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OZET

SATER (Satureja hortensis L.) BITKISININ /N VITRO MIKROCOGALTIMI VE
ETKEN MADDE VARYABILITESI UZERINE CALISMALAR

YUKSEK LISANS TEZI

Muhammed Mansur OZGEN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
TARLA BITKILERI ANABILIM DALI

2018

Sater otu iilkemizde yaygin bir sekilde {iretimi olan ve ihracat1 yiliksek seviyede bulunan
tek yillik bir kekik tiiridiir. Bu tez calismasi, Satureja hortensis bitkisinin laboratuar ortaminda
in vitro mikrogogaltim yoluyla ¢ok sayida fide iiretmek ve dis ortamda saksi denemesi seklinde
yetistirilen bitkilerde ucucu yag bilesenleri kompozisyonunu belirlemek amaciyla yapilmistir.
Calisma 2016 yilinda Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii laboratuar ve
seralarinda yiirGitiilmistiir. Laboratuar ortaminda sater bitkisinin tohumlar1 MS besin ortaminda
cimlendirilerek eksplantlar alinmistir. Hipokotil ve kotiledon eksplantlart BAP ve KiN’in farkli
konsantrasyonlarmi igceren MS + 0.2 mg/L IBA ortamlarmma konulmustur. Eksplantlarin
tamaminda kallus olusumu gozlenmistir. En yiliksek siirgiin olusumunun Kkotiledon
eksplantindan %100 ile 1.5 mg/L KIN ortaminda olustugu goriilmiistiir. En yiiksek koklendirme
oraninin kotiledon eksplantindan %100 ile 0.75 mg/L KiN ortaminda ve hipokotil kisminda ise
%100 ile 0.75 mg/L BAP ve 2.25 mg/L BAP’da olustugu gozlenmistir. Satureja hortensis L.
bitkisinin sera ortaminda tek bitkilerden alinan gézlemlerde; bitki boyunun 31.00-48.00 cm, dal
sayisinin 7-26 adet, taze herba veriminin 21.12-77.15 g/bitki, kuru herba veriminin 6.85-25.66
g/bitki ve kuru yaprak veriminin 4.17-16.33 g/bitki oldugu goézlenmistir. Ayrica cigeklenme
doneminde elde edilen ucgucu yagda, 21 bilesen tespit edilmis ve bunlar igerisinde ana
bilegenlerin karvakrol, y—terpinen, p-simen, Delta-2-carene, Acetylthymol ve Myrcene
saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Satureja hortensis L., mikrogogaltim, tohum, BAP, KIN, ucucu yag
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ABSTRACT

STUDIES ON IN VITRO MICROPROPAGATION OF SAVORY (Satureja hortensis
L.) PLANT AND VARIABILITY OF ACTIVE SUBSTANCES

MSc THESIS

Muhammed Mansur OZGEN

DEPARTMENT OF FIELD CROPS
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DICLE UNIVERSITY

2018

Savory which is a kind of thyme is an annual plant that is widely produced in our country
and exports at a high level. This thesis study was carried out in order to produce a large number
of seedlings through the laboratory environment of the Satureja hortensis plant in vitro and to
determine the composition of the essential oil components in the plants grown as pot experiment
in the outdoor environment. The study was caaried out in the laboratories and the greenhouses
Department of Field Crops of the of the Faculty of Agriculture University of Dicle in 2016. The
seeds of the savory plant were germinated in the MS nutrient medium and the explants were
taken. Hypocotyl and cotyledon explants were placed in MS + 0.2 mg/L. IBA media containing
different concentrations of BAP and KIN. Callus formation was observed in all of the explants.
The highest shoot formation was observed in cotyledon explants at 100% to 1.5 mg/L. KIN
medium. The highest rooting rate was observed in cotyledon explants at 100% to 0.75 mg/L
KIN medium and at hypocotyl at 100% to 0.75 mg/L BAP and 2.25 mg/L. BAP. Observations
from single plants in the green house environment of Satureja hortensis L. the plant of height
31.00-48.00 cm, number of branches 7-26, fresh herb yield 21.12-77.15 g/plant, dry herb yield
6.85-25.66 g/plant and dry leaf yield 4.17-16.33 g/plant were found. Also, 21 components
during the flowering period were found in obtained volatile oil and the main components were
determined as carvacrol, y—terpinene, p-cymene, Delta-2-carene, Acetylhymol and Myrcene.

Key words: Satureja hortensis L., micropropagation, seed, BAP, KIN, essential oil
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1. GIRIS

Dogaya doniislin bir slogan halini aldigi giinlimiizde tibbi bitkilerin kullanimi
giderek artmaktadir. Buna son yillarda gerek diinyada gerekse lilkemizde tibbi bitkilerle
tedavi anlayisinin hizla gelismesi de art1 bir ivme kazandirmistir. Birgok tibbi bitkinin
farmakolojik ve klinik deneylerle farkli etkilerinin ispat edilmesinden sonra
kullanimlarinda biiyiik artiglar olmustur. Tibbi ve aromatik bitkiler bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesi ile hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavi edilmesinde geleneksel ve modern
tipta ilag¢ olarak kullanilmaktadir. Terapdtik kullanimlarinin yani sira bu bitkiler gida
takviyesi, bitkisel ¢ay, aroma ve tat ile baharat olarak gidalarin ¢esnilendirilmesinde
kullanilmaktadir. Ayrica bu bitkiler, icerdikleri maddelerin etkilerinden dolay1
parflimeri ve kozmetik sanayisinin baska kollarinda da yaygin bir kullanim alani
bulunmaktadir.

Tiirkiye’nin Akdeniz, Avrupa-Sibirya ve Iran-Turan floristik bélgelerinin
kesistigi noktada olmasi zengin bir biyogesitlilik ortaya c¢ikarmaktadir. Ayrica,
Karadeniz ve Akdeniz bolgelerinin cografik yapisinin kiyiya paralel sekilde yer almasi,
Ege Bolgesi’nde ise dik yer almasi nedeniyle Anadolu’da degisik iklim tiplerinin
olugmasina dogrudan katkida bulunmaktadir. Bu durumda yagis, sicaklik, nem gibi
iklim 6zelliklerinde bolgeler arasinda biiyiik farkliliklar olugsmasina neden olmaktadir.
Ulkemizde tiir, alt tiir ve gesitler dikkate alindiginda 12.000 civarinda bitki taksonu, 10
bin civarinda tiir mevcut olup, bunlarin 3.649’u endemiktir (Giiner ve ark. 2012).

Tiirkiye florasinda yer alan birgok bitkinin farkli kisimlar1 gida, tibbi veya diger
amaclarla toplanmakta; yurt i¢inde degerlendirildigi gibi ihra¢ da edilmektedir. Bunlarin
icerisinde Lamiaceae familyasma dahil cins ve tiirler 6nemli yer tutmaktadirlar.
Lamiaceae familyas1 yeryiiziinde 220 cins ve 4000 tiir civarinda iken, Tirkiye’de ise
kaynaklara gore farklilik gostermekle beraber 44 cins ve 573 tiirle (725 takson) temsil
edilmektedir (Sadikoglu 2005).

Son yillarda dogada mevcut genetik kaynaklarimizi kullanarak tarima ve tilke
ekonomisine kazandirilan bitkilerin sayis1 giderek artmaktadir. Kekik bunlardan en
onemlisini olusturmaktadir. Kekik tiirleri ucucu ve aromatik yag icerdiklerinden
eczacilik ve parfiimeri sanayisinde 6nemli rol oynamakta olup, tedavide ugucu yaglarin

ya da bu yaglardan elde edilen terpenik maddelerin (timol), antiseptik, antibakteriyel,
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antispazmodik, antiastmatik, ekspektoran ve fungusit etkilerinden yararlanilmaktadir
(Tanker ve Iliulu 1981).

Genel olarak Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde bir bitkiye farkli isimler verilirken,
¢ok fazla sayida cins ve tiire degisik yorelerimizde kekik denilmektedir. Ulkemizde pek
cok cins kekik olarak tanimlanmaktadir. Bu cinslerden 7Thymus cinsinin 38 tiiri,
Origanum cinsinin 23 tiirl, Satureja cinsinin 14 tiiri, Thymbra cinsinin 2 tlri ve
Coridothymus cinsinin 1 tiirii florada yer almaktadir (Baydar 2005). Bu cinslere ait
tiirlerin yiiksek ugucu yag orani ile birlikte karvakrol ve timol bilesenlerini igermesi ve

benzer kullanim alanlarina sahip olmasi sonucunu dogurmaktadir.

Cizelge 1.1. Tiirkiye’nin Yillar Uzerinden Kekik Uretimi, [hracati ve ithalat:

Uretim Miktar1 Thracat Ithalat
Yil Tarladan Dogadan Miktar (Ton) Deger Miktar (Ton) Deger
Hasat (Ton) Toplama (1000%$) (1000%$)
(Ton)
2000 7387.89 15366.35 564 1164.34
2001 8459.23 15479.36 124.66 192.58
2002 8331.46 13444.24 1048.34 1150.92
2003 8790.57 14067.92 61.71 151.63
2004 7000 1225 9776.99 16733.27 45.1 86.23
2005 6400 0.974 10424.51 17882.55 67.85 159.02
2006 7979 0.892 12201.96 22608.24 320.06 497.16
2007 5350 3863 11308.30 39493.28 2340.82 4455.70
2008 10082 2050 9682.73 42877.56 850.74 2485.83
2009 12329 1176 11474.66 28662.42 460.37 1198.23
2010 11190 1412 12957.01 28137.77 985.41 2148.41
2011 10953 0.971 1158.51 29854.12 911.74 1851.86
2012 11598 1786 13964.41 39916.64 1687.97 3341.97
2013 13658 1875 14813.27 56315.88 1695.37 4303.70
2014 11752 2493 15583.14 60050.88 1360.19 3654.24

Kekigin kiiltiire alinmasi, tarimmin baslatilmast ile daha once dogadan
toplamada karsilagilan ve pazarlamada sorun teskil eden ugucu yag oraninin diisiik
olmasi, zamansiz toplama sonucu olusan diisiik kalite, icerisinde kekik disinda rastlanan
yabanci maddeler karistirilmasi ayr1 bir miidahaleye gerek kalmadan azalmis ve
ithracatci istedigi ozelliklerde standart ve devamlilifi olan materyal temin etmeye
baslamistir. Dogadan toplanan kekiklerde ihracat¢i %2 ugucu yag oranini temin etmede
zorlanirken, gelistirilmis hatlarla tarlada yetistirilen kekiklerde %4’{in iizerinde ugucu
yag elde edilmeye baglanmistir. Ayrica pazara daha ucuz kekik sunulmaya baglanmistir.
Sonugta daha dnce kiigiik ¢apta kekik iiretip ihra¢ eden pek ¢ok iilke Tiirkiye ile rekabet
edemeyip kekik tarimini terk etmistir (Sar1 ve Altunkaya, 2015). Tiim bu gelismeler
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Tiirkiye’nin diinya pazarindaki kekik hakimiyetini per¢inlemis, diinyada kekigin ihracat
hacmi yaklasik 12-13 bin ton civarindadir. Tiirkiye’de ise son yillarda 12-15 bin ton
civarinda, elde edilen gelir ise 60 milyon dolar1 agsmustir (Cizelge 1.1.).

Satureja hortensis L. Lamiaceae familyasinda bulunan Satureja cinsinde yer alir.
Tek yillik bir kekik tiirii olan bitkinin kokleri hari¢ geriye kalan kisimlart icecek,
baharat ve ugucu yag eldesinde kullanilir. Satureja cinsine ait olan S. hortensis L.’in
sinonimi S. laxiflora’dir. S. hortensis L. tiriinlin S. hortensis L. var. grandiflora Boiss.
ve S. hortensis L. var. speciosa Nab. olmak lizere iki alt tiirli vardir. Satureja cinsine
dahil bir ¢ok tiir geleneksel kullanimlart ve isimleri kekik, sivri kekik, geyik otu, zater,
sater, kilig kekik, keklik otu, catli ya da firibu olarak degisen birgok isimle
bilinmektedir (Baytop 1999).

Satureja hortensis bitkisinin hasat zaman1 bolgelere gore degisebilmekte, bazi
bolgelerde ciceklenmeden Once hasat yapilirken bazi bolgelerde de cigeklenme sonrasi
hasat yapilabilmektedir. Ayrica, bitkinin hasat zamani ve yayilis1 lokal ve yillik iklim
sartlarina gore de degiskenlik gostermektedir. Bununla birlikte, hasat zamani genellikle
Temmuz-Eyliil aylarinda yapilmaktadir (Satil ve ark. 2002).

S. hortensis L. bitkisinin herbasindan faydalanilmaktadir. Baytop (1984) %0.3-2
arasinda degisen oranlarda ucucu yag bulundugunu bildirmistir. Ayrica ugucu yaginda
fenolik yapida olan karvakrolun % 20-30 oraninda oldugunu bildirmistir. S. hortensis L.
bitkisinden elde edilen droglar pek ¢ok farmakolojik ve tedavi edici 6zelliklere sahiptir.
Icerdigi flavonoid ve kafeik asit bilesikleri farmasotik ve kozmetik endiistrilerinde
viriitik, antimikrobiyal ve bagisiklik sistemini gli¢lendirici 6zellikleri nedeniyle
kullanilmaktadir (Ding 2014).

Ulkemizde S. hortensis L. bitkisi genellikle I¢ Anadolu Bélgesi (Amasya,
Ankara, Nevsehir, Sivas), Marmara (istanbul, Sakarya), Dogu ve Giineydogu Anadolu
(Erzincan, Tokat, Erzurum, Adiyaman, Adana, Diyarbakir) ve Karadeniz Bolgesi’nde
(Samsun, Zonguldak) dogal yayilis gostermektedir (Sekil 1.1.). Satureja cinslerinin
birgok tiirliniin ticareti yapilmakta olup, Ege ve Akdeniz Bolgeleri ticaretin yogun

oldugu bolgeler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Satil ve ark. 2002).
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Sekil 1.1. Satureja hortensis bitkisinin iilkemizde yayilig gosterdigi iller

Tibbi ve aromatik bitkilerde fotosentez sirasinda primer metabolitler yanisira
iiretilen sekonder metabolitlerde biiylik 6neme sahiptir. Primer (birincil) ve sekonder
(ikincil) metabolitler olarak ikiye ayrilan bitki kimyasallarindan primer metabolitler
dogada oldukc¢a yaygin olarak bulunur. Primer metabolitler yiiksek bitkilerin tohum ve
vejetatif yapilarinda oldukca fazla miktarda bulunur ve bitkinin fiziksel gelisimi i¢in
hiicre metabolizmasindaki temel gorevlerinden dolay1 gereklidirler. Bir¢ok yiiksek bitki,
bitki aminleri, nadir amino asitler, alkoloid, terpen, fenolik bilesikler ve glikozidler gibi
ekonomik degeri yiiksek olan organik kimyasallar1 yapisinda biriktirerek zengin bir
hammadde kaynagi olustururlar. Dogal bitki {irlinleri (fitokimyasallar) olan
farmasotikler, agrokimyasallar, koku ve tadlandiricilar, dogal renklendiriciler,
biyopestisitler ve gida katki maddeleri gibi endiistrinin birgcok dalinda

kullanilmaktadirlar (Oskay ve Oskay 2009).

Sekonder metabolitler, bitkilerde ¢gok dnemli fonksiyonlar1 olan karmasik yapili
kimyasal bilesenlerdir. Sekonder metabolitler bitkisel kokenli bilesikler olmasi
nedeniyle farkli bir yapida olup, bu metabolitler icinde bulunan yada yer alan fenolik
bilesikler listlenmis olduklar1 gorevlerinden dolay: biiyiilk 6nem tasimaktadirlar. Ayrica
fenolik bilesiklerin, antikanserojen ve antimikrobiyal etkiler gostererek insan sagligi

iizerine yapici etkilerinin oldugu gézlenmistir (Cetin ve ark. 2011).

Sekonder metabolitlerin daha onceleri bitkilerde herhangi bir fonksiyona sahip
olmadig diisiiniiliirken son yillarda yapilan ¢alismalar durumun hi¢ de dyle olmadigini
bitki yapisinda 6nemli rol aldigin1 ortaya koymustur. Giderek 6nemi artan bu bilesikler,

bitki yasami icin mutlak gerekli maddeler olmamakla birlikte bitkinin ¢esitli stres
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durumlarinda (U-V isinlari, herbisit, vb.) savunma mekanizmasi olarak sentezlenmeye

basladig1 ortaya konmustur (Giiven ve Giirsul 2014).

Giinlimiiz sartlarinda sekonder metabolitlerin hizli ve coklu iiretimi, hiicre
kiltirii  yontemiyle yapilmaktadir. Kat1 besiyerinde bitki ya da embriyonun
biiyiitiilmesi, kallusun uygun dokulardan elde edilmesi, meydana gelen kalluslarin sivi
besi yerinde gelismesi sonucunda hiicre silispansiyon Kkiiltlirlerinin yapilmasi ile

sekonder metabolitler iiretilmektedir (Oskay ve Oskay 2009).

Son zamanlarda doku kiiltiirleri ile aromatik ve tibbi bitkilerin mikrogogaltim
tekniklerinde onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Mikrogogaltimin bir¢ok avantajlari
bulunmaktadir. Ornegin; hastalik ve zararlilardan arindirilmis saf bitkisel materyaller
elde etmede, mevcut geleneksel tekniklerle iiretimi zor olan tiirlerin kolay tiretimini
saglamada, lstlin genotipleri seri iiretmede, mevsime bagli kalmadan her dénemde
genis alanlara ve is giicline ihtiyag duymadan iiretime imkan saglamada avantajlari

goriilmektedir.

Tibbi ve aromatik bitkilerin icerdikleri etkili maddelerinin genotip ve gevreye
bagl olarak degiskenlik gosterdigi bilinmektedir. Dogasi geregi ya da geleneksel
yontemlerle cogaltimi yapilan bitkilerin metobolit ekstraksiyonlari, ugucu yag
bilesimleri ve oranlari, kuru ve yas drog verimleri gibi nitelikleri degisebilir. Son
zamanlarda mikrocogaltim teknigi, tohum ve c¢elikle iiretimin dezavantajlarini ortadan
kaldirmistir. Vejetatif olarak daha hizli ve fazla miktarda, ayn1 genetik yapiya sahip fide
cogaltimima imkan tanimaktadir. Bu avantajlarinin yaninda gevre sartlaria karsi duyarl
olan tibbi ve aromatik bitkilerinde mikrocogaltim teknigi geleneksel {iretim
yontemlerine kars1 alternatif bir liretim seklidir (Kara 2011; Erkoyuncu ve Yorgancilar

2015).

Kekik iiretiminde lider olma potansiyeli tagiyan lilkemizde, Diyarbakir ili 6nemli
bir iiretici konumundadir. Ilimizde yetistirilen kekik basta olmak iizere bu bitkiye ait
mikrogogaltim yonteminin gelistirilmesi olduk¢a onemlidir. Boylece ekonomik degere
sahip kekik bitkisinin geleneksel ¢ogaltim yonteminden farkli olarak in vitro ortamda
daha hizl1 ve ¢ok miktarda bitkisel materyalin elde edilmesi zamana ve mekana bagimli
kalmaksizin ¢ogaltim1 miimkiin olacaktir. Calismada in vitro eksplant olarak kullanilan

hipokotil ve kotiledon gibi fide kisimlardan ¢ogaltimin gerceklesmesi amaclanmis ve
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boylece bir fide ile baglayacak ¢ogaltimla 8-10 adet siirglin elde edilerek ¢ok sayida
bitkinin {iretilmesi gergeklesmis olacaktir. Gelistirilecek in vitro ¢ogaltim metodu
sayesinde kekik bitkisinin dogal kosullarda yetistirildiginde ekolojik faktorler nedeniyle
meydana gelebilecek tibbi ve aromatik 6zelliklerin degisimi 6nlenmis olunacak ve s6z
konusu igerik stabil olarak korunmus olunacaktir. Ticari olarak degerlendirilen bu
bitkinin tibbi ve aromatik oOzelligi muhafaza edilerek in vitro mikrocogaltim ile
ekonomik bir boyut kazanacagi diistiniilmektedir. Ayrica, 1slah materyali olma 6zelligi
tagiyan bu bitkinin 1slah siireci kisaltilarak arzu edilen igerige sahip tiiriin in vitro

mikrogogaltimi ile zaman kaybinin da oniine geg¢ilmis olunacaktir.

Mikrogogaltim ile bitki iretiminin temel amaglarindan biri de istenilen
ozelliklere sahip bitki klonlarinin iiretilmesine olanak saglamasidir. Bitkilerin igerdigi
sekonder metabolitlerin smirli miktarda olmasi, istenilen miktarda ve ekonomik olarak
bu maddelerin iiretilmesini sinirlamaktadir. Bunun yaninda bazi metabolitlerin sinirl
sayida tiirlerde bulunmasi, bu tiirlerin yetistigi ekolojilerin kendilerine 6zel olmas1 ve
bunlarin yetistiriciliginde ortaya ¢ikan sorunlar dikkate alindiginda bu bitkilerin ve
metabolitlerinin {iretiminde biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi1 gerekliligi bir
zorunluluk olarak ortaya g¢ikmaktadir. Tibbi ve aromatik bitkilerin doku kiiltiirii
teknikleri ile cogaltilmast veya sekonder metabolitlerin hiicre kiiltiirleri ile tiretilmesi
dogal c¢esitliligin korunmasina katki saglayacaktir. Zira her yil bu bitkilerin dogadan

bilingsizce toplanmasi birgok bitki tiiriinii tehdit etmektedir.

Bu tez ¢alismasi ile tek yillik bir kekik tiirli olan Satureja hortensis bitkisinin in
vitro mikrogogaltimi1 ve bu tiirlin ugucu yag bilesenleri bakimindan degerlendirilmesi
amaclanmaktadir. Ayrica, bu calisma ile bu tiirde gelecekte yapilacak arastirmalara

temel olma 6zelligi ile bir model olacag diistiniilmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI
Satureja hortensis bitkisi ile yapilmis bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Tez
konumuz ile ilgili daha 6nce yapilan ¢alismalardan bazilar1 yayin yillarina gore asagida

belirtilmistir.

Baytop (1984), S. hortensis bitkisinin istah acici, gaz soktiirlicii, idrar artiric,
midevi ve cinsel giicli arttiric1 gibi tedavi edici etkilere sahip oldugunu ve iilkemizde
sater, zater, geyik otu, ¢ibriska ve gubriza isimleriyle bilindigini bildirmektedir. Ayrica
calismasinda; bitki boyunun 10-30 cm arasinda degistigini, ugucu yag oraninin % 0.3-2
arasinda oldugunu ve ana bilesenin % 20-30 oraninda karvakrolden ibaret oldugunu

bildirmektedir.

Calvo ve Segura (1988), In vitro kosullarda yetistirilmis L. latifolia ve L.
stoechas tiirlerinde bitkilerden kok, kotiledon ve hipokotil eksplantlarindan siirgiin
tiretimi icin, farkli konsantrasyonlar ve kombinasyonlarda NAA, TAA ya da 2,4-D ile
BAP ya da KIN igeren ortamlarda yiiriittiikleri ¢aligmada biitiin ortamlarda kallus ve

stirglin olusumu gozlediklerini bildirmislerdir.

Arrebola ve ark. (1997), Mikrogogaltimda Satureja obovata tiiriiniin geng ve
olgun eksplantlar1 kullandiklar1 ¢alismalarinda; in vitro ortamda nutletlerin giberellik
asit ile 0n uygulamaya tabi tutulmasinin uygun olmadigimi bildirmislerdir. Geng ve
olgun materyalde optimum siirgiin poliferasyonunun 2.22 pM N®-benzyladenine igeren
in vivo ortamdan elde edilirken, geng siirgiinlerin koklenme ve akklimizasyonunun
basarili oldugunu, olgun siirgiinlerin ise in vitro ortamda 4.92 uM indole-3-butrik asit
ardindan oksin igermeyen ortamda ii¢ giin silire ile bekletilmesi ile koklendigini
belirlemislerdir.  Aragtirmacilar, akklimizasyon asamasinda olgun bitkilerden

koklenenlerin hayatta kalma sansinin % 95’den fazla oldugunu bildirmislerdir.

Tans1 ve Tonger (1999), Diyarbakir kosullarinda Satureja hortensis L. kekik
tiirlinde birtakim biyolojik, morfolojik ve tarimsal ozelliklerini belirlemisler. Tek
bitkilerde alinan sonuglarin oldukca degisken oldugunu ve bitkiler arasinda biiyiik bir

varyasyon oldugunu saptamislardir.

Rout ve ark. (2000), yeni gelismis tekniklerin gelecek yiizyilda bu protokollerin
optimal seviyelerini saglamak ve uygulanabilir mikrogogaltimin ticari bir sekilde

kolaylagtirmas1 yoluyla bircok bitki tiirlinlin yiliksek rejenarasyon elde edilmesinde,
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tasarladiklar1 c¢alismalarinda iyi gelismis hiicre kiiltiir metotlar1 gelistirmede ve diger
biyoteknolojik yaklasimlar ile birlestirilip ve genetik transformasyonda goézden

gecirmisler.

Kizil ve Tonger (2001), Diyarbakir kosullarinda yaygin olarak bulunan Satureja
hortensis L.’in elverigli bitki sikligmin kalite ve tarimsal 6zellikleri iizerine etkisini
saptamak amaci ile yirittiikleri ¢aligmalarinda agronomik veriler istatistiksel olarak
onemli bulunmus, S.hortensis i¢in drog, yaprak ve taze herba verimleri agisindan

optimum ekim sikliginin 30%20 ya da 20%30 cm olabilecegi dnerilmistir.

Baher ve ark. (2002), yaptig1 calismada sulama sikliginin Satureja hortensis L.
bitkisinin agronomik Ozelliklerine ve ucucu yag bilesenleri iizerine etkilerini
belirlemislerdir. Su stresi altinda bitkinin yas ve kuru agirlig: ile beraber boyunun da
azaldigini, ugucu yagin ana bilesenlerinin karvakrol ve vy-terpinen oldugunu

bildirmislerdir.

Ghannadi (2002), Iran’da yetistirdigi Satureja hortensis tohumlarindan
hidrodistilasyon ile elde ettigi ugucu yagin bilesimini inceledigi ¢aligmasinda, ugucu
yag oranint % 0.3 olarak belirlemis, yagin %96.7’sini yansitan 42 komponent tespit
etmistir. Arastirict yagin ana bilesenlerini karvakrol (59.7%), y-terpinene (12.8%) ve p-
cymene (9.3%) olarak bildirmistir.

Chizzola (2003), Fransa’dan gelen Satureja montana L. tiiriniin ugucu yag
bilesimini ortaya koyduklar1 ¢alismasinda ana bilesenlerin karvakrol, p-cymen ve y-
terpinen oldugunu, g¢alistigi tim populasyon orneklerinde bu bilesenlerin oldugunu

saptamisdir.

Omidbaigi ve Hejazi (2004), Satureja hortensis’in Almanya ve Macaristan
kokenli bitkilerini Tahran’in kuzey boélgesinde bulunan Zardband bolgesinde ayni iklim
kosullarinda yetistirmis ve sirasiyla 26 ve 29 bilesik tespit etmislerdir. Arastiricilar,
farkl kokenli Satureja hortensis 6rneklerinde ugucu yag bilesenlerinin farkli oldugunu
ortaya koyarken; karvakrol, p-cymen, y-terpinen, a-terpinen ve myrcen gibi ana

bilesenlerin miktarinda fazla degiskenlik goériilmedigini bildirmislerdir.

Ozcan ve Chalcat (2004), 2001-2002 yillarinda Tiirkiye’de hasat edilen Satureja
hortensis 0rneklerinde 58 bilesen belirlemislerdir. Ana bilesenleri sirasiyla a-terpinen

(%2.34-2.66), p-cymen (%21.82-14.64), y-terpinen (%18.92-23.09) ve p-karyofilin
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(%3.75-4.56) oldugunu bildirmislerdir. Her iki yilda da aldiklari Orneklerde

monoterpenik hidrokarbonlarin baskin oldugunu tespit etmislerdir.

Sefidkon ve ark. (2006), Satureja hortensis’i full ¢igeklenme doneminde hasat
ederek farkli yontemlerin (Giines, 45 °C firin ve golge ) kurutmaya -etkisini
belirlemiglerdir. Arastiricilar, ugucu yag oranlarinin gélgede kurutmada % 0.94, firinda
kurutmada % 1.06 ve giineste kurutmada % 0.87 olarak degistigini saptamislardir.
Farkli kurutma metotlar1 kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarinda major bilesikleri carvacrol

(% 46-48.1) ve y- terpinen (% 37.7-39.4) olarak tespit etmislerdir.

Chishti ve ark. (2006), Lavandula officinalis’in siirgiin eksplantint kullanarak
yaptiklar1 ¢aligmada, en verimli hizli ¢ogaltim protokoliinii gelistirmek amactyla farkl
oranda BAP, KiIN ve IAA igeren MS ortami kullanmislardir. En iyi adventif siirgiin
olusumu (%80) 2 mg/l BAP ile yapilan MS ortaminda belirlenmistir.

Areej (2007), tarafindan yapilan arastirmada L.angustifolia ve L.latifolia
bitkilerinin bogum arasindan eksplantlar alinarak farkli konsantrasyonlardaki KIN’in,
0.05 mg/L NAA+MS ve 0.5mg/L BA+MS iceren besin ortamlarma konularak en

yiiksek siirgiin olusumunu ve en iyi koklenme oranini bitkilerde belirlemistir.

Yilmaztekin ve ark. (2008),tarafindan yapilan ¢alismada ise Diinya genelindeki
gida katki maddelerine yonelik pazarin % 25’ini olusturan aroma maddeleri yillik
yaklagik olarak 7 milyar dolar bir pazar payna sahip oldugu bildirilmistir. Aroma
maddelerinin ge¢misten beri bitkilerden elde edildigini, ancak bitkilerde ¢ok az
miktarlarda bulunan bu maddelerin saflastiriimalarinin zor ve pahali oldugundan dolay1
son donemlerde alternatif olarak biyoteknolojik yontemlerin iizerinde duruldugunu

vurgulamiglardir.

Asc1 (2009), Cukurova kosullarinda Satureja hortensis L. ’nin agronomik
ozellikleri ve teknolojik oOzelliklerini inceledigi calismasinda; bitkinin tarimsal ve
teknolojik 6zelliklerini degerlendirmeye almistir. Arastirict ugucu yag orani gézoniine
alindiginda ¢igeklenme baslangicinin en uygun hasat zamani oldugunu, ugucu yagin ana

bilesenlerinin ise carvacrol, y-terpinen ve p-cymene oldugunu saptamistir.

Kizil ve ark. (2009), Satureja hortensis’de en uygun hasat doneminin
belirlenmesi amaciyla yaptiklar ¢alismada; en yiiksek kuru yaprak verimi, taze ve kuru

herba verimi tam ¢iceklenme doneminden elde edildigini, ugucu yagi olusturan ana
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bilesenlerin sirasiyla thymol, y-terpinen, carvacrol ve cymol olarak belirlemislerdir.
Arastiricilar, thymol’lin y-terpinen aksine ¢iceklenme déneminin sonuna dogru arttigini,
tam c¢igeklenme doneminde yapilan hasadin en yliksek ugucu yag verimini ortaya

koydugunu bildirmislerdir.

Alizadeh ve ark.(2010), Satureja hortensis’in verim tizerine farkli giibre
dozlarmin taze ve kuru agirlik, ugucu yag, toplam fenolik igerigi ve antioksidan
aktivitesi tlizerine etkisini arastirmiglardir. S.hortensis’te 0, 50, 1000 ve 1500 mg/bitki
olarak uygulanan dozlarin taze ve kuru agirlig1 arttirdigini ortaya koymuslardir. 1000 ve
500 mg/bitki glibre dozlarinin ugucu yag veriminin arttigini tespit etmislerdir.
Aragstiricilar, 19 farkli bilesen tespit etmigler, ana bilesenlerin karvakrol (%59.2-43.9),
y-terpinen (%40.2-30.7), o-terpinen (%4-2.8) ve p-cymen (%?2.2-1.8) oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar, uygulanan farkli giibre dozlarinin ugucu yag oranini
degistirmedigini ancak karvakrol, y-terpinen ve o-terpinen oranlarini degistirdigini,

antioksidan aktivitesi ve total fenolik igerigini arttirdiginin sonucuna varmislardir.

Hadian ve ark.(2010), iran kosullarinda Satureja hortensis bitkisinde morfolojik
degisiklikleri ve fitokimyasal karakterlerini belirledikleri calismada, ugucu yagda 29
bilesik tanimlamislar ve ana bilesikleri karvakrol (%83.3-42.0), y-terpinen (%28.5-0.5)
ve p-cymen (%17.1-1.0) olarak bildirmislerdir.

Ionescu ve ark. (2011), Kalogenesis teknigini kullanarak sater’in in vitro
kosullarda iiretimini amaglamislar, pratik ve uygun sonuglar i¢in bitki tohumlarinin
kullanilmasi ile aseptik kiiltiir kosullarinin olusturulmasini ve ekzojen fitohormonlarin
etkisi ile kallus elde etmek i¢in yaprak, kok, kotiledon, epikotil ve hipokotilin satureja

icin uygun eksplantlarinin oldugunu vurgulamislardir.

Katar ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢calismada Ankara sartlarinda Satureja hortensis
L. bitkisinde ¢iceklenme baslangici, % 40—-60 ¢iceklenme, tam ciceklenme ve tohum
olusumu baslangicinda olmak iizere 4 farkli zamanda hasat yapmislar, verim degerleri
ile sekonder metabolitlerin degiskenlik gosterdigini bildirmislerdir.

Kara (2011), yaptig1 ¢alismada mikrogogaltim yolu ile ¢ok sayida bitki iiretimini
gerceklestirmek amaciyla; siirglin olusumu, bitkicik agirligi, kok olusumu ve sag kalma

oraninin tiplere, siirgiin ve koklenme ortamlarmma gore degisiklik gosterdigini
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belirlemistir. En iyi kdklenme oraninin 0.49 mg/L. BA igeren siirgiin ortami ile 0.46

mg/L NAA igeren koklenme ortami birlesiminden olustugunu bildirmistir.

Ramak ve ark. (2011), Satureja khuzistanica’nin bitkicik rejenerasyonu ve in
vitro’daki tohum ¢imlenmesi i¢in gelistirdikleri protokolde, siirgiin proliferasyonu icin
nod eksplantlarii BAP (2 ve 5 mu M) ve IBA’nin kombinasyonu ile KIN ve BAP’1n
farkli konsantrasyonlart ile birlestirilmis LS ortaminda kiiltiire almislardir. Arastiricilar,
coklu siirgiinlerin nodal eksplantlardan elde edildigini, en yiiksek siklikta siirgiin
olusumunun (%77) IBA ile BAP konsantrasyonundan, kdklenme i¢in en iyi kosullarin

IBA’nin 2.5 mu M etkili olusan LS ortaminda gézlendigini bildirmislerdir.

Navroski ve ark. (2012), Satureja hortensis tiiriiniin internodal dal ve
segmentlerinde ve apikal siirglinlerinde farkli biiyiime diizenleyicilerin kallus
olusumuna etkisini degerlendikleri ¢aligmada, eksplantlar1 in vitro fideciklerden izole
etmisler ve NAA (0 ve 1 uM) ve BAP (0, 5, 10, 15 ve 20 uM) igeren MS ortaminda
kiiltiire almiglardir. Degerlendirmenin 30. Gilinlinde NAA daha iyi sonug¢ verirken,
BAP’1n eklenmesiyle daha iyi sonuglar alinmis ve bu faktdrler arasinda interaksiyon
oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar, artan BAP konsantrasyonlarinda kirilgan kallus
olusturma  ylizdesinin  azaldigini, kompakt kalluslarda ise artan BAP
konsantrasyonlarmin yiizdeyi arttirdigimi bildirmislerdir. Internodal dal segmentlerinde
de ayn1 egilimin gozlendigi, kallus olusumunun NAA kullanildiginda oldukg¢a rizogenik
oldugu vurgulanmistir. Sonug olarak BAP kullaniminin bitkilerin rejenerasyonunda ve

metabolit tiretiminde 6nerildigi sonucuna varilmaigtir.

Pistelli ve ark. (2013), Aromatik bitkilerin mikrogogaltimlarinin dogada
stirdiiriilebilirligini garanti altina almak, dogal ekosistemlerde korunmasinda ve standart
iriin temin etmede 6nemli rol oynadigmi vurgulamaktadirlar. Aragtiricilar yaptiklar
calisma ile; Head Space kat1 faz mikro ekstraksiyon yontemini (HS-SPME) yabani
bitkiler ile in vitro bitkilerden elde edilen ugucu yaglari karsilastirmislar, mikrogogaltim
tekniginin yabani yetisen bitkiler gibi ayn1 aromatik koku ile karakterize olabilecegini

bildirmislerdir.

Ding (2014), organik ve inorganik giibrenin sater bitkisinde bazi1 agronomik ve

teknolojik karakterler lizerine yapilan arastirmada elde edilen ugucu yagda degisiklikler

11
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oldugu bildirilmistir. Ugucu yagdaki kavrakrol orani en fazla olurken (% 39.90-62.36),
karvakrolii (% 17.14-25.71) degerleriyle y-terpinenin izledigini belirlemistir.

Karimi ve ark. (2014), Satureja hortensis’de en yiiksek kallus olusum siklig
yiizdesinin (% 96.67) mg/L 2,4-D ile 2 mg/L KIN destekli MS ortaminda hipokotil
eksplantlarindan elde ettiklerini, S. avromanica’da ise 0.5 mg/L 2,4-D, 0.5 mg/L BAP
ve 0.5 mg/L NAA destekli ortamlarin hipokotil kallus olusumunda en iyisi oldugunu
bildirmektedirler. Arastiricilar, Satureja hortensis tiiriiniin hipokotil segmentlerinden
elde edilen kalluslarin, yeni bitkicik olusturma sikliginin yaprak segmentlerinden
tiretilenden daha yiiksek bulundugunu, ancak Satureja avromanica’nin hipokotil
segmentlerinin 1 mg/L BA ve 1 mg/L IBA destekli MS ortaminda siirgiin
rejenerasyonunda (% 87.30) gibi bir oranla bitkicik rejenerasyonunda daha etkili

bulundugunu bildirmislerdir.

Sahraroo ve ark. (2014), Satureja khuzistanica tiri icin ilk kez gelistirdikleri
protokol ile taze siirgiin eksplantlarin1i IBA’nin farkli konsantrasyonlarint MS ve BS5
iceren ortamlarda denemislerdir. 1.0 mg/L IBA+5.0 mg/L BAP iceren B5 ortaminin 2.0
mg/L IBA+2.0 mg/L BAP igeren MS ortamina gore kallus olusumunda 4 kat daha etkili
oldugunu saptamislardir (% 96 en yiiksek indiiksiyon orani). Arastiricilar, maksimum
biliylime indeksi (2.89 ve 2.63) ve maksimum kallus biyokiitlesi (2.34 ve 2.33 g taze
agirlik) sirasiyla 1.0 mg/L IBA+5.0 mg/l BAP igeren BS ortami ile 1.0 mg/L IBA+1.0
mg/L KIN igeren MS degisken ortamdan elde etmislerdir.

Tiirk6zi ve ark. (2014), Tarhun (Artemisia dracunculus L.) bitkisinde en uygun
eksplant tipi, karbonhidrat kaynagi ve alt kiiltiir sayisint belirlemek icin in vitro
kosullarda doku kiiltiirii yolu ile ¢ogaltimi arastirmislardir. Farkli besin ortamlarinda en
iyi gelisimin ‘Siirglin ucu x Toz seker’ birlesiminden olustugunu, besin ortamia GA3
eklenmesinin gelisimi olumsuz etkiledigi ve en uzun koklerin ise 0.5 mg/L IBA konulan

MS ve yarim MS igeren ortamlardan olustu§unu saptamiglardir.

Daneshvar-Royandezagh ve ark. (2015), Labiatae familyasindan ugucu yag
iceren Thymbra spicata L. bitkisinde mikrogogaltimin kisa siirede ¢ok sayida fide
iretmeye yardimci oldugunu bildirmektedirler. Arastiricilar, in vitro da biiyiiyen
bitkilerden elde edilen kotiledon nodlarindaki eksplantlarin mikrogogaltiminin 0.05

mg/L. TDZ (Thidiazuron) ve 0, 0.01, 0.02, 0.04, 0.08 ve 0.12 mg/LL. NAA igeren MS
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ortaminda kiiltiire almislar, gelisen siirglinler 0.5 mg/L IBA (Indole-3-butyric acid) ile
desteklenmis MS ortaminda koklendirmisler, sonu¢ olarak kotiledon nodlarindan

kolaylikla rejenerasyon saglandigini bildirmislerdir.

Erkoyuncu ve Yorgancilar (2015), genis kapsamli kullanim alanina sahip olan
sekonder metabolitlerin dogal kosullar altinda bitkilerden elde edilmesi sirasinda gesitli
zorluklarla karsilasilmistir. Siirli olan {iretim, tiiketici isteklerinin degismesi ile birlikte
dogal maddelerin kullannmindaki talep artisini yeterli diizeyde karsilayamadigindan
sekonder metabolitlerin iiretiminde biyoteknolojik yontemlerin alternatif bir yontem
oldugu, farkli in vitro uygulamalarin sekonder metabolitlerin biyosentez ve birikimini

arttirilmasi i¢in kullanildigr belirtilmigtir.

Mozafari ve ark. (2015), Satureja avromanica’da hizli ve etkin in vitro
mikrogogaltim i¢in gelistirdikleri protokollerinde; bitkilerden yaprak, disk ve kok tipi
eksplantlar1 kullanmiglardir. Arastirmalarint bogum ve yaprak eksplantlarini MS
ortaminda sirastyla 2,4-D (0, 0.1, 0.5 and 1 mg/L) ve IBA ile birlestirilmis TDZ (0, 2,
5 and 10 mg/L) ve BA’nin uygulamas1 yada yalmz TDZ (0, 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2, 5 and
10 mg/L) ve BAP, BA ile birlestirilmis WPM ortaminda yiirlitmiislerdir. Arastiricilar,
en yiiksek siirglin sayisinin (6.21) 2 mg/LL BA ile birlestirilmis MS ortamindan, en
yliksek stlirgiin uzunlugunun ise 5 mg/LL BA iceren MS ve 2 mg/LL TDZ ile
birlestirilmis MS ortamlarindan (sirasiyla 4.82 ve 4.39 cm) elde edildigini
bildirmislerdir. Ayrica, 0.1 mg/L IBA ile birlestirilmis WPM ortaminin rejenere olan
stirglinlerin koklenmesi i¢in en uygun ortam oldugunu belirlemislerdir. Sonug olarak;
BA, BAP ve TDZ’nin tek basina uygulamasinin S. avromanica’ nin dogrudan siirgiin

rejenerasyonu iizerine daha etkili oldugu bildirilmistir.

Papadatou ve ark. (2015), Yunanistan’in kuzeyinde yetistirilen farkli Satureja
tiirlerinin ugucu yag miktarin1 inceledikleri ¢alismada karvakrol, timol, p-cymen, y-
terpinen, linalol, borneol, cis-sabinen hidrat, spathulenol ve karyofilin oksit gibi
bilesenlerin ¢ogu Satureja tiirlerinde biyosentetiklerle ilgili olan geraniol/geraniol asetat
ve karvakrol/timol/p-cymen yada linalol’lin yliksek miktarlar: tiretilmesini dikkat ¢ekici

olarak gozlemlemislerdir.

Teshome ve Soromesa (2015), Satureja abyssinica ‘da farkli siirgiin uclari

kullanilarak mikrogogaltim1 gelistirmek amaciyla yiiriittiikleri ¢alismalarinda, BAP (6-
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benzil amino purin) ve Kinetin (KIN)’in ¢esitli konsantrasyonlarini iceren MS
ortaminda kiiltiire almiglar, en iyi kiiltiir baslangicinin (% 100) ortalama siirgiin
sayisinin (16.30) ile 1.5 mg/L. BAP iceren ortamdan elde eldildigini, maksimum siirgiin
say1sinin (20.53) 1.25 mg/L KIN ile takviye edilmis MS ortamindan, en yiiksek siirgiin
uzunlugunun (3.41 cm) ise 0.5 mg/L BAP iceren ortamdan, en yiiksek indiiksiyon (%
100) ve maksimum ortalama kok sayisinin (25.80) 2.0 mg/L IBA ile arttirtlmis Y2 MS
ortamindan, en iyi kok uzunlugunun (1.98) 1.0 mg/L IBA ortamdan elde edildigini
bildirmislerdir. Arastiricilar, kdklenme ortaminda en iyi siirglin sayisinin (5.46) ve
stirglin uzunlugunun (5.80) sirasiyla 0.2 mg/L NAA ve 0.5 mg/L TAA igeren ortamlarda

oldugunu saptamislardir.

Razavi ve ark. (2017), Lallementia iberica’da ugucu bilesenlerin tanimlanmasi
ve bitki kallus kiiltiirinlin indiiksiyonunu arastirmislardir. Sterilize edilen Lallementa
ibarica’nin tohumlarindan elde edilen fidelerin kotiledon kistmlar1i BAP ve 2,4-D bitki
hormonlarinin farkli kombinasyonlar ile hazirlanmig MS ortamina transfer edilmis, 25
°C’de fotoperiyotta biiylime kabininde tutulmustur. Sonug¢ olarak, en fazla 3.5 g kallus
olusumu BAP (1.5 mg/L) ve 2,4-D (4 mg/L) ile hazirlanmig MS ortaminin en uygun
ortam oldugunu belirlemislerdir. Ugucu yagin ana bilesenlerinin ise Thymol (%53.03),
Octane (%19.90), Decane (%5.73), Carvacrol (%5.63) ve Octadecane (%3.73) oldugunu

vurgulanmistir.

Teshome ve ark. (2017), Satureja abyssinica Brig.’da organogenesis protokolu
kullanilarak nodal segment eksplantlar yoluyla BAP, KIN, NAA, IBA ve IAA nin farkli
konsantrasyonlarin1 igeren MS ortamlarin1 kullandiklar1 c¢alismalarinda, maximum
siirgiin ortalamasi (3.30+0.47) ve siirgiin uzunlugunun (2.35+0.28) 1 mg/L. BAP igeren
ortamdan elde edildigini, coklu siirgiinlerde; en yiiksek siirgiin uzunlugu (1.10+0.16) ve
pernodal segment siirgiinlerinin (3.90+0.60) 1 mg/LL BAP ortaminda olustugunu
saptamiglardir. Arastiricilar, maximum kok sayist (8.00+1.12) ve % 90 koklenme
sikligimmin 0.5 mg/L IBA ile birlestirilmis 2 MS ortaminda tespit edildigini bildirirken,
en uzun koklenme ortalamasinin (1.07+0.09) ise 1.4 mg/L IBA dozundan elde edildigini

bildirmislerdir.

Yildirim (2017), Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinde tohumlarin ¢imlenmesi

iizerine gibberellik asit uygulamasinin etkisini inceledigi ¢alismasinda ayrica vejetatif

14



Muhammed Mansur OZGEN

tiretimi saglayacak doku kiiltiirii ile fide liretim yollarini aragtirmigtir. Sonuglar 6zellikle
50 mg/L gibberellik asit uygulamasinin hem ¢imlenme hemde fide gelisimine olumlu
katki yaptigini, yapraktan kallus indiiksiyonu ve gelisiminin en iyi NAA (10.0 mg/L) ve
BAP (8.0 mg/L) kombinasyonunda, maksimum siirgiin ve kok gelisiminin ise sirastyla
BAP (2.0mg/L) ve IBA (2.0 mg/L) bulunan hormonal ortamlarda meydana geldigini

gostermistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu c¢alismada sater (Satureja hortensis L.) bitkisinin tohumlar1 ticari tohumluk
satis1 yapan firmadan temin edilip materyal olarak kullanilmistir. Satureja hortensis
Lamiaceae familyasina dahil tek yillik ve otsu yapida bir kekik tiirii olup, 2000 m’ye
kadar olan yiikseltilerde, kayalik ve asinmis yamaglar, ¢agillik, ¢akilli yerler, kiyilardaki
gevsek kumullar ve nadas alanlari gibi yerlerde dogal yayilis gosteren bir bitkidir

(Tubives, 2017).

Sekil 3.1. Sater bitkisinin dogal ortamda goriiniimii

3.1.1. Cahismada Kullanilan Eksplantlar

Bu c¢alismada, Satureja hortensis tohumlart ¢imlendirilmis, ¢imlenme
baslangicindan itibaren bitkiler 30 giinlik iken kotiledon yapraklart ve hipokotil

kisimlari, yaklasik olarak 1 cm uzunlugunda kesilerek, eksplant olarak alinmigtir.

Sekil 3.2. Cimlendirilmis Satureja hortensis bitkisinden hipokotil ve
kotiledon eksplantlar1 alinmas1 zamanindaki goriiniim

17



3. MATERYAL ve METOT

3.2. Metot
3.2.1. Laboratuvar Calismalari
3.2.1.1 Eksplantlarin On Hazirh@ ve Sterilizasyonu

Satureja hortensis bitkisinin ticari tohumlarinin yiizey sterilizasyonu igin
tohumlar 30 dakika ¢cesme suyunda yikandiktan sonra %50 sodyum hipoklorit ve 1-2
damla tween-20 ile 20 dakika steril edildi ve 3x3 dakika steril saf suyla yikanmistir.
Sterilizasyon c¢aligmalarindan sonraki islemler steril kabin (Sekil 3.3.) icinde
gerceklestirilmistir. Daha sonra tohumlar steril kabin iginde, O6nceden etiivde steril
edilmis pens ve bistiiri ile petri kaplart igerisindeki MS besin ortamlarina tohumlar
ekilip ¢imlenmeye birakilmistir. Cimlenen tohumlarin kisimlari (kotiledon ve hipokotil)
farkl1 konsantrasyonlardaki BAP ve KIN igeren MS besin ortamlarina konulup bitki

biliylime dolabinda kiiltiire alinmistir.

Sekil 3.3. Laboratuar ¢aligmalarinin yapildig: steril kabin (a), bitki bilyiitme dolab1 (b) ve caligma
odasimin gorintiisii (¢)

3.2.1.2. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri ve Besin Ortamlari

Bu calisgmada MS mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoogl1962), %3
oraninda sukroz ile ve katilastirma amaciyla 6.2 g agar (Duchefa) i¢ceren besin ortamlari
kullanilmigtir. MS, mineral tuz ve vitaminlerin igerigi cizelge (3.1.)’de verilmistir.
Ortam hazirlandiginda c¢ift distile su kullanmilmistir ve besin ortamina farkli

konsantrasyonlardaki hormonlar (BAP ve KIN) eklenmistir.
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Cizelge 3.1. MS (Murashige ve Skoog 1962) Ortaminda Bulunan Maddeler ve Konsantrasyonlari

Ortamda bulunan maddeler

Konsantrasyonu (mg/L)

NH4NO3 1650
Makro besin elementleri KNO; 1900
CaCL.2H;O 440
MgSO47H20 370
KH,PO4 170
KI 0.83
H3BO;3 6.2
MnSO4.4 H,O 223
Mikro besin elementleri
ZnS0,47 H20 8.6
Na;Mo004.2H>0 0.25
CuSO4.5H20 0.025
CoCl.. 6H,0O 0.025
FeS04.7 H,0O 27.8
NaEDTA. 2H,O 37.3
Miyo Inositol 100
Vitaminler Nicotinic Acid 0.5
Pyridoxine-HCI 0.5
Thiamine-HCI 0.1
Glycine 2
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Calismada kullanilan kimyasal maddeler, Sigma Aldrich Chemical Co.’dan
temin edilmistir. Bitki biliylime diizenleyicileri (IBA ve GA3z) uygun c¢oziiciilerde
Cizelge (3.2.)‘de verildigi gibi ¢oziildiikten sonra istenilen miktarda ve oranda stok
soliisyonlar1 hazirlanmistir. Is1t muamelesi ile bozulmayan bitki biiyiime diizenleyicileri
otoklavlanmadan ©nce besin ortamina ilave edilmistir. Hazirlanan bitki biiylime

diizenleyicileri stok soliisyonlart iki ay siireyle +4°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.2. Bitki Biiylime Diizenleyicileri ve Stok Cozelti Konsantrasyonlari

Bitki Hormonlar: Coziicii Saklama Sicakhgi Stok Cozelti
Konsantrasyonu(mg/L)

Sitokinin

BAP 1N NaOH/Etanol 4°C 171

KIN 1IN NaOH 4°C 171

Oksin

IBA IN NaOH 4°C 1/1

Giberellin

GA; Etanol 4°C 171

3.2.1.3. Kiiltiir Kosullar1

Besin ortaminin pH’s1t IN NaOH yada HCI kullanarak 5.6-5.8’e ayarlanmistir
daha sonra otoklavda 1.2 kg/cm? basing altinda 121 °C* de 20 dakika sterilizasyon
yapilmistir. Daha sonra biitiin ortamlar bitki biiylime kabininde (Fitotron UK) beyaz
floresans 15181 altinda 16 saat 151k ve 8 saat karanlik periyodunda 24°C’de ve %50
nemde tutulmustur (Babaoglu ve ark. 2002).

3.2.1.4. In vitro Calismalar

- Bitki Rejenarasyonu

Calismada, biitiin eksplantlar Cizelge (3.2.)’de verilen hormonlar ve bitki

bliylime diizenleyicileri ile birlikte belirtilen dozlar kullanilmistir. Bir petri kabina
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kotiledon i¢in 4 eksplant ve hipokotil i¢in ise 5 eksplant olacak sekilde ve 3 tekerriir
olarak kiiltlire alinmistir.
Cizelge 3.3. Satureja hortensis Bitkisinin Kotiledon ve Hipokotil

Eksplantlarinin Besin Ortaminda Farkl1
Konsantrasyonlarda BAP ve IBA (0.2 mg/L) i¢eren

denemeleri
BAP mg/L IBA mg/L

0.75 0.2
1.50 0.2
2.25 0.2
3.00 0.2
3.75 0.2
4.50 0.2

Cizelge 3.4. Satureja hortensis Bitkisinin Kotiledon ve Hipokotil
Eksplantlarinin = MS Besin Ortaminda Farkli
Konsantrasyonlarda KIN ve IBA (0.2 mg/L) igeren

denemeleri
KiN mg/L IBA mg/L

0.75 0.2
1.50 0.2
2.25 0.2
3.00 0.2
3.75 0.2
4.50 0.2

Farkl1 konsantrasyondaki BAP, KIN ve 0.2 mg/L IBA iceren ortamda gelisen
siirglinler gelisimi tesvik etmek amaciyla 5 mg/L GAj3 (Giberellik asit) iceren MS
ortamina alinmistir. Karanlik ortamda oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir. Giberellik
asit iceren ortamdan alinan siirgiinler daha hizli gelisimi arttirmak i¢in 20 g/L seker

iceren MS ve 0.5 mg/L GAj3 ortamina aktarilmislar. Strgilinlerde gelisim gozlenmis
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olup, sar1 renkten yesil renge doniisiim izlenmistir. 10 giin sonra karanlik ortamdaki

kiiltiirler aydinlik ortama alinmistir.

- Koklendirme Ortami

Yeterli siirgiin gelisimi saglanan Satureja fidecikleri koklendirmeyi tesvik etmek
amaciyla 0.2 mg/L IBA igeren ortama birakilmislardir. Laboratuvar kosullarinda yeterli
kok olusumu saglandiktan sonra fidecikler akklimatizasyon islemine tabi tutulmuslar

ancak basarili olunamamustir.

3.2.2. Tarla Denemesi

Tezin tarla denemesi ¢aligmalarinda laboratuar kosullarinda oldugu gibi bitkisel
materyal olarak ticari firmadan temin edilen sater (Satureja hortensis L.) tohumlar
kullanilmis olup, calismalar Dicle Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tibbi ve Aromatik
Bitkiler serasinda 2016 yilinda yiiriitiilmiistiir. Tohumlar Ocak ayinda serada hazirlanan
yastiklara ekilmigtir. Sera igerisindeki yastiklar ayni oranda toprak: ciftlik giibresi:
kumdan olusan bir karisim seklinde hazirlanmistir. Yastiklarda ilk ¢ikiglar Subat ay1
icerisinde gerceklesmistir. 10-15 cm uzunlugundaki saglikli fideler Mayis aymnin ilk
haftas1 saksilara aktarilmistir ve can suyu verilmistir. Saksilarin bakimi ve sulanmasi
diizenli araliklarla yapilarak bitkilerin saglikli gelismesi saglanmistir. Arastirmada

gozlemler ve hasatlar bitkilerin ¢igeklenmeye basladigt 19 Temmuz 2016 tarihinde

yapilmstir.

Sekil 3. 4. Satureja hortensis bitkisinin tohumlariin saksilarda ¢imlendirilmesi (a) ve bitkinin sera
ortaminda gelisimi (b)

22



Muhammed Mansur OZGEN

3.2.3. Ucucu Yag Bilesiminin Tayini

Kekik bitkisinden elde edilen ugucu yag bilesen analizleri Kahramanmaras Siitgii
Imam Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Bitki Fizyolojisi Arastirma
Laboratuvari’nda bulunan GC-MS (Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometresi) ve Alev
iyonizasyon dedektorii (FID) kullanilarak yapilmistir. Ugucu yagda olusan bilesenlerin
analizleri 3 tekrarli yapilmis olup MS ve FID detektoriinlin verileri kullanilmistir.
Bilesenlerin tanimlanmasi Flavour, NIST ve Wiley kiitliphanelerine gore yapilmaistir.
Calismada kullanilan GC-MS/FID cihazinin ¢alisma kosullar1 Cizelge (3.5.)’de
belirtilmistir.

Cizelge 3.5. GC/MS ¢alisma kosullart

Sistem Agilent GC-689011GC ve Agilent 5975 MS

GC kapillar kolonu HP-88 (100mx250m x 0.20 pm film kalinlikta)

Tastyict gaz He, akis hiz1 1 mL / dk

GC firin baglangig sicaklig 70°C (1 dk), dk’da 50 °C artarak 220 °C 10 dk ve
dk’da 10 °C artarak 230 °C’de 10 dk

Enjeksiyon blogu sicakligt 250 °C

Kiitle Spektrofotometresi El Mode 70 eV

Split orant 2:1

Kiitle oram 35-400 m/z

Tarama hiz1 (amu/s):100

3.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Doku kiiltiirii denemeleri, tek faktorlii, tesadiif parselleri deneme desenine gore 3
tekerriirlii olarak kurulmustur. Her tekerriir, i¢inde kotiledon icin 4 ve hipokotil i¢in 5
adet eksplantin bulundugu Petri kaplarindan olusmustur. Bu arastirmada elde edilen
verilerin analizinde SPSS programi kullanilmistir. Veriler Univariate analizi ile
incelenmistir. Muamele ortamlarmin karsilastirilmasinda Duncan ve LSD testlerinden
yararlanilmistir.  Yiizdelik degerler, istatistiksel analiz yapilmadan Once arcsin

degerlerine doniistliriilmiistiir (Snedecor ve Cochran 1967).

Arastirmada Olgiilerek elde edilen rakamlarin degerlendirilmesinde minimum ve
maksimum degerler saptanmis. MSTAT C isitatistik paket programinda ortalama,

ortalamanin standart hatas1 ve varyasyon katsayis1 degerleri hesaplanmaigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Agronomik Cahsmalar

4.1.1. Bitki Boyu

Incelenen 30 farkli sater (Satureja hortensis) bitkisinde bitki boyu ile ilgili
ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerleri Cizelge (4.1.)’de ve
kaydedilen ham veriler Cizelge (4.2.)’de gosterilmistir.

Cizelge 4. 1. Diyarbakir Kosullarinda Satureja hortensis Bitkisinin Morfolojik ve Agronomik
Ozelliklerine Ait Varyans Analizi Sonuglar1.

incelenen Ozellik Ort.£Std Min-Max V.K.
Bitki Boyu 39.60+4.04 31.00 - 48.00 16.386
Dal Sayisi 13.33+£5.06 7.00 - 26.00 25.678
Taze Herba Verimi 42.60+14.48 21.12-77.15 209.771
Kuru Herba Verimi 14.34+5.33 6.85 - 25.66 28.443
Kuru Yaprak Verimi 9.32+3.36 4.17 -16.33 11.338

koK

Cizelge (4.1.)’de goriildiigii gibi bitki boyu bakimindan popiilasyonda 6nemli
farkliliklar bulunmaktadir. Sater otunda bitki boyu 31.00-48.00 cm arasinda degismistir.
Baytop (1984) bitki boyunun 10-30 cm arasinda degistigini, Davis (1988) 10-35 cm
arasinda oldugunu, Tansi1 ve Tonger’in (1999) arastirmasinda ise 23.73-30.02 cm
oldugunu, Kizil ve Tonger (2001) 40.35-42.69 cm, Héjja ve ark. (2002) ise birinci
bicimde 31.6-60.0 cm, ikinci bigimde 25.5-36.5 cm arasinda degistini bildirmislerdir.
Aragtirmamizda elde ettigimiz degerlerin literatiirlerde belirtilen degerlerle uyumlu

oldugu goriilmektedir.

4.1.2. Dal Sayis1 (adet/bitki)

Incelenen 30 farkli sater (Satureja hortensis) bitkisinde dal sayisi ile ilgili
ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerleri Cizelge (4.1.)’de,

kaydedilen ham veriler Cizelge (4.2.)’de sunulmustur.

Cizelge (4.1.)’de goriildiigi gibi dal sayis1 bakimindan popiilasyonda 6nemli
farkliliklar bulunmaktadir. Sater otunda dal sayisinin 7-26 adet arasinda degistigi
goriilmektedir. Tans1 ve Tonger (1999) dal sayisin1 5.36-7.98 adet/bitki oldugunu, Ding
(2014) bitkideki dal sayisinin 26.6-29.4 adet/bitki arasinda degistigini bildirmislerdir.

Aragtirmamizda elde ettigimiz sonucglar Ding ile benzerlik gosterirken, Tansi ve
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Tonger’in sonuglarindan yiiksek bulunmustur. Bu farkliligin nedeni yiiriitiilen
arasgtirmanin dogal ortamda yayilis goOsteren bitkiler iizerinde yiiriitiilmesinden
kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Cizelge 4.2. Diyarbakir Kosullarinda Yetistirilen Satureja hortensis Bitkisinin Agronomik ve Morfolojik
Ozelliklerine Ait Veriler (adet/bitki)

Bitkiboyu Dal Sayist Taze Herba Kuru Herba Kuru Yaprak
Bitki No (cm) (adet/bitki) (g/bitki) (g/bitki) (g/bitki)

1 48 17 77.15 25.33 16.33
2 40 26 61.26 25.66 15.86
3 41 12 53.72 19.23 12.89
4 36 10 42.98 13.44 8.59
5 48 11 55.21 18.38 11.9
6 45 25 50 17.75 11.06
7 33 16 23.38 8.25 5.81
8 37 12 25.68 7.69 4.45
9 41 10 39.66 11.09 6.39
10 41 10 57.58 19.42 12.57
11 37 13 43.46 13.63 8.63
12 36 14 25.67 6.85 4.17
13 43 10 21.12 21.12 13.01
14 38 9 41.42 12.91 9.05
15 39 12 32.74 10.87 8.26
16 44 11 45.37 14.16 9.35
17 42 21 64.61 20.14 14.36
18 43 26 64.79 20.51 12.92
19 40 12 40.88 11.98 8.34
20 37 9 38.66 13.39 8.41
21 39 13 41.03 12.6 7.99
22 41 10 41.19 12.46 8.43
23 41 12 58.11 20.31 12.74
24 31 7 22.39 7.31 5.01
25 36 14 29.01 9.39 5.99
26 40 10 33.7 10.51 7.22
27 32 9 30.74 9.74 6.44
28 38 9 36.32 11.23 7.39
29 42 15 26.76 7.84 543
30 39 15 53.39 16.95 10.46
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4.1.3. Taze Herba Verimi (g/bitki)

Incelenen 30 farkli sater (Satureja hortensis) bitkisinde taze herba verimi ile
ilgili ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerleri Cizelge (4.1.)’de,
kaydedilen ham veriler Cizelge (4.2.)’de belirtilmistir. Cizelge (4.1.)’de goriildiigii gibi
taze herba verimi yoniinden popiilasyonda onemli farkliliklar bulunmaktadir. Bitki
basina taze herba verimleri 21.12-77.15 g/bitki arasinda degisim gdstermistir. Tans1 ve
Tonger (1999) taze herba verimini 7.73-22.31 g/bitki, Kizil ve Tonger (2001) yesil
herba verimi 389.90-596.45 kg/da arasinda oldugunu bildirmislerdir. Popiilasyondaki
taze herba verimleri bitki boyu ve dal sayilarindaki farkliliklardan kaynaklanmis

olabilir.

4.1.4. Kuru Herba Verimi (g/bitki)

Incelenen 30 farkli sater (Satureja hortensis) bitkisinde kuru herba verimi ile
ilgili ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerleri Cizelge (4.1.)’de,
kaydedilen ham veriler Cizelge (4.2.)’de gosterilmistir. Bitki basina kuru herba
verimleri 6.85-25.66 g/bitki arasinda degisim gostermistir. Sonuglarimiz Tansi ve
Tonger (1999)’in kuru herba agirhgmin 1.85-2.58 g/bitki arasinda oldugunu
bildirmiglerdir. Kuru herba verimindeki degisimlerin bitkinin genetik yapisindan

kaynaklanan habitusuna bagl olarak ortaya c¢iktig1 sOylenebilir.

4.1.5. Kuru Yaprak Verimi (g/bitki)

Incelenen 30 farkl sater (Satureja hortensis) bitkisinde kuru yaprak verimi ile
ilgili ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum degerleri Cizelge (4.1.)’de,
kaydedilen ham veriler Cizelge (4.2.)’de sunulmustur. Cizelge (4.1.)’de gorildiigii gibi
kuru yaprak verimleri 4.17-16.33 g/bitki arasinda degisim gdstermistir. Kizil ve Tonger
(2001) drog yaprak verimi 67.91-103.77 kg/da oldugunu bildirmislerdir. Bitkideki

yaprak sayilarina gore yaprak verimlerinde de farkliliklar saptanmustir.

4.2. Laboratuvar Calismalari

Satureja hortensis bitkisinin tohumlart MS besin ortaminda ¢imlenmeye
birakilmustir. ilk ¢imlenme ekimden 10 giin sonra goriilmeye baslanmis, ¢imlenmeye

birakilan tohumlarda ¢imlenme orani ile ilgili gézlemler Cizelge (4.3.)’de sunulmustur.
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Cizelge 4.3. Satureja hortensis Tohumlarinin MS Besin
Ortaminda Cimlenme Oranlari (%)

Yiizde (%)
1. Petri 40
2. Petri 20
3. Petri 60
4. Petri 40
5. Petri 50
6. Petri 50
7. Petri 40
8. Petri 10
9. Petri 30
10.Petri 40

Sekil 4.1. Satureja hortensis bitkisinin tohumlarinin laboratuar
ortaminda petri kaplari igerisinde ¢imlendirilmesi

Cizelge (4.3.)’de goriildiigi gibi ¢imlenmeye birakilan tohumlarda ¢imlenme
orani, %10-60 arasinda gerceklesmistir. Cimlenen tohumlardan daha sonra kullanilmak

iizere hipokotil ve kotiledon kisimlarindan eksplantlar alinmistir.

Satureja hortensis bitkisinin in vitro kosullarda ¢ogaltma olanaklarinin
incelendigi calismada, farkli konsantrasyonlardaki hormanlarin farkli eksplant tipinde
kallus olusumu, siirgiin olusumu ve koklendirilmesine yonelik Varyans Analizi
sonuglart Cizelge (4.4.) ve (4.5.)’de verilmistir. Kiiltiire alinan bitkilerin tamaminda

kallus olusum oran1 %100 olarak bulundugu i¢in varyans analizine tabi tutulmamistir.
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Siirgiin olusum orani1 (%) bakimindan eksplant, hormon orani, hormon tipi x
hormon orani ve hormon tipi x eksplant x hormon orani interaksiyonlarinin istatistiksel

olarak eksplant hari¢ p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4. 4. Satureja hortensis Bitkisinde Farkli Eksplant, Farkli Hormon Tipi ve
Oranlarindan Elde Edilen Siirgiin Olusum Oranmin (%) Varyans Analiz

Sonuglari

Varyans Kaynaklar SD Siirgiin olusum orani (%)
KO F

Hormon tipi 1 50.000 0.159
Eksplant 1 5168.056 16.483%*
Hormon orani 5 586.389 1.870*
Hormon tipi x Eksplant 1 50.000 0.159
Hormon tipi x Hormon orani 5 293.333 0.936*
Eksplant x Hormon orani 5 219.722 0.701
Hormon tipi x Eksplant x 5 293.333 0.936%
Hormon oram
Hata 48 313.542

71
Genel Toplam

*p<0.03, ** p<0.01

Koklendirme orani bakimindan hormon tipi, eksplant, hormon orani, hormon
tipi x eksplant, hormon tipi x hormon orani ve hormon tipi x eksplant x hormon orani
istatistiksel olarak olarak p<0.05 diizeyinde 6nemli bulunurken, eksplant x hormon

orani dnemsiz olmustur.
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Cizelge 4. 5. Satureja hortensis Bitkisinde Farkli Eksplant, Farkli Hormon Tipi ve
Oranlarindan Elde Edilen Kéklendirme Oraninin (%) Varyans Analiz Sonuglari

Varyans Kaynaklar1 SD Koklendirilme Oram (%)
KO F
Hormon tipi 1 2403.556 3.833*
Eksplant 1 1042.722 1.663*
Hormon orani 5 1549.389 2471%
Hormon tipi x Eksplant 1 2990.222 4.768%*
Hormon tipi x Hormon oram 5 2008.889 3.203%*
Eksplant x Hormon orani 5 196.056 0.313

Hormon tipi x Eksplant x

5 258.222 0.412%*
Hormon orani
Hata 48 627.097
71

Genel Toplam

*p<0.05, ** p<0.01

Arastirmada KIN ve BAP iceren ortamlarda kallus olusum oraninin hem
hipokotil hemde kotiledon kisimlarinda %100 olustugu belirlenmis, diger bir deyisle

rejenerasyona konulan tiim kotiledon ve hipokotiller kallus olusturmustur.

Navroski ve ark. (2012), Satureja hortensis tiirlinlin internodal dal ve
segmentlerinde ve apikal siirglinlerinde farkli biiylime diizenleyicilerin NAA (0 ve 1
uM) ve BAP (0, 5, 10, 15 ve 20 uM) iceren MS ortamindaki kiiltiirlerin kallus
olusumuna etkisini inceledikleri ¢alismada, artan BAP konsantrasyonlarinda kirilgan
kallus olusturma ylizdesinin azaldigini, kompakt kalluslarda ise artan BAP
konsantrasyonlarinin yiizdeyi arttirdigini bildirmislerdir. Sahraroo ve ark. (2012),
Satureja  khuzistanica tirii i¢in taze slirglin eksplantlarmi  IBA’nin  farkh
konsantrasyonlarint iceren MS ve B5 ortamlarinda denemislerdir. 1.0 mg/L

IBA+5.0mg/L. BAP igeren B5 ortaminin 2.0 mg/L IBA+2.0 mg/L BAP iceren MS
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ortamina gore kallus olusumunda 4 kat daha etkili oldugunu saptamislardir (% 96 en
yiikksek indiiksiyon orani). Karimi ve ark. (2014), yaptiklar1 c¢alismada Satureja
hortensis’de en yiiksek kallus olusum siklig1 yiizdesinin (% 96.67) 1 mg/L 2,4-D ile 2
mg/L. KIN destekli MS ortaminda hipokotil eksplantlarindan elde ettiklerini
bildirmisler. Arastirmacilar, S. Hortensis tiirliniin hipokotil segmentlerinden elde edilen
kalluslarin, yeni bitkicik olusturma sikliginin yaprak segmentlerinden tiiretilenden daha
yiiksek bulundugunu bildirmislerdir. Razavi ve ark. (2017), Lallementia iberica
bitkisinde ugucu bilesenlerin tanimlanmasi ve bitki kallus kiiltiiriiniin indiiksiyonu i¢in,
Lallementa ibarica’nim kotiledon kisimlar1 BAP ve 2,4-D’nin farkli kombinasyonlart ile
hazirlanmig MS ortamina transfer edildiginde, maximum kallus tiretimi (3,5g) 1.5mg/L

BAP ve 2,4-D 4 mg/L ile hazirlanmis MS ortaminda elde etmisler.

Cizelge 4.6. Hipokotil ve Kotiledon Eksplantlarinda Farkli Konsantrasyonda KIN ve IBA (0.2
mg/L) Iceren MS Besin Ortamlarinda Siirgiin Olusum Orani (%)

Ortam Siirgiin Olusum Oram (%)
KIiN+IBA (mg/L) Hipokotil Kotiledon

0.75+0.2 83.33b 75.00d
1.5+0.2 91.66a 100.00a
2.25+0.2 91.66a 83.33¢
3+0.2 91.66a 83.33¢
3.75+.02 75.00c 91.66b
4.5+0.2 91.66a 91.66b
Ortalama 87.50 87.50

*Farkli hormon uygulamalar arasinda olusan farkliliklar istatistiksel olarak LSD 0.05 diizeyinde
o6nemli bulunmustur

Siirgiin olusum orani (%) hipokotil kisminda en diisiik % 75 ile 3.75 mg/L KIN
iceren ortamda gdzlenirken, en yiiksek ise %91.66 ile 1.5 mg/L KiN, 2.25 mg/L KIN, 3
mg/L KIN ve 4.5 mg/L KIN’de siirgiin olusumu gériilmiistiir. Kotiledon kisminda ise en
diisiik %75 ile 0.75 mg/L KIN’de gdzlenirken, en yiiksek ise %100 ile 1.5 mg/L KIN’de

stirgiin olusumu gozlenmistir.
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Sekil 4. 2. In vitro kosullarda Satureja hortensis bitkisinin 0.2 mg/L IBA + 1.5mg/L KiN
igeren MS besin ortaminda kotiledon eksplantinin siirgiin olusum goriintiisi

Cizelge 4.7. Hipokotil ve Kotiledon Eksplantlarinda Farkli Konsantrasyonda KIiN ve IBA (0.2 mg/L)
Iceren MS Besin Ortamlarinda Koklendirme Orant (%)

Ortam Koklendirme Orani (%)
KIN+IBA (mg/L) Hipokotil Kotiledon
0.75+0.2 75.33b 100.00a
1.5+0.2 58.33d 83.33b
2.25+0.2 83.33a 58.33d
3+0.2 75.00c 50.00e
3.75+0.2 41.66e 75.00c
4.5+0.2 83.33a 58.33d
Ortalama 69.49 70.83

*Farkli hormon uygulamalar: arasinda olusan farkliliklar istatistiksel olarak LSD 0.05 diizeyinde 6énemli
bulunmustur

Koklendirme oranina (%) bakildiginda hipokotil kisminda en diisiik koklenme
%41.66 ile 3.75 mg/L KIN ortaminda, en yiiksek ise %83.33 ile 2.25 mg/L KiN ve 4.5
mg/L KIN’de oldugu goriilmiistiir. Kotiledon kisminda ise en diisiik %50 ile 3 mg/L
KIN, en yiiksek ise %100 ile 0.75 mg/L KIN’de koklenme oldugu gdzlenmistir.

Sekil 4. 3. In vitro kosullarda Satureja hortensis bitkisinin 0.2 mg/L IBA+0.75
mg/L KIN i¢eren MS besin ortaminda kotiledon eksplantinin
koklendirme goriintiisii
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Calvo ve Segura (1988), yaptiklar1 calismada L. latifolia ve L. stoechas
tiirlerinde TAA, NAA ya da 2,4-D ile BAP ya da KIN iceren ortamlarda en yiiksek
kallus ve siirgiin olusumu gozlemlemislerdir. Arrebola ve ark. (1997), Satureja obovata
tiiriinde en iyi siirgiin oranmin 2.22 uM N°-benzyladenine iceren in vivo ortamdan elde
edildigini bildirmislerdir. Areej (2007), yaptig1 calismada L. angustifolia’nin bogum
aras1 eksplantinin 0.05 mg/L NAA ve 1.5 mg/L KIN igeren MS besin ortaminda en
yiiksek siirgiin olustugunu bildirmistir. Tiirkozii ve ark. (2014), Tarhun bitkisinde in
vitro kosullarda doku kiiltiiri yolu ile yapilan ¢alismalarinda en iyi koklenmenin 0.5
mg/L. IBA konulan MS ve yarim MS ortamlarindan elde edildigini bildirmislerdir.
Teshome ve Soromessa (2015), Satureja abyssinica ‘da farkl: siirgiin uglar1 kullanilarak
BAP ve KIN’in gesitli konsantrasyonlarmi igeren MS ortaminda kiiltiire aldiklarinda
maksimum siirgiin sayismin (20.53) 1.25 mg/L KIN ile takviye edilmis MS ortamimdan
elde edildigini bildirmislerdir.

Cizelge 4.8. Hipokotil ve Kotiledon Eksplantlarinda Farkli Konsantrasyonda BAP ve IBA (0.2
mg/L) Igeren MS Besin Ortamlarinda Siirgiin Olusum Orani (%)

Ortam Siirgiin Olusum Oram (%)
BAP+IBA (mg/L) Hipokotil Kotiledon
0.75+0.2 46.66¢ 60.00cd
1.5+0.2 53.33d 80.00a
2.25+0.2 66.66¢ 80.00a
3+0.2 86.66a 73.33b
3.75+0.2 73.33b 66.66¢
4.5+0.2 86.66a 73.33b
Ortalama 68.88 72.22

*Farkli hormon uygulamalari arasinda olusan farkliliklar istatistiksel olarak LSD 0.05 diizeyinde
o6nemli bulunmustur

Siirglin olusum orani (%) hipokotil kisminda en diisiik %46.66 ile 0.75 mg/L
BAP igeren ortamda olustugu, en yiiksek ise %86.66 ile 3 mg/L BAP ve 4.5 mg/L BAP
iceren ortamlardan elde edilmistir. Siirglin olusum orani, kotiledon kisminda ise en
diisiik %60 ile 0.75 mg/L BAP iceren ortamda, en yiiksek ise %80 ile 1.5 mg/l BAP ve
2.25 mg/l BAP’da siirgiin olusumu gézlenmistir.
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Sekil 4.4. In vitro kosullarda Satureja hortensis bitkisinin 0.2 mg/L IBA+4.5 mg/L BAP
iceren MS besin ortaminda hipokotil eksplantinin siirgiin olusum goriintiisii

Cizelge 4.9. Hipokotil ve Kotiledon Eksplantlarinda Farkli Konsantrasyonda BAP ve IBA (0.2 mg/L)
Igeren MS Besin Ortamlarinda Kéklendirme Orani (%)

Ortam Koklendirme Orani (%)
BAP+IBA (mg/L) Hipokotil Kotiledon
0.75+0.2 100.00a 100.00a
1.5+0.2 93.33b 66.66¢
2.25+0.2 100.00a 53.33d
3+0.2 86.66c 26.66¢
3.75+0.2 73.33d 80.00b
4.5+0.2 86.66¢ 66.66¢
Ortalama 90 65.55

*Farklt hormon uygulamalar1 arasinda olusan farkliliklar istatistiksel olarak LSD 0.05 diizeyinde 6nemli
bulunmustur

Koklendirme oranina (%) bakildiginda hipokotil kisminda en diisiik %73.33 ile
3.75 mg/L. BAP ortaminda, en yiiksek ise %100 ile 0.75 mg/L BAP ve 2.25 mg/L
BAP’da koklenme goriilmiistiir. Kotiledon kisminda ise en diisikk %26.66 ile 3 mg/L
BAP igeren ortamda, en yiiksek ise %100 ile 0.75 mg/L BAP’da koklenme

gozlenmistir.

Sekil 4. 5. In vitro kosullarda Satureja hortensis bitkisinin 0.2 mg/L IBA+
0.75 mg/L BAP igeren MS besin ortaminda hipokotil
eksplantinin koklendirme goriintiisii
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Chishti ve ark. (2006), Lavandula officinalis bitkisinde en iyi adventif siirgiin
olusumu (%80), 2 mg/L. BAP iceren MS ortaminda oldugunu bildirmislerdir. Ramak ve
ark. (2011), Satureja khuzistanica’da siirgilin proliferasyonu i¢in nod eksplantlarint BAP
(2 ve 5 mu M) ve IBA’nin kombinasyonu ile KIN ve BAP’1n farkli konsantrasyonlar1
ile birlestirilmis LS ortaminda kiiltiire aldiklarinda en yiliksek siklikta siirgiin
olusumunun (%77) IBA ile BAP konsantrasyonundan elde edildigini bildirmislerdir.
Karimi ve ark. (2014), S.avromanica’nin hipokotil segmentlerinin 1 mg/L. BA ve 1
mg/L IBA destekli MS ortaminda siirgiin rejenerasyonunun (% 87.30) gibi bir oranla
bitkicik rejenerasyonunda daha etkili bulundugunu bildirmislerdir. Teshome ve ark.
(2017), Satureja abyssinica Briq.’da organogenesis protokolu ile BAP, KiN, NAA, IBA
ve IAA’nin farkli konsantrasyonlarmi igeren MS ortamlarint  kullandiklari
calismalarinda, maximum siirglin ortalamas1 (3.30+0.47) ve slirgiin uzunlugunun
(2.354+0.28) 1 mg/L BAP iceren ortamdan elde edildigini bildirmislerdir. Yildirim
(2017), Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinde vejetatif tiretimi saglayacak doku kiiltiirii
ile fide iiretim yollar1 arastirmasinda yapraktan kallus indiiksiyonu ve gelisiminin en iyi
NAA (10.0 mg/L) ve BAP (8.0 mg/L) kombinasyonunda, maksimum siirgiin ve kdk
gelisiminin ise sirasiyla BAP (2.0mg/L) ve IBA (2.0 mg/L) bulunan hormonal

ortamlarda meydana geldigini gostermistir.

Kekik (Satureja hortensis L.) bitkisinde ¢igeklenme doneminde olusan ugucu
yag bilesenlerinin ylizdeleri Cizelge (4.9.) ’de gosterilmistir. Yapilan caligmada 21
bilesen elde edilmistir. Bu bilesenler igerisinde ana bilesenler olarak karvakrol, y-
terpinen, Delta-2-carene, p-simen, Acetylthymol ve Myrcene tespit edilmistir.
Diyarbakir kosullarinda 2016 yetistirme sezonunda ylriitiilen arastirmada Kekik
(Satureja hortensis L.)’te karvakrol oran1 % 47.68, y—terpinen orani % 34.43, p-simen
orani % 5.32, Delta-2-carene oran1 % 4.05, Acetylthymol oran1 % 3.27 ve Myrcene

orani % 1.70 olarak saptanmustir.
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Cizelge 4.10. Ciceklenme Doneminde Satureja hortensis Bitkisinde Bilesenlerde Gozlenen Kimyasal

Kompozisyon (%)
No. Bilesenler RI* RT Ciceklenme Sirasi
1 Myrcene 1217 12.37 1.70+0.07
2 a-phellandrene 1243 12.63 0.24+0.01
3 Delta-2-carene 1262 12.82 4.05+0.23
4 y-Terpinene 1319 13.43 34.43+0.79
5 p- Cymene 1399 14.38 5.32+0.27
6 1-Octene-3-0O1 1561 16.28 0.14+0.02
7 Cis-Sabinene Hydrate 1655 17.39 0.11+0.02
8 Linalool 1682 17.72 0.01+0.01
9 Allo-Aromadendrene 1714 18.09 0.06+0.005
10 E- Caryophyllene 1770 18.72 0.4440.01
11 Terpinen-4-ol 1833 19.42 0.32+0.01
12 Methyl chavicol 1919 20.37 0.14+0.19
13 a-Terpinolene 1942 20.54 0.12+0.03
14 Borneol 1992 20.99 0.13+0.01
15 Citral 2163 22.47 0.02+0.00
16 Carvone 2175 22.57 0.03+0.03
17 Acetylthymol 2297 23.57 3.27+0.05
18 Thymol 2545 25.63 0.22+0.07
19 Spathulenol 2562 25.80 0.36+0.06
20 Carvacrol 2622 26.30 47.68+1.64
21 Carvacrol acetate 3020 30.85 0.06+0.01
Toplam (%) 98.85
Esansiyel Yag Verimi (%) 1.53

Aromatik ve tibbi bitkilerde ugucu yag orani1 ve ugucu yag bilesiminde goriilen
degisiklikler bir¢ok faktdrden etkilenmektedir. Ugucu yaglarin kemotaksonomik
caligmalarda kullamildig diisiiniildiigiinde verim kadar bilesenlerin kompozisyonuda
onemli olmaktadir. Iklimsel sartlar, lokasyon, genetik farkliliklar, farkli bitki organlari,
yetistirme sartlari, farkli gelisme donemi ve hasat zamanlar1 gibi bir dizi faktor ugucu
yag lizerinde biiyiilk varyasyonlara neden olmaktadir. Nitekim, Satureja hortensis’de
ucucu yag bilesenleri ile iliskili yapilan ¢alismalarda; Baytop ve ark. (1984) ana bilesen
olarak karvakroliin % 20-30 arasinda degistigini, Ghannadi (2002), Iran’da yetistirdigi
Satureja hortensis ugucu yaginin bilesiminde yagin ana bilesenlerini karvakrol (59.7%),
y-terpinene (12.8%) ve p-cymene (9.3%) oldugunu bildirmistir. Adigiizel ve ark.
(2007), tarafindan yapilan caligmada Artvin —Yusufeli’nden elde ettikleri numuneleri
incelediginde ugucu yagdaki temel bilesenlerin timol ve v-terpinen oldugunu
bildirmislerdir. Yine Novak ve ark. (2006), yaptiklar1 ¢alismada Suriye-Halep’ten hasat
ettikleri numuneleri incelediklerinde ugucu yagdaki ana bilesenlerin karvakrol ve v-

terpinen oldugunu bildirmisler. Katar ve ark. (2011), yaptig1 calismada % 40-60
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ciceklenme doneminde yapilan hasatta en yiiksek karvakrol oraninin (% 59.94)
oldugunu bildirmiglerdir. Benzer sekilde Asci’da (2009) en uygun toplanma zamaninin
ciceklenme baslangici oldugunu ve ugucu yagin ana bilesenlerinin ise karvakrol, vy-
terpinen ve p-simen oldugunu bildirmektedir. Ozcan ve Chalcat (2004), S. hortensis’in
ucucu yaginda ana bilesikler olarak sirasiyla a-terpinen (%?2.34-2.66), p-cymen
(%21.82-14.64), y-terpinen (%18,92-23,09) ve P-karyofilin (%3,75-4,56) olarak
belirlemislerdir. Benzer sekilde Hadian ve ark. (2010) ve Mohammad hosseini ve
Beiranvand (2013) da bu tiirde ana bilesenleri, carvacrol, y-terpinene, p-cymene ve o-

terpinene olarak bildirmislerdir.

Sonuglarimiz arastiricilarin sonuglart ile birgok noktada benzerlik gosterirken,
ucucu yagin icerdigi ana bilesenler ve oranlar1 acisindan bir takim farkliliklarda
sergilemektedir. Bu farkliliklarin biiyilk oranda calisilan materyalin  genetik
farkliligindan  yetisme/yetistirme  kosullarinin  degiskenliginden  kaynaklandig1
diistiniilmektedir. Aymi tiir Orneklerin bilesenleri arasindaki farkliliklar vejetasyon
stiresine, denizden yiikseklige, toprak ve iklime ya da bitkinin orjininden kaynaklanan

genetik yapisinda aranmalidir.

izelge 4.11. Ciceklenme Doneminde Satureja hortensis Bitkisi Ucucu Yagina Ait FID Sonuclari (%).
Cizelg Cig 4] ¢ g ¢lart (%)

% Bilesen

No Bilesenler RI* RT Ciceklenme
’ Sirasi

1 Myrcene 1216  12.37 2.12+0.07
2 Delta-2-carene 1316  12.82 4.26+0.20
3 y-Terpinene 1350 13.43 42.48+1.09
4 p- Cymene 1365 14.38 5.02+0.24
5 Acetylthymol 2114 23.57 2.14+0.01
6 Carvacrol 2561 26.30 42.09+1.64

Toplam (%) 99.11

Ucucu Yag Verimi(%) 1.53

Cizelge (4.10.)’de Satureja hortensis ugucu yaginin ana bilesenleri GC-FID
detektoriine gore hesaplanan sekliyle verilmistir. Bilesenlerin tanimlanmasinda toplam
yagin %99.11’ini yansitan 6 ana bilesen belirlenmistir. Karvakrol ve y-Terpinene
(%42.09) ve (%42.48) ile ana bilesenler olarak tespit edilirken, yagin igerisinde p-
Cymene, Delta-2-carene, Acetylthymol ve Myrcene diger baskin bilesenler olarak
sirastyla (%5.02), (%4.26), (% 2.14) ve (%2.12) oraninda saptanmistir.
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Baher ve ark. (2002), yaptiklar1 calismada igerdigi ucucu yagin ana
bilesenlerinden karvakroliin (% 40.3-44.5) oraninda, y-terpinen oraninin ise (% 37.8-
40.9) oldugunu bildirmistir. Sefidkon ve ark. (2006), tam c¢iceklenme doneminde
Satureja hortensis bitkisinde ucucu yagdaki temel bilesenlerin (% 46-48.1) karvakrol ve
(% 37.7-39.4) y-terpinen olarak belirlemislerdir. Benzer sekilde Ding (2014) sater ugucu
yagmin ana bilesenin (% 39.90-62.36) oraninda degiskenlik gdsteren kavrakrol
oldugunu, karvakrolii (% 17.14-25.71) oraniyla y-terpinenin izledigini bildirmistir.
Sonuglarimiz gerek ana bilesenlerin karvakrol ve y-terpinen oldugunu gerekse ugucu
yagda bulunma yiizdeleri bakimindan arastiricilarin  sonuglart ile benzerlik

gostermektedir.

Sater kekik tiirlinden elde edilen ugucu yagdaki karvakrolun antibakteriyel ve
giiclii bir agr1 kesici etkiye sahip oldugu, y-terpinenin ise antioksidan etkisi oldugu

bilimsel olarak ispatlanmistir (Koparal ve Zeytinoglu 2003; Giweli ve ark. 2012).
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5. SONUC VE ONERILER
Tek yillik bir kekik tirii olan Satureja hortensis bitkisinin in vitro
mikrogogaltimi1 ve tarla kosullarinda yetistirilen bitkilerin kimyasal kompozisyonunun

belirlenmesinin amaglandigi bu tezde elde edilen bulgular asagida 6zetlenmistir.

- Satureja hortensis bitkisinin tohumlart uygun BBD ile hazirlanmig MS

ortaminda ¢imlenmeye birakilmis ve ¢imlenme orani % 10-60 arasinda gergeklesmistir.

- Cimlenmis tohumlarin hipokotil ve kotiledon kisimlar1 eksplant olarak

kullanilmis ve eksplantlarin tamaminda (%100) kallus olusumu gézlenmistir.
- Kallus dokusundan ¢ok sayida siirgiin uglari elde edilmistir.

- Siirglin olusum orani; en yliksek kotiledon kisminda %100 ile 1.5 mg/L
KIN+0.2 mg/L IBA ortaminda olustugu, en diisiik ise hipokotil kisminda % 46.66 ile
0.75 mg/L BAP+0.2 mg/L IBA igeren ortamda olustugu goriilmiistiir.

- Koklendirme orani; en yiiksek kotiledon kisminda %100 ile 0.75 mg/L
KIN+0.2 mg/L IBA ortaminda ve hipokotil kisminda ise %100 ile 0.75 mg/L BAP+0.2
mg/L IBA ve 2.25mg/L. BAP+0.2 mg/L IBA’da koklenme olustugu, en diisiik ise
kotiledon kisminda %26.66 ile 3 mg/LL. BAP+0.2 mg/LL IBA iceren ortamda olustugu

tespit edilmistir.

- Uretilen siirgiinler 20 g/L seker iceren MS ve 0.5 mg/L GAj; ortamma
aktarilarak hizli gelisim tesvik edilmistir, siirgiinlerde gelisim gozlenmis olup sari

renkten yesil renge doniisiim izlenmistir.

- Satureja hortensis L. bitkisinin tarla kosullarinda bitki boyu 31.00-48.00 cm,
dal sayisinin 7-26 adet, taze herba veriminin 21.12-77.15 g/bitki, kuru herba veriminin

6.85-25.66 g/bitki ve kuru yaprak veriminin 4.17-16.33 g/bitki oldugu gézlenmistir.

- Satureja hortensis L. bitkisinin ¢iceklenme doneminde ugucu yaginda yapilan
arastirmada, 21 bilesen tespit edilmis ve bunlar icerisinde ana bilesenler karvakrol
(%47.68), +y—terpinen (%34.43), p-simen (%5.32), Delta-2-carene (%4.05),
Acetylthymol (%3.27) ve Myrcene (%1.70) saptanmistir.

In vitro mikrogogaltim ydntemi ile hastalik ve zararlilardan arindirilmis saf
materyal elde edilmesinde, ¢oklu iiretimlerde ayni fenotip ve genotip 6zellikte bitkiler

elde edilmesinde ve bu yontemle tiiketicinin istedigi 6zellikteki tiirleri karsilayabilecegi
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gibi daha kisa siirede yapilabilmesine olanak saglanacag diisiiniilmektedir. Ayrica in
vitro mikrocogaltim yontemi ile kdklendirme yapildiktan sonra akklimatizasyon teknigi

kullanilarak bitki gelisimi i¢in yeni protokollerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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