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OZET

Ziziphora persica BUNGE ve Thymus vulgaris L. TURLERININ IN VITRO
REJENERASYONU UZERINE FARKLI EKSPLANT TiPLERININ VE BiTKi
BUYUME DUZENLEYICILERININ ETKISI

UCA, Serhat
Yiiksek Lisans Tezi Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danigman: Sezgin Sancaktaroglu
Ocak 2017, Sayfa 63

Bu arastirma Tesadiif Bloklarinda Boliinen Boliinmiis Parseller Deneme Desenine gore
4 tekerrlirlii olarak Erzurum Dogu Anadolu Tarimsal Enstitiisii Doku Kiiltiirii
Laboratuvarinda yiiriitilmiistir. Calismada Ziziphora persica Bunge ve Thymus
vulgaris L. tiirlerinin siirgin ucu, yaprak ve hipokotil eksplantlart kullanilmisgtir.
Eksplantlar mikro ¢ogaltim amaciyla 5 farkli MS besi ortaminda (kontrol %5 sukroz, 1
mg/l Kinetin + 0.5 mg/l GA3, 0.5 mg/l NAA+ 3 mg/l BAP, 0.5 mg/l BA, 3 mg/l IBA +
0.01mg/1 Kinetin) kiiltiire alinmislardir. Bitkicikler 6 hafta siire ile uzun giin fotoperiyot
sartlarinda (16 saat aydinlik, 8 saat karanlik) tutulmustur. Alinan gézlemler: ilk siirgiin
vehyurme giin sayisi, bitki canlilik orani (%), siirgiin uzunlugu (mm), yan dal sayisi
(adet), bogum sayis1 (adet), bogum araligi (mm), yaprak sayist (adet), yaprak alani
(mm?), kék sayisi (adet), kok uzunlugu (mm), bitki yas agirligi (mg), bitki kuru agirh@
(mg) goézlemleri alimmistir. Calisma sonucunda Ziziphora persica Bunge tiiriiniin
incelenen bitki karakteristikleri yoniinden Thymus vulgaris L. tiiriine gore daha iyi
sonuclar verdigi belirlenmistir. Hipokotil ve siirgiin ucu eksplantlarinin yaprak
eksplantina gore daha olumlu sonuglar verdigi goriilmiistiir. Ziziphora persica BUNGE
tiiriiniin stirgiin ucu eksplantlarinda ilk siirglin gelisimi Kinetin + GA3 ortaminda 5.
giinden itibaren baglamistir. Besi ortamlarinda ise en iyi sonuglar Kinetin + GA3
ortamindan elde edilmis, hi¢ hormon icermeyen kontrol ortaminda da bitkilerin ¢ok
kolay gelistigi goriilmiistiir. Mikrogogaltim yoniinden ¢ok 6nemli olan bitki boyuna
bakildiginda en uzun bitkiler Ziziphora persica Bunge tiiriiniin siirgiin ucu eksplantinda
kontrol ortaminda (53.86 mm), ulasilmistir. En fazla yan dal sayist Thymus vulgaris L.
tirliniin hipokotil eksplantlarindan Kinetin + GAs ortaminda (10.00 adet), en yiiksek
bogum sayist ise Thymus vulgaris L. bitkisinin hipokotil eksplantinda kontrol ( %5
sukroz) ortaminda (5.75 adet) elde edilmistir.

ANHATAR KELIMELER: Thymus vulgaris L., Ziziphora persica Bunge Doku

Kiltiirti, in vitro, Siirglin Rejenerasyonu, Bitki Biiylime Diizenleyicileri.



ABSTRACT

THE EFFECT OF DIFFERENT EXPLANT TYPES AND PLANT GROWTH
REGULATORS ON IN VITRO REGENERATION OF Ziziphora persica BUNGE and
Thymus vulgaris L. SPECIES

Uca, serhat
Master Thesis Department of Field Crops
Thesis Adviser: Assist Prof. Dr. Sezgin SANCAKTAROGLU

January 2017, 63 Pages

This research was carried out in the tissue culture laboratory of Erzurum Eastern Anatolia
Agricultural Research Institute According to “The split-split plot design in randomized block”
with 4 replications. Shoot tip, leaf and hypocotyle explants of Ziziphora persica Bunge and
Thymus vulgaris L. species were used in the study. Explants were cultured on five different MS
media (control 5% sucrose, 1 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l GA3, 0.5 mg/l NAA+ 3 mg/l BAP, 0.5
mg/l BA, 3 mg/l IBA + 0.01lmg/l Kinetin). Plantlets were kept under long-day photoperiod
conditions (16 h light, 8 h dark ) for 6-week. Observations taken were days to the first shoot
apperarence, survival rate of planlets, length of planlets, number of branches, number and space
of nodes, number and diameter of leaves, number and length of roots, fresh and dry weight of
plantlets. As a result of the study, it has been observed that Ziziphora persica Bunge species had
better planlet characterstics compared to Thymus vulgaris L. species. Hypocotyl and shoot tip
explants had more positive results compared to leaf explants. The first shoot emergence started
on Kinetin+GA; media from shoot tip explants of Ziziphora species from 5" day of inoculation.
The best results were determined on Kinetin + GA; media and followed by control (5%
sucrose). Significant plantlet characteristics of microprapagation were determined as plantlet
length on control media from shoot tips of Ziziphora persica Bunge (53.86), highest number
branches on Kinetin+GA3z; media from hypocotyl explant of Thymus vulgaris L. (10.00) and the
highest number of nodes on control from hypocotyl explants of Thymus vulgaris L. species
(5.75).

Key words: Thymus vulgaris L., Ziziphora persica Bunge tissue culture, in vitro, exile

Regeneration, plant growth regulators.



ONSOZ VE TESEKKUR

Ulkemiz; bulundugu konum itibariyle tarimsal potansiyeli, iklim ve bitki
cesitliligi sayesinde tibbi ve aromatik bitkiler bakimindan zengin bir floraya sahiptir.
Bunlardan 6zellikle, Lamiaceae (Labiatae) familyas1 hem endemik hem de ekonomik ve
tibbi 6nemi olan aromatik bitkileri igermesi bakimindan oldukc¢a onemlidir. Labiatae
familyasi (yeryliziinde ~200 cins ve ~3200 tiir) tiirleri, eski ¢aglardan glinlimiize kadar
Halk arasinda tibbi ve baharat amaciyla, Halk ilac1 olarak gesitli hastaliklarin
tedavisinde, Gida endiistrisinde, Parflimeri ve kozmetikte yer alan bitkilerdir.
Gilinitimiizde de bu grup bitkiler Fitoterapi’de de pek cok preperatta bulunmaktadir.
Tiirkiye’de “kekik” olarak tanimlanan Lamiaceae familyasina ait pek ¢ok aromatik bitki
tiirii bulunmasina ragmen, 6zellikle ugucu yag1 karvakrol ve timol iceren tiirler ‘‘kekik’’
olarak kabul edilmektedir. Kullanilan kisimlar1 herbasi, yapraklart ve ugucu yagidir.
Kekik ¢ok iyi bilinen bir halk ilacidir. Ugucu yaginda karvakrol ve timol oldugundan
dolayr kekik kuvvetli antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Yine diger tibbi bitkilerde
oldugu gibi kekik ve benzeri bitkilerde kaliteli ve yeterli verimi saglamak i¢in kekigin
olumsuz etkenlerden korunmasi ve hizli ¢ogaltiminin yapilmas: gerekmektedir.
Gilinlimiize kadar yapilan geleneksel ¢cogaltim metotlariyla kekik ¢esitlerinin ¢ogaltimi
yapilmis ve bazi agronomik ya da kalite 6zellikleri 1slah edilmistir. Ancak, modern
biyoteknoloji metotlarinin kullaniminin yayginlagmasi ile hizli ¢cogaltim tekniklerinin
kullanimi miimkiin olmustur. Bu grup bitkilerde ¢aligsmalar yapan bir¢ok arastirmaci, bu
bitkinin hizli ¢ogaltiminda doku kiiltiirii tekniginin 6nemli oldugunu ve in vitro sartlarda
hizli gelisen ve rejenere olan bu gibi tiirlerinin vejetasyon siirelerini ¢ok kisa bir siirede
tamamlayabildigini belirtmislerdir. Bu durumun normal tarla sartlarinda uzun siirede
yetistirilebilen kekik ve kekik benzeri bitkiler karsilastirildiginda onemli bir avantaj
olarak da karsimiza ¢iktigini ortaya koymuslardir. Biitiin bu nedenlerle ¢alismamizda;
Lamiaceae familyasinin 2 cinsi ve tiirii olan Thymus vulgaris L. ve Ziziphora persica
Bunge bitkilerinden farkli bitki pargaciklarinin in vitro rejenerasyonunda degisik
hormon kombinasyonlarinin etkisi belirlenmeye calisilmistir. Calisma sonucunda elde
edilen veriler, daha sonraki tarla ve biyoteknolojik ¢aligmalar igin temel

olusturabilecektir.



Arastirma konusunun segilmesi, calismanin yiiriitilmesi, tez asamasina
getirilmesi ve tezin hazirlanmasinda yardimlarini esirgemeyerek her tiirlii destegi veren,
caligmanin son agamasina kadar her safthasinda benimle biiyiik bir titizlikle ilgilenen
Saygideger Hocam Yrd. Dog. Dr.Sezgin SANCAKTAROGLU’na, yakin ilgi ve
destegini gordiigiim Sayin Yrd. Dog. Dr. Ahmet Metin KUMLAY hocama laboratuvar
calismalarimda destek olan Sayin Dr. Canan KAYA’ya istatistik ¢alismalarimda bana
yardimci olan Dog. Dr. Ecevit EYDURAN hocama ve bitki teshisini yapan Dog. Dr.
Yusif ZEYNELOV hocama” ve Prof. Dr. Biinyamin YILDIRIM ve Yrd. Dog. Dr.
Koksal KARADAS hocama egitimimin her asamasinda maddi ve manevi destek

saglayan aileme tesekklirii bir borg bilirim.
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bulundugu ortamda eksplantinin gelisimi
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1. GIRIS

Ulkemiz bulundugu konum itibariyle tarimsal potansiyeli, iklim ve bitki
cesitliligi sayesinde tibbi ve aromatik bitkiler bakimindan zengin bir floraya sahiptir
(Ceylan, 1995; Baytop, 2000; Beyzi ve ark., 2010; Ozyilmaz ve Yarilan 2012; Yiicer ve
Altintag 2012).Yurdumuzun ii¢ floristik bolgenin birlestigi bir yerde bulunmasi bitki tiir
sayisinin fazla olmasina neden olmustur. Bunlar Avrupa-Sibirya Bolgesi, Akdeniz
Boélgesi ve Iran-Turan Bélgesi’dir. Tiirkiye’de bitki ortiisii bakimindan ii¢ farkli bélge
ayrt edilir. Kuzey Bolge, Bat1 ve Giiney Bolge, Orta ve Dogu Bolge'sidir. Bu nedenle
iilkemiz floras1 ¢ok eski yillardan giiniimiize kadar bir¢ok yerli ve yabanci bitki
toplayicilarinin ilgisini ¢ekmistir ve halen de ¢gekmeye devam etmektedir (Ceylan, 1995;
Baytop, 2000; Avci, 2005). Ulkemiz, barindirdign 12.000 civarinda bitki taksonuyla
diinya tizerinde zengin bir floraya ve 6nemli bir yere sahiptir (Erik ve Tarikahya, 2004;
Avci, 2005; Naghibi ve arkadaglar1 2005). Sifali bitkiler olarak anilan bir¢ok bitki,
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. (Baytop, 1999; Baser, 2001; Faydaoglu ve
Siiriiciioglu, 2011). Insanlar yiizyillardan beri bitkilerden hem temel besi kaynagi hem
de ilag olarak faydalanmuslardir. Tlk ¢aglardan giiniimiize kadar gegen zaman igerisinde
deneme yanilma yolu ile hangi bitkilerin yenilebilecegi, hangilerinin zehirli veya sifa
verici oldugu &grenilmistir (Baytop, 1999; Baydar, 2005). Diinya Saglik Orgiitiine
(WHO) gore, diinyada cesitli amaglarla kullanilan bitki sayist 20 000 civarindadir.
Bunlardan 4000’1 bitkisel ila¢ olarak yaygin bir sekilde kullanilirken, yaklasik
%10'unun ticareti yapilmaktadir (Sar1 ve Oguz, 2000). Tiirkiye tibbi bitkiler ihra¢ eden
onemli iilkeler arasindadir. Bu bitkiler genel olarak gesitli Giimriik Tarife Istatistik
Pozisyon (GTIP) numaralar1 altinda yapildigindan pek ¢ok bitki tiirii “digerleri” fash
altinda gosterildiginden adlar ile ihra¢ degerleri tam olarak bilinmektedir. Basta kekik
olmak tiizere bazi tibbi ve aromatik bitkiler tilkemizde ihra¢ edilmektedir. (Baytop,
1999; Sar1 ve Oguz, 2000). Tiirkiye’nin 2015 y1l1 itibariyle tibbi ve aromatik bitki ekilis
alan1 1004,863 dekar iken iiretim miktar1 12.992 tondur. (ttp://www.tuik.gov.tr 2015)
Tiirkiye Istatistik Kurumu kayitlarina gore Tiirkiye’nin Tibbi ve Aromatik Bitkiler
ihracat: ortalama 100-120 milyon dolar civarinda degismektedir (Oztiirk ve ark., 2012).
Ulkemiz, barindirdig1 zengin bir bitki gesitliligi i¢inde bulunan, Lamiaceae (Labiatae)

familyas1 hem endemik hem de ekonomik ve tibbi 6nemi olan aromatik bitkileri
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icermesi bakimindan olduk¢a onemlidir (Erik ve Tarikahya, 2004; Naghibi ve
ark., 2005). Labiatac familyas1 yeryiiziinde 200 kadar cins ve 3200 tiir ile temsil
edilmektedir (Baytop, 1996; Ellialtioglu ve ark., 2004; Tanker ve ark., 2007). Eski
caglardan glinlimiize kadar Lamiaceae familyasi tiirleri halk arasinda tibbi ve baharat
amaciyla kullanilmigtir (Baytop, 2000; Naghibi ve ark., 2005). Dioscorides’in “Materia
Medica” adli eserinde yer alan bitkilerden 40 kadar1 Lamiaceae familyasina aittir
(Baytop, 2000). Lamiaceae familyasina ait bitkilerin ¢ogu halk ilaci olarak cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmalarinin yani sira, tipta gida endiistrisinde, parfiimeri
ve kozmetikte yer alan bitkilerdir. Ayrica giiniimiizde bu familyaya ait bitkilerin
Fitoterapi’de kullanilan pek ¢ok preperatta da bulundugu bilinmektedir (Saleem, 2000).
Tiirkiye’ de yayilis gosteren Lamiaceae familyasina ait cinsler Cizelge 1.1°de
sunulmustur. Tiirkiye’de “kekik” olarak tanimlanan Lamiaceae familyasindan pek ¢ok
aromatik bitki tiirii bulunmasina ragmen, 6zellikle ugucu yagi karvakrol ve timol i¢eren
tirler “‘kekik’’ olarak kabul edilmektedir (Baser, 1994; Bayram, 2003; Arabaci ve ark.,
2012; Bayram ve ark., 2012). Bunlar Origanum, Thymus, Satureja, Coridothymus ve
Thymbra cinsine ait 6nemli kekik tiirlerdir (Baser, 2001; Sar1 ve Oguz, 2002; Bayram,
2003; Altundag ve Aslim, 2005).

Cizelge: 1.1. Tiirkiye’de yayilis gosteren Lamiaceae familyasina ait cinsler (Davis
1982).

1. Ajuga 17. Marrubium 33. Acinos

2. Teucrium 18. Sideritis 34. Micromeria
3. Rosmarinus 19. Stachys 35. Cyclotrichium
4. Lavandula 20. Melissa 36. Thymus

5. Prasium 21. Nepeta 37. Coridothymus
6. Scutellaria 22. Glechoma 38. Thymbra

7. Melittis 23. Dracocephalum 39. Mentha

8. Eremostachys 24. Lallemantia 40. Lycopus

9. Phlomis 25. Hymenocrater 41. Ziziphora

10. Lamium 26. Hyssopus 42. Salvia

11. Wiedemannia 27. Prunella 43. Dorystoechas
12. Galeobdolon 28. Origanum 44. Elsholtzia

13. Galeopsis 29. Pentapleura 45. Ocimum




14. Leonurus 30. Satureja 46. Perilla
15. Moluccella 31. Calamintha 47. Lophanthus
16 Ballota 32. Clinopodium

Kekik ozellikle Kuzey Afrika, Avrupa ve Kuzey Amerika i¢in ekonomik 6nemi
giderek artmakta olan, dogrudan gilines 15181 alan ve toprak sicakliginin fazla oldugu
kayalik ve daglik bolgelerde yaygin olarak goriilmektedir (Benli ve Yigit, 2005).
Antibakteriyel ve antiviral O6zellikleri nedeniyle Misirlilar tarafindan sterilizasyon
amacl kullanilan kekik sakinlestirici, uyarici, karin agris1 giderici gibi cesitli 6zellikleri
olmasi sebebiyle de diinya genelinde yaygin olarak iiretilmektedir. Astim, bronsit,
oksiiriik, bogmaca, kuru 6kstiriik ,damar sertligi, diyare ve romatizma tedavisinde ekstre
tentiir veya infiizyon seklinde kullanilir (Tanker ve ark., 2007; Fakili, 2010). Onemli bir
ucucu yag bitkisi olmasi ve Tirkiye’nin Diinya kekik ihtiyacinin ¢ok biiyik bir
bolimiinii karsilamas: nedeniyle ekonomimiz i¢in dnemli bitkilerden biridir. (Bayram,
2003; Fakili, 2010;). Kekik cinsinden elde edilen ugucu yagda ana bilesenler olarak 6ne
cikan “karvakrol” bileseninin antibakterial (bakteri o6ldiiriicli), antifungal, (mantar
Oldiiriici) antihelmintik, (bagirsak solucani disiiriicii) insectisidal, (bocek oldiirticii)
analjezik (agr1 kesici) ve antioksidan etkisi vardir. Diger ana bilesen olan “timol”
bileseninin ise fenollere gére 30 kat daha fazla antiseptik etkisi ve 4 kat daha az toksik
etkisi bulunmaktadir. (Baytop, 1999; Baser, 2001; Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011).
Endiistriyel agidan (ilag¢ ve kozmetik sanayinde, gida sektoriinde, vb.) olduk¢a 6nemli
olan kekik bitkisi, igerdigi fenolik bilesikler nedeniyle pek ¢ok arastirmacinin ilgisini
cekmis, ancak kekik bitkisi tiizerine yapilan calismalar, fenolik bilesenlerin
tanimlanmasina ve mikrobiyolojik etkilerinin degerlendirilmesine odakli kalmistir.
Kekik oncelikle baharat olarak kullanilir. Yagl ve agir yemeklerin tadin1 zenginlestirir,
sindirimi kolaylastirir. Sifali bitki olarak kekigin halk arasinda genel kullanim sekilleri
soyledir: Oncelikle kramp ¢oziicii, dezenfekte edici ve balgam soktiiriicii olarak
kullanilmaktadir. Kekigin baglica etki alanlar1 akciger, bronslar, mide ve bagirsaklardir.
Bitkinin 6nemli etken maddesi olan eterli ucucu yaglar kana karisip, bronsiyal kaslari
etkiler, kramplari ¢6zer. Ayni zamanda o bolgelerde bakteri olusumunu da Onler.
Oksiiriik ve {ist solunum yollar1 iltihabinda cay i¢imi ve gargara bigiminde

kullanilmaktadir. Kekik istah agar ve sindirim sistemini uyarir. Sindirim sisteminde



goriilen agrilara ve eksimeler kekik cay1 iyi gelmektedir. Bunun yaninda bogmaca ve
oOksiiriik, romatizma sinir sistemine ve bagirsak hastaliklarima karsi kullanilmaktadir.
Bitki ¢ay1 olarak tiiketilir ve kekik banyolar1 da cok yararhidir. Kekik c¢ayr adet
kanamalarin1 ~ dengelenmektedir. Adet  zamanlarindaki ~ kramph agrilar

gecirilebilmektedir. Ergenlik sivilceleri kekik sayesinde iyilestirilebilmektedir.
Kekik cay1 icimi ve kekikle karistirilmig bal yenmesiyle viicut giiclendirilebilmektedir.
Romatizmal agrilar, sinirsel rahatsizliklar ovmak suretiyle kekik tentiirii ile tedavi
edilebilir. Sicak kekik yastiklar1 agrili bolgenin iistiine konularak biiyiik rahatlamalar
gerceklestirilebilir. Bagka bitkilerle karigtirilarak — kekikten, Okstirik ve mide
rahatsizliklarinda daha da basarili olarak faydalanilabilmektedir (Baytop, 1999;
Eroztiirk, 2000).

Tiirkiye’de ¢ok sayida kekik tiirii bulunmaktadir. Akdeniz bolgesindeki tilkeler
icinde Ozellikle Tiirkiye, Avrupa ve Asya kitalari arasinda koprii gérevi goren benzersiz
yerlesimi ve ekolojik faktorlerin ¢cok kisa mesafelerde bile oldukga biiyiik farkliliklar
gosterebildigi topografik ve iklim 6zelliklerine sahiptir. Bu 6zelliklere bagl olarak pek
¢ok cins ve seksiyonun orijin ve farklilasim merkezinin Anadolu’da olusu, ekolojik ve
fitocografik farklilagmanin sonucu olarak tiir endemizminin yiiksek olmasini saglamistir
(Tan, 1996; Dagct ve ark., 2002). Yurdumuzda Thymus cinsinin 40 kadar tiiri
bulunmaktadir (Zeybek ve Zeybek, 1994; Baytop, 1996; Tanker ve ark., 2007). Igdir
ilinde ise yetisen Thymus tiirleri (Thymus fallax fisch&mey., Thymus kotschyamus
boiss-hohen.subsp.glabrescens boiss., Thymus migricus klokov&des-shost, Thymus
praecox opiz. Subsp. grassheimii (Roniger) jalas var. Grassheimii., Thymus
transcaucascus roninger), genellikle Igdir ilinin Tuzluca ilgesininin kayalik
yamaglarinda yetismektedir. Thymus fallax, yaparaklarinin boyu eninin 3 katindan
fazladir. Thymus kotschyamus, yaparaklarinin boyu eninin 3 katindan azdir. Thymus
transcaucasicus Kars ilinde de bilinen nadir goriilen bir tirdiir. Bu tiiriin ayirt edici
ozelligi nokta seklindeki guddelerinin seyrek ve soluk renkte olmasidir. Thymus
praecox tirii ise Igdir’in Aralik ilgesinde bulunmaktadir. Bu tir de morfolojik
Ozelliklerinin farklilig1 sebebiyle diger kekik tiirlerine gore ayirt edici 6zellige sahiptir.
Ciinkii ¢icekli dallart siirtiniicii dallardan ¢ikmis sekildedir ve kaliks mor renktedir. Tim

tiirlerinin kullanimi ise benzer sekilde toprak iistii kisimlari kaynatilarak, posast bel
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finginda haricen yaki olarak kullanilmaktadir, ayn1 zamanda tansiyon disiiriicti, kurt
disiirticti, gaz giderici, iltihap sokiiclidiir. Bebeklerin bagirsak sancilarinda
faydalanildigi gibi kanser hastalarinda da kullanilmaktadir. Igdir genelinde de tiim kekik
tiirlerinden yemeklerde de baharat olarak faydalanilmaktadir (Altundag, 2010).

Kuzey Yarimkiire'de ve ozellikle Akdeniz bolgesinde yayilis gosteren gevresel
sartlara oldukca toleransli olmasi sebebiyle “Bahge kekigi” olarak da bilinen Thymus
vulgaris L. bir veya ¢ok yillik otsu bitki veya ¢ali seklinde bulunan bitkilerdir (Davis,
1982; Baytop, 1999; Zeybek ve ark., 2002). Thymus vulgaris L. yagi, antiseptik 6zellik
gosteren timol ve antifungal ozellik gosteren karvakrol olmak iizere tipta, ilag
yapiminda yaygin olarak kullanilan ugucu yaglarin kaynagi olarak degerlendirilir.
Beyaz, pembe veya mor renkte ¢igekleri siis bitkisi olarak, bitkinin govdesi ise ¢esitli et,
balik, sebze yemeklerinin ve ekmeklerin tatlandirilmasinda kullanilir. Endiistriyel
acidan (ilag ve kozmetik sanayinde, gida sektoriinde, vb.) oldukga 6nemli olan Thymus
vulgaris L. bitkisi, igerdigi fenolik bilesikler nedeniyle pek ¢ok arastirmacinin ilgisini
¢ekmis, ancak Thymus vulgaris L. bitkisi {izerine yapilan ¢alismalar, fenolik bilesenlerin
tanimlanmasina ve mikrobiyolojik etkilerinin degerlendirilmesine odakli kalmistir.
Thymus vulgaris L bitkisi sindirimi kolaylastirir, kramp ¢oziicli, dezenfekte edici ve
balgam soktiiriicii olarak kullanilmaktadir. Akciger ve bronslar, mide ve bagirsaklar,
baglica etki alanlaridir. Bitkinin 6nemli etken maddesi olan eterli ugucu yaglar kana
karisip, bronsiyal kaslar1 etkileyerek, kramplar1 ¢oziicii 6zelliktedir. Ayn1 zamanda o
bolgelerde bakteri olusumunu da &nler. Oksiiriik ve {ist solunum yollar1 iltihabinda cay

igimi ve gargara bigiminde kullanilmaktadir (Baytop, 1999).

Halk arasina ve Tunceli yoresinde kekik olarak anilan Ziziphora cinsinin (Dogan
ve Tuzlaci, 2015) genel olarak adi dag reyhani olarak bilinir (Baytop, 2007). Diinyada
Akdeniz tilkeleri basta olmak {izere bu cins, Dogu ve Bat1 Asya, Orta Avrupa ve Kuzey
Afrika’da yayilis gostermekte olup yaklasik 19 tiir ve 31 taksonla temsil edilmektedir
(Tablo 1.2). Tirkiye florasinda 5 tiir 6 taksonla temsil edilmektedir (Selvi 2011).
Lamiaceae familyasinin {ilkemizde Ziziphora clinopodioides lam, Ziziphora capitata L.,
Ziziphora taurica bieb, Ziziphora persica Bunge ve Ziziphora tenuior L. olmak {izere

bes tiirli bulunmaktadir (Deniz, 2007). Ziziphora persica Bunge tek yillik, govde 5-20



cm olan, kisa dikenli, genellikle her nodda dallanmaya sahip, yapraklar: linear-lanseolat
ile dar eliptik arasinda olan bir tiirdiir. Cigek diizeni yogun, subkapitat, yaumurtamsi sivri
bir u¢ seklinde olan altta bulunan brakteleri yapraklara benzemekle birlikte kimi zaman
daha genis olan, istteki brakteleri ise dar olup, daha kisadir. Kaliks 8-10 mm.
uzunlugundayken; korolla soluk mavi renge veya lavanta rengine ve 10-12 mm.
uzunluguna sahiptir. Dagilis alanlar1 ise Kars’in Kagizman ilgesinde Igdir’in Tuzluca
ilgesinde yayilis alanlarina sahiptir (Davis, 1982) Ziziphora clinopodioides disindaki
tim Ziziphora tyeleri tek yilliktir. Cogunlukla aromatik 6zellik gosterirler. Bu
ozellikleriyle Anadolu” da halk arasinda “nane ruhu” gibi isimlerle ¢ay olarak
kullanilmaktadir (Deniz, 2007). Igdir ilinde yetisen Ziziphora tiirleri ise Ziziphora
clinopdioides lam. ve Ziziphora tourica Bieb. Subsp. tourica Igdir’in Tuzluca ilgesinde
kayalik yamaglarda ve steplerde yetisir. Kullanimi ise toprak iistii kisimlar1 kullanilir
Infiizyonu, gaz giderici, istah acici, mide agrisinda dahilen kullanilir. Ziziphora tourica
tirti yiiksek tansiyonda da kullanilir. Ayrica Ziziphora clinopdioides tiiriiniin ¢i¢ekli
dallar1 baharat olarak yemeklerde lezzet vermesini saglamak iizere kullanilir (Altundag,
2010). Ziziphora persica Bunge'nin kimyasal bilesenleri pulegon, sis-izopulegol, sineol,
timol, a pinen ve B pinen, piperitenone, terpenoidler ve flavonoidler gibi bilesenlerden
olusmustur. (Naghibi ve ark., 2005). Bu bilesenler sayesinde Ziziphora viral
hastaliklarin tedavisinde kullanilir (Khodaparast ve ark., 2007).

Tibbi bitkiler ile ilgili ¢aligmalar yapan birgok arastirici, normal tarla sartlarina
gore, bu bitkinin hizli gogaltiminda doku kiiltiirii tekniginin 6nemli oldugunu ve in vitro
sartlarda hizl1 gelisen ve rejenere olan tibbi bitki tiirlerinin vejetasyon siirelerini ¢ok kisa
bir siirede tamamlayabildiginden doku kiiltiirii yonteminin daha avantajli durumda
bulundugunu belirtmektedir. Ayrica, ¢ok 6nemli bir nokta bulunmaktadir ki o da diinya
tizerindeki tlim bitki tiirlerinin 1/3’iline karsilik gelen yaklagik 100 bin bitki tiiriiniin
dogada c¢oktan kayboldugu veya kaybolma tehlikesi ile kars1 karsiya kaldig: bilgisidir.
Akdeniz havzasi 6000’den fazla endemik tiir ve 360’tan fazla kiiltiire alinmus tiirle ¢ok
bliylik bir bitki zenginligine sahip olmasina ragmen ciddi bir genetik erozyon riski ile
yiizlesmektedir (Thorpe, 2007). Bu durum, bitki doku Kiltiirii yontemini giindeme
getirmistir Bitki doku Kiltiirii yontemi, ilk defa 1900’1l yillarin baglarinda yapay bir

besi ortaminda, aseptik sartlarda, hiicre, doku veya organ gibi ¢esitli bitki kisimlarindan,
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151k sartlarinda ve kontrollii sicaklik altinda yeni doku, bitki veya bitkisel {iriinlerin elde
edilmesi amaglanmistir (Thorpe, 2007). Giiniimiizde de her gecen giin artacak sekilde
doku kiiltiirii caligmalar1 devam etmektedir. Mevcut cesitlerde genetik farkliliklarin
olusturulmasi, kaybolmakta olan tiirlerin korunmasi ve geleneksel yontemlerle
tretilmeleri zor olan tiirlerin rutin olarak c¢ogaltilmasinda ve yeni g¢esitlerin

gelistirilmesinde in vitro ¢ogaltim ydntemlerinden faydalanilmistir. In vitro
cogaltim yoOntemlerinden ‘“organogenez” yonteminde, bitki gelisimi gesitli oksin ve
sitokininler kullanilarak, yaprak veya kotiledon gibi meristematik tomurcuk icermeyen
cesitli bitki parcalar ilizerinde, dogrudan “direkt organogenez” veya kallus (organize
olmamis hiicre kiimeleri) olusumunu takiben dolayli olarak “indirekt organogenez”
tesvik edilir. Bu sekilde elde edilen bitkilerde, farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime
diizenleyicileri kullanilarak, hiicre ve dokulara baski uygulanarak gévde olusturmak
lizere yeniden organize olmaya zorlanma nedeniyle, genetik farkliliklar
olusabilmektedir (Gtirel, 1997). Buna karsilik, “mikrocogaltim” yonteminde gévde ucu
ve tomurcuk gibi meristematik biiylime boélgelerinde tam bir bitki olusturma 6zelligine
sahip olan, bitki biiylime diizenleyicileri varhiginda, ¢oklu govdelerin gelisimleri ve
cogalmalar1 tesvik edilir ve boylece elde edilen govdelerde genetik kararlilik yiiksek
oranda korunur (Goniilsen, 1987; Kumlay, 2005).

Kaya (2011) yaptig1 doktora ¢alismasinda Giirel ve Ucgar-Tiirker (2001)’e atfen
bu sekilde elde edilen kiiltiirlerin 4-5 haftalik periyodik alt kiiltiirleri yoluyla,
laboratuvar ortaminda, ¢ok kisa siirede, yiizlerce klonal bitki elde etmenin olabilecegine
vurgu yapmistir. Bu ¢alismada Labiatae familyasinin iki farkli cinslerinden olan Thymus
vulgaris L. ve Ziziphora persica Bunge tiiriinden alinan farkli bitki parg¢aciklarmin in
vitro rejenerasyonunda degisik hormon kombinasyonlarinin etkisi belirlenmeye
calisilmistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler 1s181inda yeni BBD kombinasyonlari
denenip daha etkili sonuglar alinabilecek ve daha sonraki gen transferi ve tarla

calismalari i¢in temel olusturabilecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Erdag ve Yiirekli (2000) Thymus siplyeus Boiss. (Lamiaceae familyasi)
bitkilerinin In vitro’da iiretimi i¢in yeni bir ydntem denemisler ve in vitro da gelistirilen
fideciklerin 0.4 mg/l NAA + 3 mg/l BA ilave edilmis MS ortamina aktarildiklarinda
kallus meydana getirdiklerini bildirmislerdir. Ayrica, iki hafta siiresince bu ortamda
tutulan bitkiciklerin ¢oklu siirglin verdiklerini ve dordiincii alt kiiltiire almadan sonra

koklenme meydana getirdiklerini bildirmislerdir.

Bayram (2003) Tiirkiye’den ihrag¢ edilen Origanum tiirlerinin basinda ise
Origanum onites L, Origanum minuti florum Schwrd et Davis, Origanum majorana L.,
Origanum syriacum var. bevanii (Holmes) letswaart, Origanum vulgare ssp. hirtum
(Link) Iestwaart’in geldigini ve Izmir kekigi (Origanum onites L.)’nin énemli bir paya
sahip oldugunu belirterek, Origanum onites tiiriniin Ege bdlgesinde tariminin

yapildigina vurgu yapmustir.

Ozkum (2006) yaptig1 bir calismada, Sideritis stricta Boiss. &Heldr. ve
Origanum  minutiflorum 0. Schwarz& P.H. Davis’in  mikrogogaltimini
gerceklestirmistir. In vitro kosullarda ¢imlendirilmis fidelerden alinan yaprak pargalari
ve govde eksplantlari (hipokotil, tek bogum ve siirgilin ucu), degisik 6 (BAP) (0.0, 1.0,
2.0 ve 3.0 mg/l ve (NAA) (0.0, 0.1 ve 0.5 mg/l) kombinasyonlarini igeren Murashige ve
Skoog (MS) ve Gamborg (B5) ortamlarinda kiiltiire almistir. Elde edilen siirgiinlerin alt
kiiltiir denemelerinde BAP (0.0, 1.0, 2.0 ve 3.0 mg/l) ve NAA (0.1 mgl)
kombinasyonlarin1 veya kinetin (2.0 ve 3.0 mg/l) ve BAP (2.0 ve 3.0 mg/l) iceren MS
ve B5 ortamlari, koklendirme denemeleri icin 0.0, 1.5, 3.0, 4.5 ve 10 mg/l indol-3-
butirik asit (IBA) iceren MS ve B5 ortamlar1 kullanmistir. Calismasinin sonucunda, MS
besi ortaminda kiiltire alman O. minuti florum tohumlarinin % 100 oraninda
¢imlendigini tespit etmistir. MS besi ortaminda ¢imlendirilen ve biiyiitiilen 30-40
giinlik fidelerden aliman tek bogum eksplantlar1 kullanilan tiim hormon
kombinasyonlarinda siirgiin olusumu bakimindan basarili eksplant oldugu, en basarili
hormon kombinasyonu ve ortamin ise 2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA, 1.0 mg/l BAP +
0.1 mg/l NAA ve 3.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA kombinasyonlarini igeren MS

ortamlar1 oldugunu belirlemistir. 1., 2. ve 3. alt kiiltlirlerde en fazla siirglin olusumu 2.0



mg/l BAP iceren ortamda gergeklesmis ve sirasiyla eksplant bagina ortalama 3.04, 3.73
ve 1.42 adet siirgiin olugsmustur. 3 alt kiiltiir sonunda ¢ogaltim katsayis1 42.99 olarak
tespit etmistir. En yiiksek kok olusumu 3.0 mg/l IBA igeren MS ortamindan elde
etmistir. Koklenen stirgiinleri dis kosullara basariyla aktarilmis %58 canlilik oranini

belirlemistir.

Debnath at al. (2006) biyoteknolojik metodlarin; tehlike altinda bulunan tibbi
bitkilerin sec¢iminde, c¢ogaltiminda ve muhafazasinda Onemli araglar oldugunu
belirtmislerdir. Bitki doku kiiltiirii teknikleri standart kalitede, fitofarmasotik {iriinler
elde etmede, tibbi bitkilerin kiitlesel {retiminde, bitki materyalinin fizyolojik
karakterizasyonunda ve aktif bilesen analizinde 6nemli kapilar agtigini belirtmislerdir.
Aragtiricilar  ayrica, bitki eksplantlarinin  oksin ve sitokininlere tepkilerinden
organogenesiz ve embiryogenesiz yoluyla yeni bitkilerin elde edilebilecegini

gostermislerdir.

Deniz (2007) Tirkiye’deki Ziziphora cinsini olusturan taksonlarin filogenetik
iliskilerini ve taksonomik pozisyonlarini ortaya koymak i¢in bir ¢aligma yliriitmiigler ve
calisma sonucunda  Ziziphora cinsine ait tirleri yine kendi aralarinda
gruplandirmislardir. Van yoresinden toplanan Ziziphora taurica ssp. clenioides (E)
ornegi morfolojik olarak diger Ziziphora taurica ssp. cleonioides orneklerinden olan
farkli molekiiler yontemlerle agiga ¢ikartilmig ve bu Ornegin bir alttiir oldugunun

diistiniilmesini saglamistir.

Chaturvedi at al. (2007) yaptiklar1 bir derleme caligmasinda, tibbi bitkilerin
doku kiiltiirii ile iiretilebilme imkanlari tizerine arastirma yapmis, ve dogadan toplanilan
tibbi bitkilerin genetik kapasitelerini muhafaza etmek icin ¢evre sartlarini standardize
edilmesi gerektigini ve bunun igin in vitro ¢alismalarmin uygun oldugunu
belirtmislerdir. Derlemede kinetin hormonunun kesfi ile yapilan doku kiiltiiriiniin tiitiin
bitkisinde ve daha sonraki asamalarda kinetin-oksin oranini ayarlamak suretiyle havug
bitkisinde siirgiin ya da kok gelisiminin kontrol edilebilecegini gostermislerdir. Ayrica,
bitki eksplanti olarak hipokotil, koleoptil yapraklari, siirgiin ucu, floem hiicreleri,
somatik kallus dokulari, sap pargalari gibi eksplantlar1 da kullanabilecegini ifade

etmislerdir. Bunu yaninda ¢ok sayida arastirmaci tarafindan yapilan, kok ya da yaprak



segmentlerinin, bogum aralarinin, embriyolarin, meristemlerin, rizomlarin, yumru ya da
soganlarin, petiollerin in vitro sartlarinda, BBD ilave edilmis MS ortaminda iyi bir
sekilde siirgiin verdigini belirtmislerdir. Arastiricilar ayrica siirgiin ucu ve sap
bogumlarindan gelistirilen Thymus vulgaris L. bitkiciklerinden sadece 5 ay igerisinde
bir eksplanttan yaklagik 22 bin bitkinin elde edildigini ve elde edilen bu bitkilerinde
toprakta basarili bir sekilde gelistigini saptamiglardir.

El-Makawy et al. (2008) bir ¢aligmalarinda, Thymus capitatus L. bitkisinden
alinan siirgiin uglar1 ve bogum kesimlerinin in vitro ¢ogaltimlarin1 yapmislardir. Alinan
eksplantlar MS ortaminda, sitokinin gesitli konsantrasyonlarinda ya tek olarak ya da
farkli kombinasyonlarla kiiltiire almislardir. Coklu siirgiin rejenarasyon yoniinde en iyi
sonug, slirglin u¢larinin alt1 hafta boyunca kiiltiire alindig1 1 mg/l BA+0.01 Zeatin ilave
edilmis MS ortamindan elde etmislerdir. Arastiricilar, siirglin rejenarasyon kiiltiiriinden
elde ettikleri en yiiksek koklendirme oranini (%100) 3mg/l IBA igeren 2 MS
ortamindan  bulmuglardir. Cogaltilan  bitkicikleri sera ortamindaki topraga

aktarmislardir.

Affonso at al. (2009) in vitro’da Thymus vulgaris L. bitkisinde biomas
iiretiminde bitki biiyiime diizenleyicisinin (BBD) etkisini inceledikleri ¢alismalarinda
(IAA), (BA), Zeatin (ZEA) ve (KIN), BBD’lerinin kok biomas iiretimi ve ugucu
bilesikler iizerine etkilerini incelemislerdir. En yiiksek biomas siirglin gelisimi 5.0 uM
konsantrasyondaki BA’den buna karsin IAA’in test edilen biitiin konsantrasyonlarinda

en yiiksek koklendirme oranina, (%100) ulastiginmi bildirmislerdir.

Daneshvar-Royandezagh at al. (2009) Tiirkiye’nin giiney dogu bolgesinde
toplanan bahge kekiginin kotiledon bogumunun mikro ¢ogaltimini yapmuislardir.
Calismada 0.05 mg/l TDZ 0, 0.01, 0.02, 0.04, 0.08 ve 0.12 mg/l NAA kullanmislardir.
Daha sonra gelisen siirgiinleri 0.5 mg/l IBA iceren koklendirme ortamina aktarmislar,

koklendirilen bitkiciklerin tiimii adaptasyon igin seraya aktarmiglardir.

Oziidogru ve ark. (2011) Thymus vulgaris L. ve T. longicoalis L. kekik
tirlerinin geng ve olgun eksplantlarindan stabil siirgiinler elde edebilmek igin in vitro

sartlarinda bir ¢alisma yiiriitmuslerdir. In vitro’da gelistirilen Thymus vulgaris’in siirgiin
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uclart BA, KIN ve thidazuron (TDZ)6-benzyladenine, kinetin ve gibi sitokininlerle ya
tek basina ya da oksinlerle kombinsayon halinde gelismeye tabi tutulmus ya da GA3
ve/veya glimiis nitrat gibi kimyasallarla in vitro’daki siirglin gelisimini belirlemeye
calismislardir. Optimum siirgiin gelisimini (rejenerasyon orani %97, eksplant basina
slirgiin sayis1 8,6) yari katt MS ortam1 1 mg/l kinetin, 0.3 mg/l GA3 ilave edilmis besi
yerlerinden elde etmislerdir. Siirglinlerin koklenmesi ya hormon ilave edilmemis veya
oksin ilave edilmis yar1 katt MS ortamindan saglamislardir. En iyi kok gelisimi 0.05

mg/l 2,4-diklorofenoxi asetik asit ilave edilmis MS ortaminda bulmuslardir.

Karalija and Paric (2011) Bosna Hersek’te yaptiklari bir ¢alismada, Thymus
vulgaris L. siirglin kiiltiiriinden sekonder metebolit tiretiminde BA ve IBA etkisini
incelemisglerdir. Aragtiricilar, MS ortamina 2 mg/l BA+IBA ile 4 mg/l BA +0,1 mg/l

IBA ilave edilmis ortamlardan en yiiksek siirgilin sayisini elde etmislerdir.

Shabnum and Wagay (2011) farkli Thymus tiirlerinin mikro gogaltimi {izerine
yaptiklar1 ¢aligmada, farkli bitki eksplantlarini kullanmiglardir. Thymus mostichina’nin
in vitro c¢ogaltim1 igin tarlada yetistirilen olgun bitkilerden alinan eksplantlari
kullanmiglardir. 0.1 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda bogum kesimlerini kiiltiire
almiglardir. En yiliksek koklenme oranini (kok sayisi), en uzun kék uzunlugunu ve
stirglin uzunlugunu 1 mg/l NAA ilave edilmis ortamdan elde etmislerdir. Thymus
vulgaris’den alinan u¢ meristemler ise 4 mg/l BAP ilave edilmis kiiltiir ortaminda
bulmuslardir. Thymus sipyleus bitkicikleri 0.4 mg/l NAA+ 3.0 mg/l BA ilave edilmis
MS ortaminda kiiltiire almiglar ve bu ortamda rejenere edilen bitkicikler iki hafta
icerisinde ¢oklu siirgiin olusturmuslar ve dordiincii alt kiiltiire almadan sonra kok

vermislerdir.

Coelho at al. (2012) yaptiklar bir ¢alismada, nadir bulunan ve tehlikede olan
Thymus lotocephalus tiirii ig¢in bir in vitro ¢ogaltim protokolii gelistirmisler; farkli
sitokinin tipleri ve konsantrasyonlari ile degisik sitokinin/oksin kombinasyonlarint MS
ortamina ilave etmek suretiyle eksplantlarin siirglin olusturma kapasitelerini test
etmiglerdir. En 1iyi sonuglarin 6-BA hormonundan elde edilmesine ragmen, bu

hormonlardan yiiksek oranda hiperhidrik siirgiinlerin olustugunu gozlemlemislerdir. MS
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ortamina higbir BBD ilave edilmemis besi ortamindan yiiksek oranda saglikli siirgiinler
elde ettiklerinden dolay1 bu ortamin siirgiin gelistirme ¢alismalar1 i¢in kullanabilecegini
belirtmislerdir. Koklenme orani, siirgiin bagina kok sayis1 ve en uzun kok sayis1 dikkate
alindiginda en iyi sonuglar ya % MS ortamina oksin ilave edilmemis ya da 0.5 mg/l
indol-3-asetik asit ilave edilmis ortamlarda elde edilmistir. In vitro sartlarda elde edilen

bitkicikler saksilara sasirtildiginda %93.33 oraninda basar1 saglamislardir.

Khoshsokhan at al. (2012) iki Thymus tiiriiniin ¢imlenme gostergelerinde
tuzluluk ve kuraklik stresini belitlemek igin Iran’da bir calisma yiiriitmiislerdir.
Aragtirmalar sonucunda, tam besi ortamina ilave edilen NaCl konsantrasyonu artik¢a,
eksplant ¢imlenmesi kok ve siirgiin uzunlugunda azalmalar oldugunu gormiislerdir.
Kurakliktan kaynaklanan ozmotik potansiyeldeki azalmani, g¢alisilan her iki kekik

tiiriinde de tohum ¢imlenmesini engelledigine vurgu yapmislardir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Calismamizda kullanilan iki bitki materyalinden biri Igdir ve ¢evresinde bulunan
Labiatae familyasinin Ziziphora persica Bunge tiiriiniin tohumlari, digeri ise Ingiltere
mengeli Labiatae familyasindan Thymus wvulgaris L. tiiriiniin ticari tohumlaridir.
Calismada Thymus vulgaris L. tiiriiniin, Ingiltere’deki ticari ismi “Thymus winter”
olarak gegmektedir. Ziziphora persica Bunge tohumlar1 Igdir Bolgesi’nden (Sekil 3.1)
toplandigr icin ¢alismamizda bulunan fotograflarda “kekik dogadan” seklinde

tanimlanmaistir.

TUZITICA

1GDIR
[INIVERSITES

l"! Ziziphora persica Bunge

Sekil 3.1. Igdir ilinde Ziziphora persica Bunge bitkisinin alindig1 bolgeler

Doku kiiltiirii tamamlandiktan sonra tiir ismi teshis edilmis ve “kekik dogadan” isimli

materyalin Ziziphora persica Bunge oldugu saptanmistir (Sekil 3.2)
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Sekil 3.2. Igdir ilinden dogadan toplanan tohumlar

3.2. Metot

Calismamizda kullanilan tohumlar bir beher icerisinde yikanip temizlenerek,
daha sonra yine bir beher igerisinde seyreltik ¢amasir suyu igerisinde tutularak
mikroorganizmalardan armdirilmistir. Deterjanla muamele edilen tohumlar distile su ile
once deterjan giderilmis ve bir sire % 70’lik etil alkol igerisinde tutularak
mikroorganizmalardan arindirilmistir. Alkolle muamele edilen tohumlar, ticari sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi (% 20’lik) igerisinde bir siire tutulduktan sonra distile su ile birkag
dakika 5-6 kez yikanarak alkolden ve hipokloritten temizlenmistir. Islak olan tohumlar
kurutma kagitlar1 izerine konarak sularinin iyice uzaklagmasi saglanmistir. Cimlenmeye

hazir hale getirilmis tohumlar 3 farkli sekilde ¢imlenmeye tabi tutulmuslardir.

-Tohumlar  1:1:2  toprak+torftkum karistmdan olusan  saksilar igerisinde
¢imlendirilmistir (Sekil 3.3).

-Cimlenmeye hazir tohumlar bir petri kap icerisinde nemlendirilmis kurutma kagitlart
tizerinde, siirekli nemi kontrol edilmek suretiyle ¢gimlenmeye birakilmis (Sekil 3.4.) ve
¢imlenme durumlan takip edilmistir (Khan ve ark., 2002; Ali ve ark., 2007; Kamal ve
ark., 2007; Burbulis ve ark., (2008; 2009).

Ancak saksi1 ve petri kaplarinda ¢imlenme gerceklesmesine ragmen buradan elde edilen
eksplantlar doku liiltiiriine tabi tutuldugunda basar1 saglanamamastir.

-Son olarak da tohumlar agar ortamma (MS ortami) ilave edilerek c¢imlenmesi
saglanmis ancak sadece MS ortaminda yetistirdigimiz bitki tohumlarinda saglikli

sonuglar elde edilebilmis ve buradan hipokotil, kotiledon yapraklari ve siirgiin ucu
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alinmigtir. Elde edilen bu farkli eksplant tipleri, farkli MS besi ortamlarina Sekil 3.5°de

gosterildigi gibi aktarilmistir. Bu sekilde MS ortaminda yetistirilmis bitkilerden elde

edilmis olan eksplantlar doku kiiltiirii ortaminda basarili olunmustur.

\

Sekil 3.3. Tohumlarin 1:1:2 toprak+ torf+kum oranindaki karigim ortamina
ekilmesi ve ¢imlenmesi.

Sekil 3.4. Tohumlar1 petri kaplarinda nemlendirilmis kurutma kagitlar
izerinde ¢imlendirilmesi.
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Sekil 3.5. Tohumlarin agar ortaminda ¢imlendirilmesi.

3.2.1. Bitki rejenerasyonu icin doku Kkiiltiirii ortamlarimin hazirlanmas1 ve

sterilizasyonu

Bitki biiylime diizenleyicileri bitkilerde hiicre boliinmesi, doku farklilagmas: ve
rejenerasyon i¢in anahtar bir rol oynamaktadir. Murashige ve Skoog (1962) tarafindan
ortaya konulan MS ortami i¢in gerekli olan makro ve mikro elementler ile organik
bilesiklerin stok c¢ozeltileri ve bunlardan gerekli miktarlar alinarak MS ortami
hazirlanmistir. Siirglin gelisim ortamlari i¢in % 5 sukroz ilave edilerek iyice ¢ozlinmesi
saglandiktan sonra, ortamin pH’1 5.6-5.8’e ayarlanarak steril ¢ift distile su ile hacmi
1lt’ye tamamlanmistir. Ortamin pH’1 ayarlandiktan sonra % 8 agar ilave edilerek,
cozelti kaynama noktasina yakin bir degere kadar 1sitilip agarin ortamda tortu ve kalinti
birakmayacak sekilde ¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra cam balon igerisinde bulunan
besi ortamlar1 otoklavda 121°C’de 15 dak. tutulduktan sonra hafif¢e sogutularak, cam
balon disaridan dokunulacak bir sicakliga diistiiglinde (yaklasik 40-50°C) tiiplere
bosaltilip bitki rejenerasyonda kullanilmistir. Bitki biiyiime diizenleyicileri (hormonlar)
0,2 p miliporlardan gegirilerek ortama ilave edilmistir (Sekil 3.6). Besi ortamlarinin
sterilize edilip ve sogutulduktan sonra hormonlarin ortama ilave edilmesinin sebebi;
hormonlarin sicakliktan etkilenebilme ihtimalinin olmasidir. Hormon ilavesinden sonra
cam balonda bulunan besi yerleri donmadan her bir kavanoza 20-25 ml besi ortami

konularak kavanozlarda katilasmalar1 bekletilmeye birakilmstir.
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3.2.2. Cahsmada kullanilan alet ekipman ve malzemelerin sterilizasyonu

Bitki eksplantlarinin konulacagi cam tiipler ve besi ortamlarinin hazirlanmasinda
kullanilan saf su 121°C’de 15 dak. tutulmak suretiyle sterilize edilmistir. Petri kaplari,
bisturi, pens ve diger malzemeler de aliiminyum folyaya sarilarak 180-200°C’de 3 saat
stireyle etlivde tutulmak suretiyle sterilize edilmistir. Steril Calisma Kabini (laminar
kabin)’nin ici caligmaya baslamadan 6nce %70’lik etil alkol ile silinmis, ¢alismadan 30

dak. once steril kabin calistirilarak ortam sterilizasyonu saglanmistir.

3.2.3. Calismada kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri ve fonksiyonlari

Bebzil Adenin (BA) ve Benzil Amino Piirin (BAP): Sitokinin grubundan olup,
doku kiiltiirii uygulamalarinda en yaygin kullanilan bir hormondur. Thymus bitkisinden
direkt siirglin olusumu, somatik embriyogenesis ya da kallus olusumdan sonra, yeni
bitki gelisimi ve rejenerasyonu icin uygulanan en &nemli hormonlardandir (Ozkum,
2006). BAP, hiicre boliinmesinde etkili olan ve yaslanmay1 geciktiren sitokinin
hormonlarindandir. Doku kiiltiirii ortamlarinda organ olusumu ve gelisimine katkida
bulunduklari, yanal siirgiin olusumunu tesvik ettikleri belirlenmistir (Budak ve ark.,

1994; Kaynak ve Ersoy, 1997; Kumlay ve Eryigit, 2011).

Sekil 3.6. Bitki biiyiime diizenliyicilerin 0.2 milipor siizgecten gecirilerek agara
aktarilmasi
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Naftalen Asetik Asit (NAA): Oksin grubu biiylime diizenleyicisi olup,
hiicrelerin genisleyip biiylimesine sebep olan doku gelisimi ve kdk olusumunu tesvik
eden kimyasal bilesiklerdir. Ancak, kok olusumu ve gelisiminde IBA kadar etkili
degildir. Bitkilerde hiicre boliinmesi, biiyiime ve gelisme yoniinden etkili olup, hiicrede
osmozu artirdigi, hiicrenin suya karst gecirgenligini kolaylastirdigi, hiicre ¢eperi
esnekligi ve genisligini artiran spesifik RNA ve protein yapisindaki enzimlerin sentezini
artirarak hiicre biiylimesinde etkili oldugu tespit edilmistir. Oksin grubu diger
hormonlarda oldugu gibi NAA’de 1s18a duyarli olup, 1sikta inaktive olabilmekte ve
bunun sonucu olarak hiicre biiylimesi yavaslamakta, fototropizm olarak bilinen
bitkilerin tek tarafli 1siklandirilmalarinda 1s18a yonelme olayina neden olabilmektedir.
Doku kiiltiirii ortamlarinda kallus olusumu ve siirgiin gelisimini tesvik ettikleri

goriilmistiir (Kumlay, 2005; Kumlay ve Eryigit, 2011).

Kinetin (6-Furfurylaminopurine=KIN): Bitki dokularinda 6zellikle hiicre
boliinmeleri sirasinda ortaya c¢ikan ve sitokinin yapisindaki organik maddelerdir.
Cimlenen tohumlardan, akan oOzlerden ve gen¢ meyvelerden izole edilmislerdir.
Yapraklarda niikleaz ve proteaz olusumunu engelleyerek protein yikimini 6nledikleri ve
bu yolla yaslanmay1 geciktirdikleri bilinmektedir. Doku kiiltiirii ortamlarinda kallus
olusumu ve siirgiin gelisimine katkida bulundugu tespit edilmistir (Kumlay, 2005;

Kumlay ve Eryigit, 2011).

3.2.4. Cahsmada kullanilacak bitki biiyiime diizenleyicileri ve konsantrasyonlari
Calismada kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri ve labarotuvarda hazirlanan

bu maddelerin miktarlar1 Cizelge 3.1’de gosterilmistir

Cizelge 3.1. Calismamizda kullanilan hormonlar ve konsantrasyonlari

TO: Ortam (Kontrol) (Sadece % 5 Sukroz)

T1: Ortam (KIN+GA) 1.0 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l GA3
T2: Ortam (NAA+BAP) 0.5 mg/l NAA+ 3.0 mg/l BAP
T3:. Ortam (BA) 0.5 mg/l BA

T4: Ortam (IBA+KIN) 3.0 mg/l IBA + 0.1mg/l IKinetin
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3.2.5. Hazrlanan eksplantlarin besi ortamlarina aktarilmasi ve inkiibasyon:
Kekik bitkilerinden elde edilen tek bogum iceren sap kesimleri, yaprak

eksplantlar1 ve siirgiin ucu eksplantlar steril kabin icerisine alinarak, daha 6nce etiivde

steril edilmis cam petri kaplar icerisinde steril bir bisturi yardimiyla kesilip alinmistir

(Sekil 3.7).

Sekil 3.7 Bitki eksplantlarinnin makas ve bisturi yardimiyla alinmast.

Kesilmis bu eksplant tipleri igerisinde besi ortami olan tiiplere aktarilmistir. Her bir tiip
igerisine 1 ya da 2 eksplant konulmustur. Eksplant konulmus tiipler 16 saat aydinlik
sartlarda 24 + 2°C’de ve 8 saat karanlik 18 = 2°C’de, 2000 liiks 151k yogunlugundaki
fotoperiyot sartlarina alinarak ve daha sonra gerekli gozlemler kaydedilmistir (Sekil

5.1).

3.2.6. Bitki Rejenerasyon Ortamlarinda Yapilacak Gézlem ve Olgiimler

Buna gore biiyiiyen bu bitkiler lizerinde; ilk siirglin verme giin sayis1 (giin), bitki
canlilik oran1 (%), siirgiin uzunlugu (mm), yan dal ve bogum sayisi (adet), bogum
aralig1 (mm), yaprak alan1 (mm?), kok sayisi (adet), kok uzunlugu (mm), bitki yas ve
kuru agirligi (mg) dlgiimleri yapilmis ve sonuglar kaydedilmistir Sekil 3.8’de goriildiigii
tizere Doku kiiltiirii’niin yapilis agsamalarindaki gibi bugiine kadar pek ¢ok bitki tiiriiniin,

in vitro kiiltiir sartlarina aktarimi gergeklestirilmistir.
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fIk Siirgiin Verme Giin Sayis1 (adet): Biiyiitme kabinine alinmis bitkicikler 3 giinde

bir kontrol edilerek, ilk siirglin verme giin sayis1 belirlenmistir.

Canhilik Yiizdesi (Bitki canh kalma oram) (%): Her ortama konulan bitkicikler tespit

edilecek, bunlardan canli kalanlarin oran1 belirlenerek adet olarak kaydedilmistir.

Siirgiin Uzunlugu (mm): Besi ortamina konulan eksplantlarin siirglin vermesi

kaydedilerek, 6 hafta sonundaki siirgiin uzunlugu mm olarak kaydedilmistir.

Yan Dal Sayis1 (adet): Bitkilerin hasadi sirasinda siirgiin tizerinde bulunan yan dallar

sayilarak kayit altina alinmustir.
Yaprak Sayis1 (adet): Bitki bagina diisen yaprak sayisi sayilarak kaydedilmistir.

Yaprak Alam (mm?): Gelisen bitkiciklerden tesadiifi segilen ii¢ yaprakta kumpas

yardimiyla yapragin eni ve boyu 0l¢iilerek, mm? olarak kaydedilmistir.

Bogum Sayis1 (adet): Bitkilerin hasadi sirasinda siirgiin iizerinde bulunan bogumlar

sayilarak adet olarak kaydedilmistir.

Bogum Arahg (mm): Bitkilerin hasadi sirasinda siirgiin tizerinde bulunan bogum

araliklar olgiilerek mm olarak kaydedilmistir.
Kok Sayis1 (adet): Siirgiin iizerindeki kokler sayilarak, adet olarak saptanmaistir.

Kok Uzunlugu (mm): Siirgiin lizerindeki koklerden 10 tanesi tesadiifi segilerek,

ortalama uzunluk bulunup mm olarak belirlenmistir.

Bitki Yas Agirh@ (mg): Hasat edilen tam bitki agardan arindirildiktan sonra tartilmasi

suretiyle mg. olarak kaydedilmistir.
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Bitki Kuru Agirhgi: Bitkiler etiivde kurutulup kokler hari¢ tartimi yapilip mg. olarak

kaydedilmistir.

“. il"‘" m

Besi ortami Bitki gelisimi i

bitkicik

Bitki

Eksplant

Sekil 3.8. Doku kiiltiirii yapilis agamalari

3.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirmamizin ana hatlarini teskil eden uygulamalar asagida detayl bir sekilde
verilmistir: Calismamizda kullanilan iki bitki materyalinden biri Igdir ve g¢evresinde
bulunan Labiatae familyasinin Ziziphora persica Bunge tiiriiniin tohumlari, digeri ise
Ingiltere menseli Labiatae familyasindan Thymus vulgaris L. tiiriiniin ticari
tohumlaridir. Eksplant olarak tek tomurcuk igeren sap kesimleri, yaprak eksplantlar1 ve
slirglin ucu eksplantlart kullanilmistir. Bitkilerin rejenerasyonunda bir tanesi hormonsuz
(%5 sukroz) olan kontrol ortami1 ve 5 farkli hormon kombinasyonu olmak iizere 5 farkli
besi ortami hazirlanmistir. Elde edilen karakterlerin tanitici istatistikleri, ortalama ve
standart hata seklinde ifade edilmistir. Incelenen karakterler “Tesadiif Bloklarinda
Boliinen Bolinmiis Parseller Deneme Deseni’nde “Varyans Analiz” testine tabi
tutulmustur.  Varyans  analizinde  kullanilan  faktorlerin = 6nem  dereceleri
Tiir>Eksplant>Hormon seklinde tasarlanmistir. Onemli farkliliklarin belirlenmesinde
verilerin Istatistiksel Analizi SPSS 20 programi ile yapilmustir. Calismada 2 farkl tiir, 3
farkli eksplant kaynagi ile 5 farkli besi ortami uygulanmis her uygulama 4 tekerriirlii
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olarak degerlendirilmistir. 2 gesit x 3 eksplant kaynagi x 5 besi ortam1 x 4 tekerriir
olmak tizere ¢alismada toplam 120 adet tiip kullanilmstir.

Sekil 3.9. iklim odasinda Thymus vulgaris L. (Thymus winter) bitki eksplantlari
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Incelenen karakterler varyans analiz testine tabi tutulmustur. Varyans
analizinde kullanilan faktorlerin énem dereceleri Tiir>Eksplant>Hormon seklinde
siralanmistir. Onemli farkliliklarin belirlenmesinde verilerin istatistiksel Analizi SPSS

20 programu ile yapilmustir.

4.1. Ik Siirgiin Verme Giin Sayisi

Belirlenen bu sayilara gore, yapilan istatistiki analiz sonucunda bitkiciklerin
slirgiin verme giin sayisi arasinda tiirler, eksplantlar ve ortamlar ile bunlarin ikili ve ti¢lii
interaksiyonlart ¢ok énemli bulunmustur (p<0.01) (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Ilk siirgiin verme giin say1sina ait varyans analiz sonucu

Varyans kaynaklari S.D K.T K.O F P
Tekertir (Tkr) 3 3.291667 1.097222 0.50 0.6882
Ortam 4 2192.550000 548.137500 250.58  <.0001
Hata 1 (ortam*Tkr) 12 26.250000 2.187500 1.24 0.2870
Eksplant 2 127.6166667 63.8083333 26.65 <.0001
Ortam *Eksplant 8 59.5500000  7.4437500 3.11 0.0112
Hata 2 30 71.833333 2.394444 1.36 0.1735
(Ortam*Ekplant*Tkr

Tiir 1 243.675000 243.675000 138.15 <.0001
Ortam*Tiir 4 248.783333  62.195833  35.26 <.0001
Eksplant*Tiir 2 154.050000  77.025000  43.67 <.0001
Ortam*eksplant*Ttir 8 118.616667  14.827083 8.41 <.0001
Hata 3 45  79.375000 1.763889

Genel toplam 119 3325.591667

R?:0.976132 V.K(%):11.35950

Aragtirmanin silirgin verme sayisi ile ilgili bugular Cizelge 4.2.’de belirlenmistir. En
erken silirgiin verme giin sayis1 Ziziphora persica Bunge tiiriinde (10.27 giin) elde
edilmis, bunu Thymus vulgaris L. tiirii (13.12 giin) takip etmistir. Eksplant ortalamalari
incelendiginde siirglin ucu eksplanti en erken siirgiin vermis (10.28 giin), bunu yaprak

eksplant1 (12.10 giin) ve hipokotil (12.70 giin) eksplantlar1 takip etmistir. Ortamlar
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incelendiginde en erken siirgiin verme giin sayisi hi¢ hormon igermeyen TO ortamindan

elde edilmis (6.46 giin) bunu T1 (7.58 giin) ve T3 (12.54 giin) ortamlar takip etmistir.

Genel interaksiyonlar incelendiginde en erken siirgiin olusumu (5.0 giin) ile
Ziziphora persica Bunge tiiriiniin siirgiin ucu eksplant1 TO ve T1 ortamlarinda Thymus
vulgaris L. tiirii ise T1 ortaminda (5.0 giin) vermistir. Bunlar1 Thymus vulgaris L.
tiriiniin  stirgin ucu ve yaprak eksplantlar1 ile Ziziphora persica Bunge tiirliniin
hipokotil eksplant1 TO ortaminda (6.0 giin) ile takip etmislerdir. En geg siirgiin olusum
baslangici ise Thymus vulgaris L. bitkisinin hipokotil eksplanti T2 ortaminda (21.50

giin) meydana gelmistir.

Coelho at al. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada, nadir bulunan ve tehlikede olan
Thymus vulgaris L. lotocephalus tiirii i¢in bir in vitro ¢ogaltim protokolii gelistirmisler;
farkli  sitokinin  tipleri ve konsantrasyonlar1 ile degisik sitokinin/oksin
kombinasyonlarini MS ortamina ilave etmek suretiyle eksplantlarin siirgiin olugturma
kapasitelerini test etmislerdir. MS ortamina higbir BBD ilave edilmemis besi
ortamindan yliksek oranda saglikli siirgiinler elde ettiklerinden dolay1 bu ortamin siirgiin

gelistirme caligsmalari i¢in kullanabilecegini belirtmislerdir.
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Cizelge 4.2. Siirgiin verme giin sayis1 bakimindan T. vulgaris ve Z.persica BUNGE

Ortamlar Eksplant Z. persica T. vulgaris
T0 Stirgiin ucu 5.00£0.41aA 6.00+0.41aA
(Kontrol=%5 sukroz) | Yaprak 7.25+0.48aA 6.00+£0.41aA
Hipokaotil 6.00+0.41aA 8.50+0.29aA
T1 Stirgiin ucu 5.00+0.41bA 5.00+0.41bA
(Kinetin + GA3) |y a5rak 8.50-0.29aA 7.75:0.48aA
Hipokaotil 10.25+0.25aA 7.75+0.63aA
T2 Stirgiin ucu 10.50+0.65bB 21.00+1.41aA
(NAA+BAP) Yaprak 18.75+0.482A 19.50+0.652A
Hipokaotil 18.00+1.78aA 21,50+0.65aA
Stirgiin ucu 8.25+0.48bB 17.25+0.85aA
(;‘Z) Yaprak 11.752£0.63aA 13.50+1.04bA
Hipokaotil 12.25+0.63aA 12.25+0.63bA
T4 Stirgiin ucu 6.25+0.48bB 17.25+0.85aA
(IBA+Kinetin) Yaprak 11.50£0.65aB 16.50+0.96aA
Hipokaotil 13.50+0.65aB 17.00+£0.58aA

Cesit Ortalamalar1 10.27 13.12

Eksplant Ortalamalar1: Siirgiin ucu = 10.28, Yaprak = 12.10, Hipokotil = 12.70

Not: Gruplandirmalarda # B € Ortam ve explant kombinasyonu igerisinde farkli biiyiik harfle gosterilen tiir

ortalamalari arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05). (Tiirlerin Karsilastirilmast) —

4 25 ¢Qrtam ve tiir kombinasyonu igerisinde farkli kiigiik harfle gosterilen explant ortalamalari arasindaki fark

6nemlidir (P<0.05) (Explantlarmn karsilastiriimast) i

tiirlinlin in vitro rejenerasyonu iizerine farkli eksplant tiplerinin ve BBD’lerinin etkisi

4.2. Canhlik Yiizdesi (Bitki canli kalma orami) (%0)

Bu karaktere gore, sonuclardan hormon konsantrasyonlari arasindaki farkin ¢ok

onemli (p<0.01) oldugu, tiirler, eksplantlar ile ikili ve ti¢lii interaksiyonlarin ise 6nemsiz

(p>0.05) oldugu goriilmistiir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Canlilik yiizdesi varyans analiz sonucu

Varyans kaynaklari S.D K:T K:O F P
Tekertir (Tkr) 3 307.291667  102.430556 0.96 0.4433
Ortam 4 2635.416667 658.854167 6.17 0.0062
Hata 1 (ortam*Tkr) 12 1281.250000 106.770833 0.78 0.6689
Eksplant 2 291.6666667 145.8333333 1.31 0.2842
Ortam *Eksplant 8 333.3333333 41.6666667 0.37 0.9256
Hata 2 (Ortam*Ekplant*Tkr 30  3333.333333 111.111111 0.81 0.7258
Tir 46.875000  46.875000 0.34 0.5617
Ortam*Tiir 4 552.083333  138.020833 1.01 0.4143
Eksplant*Tiir 500.000000  250.000000 1.82 0.1733
Ortam*eksplant*Tiir 8 541.666667 67.708333 0.49 0.8542
Hata 3 45 6171.87500 137.15278

Genel toplam 119 15994.79167

R?: 0.614132 V.K (%): 12.68936

Asagidaki Cizelge 4.4.’lin incelenmesinden de goriilebilecegi gibi en yliksek
bitki canli kalma orani Ziziphora persica Bunge (%92.92)’den elde edilmis, bunu
Thymus vulgaris L. (%91.67) tiirii takip etmistir. Eksplant ortalamalari incelendiginde
siirglin ucu eksplanti en yiiksek orani vermis (%94.50), bunu hipokotil (%91.88) ve
yaprak (%90.63) eksplantlar1 takip etmistir. Ortamlar incelendiginde en yiiksek oran hig
hormon igermeyen TO ortamindan elde edilmis (%97.92) bunu T1 (%95.83) ve T3
(%92.74) ortamlar takip etmistir.

Genel interaksiyonlar incelendiginde en iyi sonuglar Ziziphora persica Bunge
tiirliniin slirglin ucu, yaprak ve hipokotil eksplantlar1 TO ortaminda (%100) elde edilmis,
ayni tiirlin hipokotil ve siirglin ucu eksplantlar1 T1 ve T4 ortamlarinda yine %100
canlilik oranit gostermiglerdir. Bunu Thymus vulgaris L. bitkisinin ise siirgiin ucu
eksplanti TO, T1 ve T3 ortamlart ile yaprak eksplanti ise T1 ortaminda %100 canli

kalma orani ile takip etmistir.
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Cizelge 4.4. Canlilik ylizdesi bakimindan T. vulgaris ve Z.persica BUNGE tiirleri
hormon ve eksplantlar arasinda genel bir karsilastirmanin yapilmasi.

Ortamlar Eksplant Z. persica T. vulgaris
TO Stirgtin ucu 100+0.00 100+0.00
(Kontrol=965 72 rak 10020.00 93.756.25
sukroz)
Hipokotil 100+0.00 93.75+6.25
T1 Stirgiin ucu 93.75+6,25 100+0.00
(Kinetin + GA3) - yasrak 93.7526,25 1000.00
Hipokaotil 100+0.00 87.50+7.22
T2 Stirgiin ucu 87.50+7.22 81.254+6.25
(NAA+BAP)  aprak 81.25:6.25 87.50+7.22
Hipokaotil 87.50+£7.22 81.25+6.25
T3 Stirgiin ucu 93.75+6.25 100+0.00
(BA) Yaprak 81.2546.25 93.7546.25
Hipokaotil 93.75+6.25 93.75+6.25
T4 Stirgiin ucu 100+0.00 87.50+£7.22
(IBA*Kinetin) - 7 orak 87.507.22 87.5027.22
Hipokaotil 93.75+6.25 87.50+7.22
Cesit Ortalamalanr 92.92 91.67
Eksplant Ortalamalari: Siirgiin ucu = 94.50, Yaprak = 90.63, Hipokotil = 91.88
Ortam Ortalamalari : TO =97.92, T1 =95.83, T2 = 84.38, T3 = 92.74,T4 = 90.63

Not: Gruplandirmalarda » B € Ortam ve explant kombinasyonu igerisinde farkli biiyiik harfle gosterilen tiir

ortalamalar1 arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05). (Tirlerin Karsilagtirilmasi) —.
ab, ¢ Ortam ve tiir kombinasyonu igerisinde farkli kiiciik harfle gosterilen explant ortalamalar1 arasindaki fark

onemlidir (P<0.05) (Explantlarin karsilagtirilmast). l
4.3. Siirgiin Uzunlugu (mm)

Bulunan sonuglarda Labiate familyasmin iki farkli bitki tiirii, eksplantlar ve
ortamlar ile bunlarin ikili ve tg¢li interaksiyonlar1 ¢ok onemli bulunmustur (p<0.01)
(Cizelge 4.5). Siirgiin uzunlugu bakimindan iki farkli kekik tiirliniin in vitro
rejenerasyonu tizerine farkli eksplant tiplerinin ve bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisi

Cizelge 4.6’da ve Sekil 4.1.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Siirgiin uzunlugu varyans analiz sonucu

Varyans kaynaklari S.D K.T K.O F P
Tekertir (Tkr) 3 59.533356 19.844452 3.67 0.0439
Ortam 4 6485.121353 1621.280338 299.65  <.0001
Hata 1 (ortam*Tkr) 12 64.927940 5.410662 1.06 0.4111
Eksplant 2 213.1253267 106.5626633 16.07 <.0001
Ortam *Eksplant 8 736.3970067 92.0496258  13.88 <.0001
Hata 2 30 198.946867 6.631562 1.30 0.2059
(Ortam*Ekplant*Tkr

Tiir 1 866.127601 866.127601 170.40  <.0001
Ortam*Tiir 4 521.217920 130.304480 25.64 <.0001
Eksplant*Tiir 2 378.923247 189.461623 37.28 <.0001
Ortam*eksplant*Ttir 8 2467.729170 308.466146 60.69 <.0001
Hata 3 45  228.72551 5.08279

Genel toplam 119 12220.77530

R?:0.981284 V.K(%0):7.906634

Sekil 4.1. Siirglin uzunlugunun 6l¢iilmes

Cizelge 4.6’nin incelenmesinden fark edilebilecegi gibi; tiirler arasindaki farka

bakildiginda en uzun siirgiinler Ziziphora persica Bunge tiirtinden (31.20 mm) elde
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edilmis, ikinci tiir Thymus vulgaris L. tiirii (25.83 mm) rakamda kalmistir. Eksplant
ortalamalarina bakildiginda yaprak eksplanti en uzun siirgiinleri vermis (30.40 mm),
bunu hipokotil (27.58 mm) ve siirgiin ucu (27.56 mm) eksplantlar1 takip etmistir.
Ortamlar incelendiginde en uzun siirgiinler hi¢ hormon igermeyen TO ortamindan elde

edilmis (40.33 mm), bunu T1 (33.10 mm) ve T4 (25.18 mm) ortamlar1 takip etmistir.

Genel interaksiyonlar incelendiginde en uzun siirgiinler Ziziphora persica
Bunge tiiriiniin siirgiin ucu eksplantindan TO ortaminda (53.86 mm) elde edilmis. Bunu
Thymus wvulgaris L. tiiriniin yaprak eksplantlarindan TO ortami (51.85 mm) ve
Ziziphora persica Bunge tiiriiniin siirgiin ucu eksplant1 T1 ortaminda (42.13 mm) takip
etmistir. En kisa siirgiin ise Ziziphora persica Bunge’nin siirgiin ucu eksplanlarindan T2

ortaminda (15.35 mm) elde edilmistir.

Yaptigimiz kaynak taramasinda kekik tiirlerinin in vitroda siirgiin uzunlugu ile
ilgili bir calismaya rastlanmamis, ancak Kara (2011)’nin lavantada yaptig1 bir calismada
en fazla siirgiin uzunlugu 34.5 mm ile L. Angustifolia var. Silver x 0.49 mg/L BA+0.50
mg/L IBA x 0.50 mg/L NAA interaksiyonundan oldugunu bildirmistir. Buradaki
farklilik bitki tlirlinden kaynaklanabilecegi gibi, rejenerasyonda kullanilan BBD’lerin
farkliligindan da kaynaklanabilecegi bir¢ok kaynakta belirtilmistir (Kumlay ve Eryigit,
2011). Ayrica, bir¢ok ¢alismada bitkide 1yi bir mikrogogaltim i¢in oksin ve sitokinin
hormonlarinin belli oranlarda bir araya getirillmesi ve bunlarin c¢evre faktorleri ile
kombine edilmesinin gerekliligi belirtmistir. Ancak, Kumlay (2014) yaptig1 ¢alismada
kiiltiir kosullar1 uygun oldugunda siirgiin, sap ve kok eksplantlarinin BBD olmayan

ortamlarda bile kolayca ¢ogaltilabilecegini géstermistir
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Cizelge 4.6. Siirgiin uzunlugu bakimindan T. vulgaris ve Z. persica BUNGE tiiriiniin

In vitro rejenerasyonu iizerine farkli eksplant tiplerinin ve BBD’lerinin etkisi.

Ortamlar Eksplant Z. persica T. vulgaris
TO Stirgiin 53.86+4.09aA 29.53+1.65¢cB
(K‘;EL';‘;'Z:)%E’ Yaprak 33.3042.00bB | 51.85+0.67aA
Hipoktil 32.67+0.37bB 40.77+£0.51bA
T1 Stirgiin 42.13+£1.37aA 24.05+0.74bB
(Kinetin + GA3) | ya5rak 35.50:0.57bA | 25.21+0.84bB
Hipoktil 39.14+0.50abA 32.50+1.93aB
T2 Stirgilin 15.35+0.78cA 17.43+0.85aA
(NAABAP) | vaprak 27.57+0.83aA | 18.31+0.79aB
Hipoktil 19.78+0.62bA 18.14+0.73aA
T3 Stirgtin 19.30+£0.55cA 20.73+1.29aA
(BA) Yaprak 36.23:0.90aA | 19.93£0.59aB
Hipoktil 28.65+0.78bA 22.38+1.25aB
T4 Stirgtin 30.52+0.56aA 22.74+1.06aB
(IBA+Kinetin) |y ok 34.49:0.40aA | 21.52+0.87aB
Hipoktil 19.46+1.04bA 22.34+1.41aA
Cesit Ortalamalar1 31.20 25.83
Eksplant Ortalamalar1: Siirgiin ucu = 27.56, Yaprak = 30.40, Hipokotil = 27.58
Ortam Ortalamalar1 : T0:40.33, T1:33.10, T2:19.43, T3:24.53,T4:25.18

Not: Gruplandirmalarda # B € Ortam ve explant kombinasyonu igerisinde farkli bilyiik harfle gosterilen tiir

ortalamalar1 arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05). (Tiirlerin Karsilastirilmasi). —
2 b.¢ Ortam ve tiir kombinasyonu icerisinde farkli kiigiik harfle gdsterilen explant ortalamalar1 arasindaki fark

onemlidir (P<0.05) (Explantlarin karsilastirilmasi). l

4.4. Yan Dal Sayisi (adet)

Bu sonuglara gore eksplant ortam*eksplant disinda ikili Giglii interaksiyonu ¢ok
onemli bulunmustur (p<0.01) (Cizelge 4.7). Ziziphora persica Bunge ve Thymus

vulgaris L. bitkilerinin farkli tiir ve gesitli ortamlarda yan dal sayisi gosterilmektedir.
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Cizelge 4.7. Yan dal sayis1 varyans analiz sonucu

Varyans kaynaklari SD KT K:O F P
Tekertir (Tkr) 3 3.7666667 1.2555556 0.85 0.4912
Ortam 4 110.5500000 27.6375000 18.79 <.0001
Hata 1 (ortam*Tkr) 12 17.6500000 1.4708333 1.83 0.0725
Eksplant 2 455000000 2.27500000 3.13 0.0585
Ortam *Eksplant 8 5.95000000 0.74375000 1.02 0.4413
Hata 2 (Ortam*Ekplant*Tkr 30  21.8333333 0.7277778 0.90 0.6099
Tiir 1 100.8333333 100.8333333 125.17  <.0001
Ortam* Tiir 4 28.9166667  7.2291667 8.97 <.0001
Eksplant*Tiir 2 9.5166667  4.7583333 5.91 0.0053
Ortam*eksplant*Tiir 8 33.4833333  4.1854167 5.20 0.0001
Hata 3 45  36.2500000 0.8055556
Genel toplam 119 373.3000000

R?: 0.980318 V.K (%0): 9.363599

Asagidaki Cizelge 4.8.’in incelenmesinden de goriilebilecegi gibi yan dal sayisi
yoniinden Thymus vulgaris L. tiiriinde en fazla yan dal (6.27 adet) elde edilmis, ikinci
tiir Ziziphora persica Bunge tiirii (4.43 adet) bulunmustur. Eksplant ortalamalarina g6z
attigimizda hipokotil eksplanti en fazla yan dal sayis1 vermis (5.50 adet), bunu yaprak
eksplant1 (5.48 adet) ve siirgiin ucu eksplantlar1 (5.08 adet) takip etmistir. Ortamlar
incelendiginde en ¢ok yan dal sayis1 T1 ortamindan elde edilmis (6.92 adet), bunu TO
(6.0 adet) ve T3 ortamlar1 (4.79 adet) takip etmistir.

Genel interaksiyonlar incelendiginde en fazla yandal sayisin1 Thymus vulgaris L.
bitkisinin hipokotil eksplantt T1 ortaminda (10.0 adet) rastlanmistir. Nitekim Sekil
4.2.’de, Thymus vulgaris L. vulgaris L. hipokotil eksplantinin T1 besi ortamindaki
Img/l Kin hormonu ve 0.5 mg GAsz hormonuna verdigi gelisme ve olusan yan dallar
goriilmektedir. En az yan dal sayisi ise T2 ortaminda Ziziphora persica Bunge bitkisinin

stirglin ucu ve yaprak eksplantindan (3.0 adet) alinmstir.
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Cizelge 4.8. Yan dal sayis1 bakimidan T. vulgaris ve Z. persica BUNGE tiiriiniin in
Vitro rejenerasyonu iizerine farkli eksplant tiplerinin ve BBD’lerin etkisi.

Ortamlar Eksplantlar Z. persica T. vulgaris
TO Strgtin ucu 4.25+0.48aB 7.50+0.87aA
(Kontrol=965 | v,k 4.75+0.48aB 8.0020.91aA
sukroz)
Hipokaotil 5.00+0.41aB 6.50+0.65aA
T1 Siirgiin ucu 4.50+0.29bB 8.50+0.29abA
(Kinetin + GA3) | v aprak 6.750.63aA 7.00:0.41bA
Hipokaotil 4.75+0.25bB 10.00+0.41aA
T2 Stirgiin ucu 3.00+£0.41aB 5.00+£0.41aA
(NAATBAP) | vanrak 3.00+0.41aB 5.50+0.292A
Hipokotil 4.50+0.65aA 5.25+0.25aA
T3 Stirgiin ucu 3.50+0.65aB 5.25+0.48aA
(BA) Yaprak 5.25+0.25aA 5.00+£0.41aA
Hipokaotil 4.00+0.41aB 5.75+0.48aA
T4 Stirgiin ucu 4.25+0.25aA 5.00+£0.41aA
(IBA+Kinetin) | /o ok 5.00+0.41aA 4.50+0.29aA
Hipokaotil 4.00+0.41aA 5.25+0.25aA
Cesit Ortalamalar1 4.43 6.27

Eksplant Ortalamalari: Stirgiin ucu = 5.08, Yaprak = 5.48, Hipokotil = 5.50

Ortam Ortalamalari

:T0=6.00,T1=6.92, T2=4.38, T3=4.79, T4 = 4.67

Not: Gruplandirmalarda » B € Ortam ve explant kombinasyonu igerisinde farkli biiyiik harfle gosterilen tiir

ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05). (Tiirlerin Karsilastirilmasi). —

2 b ¢ Ortam ve tiir kombinasyonu igerisinde farkli kiigiik harfle gdsterilen explant ortalamalari arasindaki fark

onemlidir (P<0.05) (Explantlarin karsilastirilmasi). l
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Sekil 4.2. Thymus wvulgaris L. hipokotil eksplantinin T1 besi ortamindaki (1mg/l
Kinetin + 0.5 mg/l GA3) gelisme durumu ve olusan yan dallarin goriiniisii.

4.5.Yaprak Sayisi (adet)

Ziziphora persica Bunge ile Thymus vulgaris L. yaprak ortalamalar1 Sekil

4.3.°de grafikle gosterilmistir. Varyans analiz sonuglarina gére explant, tiir cok 6nemli

ayrica hormon * eksplant * tiir cok 6nemli bulunmustur (p<0.01), (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Yaprak sayis1 varyans analiz sonucu

Varyans kaynaklari S.D K.T K.O F P
Tekertir (Tkr) 3 2.62500000 0.87500000 0.13 0.9423
Ortam 4 46.53333333 11.63333333 1.69 0.2169
Hata 1 (ortam*Tkr) 12 82.666667 6.888889 2.27 0.0234
Eksplant 2 191.6166667 95.8083333 23.74 <.0001
Ortam *Eksplant 8 89.9666667  11.2458333  2.79 0.0197
Hata 2 (Ortam*Ekplant*Tkr 30 121.083333 4.036111 1.33 0.1887
Tir 6091.875000 6091.875000 2010.15 <.0001
Ortam*Tiir 4 14.833333 3.708333 1.22 0.3142
Eksplant*Tiir 24.050000 12.025000  3.97 0.0259
Ortam*eksplant*Tiir 8 127.366667  15.920833 5.25 0.0001
Hata 3 45  136.375000 3.030556

Genel toplam 119 6928.991667

R?: 0.980318 V.K (%): 9.363599
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Asagida Cizelge 4.10.’da yaprak sayisina bakildiginda, Thymus vulgaris L. tiirlinde
(25.72 adet) elde edilmis, ikinci tiir Ziziphora persica Bunge tiirii (11.47 adet) adet
bulunmustur. Eksplant ortalamalar1 incelendiginde siirgiin ucu eksplanti en fazla yaprak
sayisint vermis (20.38 adet), bunu yaprak (17.80 adet) ve hipokotil (17.60 adet)
eksplantlar takip etmistir. Ortamlar incelendiginde en ¢ok yaprak sayist T1 ortamindan
elde edilmis (19.54 adet), bunu TO (18.85 adet) ve T4 ortamlar1 (18.67 adet) takip

etmistir.

Genel interaksiyonlar incelendiginde en fazla yaprak sayis1t Thymus vulgaris L.
tiirliniin siirgiin ucu eksplantindan TO (30.75) ve T1 (30.00) ortamlarinda elde edilmis,
bunu yine Thymus tiiriiniin siirgiin ucu eksplantlarindan T4 ortaminda (29.25 adet) ve
hipokotil eksplant1 T2 ortaminda (26 adet) takip etmistir. En kisa siirgiin ise Ziziphora
persica Bunge’nin hipokotil eksplanlarindan T3 ortaminda (8.0 adet) elde edilmistir.

El-Makawy at al. (2008) yapilan bir caligmada, Thymus vulgaris L. capitatus L.
bitkisinden alinan siirgiin uglari ve bogum kesimlerinin in vitro ¢ogaltimlari
gerceklestirilmis; ¢oklu siirglin rejenarasyon yoniinden en iyi sonug, siirgiin uclarinin
alt1 hafta boyunca kiiltiire alindig1 1 mg/l BA+0.01 Zeatin ilave edilmis MS ortamindan

elde edilmistir.
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Cizelge 4.10. Yaprak sayis1 bakimindan T. vulgaris ve Z. persica BUNGE tiiriiniin in
Vitro rejenerasyonu iizerine farkli eksplant tiplerinin ve BBD’lerinin etkisi.

Ortamlar Eksplantlar Z. persica T. vulgaris
TO Stirgiin ucu 14.00+0.41aB 30.75+0.85aA
(Kontrol=%5 |y 2hrak 9.50+0.65bB 24.00£0.41bA

sukroz)

Hipokaotil 10.75+0.48abB 24.00+0.91bA
T1 Stirgiin ucu 12.00+1.47aB 30.00+0.91aA
(Kinetin + GA3) | yaprak 10.75:1.89aB | 25.25:0.85bA
Hipokaotil 13.50+0.65aB 25.75+0.85bA
T2 Stirgiin ucu 13.00+0.71aB 24.75+1.25aA
(NAAYBAP) | yaprak 11.00+1.85abB | 25.85+1.60aA
Hipokaotil 9.00+0.41bB 26.00+£1.47aA
T3 Stirgiin ucu 13.50+0.65aB 25.75+0.85aA
(BA) Yaprak 12.00:0.41bB | 23.50£0.29aA
Hipokaotil 8.00+0.58bB 23.25+1.31aA
T4 Stirgiin ucu 10.75+1.11aB 29.25+0.48aA
(IBA+Kinetin) | Yaprak 12.50+0.65aB 23.75+0.85bA
Hipokaotil 11.75+0.48aB 24.00+1.35bA

Cesit Ortalamalar1

11.47

25.72

Eksplant Ortalamalari: Stirgiin ucu = 20.38, Yaprak = 17.80, Hipokotil = 17.60

Ortam Ortalamalari

:T0=18.85,T1=19.54,T2=18.25, T3 =17.67,T4 = 18.67

Not: Gruplandirmalarda » B € Ortam ve explant kombinasyonu igerisinde farkli biiyiik harfle gdsterilen tiir

ortalamalari arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05). (Tiirlerin Karsilastirilmasi).—

2 b.¢ Ortam ve tiir kombinasyonu igerisinde farkl kiiiik harfle gdsterilen explant ortalamalar1 arasindaki fark

onemlidir (P<0.05) (Explantlarin karsilastirilmasi) l
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Hormon ve eksplantlar

Sekil 4.3. T. vulgaris ve Z.persica BUNGE yaprak ortalamalarinin grafikle gosterimi.

4.6. Yaprak Alam1 (mm?)

Yaprak alani Olgtimlerine gore ortamlar ve tiirler arasindaki fark istatistiki
anlamda ¢ok o6nemli (p<0.01) c¢ikmustir (Cizelge 4.11). Geriye kalan ikili ve iglii
interaksiyonlar ise onemsiz (p>0.05) bulunmustur. Kumpas yardimiyla yapraklarin
Olctiimii Sekil 4.4.’te gosterilmistir.

Cizelge 4.11. Yaprak alan1 varyans analiz sonucu

Varyans kaynaklar: S.D K:T K:O F P
Tekertir (Tkr) 3 0.33235667 0.11078556  0.33 0.8052
Ortam 4 7.57813833  1.89453458 5.61 0.0088
Hata 1 (ortam*Tkr) 12 4.052735 0.337728 0.81 0.6361
Eksplant 2 2.82887167 1.41443583 3.57 0.0408
Ortam *Eksplant 8 5.33503667 0.66687958 1.68 0.1441
Hata 2 (Ortam*Ekplant*Tkr 30  11.896958 0.396565 0.95 0.5463
Tiir 1 8097.689813 8097.689813 19489.6 <.0001
Ortam*Ttir 4 3.709895 0.927474 2.23 0.0805
Eksplant*Tiir 2 0.724022 0.362011 0.87 0.4253
Ortam*eksplant*Tiir 8 4.909020 0.613627 1.48 0.1925
Hata 3 45  18.696950 0.415488

Genel toplam 119 8157.753797

R?:0.997708 V.K (%): 5.325742
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Sekil 4.4. Yaprak alanin dl¢iilmesi

Tiirler arasindaki degerlendirmeye bakildiginda Ziziphora persica Bunge
tirlinlin en genis yaprak alani (20.32 mm?) verdigi, Thymus vulgaris L. tiiriiniin
yapraklarmin ise daha dar oldugu (3.89 mm?) goriilmiistiir. Eksplantlar incelendiginde
ise en fazla yaprak alanina sahip eksplantin siirgiin ucu eksplanti oldugu (12.32 mm?),
bunu sirasiyla yaprak (12.00 mm?) ve hipokotil (11.99 mm?) eksplantlarinin takip etigi
goriilmiistiir. Hormon bakimindan incelendiginde ise TO ortaminda yaprak alanin daha
fazla oldugu (12.54 mm?), bunu T1 (12.19 mm?) ve (12.04 mm?) T3 ortamlarinin takip
ettigi gozlemlenmistir (Cizelge 4.12).

Genel interaksiyonlar incelendiginde en fazla yandal sayisi Ziziphora persica
Bunge tiirlinlin siirgiin ucu eksplantindan T1 (21.16) ve TO (21.01) ortamlarinda elde
edilmis, bunu yine Thymus vulgaris L. tiiriiniin yaprak eksplantlarindan T1 ortaminda
(4.61 mm?) ve siirgiin ucu eksplant1 T1 ortaminda (4.50 mm?) takip etmistir. En kisa
slirglinler sirasiyala ise Ziziphora persica Bunge’nin yaprak eksplanlarindan T1
ortaminda (19.58 mm?) ve Thymus vulgaris L. tiiriiniin siirgiin ucu eksplanti T4

ortaminda (3.29 mm?) elde edilmistir.
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Cizelge 4.12. Yaprak alan1 bakimindan T. vulgaris ve Z.persica BUNGE tiirleri hormon
ve eksplantlar arasinda genel bir karsilagtirmanin yapilmasi.

Ortamlar Eksplantlar Z. persica T. vulgaris
TO Siirgiin ucu 20.78+0.22 4.50+0.21
(Kontrol=%5 1 v o rak 20.82:0.41 3.8940.20
sukroz)

Hipokaotil 21.01£0.20 4.26+0.15

T1 Siirgiin ucu 21.16+0.41 4.09+0.15
(Kinetin + GA3) | v aprak 19.58+0.58 4.61£0.08
Hipokaotil 19.62+0.49 4.09+0.07

T2 Stirgiin ucu 20.29+0.89 4.06:0.07
(NAAYBAP) | v aprak 19.75+0.52 3.70£0.07
Hipokaotil 19.73+0.23 3.37+0.11

T3 Stirgiin ucu 20.87+0.40 4.05+0.23

(BA) Yaprak 19.91+0.13 3.37+0.15
Hipokotil 20.22+0.00 3.82+0.13

T4 Stirgiin ucu 20.14+0.49 3.29+0.09
(IBA+Kinetin) | v/anrak 20.71£031 3.66+0.23
Hipokaotil 20.22+0.02 3.59+0.14

Cesit Ortalamalar1 20.32 3.89

Eksplant Ortalamalari: Stirglin ucu = 12.32, Yaprak = 12.00, Hipokotil = 11.99

Ortam Ortalamalar1 : TO=12.54, T1 =12.19, T2=11.81, T3 =12.04, T4: 11.93

Not: Gruplandirmalarda » 8 € Ortam ve explant kombinasyonu igerisinde farkli biiyiik harfle gosterilen tiir

ortalamalar1 arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05). (Tiirlerin Karsilastirilmast) —.

2 b ¢ QOrtam ve tiir kombinasyonu icerisinde farkli kiiiik harfle gdsterilen explant ortalamalari arasindaki fark

onemlidir (P<0.05) (Explantlarin karsilastirilmasi) l

4.7. Bogum Sayisi (adet)

Almman bu gozlemlere gore ortam, tiir, eksplant bunlarin ikili ve gl

interaksiyonu ¢ok dnemli (p<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.13. Bogum sayis1 varyan analiz sonucu

Varyans kaynaklari S.D K:T K:O F P
Tekeriir (Tkr) 3 0.42500000 0.14166667 0.52 0.6779
Ortam 4 10.58333333 2.64583333  9.67 0.0010
Hata 1 (ortam*Tkr) 12 3.28333333 0.27361111 1.02 0.4513
Eksplant 2 8.51666667 4.25833333 16.14 <.0001
Ortam *Eksplant 8 8.56666667 1.07083333  4.06 0.0023
Hata 2 (Ortam*Ekplant*Tkr 30 7.91666667 0.26388889  0.98 0.5158
Tir 81.67500000 81.67500000 303.12  <.0001
Ortam*Tiir 4 8.61666667 2.15416667 7.99 <.0001
Eksplant*Tiir 6.35000000 3.17500000 11.78 <.0001
Ortam*eksplant*Tiir 8 12.73333333 1.59166667 5.91 <.0001
Hata 3 45  12.1250000 0.2694444

Genel toplam 119 160.7916667

R%:0.924592 V.K (%): 15.76953

En fazla bogum sayis1 Thymus vulgaris L. tiirinden (4.12 adet) elde edilmis,
ikinci tlir Ziziphora persica Bunge (2.47 adet) rakaminda kalmigtir. Eksplant
ortalamalar1 incelendiginde hipokotil eksplantlar1 en fazla bogum sayist vermis (3.60
adet), bunu siirgiin ucu e (3.33 adet) ve yaprak eksplantlar1 (2.95 adet) takip etmislerdir.
Ortamlar incelendiginde en ¢ok bogum sayist T1 ve T3 ortamindan elde edilmis (3.54
adet), bunu TO ortami (3.50 adet) ve T4 (3.04 adet) ortamu takip etmistir (Cizelge 4.14).

Genel interaksiyonlara bakildiginda Thymus vulgaris L. bitkisinin hipokotil
eksplant1 TO (5.75 adet) ve hipokotil eksplanti1 T3 (5.75 adet) ortamlarinda en fazla
bogum sayisi verirken, en az bogum sayisina ise Ziziphora persica Bunge tiiriiniin
yaprak, siirglin ucu ve hipokotil eksplantlarinda TO, T2 ve T4 ortamlarinda (2.00 adet)
Thymus wvulgaris L. tiiriiniin siirgiin ucu ekplanti T2 ortaminda (3.00 adet) tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.14. Bogum sayis1 bakimindan T. vulgaris ve Z.persica BUNGE tiiriiniin in
Vitro rejenerasyonu tizerine farkli eksplant tiplerinin ve BBD’lerinin etkisi.

Ortamlar Eksplantlar Z. persica T. vulgaris
TO Stirgtin ucu 3.00+0.00aB 4.75+0.48bA
(Kontrol=965 | v/ 2 rak 2.00:0.00aB 3.25£0.25cA

sukroz)
Hipokaotil 2.25+0.25aB 5.75+0.25aA
T1 Siirgiin ucu 3.00+0.00aB 4.25+0.25bA
(Kinetin + GA3) | v a5rak 2.75:0.25aA 3.50:0.29bA
Hipokaotil 2.50+0.29aB 5.25+0.25aA
T2 Siirgiin ucu 2.00+0.00bB 3.00+0.00aA
(NAA+BAP) | yaprak 2.25+0.25bB 3.25+0.25aA
Hipokaotil 3.25+0.25aA 3.25+0.25aA
T3 Stirgiin ucu 3.00+0.00aA 3.75+0.48bA
(BA) Yaprak 2.25+0.25aB 4.25+0.25bA
Hipokaotil 2.25+0.25aB 5.75+0.48aA
T4 Stirgiin ucu 2.25+0.25aB 4.25+0.25aA
(IBA+Kinetin) | v arak 2.25+0.25aB 3.75£0.25aA
Hipokaotil 2.00+0.00aB 3.75+0.25aA
Cesit Ortalamalari 2.47 4.12

Eksplant Ortalamalari: Stirgiin ucu = 3.33, Yaprak = 2.95, Hipokotil = 3.60
Ortam Ortalamalar1 : TO=3.50, T1 =3.54, T2 =2.83, T3 =3.54, T4: 3.04

Not: Gruplandirmalarda » B € Ortam ve explant kombinasyonu igerisinde farkli biiyiik harfle gdsterilen tiir

ortalamalar1 arasindaki fark onemlidir (P<0.05). (Tiirlerin Karsilastirilmasi). —
4 b ¢ Qrtam ve tiir kombinasyonu igerisinde farkli kiigiik harfle gdsterilen explant ortalamalari arasindaki fark

onemlidir (P<0.05) (Explantlarin karsilastirilmasi). l

4.8. Bogum Aralig1 (mm)

Bu kayitlara gore Eksplant*Tiir disindakiler, geriye kalan ikili ve tgli
interaksiyonlarin hepsi ¢ok dnemli (p<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.15). Ayrica 3 mg/l
indol biitirik asit ve 0.1 mg/I kinetin hormonun bulundugu ortamdaki Ziziphora persica
Bunge bitki eksplantlarinin gelisimi Sekil 4.5’de gosterilmektedir. Sekil 4.6.’da ise
Ziziphora persica Bunge ile Thymus vulgaris L. arasindaki bogum araligi fark: grafikle

gosterilmistir.
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Cizelge 4.15. Bogum aralig1 varyans analiz sonucu

Varyans kaynaklari SD K.T K.O F P
Tekertir (Tkr) 3 29.0795867  9.6931956 2.96 0.0751
Ortam 4 4944151383 123.6037846 37.74 <.0001
Hata 1 (ortam*Tkr) 12 39.300888 3.275074 1.32 0.2437
Eksplant 2 1744751850 87.2375925 26.49 <.0001
Ortam *Eksplant 8 124.3742817 15.5467852 4.72 0.0008
Hata 2 (Ortam*Ekplant*Tkr 30  98.788500  3.292950 1.32 0.1945
Tiir 1 1266.850083 1266.850083 508.76  <.0001
Ortam*Tiir 4 93.515392 23.378848 9.39 <.0001
Eksplant*Tiir 2 4.127662 2.063831 0.83 0.4431
Ortam*eksplant*tTiir 8 363.986538  45.498317 18.27 <.0001
Hata 3 45  112.054425 2.490098

Genel toplam 119 2800.967680

R?:0.959994 V.K (%): 16.14988

Sekil 4.5. Ziziphora persica Bunge 5’inci hormon ortami olan 3 mg/1 indol biitirik
asit ve 0.1 mg/l kinetin hormonun bulundugu ortamda eksplantinin
gelisimi

Tiirler arasinda goriilebilecegi gibi genis bogum aralig1 Ziziphora persica Bunge
tirtinden (13.02 mm) elde edilmis, ikinci tir Thymus vulgaris L. tiri (6.52 mm)
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uzunlugunda kalmistir. Eksplant ortalamalar1 incelendiginde yaprak eksplanti en fazla
bogum sayisini (11.48 mm) vermis, bunu hipokotil (8.92 mm) ve siirgiin ucu (8.91 mm)
eksplantlar1 izlemistir. Ortamlar incelendiginde en uzun bogum araligi TO ortamindan
(13.22 mm) elde edilmis, bunu T1 (10.50 mm) ve T4 (9.46 mm) ortamlar1 takip etmistir
(Cizelge 4.16).

Genel interaksiyonlar incelendiginde; Ziziphora persica Bunge bitkisinin siirgiin
ucu (17.96 mm) ve yaprak eksplantlarinin (16.65 mm) en genis bogum araligin1 TO
(kontrol) ortaminda verdigi goriliirken, Thymus vulgaris L. bitkisinde ise en uzun
bogum aralig1 (16.18 mm) TO ortamindan elde eilmistir en dar bogum araliklarina
Ziziphora persica Bunge bitkisinin hipokotil eksplantinin (6.17 mm) Thymus vulgaris
L. bitkisinin ise hipokotil ve siirglin ucu eksplantlarinda T3 ve T4 ortamlarinda (3.93

mm) rastlanmustir.

Cizelge 4.16. Bogum aralig1 bakimindan T. vulgaris ve Z. persica BUNGE tiiriiniin
In vitro rejenerasyonu tizerine farkli eksplant tiplerinin ve bitki biiylime BBD’lerinin

etkisi.

Ortamlar Eksplantlar Z. persica T. vulgaris
TO Siirgin ucu 17.96=1.36aA 6.38=0.67bB
(Kosﬂf(rr‘;';)% Yaprak 16.65:1.00aA | 16.18+0.97aA
Hipokotil 15.01:1.48aA 7.13£0.31bB

T1 Siirgiin ucu 14.04+0.46aA 5.70+£0.27aB
(Kinetin + GA3) | y 4y rak 13.33+1.42aA 7.36+0.67aB
Hipokotil 16.31=1.90aA 6.25+0.54aB
T2 Siirgiin ucu 7.68+0.39bA 5.814+0.28aA
(NAATBAP) | vanrak 12.61+1.14aA 5.72+0.45aB
Hipokotil 6.17+0.43bA 5.63+0.28aA
T3 Siirgiin ucu 6.43%0.18cA 5.80+0.78aA

(BA) Yaprak 16.5121.22aA 4.73:0.26aB
Hipokaotil 13.07+1.06bA 3.93+0.31aB

T4 Siirgiin ucu 13.97+1.24aA 3.93+0.31aB
(IBA+Kinetin) | v ak 15.84+1.55aA 5.85:0.59aB
Hipokotil 9.73+0.52bA 5.99+0.28aB
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Cesit Ortalamalar1 13.02 6.52

Eksplant Ortalamalari : Siirgiin ucu = 8.91, Yaprak = 11.48, Hipokotil = 8.92

Ortam Ortalamalar1 : TO =13.22, T1 =10.50, T2 =7.27, T3 = 8.41, T4 = 9.46

Not: Gruplandirmalarda » B € Ortam ve explant kombinasyonu igerisinde farkli biiyiik harfle gdsterilen tiir
ortalamalar1 arasindaki fark onemlidir (P<0.05). (Tiirlerin Karsilastirilmasi). —
4 b ¢QOrtam ve tiir kombinasyonu icerisinde farkli kiiciik harfle gdsterilen explant ortalamalar1 arasindaki fark

onemlidir (P<0.05) (Explantlarin karsilastiriimasi) l
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Sekil 4.6. Thymus vulgaris L. ile Ziziphora persica Bunge arasindaki bogum araligi
farkin gosterimi
4.9. Kok Sayisi (adet)

Istatistik analiz sonuclar1 incelendiginde tiirler, eksplantlar ve ortamlar ile
bunlarin ikili ve tiglii interaksiyonlart ¢ok 6nemli bulunmustur (p<0.01) (Cizelge 4.17).
Ayrica Ziziphora persica Bunge ile Thymus vulgaris L. tiirlerinin kok sayilar

arasindaki fark Sekil 4.7°de grafikle gosterilmistir.
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Cizelge 4.17. Kok sayisi varyans analiz sonucu

Varyans kaynaklari S.D K:T K:O F P
Tekertir (Tkr) 3 4.1583333 1.3861111 1.12 0.3782
Ortam 4 248.6666667 62.1666667 50.41 <.0001
Hata 1 (ortam*Tkr) 12 14.8000000 1.2333333 1.45 0.1811
Eksplant 2 55.7166667 27.8583333 29.94 <.0001
Ortam *Eksplant 8 375.0333333 46.8791667 50.38 <.0001
Hata 2 (Ortam*Ekplant*Tkr 30 27.9166667 0.9305556 1.09 0.3885
Tir 1 12.6750000 12.6750000 14.86 0.0004
Ortam*Tiir 4 261.8666667 65.4666667  76.77 <.0001
Eksplant*Tiir 2 111.1500000 55.5750000 65.17 <.0001
Ortam*eksplant*Tiir 8 347.4333333 43.4291667 50.93 <.0001
Hata 3 45  38.375000 0.852778

Genel toplam 119 1497.791667

R?:0.974379 V.K (%): 13.59695

Kok sayisi istatistik verileri incelenmesinden de goriilebilecegi gibi Ziziphora
persica Bunge tiirti kok sayis1 yoniinden en yiiksek rakami vermis (7.12 adet), ikinci tiir
Thymus vulgaris L. tiirli (6.47 adet) bulunmustur. Eksplant ortalamalar1 incelendiginde
en fazla kok sayisi hipokotil eksplantindan elde edilmis (7.75 adet), yaprak (6.40 adet)
ve siirgiin ucu (6.23 adet) eksplantlar1 bunu takip etmistir. Ortamlar incelendiginde en
fazla kok sayis1 T1 ortamindan elde edilmis (9.21 adet), bunu T2 (7.54 adet) ve TO
(6.38 adet) ortamlar takip etmistir (Cizelge 4.18).

Genel inetraksiyonlar incelendiginde Thymus vulgaris L. tiriiniin hipokotil
(18.36 adet) ve yaprak (17.90 adet) eksplantlarinin T2 ortaminda en fazla kokler
meydana getirdigi, buna kargin Ziziphora persica Bunge tiiriiniin hipokotil eksplantlari
ise TO kontrol ortaminda ve Thymus vulgaris L. tiiriiniin siirgiin ucu T1 ortaminda en az

kokler meydana getirdigi (her ikisi de 3.75 adet) gézlemlenmistir.

Ozkum, (2006)’da Sideritis stricta Boiss. & Heldr. ve minutiflorum 0. Schwarz&
P.H. Davis tiirlerinin mikro ¢ogaltimini arastirmis ve en fazla kok olusumunu 3.0 mg/l
IBA iceren MS ortamindan elde etmislerdir. Bizim calismamizda ise en iyi sonug T1

(Kinetin + GA3) ortamindan elde edilmistir. Bagka bir ¢alismada Shabnum ve Wagay
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(2011) farkli Thymus vulgaris L. tiirleri ve eksplantlarini kullanarak bir arastirma
yirtitmislerdir. Calismada Thymus vulgaris L. mostichina’nin in vitro ¢ogaltimi igin
tarlada yetistirilen olgun bitkilerden bogum kesimi eksplantlar1 alinmis ve farkli
sitokinin ve sitokinin igeren MS ortaminda kiiltiire tabi tutulmuslardir. En yiliksek
koklenme oranini (kok sayisi), 1 mg/l NAA ilave edilmis kiiltiir ortamindan elde
edildigini rapor etmislerdir. Farkli sonuglarin calismada kullanilan bitki tiir ve
cesitlerinden kaynaklanabilecegi gibi, kullanilan hormonlar, bunlar1 konsantrasyonlari

ve farkli hormon interaksyonlarindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Kumlay, 2014).

Cizelge 4.18. Kok sayist bakimindan T. vulgaris ve Z. persica BUNGE tiirtiniin in
Vitro rejenerasyonu iizerine farkli eksplant tiplerinin ve BBD’lerinin etkisi.

Ortamlar Eksplantlar Z. persica T. vulgaris
TO Stirgiin ucu 4.75+£0.48aA 4.50+0.65cA
(Kontrol=9565 |y rak 4.00+0.41aB 9.50+0.65bA
sukroz)
Hipokaotil 3.75+0.25aB 11.75+0.48aA
T1 Stirgiin ucu 15.00+0.58aA 3.75+0.48bB
(Kinetin + GA3) | v aprak 4.00£0.41bA 5.25:0.48bA
Hipokaotil 14.50+£0.29aA 12.75+0.85aA
T2 Stirgiin ucu 7.50+0.65bB 13.75+0.19bA
(NAABAP) | vaprak 15.00£0.58aB | 17.90£0.37aA
Hipokaotil 5.00+0.41cB 18.36+0.62aA
T3 Stirgiin ucu 5.50+0.29aA 5.75+0.48aA
(BA) Yaprak 5.50:-0.29aA 5.50:0.65aA
Hipokaotil 5.00£0.41aA 5.00+0.41aA
T4 Stirgiin ucu 5.25+0.48aA 6.00+0.41aA
(IBA+Kinetin) | v arak 6.25:0.48aA 4.50£0.29aA
Hipokotil 5.75+0.48aA 5.00+£0.58aA
Cesit Ortalamalar1 7.12 6.47
Eksplant Ortalamalari: Stirgiin ucu = 6.23,Y aprak = 6.40, Hipokotil = 7.75
Ortam Ortalamalar1 : T0=6.38, T1=9.21, T2=7.54,T3=5.38, T4 =5.46

Not: Gruplandirmalarda A & © Ortam ve explant kombinasyonu igerisinde farkli biiyiik harfle gosterilen tiir

ortalamalar1 arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05). (Tirlerin Karsilastirilmasi). —

4 b ¢ Qrtam ve tiir kombinasyonu igerisinde farkli kiigiik harfle gdsterilen explant ortalamalar1 arasindaki fark

o6nemlidir (P<0.05) (Explantlarin karsilastirilmast). l
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Hormon ve eksplantlar
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Sekil 4.7. T. vulgaris ve Z.persica BUNGE arasindaki kok sayisi farki gosterilmistir.

4.10. Kok Uzunlugu (mm)

Yaptigimiz bu gézlemlere gore tiir, ortam ve ortam X eksplant, ortam x tiir,

eksplant x tiir, ortam * eksplant * tiir interaksiyonlari ¢cok 6nemli bulunmustur (p<0.01)

Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Kok uzunlugu varyans analiz sonucu

Varyans kaynaklari S.D K:T K:O F P
Tekertir (Tkr) 3 14.932582 4.977527 0.81 0.5127
Ortam 4 1675.757862 418.939465 68.13 <.0001
Hata 1 (ortam*Tkr) 12 73.794838 6.149570 1.17 0.3333
Eksplant 2 6.4326600 3.2163300 1.08 0.3520
Ortam *Eksplant 8 431.2552483 53.9069060 18.12 <.0001
Hata 2 (Ortam*Ekplant*Tkr 30  89.241592 2.974720 0.57 0.9489
Tiir 1 594.297521 594.297521 11299 <.0001
Ortam*Tiir 4 1941.930058 485.482515 92.30 <.0001
Eksplant*Tiir 2 338.669847  169.334923 32.19 <.0001
Ortam*eksplant*Tiir 8 744.186862  93.023358 17.69 <.0001
Hata 3 45  236.695162  5.259892

Genel toplam 119 6147.194232

R20.961495 V.K (%): 11.87283
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Yapilan istaistiki incelemede goriilebilecegi gibi, tiirler arasinda en uzun koklere
Ziziphora persica Bunge tiirtinden (21.54 mm) elde edilmis, ikinci tiir Thymus vulgaris
L. tird (17.09 mm) kalmistir. Eksplant ortalamalari incelendiginde hipokotil eksplanti
en uzun kokleri vermis (19.51 mm), stirglin ucu (19.45 mm) ve yaprak eksplantlari ise
(18.99 mm) bunu takip etmistir. Ortamlar incelendiginde; en uzun kokler T1 ortamindan
elde edilmis (26.75 mm), bunu TO ortami1 (18.05 mm) takip etmistir. En kisa kokler ise
T3 ortaminda (16.98 mm) gériilmiistiir (Cizelge 4.20).

Genel interaksiyonlara bakildiginda en uzun kokler T1 ortaminda Ziziphora
persica Bunge tiirliniin siirgiin ucu (49.08 mm), yaprak (33.31 mm) ve hipokotil (28.49
mm) eksplantlarindan elde edilmistir. Burada T1 ortaminin kok uzunlugunda belirgin
bir artisa sebep oldugu asikardir. En kisa kokler ise Ziziphora persica Bunge tiiriiniin

stirglin ucu eksplantindan T3 ortaminda (11.52 mm) elde edilmistir.

Shabnum ve Wagay (2011)’1n farkli Thymus vulgaris L. tiirleri ve eksplantlarini
kullanarak bir ¢alisma yiritmislerdir. Calismalarinda Thymus vulgaris L.
mostichina’nin in vitro c¢ogaltimi igin tarlada yetistirilen olgun bitkilerden alinan
eksplantlar1 kullanmislardir. 0.1 mg/l BAP ilave edilmis MS ortaminda bogum
kesimlerini kiiltiire almiglar; en uzun kokleri ve siirgiinleri 1 mg/l NAA ilave edilmis
ortamdan elde etmislerdir. Kara (2011)’nin yaptig1 tez ¢alismasinda en uzun kokler 35.2
mm ile L. angustifolia var. Silver lavanta c¢esidinden 4000 ppm IBA dozu

konsantrasyonundan elde edilmistir.
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Cizelge 4.20. Kok uzunlugu bakimindan T. vulgaris ve Z. persica BUNGE tiiriiniin
In vitro rejenerasyonu iizerine farkli eksplant tiplerinin ve BBD’lerinin etkisi.

Ortamlar Eksplantlar Z. persica T. vulgaris
TO Stirgiin ucu 16.78+0.63aA | 18.54+0.63abA
(Kontrol=%5 1 y o rak 17.17+0.51aA |  15.42+2.00bA
sukroz)
Hipokaotil 19.43+0.53aA 21.00+1.16aA
T1 Stirgiin ucu 49.08+4.24aA 12.3740.17bB
(Kinetin + GA3) | v aprak 33.3140.63bA |  18.04£0.48aB
Hipokaotil 28.49+0.48cA 19.20+1.48aB
T2 Stirgiin ucu 23.18+0.69aA 13.75+0.19bB
(NAATBAP) | v anrak 15.8520.41bA | 17.90+0.37abA
Hipokaotil 17.49+0.79bA 18.36+0.62aA
T3 Stirgiin ucu 11.52+0.64bA 15.16+£0.82aA
(BA) Yaprak 19.7940.68aA |  17.67£0.28aA
Hipokaotil 18.91+0.64aA 18.83+0.71aA
T4 Stirgiin ucu 19.11£1.07aA 15.01+0.33aA
(IBA+Kinetin) | /0oy 17.524057aA |  17.25+0.58aA
Hipokaotil 15.53+0.47aA 17.89+0.53aA
Cesit Ortalamalar1 21.54 17.09

Eksplant Ortalamalar1: Stirgiin ucu = 19.45, Hipokotil = 19.51, Yaprak = 18.99

Ortam Ortalamalar1  : TO=18.05, T1 =26.75, T2 =17.75, T3=16.98, T4 = 17.05

Not: Gruplandirmalarda » B ¢ Ortam ve explant kombinasyonu igerisinde farkli biiyiik harfle gosterilen tiir

ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05). (Tirlerin Karsilastirilmasi). —
4 b ¢Qrtam ve tiir kombinasyonu igerisinde farkli kiigiik harfle gosterilen explant ortalamalari arasindaki fark
onemlidir (P<0.05) (Explantlarin karsilastirilmasi). l

4.11. Bitki Yas Agirhig (mg)

Varyans kaynaklar1 incelenmesinden de goriilebilecegi gibi, tiir, eksplant,
hormon ve bunlarin ikili iglii interaksiyonu arasindaki fark istatistiki anlamda cok
onemli bulunmustur (p<0.01) (Cizelge 4.21). Ayrica Sekil 4.8 de Ziziphora persica

Bunge tiiriiniin agar ortaminda bitki gelisimi verilmistir.
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Cizelge 4.21. Bitki yas agirlig1 varyans analiz sonucu

Varyans kaynaklari S.D K:T K:O F P
Tekertir (Tkr) 3 201.4917 67.1639 0.37 0.7794
Ortam 4 345818.2500 86454.5625 470.03  <.0001
Hata 1 (ortam*Tkr) 12 2207.2167 183.9347 1.05 0.4201
Eksplant 2 106865.5167 53432.7583 212.75  <.0001
Ortam *Eksplant 8 179195.1500 22399.3938 89.19 <.0001
Hata 2 (Ortam*Ekplant*Tkr 30  7534.6667 251.1556 1.44 0.1323
Tiir 2193.0750 2193.0750 12.56 0.0009
Ortam*Tiir 4 139886.2167 34971.5542 200.26  <.0001
Eksplant*Tiir 19568.1500 9784.0750 56.03 <.0001
Ortam*eksplant*Tiir 8 136836.6833 17104.5854 97.95 <.0001
Hata 3 45  7858.3750 174.6306

Genel toplam 119 948164.7917

R?:0.991712 V.K (%): 5.107986

Elde edilen veriler incelendiginde goriilebilecegi gibi en fazla bitki yas agirlig

Thymus vulgaris L. tiiriinden (262.98 mg) elde edilmis, ikinci tiir Ziziphora persica

Bunge tiirli (254.43 mg) goriilmistiir. Eksplant ortalamalar1 incelendiginde hipokotil

eksplant1 (283.80 mg) en yiiksek bitki yas agirligint vermis, bunu yaprak (275.55 mg)

ve siirgiin ucu (216.78 mg) eksplantlar1 takip etmistir. Ortamlar incelendiginde en fazla

bitki yas agirligt bakildiginda T1 ortamindan elde edilmis (316.33 mg), bunu T4

(306.54 mg) ve T3 (274.46) ortamlar1 takip etmistir (Cizelge 4.22) .

Genel interaksiyonlara bakildiginda Thymus vulgaris L. hipokotil eksplantt T4

ortaminda (410 mg) en yiiksek bitki yas agirhigi vermis, en diisiik degere de Thymus

vulgaris L. siirgiin ucu eksplantinda TO kontrol ortaminda (122 mg) ulasilmistir.
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Cizelge 4.22. Bitki yas agirligt bakimindan T. vulgaris ve Z. persica BUNGE
tirliniin in Vvitro rejenerasyonu iizerine farkli eksplant tiplerinin ve BBD’lerinin

etkisi.
Ortamlar Eksplantlar Z. persica T. vulgaris
TO Siirgiin ucu 140.00£5.77bA | 122.50£13.15bA
(Kontrol=%5 1 ook 163.75£5.54bB | 200.00+£7.07aA
sukroz)
Hipokotil 227.0044.79aA | 187.50+4.79aB
T1 Siirgiin ucu 342.50+8.54bA | 307.50+4.79aB
(Kinetin + GA3) | v/aorak 452.50+4.79aA | 246.25+2.39bB
Hipokotil 327.5042.50bA | 221.75+6.56bB
T2 Stirgiin ucu 207.25+4.23aB 262.50+1.50bA
(NAABAP) | vaprak 172.50:4.79bA | 188.75+4.19cA
Hipokotil 190.00+4.08abB | 315.00+9.57aA
T3 Siirgiin ucu 231.2545.15bA | 107.50+4.79¢B
(BA) Yaprak 237.5048.54bB | 404.25+4.05aA
Hipokotil 312.5044.79aB | 353.75£10.28bA
T4 Siirgiin ucu 231.75£6.43bA | 215.00+8.66bA
(IBA+Kinetin) | y 25 rak 287.50+4.79aB | 402.50+2.75aA
Hipokotil 292.50+£1.77aB | 410.00+70.07aA
Cesit Ortalamalari 254.43 262.98

Eksplant Ortalamalari: Stirgiin ucu = 216.78,Yaprak = 275.55 Hipokotil = 283.80

Ortam Ortalamalari: TO = 173.54, T1 = 316.33, T2 =222.67, T3 =274.46, T4 = 306.54

Not: Gruplandirmalarda ~ B € Ortam ve explant kombinasyonu igerisinde farkli biiyiik harfle gdsterilen tiir

ortalamalart arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05). (Tiirlerin Karsilastirilmasi).—

4 b ¢ QOrtam ve tiir kombinasyonu igerisinde farkli kiiciik harfle gdsterilen explant ortalamalar1 arasindaki fark

onemlidir (P<0.05) (Explantlarin karsilastirilmast). l
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Sekil 4.8. Ziziphora persica Bunge eksplantinin bitki gelisimi olusturmasi

4.12. Bitki Kuru Agirh@

Varyans analiz sonucunda goriilebilecegi gibi eksplant, hormon ve hormon *
eksplant, hormon * tiir, eksplant * tiir, hormon * eksplant * tiir interaksiyonlari ¢ok
onemli (p<0.01) bulunurken Tiirler arasindaki fark ise Onemsiz ¢ikmistir (p>0.05)
(Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23. Bitki kuru agirlig1 varyans analiz sonucu

Varyans kaynaklar: S.D K:T K:O F P
Tekeriir (Tkr) 3 14.339327  4.779776 0.12 0.9492
Ortam 4 8594.858722 2148.714680 51.99 <.0001
Hata 1 (ortam*Tkr) 12 495920898 41.326742 1.33 0.2352
Eksplant 2 3620.812032 1810.406016 55.50 <.0001
Ortam *Eksplant 8 6052.422468 756.552809 23.19 <.0001
Hata 2 (Ortam*Ekplant*Tkr 30 978.631700 32.621057 1.05 0.4326
Tiir 49.049653  49.049653 1.58 0.2153
Ortam*Tiir 4 3681.691588 920.422897  29.65 <.0001
Eksplant*Tiir 456.795932  228.397966  7.36 0.0017
Ortam*eksplant*Tiir 8 3064.026802 383.003350 12.34 <.0001
Hata 3 45  1397.14743  31.04772

Genel toplam 119 28405.69655

R?:0.950815 V.K (%): 13.86921
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Elde edilen isteistiki verilerdende goriilebilecegi gibi bitki kuru agirhig
ortalamalarina bakildiginda en yiiksek degerler Ziziphora persica BUNGE tiiriinden
(40.82 mg) elde edilmis, bunu Thymus vulgaris L. tiirii (39.54 mg) takip etmistir.
Eksplant ortalamalar1 incelendiginde hipokotil eksplanti en yiiksek kuru agirligi vermis
(46.53 mg), bunu yaprak (40.88 mg) ve siirgiin ucu (33.13 mg) eksplantlar1 takip
etmistir. Ortamlar incelendiginde en fazla bitki kuru agirhiginin T1 ortamindan elde
edildigi (49.63 mg), bunu T4 (47.82 mg) ve T3 ortamlarinin (42.72 mg) takip ettigi
goriilmiistiir (Cizelge 4.24).

Genel interaksiyonlara bakildiginda Ziziphora persica BUNGE tiiriiniin yaprak
eksplantinda T1 ortaminda (65.00 mg) Thymus vulgaris L. tiiriiniin hipokotil
eksplantinin T3 ortaminda en fazla bitki kuru agirhigimi verdigi (63.50 mg), bunu
sirastyla Thymus vulgaris L. tiiriiniin hipokotil eksplanti T4 ortaminda (60.87 mg) ve
Thymus vulgaris tiiriiniin yaprak ekplanti T3 ortaminda (60.48 mg) takip etmistir. En az
bitki kuru agirligina da TO kontrol ortaminda Ziziphora persica yaprak eksplantinda

(21.64 mg) ulagilmistir
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Cizelge 4.24. Bitki kuru agirligi bakimindaniki T. vulgaris L. ve Z. persica BUNGE
tirliniin in Vvitro rejenerasyonu iizerine farkli eksplant tiplerinin ve BBD’lerinin

etkisi.

Ortamlar Eksplantlar Z. persica T. vulgaris
TO Siirgiin ucu 24.91+1 83bA 23.7548.09aA
(Kontrol=565 | y2hrak 21.64+0.49bA 29.98+0.19aA

sukroz)
Hipokaotil 39.2140.452A 28.77:0.44aA
T1 Stirgiin ucu 61.25+2.39aA 45.7820.33aB
(Kinetin + GA3) | vk 65.0020.37aA 36.52+0.23abB
Hipokaotil 56.02:£0.03aA 32.63+1.46bB
T2 Siirgiin ucu 28.75€1.97aA 36.89+2.74aA
(NAA+BAP) | yaprak 29.35:0.23aA 23.73+8.76bA
Hipokotil 29.98+0.53aB 472741 43aA
T3 Siirgiin ucu 31.50+0.87bA 14.91+0.49bB
(BA) Yaprak 32.19+0.82bB 60.480.34aA
Hipokaotil 53.74+1.350A 63.50:£6.29aA
T4 Stirgiin ucu 35.75+£5.09bA 27.77+0.40bA
(IBA+Kinetin) |y ook 49.06:0.68aB 60.2120.20aA
Hipokotil 53.28+1.56aA 60.870.52aA
Cesit Ortalamalar1 40.82 39.54

Eksplant Ortalamalari: Siirgiin ucu = 33.13,Yaprak = 40.88, Hipokotil = 46.53

Ortam Ortalamalari

: TO=28.04, T1 =49.63, T2 =32.66,T3 =42.72, T4 = 47.82

Not: Gruplandirmalarda » B © Ortam ve explant kombinasyonu igerisinde farkli biiyiik harfle gdsterilen tiir

ortalamalart arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05). (Tiirlerin Karsilastirilmasi).—

4 b ¢ Ortam ve tiir kombinasyonu icerisinde farkli kiiciik harfle gosterilen explant ortalamalar1 arasindaki fark

dnemlidir (P<0.05) (Explantlarin karsilastiriimast). |
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada, Labiatac familyasindan Ziziphora persica Bunge ve Thymus
vulgaris L. iki farkli kekik tiirtiniin in vitro rejenerasyonu tizerine 3 farkli eksplant
kaynag1 (hipokotil, kotiledon ve siirgiin ucu) ve 5 farkl bitki biliyiime diizenleyici besi
ortamlarinin (kontrol, 1 mg/l Kinetin + 0.5 mg/l GA3, 0.5 mg/l NAA+ 3 mg/l BAP,
0.5 mg/l BA, 3 mg/l IBA + 0,Amg/l Kinetin hormon kombinasyonlar1) etkisi
belirlenmistir. Calisma, 4 tekerriirlii olarak uygulanmistir. Arastirmada, ilk siirgiin
verme gilin sayist (giin), bitki canlilik orani (%), siirgiin uzunlugu (mm), yan dal ve
bogum sayisi (adet), bogum aralig1 (mm), yaprak alan1 (mm?), kok sayis1 (adet), kok
uzunlugu (mm), bitki yas ve kuru agirligt (mg) Olglimleri yapilmistir. Alinan bu
Olgtimler. Elde edilen karakterlerin tanitici istatistikleri, ortalama ve standart hata
seklinde ifade edilmistir. Incelenen karakterler “Tesadiif Bloklarinda Boliinen
Boliinmiis Parseller Deneme Desenin”de varyans analiz testine tabi tutulmustur.
Varyans analizinde kullanilan faktdrlerin 6nem dereceleri Tiir>Eksplant>Hormon
seklinde tasarlanmistir. Onemli farkliliklarin belirlenmesinde Verilerin Istatistiksel

Analizi SPSS 20 programi ile yapilmistir.

Yapilan bu isitatistiki bilgilere gore Ziziphora persica BUNGE bitkisinin
rejenerasyon kabiliyetine bakildiginda ilk siirgiin Ziziphora persica BUNGE bitkisi en
erken ortalama (10.27 giin) ile vermistir. Diger karakterleri inceledigimizde ise en
fazla canli kalabilen bitki oran1 % (92.92), en uzun bitkicikler (31.20 mm), en biiyiik
yaprak alani (20.32 mm?), en uzun bogum araligi (13.02 mm), en fazla kok sayisi
(7.12 adet) ve kok uzunlugu(21.54 mm), en fazla bitki kuru agirligi (40.82 mg) yine
Ziziphora persica BUNGE tiirtiniin Thymus vulgaris L. tiiriine {istiinliik sagladig1 ve
daha iyi rejenere oldugu net olarak goriilmektedir. Thymus vulgaris L. tiiriini
inceledigmizde ise; en fazla yandal sayis1 (6.27 adet), en fazla yaprak sayis1 (25.72
adet), en fazla bogum sayisi, (4.12 adet) en diisiik bogum aralig1 (6.52) ve en agir
bitki yas agirhiginin (262.98 mg) Thymus vulgaris L. tiiriinden elde edildigi ve bu
karakterler yoniinden Ziziphora persica BUNGE tiirline istiinliik sagladigi ortaya
konulmustur. Bu sonuglara gore Ziziphora persica BUNGE tiirii incelenen birgok

karakter yoniinden daha avantajli olmus, ancak her iki tiiriin de in vitro sartlarda
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mikrogogaltima olumlu tepkiler verdigi goéz Oniine alindiginda, daha sonraki
caligmalarda her iki tiir izerinde daha detayli arastirma yapilmasinin uygun olacagi

kanaatine varilmustir.

Eksplant ortalamalarina bakildiginda siirgiin ucu ekplantinin siirgiin verme giin
sayist (10.28 giin), canli kalan bitkicik oran1 (%94.50), yaprak sayis1 (20.38 adet),
yaprak alan1 (12.32 mm?) gibi 6zellikler yoniinden diger eksplantlara gore iistiin
avantajlar sagladig1 net olarak goriilmektedir. Buna karsin, yaprak eksplantinin siirgiin
uzunlugu (30.40 mm) ve bogum aralig1 (11.48 mm) yoniinden avantajlari oldugu
ortaya konulmustur, iki karekterin diger eksplantlara gore istiin geldigi goriilmiistiir.
Hipokotil eksplantinin ise yan dal sayist (5.50 adet), bogum sayis1 (3.60 adet), kok
sayist (7.75 adet), kok uzunlugu (19.51 mm), bitki yas agirligi (283.80 mg) ve bitki
kuru agirligi (46.53 mg) yoniinden 6n plana ¢iktigi belirlenmistir. Buradan da
goriilebilecegi gibi hipokotil eksplantinin yaklasik 6 karekterde diger eksplanlardan
daha iyi rejenere oldugu asikardir. Daha 6nce yapilan bir¢ok ¢alismada siirgiin ucu
eksplantinin daha avantajli oldugu belirtilmis olmasina ragmen, bu ¢alismada hipokotil
eksplantinin daha 6n plana ¢iktigi goriilmiis, in vitro sartlarda mikrogaltim i¢in en
avantajh bitki 6zellikleri olan bogum ve yan dal sayilar1 hipokotil eksplantlarindan

elde edilmistir.

Ortamlara bakildiginda 1.0 mg/l Kinetin+0.5 mg/l GAz igeren T1 ortamininin,
incelenen bitki 6zellikleri yoniinden Ustiinliikler gosterdigi ve %5 sukroz igeren hig bir
BBD i¢ermeyen bunu kontrol ortaminin takip ettigi acik¢a ortaya konulmustur.
Yapilan c¢alismalarda MS ortamina ilave edilen farkli oksin ve sitokininlerin
konsantrasyonunun ayarlanmasi, bunlari degisik ¢evre faktorleri ile kombine edilmesi,
besi ortamina yerlestirilen farkli eksplantlarin hizli bir sekilde ¢ogaltimina yol
acmaktadir. Ancak, bizim calismamizda ve daha birgok calismada gorildigli gibi
hi¢bir hormon icermeyen yar1 katt MS ortaminda da bitkilerin rahatlikla gelisebilecegi
goriilmektedir. Ortama GA3 ile birlikte diisiik konsantrasyonlarda sitokinin (veya
calismamizda kinetin) ilave edilmesinin eksplantlardaki mikrogogaltim hizini arttirdigi
ve bir dongiide ¢ok sayida bitkicik elde edilebilme ihtimalini yiikselttigi goriilmiistiir.
Bu ortama ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi olsa oksin ilave edilmesi, bitkiciklerde

kok sayist ve uzunlugunu artiracak, in vitro sartlarda elde edilen bitkicikleri saksilara
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ve seraya aktarilmasinda ve ¢ok sayida bitkinin bu kokler canli kalmasinda etkili
olabilecektir. Bu amagla daha sonraki ¢alismalarda GA3 yaninda yiiksek
konsantrasyonda sitokinin ve diisiik konsantrasyonda oksin dozlarini ayarlamak
suretiyle her bir tiir i¢in zaman ve maliyet bakimindan daha avantajli kombinasyonlar

elde edilebilecektir.

Bu calismanin en onemli avantaji dogada yaygin olan tibbi bitki tiirlerinin
kiiltire alinmasinda in vitro sartlarda seleksiyona imkan vermesidir. Daha sonra
yapilacak caligmalarda besi ortamlarinda elde edilen bu sonucglar sera ve tarla
sartlartyla kiyaslanma imkan1 bulacak ve aradaki korelasyonun yiliksek olmas1 halinde
yeni hatlarin kisa siirede seleksiyonu ve 1slah siiresinin kisaltilmasi miimkiin
olabilecektir. Ayrica, bu tiirlerin iistiin bazi1 Ozelliklerinin gen transferi ile bagka
bitkilere aktarilmasinda da, doku kiiltiiriinden elde ettigimiz bu sonuglar 6n bilgi

olarak bu ¢aligsmalar yiiriitiitenlere destek verebilecegi diisiiniilmektedir.
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