uyarilabilir ve bdylelikle hedef metabolitin tiretimi artirilabilir (S6kmen ve Giirel,
2001).

Biiyliime, gelisme, RA miktar1 ve ugucu yag profili iizerindeki etkilerine bakmak

amaglh fenilalanin, tirozin ve N-asetilsistein kimyasal maddelerin 10, 50 ve 100 mg/L
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derigimleri de denenmistir. Genel olarak, fenilalanin uygulamasi Olcililen kriterlerde
kontrolden daha fazla biiylime ve gelismeyi desteklemistir. 10 mg/L fenilalanin derisimi
stirglin sayisi, siirgiin boyu, yas ve kuru agirlik parametreleri bakimindan en etkili grup
olmustur. Benzer sekilde 10 mg/L tirozin uygulamasi da yetistirilen fidelerin, siirgiin boyu,
yas ve kuru agirliklar1 da kontrol grubu bitkilerinden daha fazla ¢ikmistir. Amino asitlerin
bliylime iizerindeki bu pozitif etkisi Goss tarafindan izah edilmistir. Bu arastirmaci,
karbonhidratlar yetersiz kaldiginda ortama ilave edilen aminoasitlerin karbon ve enerji
kaynag1 olarak kullanilacagin1 gdstermistir. Bu siirecin, amino asittin yapisinda olan
amonyak ve organik asitin serbest kalmas1 ve organik asitin Kreb’s dongiisiine katilmas1
sonucu oldugunu 6ne siirmiistiir (Goss, 1973). Ayrica amino asitlerin serbest nitrojen
kaynag1 oldugu ve bunun ortama ilave edilen inorganik nitrojenden daha hizli ve etkin
bicimde hiicreler tarafindan alindigin1 gosteren arastirmalar da mevcuttur (Thon vd., 1981).
Yapilan fenilalanin ve tirozin denemelerinde ortaya c¢ikan sonuglara benzer olarak,
Ocimum africanum (Youset vd.,2004), Mentha piperita (Youssef vd., 2004), Pelargonium
graveoleus (Mona ve Talaat, 2005) tiirleri ile yapilan uygulamalarda amino asitlerin
vejatatif biliylimeyi arttirdigr  gozlenmistir. Bliylime iizerindeki bu uyaric1 etkinin,
fenilalanin gibi bazi aminoasitlerin giberellin biyosentesiyle iliskisinden kaynakli
olabildigi de one stiriiliir (Waller ve Nawacki, 1978). Rosmarinik asitin onciilleri (Sang
vd., 2008) olan fenilalanin ve tirozin uygulamasi neticesinde, kontrole oranla rosmarinik
asit miktarinda artis gozlenmistir. 25 mg/L fenilalanin derigsimi 10,88 mg/g kuru agirlik
degeri ile en yiikksek RA oOlgiimiinii vermistir. Benzer olarak, Mentha arvensis siirgiin
kiiltirlerinde en yiiksek rosmarinik asit icerigi 30 mg/L fenilalanin igeren besi ortaminda
gozlenmistir (Phatak ve Heble, 2002). Tirozin uygulamasinda ise 10 ve 50 mg/L
derigimleri en etkili RA (12,03 mg/g kuru agirlik ve 13,14 mg/g kuru agirlik) artigini
saglamigtir. Bu iki grup arasinda istatistiki bir fark gdzlenmemistir. /n vitro yetisen T.
leucotrichus fidelerinin RA miktarini arttirmak amagli denenen bu onciil aminoasitlerden
tirozinin daha etkin oldugu gozlenmistir. Benzer olarak, Mentha piperiata‘ da yapilan bir
aragtirmada da tirozinin fenilalaninden daha etkin bir sekilde rosmarinik asit tirettigi ortaya
konulmustur (Roy ve Mukhopadhyay, 2012).

In vitro doku kiiltiirlerinde yapilan arastirmalar incelendiginde, N-asetil sistein
uygulamalarina rastlanmamistir. Bu bakimdan bu c¢alisma bir ilk niteligindedir. T.
leucotrichus ‘un mikrogogaltim asamasinda besiyerine eklenen 10 mg/L, 50 mg/L ve 100

mg/L NAC derisimleri incelendiginde, derisim artisinin biiyiime ve gelisimle ilgili
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parametreleri olumsuz etkiledigi gézlenmistir. 10 mg/L NAC igeren besiyerinde yetistirilen
fidelerin, en fazla siirgiin sayisina, en uzun siirgiin boyuna ve en fazla yas ve kuru agirliga
sahip oldugu belirlenmistir. Baz1 bitkilerde var oldugu kanitlanan NAC proteinlerinin stres
kosullarinda iiretildigi ve bitki savunmasinda goérev aldigi dogrulanmistir (Puranik vd.,
2012). Yapilan arastirmalarda NAC uyariminin strese dayaniklilik saglarken bitki verimini
de arttirdigini1 gostermistir (Hu vd., 2006, Jeong vd, 2010). Ancak tersi gozlenen ¢aligmalar
da mevcuttur. Ornegin, celtikte yapilan bazi denemelerde, NAC genleri uyarilmis ve
bliylime tizerinde herhangi bir pozitif etki saglamaksizin strese tolerans gelistirilmistir
(Zheng vd., 2009, Takasaki vd., 2010). NAC uygulamalarinda arastirilan diger kriter ise
rosmarinik asit miktarina etkisidir. Uygulanan NAC derisimlerinden rosmarinik asit i¢erini
en ¢ok arttiran grup, 16,28 mg/g ka degeri ile 50 mg/L NAC derisimi olmustur. Kontrol
grubunun rosmarinik asit icerigine bakildigina (8,74mg/g ka) bu uygulama grubunda ciddi
bir rosmarinik asit artis1 gozlenmistir. NAC proteinlerinin strese tolerans olusturma
Ozelliginden dolayr rosmarinik asit miktarin1 arttirdigi diistintilebilir (Nakashima vd.,
2012). Fakat bunun nasil gergeklestirildigi ve hangi metabolik yollarin kullanildigi,
arastirtlmasi gereken bir olgudur. Sentez basamaklarinin ortaya ¢ikarilmasi ve NAC ile
rosmarinik asit iliskisinin degerlendirilmesi i¢in daha detayli ¢caligsmalara ihtiyag¢ vardir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalar neticesinde, T. leucortichus fidelerinin ugucu
yag cesit ve miktar degisimleri de incelenmistir. Fenil alanin, tirozin, NAC ve sukroz
uygulamalarina bakildiginda ugucu yag igeriklerinin dogal fidelerin iceriginden genel
olarak pek bir fark gostermedigi saptanmistir. Ancak bazi uygulama gruplarinda ugucu yag
bilesenlerinden bazilarinda ciddi miktar artis1 saptandi. Ornegin y-terpinen dogal fidelerde
% 8,52 v/w iken, 10 mg/L FA uygulamasi ile % 20,49 v/w ‘a yiikselmistir. Benzer olarak
B-karyofilen 10 mg/L NAC uygulamasinda % 2,11 v/w ‘den % 21,38 v/w’e yiikselmistir.
Bu denli artiglarin nedenini agiklamak olduk¢a zor bir durumdur. Ciinkii ugucu yag
karigimlart genellikle 20 den fazla diisiik molekiiler agirlikli bilesen igerirler ve bu
bilesenler kendi aralarinda stirekli degisime ugrarlar (Javad vd., 2017). Bu degisimin nasil
oldugu ve bilesenlerin birbirine doniistimiinde gorev alan enzimlerin ortaya konulmasi
elzem bir durumdur. Bu kriterler bilinmediginden dolayr uygulamasi yapilan fenilalanin,
tirozin, NAC ve sukroz denemelerinin sonuglar1 hakkinda net bir kaniya varmak dogru

degildir.



5. SONUCLAR

1- Baslangi¢ kiiltiirlerini belirlemek amagli denenen 4 farkli besi yeri arasindan en

uygun olan1t MS temel besi ortami olarak belirlenmistir.

2- Uygun sterilizasyon siiresinin belirlenmesi amaciyla yapilan denemelerde 15. dk

uygulamasinin bu tiiriin tohumlarinin yiizey sterilizasyonunda en etkili sterilizasyon

siiresi oldugunu gostermistir.

3- Yapilan siirgiin ¢ogaltimi ¢aligmalarinda, en uzun siirgiin boyu 0,1 ve 0,5 mg/L
kinetin (40,16 mm ve 40,88 mm), en fazla siirgiin sayis1 3,3 adet ile 1 mg/L BAP, en fazla
bogum sayis1 1 mg/L ve 2 mg/L 2iP (siras1 ile 5,71 ve 5,9) en fazla yas (697 mg) ve kuru
(61,3 mg) agirlik ise 1 mg/L TDZ denemelerinde gozlenmistir.

4- Oksinlerin koklenme {iizerine etkilerine bakildiginda ise IBA’nin diger oksin
gruplarindan koklenme agisindan daha etkili oldugu belirlenmistir.

5- Dogadan toplanan oOrneklerde rozmarinik asit miktarinin 6,78 mg oldugu
belirlenirken, denenen BBD gruplarinda yetistirilen fidelerde en yiiksek rozmarinik asit
icerigi 16,18 mg/g kuru agirlik degeri ile 0,lmg/L NAA igeren uygulama grubunda
gozlenmistir.

6- Sitokinin ve oksinlerin biiylime/ gelisme ve rozmarinik asit miktarlar1 goz oniine
aliarak sonraki basamaklar i¢in standart bir besiyeri ortami belirlenmistir. Bu ortam i¢in
secilen 2 mg/L 2ip ve 0,1 mg/L NAA igeren MS besi yeri olmustur.

7- Belirlenen kontrol ortamina ayr1 ayr1 10, 50, 100mg/L derisimlerinde fenil alanin,
tirozin ve N-asetilsistein ilave edilip T.leucotrichus siirgiinleri 4 hafta biiyiitiilmis ve
stirglin sayisi, yas ve kuru agirlik bakimindan en etkili grup 10 mg/L N-asetilsistein,

stirglin boyunu agisndan ise 10 mg/L fenilalanin derisimi olmustur.

8- Fenilalanin, Tirozin ve N-asetilsistein denemelerinde yetistirilen fidelerin rozmarinik
asit miktarlarina bakildiginda, 50 mg/L N-asetilsistein uygulamasinin 16,28 mg/g kuru

agirlik degeri ile en etkili grup oldugu gézlenmistir.

9- Besiyeri ortaminin sukroz miktarinin degisimi biiyiime gelismeyi de rozmarinik asit
tretimini de etkilemistir. En ¢ok siirgiin sayis1 4,47 adet ile % 3 sukroz derisiminde
gozlenirken, en fazla yas (114,8 mg) ve kuru (18,05 mg) agirlik degeri % 4 sukroz

grubunda belirlenmistir. Siirglin boyu sukroz derisim artisindan olumsuz etkilenmis ve en
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yiikksek deger 34,00 mm ile % 1 sukroz igeren deneme grubunda saptanmistir. Siirglin
boyunun aksine rozmarinik asit igerigi derisim artisindan olumlu etkilenmis ve 19,10 mg/g

kuru agirlik degeri ile en yiiksek veri % 4 sukroz denemesinde ortaya ¢ikmistir.

10- Tez calisma kapsaminda Olgiilen diger parametre ise ugucu yag miktarlar1 ve

cesitleridir.

a-BBD uygulamalari sonucunda en yiiksek timol igerigi % 69,26 v/w ile 0,1 mg/L
IAA denemesinde gozlenirken, en yiiksek karvakrol igerigi % 12,53 v/w degeri ile 0,1
mg/L TDZ grubunda saptanmistir. Dogal fidelerin aksine BBD uygulamalari ile timokinon
varlig1 ortaya ¢ikmistir. Bu degerli kimyasal 2 mg/L. NAA denemesinde % 26,9 v/w ‘a
kadar yiikselmistir. Ote yandan dogal fidelerde saptanan 6kaliptol (% 1,55 v/w) ve limonen
(% 3,34 v/w) hi¢bir BBD uygulama grubunda belirlenmemistir.

b- Fenil alanin, tirozin ve N-asetilsistein denemelerindeki, timol, karvakrol, limonen ve
oOkaliptol degerlerinin dogala ¢ok yakin oldugu gozlenmistir. Dogal fidede % 8,52 viw
oraninda bulunan y-terpinen, 10 mg/L fenilalanin uygulamasiyla % 20,49 v/w* a
yiikselirken, B-karyofilen miktar1 10mg/L N-asetilsistein uygulamasiyla % 2,11 v/w ‘den
% 21,38 v/w’e kadar ¢ikmustir.

c- Sukroz uygulamalarinda da timol, karvakrol, limonen ve okaliptol verilerinin dogala

cok yakin oldugu belirlenmistir. y-terpinen miktarinin, dogal fidelerden farkli olarak, % 3

b

sukroz  uygulamasinda % 17,11 v/w’ e kadar yikseldigi gozlenmistir.



6. ONERILER

Thymus leucotrichus HAL. tohumlarindan baslatilan mikrogogaltimi ve elde edilen
fidelerin rosmarinik asit igerigi ve wucucu yag profillerinini ¢ikarilip dogaliyla
kiyaslanmasini amaglayan bu ¢alisma, bu bitki 6zelinde yapilan ilk ¢alismadir.

Tez kapsaminda calisilan tiirin ve diger tibbi ve aromatik bitkilerin, daha verimli
mikrocogaltim protokollerinin olusturulmasi, dogadan toplamanin ve sebep oldugu
ekolojik tahribatin 6niine gececektir.

Diger Thymus tiirleriyle ilgili literatiirde yer alan raporlar incelendiginde, genellikle
dogal ortamlardan toplanan bitkisel oOrneklerin igerikleri belirlenmistir. Bu tez
calismasindan elde edilen veriler ve uygulanan protokoleler 1siginda, diger Thymus
tiirlerinin de in vitro ortamlarda tiretimi yapilabilir.

Dogrudan organogenez calismalariyla elde edilen fidelerin yani sira bu tiiriin ¢esitli
kisimlarindan alinan eksplantlardan kallus kiiltiirleri baslatilabilir. Bu kallus kiiltiirleri
tizerinden hiicre silispansiyon Kkiiltiirleri de olusturulabilir. Boylelikle kitlesel diretim
gerceklestirilebilir ve elde edilmek istenen sekonder metabolitin daha fazla miktarda
iretimi saglanabilir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin biyoreaktorler gibi biiyiik sistemlerde uygulanabilir
hale getirilmesi, tretilmek istenen bilesigin kitlesel iiretimini kolaylastiracaktir ve
mevsimsel ve iklimsel kosullara bagli kalmaksizin, yilin her doneminde {iretim

gerceklestirilebilecektir.
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