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OZET

BATI ANADOLU ENDEMIGIi ORIGANUM SIPYLEUM L.(Keklik)
BITKIiSININ /N VITRO MIKROCAGALTIMI VE
MIKROBITKILERDE UCUCU YAG iCERIGININ ARASTIRILMASI

CAKIR, Ali

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi:Yard. Dog. Dr. Esin Akgam OLUK
Subat 2011, 54 sayfa

Origanum sipyleum L. (Lamiaceae), Bati Anadoluda yayilis gosteren
Tiirkiye i¢in endemik bir tlirdiir. Ugucu yaglart ilag ve kozmetik endiistrisinde
kulanilmaktadir. Bu ¢alismada, fidelerden elde edilen eksplantlar kullanilarak bir
mikrogogaltim protokolii gelistirilmigtir. Siirekli gelisim i¢in 20 giinliik fidelerin
stirglin uglart, 550 mg/l CaCl, igeren modifiye edilmis Murashige-Skoog (MMS)
besi ortaminda kiiltiire edilmis ve siirgiin ¢cogaltimi gergeklestirilmistir. 1 mg/L
benzylaminopurine (BAP) igeren ortamda c¢oklu siirgiinler (3.7 £+ 0.3
Stirglin/eksplant) iiretilmistir. Alt kiiltiirlerde slirglin ¢cogaltim oram1 7.8 + 0.4’ e
yiikselmistir. Siirglinlerin % 96’s1 ii¢ haftanin sonunda 0.5 mg/Il indolebutyric asit
(IBA) iceren ortamda koklendirilmistir. Bitkicikler dis ortam kosullarina

alistirtlmistir. Bunlarin % 76’ s1 sera kosullarinda hayatta kalmistir.

Dogal ve mikro ¢ogaltilmis O.sipyleum bitkilerinden su buhari distilasyonu
ile elde edilen ugucu yaglarin analizi GC/MS vasitasiyla gergeklestirilmistir. On
sekiz bilesen karakterize edilmistir. Dogal bitkilerin ana bileseninin a-kadinol
(%23.41), mikro c¢ogaltilmig bitkilerin ana bileseninin timol (48.55 %) ve a-
cadinol (11.46) ve dogal bitkilerin ¢igeklerinin ana bileseninin germacrene-D

oldugu belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Origanum sipyleum, Lamiaceae, mikrogogaltim,
benzilaminopiirin, indolbiitirik asit, ugucu yag, timol, o —kadinol, germacrene-D,

o-Humulen.
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ABSTRACT

MICROPROPAGATION OF ORIGANUM SIPYLEUM L., AN
ENDEMIC HERB OF WESTERN ANATOLIA, AND ESSENTIAL
OILS OF THE MICROPROPAGATED PLANTLETS

CAKIR, Ali

MSc in Biology.
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Esin Akgcam OLUK
February 2011,54 pages

Origanum sipyleum L. (Lamiaceae) is an endemic species of the Western
Anatolia, Turkey. Essential oils of oreganos are utilized in pharmaceutical and
cosmetic industries. In this study, a micropropagation protocol was developed
using seedlings-derived explants. Shoot apices of 20 d-old seedling were cultured
and shoots multiplied on Murashige-Skoog modified (MMS) containing 550 mg/1
of CaCl2 for sustained growth. Multiple shoots (3.7 + 0.3 shoot/explant) were
produced on medium containing 1 mg/L benzylaminopurine (BAP). On
subculturing rated of shoot multiplication increased to 7.8 = 0.4. 96% of the
shoots rooted in a culture medium with 0.5 mg/L indolebutyric acid (IBA) after 3
weeks. The plantlets were acclimatized into outdoor conditions. 76% of these

survived in the greenhouse.

Water distilled essential oils of wild and micropropagated O. sipyleum,
was analyzed by GC/MS. Eighteen components were characterized. Major
constituent was a-cadinol (23.41 %) and, thymol (48.55 %) and a-cadinol (11.46)
in wild and micropropagated plants of the species, respectively; whereas it was

germacrene-D in the flowers of wild plants.

Keywords:  Origanum  sipyleum, Lamiaceae,  micropropagation,
benzylaminopurine, indolebutyric acid, essential oils, thymol, o -—cadinol,
germecren-D, a-Humulen.
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1.GIRiS

Gilinlimiizde 1y1 kurulmus bir teknoloji olan bitki doku kiiltiirleri kisaca, in
vitro kosullar altinda, hiicre ¢gogaltim1 ve rejenerasyonu vasitastyla, ana¢ bitkiden
izole edilen bir bitki hiicresi, dokusu veya organindan yeni organlarin veya tiim

bitkinin iiretildigi steril kiiltiirler olarak tanimlanmaktadir (Ibitoye et al., 2009).

Doku kiiltiirii, bitkilerin {i¢ temel yetenegi olan totipotensi ( bir hiicre veya
dokunun tam bir bitkiyi verebilme yetenegi), dediferansiyasyon ( farklilagmis
hiicrelerin farklilasmamis forma (meristematik hiicrelere) geri doniisiimii) ve
kompotensi (gelisen 6zel bir yolla yeni hiicre veya doku verebilme igsel
potansiyeli) yeteneklerine dayanmaktadir (Taji, 2003). Bu baglamda tohum,
embriyo, organ, meristem, siirgiin ucu, kok, kallus, hiicre siispansiyon ve
protoplast kiiltiirii gibi ¢esitli in vitro kiiltiir tipleri bulunmaktadir (George et al.,

2008).

In vitro kiltiiriin; genetik olarak ayn1 ve viriisten ari bitkilerin
iiretilebilmesi, haploid bitki tiretimi, uyusmazlik sorunu olan bitkiler i¢in hibrit tiir
iretimi, yeni varyantlarin iiretilebilmesi, y1l boyunca tiretim yapabilme ve tiretimi
zor olan bitkilerin iiretilebilmesi gibi avantajlar1 olmasina karsin; pahali bir teknik
olusu, o6zel beceri gerektirmesi, bilinmeyen patojen girisi ve mutasyonlarin
denetlenememesi gibi dezavantajlar1 da s6z konusudur (Taji, 2003). Doku
kiiltiirline 6zne olusturan bitkiler arasinda domates (Rashid et al, 2010), soya
fasulyesi (Santarem and Finer, 1999), piring (Gairi and Rashid, 2004), patates
(Mohamed et al., 2010), tiitin (Da Silva, 2003) gibi kiltiir bitkileri olmakla
birlikte Catharanthus roseus (Ak¢am Oluk ve ark, 2003; Taha et al., 2009), Taxus
yunnanensis (Guo and Wang, 2008), Digitalis purpurea (Hagimori et al., 1982)
gibi dogal bitkiler de bulunmaktadir.

Bilindigi gibi, jeolojik agidan geng bir olusum olan tlilkemiz, dogal yayilig
gosteren bitki tiirii zenginligi acisindan diinyanin sayili {lkeleri arasinda
bulunmaktadir. Orta enlem kusaginda yer alan Tiirkiye, deniz seviyesinden iki bin

metre ve lzeri yiikseklige sahip daglari, platolart ve ovalariyla farkli iklim



kosullar1 isteyen binlerce canli tiirline ev sahipligi yapmaktadir (Akman ve
Ketenoglu, 1986). Vadiler ve ¢okiintii alanlarmin yarattig1 mikroklima etkisi, tiir
zenginligini daha da arttirmaktadir (UBCSEP, 2001). Son 2 milyon yilda yagsanan
buzul ¢aglar1 boyunca Tiirkiye pek ¢ok canli tiirii tarafindan siginak olarak
kullanilmis ve giinlimiizdeki biyolojik ¢esitliligine kavusmustur (UBCSEP, 2007;
Akgiindiiz ve ark., 2009) .

Bitki cografyasi bilim dalina gore diinya 37 ayr flora bolgesine ayrilmstir.
Bu siniflandirmaya gore ii¢ farkl bitki cografyasi bolgesi ‘Iran-Turan, Akdeniz ve
Avrupa- Sibirya Bolgeleri’ Tiirkiye sinirlar igerisinde bulugsmaktadir (Sekil 1.1).
Tirkiye gibi diinyanin ¢ok kiiclik bir boliimiinii kaplayan bir alanda ii¢ ayri
bolgenin bulusmasi nadir goriilen bir durumdur (Avci, 1993). Ayrica karasal
iklim, okyanus iklimi ve Akdeniz iklimi gibi farkli iklim kusaklarinin Tiirkiye
siirlart i¢inde bulunusu, jeolojik ve jeomorfolojik c¢esitlilik, deniz, gol ve
akarsular gibi zengin su kaynaklarinin varligi, deniz seviyesinden baslayip 5000
m’ ye kadar ulasan biiyiik yilikseklik farklar1 ve Anadolu’nun dogusu ile batisi
arasinda ekolojik farkliliklar bulunmasi ve bunun floristik farkliliklara yansimasi
Tiirkiye nin bugiinkii flora zenginligine ulagmasini saglayan diger etmenlerdendir

(Kaya ve Aksakal, 2005; Akglindiiz ve ark., 2009).
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Sekil 1.1. Tiirkiye’nin floristik haritast (http://www.dkm.org.tr/anadolu-caprazi/en/bolum-
fotograf/DavisAnadolu Caprazi.jpg)



Davis’in 1988 yilinda yazdigr “Flora of Turkey and The East Aegean
Islands” kitabina gore (Davis et al., 1988) bugiline kadar Tiirkiye’de 3022’ si
endemik olmak iizere 8 bin 897 c¢igekli bitki ve egrelti tiirii tanimlanmistir
(Cizelge 1.1). Bununla birlikte giiniimiizde yapilan yeni ¢aligmalarla alttir,
varyete ve hibritlerle birlikte toplam takson sayisinin 10 bin 765°¢ ulastig1 ve
bunlarin da 3504’iniin Tiirkiye’ye endemik oldugu belirtilmektedir (Se¢men,
2004).

Cizelge 1.1. Iliman iklim kusagina ait baz1 {ilkelerde toplam tiir ve endemik tiir sayisi ile

endemizm oran1 (Davis, Heywood and Hamilton, 1994’den diizenlenmistir).

Ulke Toplam Tiir (¢cicekli Endemik Endemizm
bitki ve egrelti) tiir &)
Tiirkiye 8897 3022 34,4
fran 8000 1400 17,5
Fas 3675 625 17,0
italya 5600 712 12,7

Endemik terimi Latince endemos (indigenous) kelimesinden gelir ve
"yerli-oraya 6zgii (ait)" anlaminda kullanilir. Endemik bitkiler yayilis alan1 belli
bir ililke veya bolge olan, yerel, ender veya c¢ok ender bulunan tiirlerdir. Bir
tilkenin floristik zenginligi ve cesitliligi icerdigi nadir ve endemik taksonlarin
coklugu ile onem kazanmaktadir. Tiim Avrupa kitasinda yaklasik 12 bin bitki tiirti
yetistigi ve bunlardan 2 bin 500’tniin endemik oldugu gbéz Oniine alinirsa
Tiirkiye’nin floristik zenginligi daha iyi anlasilir (Sezik ve ark, 1991; Baser, 2002;
UBCSEP, 2007).

Yurdumuz florasini olusturan familyalar ig¢inde en c¢ok tiir Asteracea
(Compositae) familyasinda bulunmaktadir. 133 cins ve 1156 tiirii olan bu familya
angiospermlerin % 13.3” iinii olusturmaktadir. Bunu takip eden diger onemli
dikotil familyalart Fabaceae (Leguminosae), Brassicaceae (Cruciferae),

Scrophulariaceae ve Lamiaceae (Labiatae)’dir (Segmen, 2004).
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Bunlardan diinya iizerinde yaklasik 200 cins ve 3000 tiir ile temsil edilen
Lamiaceae familyasinin iilkemizde 45 cins ve 546’dan fazla tiirii bulunmaktadir
(Se¢men ve ark., 1998). Familya iiyeleri otsu veya cali formunda olup govdeler
genellikle dort koselidir. Yapraklar stipulasiz, basit, bazen pennat, daima
karsiliklidir. Cigcek durumu iist yapraklar veya braktelerin koltuklarinda ortaya
cikan kimoz durumunda ve genellikle vertisillastrumdur. Brakteler belirgin
sekilde yapraklardan farkli olabildigi gibi bazi tiirlerde yapraklara benzedigi de
goriilmektedir. Meyve 4 (nadiren daha az) kuru (cok nadir taze) findikg¢iktan
olusur. Isitildiginda genellikle miisilajlidir (Davis et al., 1988). Familya genellikle
Akdeniz bolgesinde dogal yayilis gostermekte olup Avrupa iilkelerinde bazi
tirlerinin kiiltiiri de yapilmaktadir. Familyaya ait en bilinen tiirler giinliik
hayatimizda da sik¢a kullandigimiz adagay1 (Salvia officinalis), biberiye
(Rosmarinus officinalis), ogul otu (Melissa officinalis), reyhan (Ocimum
basilicum), zulfa (Hyssopus officinalis), nane (Mentha piperita) ve kekik’tir
(Akgiil, 1989). Yoresel kullanomda pek c¢ok bitki tirii kekik adiyla
anilabilmektedir. Bunlar arasinda en bilineni ve iilkemiz disinda bir ¢ok iilkede de
kekik olarak kullanilan1 Thymus sp.’dir (6zellikle T. vulgaris). Thymus sp. disinda
kekik olarak adlandirilan diger cinsler Corydothymus (C.capitatus,; baslt kekik
veya beyaz kekik), Satureja sp. (S. hortensis, S. spicigera ve S. thymbra, bakla
kekigi), Thymbra sp. (T. spicata; kara kekik, zahter) ve Origanum sp. (O.

vulgare, O. majorana, O .onites; 1zmir kekigi vs.)’dur (Arslan ve ark., 2005).

Origanum cinsine ait tiirler, genellikle yar1 ¢calims1 veya otsu formda olup,
tiylii veya tiiysiiz (genellikle donuk mavimsi yesil renkte) ¢ok yillik bitkilerdir.
Govdeler yiikselici veya dik, genellikle dallanmis ve birka¢ tanedir. Yapraklar
hemen hemen sapsiz veya az ¢ok saplidir. Brakteler sekil ve biyiikliik
bakimindan yapraklardan daima farkhidir; genellikle imbrikattir, kaliksin 1/2 veya
1/3’li uzunlugundadir; ya zarimsi ve kismen morumsu kirmizi ya da sarimsi
yesildir veya yap1 ve renk bakimindan yapraklara benzer. Cigekler hermafrodit
veya ginodioik olup sik ve imbrikat diziligli braktelerin koltugundadir (Sekil 1.2)
(Davis et al., 1988).



Sekil 1.2. Origanum sp.tirlerinde gdzlenen genel ¢igek yapisi
(www.ubcbotanicalgarden.org/potd/2006/08/origanum_barbara_tingey.php)

Origanum, kelime olarak ‘daglarin siisii” anlamina gelmektedir (Yunancada
oros =dag, tepe ve ganos = siis). Diinya lizerinde 39 tiirii bulunan Origanum cinsi,
iilkemizde 8 seksiyonda toplanmis 14’1 endemik 21 tiir ve 25 taksonla temsil
edilmektedir (Cizelge 1.2., Sekil 1.3) (Baser ve ark., 1995). Diger cogu
Lamiaceae liyesi tiirde oldugu gibi Origanum cinsi iiyelerinin bir cogu da (~ %
75°1) genellikle Dogu Akdeniz bolgesinde yayilis gostermektedir (Ietswart, 1982;
Kitiki, 1996; El-Gengaihi et al., 2006).



Cizelge 1.2. Tiirkiyede yetisen Origanum tiirleri

SEKSiYON:AMARACUS

1-* Origanum boissieri
2-+ Origanum calcaratum
3-* Origanum saccatum
4-* Origanum solymicum
5-+ Origanum symes

SEKSIYON:ANATOLICON
6- * Origanum hypericifolium
7- * Origanum sipyleum

SEKSiYON:BREVIFILAMENTUM

8-* Origanum rotundifolium
9-* Origanum acutidens

10-* Origanum haussknechtii
11-* Origanum bargyli

12-* Origanum brevidens
13-* Origanum leptocladum
14-* Origanum munzurense

SEKSIYON:LONGITUBUS
15-* Origanum amanum

SEKSIYON:CHILOCALYX
16- * Origanum bilgeri
17- * Origanum micranthum
18- * Origanum minutiflorum

SEKSIYON:MAJORANA
19- Origanum majorana
20- Origanum onites
21- Origanum syriacum var.
bevanii

SEKSIYON:ORIGANUM
22- Origanum vulgare

A) O. vulgare ssp.hirtum
B) O. vulgare ssp.gracile
C) O. vulgare ssp.vulgare
D) O. vulgare ssp.viride

SEKSIYON:PROLATICOROLLA
23- Origanum laevigatum

+: Sadece Ege adalarinda yetisen
Origanum tiirleri

*: Tiirkiyede yetisen endemik

Origanum tiirleri




Sekil 1.3. Tirkiye de yayilis gosteren bazi Origanum tiirleri (Baser ve ark., 1995).

(A) Origanum amanum: Tirkiye de endemik olarak yetisir
(B) Origanum onites: Genel yayilisa sahip olup, Tirkiye’de de yetisir ve kiiltiirii
yapilan tek Origanum tiiridiir

(C) Origanum majorana: Genis yayilisa sahip bir tiirdiir.

(D) Origanum calcaratum: Ege adalarinda endemik olarak yetisen bir tiirdiir.

Tirkiye’de dogal olarak yetisen tiirlerden bir tanesi de Bat1 Anadolu
endemigi olarak tanimlanan, ancak yayilisinin Konya’ya kadar da olabildigi
belirtilen Origanum sipyleum L. *dur (Sekil 1.4). Mercankosk veya giliveyi otu
adiyla da bilinen bitkiye (Tanker ve ark., 1998; www.eski.tubitak.gov.tr/tubives/)
Spil kekigi de denmesinin sebebi ilk olarak Manisa iline baglh Spil dagi’nda
tanimlanmasindandir (Davis et al., 1988). O. sipyleum 80 cm’ye kadar
boylanabilen yar1 ¢ali, bazal kisimlar tiiylii, diger kisimlar tiiysiiz, gévde basina
35 cm olabilen 26 dal ¢ifti barindiran bir toprak {istii morfolojiye sahiptir. Dallar
genellikle bircok kiiciik yaprak ¢ifti tasir, ikinci dereceden dallar1 genellikle
mevcuttur. Yapraklar petiolattan yar1 sesile genellikle yesilimsi mavidir. Kaliks 4
mm ve iki dudakli, korolla pembe,7-11 mm’dir. Yasam alan1 kalkerli kayalar ve

yamaglar, cam korulugu, makilik ve meselik alanlar ile steplerdir (100-1500 m)

(Davis et al., 1988).
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Sekil 1.4. : Origanum sipyleum L. (Manisa/Spil Dag1-700 m; Foto: Ali Cakir, 2009)

Bitkinin yagam siiresi Nisan-Mayis ile Ekim aylar1 arasinda olup, uygun
iklim kosullar1 altinda 3-4 yildir. Vejetatif kisimlar1 geleneksel olarak gida katki
maddesi, baharat ve bitki ¢ay1 olarak kullanilmaktadir (Ozcelik, 2000; Ozkan ve
ark., 2007). Ayrica bitkinin biyokimyasal ekstreleri diger cogu Origanum tiirtinde
oldugu gibi (Loizzo et. al., 2009; Zheng et. al., 2009; Ozkan ve ark., 2010) ugucu
yaglarinin igeriginde bulunan etken maddelerin antifungal (Paster et al., 1993) ve
antibakteriyel (Vokou et al.,1993) etkileri sebebi ile tibbi oneme de sahiptir
(Nekiboglu ve ark., 2007; Ozkan ve ark., 2007).

Ucucu yaglar; nadiren renkli (6rn: Tibbi papatya ve karanfil yag1 gibi),
sudan farkli yogunlukta ve bu nedenle suda ¢6ziinmeyen, ancak alkol, eter gibi
organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilen ucucu ve akiskan ozellikte bilesiklerdir; eterik
yag olarak da adlandirilirlar (Baytop ve Baser, 1995). Ugucu yag ozelligini
gostermelerinin sebebi 1sitildiginda buharlasabilmeleridir (Tanker ve ark, 1990;
Hay and Waterman, 1993; Calsamiglia et al., 2007). Bitki diinyasinda ugucu
yaglara ¢ok sik rastlanir, hatta hemen hemen tiim bitkilerin ugucu yag igerdikleri
sOylenebilir (Hay and Svoboda, 1993). Ama tibbi bitkilerle tedavide (fitoterapi)
kullanilabilmeleri i¢in, ugucu yag droglar1 olarak tanimlanacak bitkilerin, bu hos

kokulu yaglar1 en azindan % 0,1-10 dolaylarinda icermeleri gerekir (Baytop,



1999). Bir bitkinin tiimii veya cesitli organlari, birbirine benzemeyen etken
maddeler igerir. Tibbi bitkilerle tedavi alaninda bu organlar, bitkisel droglar
olarak tanimlanir (Ceylan, 1987; Lattoo et al., 2006; Celik, 2007). Ugucu yaglar,
bitkinin 6zel yag hiicrelerinde, yag gecitlerinde, salgi tiiylerinde ve salgi
ceplerinde ¢ok kiiciik damlaciklar halinde birikirler (Yentiir, 1984; Iijima et al.,
2004). Bu yaglar ¢ok degisik maddelerin bilesiminden olusurlar. Oyle ki, bir
ucucu yag tiirtinde 100 ayr1 madde saptanabilir (Ceylan, 1987; Demarne and Van
der Walt, 1993; Williams and Harborne, 2002). Her ucucu yag tasiyan bitkinin
kendine 0zgii kokusu ve aromaterapdtik oOzellikleri, o ucucu yagi olusturan
maddelerin kombinasyonu ve konsantrasyonlarma baghdir. Ucucu yaglarin
bilesiminde bulunan baslica maddeler fenoller, furanokumarin, monoterpen-
esterler, monoterpen-ketonlar ve monoterpen oksitleri’ dir (Dorman and Deans,

2000; Duru ve ark., 2004; Ratnasooriya et al, 2005)

Tibbi ve aromatik bitkilere ¢ok talep olmasina karsilik ancak bazilarinin
tarim1 yapilabilmektedir (6rn: Origanum onites) (Ulukap1 ve ark., 2008).
Dolayistyla bu bitkilerin temin edilmesi genellikle dogadan toplama yoluyla
gerceklesmektedir. Bu sekilde, insan eliyle yogun bir sekilde toplaniyor olmalari
dogal bitkilerde neslin devamini tehlikeye atmaktadir. Bitkilerin, bu sekilde karsi
karsiya kaldig1, gen kaynagini kaybetme tehlikesi karsisinda son yillarda bu tiirleri
korumak adina birgok ¢alisma gelistirilmigtir. Bu ¢alismalara 6rnek olarak, tehdit
altindaki tiirler i¢in c¢esitli tehlike seviyeleri belirleyen ve i¢inde bulunduklari bu
tehlike kategorilerine gore ilgili tiirleri koruma altina alan ‘Diinya Dogay1 Koruma

Birligi (IUCN) 'nin faaliyetlerini verebiliriz (IUCN, 2010).

Koruma altina almanin &tesindeki bir yaklasim da bu tiirlerin
cogaltilmasinin saglanmasi yoniindedir. Bu amagcla yiriitilen ex situ (tarla
kosullarinda kiiltiire alma) calismalar bilinmektedir (Ulukap1 ve ark., 2008;
Moreira et al., 2009). Fakat geleneksel yontemlerle gergeklestirilen ex situ
cogaltim hem zaman alan zahmetli bir islemdir, hem de bu sekilde iiretilen
bitkiler, 6zellikle ekonomik Oneme sahip tibbi bitkiler i¢in 6nemli bir parametre
olan toplam biyo-kiitlelerinin diislik olusu yoniiyle yetersiz kalmaktadir (Sudha et
al., 2005; Dhaka and Kathori, 2005). Alternatif olarak son zamanlarda 6zellikle

endemik ve tibbi bitkilerin in vitro kosullarda, bitki doku kiiltiirii yontemleri
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kullanilarak ¢ogaltilmas1 giindeme gelmistir (Shimomura et al., 1997; Subotic et
al., 2009). Doku Kkiiltiirleriyle ¢ogaltim, mevsimsel degisikliklerden bagimsizlik,
kisa siirede daha fazla sayida bitki sayisina ulagim gibi avantajlar sunmaktadir
(Wawrosch et al., 2001; Stanilova et al., 2009) ve bu yontemlerden biri de
mikrogogaltimdir (Rout et al. , 2000; Murthy et al., 2010).

Mikrogogaltim veya diger adiyla mikropropagasyon (ya da klonal
propagasyon) in vitro kosullar (laboratuvar kosullar1) altinda gergeklestirilen bir
vejetatif bitki liretim teknigidir (Malik et al., 2005; Keng et al., 2009). Genel
olarak anag¢ bitkinin herhangi bir parg¢asindan alinan bir eksplanttan yeni
bitkiciklerin olusmasini (rejenerasyonunu) saglamak olarak ozetlenebilir. Bu
olusumda eksplantin tizerinde kallus olusuyor ve bitkicikler bu kallus ara fazindan
rejenere oluyorsa dolayh (indirekt) rejenerasyondan (He et al., 2006; Akcam
Oluk ve ark., 2010), kallus gelismeden, dogrudan anag¢ eksplantin iizerinden
rejenerasyon gerceklesiyorsa dogrudan (direkt) rejemerasyondan sozedilir

(Brown and Thorpe, 1995; Wawrosch et al., 2001; Ak¢am Oluk ve Orhan, 2009).

Indirekt rejenerasyonda ortaya epigenetik veya genetik degisiklik ¢ikma
olasilig bulundugu i¢in ( Evans et al., 1984) anag bitkinin genomik agidan tipatip
benzeri yavrular elde etmek isteniyorsa direkt rejenerasyon (vejetatif iiretim)
hedeflenir (Martin et al., 2006; Chaudhuri et al., 2007). Ilk zamanlarda dogadan
toplanan ve steril olmayan Ornekler kullanildigindan, viriisten ari kiiltiirler elde
etmek icin eksplant olarak ~ 0.2 - 5 mm’lik apikal meristem (Sekil 1.5) tercih
edilmistir (Loo, 1945; Fuglie et al., 1999). Ancak apikal meristem
manipiilasyonunun zor olmasi ve son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, eksplant
kaynagi olarak, in vitro tohum ¢imlendirilmesiyle elde edilen aseptik fidelerin
kullanilmas1 nedeniyle, glinimiizde, eksplant olarak genellikle bu fidelerden
alman ~ 0.5 - 1.5 ecm’lik siirgiin ucu (Sekil 1.5) tercih edilmektedir (Verma and
Singh, 2007; Goel et al., 2009). Bunun yani sira nodal veya internodal
eksplantlarin kullanildig1 ¢alismalar da bulunmaktadir (Chaudhuri et al., 2007;
Murthy et al., 2010).



[ru 7 F”}}?‘
sﬁq _-:.

I| Pkﬂtﬂd."m| \
Lol \

o prq:t;aml:ium
I > Siirgiin ucu

4
e B
y J
Sekil 1.5. Govdede sirgin ~ ucu  ve apikal  meristem
(http://www.progressivegardens.com/knowledge tree/meristem.jpg’den

diizenlenmistir)

Klonal propagasyonda siirgiin ¢ogaltimimnin tesviki i¢in ¢esitli bitki biiyiime
diizenleyicileri (BBD) kullanilabilir (Wawrosch et al., 2001). Bu bilesiklerden
genellikle sitokininler (6-BAP, Kinetin, Zeatin, Thidiazuron vs.) ya tek baslarina
(Bansal et al., 2006), ya da belli orandaki oksinlerle [Indol 3-asetik asit (IAA),
Indol 3- butrik asit (IBA), a- Naftalenasetikasit (NAA)] kombinasyon halinde
kullanilirlar (Tokuhara and Mii, 1993; Tsay et al, 2006). Mikrogogaltim
isleminde kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerinden o6zellikle sitokininlerin
aynt zamanda ucucu yag miktarinda ve ucucu yaglarin kimyasal igeriklerinde
farkliliklara sebep oldugu da belirtilmektedir (Stoeva and Iliev, 1997; Nayak,
2009)

Biz de bu calismamizda, yukarida genel Ozelliklerini agiklamaya
calistigimiz, Bati Anadolu endemigi ve ayni zamanda tibbi bir bitki tiirii olan
Origanum sipyleum L. bitkisinin aseptik siirgiin uclarindan, in vitro mikro
cogaltimimi ve mikrogogaltilmig bitkilerde ugucu yag igerigini arastirmayi

planladik.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Bitkisel Materyal

Bitkisel materyal olarak tez ¢calismamizin in vitro ¢imlenme denemelerinde
Origanum sipyleum L. bitkisinin tohumlari, mikrogogaltim denemelerinde
eksplant kaynagi olarak in vitro ¢imlenmis (aseptik) bitkicikler; ucucu yag
analizlerinde ise ad1 gecen bitkinin dogadan toplanan toprak iistii yesil kisimlari
ve c¢igek durumlan ile in vitro mikro cogaltilarak topraga aktarilmis fideler
kullanilmigtir. Gerek tohumlar, gerekse de ucucu yag analiz islemlerinde
kullanilan dogal bitki toprak {iistii kisimlar1 ve ¢icek durumlari Ekim ayinda

Manisa-Spil dagi’ndan (700 m) toplanmustir.

2.2. Denemelerde kullanilan besi ortamlari, cam esya ve

sterilizasyonlari

Cimlenme denemelerinde besi ortami olarak yarim (2) (Y1) ve tam (T1)
kuvvet Murashige-Skoog (MS) (1962) (Cizelge 2.2.1), yarim (‘%) (Y2) ve tam
(T2) kuvvet modifiye Murashige-Skoog (MMS) (Akcam ve Yiirekli, 1993)
(Cizelge 2.2.2) ve ayrica 1 litre suda 6-7 g agar ¢oziilerek hazirlanan sulu agar (A)
kullanilmistir. MS besi ortaminin modifikasyonu, bitkinin dogal yasam kosullar1
g6z Oniinde bulundurularak; standart besi ortaminda 440 mg/l olan CaCl,
miktarmin % 25 arttirllarak 550 mg/l’ ye yiikseltilmesi ile gerceklestirilmistir
(Akgam ve Yiirekli, 1993). Cam esya olarak, cimlenme denemelerinde 100 ml’ lik
erlenler; mikrogogaltim denemelerinde ise baslangicta yine 100 ml’ lik erlenler ve
ilerleyen altkiiltiirlerde bitkilerin gelisimlerine baglh olarak 1 litrelik kavanozlar
kullanilmistir. Besi ortamlar1 100 ml’ lik erlenlere 20’ser, 1 litrelik kavanozlara
50’ser ml olarak servis edilmistir. Cam esya ve besi ortamlarinin sterilizasyonu,
besi ortamlart hazirlanip cam kaplara servis edildikten sonra birlikte olacak
sekilde ve 121 ° C sicaklik ve 1.1 atm basing altinda 20 dk otoklavlanarak
gergeklestirilmistir.

Mikrogogaltilmis bitkilerin in vitro koklendikten sonra dis ortam kosullarina

alistirma agamasinda 1:1:1 torf: kum: perlit veya 1: 3 torf: perlit igeren agzi
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kapakli magenta kaplari, seraya aktarilmalarinda ise 1:1:1 torf: kum: perlit igeren

plastik violler kullanilmistir.

Her bir uygulama icin 20’ser deney kabi kullanilmis ve denemeler ii¢ kez

tekrar edilmisgtir.

Cizelge 2.2.1. Murashige -Skoog (MS) (1962) besi ortami

Inorganik bilesikler Miktar(mg/1)
NH4NO; 1650
KNOs3 1900
CaCl, 440
MgS04.7H,0 370
KH,PO4 170
H3BO; 6,20
MHSO4.4H20 22,30
ZnS04.7H,0 8,60
Na,-EDTA 37,23
FeSO4.7H,0 27,95
Organik bilesikler Miktar(mg/l)
Myo-inositol 100
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin HC1 0,5
Tiamin HCI 0,5
Glisin 2,0
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Cizelge 2.2.2. Modifiye edilmis Murashige - Skoog (MMS) (Ak¢am ve Yiirekli,
1993) besi ortami

Inorganik bilesikler Miktar(mg/l)
NH4NO3 1650
KNO3 1900
CaCl, (modifiye) 550
MgSO4.7H20 370
KH,PO4 170
H3BO3 6,20
MHSO4.4H20 22,30
ZnS0O4.7H,O 8,60
Na,-EDTA 37,23
FCSO4.7H20 27,95
Organik bilesikler Miktar(mg/l)
Myo-inositol 100
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin HCI 0,5
Tiamin HCI 0,5
Glisin 2,0

2.3. Tohumlarim Cimlendirilmesi

In vitro ¢aligmalarda kullanilan tohumlar ylizey sterilizasyonlarinin
gerceklestirilmesi icin ilk olarak % 70’ lik (v/v) etanolde 30 saniye bekletilmis ve
ardindan steril saf suyla ii¢ kez ¢alkalanmis, daha sonra, % 5 NaOCI igeren % 20
(v/v)’ lik ticari camasir suyunda 15 dakika bekletilerek ardindan yine tli¢ kez saf
ve steril sudan gegcirilmislerdir. Sterilizasyon isleminden sonra tohumlar A, Y1,
Y2 ve T1, T2 besi ortami igeren erlenlere 10 tohum/erlen olacak sekilde
ekilmisler ve iki farkli sicakliga (18 °C ve 25 °C ) maruz birakilmislardir. Tlk dort
giin karanlikta tutulan kiiltiirler bu siirenin sonunda 16/8 (aydinlik/karanlik)

fotoperyod sartlarina alinmstr.
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2.4. Tohumlarin Cimlenme Oram ve Morfolojik Ol¢iimleri

Farkli sicaklik ve farkli besin ortamlarinda c¢imlendirilen tohumlarin
cimlenme orani, 20. giinde c¢imlenen tohumlar sayilarak, % degerlerinin
hesaplanmasi ile elde edilmistir. Bitkilerde morfolojik Slgiimler olarak kabul
edilen kok-govde boyu ile kok-govde taze ve kuru agirlik belirlenmesi 20 giinliik
fidelerin hasatiyla yapilmistir. Taze agirligi saptanan materyal 80 °C’ lik etiivde

96 saat bekletildikten sonra kuru agirlik dl¢iimii gerceklestirilmistir.
2.5. Mikro Cogaltim, Koklendirme ve Aklimatizasyon

Mikrocogaltim i¢in, eksplant olarak 20 giinliik fidelerden kesilip alinan 5
mm’ lik ortalama 3 tepe tomurcugu 1 mg/l 6-BAP + T2 ortami iceren erlenlerde
inkiibe edilmistir. Kiiltiirler 20 £+ 2 °C sicaklik ve beyaz florasan 15181 (4000 lux)
ile aydinlatilan 16/8-ayd/kar 151k periyoduna sahip biiylime odasina
yerlestirilmistir. Bes hafta sonra, her eksplant i¢in siirgiin sayist ve siirgiin boylari
kaydedilmistir. 11k kiiltiirii takiben {iretilen siirgiinler 3 haftada bir 5 kez alt

kiltiire alinmastir.

5 altkiiltiiriin sonunda in vitro iiretilen siirgiinler koklenmeleri i¢in 0,5 ve 1
mg/l indolbiitirik asit (IBA) igeren T2 ortamina, ortalama 3 siirgiin/erlen olacak
sekilde aktarilmistir. 3 haftalik alt kiiltiir siiresi sonunda, her siirgiin i¢in koklenme
oran1 ve kok boyu hesaplanmigtir. Koklenme igin uygulanan IBA’ nin, siirgiin
sayis1 ve siirgiin boyu iizerinde degisiklikler meydana getirdiginin gozlenmesi
lizerine de, ayni siirenin (3 haftalik alt kiiltiir siiresi) sonunda ortama konan her

slirgiin i¢in siirgiin sayisi1 ve siirgiin boyu hesaplanmistir.

Ug haftanin sonunda kdklenen fideler sasirtma (aklimatizasyon) islemi icin
1:1:1 oraninda torf: kum: perlit ve 1: 3 oraninda torf: perlit i¢ceren agz1 kapakl
magentalara aktarilmistir. Onuncu giliniin sonunda kiiltiir kaplarimin kapaklari
acilmis ve hayatta kalan bitkicikler on giin daha nem oraninin % 90 oldugu ortam
sartlarinda tutulmustur. Toplam 20 giinlin sonunda canliliklarin1 koruyan fideler
icinde 1:1:1 oraninda toprak: torf: perlit bulunan plastik viollere alinarak sera

kosullarina yerlestirilmislerdir.
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2.6. Ucucu Yag Analizleri

Hava kurusu bitkisel materyale, su buhar distilasyonu yontemi ile,
Clevenger aparati (Sekil 2.6.1) ve 200 ml saf su kullanilarak, 6 saat boyunca
hidrodistilasyon islemi uygulanmistir. Ugucu yaglar aparata ilave edilen bir
toplama kabinda toplanmis ve n-hexane (Merck 109687) ile ekstre edilerek su
fazindan elde edilmislerdir. Sonra, hidrodistilasyon islemi ile bitkisel
materyallerden elde edilen n-hexane ekstreleri, hemen ardindan sodium siilfat ile
muamele edilerek su fazindan granul (zerrecik) formuna dontstiiriilmiislerdir. Bu
islemlerin sonunda bitkisel materyallerin toplam yag miktarlar1 ve ugucu yag

verimleri hesaplanmigtir.

Sekil 2.6.1. Clevenger aparati ile hidrodistilasyon islemi.
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2.7. GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrofotometresi)

Analizleri

Kurutulmus yaglar, n-hexane (HPLC grade-Merck 109687) igerisinde
coziildiikten sonra, GS-MS analizleri gergeklestirilmistir. Analizler, EI
iyonizasyon teknigi ile calisan (70 eV) Agilent 5973 kiitleye duyarli dedektor
eklenmis, Agilent 6890 GC sistemi ile gerceklestirilmistir. GC analizleri, HP-
Innovax (19091N-216) kapillar kolonu (60m x 0.32 mm, 0.50 pm film
kalinliginda) ile donatilmig GC-6890 Agilent aygit1 ile tamamlanmistir (Sekil
2.7.1). Etiiviin sicakligt 70 °C’ den baslayarak 210 °C’ ye ulasincaya kadar
dakikada 7 °C artacak ve 210 °C’ de 10 dakika kalacak sekilde ayarlanmistir.
Enjektor ve dedektor sicakligi, sirasiyla 70 °C ve 270 °C’de tutulmustur. Dedektor
cifti ¢eliktendir. Tasiyici gaz olarak, akis hiz1 35.0 ml/dk, enjeksiyon miktar1 1 mL
olan helyum kullanilmistir. Calismalar havasiz kosullarda ve 2.26 psi basing
altinda gergeklestirilmistir. Ayrilma orani ve ayrilma akisi sirasiyla 1/50 ve 34.8
ml/dk iken, basincin nominal ilk hiz1 0.7 ml/dk, ortalama hiz ise 22 cm/saniye

olarak ol¢lilmiistiir.
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Sekil 2.7.1. Agilent 6890 GC sistemi ( http://www.gclctoronto.com/agilent6890.htm)

2.8. Eterik Yag Bilesenlerinin Tanimlanmasi

Bilesenlerin tanimlanmasi; gaz kromatografileri ile standartlarin (Supelco
49452-U) alikonma zamanlarimin (RT) kiyaslanmasi ve kiitle spektrum piklerinin
Nist-Wiley veri tabani kiitiiphanesi ve literatiirler ile birlikte kullanimina dayali

olarak gerceklestirilmistir.
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3.BULGULAR

Origanum sipyleum bitkisinin farkli sicaklikta farkli besi ortamlarina

yerlestirilen tohumlarinin;

- 20. giinde ¢imlenme oranlar1 (%),
- ortaya ¢ikan fidelerin kdk-govde boylari ile taze ve kuru agirliklari,

-bu  fidelerin eksplant kaynagi olarak kullanilmasiyla  bitkicik
mikrogogaltimu,

- mikrogogaltilan bitkiciklerin koklendirme, aklimatizasyon (iklimlendirme)

ve kimyasal igeriklerine iligskin bulgularimiz asagidaki gibidir.
3.1. Cimlenme Oranina iliskin Bulgular

Sicaklik ve farkli besin ortamlarinin Origanum sipyleum bitkisi tohum
c¢imlenme oranma iliskin etkilerinin irdelenmesiyle elde ettigimiz bulgular

asagidaki gibidir.

20. giinde en yiiksek ¢imlenme % 68,3 ile 18 °C’ de ve T2 besi ortaminda,
en diisiik ¢cimlenme ise % 11,6 ile 18 °C’ de ve T1 besi ortaminda gézlenmistir

(Cizelge 3.1.1; Sekil 3.1.1, 3.1.2.).
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Cizelge 3.1.1. 20. giiniin sonunda Origanum sipyleum tohum ¢imlenme oranlari (%)

Sicakhk
18 °C 25°C
Besi ortamm
Agar 30+0,1 23,3+0,1
Y1 15+£0,1 15£0,1
T1 11,6 £0,1 13,3+0,1
Y2 51,6+ 0,1 31,6 £0,1
T2 68,3+0,1 56,6 £0,1
70 b
60 1
T 50 V7
- e
% 40 migce
i m2sC
Z 50 -
i)
10 | . -
O T T T
Agar Y1 T1 Y2

BESIi ORTAMI

ekil 3.1.1. 20. giiniin sonunda Origanum sipyleum tohum ¢imlenme oranlar1 (%
S g g py. ¢ (%)
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Sekil 3.1.2. 18°C’ de T2 besi ortaminda yetigen 20 giinliik Origanum
sipyleum fideleri.

3.2. Kok ve Govde Boylarna iliskin Bulgular

Elde edilen sonuglara gore , en uzun gévde boyu 25°C’ de ve A ortaminda (
14,6 mm), en kisa govde boyu 18°C’de T1 besi ortaminda (7,1 mm)
kaydedilmistir (Cizelge 3.2.1; Sekil 3.2.1). En uzun kok boyu ise 25°C” de T2
besi ortaminda (54,6 mm) en kisa kok boyu da 18°C’de ve T1 ortaminda (3,5
mm) belirlenmistir (Cizelge 3.2.1; Sekil 3.2.1).
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Cizelge 3.2.1. Fidelerin 20. giinde kdk-gévde boylart (mm)

18°C 25°C
Besi Ortami Kok Govde Kok Govde
Agar 12201 | 104=02 21201 14603
Y1 46<0.1 82 0.1 127204 | 121=01
T1 35+02 71203 10502 | 106=023
Y2 14501 96201 | 51601 | 144+0.1
T2 262+0.1 | 84=01 | 546=01 1301
60 1

vl
o

N
o

UZUNLUK (mm)
= N w
o o o

o

m Kok

H Govde

Sekil 3.2.1. Yirmi giinliik fidelerin kok-gévde boylari
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3.3. Fide Taze ve Kuru Agirliklarina iliskin Bulgular

Elde edilen sonuglara gore, 20. giiniin sonunda en yiiksek kok (79,2 + 0,3

mg) ve govde (148,5 £ 0,1 mg) taze agirhigi 25° C’ de ve Y2 besin ortaminda, en
diisiik kok (18+ 0,2 mg) ve govde (25,1« 0,1 mg) taze agirligt 18° C’ de ve A

ortaminda saptanmistir (Cizelge 3.3.1; Sekil 3.3.1). Ayni sekilde en yliksek kok
(7,2 £ 0,1 mg) ve govde (14,5 = 0,1 mg) kuru agirlhigi 25° C’ de ve Y2 besi

ortaminda, en diisiik kok (1,6 = 0.1 mg) ve gévde (2,3 + 0.1 mg) kuru agirlhigr 18°

C’ de ve A ortaminda gdzlenmistir (Cizelge 3.3.1; Sekil 3.3.1).

Cizelge 3.3.1. 20 giinliik fidelerin kok ve govde taze (TA) ve kuru (KA) agirliklar (mg)

18 °C 25°C
Besi Kok Govde Kok Govde
Ortami
TA KA TA KA TA KA TA KA
Agar 18+0,2 | 1,6+0.1 25,1+ 2,3+ 22+0.1 1,7+ 39,3+ 3,3+0.1
0,1 0.1 0.1 0,1
Y1 22+04 1,8+ 0,1 415+ | 3,9£0,2 | 495+ 42+ 72,9+ 6,9+ 0,1
0.3 0.3 0,1 0,3
T1 245+0.1 | 1,9£0,2 49,5+ | 3,6x£0,1 57,5 + 5,1+ 95,45 + 9,2+ 0,4
0.3 0.3 0,2 0.1
Y2 30+0,1 | 25+0,1 64,6 + 6,5+ 79,2 + 7,2+ 1485+ | 14,5+0,1
0,2 0,1 0,3 0,1 0,1
T2 31£0,1 |23+£0,3| 69,6+ 6.7+ 65,6 £ 6,9 + 1334+ | 13,4+0,1
0,3 0,2 0,2 0,1 0,1
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Sekil 3.3.1. 20 giinliik fidelerin kok-govde taze ve kuru agirliklar

3.4. Mikrogogaltimla Ilgili Bulgular

20 giinliik fidelerden (Sekil 3.4.1) kesilerek kiiltiire alinan siirgiin ucu
eksplantlarinda (Sekil 3.4.2), inkiibasyonun {igiincii haftasinda, yanal

tomurcuklarin uyandigi ve gelistigi gézlenmistir (Sekil 3.4.3).



Sekil 3.4.1. 25° C’ de T2 besi ortaminda yetisen 20 giinliik Origanum sipyleum fideleri
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Sekil 3.4.2. Mikrogogaltim igslemi i¢in alinan ve T2+1 mg/l BAP ortaminda inkiibe
edilen siirgiin uglari.

Sekil 3.4.3. 5 haftalik ilk altkiiltiiriin 3. haftasinda siirgiin ucu eksplantlarinda BAP

etkisi ile yanal tomurcuklarin uyanmasi.

[k altkiiltiiriin (yaklasik 5 hafta) sonunda eksplantlardan gelisen ortalama

stirglin sayilar1 hesaplanmis ve siirgiin boylar 6l¢lilmiistiir. Yapilan hesaplama ve
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Olctimler sonucunda her bir eksplant tizerinde siirgiin boyu yaklasik 1,8 + 0.4 cm

olan ortalama 3,7 + 0.3 siirgiin tespit edilmistir (Cizelge 3.4.1; Sekil 3.4.4).

Cizelge 3.4.1. Mikrogogaltim isleminde T2+1 mg/I
BAP ortaminda ilk ve ikinci altkiiltiirler sonunda elde
edilen siirgiin sayis1 ve boylar1

Altkiiltiir Siirgiin sayisy/ Siirgiin
explant boyu (cm)
L 37403 1,8 +0.4

2. 7,8+ 0,4 1,2+0,1
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Sekil 3.4.4. Bes haftalik ilk altkiiltiir siiresi sonunda yanal tomurcuklardan geligen
fideler (A, B).
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Birinci altkiiltiir islemini takip eden ikinci {i¢ haftalik alt kiiltiir sonunda ise
her eksplant iizerinde siirgiin boyu 1,2 + 0.1 cm olan 7,8 + 0.4 adet slirglin ortaya
cikmistir (Cizelge 3.4.1; Sekil 3.4.5).

Sekil 3.4.5. Ug haftalik ikinci alt kiiltiir sonunda mikrogogalmis fideler

3.5. Koklendirme Asamasina Iliskin Bulgular

Mikro ¢ogaltim isleminden sonra koklenmeleri amaciyla 0,5 mg/l ve 1 mg/1
IBA igeren T2 ortamina alinan bitkilerde 0,5 mg/l IBA’ nin kdklenme iizerine 1
mg/l’ IBA’ya oranla daha etkin oldugu goézlenmistir. 0,5 mg/l IBA igeren T2
(koklendirme) ortamindaki 3 haftalik altkiiltiiriin sonunda bitkilerin % 96’ sinda
ve 5,5 £ 0,2 cm uzunlugunda kokler gelisirken, 1 mg/l IBA igeren ortamdaki
bitkilerin sadece % 12’ sinde koklenme meydana gelmis ve kok boyu 1,6 + 0,1 cm
olarak Sl¢iilmiistiir (Cizelge 3.5.1; Sekil 3.5.1 ve 3.5.2).



Cizelge 3.5.1. T2 ortamina eklenen IBA’in 3 hafta sonunda mikropropage fidelerin koklenmeleri

uizerine etkileri

30

Besi ortam Koklenen Kok boyu Siirgiin sayis1 / Siirgiin boyu
(T2) bitkilerin %’si (em) eksplant (em)
0,5 mg/1 IBA 96 5,5+0,2 23,7+0,3 0,8+0,3
1 mg/l1 IBA 12 1,6 +0,1 - -
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Sekil 3.5.1. 0,5 mg/l IBA uygulanan bitkilerde 3 hafta sonundaki kok gelisimi ( A, B)
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Sekil 3.5.2. 1 mg/l IBA uygulanan bitkilerde 3 hafta sonundaki kok gelisimi

Koklenmenin tesvik edilmesi amaciyla uygulanan 0,5 mg/l IBA’ nin ayrica
fidelerin mikropropagasyonunu da tesvik ettigi ve 3 haftalik altkiiltliriin sonunda
her bir fideden 0,8 = 0,3 cm boyunda 23,7 + 0,3 adet siirgiin ortaya ¢iktigi
gozlenmistir (Cizelge 3.5.1 ; Sekil 3.5.3).
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Sekil 3.5.3. Koklendirme amagli uygulanan 0,5 mg/l IBA’ nin siirgiin ¢gogalimi iizerine
etkisi

3.6 Aklimatizasyon (sasirtma) Asamasina Tliskin Bulgular

Koklenen mikrogogaltilmis fideler aklimatizasyon amaciyla iki farkli
yetisme (transplantasyon) ortami igeren agzi kapakli macgenta kaplarina
aktarilmistir. Yetisme ortamlarindan kum: torf: perlit (1:1:1 v/v) karisiminda
fideler % 98, torf: perlit ( 1:3 v/v) karisiminda ise % 48 oraninda aklimatize

olmuglardir (Cizelge 3.6.1; Sekil 3.6.1).

Cizelge 3.6.1. Aklimatizasyon islemine iliskin elde edilen veriler

Transplantasyon ortami bilesenleri Aklimatize olan bitkilerin %’si

Kum : torf : perlit( 1:1:1 v/v) 98

Torf : perlit (1:3 v/v) 48
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Sekil 3.6.1. Kum : torf : perlit (1:1:1 v/v) igeren Macenta kabinda aklimatize
edilen fideler.

Aklimatize olan fideler daha sonra yine kum : torf: perlit (1:1:1 v/v) igeren
viyollerde sera kosullarina alinmis ve sera kosullarina alinan bitkilerin hayatta

kalma orani bes haftanin sonunda % 76 olarak hesaplanmistir (Sekil 3.6.2).
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Sekil 3.6.2. Sera kosullarinda hayatta kalan mikropropage bitkiler (A,B).
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3.7. Ucucu Yag Analizlerine iliskin Bulgular

Dogal ortamdan toplanan bitkilerin toprak iistii kisimlar1 (DB), ¢igekleri (C)
ve mikrogogaltilmis bitkilerin vejetatif kisimlart (MB)’ nin ugucu yag analizleri
GC/MS yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu islem sonucunda Origanum sipyleum
L. bitkisinin ucucu yaginda on sekiz bilesen karakterize edilmistir. Tanimlanan
bu bilesikler dogal bitkilerin ugucu yagmin %71,63° iinii, mikrogogaltilmis
bitkilerin ugucu yaginin % 99,22’ sini ve ¢icek ucucu yagmin % 90,52 sini
olusturmaktadir. Hem dogal bitkinin kisimlar1 (DB ve C) arasinda, hemde mikro
cogaltilmis bitkilerde (MB) wugucu yag bilesenleri acisindan farkliliklar

gbzlenmistir.

Yapilan analizler sonucunda dogal bitkilerin vejetatif kismmin ugucu yag

ana bileseninin  a-cadinol (% 23,41) (sekil 3.7.1),

H4C CHs

Sekil 3.7.1. a-Cadinol

mikrocogaltilmis bitkilerin ugucu yag ana bileseninin timol (% 48,55) (sekil
3.7.2),
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Sekil 3.7.2. Thymol

ve dogal bitkilerin ¢iceklerinden elde edilen ugucu yagin ana bileseninin

Germacrene-D (% 20,13) (sekil 3.7.3) oldugu saptanmustir.

S

-

-

o

T,

Sekil 3.7.3. Germacrene-D

Bitkilerin ugucu yag analizlerinin sonuglar1 ¢izelge 3.7.1° de verilmistir.
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Cizelge 3.7.1. Origanum sipyleum L.’un ugucu yag bilesenleri (MB: Mikropropage Bitki, DB:
Dogadan toplanan bitkinin toprak iistii kismi, C: Dogadan toplanan bitkinin ¢igekleri, RRI:

Relative Retention Indices).

RRI' T B Al e P
Metodlar:
1 | 1466,67 | - Pinen - 1,34 - GC, GC/MS
2 1511,70 | a- Copaen 1,41 - 6,22 GC, GC/MS
3 | 1544,68 | Linalool 1,28 - 7,95 GC, GC/MS
4 | 1555,32 | p-Cubabene - - 2,69 GC, GC/MS
5 | 1598,40 | Tymyl methyl ether 2,24 - - GC, GC/MS
6 1610,93 | Carvacrol methyl ether 4,67 - - GC, GC/MS
7 1612,02 | Terpinen-4-ol - 3,24 3,38 GC, GC/MS
8 | 1622,95 | trans-Caryophyllene 3,17 1,57 591 GC, GC/MS
9 |1696,72 | a-Humulen 0,57 - - GC, GC/MS
10 | 1701,69 | a-Terpineol - 7,42 GC, GC/MS
11| 1710,73 | 1- Borneol 2,00 3,49 2,27 GC, GC/MS
12 | 1735,00 | Germacrene- D 9,01 8,82 20,13 GC, GC/MS
13 | 1758,76 | Bicyclogermacrene 5,37 5,29 8,77 GC, GC/MS
14 | 1772,88 | o- Cadinene 2,80 2,98 8,56 GC, GC/MS
15 | 2137,87 | (+)- Spathulenol 6,69 6,67 - GC, GC/MS
16 | 2171,49 | Thymol 48,55 3,38 7,33 GC, GC/MS
17 | 2199,57 | Muralol - 6,87 - GC, GC/MS
18 | 2244,03 | a- Cadinol 11,46 23,41 9,89 GC, GC/MS
Total Ucucu yag 99,22 71,63 90,52
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Giliniimiizde gerek besin katki maddesi olarak kullanilan, gerekse de
icerigindeki etken maddeler nedeniyle tibbi éneme sahip ticari bitki tiirlerinin
dogadan toplanma yoluyla elde edilmesi, bu bitkilerin dogadaki popiilasyonlarini
tehlikeye atmaktadir. Bu tehlikenin boyutu endemik bitki tiirleri agisindan daha da
endise vericidir. Hem bu tehlikenin ortaya ¢ikisi, hemde hizla artan diinya niifusu
karsisinda yeni iiretim tekniklerine gereksinim duyulmasi, arastiricilar: alternatif
tretim teknikleri icin yeni prosediirler ortaya koyma yoluna ydnlendirmistir.
Bunun sonucunda da, hem ekonomik Oneme sahip, hem de endemik bitki
tiirlerinin gen kaynaklarinin korunmasini (Fay, 1992) ve ticari amagh klonal
cogaltimini (Debergh and Maene, 1981) amaglayan doku kiiltiirii calismalar1 son
yillarda diinya literatiirlerinde sik¢a yer almaya baglamistir (Chaturvedi et

al..2007).

Bizim g¢alismamizda da, Tirkiye i¢in endemik olan ve ucucu yaglarmin
iceriginde bulunan etken maddeler sebebi ile ayn1 zamanda tibbi 6neme sahip
Origanum sipyleum L. bitkisinin in vitro tohum ¢imlenme sartlari, doku kiiltiirii
tekniklerinden meristem kiiltiirli yolu ile mikro ¢ogaltim protokolii ve ayrica hem
dogal bitkide hem de mikropropage bitkilerde ugucu yag verimi ve ugucu yag

bilesenleri arastirilmistir.

Calismamizda ilk olarak sterilize fide elde etmek amaciyla dogadan
toplanan  bitkinin  tohumlar1  ¢imlendirilmistir.  Cimlenme  denemeleri
diizenlenirken de endemik olan bitkisel materyalimizin tohum ¢imlenmesi iizerine
farklh sicaklik ve besi ortamlarmin etkisi arastirllmistir. Bu amacgla agar, yarim
kuvvet MS (Y1), tam kuvvet MS (Y2), yarim kuvvet modifiye MS (T1) ve tam
kuvvet modifiye MS (T2) besi ortamlarina ekilen ve iki farkli sicaklik (18 ve 25°
C ) sartlarinda kiiltiire edilen tohumlarda ilk ¢imlenme, tiim guruplarda, 7. giinde

(bir haftanin sonunda) ortaya ¢ikmis ve 20. giinde sona ermistir.

Sonuglarimiza bakildiginda 20. giinde en yliksek ¢imlenme oraninin %
68,3 ile CaCl, igerigi arttirilmig olan modifiye tam kuvvet MS (Akcam ve
Yiirekli, 1993) (T2) besi ortaminda ve 18 °C sicaklikta gerceklestigi
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goriilmektedir. Bu sonug, ortamdaki nispeten yiiksek CaCl, varliginin bitkinin
cimlenme oranmini arttirdigi seklinde yorumlanabilir. Konuyla ilgili literature
bakildiginda, farkli bitki tiirlerinin tohum ¢imlenmeleri iizerine CaCl,’lin bu tiir
bir etkisinden sozedildigi goriilmektedir (Tobe et al., 2004). CaCl,’lin bu etkiyi
ortamda bulunan sodium, potasyum ve magnezyum kloriirlerin toksik etkisini
hafifleterek (ya da ortadan kaldirarak) gerceklestirdigi ileri siiriilmektedir (Tobe et
al., 2003). Ad1 gecen tuzlarin (sodium, potasyum ve magnezyum kloriir) Aristida
adscensionis ve Bassia dasyphylla bitkilerinde radikula ¢ikisinda toksik olduklari
belirtilmektedir (Tobe et al., 2003). Diger farkl: bitki tiirlerinde bu durum, yani
tuzlarin toksik etkisi, heniiz radikiil ortaya ¢ikmadan da gerceklesebilmektedir
(Hosseini et al.,2002).

En son ¢imlenmenin kaydedildigi 20. giinde yapilan kok-govde boyu ile
taze ve kuru agirlik Slgtimlerinden de anlasildigi iizere, ortamda CaCl,’iin
nispeten fazla bulunusu, tohumlarin ¢imlenmesiyle ortaya c¢ikan fidelerin
gelisimini de olumlu yonde etkilemistir (Cizelge 3.2.1 ve 3.3.1). Nitekim bitkinin
dogal yetisme ortamu (habitat) olarak kalkerli kayaglarca zengin bolgeleri seciyor
olmas1 da bu sonuc¢larimiz1 destekler niteliktedir. Ayrica Sahi (2009) ¢aligmasinda
CaCly’ un bitki gelisimi iizerine olumlu etkisinden s6z etmis, yine Cramer et al.
(1990) ve Jaleel et al. (2007) de calismalarinda kok biiyiimesi iizerine Ca’un

diizenleyici etkisini rapor etmiglerdir.

Ortam sicakligi yoniinden bakildiginda, en fazla ¢imlenme 18 °C’de
kaydedilirken, en 1yi fide gelisimi 25 °C’de belirlenmistir (Sekil 3.1.2. ve 3.2.2.).
Bu sonuglar da bize Origanum sipyleum bitkisinin ¢gimlenme i¢in nispeten diislik
sicakliga ihtiya¢ duydugunu, ancak fide gelisimi yoniinden mezofit oldugunu

distindiirmektedir.

Mikro ¢ogaltim denemelerinde, bitkinin 20 giinliik fidelerinin 0,5 cm’lik
tepe tomurcuklart 1 mg/l BAP iceren T2 ortamina yerlestirilmislerdir. Bu
ortamdaki bes haftalik birinci kiiltiir periyodu sonunda, her bir tepe
tomurcugundan her biri 1,8 cm boyunda 3,7 adet, siirgiin ortaya ciktig
gozlenmistir (Cizelge 3.4.1.). Ilk altkiiltiirii takiben yapilan ii¢ haftalik ikinci

altkiiltiir sonunda ise siirgilin sayisinin arttig1 ve her biri 1,2 cm boyunda 7,8 adet
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siirgiin olustugu bulunmustur. Sonraki ii¢ haftalik alt kiiltiirler (~ 5 ay) boyunca
siirglin ¢ogalim orani her eksplant igin ortalama 8 siirgilin olarak hesaplanmistir.
Bizim sonuglarimizi destekler nitelikte, Ueno ve Shetty (1998), Socorro et
al.,(1998) ve Moreno-Fortunato ve Avato (2008) adli arastirmacilar da
sitokininlerden benzyl amino purin’in, aynt miktarmin (I mg/l BAP), farkl
Origanum tirlerinin, doku kiiltiirlerinde ve ¢oklu siirgiin iiretiminde etkin

oldugunu rapor etmislerdir.

Yedinci altkiiltiiriin (~ 5 ay) sonunda mikrogogaltilmis fideler 0,5 ve 1 mg/l
IBA T2 besi ortamina aktarilmislardir. Oksinlerin, ¢esitli bitki tiirlerinde
koklenmeyi tesvik edici ajanlar olarak ¢alistigi bilinmektedir ( Thomas ve Philip,
2005). Goleniowski ve ark. (2005), siirglin ¢ogaltim ortaminda birlikte yer alan
BA (0,28 uM) ve NAA (0,53 uM)’nin O.vulgare ‘de kendiliginden kdklenmeye
yol actigin1 belirtmiglerdir. Bizim c¢alismamizda, 0,5 mg/l IBA igeren besi
ortaminda 3 haftalik altkiiltiiriin sonunda, fidelerin % 96 smin koklendigi
gozlenmistir. 1 mg/l IBA igeren besi ortamindaki fidelerin ise sadece % 12 sinde
koklenme kaydedilmistir. Bu sonuglardan, 1 mg/L BAP varliginda mikrogogalmis
Origanum sipyleum fidelerinin koklenmesinde, 0,5 mg/L. IBA’nin daha etkili

oldugu anlagilmaktadir.

Ote yandan kéklenmenin tesvik edilmesi igin uygulanan 0,5 mg/l IBA nin
koklenme ortamindaki fidelerin siirgiin sayisini, her eksplant i¢in ortalama 23.7
siirglin olacak sekilde arttirdigr gozlenmistir. IBA nin siirglin ¢ogalimi iizerine
benzer etkileri ¢esitli caligmalarla ifade edilmistir (Zhu et al., 2005; Azad et al.,
2006). IBA (Zhu et al., 2005) ve BAP ( Kadota and Niimi, 2003)’in devam eden
alt kiilttirler boyunca siirekli olarak kullanimu, siirgiin sayisinda artigsa yolagmakla
birlikte, ortaya c¢ikan siirgiinlerde “hiperhidrisite” denen asir1 sulu ve kirilgan
yapiya da sebep olmaktadir. Ayrica artan altkiiltiir sayisinin da bu duruma
katkisinin bulundugu ve narin yapili siirgiin sayis1 artiginin “rejuvenasyon’ olarak
adlandirilan birtakim fizyolojik degisiklerle aciklanabilecegi belirtilmektedir
(Webster and Jones, 1989).

Bu nedenle, koklenmis fideler (Sekil 3.6.1.), iklimlendirme asamasindan

once, herhangi bir bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen besi ortaminda bir kez
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alt kiiltire alinmiglardir. Park ve ark. (2008) da tekrarh altkiiltiirlerden sonra
fidelerin, reinvigorasyon (serpilme) i¢in, hormonsuz ortama aktarilmasinin yararl
oldugunu rapor etmektedir. Bu (hormonsuz) ortamda gegcirdikleri 3 haftalik 1
altkiiltiirden sonra koklenmis fideler torf: kum: perlit (1:1:1 v/v) ve torf: perlit (1:3
v/v) iceren agzi kapakli kiiltiir kaplarina (magenta) aktarilmislardir. Bu haliyle
biiylime odasinda 10 giin kalan kiiltiirlerin bu siire sonunda kapaklart agilmis ve
10 giin daha neme doygun bilyiime odasinda tutulmuslardir (aklimatizasyon).
Aklimatizasyon esnasinda benzer uygulama farkli arasgtirmacilar tarafindan da
onerilmektedir (Espinosa et al., 2006; Pola et al., 2007). Toplam 20 giinliik
stirenin sonunda fidelerin torf: kum: perlit (1:1:1 v/v) karistminda (% 98), torf:
perlit (1:3 v/v) karisimina (% 48) gore daha fazla hayatta kaldiklar1 saptanmustir.
Literatiire bakildiginda bitkilerin tarla kosullarina sasirtilmalarinda benzer
substratlarin kullanildig1 goriilmektedir (Zhang et al., 2007). Bu nedenle fideler
aymi siirenin (20 giin) sonunda torf: kum: perlit (1:1:1 v/v) igeren viyollerde
seraya aktarilmistir. Fidelerin sera sartlarinda gecirdikleri 5 haftanin sonunda %
76 oraninda hayatta kalmay1 basardiklar1 ve gelisim ve morfolojik karakteristikleri

acisindan anag bitkilere benzedikleri gozlenmistir.

Bitkinin gerek dogadan toplanan, gerekse mikropropagasyonla elde edilen
bireylerinde ugucu yag iceriginin belirlenmesi i¢in yapilan analizler sonucunda
onsekiz bilegsen tanimlanmistir. Bitkilerin ugucu yag ana bileseninin a-cadinol
oldugu saptanmis ve dogal bitkilerdeki o-cadinol miktarinin (% 23.41), mikro
cogaltilmis bitkilerinkinden (% 11.46) yaklasik iki kat fazla oldugu belirlenmistir
(Cizelge 3.7.1). o-cadinol miktarlar1 arasindaki bu fark, Alves-Pereira ve
Fernandes-Ferreira (1998)’nin da ¢alismalarinda vurguladig iizere, her iki gurup
bitkisel materyalin denemelerde kullanildiklar1 anda farkli gelisim fazinda
olmalarindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmiistiir. Analiz sonuglarina gore o-
cadinol’iin yani sira ikinci ana bilesenin timol oldugu ve mikro cogaltilmis
bitkilerin timol igeriginin (% 48.55), dogal bitkilerin toprak iistii
kisimlarindakinden (% 3.38) yaklasik 15 kat, cigektekinden (% 7.33) yaklasik 6
kat (Cizelge 3.7.1) ve yine Baser (2002) ’in 12 farkli lokaliteden topladigi
orneklerle yaptigr calismadan elde ettigi sonuclardan 3 kat fazla oldugu
belirlenmistir. Timol icerigindeki bu artis mikrogogaltim asamasinda kullanilan

sitokininin  etkisinden kaynaklantyor olabilir. Mikrogogaltilmis bitkilerde
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sitokininin s6zii gecen bilesigin biyosentezini tesvik ettii cesitli calismalarda

rapor edilmistir (El-Keltawi and Croteau, 1987; Farooqi et al., 1993).

Farkli Origanum tiirleri ile yapilan ¢alismalarda (Ieswaart, 1980) rapor
edilen karvakrol, bizim ¢alismamizda kullandigimiz, ne dogal bitkilerin toprak
iistii kistmlar1 ve ¢igeklerinde, ne de mikro ¢ogaltilmis bitkilerde bulunmamustir.
Fakat Ozkan ve ark. (2007), ayni tiiriin Konya’dan toplanan ornekleri ile
yaptiklar1 ¢aligmada, bu bilesigin iz miktarda (% 0.6) bulundugunu rapor
etmislerdir. Ayrica Baser (2002)’ de calismasinda bu bilesigin varligin1 rapor
etmistir. Adi gegen calismalarda bahsedilen aymi tilirtin farkli ekotiplerindeki
(ekolojik izolasyon sonucu bir tiiriin farkli populasyonlarinin farkli evrimsel
etkiler altinda farklilagmasi sonucu olusan irklari; ekolojik 1rk.) karvakrol
icerigindeki degisiklik, bitkilerin yetistigi yerdeki cografi ve ekolojik
farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir (Baser, 2002). Konya ilinden toplanan O.
sipyleum’ a benzer olarak, Socorro et al. (1998) da dogal ve mikro ¢ogaltilmis O.
bastetanum ile yaptiklar1 ¢alismada iz miktarda (% 0.7 den az) karvakrol varligini

rapor etmiglerdir.

Bizim ¢alismamizda elde edilen mikro ¢ogaltilmis bitkilerin ugucu yaginda
saptanan a-Humulen (% 0.57), ve dogal bitkilerin ¢i¢ceklerinden elde edilen ugucu
yagda saptanan B-cubabene (% 2.69)’e (Cizelge 3.7.1), yukarida sozii gecen
lokalitelerden toplanan bitkiler de dahil (Bager, 2002; Ozkan ve ark., 2007),
topladigimiz dogal bitkilerin toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagda
rastlanmamigtir. Farkli c¢alismalarda Ornegi kurutma kosullari, distilasyon
teknikleri, cografi ve iklimsel kosullar, genetik karakteristik ve bilyiime fazi gibi
parametrelerin de, bitki ugucu yag verimi ve ucucu yag icerigindeki
degisikliklerde rol oynadig1 rapor edilmistir (Vokou, Kokkini, and Bessiere, 1988,
1993; Tucker and Maciarello, 1994; Kokkini,1996).

Sonug olarak bu calisma ile Tiirkiye’ye endemik olan bir bitkinin in vitro
sartlarda klonal ¢ogaltimi icin gerekli sartlar ve ayrica in vitro elde edilen bu
bitkilerin dig ortama uyum i¢in ihtiya¢ duyduklar1 ¢evresel kosullar belirlenerek
tekrar edilebilir bir protokol ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica yapilan ugucu yag analizi

ile de bitkinin ugucu yag igerigi, ucucu yag bilesenleri ve bu bilesenlerin ugucu
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yagdaki miktarlar1 belirlenmistir. Gerek mikrogogaltilmis gerekse dogadan
topladigimiz bitkisel 6rneklerin ugucu yag icerigi analizinden ortaya ¢ikan bize
gore en Onemli sonug, mikrocogaltilmis bitkilerde timol biyosentezinin
kaydedeger olgiide artmis olmasidir. Thymol, bilindigi gibi, yemeklerde baharat
olarak kullanilmasinin yan1 sira, antifungal yoniiyle tibbi preparatlarda da ragbet
gormektedir (Filoche et al., 2005). Thymolle ilgili sonuglarimizdan hareketle,
sitokininle indiiklenmis mikropropagasyon protokoliiniin ayni zamanda,
Origanum’un diger tiirlerine nazaran diisiik etken madde (ugucu yag) icerigine
sahip oldugu belirtilen, O. sipyleum’un thymol igerigi acisindan zengin hatlarim

elde edebilmek i¢in uygun oldugu da sdylenebilir.
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