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OZET

TEZIN BASLIGI: KEKIiK (Thymus vulgaris L.) BIiTKISININ IN VITRO
DOKU KULTURU YONTEMLERIYLE MIKROCOGALTIMI VE TEK
ASAMALI DONDURMA YONTEMLERIYLE KRIiYOPREZERVASYONU.

YAZAR ADI : ERGUN KAYA

Ug farkli Thymus tiiriine ait (T. vulgaris, T. longicaulis, T. cariensis)
bitkilerinden alinan eksplantlarin mikrogogaltimi i¢in etkin bir protokol gelistirildi.
In vitro siirgiin gelisimi igin farkli derisimlerde cesitli sitokininler (6-benziladenin,
Kinetin, thidiazuron) denendi, en elverisli bulunan sitokinin ¢esidi ve derisimi daha
sonra oksinler ve/veya gibberelik asit ve giimiis nitrat ile kombine edilerek kullanildi.
En iyi sonu¢ 1 mg I kinetin ve 0,3 mg I gibberellik asit igeren yari-kati MS
besiyerinde elde edildi. Govdelerin koklendirilmesi, yeterli uzunluga ulasan
govdelerin bitki biiytime diizenleyicisi igermeyen veya gesitli derisimlerde oksinleri
iceren (2,4-diklorofenoksiasetik asit, indol asetik asit, indol butirik asit, naftalen
asetik asit) yari-katt MS besiyerlerine transfer edilmesi yoluyla gerceklestiridi.
Koklenmenin en uygun oldugu besiyeri kompozisyonu 0.05 mg It 2,4-
diklorofenoksiasetik asit igeren yari-kati MS besiyeri olarak belirlendi. Kéklenmenin
ardindan bitkicikler 250 ml plastik saksilara aktarilip periyodik olarak
havalandirilarak basarili bir sekilde iklimlendirildi. Ayrica, optimize edilen in vitro
cogaltim yonteminin, bitkilerin genetik kararlilig1 lizerine etkilerinin arastirilmasi
amactyla, tek bir tohumun c¢imlendirilmesiyle elde edilen fideden alinan yaprak
ornekleri ile bu fideden alinan govde uclarinin cogaltilmast yoluyla elde edilen
bitkiciklerden 2., 4., 6., 8. ve 10. alt kiiltiir periyotlarin1 takiben alinan yaprak
orneklerinden genomik DNA’ lar izole edildi ve RAPD-PCR (Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA) teknigi ile olasi genetik degisiklikler incelendi.

Orta dereceli saklama yonteminin gelistirilmesi amaciyla, optimize edilen
yontemle in vitro olarak c¢ogaltilan T. vulgaris govde kiiltiirleri 4°C’ ta, karanlikta
tutuldu ve bu sekilde kiiltiirlerin periyodik transferlere gerek duyulmadan 12 ay
boyunca saklanmasi basarildi. Germplazm’in kriyoprezervasyon yoluyla uzun siireli
saklanmas1 amaciyla ise, vitrifikasyon temelli, li¢ farkli tek asamali dondurma

teknigi (PVS2 vitrifikasyon, enkapsiilasyon vitrifikasyon ve damlacik dondurma), T.



vulgaris govde uglart iizerinde denendi. Ayrica, genellikle sivi azota aktarimdan
once, orneklerin soguk toleranslarinin arttirllmast amaciyla uygulanan soguga
alistirma ve sukroz on kiiltiir asamalar1 da optimize edildi. Buna gore, sivi azotta
saklama sonras1 en yiiksek bitki rejenerasyon orani (%80), 2 hafta boyunca soguga
alistirilan ve 48 saat boyunca 0.25M sukroz igeren yari-kati MS besiyerinde on
kiiltiirlenen govde uglarinin damlacik dondurma teknigi ile 90 dakika boyunca PVS2

ile muamelesi sonucu elde edildi.

Kriyoprezervasyon yonteminin optimizasyonunu takiben, T. cariensis gévde
uclart da damlacik dondurma teknigi kullanilarak basarili bir sekilde kriyoprezerve
edildi. Buna gore, soguga alistirma (4°C’ ta 2 hafta) ve sukroz 6n kiiltiiriiniin (0,25M
sukroz igeren yari-katt MS besiyeri) ardindan, gévde ucu eksplantlart PVS2 ile 0°C
ta 15-120 dakika muamele edilip siv1 azota daldirildi. T. vulgaris’ e benzer sekilde,
T. cariensis’ te de en yiiksek bitki rejenerasyonu (%20 canlilik ve %18 rejenerasyon)

90 dakika PVS2 uygulamasi ile kriyoprezerve edilen gévde ucu eksplantlarindan
elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Genetik kararlilik, in vitro gogaltim, kriyoprezervasyon, orta
dereceli saklama, RAPD, T. cariensis Hub.-Mor. & Jalas, T. longicaulis C. Presl, T.

vulgaris L., vitrifikasyon temelli tek asamali dondurma yontemleri.
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SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: MICROPROPAGATION OF THYME (Thymus
vulgaris L.) AND ITS CRYOPRESERVATION BY ONE-STEP FREEZING
TECHNIQUES

NAME OF THE AUTHOR: ERGUN KAYA

An effective protocol was develped for in vitro propagation of young and
mature explants of three botanically distant Thymus species, i.e., T. vulgaris, T.
longicaulis, and T. cariensis. Optimizations for in vitro shoot proliferation included
use of different concentrations of cytokinins (6-benzyladenine, kinetin and
thidiazuron), followed by the use of selected cytokinin type and concentration in
combination with auxins and/or gibberellic acid and silver nitrate. Best shoot
proliferation was obtained when semi-solid MS medium was supplemented with 1
mg I kinetin and 0,3 mg I"* gibberellic acid. Rooting of the shoots was obtained on
semi-solid MS medium that was either hormone-free or supplemented with auxins.
However, the best root apparatus developed on MS medium supplemented with 0.05
mg L' 24-dichlorophenoxyacetic acid. Following rooting, the plantlets were
transferred to 250-mL plastic pots and successfully acclimatized by gradually
reducing the relative humidity. In addition to in vitro propagation, the effect of
optimized protocol on genetic fidelity of the obtained plantlets was also investigated
by isolating genomic DNAs of both the mother plant (seedling developed by
germination of a seed), as well as the shoots (developed by culturing in vitro the
shoot tips of the mother plant) that underwent two, four, six, eight, or ten cycles of in
vitro subculturing were isolated and genetic stability was confirmed by random

amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis.

Slow growth storage was achieved by keeping the in vitro shoot cultures of T.
vulgaris, obtained according to the optimized protocol of in vitro propagation, at 4°C
and in darkness up to 12 months. As for the long-term storage of the germplasm,

three different vitrification-based one-step freezing techniques (PVS2 vitrification,



vii

encapsulation-vitrification and droplet-freezing) were tested by using T. vulgaris
shoot tips. However initially all the preliminary steps of cryoprotection (i.e.,cold-
hardening, sucrose preculture) were also optimized. The best cryopreservation
procedure for T. vulgaris was achieved with the droplet-vitrification method, based
on a 2-week cold hardening of shoot cultures, followed by 48-h preculture of shoot
tips on MS medium supplemented with 0.25 M sucrose, and a 90-min PVS2
treatment in droplets. This way, after direct immersion in LN, thawing and plating,

80% shoot-tip recovery rate was obtained.

Following optimizations of the protocols, T. cariensis was also successfully
cryopreserved using the droplet vitrification method. After cold adaptation (two
weeks at +4°C) and sucrose preculture (MS medium with 0.25M sucrose, 48 hours),
shoot tips were dehydrated with PVS2 at 0°C for 15-120 minute and immersed liquid
nitrogen. Best vitality (%20) and regeneration (%18.3) result were obtained when
PVS2 was applied at 0°C for 90 minute.

Keywords: Cryopreservation, genetic stability, in vitro propagation, RAPD, slow
growth storage, T. cariensis Hub.-Mor. & Jalas, T. longicaulis C. Presl, T. vulgaris

L., vitrification-based one-step freezing techniques.
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Biyogesitliligin kosullu etki alan1 agaci.

Kriyoprezervasyon caligmalarinda  kullanilan,  vitrifikasyon
teknigine dayali geleneksel (iki agamali dondurma-yavag sogutma)
ve gelistirilmis (tek agsamali dondurma- hizli sogutma) yontemler.

Suyun Ozellikleri ve suyun kriyokoruma sirasinda Onemi: (A)
vitrifiye durumun kararliliginin belirlenmesinde, cama gecis
sicakliklarinda (Tgs), ¢ozme ve sogutmada buz g¢ekirdeklesmesi
olusumunda termal analizlerin kullanilmasi; (B) Hiicresel yikimin
en aza indirgenmesi i¢in sogutma oranlarinin optimizasyonu ve
Mazur (2004) tarafindan 6nerilen kriyohasarlarin iki faktorii teorisi
ve ters c¢evrilmis “U” ile ifade edilen canliligin artirilmasi; (C)
biyolojik bir ¢0Oziicii olarak suyun, Tg, erime ve buz
cekirdeklesmesi tizerindeki kriyokoruyucu derisiminin etkileri bir
faz diyagrami ile Orneklendirilmistir; (D) suyun kimyasal
ozellikleri, bipolar karakteristikleri, kendi arasinda ve diger
molekiillerle hidrojen baglari.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu ve nodal
eksplantlar. (A) Muallimkdy arazisinde yetisen ve denemelerde
olgun bitki materyali olarak kullanilan T. longicaulis bitkisi, (B)
alkolden arindirilmast amaciyla laminar akimli kabinde bekletilen,
gbvde ucu ve nodlari igeren kekik govde parcalari.

T. vulgaris tohumlarinin dekontaminasyonu. Tohumlarin, %70 lik
EtOH (A), %10’ luk H,0; (B) ve %20’ lik ¢amasir suyu (C)
¢oOzeltileri ile muamele edilmesi.

PVS-2 vitrifikasyon teknigiyle kriyoprezervasyon yonteminin
asamalari.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarini
igeren sentetik tohumlarin eldesi.

Damlacik Dondurma teknigi ile kriyoprezervasyon tekniginin
asamalari.

In vivo ve in vitro yontemlerle ¢imlendirilen kekik (Thymus
vulgaris L.) tohumlari. (A) Tohumlarin dekontamine su veya sivi
MS.0 besiyeri ile slatilmig iki kat pamuk arasinda
¢imlendirilmesi. (B) Tohumlarin yari-kati MS.0 Dbesiyerine
aktarilarak in vitro olarak ¢imlendirilmesi.

Kekik (Thymus vulgaris L.) tohumlarinin ¢imlendirilmesi
sonucunda elde edilen fideler. (A) Tohumlarin 45 giin boyunca
yari-katt MS.0 besiyerinde, veya (B) dekontamine su ile 1slatilmis
iki kat pamuk arasinda c¢imlendirilmesi sonucunda elde edilen
fideler. (C ve D) Tohumlarin topraga aktarilmasindan yaklasik 100
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giin sonra elde edilen fideler.

A, B. % 2,5’1lik ¢amasir suyu ¢ozeltisinin 30 dakika uygulanmasi
yoluyla dekontamine edilen T. longicaulis bitkisinin gévde ucu
eksplantlarinde, 30 giinliik kiiltiir sonucunda elde edilen govdeler.

(A) Thymus cariensis bitkisi ana materyalin genel goriiniisi; (B)
Dekontaminasyon igin bitkiden alinan govde pargalari; (C-F).
%2,5’ lik gamasir suyu ¢ozeltisinin 30 dakika uygulanmasi ve (G-
H) %1,5” lik camasir suyu ¢ozeltisinin 60 dakika uygulanmasi
yoluyla dekontamine edilen govde ucu eksplantlarinde 30 giinliik
kiiltiir sonucunda elde edilen gdvde gelisimleri.

Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait govde ucu
cksplantlarinden (A) 2 mg/l BA igeren; (B, C) 2,5 mg/l BA igeren
yari-kat1 MS besiyerinde elde edilen govdeler.

(A) Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govde ucu
eksplantlarinin 2 mg/l TDZ igeren yari-katt MS besiyerinde
rejenerasyonun genel goriinimii; (B, C) elde edilen govdeler.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarinin
(A) 0,5 mg/l KIN; (B) 1 mg/l KIN igeren yari-katt MS
besiyerinde rejenerasyonlarinin genel goriiniimii; (C, D) 1 mg/l
KIN igeren yari-kat1 MS besiyerinde elde edilen govdeler.

A, B. Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu
cksplantlarinin 1 mg/l KIN ve 0,1 mg/l IAA igeren yari-katt MS
besiyerinde rejenerasyonlari.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarinin
(A) 1 mg/l KIN ve 1 mg/l NAA; (B) 1 mg/l KIN ve 0,1 mg/l NAA
igeren yari-kati MS besiyerlerindeki rejenerasyonlari.

Thymus vulgaris L. bitkisinin 1 mg/l KIN ile (A) 0,1 mg/l; (B) 0,3
m/l; (C) 0,6 mg/l GA;3 igeren yari-kati MS besiyerlerinde
rejenerasyonu.

Thymus vulgaris L. bitkisinin 1 mg/l KIN ve 0,1 mg/l NAA ile (A)
0,1 mg/l; (B) 0,3 m/l; (C) 0,6 mg/l GAs igeren yari-kati MS
besiyerlerinde rejenerasyonu.

Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait goévde ucu
eksplantlarinden, 1 mg/l KIN ile (A) 1 mg/l; (B) 2 mg/l; (C) 4
mg/l; (D) 6 mg/l; (E, F) 8 mg/l AgNOs igeren yari-katt MS
besiyerlerinde elde edilen rejenerasyonlar.

Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait goévde ucu
eksplantlarinden, 1 mg/l KIN ve 0,1 mg/l NAA ile (A, B) 1 mg/l;
(C) 2 mg/l; (D) 4 mg/l; (E) 6 mg/l; (F) 8 mg/l AgNO3 igeren yari-
kat1 MS besiyerlerinde elde edilen rejenerasyonlar.

T. vulgaris bitkisine ait govde ucu eksplantlarinden 1 mg/l KIN ile
0,3 mg/l GA; igeren yari-kati MS besiyerinde elde edilen govdeler.

1 mg/l KIN ile 0,3 mg/l GA3 igeren yari-katt MS besiyerinde, (A,
B) T. longicaulis ve(C, D) T. cariensis bitkilerine ait govde ucu
eksplantlarinden elde edilen govdeler.
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3.23.
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A-C. Yari-katt MS.0 Dbesiyerinde T. wvulgaris bitkisinin
govdelerinde gelisen kokler.

0,05 mg/l 2,4-D igeren yari-kati MS besiyerinde, (A, B) T.
vulgaris; (C, D) T. longicaulis; (E, F) T. cariensis govdelerinde
elde edilen kdklenmeler.

In vitro ortamda koklendirilip topraga aktarilarak iklimlendirilen
(A) T.vulgaris; (B) T. longicaulis; (C) T. cariensis tiirlerine ait
bitkiler.

Molekuler analizlerde kullanilmak uzere, in vitro ¢imlendirilen T.
vulgaris’e ait tohumlardan elde edilen ve 1 mg/l KIN ve 0,3 mg/l
GAs igeren yari-katt MS besiyerinde klonlanan(A, B) T1 klonu ;
(C) T2 klonu; ve (D) T3 klonuna ait govdeler.

Thymus vulgaris L. bitkisinden izole edilen genomik DNA’ larmn
jel goriintiisii (soldan saga sirasiyla, 0-2-4. alt kiiltlirler sonucu
elde edilen bitkilerden izole edilen genomik DNA’ lar; Hindlll ile
kesilmis A DNA; 6-8-10. alt kiiltiirler sonucu elde edilen
bitkilerden izole edilen genomik DNA’ lar.)

(A) FO3; (B) F05; (C) FO8; (D) F09 (E) F10; (F) F11; (G) F13; (H)
F14 primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu elde edilen
bantlar. Kuyularin yerlesimi soldan saga dogru, 1. kuyu belirteg
(100 bp); 2-7. kuyular sirasiyla 0-2-4-6-8-10. alt kiiltiirlerde elde
edilen kekik bitkilerine ait genomik DNA’ nin kalip olarak
kullanildigit RAPD PCR iiriinleri; 8. kuyu - kontrol; 9. kuyu +
kontrol (ayvalik ¢esitine ait zeytin bitkisinin genomik DNA’ s1
kullanilarak yapilan RAPD PCR {iriinii.

(A) F15; (B) F16; (C) K01; (D) K02 (E) KO03; (F) K06; (G) K07,
(H) K08 primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu elde edilen
bantlar. Kuyularin yerlesimi soldan saga dogru, 1. kuyu belirteg
(100 bp); 2-7. kuyular sirasiyla 0-2-4-6-8-10. alt kiiltiirlerde elde
edilen kekik bitkilerine ait genomik DNA’ nin kalip olarak
kullanildigit RAPD PCR iiriinleri; 8. kuyu - kontrol; 9. kuyu +
kontrol (ayvalik ¢esitine ait zeytin bitkisinin genomik DNA’ s1
kullanilarak yapilan RAPD PCR f{iriinii.

(A) KO09; (B) K10; (C) Kl1lprimerleri kullanilarak yapilan PCR
sonucu elde edilen bantlar. Kuyularin yerlesimi soldan saga dogru,
1. kuyu belirteg (100 bp); 2-7. kuyular sirasiyla 0-2-4-6-8-10. alt
kiiltiirlerde elde edilen kekik bitkilerine ait genomik DNA’ nin
kalip olarak kullanildigt RAPD PCR fiiriinleri; 8. kuyu - kontrol; 9.
kuyu + kontrol (ayvalik ¢esitine ait zeytin bitkisinin genomik
DNA” s1 kullanilarak yapilan RAPD PCR firiinii.

+4°C’ ta, karanlik kosullarda (A) 1 ay; (B) 2 ay; (C) 5 ay; (D) 10
ay; ve (E) 12 ay saklanan T. vulgaris govde kiiltiirleri.

(A, B) 2 ay; (C) 6 ay; (D) 8 ay; (E) 10 ay; ve (F) 12 ay boyunca
+4°C’ ta, karanlik kosullarda orta dereceli saklanan T. vulgaris

govde Kkiiltiirlerinden izole edilen goévde ucu eksplantlarinda
gozlenen bitki rejenerasyonlari.
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(A) 1; (B) 2; (C) 3; (D) 4 hafta siireyle sogukta tutulan T. vulgaris
bitkilerinden izole edilen govde ucu eksplantlarinde gozlenen bitki
rejenerasyonlari.

2 hafta boyunca soguga alistirilan T. vulgaris bitkisinden izole
edilen gévde ucu eksplantlarinde gozlenen gévde rejenerasyonlari.

0,25M sukroz igeren yari-katt MS besiyerinde 48 saat inkiibe
edilen T. vulgaris govde wuglarinda gozlenen govde
rejenerasyonlari.

Thymus vulgaris bitkisinden alinan gévde ucu eksplantlarmin (A,
B)75 dakika; (C, D) 30 dakika; (E, F, G) 60 dakika PVS2 ¢ozeltisi
ile muamalesinden sonraki dort haftalik gelisme periyodunda
olusturduklar1 ¢oklu govdeler.

A-C. 15 dakikalik PVS2 ardindan s1v1 azotta saklanan T. vulgaris
eksplantlarinin ~ rejenerasyon  besiyerinde  dort  haftalik
kiiltiirlenmesi sonucu olusturduklari ¢oklu gévdeler.

(A, B) 30 dakikalik; ve (C, D) 60 dakikalik PVVS2 muamalesinin
ardindan siv1 azotta saklanan T. vulgaris gévde ucu eksplantlarinin
rejenerasyon besiyerinde dort haftalik kiiltiir sonucu olusturduklari
coklu govdeler.

(A, B, C) PVS2 ile muamele edilmeden yari-kat1 MS besiyerine
aktarilan sentetik tohumlarin ¢imlenmesi ve olusturduklart ¢oklu
govdeler

A-B. Tymus vulgaris bitkisinin damlacik dondurma teknigiyle
kriyoprezervasyonunda, kontrol grubu gévde uclarindan rejenere
olan gévdeler

(A-F) Tymus wvulgaris bitkisinin damlacik dondurma teknigiyle
kriyoprezervasyonunda, sivi azotta saklanan govde uglarindan
rejenere olan govdeler.

Thymus cariensis bitkisinin 90 dakikalik PVS2 uygulamasi ile
damlacik dondurma teknigi kullanilarak kriyoprezervasyonu, (A)
kontrol; (B-E) sivi azot grubuna ait eksplantlardan elde edilen
govdeler.
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CIZELGELER DiZINi

Bitki doku kiiltliriinun gelisiminde etkili olan bazi ¢alismalar
(Kung, 1993; Pierik, 1993; Endress, 1994).

Bitki  biiylime  diizenleyicilerinin  gruplandirilmasi,
fonksiyonlar1 ve en yaygin kullanilanlar1 (Gaspar ve ark.,
1996; Haberer ve Kieber, 2002; Johri ve Mitra, 2001; Smith,
1992)

Enkapsiilasyon-dehidratasyon teknigi ile gdvde ucu
eksplanti kullanilarak kriyoprezerve edilen bazi bitki
ornekleri

PVS2 vitrifikasyon teknigiyle kriyoprezerve edilen bazi bitki
ornekleri. (Engelmann ve ark, 2008).

Enkapsiilasyon-vitrifikasyon teknigi kullanilarak
kullanilarak kriyoprezerve edilen bazi bitki 6rnekleri.

Damlacik Dondurma teknigi kullanilarak kriyoprezerve
edilen baz1 bitki 6rnekleri. (Panis, 2008).

Thymus vulgaris L. bitkisinin ugucu yag bilesenleri tizerinde
yapilan bazi ¢alismalar sonucu elde edilen sonuglarin 6zeti
(Stahl-Biscup ve Saez, 2002).

Thymus longicaulis C. Presl bitkisinin igerdigi ugucu yag
bilesenleri (Jovanovic, 2009).

Olgun ve geng bitki materyalinin dekontaminasyonunda ve
mikrogogaltim asamalarinda kullanilan kimyasallar.

MS (Murashige ve Skoog, 1962) besiyeri igerigi
Genomik DNA izolasyonunda kullanilan kimyasal maddeler

RAPD PCR reaksiyonlarinda, ayrica izole edilen genomik
DNA ve elde edilen PCR firiinlerinin goriintiilenmesi
sirasinda kullanilan kimyasal maddeler.

RAPD PCR reaksiyonlarinda kullanilan oligoniikleotid
primer listesi.

Kriyoprezervasyon  asamasinda  kullanilan  kimyasal
maddeler.

Tez ¢alismasi sirasinda kullanilan cihazlar.

CTAB yontemiyle genomik DNA izolasyonunda kullanilan
coOzeltiler

In vitro veya in vivo ¢imlendirilen kekik (Thymus vulgaris
L.) tohumlarinda goriilen fide gelisimleri.

Olgun kekik (T. longicaulis) bitkisinden alinan gévde ucu
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3.15.

eksplantlarinin ¢esitli derisimlerde ve siirelerde gamasir suyu
(domestos) ile muamelesini  takiben elde edilen
dekontaminasyon ve rejenerasyon sonuglari.

Olgun kekik (T. longicaulis) bitkisinden alinan nod
eksplantlarinin gesitli derisimlerde ve siirelerde ¢amasir suyu
(domestos) ile muamelesini  takiben elde edilen
dekontaminasyon ve rejenerasyon sonuglari.

T. cariensis bitkisine ait dekontaminasyon sonuglari

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait goévde ucu
eksplantlarinden, ¢esitli derisimlerde BA igeren yari-katit MS
besiyerinde elde edilen bitki rejenerasyonlari.

Kekik  (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait nod
eksplantlarinden, gesitli derisimlerde BA igeren yari-katt MS
besiyerinde elde edilen bitki rejenerasyonlari.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu ve nod
eksplantlarinden, ¢esitli derisimlerde BA igeren yari-katit MS
besiyerinde elde edilen govde olusturma kapasite indeksi.

Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait gdévde ucu
eksplantlarinden, ¢esitli derisimlerde TDZ igeren yari-kati
MS besiyerinde elde edilen bitki rejenerasyonlari.

Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait gdévde ucu
eksplantlarinden, ¢esitli derisimlerde KIN igeren yari-kati
MS besiyerinde elde edilen bitki rejenerasyonlari.

Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait gdévde ucu
eksplantlarinin, ¢esitli derisimlerde sitokinin igeren yari-kati
MS besiyerinde govde olusturma kapasiteleri.

Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait gdévde ucu
eksplantlarinden, 1 mg/l KIN ve gesitli derisimlerde IBA
iceren yari-kati MS besiyerinde elde edilen bitki
rejenerasyonlari.

Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait gdévde ucu
eksplantlarinden, 1 mg/l KIN ve g¢esitli derisimlerde TAA
iceren yari-kati MS besiyerinde elde edilen bitki
rejenerasyonlari.

Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu
eksplantlarinden, 1 mg/l KIN ve ¢esitli derisimlerde NAA
iceren yari-kati MS  besiyerinde elde edilen Dbitki
rejenerasyonlari.

Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait gdévde ucu
eksplantlarinden, 1 mg/l KIN ve g¢esitli derisimlerde 2,4-D
iceren yari-katt MS besiyerinde elde edilen bitki
rejenerasyonlart.

Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait gdévde ucu
eksplantlarinden, 1 mg/l KIN ve ¢esitli derisimlerde oksin
iceren yari-katt MS besiyerlerinde elde edilen govde
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olusturma kapasitelerinin (G.O.K.) karsilastirilmas.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govde ucu
eksplantlarinin, 1 mg/l KIN ve gesitli derisimlerde GA3
iceren yari-katt MS besiyerindeki rejenerasyonlart.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait goévde ucu
eksplantlarinden, 1 mg/l KIN + 0.1 mg/l NAA ve gesitli
derisimlerde GAj3 igeren yari-katt MS besiyerinde elde
edilen rejenerasyonlar.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait goévde ucu
eksplantlarinin, 1 mg/l KIN ve ¢esitli derisimlerde AgNO3
iceren yari-kati MS besiyerindeki rejenerasyonlari.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait goévde ucu
eksplantlarinin, 1 mg/l KIN, 0,1 mg/l NAA ve g¢esitli
derisimlerde AgNOs igeren yari-kati MS besiyerlerindeki
rejenerasyonlari.

1 mg/l KIN ve 0,3 mg/l GA; igeren yari-kati MS besiyerinin
T. longicaulis ve T. cariensis bitkilerinden alinan gévde ucu
eksplantlarinin rejenerasyonu iizerindeki etkileri.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govdelerin ¢esitli
derisimlerde IBA igeren yari-kati MS besiyerlerinde elde
edilen koklenme oranlari.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govdelerin gesitli
derisimlerde NAA igeren yari-katt MS besiyerinde elde
edilen kdklenme oranlari.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govdelerin ¢esitli
derisimlerde TAA igeren yari-katt MS besiyerinde elde
edilen koklenme oranlari.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govdelerin gesitli
derisimlerde 2,4-D igeren yari-kati MS besiyerinde elde
edilen koklenme oranlari.

Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govdelerin ¢esitli
derisimlerde oksin igeren yari-katt MS besiyerinde kok
olusturma kapasitelerinin (K.O.K.) karsilastirilmasi.

0,05 mg/l 2,4-D bitki biiyiime diizenleyicisi igeren yari-kati
MS besiyerinde T. longicaulis ve T. cariensis govdelerinden
elde edilen koklenme sonuglari.

Thymus vulgaris L. bitkisinin T1 klonundan altkiiltiirlenerek
cogaltilan bitkilerden izole edilen genomik DNA' larin
spektrofotometrik analiz sonuglari.

PCR ig¢in kullanilan oligoniikleotid primer dizileri ve RAPD
PCR sonucu her bir primerden elde edilen bant sayisi.

T. vulgaris bitkisin +4°C’ ta orta dereceli saklamasi sonucu
elde edilen bitki rejenerasyonlari.

1-4 hafta boyunca soguga alistirilan T. vulgaris
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3.34.

3.35.

bitkilerindenizole edilen govde ucu eksplantlarinin
rejenerasyonlari.

T. vulgaris bitkisine ait gévde ucu eksplantlarinin sukroz
onkiiltiir asamasindan sonra rejenerasyon besiyerindeki
gelisimleri.

Farklit PVS2 uygulama siirelerinin, vitrifikasyon teknigi ile
kriyoprezerve edilen T. vulgaris govde uglarinin
rejenerasyonu lizerindeki etkisi.

Farkli PVS2 uygulama siirelerinin, Enkapsiilasyon-
vitrifikasyon teknigi ile kriyoprezerve edilen T. vulgaris
bitkisine ait govde uglarinin rejenerasyonu lizerindeki etkisi

Farkli PVS2 uygulama siirelerinin, damlacik dondurma
teknigi ile kriyoprezerve edilen T. vulgaris bitkisine ait
govde uglarinin rejenerasyonu tizerindeki etkisi.

Thymus  cariensis  Droplet-vitrifikasyon  teknigiyle
kriyoprezervasyon kontrol ve sivi azot sonuglari.
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XXi

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi

2,4-D 2,4 dikolorofenoksi asetik asit
ug Mikro gram

ul Mikro litre

ABA Absisik asit

AgNOs; Giimiis Nitrat

BA Benzil adenin

CaCl, Kalsiyum kloriir

CoCl, Kobalt kloriir

CTAB Setil trimetil amonyum bromid
CuSOq, Bakar sulfat

dH,0 Deiyonize su

DMSO Dimetil stilfoksit

DNA Deoksiribo niikleik asit

EtOH Etil alkol

FeSO, Demir sulfat

GA; Gibberellik asit

GOK Govde olusturma kapasitesi indeksi
HCI Hiroklorik asit

H3BO3 Borik asit

H.0, Hidrojen peroksit

IAA Indol asetik asit

IBA Indol biitirik asit

KH,PO4 Potasyum fosfat

Kl Potasyum iyodiir

KIN Kinetin

KNO;3; Potasyum nitrat

KOK Kok olusturma kapasitesi indeksi
LS Yiikleme soliisyonu

MgSQO, Magnezyum siilfat

MnSQO, Mangan siilfat

MS Murashige ve Skoog

NAA Naftalen asetik asit



NaCl
Na,EDTA
Na;MoQO4
NH;NO3
NN

PCR

PEG

PVP
PVS2
RAPD
SA

SH

TDZ

TE

WHO
ZnS0O,

XXii

Sodyum kloriir

Sodyum etildiamintetraasetik asit
Molibdik asit

Amonyum nitrat

Nitsch ve Nitsch

Polimeraz zincir reaksiyonu
Polietilen glikol
Polivinilprolidon

Bitki vitrifikasyon soliisyonu
Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA
Sivi azot

Standart hata

Thidiazuron

Tris EDTA

Diinya Saglik Organizasyonu
Cinko siilfat
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Bana kosulsuz giivenen ve her zaman hayallerime inanan

Anneme...

“Bir anne viiredi, dibinde daima af bulunan bir ucurumdur.”

BALZAC



1. GIRIS
1.1. Bitki Gen Kaynaklarinin Korunmasinda Biyoteknolojik Yaklasimlar

Cok eski yillardan giiniimiize kadar beslenme ve tedavi amagli kullanilmakta
olan bitkiler diinya niifusunun biiyiik bir cogunlugu icin en 6nemli yasam kaynagidir.
Bir bagka deyisle bitkiler ‘yasam’ demektir. Diger biitiin hayat formlarinin canliligini

stirdlirebilmesi i¢in birincil tireticilerdir (Benli ve Yigit, 2005).

Bitkiler sadece hava ve su kalitesini diizenlemek, ekosistemi bi¢gimlendirmek
ve iklim sartlari1 kontrol etmekle kalmaz, ayn1 zamanda da gida, ilag, giysi ve
barmma gibi temel ihtiyaglarimizi karsiladigimiz sayisiz hammaddenin kaynagini
olustururlar. Tibbi amach bitkilerin en eski kullanimina ait veriler, 5000 yildan daha
oncesine dayanan Siimerler’e ait yazitlarda belgelenmistir. Ustelik bitkilerden elde
edilen kimyasal maddeler uzun yillar boyunca tibbi ilaclarin tek kaynagi olmustur

(Raskin ve Ripoll, 2004).

Diinya Saglik Organizasyonu (WHO)’nun belirttigine goére insanlarmn %
80’den fazlasi hala geleneksel ila¢ yapiminda bitkilerden yararlanmakta, yaprak ve
meyvelerden oziitlenen biyoaktif bilesenler (“sekonder metabolitler”), tip, kozmetik,
boya yapimi, parfiim eldesi gibi endiistrinin pek ¢ok alaninda yaygin olarak
degerlendirilmektedir (Balandrin ve Klocke, 1988). Ayrica, Diinya Saglik
Organizasyonu’nun 91 iilkenin tibbi bitkileri iizerinde gerceklestirilmis olan bazi
caligmalara dayanarak yaptigi bir aragtirmaya gore, tedavi amagh kullanilan tibbi
bitkilerin 20.000 kadar oldugu belirlenmistir (Mahindru, 1992). Ayrica bitkilerin
gbovde, yaprak, tohum ve koklerinden birgok mikroorganizmanin biiylimesini inhibe
edebilecek maddeler izole edilmis, bu maddeler mikroorganizmalar {izerinde
denenmis ve aktiviteleri rapor edilmistir (Rashit ve ark., 1996). Son yillarda tibbi
bitkiler icermis olduklar1 cesitli aktif maddelerden dolay1 diinyada oldugu gibi
iilkemizde de birgok bilim insanmnin ilgisini cekmektedir. Ornegin halk ilaci olarak
bir¢ok bitkisel drog farkli acgilardan incelenmis ve oldukc¢a Onemli sonuglar elde
edilmistir. Bu nedenle bitkiler, insan hayati i¢in temel ekonomik bir kaynak ve diinya

biyogesitliliginin 6nemli bir parcasidir (Diilger ve ark., 1997).



Wilson’a (1988) gore biyogesitlilik ‘mevcut tirlerin sayisi” olarak
tanimlanmaktadir ve bu basit tanim genellikle yeterlidir. Ayrica, ¢esitliligin, her bir
tiire ait populasyon biiyiikliigiinii ve tiirlerin dagilimin1 kapsayan teori bazinda
bilgiler veren tanimlar1 da mevcuttur (6rnegin genis dagilim gosteren tiirler = yiiksek
cesitlilik). Yakin zamanlarda yapilan tanimlamalarda biyocesitlilik, sadece tiir
zenginligiyle kisitlanmamis, ayni1 zamanda varyete, 1rk, yasam formu ve genotiplerin
yan1 sira ¢evre bilesenleri, habitat tipleri, yapisal elementlerle de (6rnegin, calilar,
kayalar, goletler) iliskilendirilmistir. Bunun i¢in, biyogesitliligin genel terimi, farkl
biiyiikliikteki  birimler (populasyon, tiir, biyosendz, habitat, c¢evre), farkli
kompozisyonlar (genom, populasyon, tiir, ekosistem veya ¢evre elementlerinin
toplami1) ve fonksiyonlar (hiyerarsik sistem iginde farkli olgekli seviyelerde
gerceklesen siirecgler) ile baglantili olarak bir hiyerarsik sistemden bigimlenmistir
(Noss, 1990). Tim yonleriyle biyogesitlilik teriminin bilesenleri Sekil 1.1°de
verilmigtir. Sekilde biyogesitlilik i¢in gelistirilebilmis tek bir belirte¢ olmadig agikca
goriilmektedir. Biyocesitliligin her bir elemani, kendi belirtecine gereksinim

duymaktadir.
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Sekil 1.1. Biyogesitliligin kosullu etki alani1 agaci, 125 dokiiman incelenerek
hazirlanmistir. Farkli yazarlar tarafindan biyogesitliligi tanimlamak icin, kavramlar
kare kutulara, baglantili kavramlar yuvarlatilmig kutulara yazilmistir. Cesit ve
kavramsal iliskilerin yonii oklarla gosterilmistir. Es anlamli ve yar1 es anlamh
kavramlar italik yazilmistir (Duelli ve Obrist, 2003).



Giinimiizde bitki biyogesitliligi ciddi anlamda tehlike altindadir. Diinya
tizerindeki tiim bitki tiirlerinin 1/3’{ine karsilik gelen yaklagik 100.000 bitki tiiriiniin
dogada ¢oktan kayboldugu veya kaybolma tehlikesi tasidigi tahmin edilmektedir
(Tan, 1996). 6000’den fazla endemik tiir ve 360’dan fazla kiiltiire alinmus tiirle ¢ok
biiyiik bir bitki zenginligine sahip olan Akdeniz havzasinda da ciddi bir genetik
erozyon riski bulunmaktadir. Akdeniz bolgesindeki iilkeler i¢inde 6zellikle Tiirkiye,
Avrupa ve Asya kitalar1 arasinda koprii gorevi goren benzersiz yerlesimi ve ekolojik
faktorlerin ¢ok kisa mesafelerde bile olduk¢a biiylik farkliliklar gosterebildigi
topografik ve iklim &zelliklerine sahiptir. Bu 6zelliklere bagl olarak pek ¢ok cins ve
seksiyonun orijin ve farklilasim merkezinin Anadolu’ da olusu, ekolojik ve
fitocografik farklilasmanin sonucu olarak tiir endemizminin yiiksek olmasini

saglamistir (Tan, 1996; Dagci ve ark., 2002).

Ancak ne yazik ki, Vavilov’un orijin merkezlerinden ikisine (Vavilov, 1992),
ayrica ekonomik a¢idan tiim diinya i¢in olduk¢a 6nemli olan pek ¢ok yabani ve
kiiltiire alinmis tiiriin (6rnegin ladin, sedir, arpa, bugday, mercimek, nohut, elma,
erik, ceviz, antepfistigi gibi) orijin merkezine sahip olan Tiirkiye’de bulunan
2600’den fazla endemik tiiriin % 22’den fazlas1 ciddi anlamda genetik erozyon veya
kaybolma riski tagimaktadir (Vural, 2003). Oysa, bilyiikk bir sekonder metabolit
potansiyeli tagiyan bu degerli bitki g¢esitliliginin korunmasi ve devamliliginin
saglanmast olduk¢a oOnemlidir. Bu anlamda, kiiltiir bitkileri ve onlarin yabani
irklarina ait genetik cesitliligin genis bir ¢ercevede in situ veya ex situ germplazma
koleksiyonlar1 olarak korunmasi ve siirekliliginin saglanmasi zorunludur (Benson,

1999).

Bitki koruma biyoteknolojisi, modern biyoteknolojik uygulamalari iceren
disiplinler arast bir kavramdir. Giinlimiizde bitki doku kiiltiirii teknikleri,
kriyoprezervasyon, molekiiler genom analizleri gibi biyoteknolojik yaklasimlardan,
(1) in situ ve/veya ex situ germplazma koleksiyonlarinin olusturulmasi, (ii) molekiiler
karakterizasyon, (iii) hastaliklarin tan1 ve tedavisi, (iv) mikrogogaltim, (v) patent

altina alma, (vi) kisa, orta veya uzun siireli saklama, (vii) belgeleme, (viii) bitki



genetik kaynaklarinin degistirilmesi gibi amaglarla faydalanilmaktadir (Benson,
1999).

1.2. Bitki Doku Kiiltiirii

1900’11 yillarin baslarinda gelistirilmis olan bitki doku kiltiirii yontemi,
aseptik sartlarda, yapay bir besi ortaminda, hiicre, doku veya organ gibi ¢esitli bitki
kisimlarindan, kontrollii sicaklik ve 1s1k sartlarinda yeni doku, bitki veya bitkisel
irlinlerin eldesini amaglamaktadir (Thorpe, 2007). Hedef bitkinin ¢ok kisa bir zaman
araliginda ve ¢ok yiiksek miktarlarda ¢ogaltilmasini (“in vitro ¢ogaltim”) miimkiin
kilan yontem, glinimiizde, germplazma korunmasinda, bitki neslinin devamliligini
saglamada, fizyoloji calismalarinda ve gen miihendisliginde kullanilan oldukca

biiyiik 6neme sahip biyoteknolojik ¢alismalardandir (Wang ve Ha, 2007).

Bugiine kadar pek ¢ok bitki tiiriiniin, in vitro kiiltiir sartlarina aktarimi
gerceklestirilmistir. Bitki doku kiiltliriiniin gelismesinde etkili olan c¢alismalar
Cizelge 1.1°de verilmistir. Giiniimiizde de doku kiiltiirii ¢aligmalar1 her gecen giin
artarak devam etmektedir. Uretimdeki son modern teknikler, gelecek yiizyildaki
tarimsal endistrinin artan talebini karsilamaya yonelik olarak gelistirilmektedir

(Giirel, 1997).

Yeni c¢esitlerin gelistirilmesi, mevcut c¢esitlerde genetik farkliliklarin
olusturulmasi, kaybolmakta olan tiirlerin korunmasi ve geleneksel yoOntemlerle
tiretilmeleri zor olan tiirlerin rutin olarak g¢ogaltilmasinda yararlanilan in vitro
cogaltim yontemlerinden “organogenez” yonteminde, bitki gelisimi ¢esitli oksin ve
sitokininler kullanilarak, yaprak veya kotiledon gibi meristematik tomurcuk
icermeyen ¢esitli bitki parcalar1 iizerinde, dogrudan (“direkt organogenez”) veya
kallus (organize olmamis hiicre kiimeleri) olusumunu takiben dolayli olarak
(“indirekt organogenez”) tesvik edilir. Bu sekilde elde edilen bitkilerde, yiiksek
derisimlerde bitki biliylime diizenleyicileri kullanilarak, hiicre ve dokulara baski
uygulanarak gévde olusturmak iizere yeniden organize olmaya zorlanma nedeniyle,
genetik farkliliklar olusabilmektedir (Giirel, 1997). Buna karsilik, “mikrogogaltim”

yonteminde tam bir bitki olusturma potansiyeline sahip olan gévde ucu ve tomurcuk



gibi meristematik biliylime bolgelerinde, bitki biiyiime diizenleyicileri varliginda,
coklu govdelerin gelisimleri ve ¢ogalmalar1 tesvik edilir ve bdylece elde edilen
govdelerde genetik kararlilik yiiksek oranda korunur. Bu sekilde elde edilen
kiltlirlerin 4-5 haftalik periyodik alt kiiltiirleri yoluyla, laboratuvar ortaminda, ¢ok

kisa siirede, yiizlerce klon bitki eldesi miimkiin olur (Giirel ve Ugar-Tiirker, 2001).

Bitki hiicrelerinden embriyo elde edilmesi sadece dollenmis yumurta
hiicreleriyle degil in vitro kiiltiir sartlarinin uygun hale getirilmesiyle, somatik hiicre,
doku veya organlarla da miimkiindiir. Vejetatif hiicrelerden gelisen bu embriyolar
somatik embriyo olarak isimlendirilirler. Somatik doku hiicreleri genellikle yiiksek
oranlarda oksin igeren besi ortamlarinda kiiltiire alinip sonrasinda oksin icermeyen

yeni bir ortama aktarilarak embriyo iiretme yetenegi kazanirlar (Monnier, 1990).

Somatik ve zigotik embriyogenez arasindaki en Oonemli fark elde edilis
yontemlerinden kaynaklanmaktadir. Zigotik embriyo doéllenmis bir yumurta
hiicresinden gelistigi icin, elde edilen bitkiler genetiksel farkliliklara aciktir. Diger
taraftan somatik embriyolardan elde edilen bitkiler genetik olarak klondurlar
(Bournman, 1994). Somatik embriyogenez bitkilerin hizli ¢ogaltilmasinda, sentetik
tohum ftiretiminde ve transformasyon ¢aligmalarinda 6nemli bir potansiyele sahiptir.
Ancak eksplant kaynagi, genotip, bitki biiylime diizenleyicileri, azot kaynagi ve

cevre somatik embriyogenezi 6nemli dlgiide etkileyen faktorlerdir.

Bitki doku kiiltiiriiniin, in vitro ¢ogaltima ek olarak, pek ¢ok ugulama alani
vardir. Ornegin, ozellikle kendine dollenen bitkilerde yapilan klasik bitki 1slahi
melezleri sonrasi hatlarin saflagtirilmast uzun zaman almaktadir. Haploit bitki
iiretiminde anter (polen) ve yumurtalik (oviil) kiiltiiri kullanilarak % 100 homozigot
bitkiler elde edilebilmektedir (Maheswari ve ark., 1995). Tiirler arasi
melezlemelerden sonra ortaya ¢ikan uyusmazliklar in vivo melezlemelerde embriyo
olusumunu veya olusan embriyolarin yasamalarini engelleyebilmekte, bu sorun
embriyo kiiltiirii ile asilabilmektedir. /n vitro seleksiyon yontemiyle, tek hiicre
seviyesinde, tuzluluk, herbisitler, patojenler gibi ¢esitli biyotik ve abiyotik faktorlere

kars1 dayanikli hiicreler segilebilir ve in vitro ortamda bu hiicrelerden ilgili faktorlere



kars1 direncli bitkiler yetistirilebilir. Ayrica totipotent hiicrelerin in vitro kiltiirt,

kallus veya siispansiyon seklinde uzun siireli olarak veya belli araliklarla yeniden

olusturularak saklanabilir ve ihtiya¢ duyuldugunda bu hiicrelerden yeni bitkiler elde

edilebilir. Boylelikle in vitro germplazm korunmasi saglanmis olur.

Cizelge 1.1. Bitki doku kiiltiiriinun gelisiminde etkili olan baz1 ¢alismalar (Pierik,

1993).
Tarih Yapilan Caligmalar Arastiricilar
1902 [lk izole edilmis hiicrelerin kiiltiirii Haberlandt
1904 Olgun embriyolarin kiiltiirii Hanning
1917 Biyoteknoloji teriminin ilk defa kullanim1 Karl Ereky
1920 Oksinin tanimlanmasi Went ve ark.
1922 Kok ve siirglin uglarinin laboratuvarda ¢ogaltimi Kotte ve Robins
1924 [k embriyo kurtarma teknigi (misir) Dieterich
1934 Ik siirekli kok kiiltiirleri (domates) White
1934 Ik kallus kiiltiirleri Gautheret
1942 [lk kallus kiiltiirlerinden sekonder metabolit eldesi ~ Gautheret
1946 Siirgilin uglarindan (apikal meristem) ilk bitki eldesi  Ball
1953 DNA’nin yapisinin belirlenmesi Watson ve Crick
1954 Hiicre siispansyonlarindan ilk bitki eldesi Muir ve ark.
1957 H'k sijchinin ‘Fammlanmaﬁl ve organ olusumunda Skoog ve Miller
sitokinin/oksin oraninin éneminin ortaya konulmasi
1958 Ik somatik embriyogenez (havuc) Steward ve ark.
1960 Enzimler kullanilarak ilk canli protoplast Cocking
izolasyonu
1962 MS besi ortaminin gelistirilmesi Murashige ve Skoog
, e Vasil ve
1965 Tek hiicreden bitki rejenerasyonu Hilderbrandt
1967 [k haploit bitkinin iiretimi (anter polan kiiltiirii) Bourgin ve Nitsch
1968 BS5 ortaminin gelistirilmesi Gamborg ve ark.
1970 HEPA filtrelerinin kullanilmaya baslamasi -
1971 Protoplastlastlardan ilk bitki rejenerasyonu Nagata ve Takabe
1978 Cinsler arasi ilk somatik melezleme Melchers ve ark.
1983 Transgenik ilk bitkinin elde edilmesi (tiitiin) Murai ve ark.
1986 Transgenik ilk bitkinin tarla testleri (tiitiin) -
Sentetik tohum gelistirme ve hizli dondurma
1990 yontemiyle germplazm muhafazasi ¢aligmalarinin =~ -
baslamasi
1995 Ik rekombinant insan gidasi Flavr Savr (domates)

Doku kiiltlirliniin bitkilerin 1iyilestirilmesinde en O6nemli ve yaygin olarak

kullanilan uygulamalarindan birisi de, gen

transfer

teknigidir.

Bitkilerde

transformasyon caligsmalar1 1982-1983 yillarinda baslamis ve transgenik bitkilerde

aktarilan genin ifadesi, genlerin yap1 ve fonksyonlarinin analizi, diizenlenme



mekanizmalarinin aydinlatilmasi gibi temel biyolojik konularin aragtirilmasinda yeni
ve glcli bir yontem olarak yerini almistir (Lamb ve Beachy, 1989). En genel
anlamiyla bitkilerde gen aktarimi, fonksyonel olarak belirlenmis dogal ya da sentetik
niikleik asit dizilerinin bitki hiicrelerine genetik miithendisligi teknikleri kullanilarak
(Agrobacterium tumefaciens ile transformasyon; kimyasal yontemler ve
elektroporasyon yontemiyle transformasyon; mikro enjeksyon ve ya biyolistik ile
transformasyon) aktarilmasidir. Genetik transformasyon, niikleik asit molekiiliin
hiicreye girisi (insersyon), genoma baglanmasi (entegrasyon), genin ifadesi ve yavru
dollere aktarilmasi asamalarindan olusur (Hiei ve ark. 1994). Bunlara ek olarak,
hastaliksiz (‘virustan ari’) bitki elde edilmesinde meristem kiiltiirleri, sentetik tohum
iiretimi, sekonder metabolit {liretimi gibi doku kiiltiirii temelli pek cok teknik

bulunmaktadir (Brown ve Thorpe, 1995).

1.2.1. In vitro Cogaltim

In vitro ¢ogaltim, bir bitkiden alman ve tam bir bitkiyi olusturabilme
potansiyeline sahip bitki parcalarinin (embriyo, tohum, gévde, siirgiin, kok, kallus,
tek hiicre ya da polen vb), yapay besi ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni
bitkilerin elde edilmesi olarak tanimlanabilir. Eger bitkilerin uygun besin maddeleri
ihtiyaci, hormon ve kiiltiir istekleri yeterince biliniyorsa, in vitro ¢ogaltim teknigi

kullanilarak tiim bitki tiirlerinin iiretilmesi miimkiindiir (Hartman ve Kester, 1975).

Mikrogogaltim alaninda yapilan ilk ¢alisma 1902 yilinda, tek bir hiicreden
tekrar tam bir bitki olusturulabilecegini ispatlamaya c¢alisan botanik¢i Haberlandt
tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada yalnizca hacim artig1 saglanmis fakat ¢cogaltim
gerceklesmemistir. Ileri donemlerde yapilan ¢alismalarda bunun nedeninin hiicre
boliinmesi, gelismesi ve farklilagsmasi ic¢in gerekli olan bitki biiyiime
diizenleyicilerinin o yillarda bilinmeyisine bagl oldugu diisiintilmiistiir. 1934 yilinda
White adli arastirmaci, in vitro kosullarda B vitaminlerini igeren maya Oziitii
icerisinde domates koklerini gelistirmeyi basarmistir. 1939 yilinda Fransa’da
Nobecourt ve Gautheret, Amerika’da ise White birbirlerinden bagimsiz olarak kallus
dokusunun siirekli olarak kiiltiir ortaminda tretilebildigini gostermislerdir (Hartman

ve Kester, 1975).



In vitro c¢ogaltim yontemi, hastalik ve zararhlardan armndirilmis bitkisel
materyal eldesi, kitlesel olarak ¢ogaltilan bitkilerde fenotipik ve genotipik kararlilik,
kisa siirede iiretim, zor ve problemli tiirlerin daha kolay tiretilebilmesi gibi pek ¢ok
avantaj saglayabilmektedir. Bunun yaninda, egitimli personel ve &zel laboratuvar
kosullarina gereksinim duyulmas: gibi ekonomik yonden bazi sinirlamalar1 da

beraberinde getirmektedir (Babaoglu ve ark, 2001).

In vitro cogaltim, hazirhk, kiiltiir baslangici, siirgiin ¢ogaltimi, siirgiin
gelisimi ve koklendirilmesi, iklimlendirme olmak {izere bes asamada gerceklestirilir.
Hazirlik agamasinda, saglikli bir in vitro ¢ogaltim igin, anag bitkinin genotipi, saglik
durumu ve yetisme kosullar1 (beslenme, 151k, sicaklik, bitki biiylime diizenleyicilerin
uygulanmasi, yetisme mevsimi) dikkate alinmalidir. Ayrica bitkinin, bulas riskini en
aza indirmek amaciyla hijyenik kosullar altinda yetistirilmesi, olasi fungus ve bakteri

bulasinin 6nlenmesinde etkilidir (Debergh ve Read, 1993).

Ikinci asama kiiltiir baslangic asamasidir. Eksplant se¢iminde dikkat edilmesi
gereken hususlar su sekilde siralanabilir; (i) Bitkilerin toprak iistii organlari toprak
alt1 organlarindan, bitki i¢i pargalari bitki disindaki pargalardan daha az bulas igerir,
(if) eksplant ne kadar kiigiikse o kadar az bulas riski tasir, (iii) eksplantin
rejenerasyon yetenegi biyiikliigiine ve yasina baghdir, (iv) eksplantler gelisme
doneminin baglangicinda aktif biiyliyen siirgiinlerden alindiginda basarili sonuglar
elde edilmektedir, (v) ana¢ bitkinin yetisme ortamindaki 151k ve sicaklik kosullari,
beslenme durumu ve yasit eksplantin biliylime ve gelismesine etki etmektedir

(Werbrouck ve Debergh, 1994).

Ugiincii asama, siirgiin cogaltim asamasidir. Baslangic asamasinda kullanilan
besi ortamina (bazen baslangi¢ asamasinda kullanilan besi ortamindan farkli bir
ortam da kullanilabilir) alinan eksplantlar, uygun kosullar altinda, yapilan ¢alismaya
ve eksplantin tiirtine bagli olarak kallus, adventif veya aksiller tomucuk olusturarak
gelismelerini  siirdiiriirler. Bir sonraki asama siirglin gelisimi ve koklendirme
asamasidir. In vitro gogaltilan bitki govdeleri koklenmeyi tesvik edici bitki biiyiime
diizenleyicileri (Indol butirik asit, indol asetik asit vb. oksin bilyiime diizenleyicileri)

iceren farkli bir besi ortamina alinirlar. Burada belli bir siire koklenme saglandiktan



sonra iklimlendirme agamasina gegcilir. Steril kosullarda, diisiik 151k yogunlugunda,
yiiksek nem igeren ve tiim besin maddelerinin bulundugu bir ortamda gelistirilen
bitkilerin, daha diisiik nem, daha yiiksek 151k diizeyi ve steril olmayan kosullara sahip
dis ortama aktarilmasi ¢ok dikkat gerektiren bir islem olup, bunun asamali olarak

yapilmasi gerekmektedir (Preece ve Sutter, 1993).

1.2.2. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

In vitro bitki doku, hiicre ve organ kiiltiirlerinin besi ortamlarinda, ¢calismanin
amacina (doku farklilasmasi ve gelismesi, klonal c¢ogaltim, kallus olusturma,
koklendirme, sekonder metabolit {iretimi, patojenden arindirilmis bitki eldesi,
germplazmanin uzun veya orta siireli saklanmasi vb.) bagli olarak farkli bitki

biiylime diizenleyicileri kullanilmaktadir.

Bitki biiylime diizenleyicileri, diisiik molekiiler agirliga sahip bilesenlerdir ve
bitkilerde biiyiime, gelisme ve iireme gibi olaylarin diizenlenmesinden sorumludur.
Bunlar bir dokuda sentez edilip ilgili dokuya tasinabilen ve ¢ok kiigiik derisimlerde
etkili olabilen maddelerdir. Temel olarak, bitki biiyiime diizenleyicileri hiicre
boliinmesi, hiicre uzamasi ve hiicre farklilagmasi gibi faaliyetlerin diizenlenmesini
icerir. 1k kesfedilen bitki biiyiime diizenleyicileri oksinlerdir. Daha sonra,
gibberellinler, sitokininler, absisik asit ve etilen tanimlanmistir. Bu bes bitki biiylime
diizenleyici grubu en ¢ok bilinenlerdir. Bunlara ek olarak, poliaminler,
oligosakkarinler, salisilatlar, jasmonatlar listeye yeni eklenenlerdir ve yenileri de
eklenmeye devam etmektedir (Cizelge 1.2). Birkag bitki biiylime diizenleyicisi, ilk
olarak mantarlarda kesfedilmesine ragmen, daha sonra az ya da ¢ok miktarda da olsa
kriptogamlar da dahil bitkilerin ¢ogunda tespit edilmistir (Gamborg ve ark., 1976;
Vasil ve Thorpe, 1994).

1.2.3. Sentetik Tohum Teknolojisi

Sentetik tohum teknolojisi ilk olarak 1977 yilinda Murashige adli arastiric
tarafindan ‘dogal tohumlarin yerine gegebilecek bir sistem olarak, somatik
embriyolarin bir matriks (‘kapsiil’) i¢inde enkapsiile edilerek kullanilmasi® seklinde

One siiriilmiistiir (Redenburg ve ark., 1988).
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Cizelge 1.2. Bitki biiylime diizenleyicilerinin gruplandirilmasi, fonksiyonlar1 ve en
yaygin kullanilanlar1 (Gaspar ve ark., 1996; Haberer ve Kieber, 2002)

Bitki Biiyiime

Diizenleyicisi Fonksyonu En Yaygin Kullanilanlar
- Hiicre boliinmesi, yeniden farklilagma, -BAP/BA
rejenerasyon ve siirglin ¢cogaltimi L . .
- Cigeklenmenin geciktirilmesi i (e rinfbenzladenin)
S - Yaprak dokiilmesinin engellenmesi L o
Sitokininler L . - Adenin Siilfat
- Siirgilinlerde koklenme ve  2iP (izo pentil adenin)
embriyogenezin engellenmesi - TDZ (thidiazuron)
- Cimlenmenin artirilmasi - Zeatin
- Yaglanmanin geciktirilmesi
- Koklenmenin tesvik edilmesi
- Apikal dominans
- Is1ga yonelme - IBA (indol butirik asit)
- Yan siirgiin gelisiminin baskilanmasi - IAA (indol asetik asit)
Oksinler - Hiicre gelisimi - 2,4-D (2,4-diklorofenoksi
- Kallus olusumunun uyarilmasi, hiicre asetik asit)
stispansyonlarinin eldesi ve somatik - NAA (naftalen asetik asit)

embriyo olusumu
- Kallus olusumu, organogenez ve somatik
embriyo olusumu (sitokininlerle birlikte)

Gibberellinler

- Meristemlerden bitki rejenerasyonunun
uyarilmasi

- Siirglin boyunun uzamasi

- Kallus gelisimini, organogenez Ve
adventif k6k olusumunun engellenmesi

- Bitkilerde ¢i¢eklenmenin artirilmasi

- GA; (Gibberellik asit)

Absisik Asit

- Somatik embriyolarin olgunlasmasi

- Yaprak ve meyve dokiilmesi (absisyon),
- Dormansi

- Stomalarin kapanmasi

- ABA (Absisik asit)

Etilen

- Meyve olgunlasmasi, senesens ve yaprak absisyonunun tesvik edilmesi

- Yiiksek derisimlerde, mikrotiibiil ve mikrofibrillerin yerlesimlerini
etkileyerek, hiicre uzamasimin azaltilip, hiicre geniglemesinin artirilmasi

- In vitro kiiltiirlerde, alt kiiltiir sonrasinda zamana bagli olarak, biiyiime ve
organogenezin inhibe edilmesi

- Kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde biiyiimede, gévde ve kok uzamast,
aksillar ve adventif tomurcuk olusumu, embriyogenez

Diger

- Poliaminler (polen olgunlasmasi, vejetatif siirgiin formasyonu, kdklenme ve
somatik embriyogenez).

- Oligosakkarinler (oksin varliginda kallus olusumunun tesvik edilmesi, oksin
yoklugunda yan kok sayisinda artis saglanmasi (6rnegin, bugday embriyo
kiiltiirlerinde)

- Salisilatlar (¢igeklenme ve tuber olusumunun uyarilmasi, bazi patojenlere
kars1 hastalik direncinin olusturulmasi igin sistemik sinyaldir, ¢imlenmenin
inhibe edilmesi)

- Jazmonatlar (patates meristem kiiltiirlerinde tomurcuk formasyonunun tegvik
edilmesi, rizogenezin uyarilmasi ve kallus olusumunun geciktirilmesi

Buna gore, yontem, klonal ¢ogaltim ve tohumla g¢ogaltimin avantajlarini

birlestiren bir yaklasimdir. Sentetik tohum, kisir ya da kararsiz genotipe sahip,

genetik  yapisi

degistirilmis  bitkilerde, tohum verimliligi indirgenmis, elle
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tozlastirilan hibritlerde ve seckin germplazmalarin kurtarilmasi gibi pek ¢ok alanda
potansiyel kullanima sahiptir. Sentetik tohumun biiyiikliigii ve somatik embriyoyu
cevreleyen kapsiiliin kalinligi, saklama, tasima, aktarma ve ekim i¢in avantajlar

saglamaktadir (Redenburg ve ark., 1988).

Embriyolarin kaplanmasinda kullanilan materyal, tasima ve ekim sirasinda
embriyoyu koruyacak nitelikte olmali ve ¢imlenme ve bitki gelisimini
engellememelidir. Ayrica, kaplama materyali, besin maddelerini ve diger
kimyasallar1 tutma ve gerektigi zaman birakma 06zelligine de sahip olmalidir
(Redenburg ve ark., 1986). Somatik embriyolarin enkapsiile edilmesinde kullanilan
en yaygin hidrojel sodyum aljinattir. Sodyum aljinat uygun viskozite ve hizli

jellesme 6zelligine sahiptir, ayrica bitki i¢in toksik degildir (Onishi ve ark., 1994).

1.2.4. In vitro Doku Kiiltiirlerinde Somaklonal Varyasyon

Somaklonal varyasyon, somatik doku koékenli kallus, hiicre ve protoplast
kiiltirlerinden rejenere olan bitkiler arasinda ortaya ¢ikabilen, genetik kokenli
degisikliklerdir (Evans, 1988). Somaklonal varyasyon, sitolojik anomaliler, kalitatif
ve kantitatif fenotipik mutasyon sikligi, dizi degisimi, gen aktivasyon ve
susturulmasi sonucunda gortilebilir. (Kaeppler ve ark., 2000). Somatik hiicrelerin in
Vitro rejenerasyonu mitoz boliinme ile gerceklesmektedir ve bu bir eseysiz iireme
seklidir. Klonal ¢ogaltim amaci ile kullanilan teknikler in vitro gogaltim teknikleri
olarak ifade edilmektedir. Amag, ayni1 genetik yapida bitkileri tiretmektir. Ancak, bu
tekniklerde beklenmeyen ve kontrol edilemeyen varyasyonlar da ortaya
cikabilmektedir. Bu tiir varyasyonlar dogal olarak meydana gelmektedir ve bunlar ya
hiicrelerdeki genetik degisimler ya da hiicre ve dokulardaki gecici degisimler olarak
ifade edilmektedir. In vitro ¢ogaltim amagh yiiriitiilen ¢alismalarda varyasyonlar
genellikle istenmez. Bu nedenle in vitro ¢ogaltimda en giivenilir doku kiltiirti
tekniklerinin kullanilmasi (6rnegin, mikrogogaltim) biiyiik 6nem tagimaktadir. Fakat
yine de hangi teknik kullanilirsa kullanilsin, in vitro ¢ogaltim siiresince genetik
degisimin ortaya ¢ikma olasilig1 her zaman bulunmaktadir. Kiiltiire alinan hiicrelerde
yaygin olarak goriilen ve in vitro g¢ogaltimda istenmeyen bu fenotipik ve genotipik
varyasyonlar bitki 1slahinda biiyiikk Onem tasimaktadir. Bitki 1slahinda dogal

varyasyonun daraldigi veya varyasyon meydana getirmenin zor oldugu durumlarda
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avantajl olarak degerlendirilen bu varyasyon, yeni bir kaynak olarak goriilmekte ve
doku Kkiiltiirlerinde ortaya c¢ikan bu kalitsal degisikliklerin timii ‘“‘somaklonal

varyasyon’ olarak tanimlanmaktadir (George, 1993).

1.2.4.1. Genetik Kararhihgin RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik

DNA) Belirtecleri ile Belirlenmesi

Bitkiler arasindaki akrabalik derecelerinin belirlenmesi i¢in giderek artan
modern biyoteknolojik c¢aligsmalar, bitki koruma programlarinda 6nemli bir role
sahiptir. Giiniimiizde molekiiler belirtecler kullanilarak yapilan genetik yapt ve
cesitlilik analizi calismalari, ayr1 cografik bolgelerdeki populasyonlar arasinda
genetik benzerlik derecelerinin, yakin akraba populasyonlar arasinda herhangi bir
genetik varyasyon olup olmadiginin, bir kiiltiir ortaminda tiiriin korunmasi i¢in hangi

kaynaklardan yararlanilabileceginin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Dittbrenner ve

ark, 2005).

Biyolojik ve farmasotik karakterleri olusturan morfolojik farkliliklar, ¢evresel
ve/veya genetik faktorlerin etkisi altindadir (Hay ve Waterman, 1993). Son yillarda,
DNA temelli molekiiler belirtecler, pek ¢ok bitki tiirlinlin germplazmalarindaki
genetik farkliliklarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Izoenzim veya allozimlere
(izoenzim bir veya birden fazla lokus tarafindan kodlanan enzimlerin fonksiyonel
olarak benzer fakat ayrilabilen formlaridir. Aynm lokusta farkli allellerin tirtinii ise
alloenzim olarak isimlendirilir) gére daha fazla sayida belirteg sagladiklar1 igin,
cesitli DNA belirteglerinin bitki arastirmalarinda kullanimi giderek yayginlagmistir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’na dayanan RAPD tekniginde, tiirler arasi
farkliliklarin belirlenmesi i¢in ¢ogunlukla 6zgiil olmayan primerler kullanilir. Hedef
tiirlerde dizi bilgisi gerektirmedigi i¢in tercih edilen bu yontem, 6zellikle lizerinde
daha 6nceden hicbir molekiiler calisma yapilmamis ya da oldukga az bir arastirmanin
yapildigr bitki ¢esitlerinin genetik analizleri i¢in uygundur. Laboratuvarlar arasinda
tekrar edilebilirliginin zor olmasina karsin, ¢cabuk sonu¢ vermesi, maliyetinin diisiik
olmasi, az is giicli gerektirmesi, az miktarda ve goreceli diisiik kalitede DNA’ nin
yeterli olmasi, ayrica elde edilen polimorfizm oraninin yiliksek olmasi gibi
tistlinliikleri nedeniyle, RAPD teknigi yaygin olarak kullanilan yontemlerden birisidir
(Walton, 1993).
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Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda, 6zelikle de kallus fazini takip eden indirekt
organogenez gibi dogrudan olmayan bitki rejenerasyonun tesvik edildigi
yontemlerde, genetik olarak farklilagsmis bitkilerin {iretilmesine neden olan ve
“farklilasmamis hiicre proliferasyonu sirasinda de novo olarak ortaya c¢ikan
degisiklikler (Munthali ve ark., 1996)” seklinde tarif edilen somaklonal
varyasyonlarin olustugu iyi bilinen bir gercektir (Kaeppler ve ark., 2000). Gelistirilen
cesitli bitki doku kiiltiiri yOntemleri iginde aksiler tomurcuklarin dogrudan
rejenerasyonuna dayanan “mikrogogaltim” ydntemi, nispeten daha diisiik oranda
genetik degisiklik riski tasidigindan, giinlimiizde en 6nemli bitki ¢ogaltim teknigi
olarak kabul edilmektedir (Sciioofs, 1992). Bununla beraber, kiiltiirlerin uzun siireli
alt kiiltiirlenmesinin strese bagli mutasyonlari tesvik edebilecegi ve bunun sonucunda
da somaklonal varyasyonlarin gézlenebilecegi goz ardi edilmemelidir (Kawiak and
Lojkowska, 2004).

Sunulan tez c¢alismasmin baglica amaglarindan biri, kekik bitkisinin
mikrogogaltilmasinda elverigli ve genetik olarak kararli yontemlerin optimize
edilmesi ve elde edilen klon bitkilerde genetik kararliligin dogrulanmasidir. Olasi
somaklonal varyasyonlarin belirlenmesi, bitki materyalinin klonlanmas1 ve
germplazmasmin uzun siireli saklanmasinda olduk¢a Onemlidir. Tez c¢aligmasi
kapsaminda, mikrogogaltim sonucu elde edilen klon bitkilerde genetik kararlilik,
RAPD molekiiler belirtegleri kullanilarak incelenmistir. Ulasabildigimiz giincel
literatlir bilgisine goére in vitro cogaltilan kekik bitkisinin genetik kararliliginin
RAPD molekiiler belirtegleri ile dogrulandig: bir ¢alisma bulunmadigindan, sunulan

tez Onerisi bu anlamda da bir ilk olacaktir.

1.3. Germplazmanin Orta Dereceli Saklanmasi

Orta dereceli saklama terimi, diisiik sicaklik ya da suni osmotik basing altinda
bliyiimenin gozle gorilir derecede indirgenmesi anlamimna gelir. Orta siireli
saklamada temel amag, kiiltiir ortaminda (besiyeri igerigi) ve kiiltiir sartlarinda
(sicaklik, 151k) yapilan birtakim degisikliklerle, kiiltiirlerin canliliklarinda ve genetik
kararliliklarinda herhangi bir kayip olmadan, besiyeri gereksinimlerini azaltarak, alt
kiiltir stirelerini uzatmaktir. Dolayisiyla yontem yavas biiylitme olarak da tarif edilir.
(Lambardi ve ark., 2009).



14

Besiyeri igerigindeki tuz konsantrasyonlarini azaltarak (White, 1934) bitki
biiyiimesi yavaslatilacagi gibi, igerigi indirgenmis (besiyerindeki mikro ve makro
element Kkonsantrasyonlar1 azaltilmig) besiyerleri ile seker miktarinda yapilan
degisiklikler, genellikle tercih edilen sukroz yerine mannitol gibi ozmotik aktif seker
alkollerinin kullanilmas: (Staritsky ve Zandvoort, 1985), biiylime diizenleyicisi
miktarlarmin azaltilmasi (Dussert ve ark., 1997), bu amaca yonelik yaklagimlara
ornek teskil etmektedir. Besiyeri degisimleri disinda kiiltiirlerin  sicakligin

diistiriilmesi de orta stireli saklama yontemlerinde siklikla kullanilmaktadir.

Orta dereceli saklamaya yonelik ¢alismalardan bir digeri de eksplantlarin
sentetik tohum olusturularak saklanmas: seklindedir. Ornegin, eksplantlar %2 veya
%3 sodyum aljinat igeren c¢ozeltilerle enkapsiile edilerek besiyeri ihtiyaglar
azaltilabilir ve disiik sicakliklara karsi toleranslari artirilabilir. Cedrela fissilis
bitkisinin sentetik tohumlari, 25°C” ta ve 25 pumol 151k siddetinde 9 aya kadar
saklanabilmistir (Nunes ve ark., 2003). Bir baska calismada, Photinia fraseri ve
Nerium oleander sentetik tohumlarinin petrilerde, 3 farkli kosulda orta siireli
saklanmasi denenmistir. Birinci sette sentetik tohumlar bos petrilere, ikinci sette,
steril distile suyla 1slatilmig steril filtre kagitlarina ve tiglincli sette bitki biiyiime
diizenleyicisi igermeyen yari-kati MS besiyeri tizerine yerlestirilmistir. 3 ay boyunca
+4°C’ ta saklanan kiiltiirlerde, saklama sonrast en yiiksek ¢imlenme oraninin yari-
kat1 MS besiyerinde saklanan drneklerden elde edildigi goriilmiistiir (Ozden-Tokath
ve ark. 2008).

Orta dereceli saklama i¢in kullanilan kiiltiir kaplar1 da 6nemli bir faktordiir.
Kullanilan farkli tipteki kiiltiir kaplarinin gaz gegirgenlik oranlari, kiiltiirlerin hava ile
temas1 ve alt kiiltiir periyodunda agiga ¢ikan gazlar agisindan, orta siireli saklama
tizerinde etkilidir. Rosa Sant’Antonia di Padova ve Domenica adli iki farkli giil
varyetesi ile yapilan ¢alismada, hava gegirgenlikleri farkli seviyelerde olan 3 farklh
kiiltir kabinin (gaz gecirgen olmayan 500 ml hacimli cam kiiltiir kaplar1, 80 cc
hacimli yar1 gecirgen plastik silindirler ve gaz gecirgen Starpac® plastik torbalar),
kiiltiirlerin orta siireli saklanmasina etkileri gézlenmistir. +4°C’ ta 6 ay orta siireli
saklamanin ardindan standart kiiltiir sartlarina aktarimdan sonra, en yiiksek geri
kazanimin %80 ile cam kiiltiir kaplarinda oldugu ve gelisen gévde kiiltiirlerinin de

saghkl oldugu gozlemlenmistir. Starpac® ve plastik silindirlerde ise diisiik geri
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kazanim ve kiiltiirlerde anormallikler géze ¢arpmustir. Ayrica orta dereceli saklama
sirasinda cam kiiltiir kaplarinda birikmis olan CO, seviyeleri incelendiginde % 0,4’
iin tzerine ¢ikmadigr gorilmiistir. Bu da, CO, seviyesi solunum belirteci
oldugundan, govde Kkiiltlirlerinin biiyiime hizlarinin yavasladigin1  gosteren en

belirleyici kanittir (Previati ve ark. 2008).

1.4. Germplazmanin Uzun Siireli Saklanmasi (Kriyoprezervasyon)

Bitki biyolojik cesitliliginin korunmasi, “genetik erozyon” veya kaybolma
riski tastyan bitki tiir, form ve gesitlerinin giivence altina alinmasi islemidir. Nispeten
kisa siireli bir saklama saglayan in vitro koruma yontemlerinde, stoklarin
korunmasinin ekonomik olmamasi, gorece genis alanlar gerektirmesi, kontaminasyon
ve somaklonal varyasyon riski gibi problemlerle Kkarsilasilabilir. Buna karsilik,
1900’14 yillarin sonlarinda gelistirilmis olan ve bitki pargalarinin ultra diisiik
sicakliklarda  (-196°C), sivi  azot icinde saklanmast anlamina gelen
“kriyoprezervasyon” yontemi bitki germplazmasSinin uzun siireli korunmasi i¢in
giiniimiizdeki en uygun yontemdir. Kriyoprezervasyon, sivi azot i¢indeki ultra diisiik
sicakliklarda biyolojik materyallerin neredeyse tiim metabolik fonksiyonlarinin
yavaslatilmas1 temeline dayanir ve govde ucu, nodal tomurcuklar, tohumlar, sentetik
tohumlar, somatik veya zigotik embriyolar ve kallus gibi pek ¢ok doku ve organ
tipine uygulanabilir (Lambardi ve De Carlo, 2003). Bununla beraber, yontemin
basarili olabilmesi i¢in, denenen her yeni bitki tiirii, hatta her yeni ¢esit i¢in optimize

edilmesi gerekmektedir (Charoensub ve ark., 2004).

Teknigin ilk gelistirildigi yillarda, oldukg¢a pahali ve karmasik, kontrollii
sogutma cihazlarmin kullanimini gerektiren, iki-asamali dondurma teknikleri
kullanilmaktaydi. Bu yontemde Ornekler hiicre i¢i homojen buz olusumunun
gerceklestigi -35/-40°C” a kadar, dakikada yaklasik 0.5-1°C sogutulmay1 takiben sivi
azota aktarilmaktadir (Reed ve Uchendu, 2008). Ancak giiniimiizde,
Kriyoprezervasyon konusundaki gelismeler sonucunda, nispeten daha kolay
uygulanabilir ve pahali dondurucular gerektirmeyen, vitrifikasyona dayali tek-
asamali dondurma tekniklerinin kullanimi miimkiindiir (Engelmann, 2004). Y 6ntem,
orneklerin s1v1 azota dogrudan aktarimi yoluyla sicakligin oldukg¢a hizli diisiiriilmesi

sirasinda, hiicre vitrifikasyonunun tesvik edilmesi, diger bir deyisle bitki hiicre ve
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dokular1 i¢in 6liimciil olabilen hiicre i¢i buz olusumunun engellenmesi amaciyla
sitozoliin, gesitli yontemlerle camsi, amorf bir hale doniistiiriilmesi temeline dayanir

(Sekil 1.2).

Tek asamali dondurma yontemlerinde vitrifikasyon baslica iki sekilde
indiiklenebilir: (i) yiiksek derisimde kriyokoruyucu c¢ozeltilerle (6rnegin PVS2)
muamele yoluyla kimyasal olarak (vitrifikasyon/tek asamali dondurma; Sakai ve
ark., 1990), veya (ii) bitki parcalarinin (¢iplak veya sentetik tohumlar halinde
enkapsiile edilmis olarak) laminer akimli kabin i¢inde hava akimina maruz
birakilmas: veya silika jel Tzerinde kurutulmasi yoluyla fiziksel olarak
(dehidratasyon/tek asamali dondurma; Fabbre ve Dereuddre, 1990). Su igerikleri iki
yontemden biri ile azaltilan 6rnekler daha sonra dogrudan sivi azota aktarilir. En az
bir saat s1vi azot i¢inde tutulan 6rnekler (1 saat siv1 azotta tutulma sonucunda, hiicre
icindeki tiim metabolik reaksiyonlarin neredeyse tamamen baskilandig1 belirlenmistir
(Chang ve ark., 2000). Buna gore, 1 saatin iizerindeki tiim saklama siireleri ayni
kabul edilir. Daha sonra oOnceden 1sitilmis (38-40°C) su banyosunda hizla
coziildiikten sonra bitki gelisiminin tesvik edilmesi icin rejenerasyon besiyerine

aktarilarak standart kiiltiir sartlarina alinir.

KRIYOPREZERVASYON

_Geleneksel Yéntemler: Geligtirilmig Yéntemler:
ki Agamal Dondurma Tek agamal dondurma
(Yavas Sogutma) (Hizh Sogutma)
PVS-2 Vitrifikasyon )
Yavas Sogutma %30 gliserol, %15 etilenglikol Dehidratasyon-
(dakikada 0,5°C [ -1°C) %415 DMSO + 0.4 M sukroz Enkapsilasyon-dehidratasyon

(Sakai ve ark., 1990) (silikajel veya steril hava akimi)

hicrelerin kriyo- ozmodehidratasyon fiziksel dehidratasyon

dehidratasyonu

. L S

VITRIFIKASYON

Sekil 1.2. Kriyoprezervasyon caligmalarinda kullanilan, vitrifikasyon teknigine
dayali geleneksel (iki agamali dondurma-yavas sogutma) ve gelistirilmis (tek asamali
dondurma- hizli sogutma) yontemler (Benson, 2008).
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Bitkilerde germplazma koruma caligmalari, sadece yiyecek, kagit, odun ve
tibbi amacl kullanilan bitkilerin degil, ayn1 zamanda nadir ve tehlike altindaki bitki
tiirlerinin de korunmasini hedefler. Pek ¢ok onemli zirai bitkinin kriyoprezervasyon
teknikleriyle, germplazmalarinin koruma altina alinmasi, tim diinyada
yayginlagmaya baslamistir. Kriyoprezervasyon teknikleriyle koruma altina alinan bu
bitkilerden bazilar1 ve kullanilan yontemler Cizelge 4’te verilmistir. Diger pek ¢ok
bitki tiirliniin germplazmalarmin kriyoprezervasyon teknikleriyle koruma altina

alinmasina yonelik ¢alismalar ise halen devam etmektedir (Reed, 2002).

Kriyoprezervasyon ig¢in secilebilecek her bir yoOntemin basarili olmasini
saglayacak bazi temel basamaklar bulunmaktadir. Genellikle laboratuvarin sahip
oldugu imkanlar, personel, cihaz, tecriibe ve c¢alismada kullanilacak bitki
materyalinin 6zellikleri, hangi teknigin en elverigli oldugunun belirlenmesinde etkili

olur.

Kriyoprezervasyon, donma sirasinda hiicre i¢in oliimciil olabilen, hiicre i¢i su
igeriginin - mimkin  oldugunca uzaklastirilmasi  temeline  dayandigindan,
kriyoprezervasyon yontemlerine deginmeden once, suyun bazi fiziksel 6zelliklerin

bilinmesi onemlidir.

1.4.1. Suyun Fiziksel Ozellikleri

Dogal ¢oziicii olan suyun, dokularin ve hiicrelerin siv1 azotla etkilesiminden
sonra, canlilik {izerindeki etkisi olduk¢a 6nemlidir. Cok kii¢iik bir molekiil olmasina
ragmen su, davranig ve yapt bakimindan ¢ok karmasik ve anormal 6zellikler sergiler
ve bu yapist suyun yasam iizerindeki roliiniin olduk¢a 6nemli olmasini saglar. Bu
durum, suyun polar, elektrostatik, birbirine bagli, solvent, tampon ve termal
sabitleme 6zellikleriyle ilgilidir. Suyun sivi ve donmus hallerinin davranislar biiyiik
Olciide suyun bipolar kimyasi tarafindan belirlenir. Sudaki hidrojen atomlar1 hafif bir
net pozitif ylik tasir ve suyu iki kutuplu yapmak i¢in eslestirilmemis "negatif yikli"
oksijen elektronlar1 ile beraber hareket eder. Bu tetrahedron geometrinin farkl
boliimlerinde hem pozitif hem de negatif yiiklii bolgeler yer alir. Suyun oksijen
atomundaki yalin elektron ciftleri ve ikili kutuplagmis hidrojenler, arada hidrojen

baginin kurulmasini saglar. Su molekiillerinin birbirleriyle nasil iligkilendirilecegi H-
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bagindan etkilenir. Komsu molekiillerin yonlenmesiyle, kismen pozitif yiikli H
atomlar1 kismen negatif yiiklii oksijen atomu ile ayni hizaya geger. Sivi formundaki
su diger komsu su molekiilleri ile elektrostatik etkilesime girdiginde, bir¢ok sividan

daha az diizensizdir (Benson, 2008).

Suya c¢ekilen molekiiller hidrofilik yapidayken, itilen molekiiller ise
hidrofobiktir. Membranlardaki hidrofobik lipid olusumu, hiicrelerin boliimlere
ayrilmig yapisini belirler. Su kitleleri H-baglar1 nedeniyle son derece tutarli, gerilim
altinda kirilmaya kars1 direnebilecek saglam bir kapasiteye sahiptir. Bitkilerdeki bu
uyumlu kuvvetler biitiinliigii ve suyun hareketi vaskiiler dokulara destek olur; bunlar,
terleme ve yiizeyden buharlasma yoluyla topraktan bitkiye besini ulastiran biyolojik
kanallardir. Elektriksel yapist nedeniyle, bireysel iyonlar ya da molekiiller etrafinda
"hidrasyon kabuklar1" nin i¢indeki su kiimelenir. Bu hidrasyon durumu, H,O
molekiillerinin ¢ozelti ile iligkili sayisin1 belirtir. Su boylece sivi haldeki ¢éziinmiis

maddeleri tutar (Benson, 2008).

Su ve ¢oziinen madde arasindaki iliski, bir sistemin kolligatif 6zellikleri ve
ozellikle hiicredeki ¢oziinmiis ¢ozelti konsantrasyonunu tanimlar. Bununla birlikte,
bir sistemin osmotik Ozellikleri, ¢Oziiciinliin yar1 gecirgen zardan gecisi (ama
¢oziinmiis maddenin degil) ile tanimlanir. Ozmotik basing, yarigecirgen zardan
coziiciiniin akisin1 Onlemek i¢in uygulanmasi gereken basingtir. Bu sekilde
ayristirilan soliisyonlart molekiiler konsantrasyon agisindan dengelemek gerekir. Su
daha zayif bir soliisyondan giiclii olana dogru akar, denge kuruldugunda, ¢ozeltiler
izotonik olarak adlandirilir. Yikama sollisyonu hiicreden daha diisiik ¢oziinen
icerigine (¢oziintii igerigi) sahip olacagindan, hiicrelerin sismesine neden olan
soliisyonlar hipotoniktir. Bitkilerde hiicresel sisme, turgor basinci sonucu, bu sekilde
olusur. Bu durum merkezi vakuoliin su alarak sismesinden etkilenir ve sitoplazmanin
genislemesiyle ve plazma zarmin kati hiicre duvaria bastirmasiyla gozlemlenir.
Hayvan hiicrelerinin aksine, hiicre duvarinin tutmasi nedeniyle hipotonik bitki
hiicreleri genelde patlamaz. Aksine, bitkileri dik tutmasi nedeniyle turgor basinci
bitkilerin 6nemli bir yapisal 6zelligidir. Hiicrelerin kii¢clilmesine neden olan ¢ozeltiler
ise hipertonik yapidadir, yani hiicreden daha yiiksek ¢6ziinen diizeyine sahiptir. Bir
bitki hiicresi hipertonik bir ¢ozeltinin igine konuldugunda hiicre zar1 ortadan

kaybolur. Ozetlemek gerekirse su, hiicre islevi igin temel olan, benzersiz fizyo-
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kimyasal 6zelliklere sahiptir. Kriyobiyolojik manipiilasyonlar suyun degisik hallerini
etkileyerek, kriyoprezervasyon ve saklama kararliliginda onemli bir gorev

istlenmesini saglar (Sekil 1.3; Benson, 2008).
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Sekil 1.3. Suyun 6zellikleri ve suyun kriyokoruma sirasinda 6nemi: (A) vitrifiye
durumun kararliliginin belirlenmesinde, cama gegis sicakliklarinda (Tgs), ¢ozme ve
sogutmada buz ¢ekirdeklesmesi olusumunda termal analizlerin kullanilmasi; (B)
Hiicresel yikimin en aza indirgenmesi i¢in sogutma oranlarinin optimizasyonu ve
Mazur (2004) tarafindan 6nerilen kriyohasarlarin iki faktorii teorisi ve ters ¢evrilmis
“U” ile ifade edilen canliligin artirilmasi; (C) biyolojik bir ¢6ziicii olarak suyun, Tg,
erime ve buz cekirdeklesmesi iizerindeki kriyokoruyucu derisiminin etkileri bir faz
diyagrami ile Orneklendirilmistir; (D) suyun kimyasal 0Ozellikleri, bipolar
karakteristikleri, kendi arasinda ve diger molekiillerle hidrojen baglar1 (6rnegin
kriyokoruyucuya eklenen poliol, alkol ve sekerler gibi) (Benson, 2008).
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1.4.2. Su ve Buzun Termal Ozellikleri

Belirli bir maddenin sicakligi onun molekiiler hareketinin ya da “enerjisinin”
bir Olgiisii olarak distiniilebilir. Stv1 haldeki suda bulunan ¢ok sayidaki H-baglari,
hiicre i¢indeki biiyiik 1s1 dalgalanmalarmi dengeler ve sucul ortamlarda yasayan
organizmalarda sicakligin etkilerini kararli kilar. Stvi haldeki su dinamik bir yapiya
sahiptir ve diger molekiiller ile ortak yiizeylerde, H-baglar siirekli kirilir ve tekrar
olusturulur. Eger biiylik miktarda enerji sistemi etkilerse veya diferansiyel nem
oranina maruz kalirsa (6rnegin, giiglii kurutucular ve havayla kurutma), H-baglar
kirik hallerinde kalir ve molekiiller buharlasma yoluyla disar1 atilir. Uygulanan
enerji, sivt haldeki suyu buhara donistiiriir ve molekiiller disar1 ¢iktiginda, agiga

¢ikan enerjiyi beraberlerinde gotiiriirler, bu da yiizey sicakligini diisiiriir.

Bunun aksine 0°C veya 0°C' mn altindaki sicakliklarda, H,O H-baglarinin
kirilmasia direng gosterir ve molekiiller birbirine kafes benzeri bir simetri i¢cinde
kilitlenir. Bu yapinin daha sik1 boliimleri arasinda "agik alan" cepler olusturur. Buzun
yogunlugu sivi sudan daha diisiiktiir. Bu da, buz tabakalarinin sucul alanlarin yiizeye
yakin kisimlarinda olusmasina neden olur. Bu buz tabakasinin alti, suyun sivi faz

yalitim1 gorevi goriir ve sucul organizmalari donmaya kars1 korur (Benson, 2008).

1.4.3. Buz Cekirdeklesmesi

Buz kristallerinin olusmaya basladigr noktaya "¢ekirdeklesme” noktasi da
denir. Bu durum, bir sistemin termal 6zellikleri H ve O molekiillerinin 6nciil buz
kristali olusumunu baglatarak yeterli miktarda H-bagi kurmak i¢in biraraya
gelmesiyle gergeklesir. Suyun 0°C' ta donduguna inanilmaktadir, ancak aslinda bu

nadiren goriilen bir durumdur (Benson, 2008).

H ve O molekiillerinin biraraya gelmesini saglayan etkenlerin yoklugunda, su
hizla sifirin altindaki donma noktasina erisir. Biyolojik sistemlerin ¢ogunda, homojen
buz cekirdeklesmesi noktasi i¢in miimkiin olan en diisiik siiper soguma sicaklig
yaklasik -40°C’ tir. Bu sicaklikta su molekiilleri, kristal olusturabilmek igin

termodinamik olarak biiyiime kapasitesine sahip kritik boyutta bir "6ncii buz"
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olusturur. Bu, diizenli bir matriks olusturur ve buz olusurken agiga ¢ikan enerji
nedeniyle ortama 1s1 verilir. Buz olusturmak i¢in, sivi su sistemden ¢iktikca, katilar
daha derisik hale gelir. Bu da daha fazla buz olusturmak i¢in gerekli olan sicakligin
daha da diismesine neden olur (Sekil 3 A, C; Benson, 2008).

Homojen buz olusumu sicakliginin istiindeki sicaklikta suyun donma
sicaklig1 giderek artarak Otektik (maksimum erime yetenegi olan) olarak adlandirilan
bir noktaya diiser. Bu asamada, tiim sistem katilagir ve mevcut suyun tiimii donmus
oldugu i¢in baska bir degisiklik goriilmez. iki veya daha fazla katinin karisimimin
(mesela bir alasimin) erime noktasi, karisimi olusturan unsurlarin gérece oranlarina
baglidir. Bir otektik veya oOtektik karigim erime noktasinin olabildigince diisiik
oldugundaki karigim oranlaridir ve ayrica karisimi olusturan tiim unsurlar bu
sicaklikta sivilasmis akici soliisyondan es zamanli olarak kristallesir. Otektik bir
karisimin boylesi es zamanli kristallesmesi Otektik reaksiyon (tepkime), bunun
gerceklestigi sicaklik otektik sicaklik ve bunun meydana geldigi bilesim ve sicaklik
otektik nokta olarak adlandirlir. Otektik, sicaklik ve konsantrasyon igin
koordinatlara sahiptir ve bu durum kat1 ¢ozeltiler olusturma 6zelligine sahip iki veya
daha fazla maddenin digerinin donma noktasini diisiirmesiyle iliskilidir.
Baslangigtaki buz ¢ekirdeklesmesinden sonra, buz kristalleri karmasik kiimeler
olusturma yetenegine sahip olur ve su molekiilleri birbiriyle gruplasarak giderek
daha karmasik bir ag olusturur. Hiicre i¢i ve disindaki buz g¢ekirdeklesmesinin olasi
etkileri Muldrew ve ark. (2004) ve Mazur (2004) tarafindan tartisilmistir. Buna gore,
buz ¢ekirdeklesmesi yapisal, ozmotik, fiziksel ve mekanik yaralanmalara neden olur
ve hiicre bitlinliigiinii olumsuz etkiler. Asir1 ¢oziinme derisimlerinde, hiicresel
fonksiyonu tehlikeye diisiiren koligatif (hiicre igine girebilen) hasar meydana gelir
(Benson, 2008).

Kriyoprezerve edilmis olan bitkilerde, hiicre i¢i ve hiicre disindaki
bilesenlerin buz kristali olusturma yeteneginde goriilen farkliliklar kriyo-hasarlarin
olugmasinda rol oynayan faktorlerdir. Donma genellikle enerjik ve fiziksel olarak
(buz kaliplarinin mevcut olmasi bakimindan) daha uygun oldugunda gerceklesir. Cok

hizli dondurucu dereceler disinda, buz tercihen hiicre disinda olusur. Bu modelde,


http://www.turkcebilgi.com/ala%C5%9F%C4%B1m/ansiklopedi
http://www.turkcebilgi.com/erime_noktas%C4%B1/ansiklopedi
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hiicrenin kismen donmus dis kismiyla, donmamais i¢ kismi1 arasinda bir agik olusur ve
su molekiilleri ozmotik denge kurmak icin disariya go¢ eder. Siirekli olarak bu
isleme maruz kalan hiicreler kiigiiliir ve su kaybinin oran1 hiicrenin fonksiyonu olarak
ifade edilebilir. Ozmotik degisim ve plazma zarinin gegirgenligi de difiizyon yoluyla
ve su molekiillerinin aquaporin gozeneklerinden gegisiyle suyun hareketini etkiler

(Tyerman ve ark. 2002).

1.4.4. Geleneksel Kriyokoruma Teknigi (Yavas Sogutma — Kontrollii

Sogutma )

Yavas sogutma (Kontrollii sogutma) yontemi, dokularin kriyoprezervasyonu
icin gelistirilen ilk yontemdir. Bu yontemde koligatif kriyokoruyucular (DMSO -
Dimetilsiilfoksit, Etilen Glikol) ile muamele edilen hiicrelerin, yavas sogutma
yontemleriyle kriyodehidratasyonu amacglanmaktadir. Bu sayede hem koligatif
kriyokoruyucularin toksik etkileri azaltilir hem de hiicre i¢i buz olusumu engellenir.
Sicakligin kontrollii olarak azaltilmasi sirasinda ozmotik olarak hiicre i¢indeki suyun
hiicre disina dogru akimi gerceklesir. Olusan bu hareket, etkin bir kriyokoruyucu
mekanizma olarak islev goriir. Bu da, buz kristali olusumunun hiicre disinda

gerceklesmesini saglar. Boylelikle, hiicre i¢inde buz olusumu engellenir.

Yontemde sogutma orani ¢ok iyi kontrol edilmelidir. Genellikle sicaklik,
programli bir sogutucu yardimiyla dakikada 0,5°C ile 1°C sogutma oraniyla homojen
buz olusumun gergeklestigi -40°C’ a kadar indirilir. Bu sayede su hiicre iginden
hiicre disina dogru hareket eder ve sitoplazmanin derisimini arttirir. Sicaklik asagiya
dogru inerken; yaklasik -9°C’ ta, buz ¢ekirdeklesmesi olugsmaya baglar, ancak
sitoplazmanin yogunlugu arttigindan hiicre i¢inde buz olusumu gergeklesmez. Bunun
tam tersi olarak, su orani artan hiicre dis1 bolgelerde ise buz ¢ekirdekleri olusumu
baslar. Gergeklestirilecek ¢ok hizli bir sogutma, hiicrelerin hem hizhi bir sekilde ve
cok fazla miktarda su kaybetmelerine, hem de koligatif soliisyonlar yiiziinden hasara
ugramasina sebep olacaktir. Bu da hiicrelerin canliliklarini olumsuz etkiler. Cok
yavas bir sogutma oraninda ise, hiicreler yeteri kadar dehidrate olamayacaklari i¢in
hiicre i¢inde buz kristali olusumu ger¢eklesecektir. Yani, sogutma oraninin basaril

bir sekilde optimize edilmesi, hiicrelerin canlilig1 agisindan olduk¢a 6nemlidir. Yavas
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sogutma govde uglari, kallus, embriyojenik kiiltiirler gibi birgok farkli eksplantin
kriyoprezervasyonunda basartyla kullanilmistir (Benson, 2004; Ozudogru ve ark,
2009; Reed ve Uchendu, 2008; Sakai, 1986).

Yavas sogutma tekniginde ilk olarak 6n kosullandirma gerceklestirilir. On
kosullandirma islevi eksplantlarin kriyokoruma asamalarina hazirlanmalart igin
gerekli kosullar1 tanimlamaktadir. Ayrica bu adimlar, s1vi azot sonrasinda canliligin
artmasi i¢in de ¢ok onemli olmaktadir. Eksplantlar1 soguga alistirma, ozmotik aktif
kimyasallarla muamele etme ve stres Onleyici ajanlarin kullanimi, eksplantlarin
kriyodehidratasyonuna hazirlik asamasinda olduk¢a Onemlidir. Soguga alistirma
asamast, 1liman ve tropik iklimlerde yasayan bitkilerin kriyoprezervasyon sonrasinda
hem canlilik (Sakai 1960; Sakai ve Nishiyama, 1978) hem de rejenerasyonun artisi
acisindan ¢ok etkili olmustur (Reed, 1988).

On kosullandirma icin bir baska ydntem ise eksplantlarm stres Onleyici
ajanlarla muamele edilmesini igermektedir. Ornegin, prolin, absisik asit (Bravo ve
ark., 1998) veya trehaloz gibi stres Onleyici ajanlar bu amagla kullanilabilirler.
Ozellikle absisik asidin hiicre igindeki su dengesini diizenleme rolii (Tanino ve ark.,
1990) ve donmay1 engelleyici kimyasallarin salinimimi indiiklemesi (Lee ve ark.,

1991) kiiltiirlerin geri kazanimi i¢in 6nemli rol oynamaktadir.

On kosullandirmay1 takiben eksplantlarin, sivi azota daldirilma &ncesinde
kriyokoruyucu soliisyonlarla muamele edilirler. Bu adim, kriyoprezervasyon
sonrasinda eksplantlarmn canliligint siirdiirmesi i¢in temeldir. Burada asil amag,
kriyoprezervasyon sirasinda hiicrelerde olusabilecek hiicre i¢i buz olusumunun
kriyokoruyucu kimyasallarla muamele edilerek engellenmesidir. DMSO, kontrollii
sogutma protokolleri icin en fazla kullanilan kriyokoruyucu ¢o6zeltilerden biridir.
Belirli bir oran olmamakla birlikte, DMSO genelde besiyeri miktarinin %10-15" i
kadar kullanilir. DMSO’nun bitkilerde ilk kullanimi, Quatrano tarafindan Linum
usitatissimum  kiiltiirlerinin ~ kriyoprezervasyonunda  goriillmektedir. ~ Yapilan
calismada, -50°C’ ta DMSO ile muamele edilen kiiltiirlerden, %14 oraninda canlilik

elde edilmistir (Quatrano, 1968). Lovelock ve Bishop’ a gore DMSO, gecerli donma
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sicakligini asagiya ¢ekmekte ve bdylece buz kristali olusumunu engellemektedir
(Lovelock ve Bishop, 1959). Olumlu etkileri gézlenen diger bir yaklagim, hizli bir
sekilde hiicre i¢ine niifuz eden kriyokoruyucularla, yavas yavas hiicre igine giren
kriyokoruyucularin birlikte kullanilmasidir. Ornegin Saccharum sp.’nin kallus
kiiltirlerinde uygulanan bir protokolde %10 PEG, %8 Glikoz ve %10 DMSO
karisimindan olugsan bir kriyokoruyucu soliisyon, kriyoprezervasyon sonrasi
canliligin elde edilmesinde etkili olmustur (Ulrich ve ark, 1979). Farkh
kriyokoruyucularin diisiik konsantrasyonlarda bir arada kullanilmasi, toksik etkilerin
azaltilmasi agisindan da onemlidir (Chen ve ark., 1984). Ayrica PVS2 (Sakai ve ark.,
1990) kriyokoruyucu ¢ozeltisinin kullanimi Prunus sp. Kriyoprezervasyonunda

olumlu sonuglar saglamistir (Brison ve ark. 1995).

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri igin, genel olarak, -30°C’ a kadar 1°C/dak.
kademeli sogutma kullanilmaktadir (Withers, 1979a,b). Ayrica -40°C’ a kadar
0,1°C/dak.” lik bir sogutma orani; armut ve nane bitkileri i¢in optimal bir
dehidratasyon saglamaktadir. Buna benzer olarak, Rubus germplazmasinin
korunmasinda 0,3°C/dak.’ lik bir sogutma orani kullanilirken, nane govde uglarinin
kriyodehidratasyonunda 0,25°C/dak.” lik bir sogutma orani kullanilmistir. Ayrica
enkapsiilasyon gibi diger bitki doku kiiltiirii tekniklerinin de kontrollii sogutmayla
birlikte kullanilmasi iyi sonuglar verebilmektedir. Enkapsiile edilmis tiziim aksiller
tomurcuklarinin ~ -100°C  a  kadar 0,1°C/dak. kademeli  sogutulmasi,
Kriyoprezervasyon sonrasinda, enkapsiile edilmeyenlere oranla daha yiiksek
canliligin elde edilmesini saglamistir. Kriyokoruyucu soliisyonlarla muamelenin
ardindan, eksplantlar uygun saklama kaplarina alindiktan sonra sivi azota daldirilir
ve en az 1 saat siire ile bekletilirler. Bir sonraki asama, kriyoprezervasyon i¢in bir
diger onemli kritik nokta olan ¢6zme asamasidir. Buz kristallerinin yeniden
olugmalarin1 engellemek i¢in ¢6zme olabildigince hizli yapilmalidir. Yapilan ilk
¢ozme c¢aligmalarinda, 20°C’ ta ¢bzme en iyi sonuglart vermistir (Plessis ve ark,

1993).

Daha once de belirtildigi gibi, iki asamali sogutma yoOnteminde

kriyodehidratasyon asamasi dokularin ve hiicrelerin programlanabilir sogutucu
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yardimiyla, belirli oranlarda kademeli olarak sogutulmasint icermektedir.
Gliniimiizde, son yillarda bu amag i¢in gelistirilmis olan, haznesine eklenen
isopropanol gibi alkoller sayesinde -70°C/-80°C’ ta 1°C/dak oraninda sogutma

saglayan 6zel kaplar da (Mr. Frosty®) kullamlabilmektedir.

1.4.5. Gelistirilmis Kriyokoruma Teknikleri (Hizh Sogutma - Tek

Asamali Dondurma Teknikleri)

Tek asamali dondurma yontemleri hiicre iceriginin vitrifikasyonu temeline
dayanmaktadir. Bunu gerceklestirmek icin fiziksel dehidratasyon, enkapsiilasyon-
dehidratasyon, vitrifikasyon, enkapsiilasyon-vitrifikasyon ve damlacik dondurma

gibi yontemler uygulanmaktadir.

Tek agamali dondurma yontemlerinde dokularin, vitrifikasyon ¢ozeltileri ile
yeteri kadar dehidrate edilmeleri ve bu sayede Oliimcil buz olusumunun
engellenmesi amaclanmaktadir. Dokularin  vitrifikasyon c¢ozeltileri olmadan
sogutulmalari buz kristallerinin olusumuna, bu da dokularin 6lmesine neden
olacaktir. Bu nedenle etilen glikol ve gliserol tabanl vitrifikasyon ¢ozeltileri [(PVS2
ve PVS-3 (Nishizawa ve ark., 1993) gibi] kullanilmaktadir. PVS2 (%30 gliserol,
%15 etilen glikol, %15 DMSO, biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS besiyeri ve 0,4
M sukroz) ve PVS-3 (%40 gliserol, %40 sukroz ve MS besiyeri) ¢ozeltileri, sahip
olduklar1 -100 °C’ a kadar siliper sogutulma yetenekleri nedeniyle, diisiik
sicakliklarda, dokularda  vitrifikasyona neden olmaktadirlar.  Dolayisiyla
vitrifikasyon, sivilarin yiiksek konsantrasyonlu kriyokoruyucu g¢ozeltiler sayesinde,
buz kristalleri olusturmadan camsi bir yapiya gecmelerine verilen isimdir (Fahy ve
ark. 1984). Sonucta, buz kristallerinin olusumu engellenecek ve dokularin canlilig
korunacaktir. Ayrica vitrifikasyon esnasinda, metabolik tepkimeler en alt seviyeye
inecek ve bunun dogal bir sonucu olarak doku yikimi engellenerek, genetik
kararliligin korunmasi saglanacaktir (Burke 1986). Ayrica bu kriyokoruyucu
cozeltilere ilave olarak, 0,4 M sukroz ve 2 M gliserol iceren LS (Loading Solution —
Yikleme Soliisyonu) c¢ozeltisi de, dokularmm vitrifikasyon  siireglerine
hazirlanmasinda ozmokoruyucu olarak kullanilmaktadir. Bu ¢ozeltinin dokulardaki

dehidratasyon ve soguk toleransinin arttiritlmasi agisindan olduk¢a onemli oldugu
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daha onceki g¢alismalarda agiklanmistir (Nishizawa ve ark., 1992; Sakai ve ark.,
1991).

1.4.5.1. Dehidratasyon

Suyun yasam igin en temel ihtiya¢ oldugu bilinen bir gercektir. Tiim aktif
hiicrelerde en ¢ok bulunan yapitasi sudur ve metabolizmanin islev gorebilmesi igin
tim canli organizmalarin su almas: gerekir. Kuru agirlik bazinda 6l¢iilen su igerigi
dokulardaki suyla kuru agirlik arasindaki kiitle oranini 6lger ve genellikle gr kuru
agirlik basina olan gr su (g g kuru agirlik) seklinde ifade edilir. Bu, su iceriginin
dogrusal bir ifadesidir ve dehidratasyon siirecindeki su igerigi kaybi1 dokulardaki su
kayb1 ile orantihdir. Suyun biyolojik alanlarla etkilesimleri bitki dokularinin
desikasyona toleransinda, ozellikle de diisiik nem igeriklerinde, olduk¢a Gnemlidir.
Bu etkilesimlerin dokularda su potansiyeli tizerindeki etkilerine genellikle “matriks”
potansiyel denir. Kuru tohumlarin ¢imlenmenin baslangi¢ asamalarinda hizli bir

sekilde su almasi matriks potansiyeli sebebiyledir (Reed, 2008).

Orneklerin  kurutulmas: sirasinda su molekiilleri dokulardan ayrilarak
etraflarindaki havaya difiiz olurlar. Bu difiizyonun hangi oranda olacagi, dolayisiyla
da dokularin ne oranda kuruyacagi bazi faktorlere gore degisiklik gosterir. Bu
faktorlerden bazilari sunlardir: (i). Havanin buhar basinci: Hava ile su arasindaki
serbest enerji miktarini, dolayisiyla da kuruma oranini degistirir. Dokular kuru
havada nemli havaya gore ¢ok daha hizli kururlar. (ii). Sicaklik: Serbest enerji farkin:
degistirir ve yiiksek sicaklikta bu fark daha bilyiikk olur. Bununla beraber,
dehidratasyon sirasinda sicakhgin arttirnlmas: kuruma ile ilgili olamayan farkh
olumsuz sonuglar dogurabilir. (iii) Doku boyunca olusan hava hareketinin hiz::
Baglanti tabakasinin kalinligin1 ve su buharinin ondan uzaklasma yetenegini etkiler.
Hava akim hizinin arttirilmas: duragan havaya gore daha hizli bir kuruma saglar. (iv)
Dokunun sekli ve boyutu: Yiizey alan-hacim oranini ve dokunun iginden yiizeye ve
oradan da havaya difuz olmak i¢in su molekiiliiniin kat edecegi mesafeyi etkiler.
Kiigiik doku pargalari biiyiliklere gore daha hizli kurur. Benzer sekilde, diizgiin
yiizeyli dokular da daha biiyiik olanlara gore daha hizli kurur. (v) Dokunun dis
yiizeyinin kimyasal ve fiziksel kompozisyonu: Dokunun hem sivi hem de gaz

formundaki suya olan gegirgenligini etkiler. Bol ligninli ve mumsu tabakaya sahip
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olan dokularda kuruma daha yavas gerceklesir. (vi). Kurutulacak materyal miktari:
Yiizey alani-hacim orani ve baglant: tabakas: gibi faktorleri etkiler. Genellikle daha
az miktardaki 6rnekler daha hizli kurur (Reed, 2008).

Tim bu faktorler arastiricinin kontroliindedir. Dolayisiyla arastirict bu
etkenlerden birini veya birkagint degistirerek o6rneklerin daha hizli veya daha yavas
kurumasini ve kuruma oranint ayarlayabilir. Kullanilabilecek olan her bir kurutma
yonteminde sicaklik ve ortam nem oraninin kontrol edilebilme oranmi degisiklik
gosterir. Genellikle kurutulacak olan 6rnegin miktarina, laboratuvar imkanlarina ve
kurutma nedenine gore hangi yontemle kurutma yapilacagina karar verilir. Kurutma
yontemlerinden bazilar sadece tohumlar i¢in uygundur, ancak yontemlerden gogu

tiim dokular i¢in kullanilabilir (Reed, 2008).

Tohumlarin  veya  vejetatif — dokularin  kriyoprezervasyon  amagh
dehidratasyonunda en yaygin kullanima sahip iki yontem bulunmaktadir. (i) Laminar
hava akimli kabinlerde dehidratasyon: Bu yontemde, soguga alistirma ve sukroz 6n
kiiltiir agamalarindan gelen eksplantlar steril petri kab1 veya steril kesme kaplari
icerisine aliarak kriyoprezarvasyon asamasinda hiicre ve dokular i¢in 6limciil
olabilecek fazla suyun uzaklasmasi saglanir. Uzaklastirilacak olan su miktari,
dokuya, dokunun alindig1 ana materyale, bitki tiirline vb. baglh olarak dokunun hasar
gérmemesi i¢in optimize edilir. (ii) silika jel ile dehidratasyon: bu yontemde aktif
silika jel kullanilarak kriyoprezervasyon sirasinda, hiicre i¢i 6liimciil su igeriginin

uzaklastirilmasi saglanir (Gonzalez-Arnao ve Engelmann, 2006).

1.4.5.2. Enkapsiilasyon — Dehidratasyon

Bu teknikte dehidratasyon teknigi sentetik tohum teknolojisi ile birlikte
kullanilmis (Redenbaugh ve ark., 1986). Teknik ilk olarak armut ve patates govde
uglarinin  kriyoprezervasyonu igin gelistirilmistir (Fabre ve Dereuddre 1990) ve
enkapsiile edilmis eksplantlarin yiiksek derisimde sukroz igeren sivi veya kati
besiyerlerinde kiiltiirlenmesi ve dehidrate (yatay akimli kabin veya silika jel

tizerinde) edilerek sivi azota aktarilmasi asamalarini igermektedir. Eksplantlarin
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enkapsiile edilmeleri canli kalabilecekleri en diisilk nem seviyesine kadar desike

edilmelerine olanak tanir.

Desikasyon nedeniyle eksplantlardaki su igerigi azalacak ve bu da hiicre
igindeki oliimciil buz olusturabilecek su igerigini azaltacagindan, eksplantlarin sivi
azota aktariminda vitrifikasyon gerceklesecektir (Engellmann, 1997). Bu teknik
giintimiizde okaliptiis (Poissonnier ve ark. 1991), tiztim (Plessis ve ark 1991), armut,
havug (Dereuddre ve ark 1991) gibi bircok farkli bitki ¢esidi iizerinde uygulanmistir
(Cizelge 1.3). Enkapsiilasyon — dehidratasyon teknigi genel olarak vitrifikasyon
protokolleriyle benzerlik gostermektedir. Bu teknigin  genel vitrifikasyon
protokoliinden ayrildigi en Onemli kisim ise enkapsiile edilmis eksplantlarin
desikasyona maruz birakilmalaridir. Bu protokoliin asamalarini: (i) dnkiiltiirleme (i1)
enkapsiilasyon, (iii) ozmokoruma, (iv) dehidratasyon ve (v) sivi azota aktarma

seklinde 6zetlenebilir.

Cizelge 1.3. Enkapsiilasyon - dehidratasyon teknigi ile govde ucu eksplanti
kullanilarak kriyoprezerve edilen bazi bitki 6rnekleri.

Bitki Tiirii Referans
Amygdalus communis L. (Badem) Al-Ababneh ve ark. 2003
Camellia sinensis L. (Cay) O. Kuntze Aoshima 1997
Citrus aurentium (Portakal) Al-Ababneh ve ark. 2002
Cocos nucifera (Hindistan cevizi) Hornung ve ark. 2001
Coffea racemosa (Kahve) Mari ve ark. 1995
Dianthus caryophyllus L. (Karanfil) Tannoury ve ark. 1995
Iris nigricans (Siisen) Shibli 2000
Populus tremula x alba (Kavak) Accart ve ark. 1993
Solanum tuberosum (Patates) Grospietch ve ark. 1999
Rubus idaeus L. (Bogiirtlen) Wang ve ark. 2005
Vitis vinifera L. (Asma) Plessis ve ark. 1991
Vitis vinifera L. (Asma) Zhao ve ark. 2001

Soguga alistirma ve onkiiltiirleme siiregleri, dehidratasyon asamasi i¢in biiyiik
bir dnem tagimaktadir. Yapilan ¢aligmalar, bitki materyalinin fizyolojik durumunun
dehidratasyonla olan iliskisini gostermistir. Siirekli alt kiltiirlenen bitkilerin
meristemlerinin su igeriginin siirekli alt kiiltiirlenmeyenlere oranla daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Bu ¢alismalar kriyoprezervasyon sonrasindaki canlilifin

saglanmasinin eksplantlarin su igerigi ile baglantili oldugunu gdstermektedir.
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Onkosullandirma  sirasinda  soguk ortamda kiiltiirleme siklikla kullanilan bir

yontemdir (Zhao ve ark., 2001).

Yiiksek sukroz konstrasyonunda kiiltiirleme de yine farkli arastiricilar
tarafindan kullanilmistir (Grospiecht 1999). Bitkilerden alinan eksplantlar yiiksek
sukroz konstrasyonlarinda onkiiltiirlemek siiretiyle kismen dehidrate edilirler. Citrus
madurensis bitkisinin gévde uglar1 sirasiyla 6nce 0,1 M sukroz besiyerinde ardindan

0,3 M sukroz ve 0,5 M gliserol ile birlikte kiiltiirlenmislerdir (Cho ve ark., 2002).

Enkapsiilasyon ig¢in bitki materyalinin sodyum aljinatla (genel olarak %3
oraninda) kaplanmasi ve 100 mM CaCl, iceren MS besiyerinde polimerizasyonu
saglanir (Gonzales-Arnao ve Engelmann, 2006). Bu siire¢ sonunda eksplantlar

desikasyona kars1 bir korumaya sahip olurlar.

Ozmokoruma siirecinde sentetik tohumlar desikasyon ve kriyoprezervasyon
oncesinde yiiksek sukroz konsantrasyonlarinda bir siire kiiltiirlenirler. Yapilan farkli
calismalar, sentetik tohumlarin 0,5 ve 0,75 M sukroz igeren sivi besiyerlerinde 16 —
17 saat kiiltirlenebildiklerini gostermistir (Gonzalez — Arnao ve ark., 1993). Bazi
tirlerde sukroz kiiltiiriiniin canlilik ve rejenerasyon iizerindeki olumsuz etkileri
goriilse de, sukroz konsantrasyonun kademe kademe arttirilmasiyla bu sorun
¢oziilebilir. Uziim bitkisinde 0,25 M — 1 M sukroz konsantrasyonundaki kademeli
artis sonucunda % 80 oraninda canlilik elde edildigi raporlanmistir (Plessis ve ark.,

1991).

Dehidratasyon asamast ise; sentetik tohumlarin yatay akiml kabin igerisinde
veya silika jel tizerinde desike edilmesine dayanmaktadir. Yatay akimli kabinde
yapilan desikasyon ortaminin nem igerigi ve sicaklikla dogrudan baglantili oldugu
icin elde edilen sonuclar degisken olabilmektedir. Bu yiizden silika jel iizerinde
yapilan dehidratasyon siireci tercih edilmektedir. Desikasyon siirecinde sentetik
tohumun igerisindeki su igeriginin yaklasik olarak %20’ ye diistiriilmesinin canliligi
sagladig1r raporlanmistir (Gonzales-Arnao ve Engelmann 2006). Ancak bu oran
tiirden tiire degisiklik gosterir. Armut govde uclarinda %27’ lik su igerigi canlilik
saglarken (Scottez ve ark., 1992) elma bitkisinde bu oran %33’ tiir (Niino ve Sakai,
1992).
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Kriyoprezervasyon ise sentetik tohumlarin 1,2 mL polipropilen kriyovialler

igerisinde siv1 azota daldirilmasi ile gergeklesir.

Cozme siireci genelde oda sicaklifinda yavas olarak gerceklestirilir
(Gonzales-Arnao ve Engelmann, 2006). Ancak 40°C su banyosunda 2-3 dakika
stireyle ¢6zme de farkli arastiricilar tarafindan kullanilmistir (Matsumo ve Sakai
1995). Ayrica bazi arastiricilar tomurcuklarin rehidrate olmalari icin, 5-10 dakika

boyunca sivi besiyerinde yikama da kullanmiglardir (Reed ve ark., 2006).

1.4.5.3. Vitrifikasyon

Vitrifikasyon prosediirlerinde de (6n kosullandirma), ozmokoruma, sivi azota
aktarim ve ¢6zme asamalari mevcuttur. Bitkiden alinan eksplantler normal bitki
biiylitme kosullarinda, bitki tiiriine ve/veya alinan eksplantin ¢esidine (gdvde ucu,
nod vb.) gore en uygun derisimde sukroz iceren besiyerinde Onkiiltiirlenirler.
Onkiiltiir asamalar1 odunsu ve otsu bitkilerde farklilik gdstermektedir. Odunsu
bitkilerde, +4 ile +5°C kosullarinda 3 haftalik Onkiiltiir siireci, elma ve armut
bitkilerinde sivi azot sonrasinda canlilifi arttiran bir etken olarak raporlanmistir
(Niino ve ark., 1992a,b). Yine elma bitkisinde yapilan basgka bir ¢alismada ise, 8
giinlik soguga alistirma siireci ardindan 0,7 M sukroz igerisinde 1 giin siireyle

kiiltiirlenen gévde uclarinda yiiksek seviyede canlilik elde edilmistir.

Onkiiltiir asamalarinda sukroz disinda baska kimyasallarin da kullaniimasinin
kriyoprezervasyon sonrasinda canliligi arttirdii rapor edilmistir. Ornegin Ribes
germplazmasinin, 1 hafta soguga alistirilmasinin ardindan %5 DMSO ile 2 giin
boyunca kiiltiirlenmesi kriyoprezervasyon sonrasinda en iyi canliligi saglamistir (Luo
ve Reed, 1997; Reed, 1992). Otsu bitkilerde ise, sadece ozmotik aktif sekerler ile
yapilan Onkiiltiirleme siirecleri rahatlikla kullanilabilmektedir. 0.3 ve 0.7 M sukroz
ilave edilmis besiyerlerinde 1 veya 2 giin siireyle onkiiltiirlenen gbévde uglarinin sivi
azot sonrasinda yiliksek canlilik gosterdikleri raporlanmistir (Dereuddre ve ark.,
1988). Onkiiltiir siirecinin, seker ve seker alkolleri gibi endojen kriyokoruyucularin
hiicre i¢inde birikimini tesvik ettii ve membran kararliligini arttirdignt da

bildirilmistir (Crowe ve ark. 1984a,b). Kriyoprezerve edilen tiitiin govde uglariyla
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yapilan bir ¢aligmada ise, 0.3 M mannitol ile 1 giin boyunca kiiltiirlenen hiicrelerde
ozmotik stresin yaptig1 etkiler incelenmistir. Onkiiltiir siirecinde, absisik asit, prolin
ve embriyogenezin son asamalarinda sentezlenen bazi proteinlerin varligi tespit
edilmis ve hiicrelerin bu siire¢ icerisinde besiyerindeki mannitolu kullandiklari
anlasilmistir (Reinhoud, 1996). Solemostemon rotundifolius bitkisinin tomurcuklari
ile yapilan ¢alismada ise, 25°C’ ta 0,3 M sukroz ile 3 giin boyunca onkiiltiirlemenin

en iyi rejenerasyonu verdigi tespit edilmistir (Niino ve ark., 2000).

On kosullandirmanin ardindan eksplantler LS ¢ozeltisi ile 20-30 dakika
ozmokorumaya tabi tutulurlar. Bu adimda hiicrelerde vitrifikasyon soliisyonlarinin
neden olacagi hasarlarin engellenmesi ve dokularin dehidratasyona karsi direnglerini
arttirmak amaclanmaktadir. Ciinkii baz1 otsu ve odunsu bitkilerde sadece seker
alkolleri kullanilarak yapilan onkiiltiirleme siiregleri kriyoprezervasyon sonrasinda
istenilen canlilig1 saglamamaktadir. Ornegin, LS kullanmimiyla birlikte %50 PVS2
uygulanmasinin wasabi govde uglarinin sivi azot sonrasindaki canliliklarini arttirdig

goriilmistiir (Matsumo ve ark., 1994).

Dehidratasyon asamasinda LS ¢ozeltisinden arindirilan eksplantlar farkli
stirelerde ve sicakliklarda (0°C - 25°C) 1-2 ml vitrifikasyon soliisyonlariyla (PVS2
gibi) muamele edilirler. Ancak, bu siire igerisinde kriyokoruyucularin toksik etkileri
de g6z ardi edilmemelidir. Bu nedenle vitrifikasyon ¢ozeltilerinin eksplantlar
tizerindeki uygulama siiresi ¢ok iyi optimize edilmelidir. En uygun etkilesim siiresi
hem eksplantlar1 sivi azota girmeden vitrifiye edebilmeli hem de onlarin canli
kalmalarimi1 saglamalidir (Cizelge 1.4). Wasabi bitkisinin yaklastk 1 mm
boyutlarindaki meristemleri, 0.3 M sukroz ile Onkiiltiirlenmis ve ardindan LS ile
20°C’ ta 25 dakika inkube edilmistir. Ardindan eksplantlar, PVS2 ile hem 0°C’ ta
hem de 25°C’ ta farklh siirelerde inkiibe edilerek kontrol ve sivi azot gruplari
olusturulmustur. Meristemlerin rejenerasyon sonuglarina bakildiginda PVS2'nin
meristemler iizerindeki toksik etkileri rahatlikla goriilebilmektedir. 25°C’ ta 10
dakika uygulama siiresi sonunda sivi azot gruplarinda en yiiksek rejenerasyon elde
edilmistir. Ancak kontrol gruplarindaki rejenerasyon 10 dakika sonra azalmaya
baslamistir. Bu siirenin iizerindeki PVS2 uygulamalar: ise, sivi azot gruplarindaki
canliligin hizli bir sekilde azaltmasina neden olmustur. Ayn etki kontrol gruplarinda

da 20 dakikanin ardinda gozlenmektedir. PVS2'nin 0°C’ ta uygulandigi diger
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meristemlerde ise farkli sonuglar elde edilmistir. Sivi azot gruplarinda en yiiksek

govde olusum oran1 30 dakika PVS2 uygulamasi ile alinmistir (Matsumoto ve ark.

1994).

Cizelge 1.4. PVS2 vitrifikasyon teknigiyle kriyoprezerve edilen bazi bitki 6rnekleri.

(Engelmann ve ark, 2008).

Bitki Tiirii Uygulamalar Reler(‘(?/g Sasyon Referans

Allium porum SA, PC, FIQ_IE) PVS2, 80 Niino ve ark. 2003
Allium sativum PC, PVS2, RF 100 Mako"‘g;ag"e ark.
Ananas comosum PC, LD, PVS2, RF 35.7 Thinh ve ark. 2000
Atropa belladonna (K) PC, PVS2, RF 50 Kamiya ve ark. 1995

. Vandenbussche ve
Beta vulgaris PC, LD, PVS2, RF 60-100 ark. 2000
Bletilla striata (ZE) PC, LD, PVS2, RF 60 Ishikawa ve ark. 1997
Camellia sinensis SA, PC, PVS2, RF 60 K“ra”“fégg Sakai
Castanea sativa (SE) PC, PVS2, RF 68 Corredg(l)r(;:14ve ark.
Citrus madurensis (EA) PC, LD, PVS2, RF 85 Cho ve ark. 2002
Colocasia esculenta PC, LD, PVS2, R 80 Takagi ve ark. 1997
Daucus carota (HS) PC, LD, PVS2, RF 83.3 Chen ve Wang 2003
Fragaria x ananassa SA, PC, FIQ_IE)  PVS2, 93 Niino ve ark. 2003
Ipomoea batatas PC, LD, PVS2, RF 93 Pe””yco%gi’ e Towill
Lilium japonicum PC, LD, PVS2, RF 80 Mats“”;gg%"e ark.
Macropidia fuliginosa (SE) PC, PVS2, RF 90.6 Turner ve ark. 2000
Manihot esculenta PC, LD, PVS2, RF 75 Chameg;gg ve ark.
Morus bombycis SA, PC, PVS2, RF 65 Niino ve ark. 1992b
Nicotiana tabacum (HS) PC, PVS2, RF 55 Reinhoud 1996
Oryza sativa (HS) PC, LD, PVS2, RF 45 Huang ve ark. 1995
Panax ginseng (K) PC, PVS2, RF 69 YOSh'mlagg‘g ve ark.
Populus alba SA, PC, FIQ_IIZD PVS2, 60 Lambardi ve ark. 2000
Prunus domestica PC, LD, PVS2, RF 57 De Carlo ve ark. 2000
Prunus dulcis SA, PC, FIQ_IIZD PVS2, 10 Shatnawi ve ark. 1999
Quercus robur (EK) PC, PVS2, RF 70 Martinez ve ark. 2003
Quercus suber (SE) PC, PVS2, RF 88-90 Va”adgge&"e ark.
Trifolium repens PC, PVS2, RF 80 Yamada ve ark. 1991
Wasabia japonica PC, LD, PVS2, RF 85 Matsumoto ve ark.

1998

CS: Hiicre siispansyonu; EA: Embriyonik siirgiin; EC: Embriyojenik kiiltiirler; LD: Osmokoruyucu;
PC: On kiiltiir; PVS2: Kriyokoruyucu solusyon; R: K&k; RF: Hizli dondurma; SA: Soguga alistirma;
SE: Somatik embriyo; ZE: Zigotik embriyo.
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Kriyoprezervasyon ise, polipropilen kriyoviallerdeki  meristemlerin,
orneklerin dogrudan sivi azota aktarilmalariyla gergeklestirilir. Sivi azotta en az 1
saat siireyle bekletilirler. C6zme asamasinda eksplantlar 1-2 dakika boyunca 40°C su
banyosunda tutulurlar (1sinma orani yaklasik: 250°C/dak.). PVS2'nin dokulardan
disart atilmasini saglamak igin eksplantler 1,2 M gibi yiiksek sukroz konsantrasyonu
iceren ¢ozeltide yikanarak rejenerasyon besiyerine aktarilirlar. Ancak ¢ozme
stirecinde dikkat edilmesi gereken nokta, dokularin devitrifiye olma ihtimalleridir.
Bu nedenle, ¢ozme hiz1 iyi optimize edilmelidir. Rejenerasyon besiyerinin igerigi de
canlilig1 indiiklemesi agisindan ¢ok énemlidir. Ornegin besiyerine aktif komiir ilavesi
(Scrijnemakers ve van Iren, 1995) veya amonyum iyonlari icermeyen (Kuriyama ve
ark, 1989) besiyerlerinin kullanimi, canlilig: tetiklemede etkendir. Caligsmalar basarili
bir ¢cozme sonrasinda yesil olarak elde edilen meristemlerin bir siire canlilik belirtisi
gostermeden bekledikleri ve ardindan rejenere olduklarini gostermistir (Matsumoto
ve ark., 1994; Niino ve ark., 1992). Bunlara ek olarak, histolojik analizler de
dokulardaki canliligin tespit edilmesi amaciyla kullamilmaktadir (Suzuki ve ark.,

2004).

1.4.5.4. Enkapsiilasyon — Vitrifikasyon

Bu yo6ntem, enkapsiilasyon ve PVS2 vitrifikasyon tekniklerinin avantajlarimi
birlestirmek amaciyla gelistirilmistir (Matsumato ve Sakai, 1995). Bu teknik
yukarida anlatilan vitrifikasyon tekniklerine uygun olarak; soguga alistirilan ve ozmo
aktif sekerlerle onkiiltiirii yapilan eksplantlarin, %2 veya %3 sodyum aljinat igeren
besiyerlerinde enkapsiile edilerek, PVS2 ile inkubasyonuna dayanmaktadir (Fabre ve

Dereuddre 1990).

Bu teknik ile, deniz lavantasi (Matsumoto ve ark. 1998), nane (Hirai ve Sakai,
1999a), patates (Hirai ve Sakai 1999b), biiyiik kantoron (Tanaka ve ark. 2004), ¢ilek
(Hirai ve ark. 1998) gibi bir¢ok bitkinin kriyoprezervasyonu basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir (Cizelge 1.5).
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Cizelge 1.5. Enkapsiilasyon-vitrifikasyon teknigi kullanilarak kullanilarak
kriyoprezerve edilen baz1 bitki 6rnekleri.

Bitki Tiirii Uygulamalar Rejer(m&l; ?syon Referans
Gamez-
Ananas comosus PC, LD, PVS3, RF 54 - 83 Pastrana ve
ark. 2004
. Hirai ve
Fragaria x ananassa Duch SA, LS, PVS2, RF 70.3-90 ark. 1998
i SA, PC, LS, PVS2, Tanaka ve
Gentiana spp. RE 43.3-93.3 ark. 2004
Hirai ve
Ipomoea batatas PC, LD, PVS2, RF 82 -95 Sakai 2003
Manihot esculenta PC, PVS2, RF 57 - 86 Charoensub
' ' ve ark. 2004
. Hirai ve
Mentha spicata LD, PVS2, RF 73-97 Sakai 19993
64 Shibli ve
Olea europaea (SE) LD, PVS2, RF Al-Juboory
2000
P_onC|r_us trifoliata x Citrus LD, PVS2, RF 100 Wang ve
sinensis ark. 2002
Prunus domestica PC, PVS2, RF 475 De Carlo ve
ark. 2000
Hirai ve
Solanum tuberosum PC, LD, PVS2, RF 41-71 Sakai 1999b
Wasabia japonica LD, PVS2, RF 95 Matsumoto
’ ' ve ark. 1995

CS: Hiicre siispansyonu; EG: Etilen glikol; LD: Osmokoruyucu; PC: On kiiltiir; PVS2-PVS3:
Kriyokoruyucu solusyon; RF: Hizli dondurma; SA: Soguga alistirma; SE: Somatik embriyo; Sucr:
sorbitol

1.4.5.5. Damlacik Dondurma Teknigi

Bu teknik, kriyoprezerve edilecek eksplantlarin aliiminyum folyolar {izerinde
PVS2 veya DMSO ile ¢esitli siirelerde inkiibasyonunu takiben, ultra hizli bir sekilde
dondurulmalarini  tanimlamaktadir. Ilk  olarak patates gdvde uglarmin
kriyoprezervasyonunda (kriyokoruyucu olarak DMSO uygulanmistir) kullanilmistir
(Schafer — Menhur ve ark., 1997). Daha sonra, kriyokoruyucu olarak PVS2 ozmo
aktif ¢ozelti kullanilarak muz (Musaceae) ve Colocasia esculenta var. esculenta
bitkilerinde denenmistir (Panis ve ark. 2005; Sant ve ark. 2008).
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Teknik temel olarak vitrifikasyon prosediirleriyle aynidir. Ancak diger
vitrifikasyon stireclerinden ayrilan en temel 6zelligi, eksplantlarin yaklagik 3-5 mm x
10-15 mm aliiminyum folyolar tizerinde bulunan yaklasik 4 ul PVS2 damlaciklarinin

icerisine yerlestirilmesi esasina dayanmaktadir.

Eksplantlarin 25°C” ta veya 0°C’ ta belirli bir siire dehidratasyonunu takiben,
folyolarin, sivi azot ile sogutulmus Kkriyoviallerin igine aktarilmalar1 gergeklestirilir
ve kriyoviallerin de sivi azot tankina daldirilmasiyla kriyoprezervasyon tamamlanir.
Cozme islemi ise 1,2 M sukroz igeren sivi besiyerinde 25°C” ta ultra hizli bir sekilde

gerceklestirilir ve ardindan eksplantlar rejenerasyon besiyerine aktarilir.

Damlacik dondurma ve vitrifikasyon tekniginin en 6nemli 6zelligi, genis bir
genotip aralifindaki bitkilere uygulanabilmesidir (Sakai ve Engelmann 2007; Sakai
ve ark. 2008). Teknik giiniimiizde en ¢ok kullanilan kriyoprezervasyon

yontemlerinden birisidir (Cizelge 1.6).

Cizelge 1.6. Damlacik dondurma teknigi kullanilarak kriyoprezerve edilen bazi bitki
ornekleri. (Panis, 2008).

Bitki Tiirii Referans
Asparagus (Kuskonmaz) Mix-Wagner ve ark. 2000
Musa L. (cv. Australian banana) (Muz) ,ZAOgOrgwaI ve ark. 2004; Panis ve ark.
Allium sativum (Sarimsak) Kim ve ark. 2004
Colocasia esculenta (Taro) Takagi ve ark. 1997
Helianthus tuberosus (Yerelmast) Leunufna ve Keller 2003, 2005
Solanum tuberosum L. (Patates) Halmagyi ve ark. 2005; Kryszczuk ve

ark. 2006.

1.5. Thymus L. (Kekik)

Lamiaceace ailesinde bulunan yaklagik 220 cinsin, tiir sayis1 bakimindan en
onemli 8 cinsinden (Salvia, Hyptis, Scatellaria, Stachys, Teucrium, Nepeta,
Plectranthus) biri Thymus’tur (Stahl-Biskup ve Saez, 2002). Kekik (Thymus spp.),
timii Asya ve Avrupa kokenli olan 400’den fazla tiir igerir (Loziene ve ark, 2007).

Boyu 50 cm’yi asmayan, kurak ve sicak alanlara iyi adapte olmus, Kiiciik cali ya da
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yastik formlu, ¢ok yillik, otsu veya odunsu (en azindan dip kisminda odunsu)
bitkilerdir. Ozelikle yapraklarinda renksiz ya da parlak kirmizi renkli gland adi
verilen ucucu yag kesecikleri bulunur. Bu glandlar tiire 6zgii ugucu yaglarin ve bazi
fenolik bilesenlerin depolandigi ve salgilandigi keseciklerdir. Cigek rengi mor,

pembe, krem veya beyazdir (Davis, 1965; Stahl-Biskup ve Saez, 2002).

Kekigin kullanimina ait en eski kayitlar antik Misirlilar’a kadar ulasmaktadir.
Antibakteriyel ve antiviral Ozellikleri nedeniyle Misirlilar tarafindan sterilizasyon
amacl kullanilan kekik, giinlimiizde ayrica antihelmintik, spazm ¢6ziicii, karin agrisi
giderici, sakinlestirici, uyarici gibi ¢esitli 6zellikleri nedeniyle de diinya genelinde
yaygin olarak yetistirilmekte ve astim, damar sertligi, bronsit, oksiiriik, diyare ve
romatizma tedavisinde uygulanilan ilaglarin yapiminda, ayrica kozmetik ve parfiim

uretiminde kullanilmaktadir.

Yaygin olarak Tiirkiye’nin Giiney ve Giiney-bat1 kesimlerinden toplanarak
her yil binlerce tondan fazlasi diinya marketlerine ihrag¢ edilir (Eminagaoglu ve ark,
2007). 2n = 28 kromozom sayisina sahip olan (Morales, 2002) ve 6zellikle Kuzey
Afrika, Avrupa ve Kuzey Amerika icin ekonomik onemi giderek artan kekik,
dogrudan giines 15181 alan ve toprak sicakliginin fazla oldugu kayalik ve daglik
bolgelerde ¢ogalir (Benli ve Yigit, 2005). Bununla beraber, ¢evresel sartlara oldukca
toleransli dogasi, uygun olmayan iklim sartlarinda ve kuraklik kosullarinda da

yasamasini miimkiin kilar.

Odunsu olmayan govdelerin koklendirilmesi veya koklenmis govde
parcalariin birbirinden ayrilip yeniden dikilmesi yoluyla vejetatif olarak da
cogaltilabilen kekik, bu sekilde iiretimde gozlenen bazi kisitlamalar (Grnegin
govdelerin koklendirilmesinde karsilasilan zorluklar, koklenmis gdvde parcalarinin
birbirinden ayrilmasi sirasinda bitkilerin zarar gérmesi gibi) nedeniyle daha c¢ok
tohum araciligiyla, generatif olarak cogaltilir. Ancak bu sekilde gogaltilan bitkiler,
ana bitkiyle aym1 genetik Ozelliklere sahip olmadigindan, bitkinin kendine has
kokusu, aromatik 6zellikleri gibi arzu edilen baz1 karakterlerin kaybedilmesi olasidir.
Ayrica kekik gibi aromatik bitkilerin tohumlarinin diisiik canlilik oranlarina sahip
oldugu da bilinmektedir (Nikola ve ark., 2002).
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Son yillarda gelistirilmis olan ve giliniimiizde olduk¢a 6dnemli bir bitki iiretim
yontemi olan in vitro ¢ogaltim teknigi kullanilarak generatif ve vejetatif liretimde
karsilagilan kisitlamalar asilabilir. Ana bitkilerden izole edilen gévde ucu ve
tomurcuklarin, yapay besi ortamlarinda ve bitki biliylime diizenleyicilerinin
varliginda, cogalmalar1 ve gelismelerinin tesvik edildigi teknikte, ¢cok kisa bir siirede,
birbiriyle ayn1 genetik 6zellige sahip c¢ok sayida bitki eldesi miimkiindiir. Buna
karsilik, kekik tiirlerinin sekonder metabolit ve ugucu yag iceriklerinin belirlenmesi
ve bu yaglarin antibakteriyel ve antifungal Ozelliklerinin anlasilmasi1 amaciyla
yapilmis olan pek ¢ok ¢alisma bulunmasina karsin (Rota ve ark., 2008; Wojdylo ve
ark., 2007), bitki doku kiiltiirii yontemi gliniimiize kadar kekik bitkisinin ¢ogaltilmasi
i¢in ¢ok az aragtirmaci tarafindan kullanilmistir. Furmanowa ve Olszowska (1992) T.
vulgaris’ in in vitro yontemlerle ¢ogaltilmasini deneyen arastiricilardandir. Cesitli
derisimlerde sitokinin ve oksinleri igeren Nitsch ve Nitsch (Nitsch ve Nitsch, 1969)
besiyerinin nodal tomurcuklarin c¢ogaltilmasinda kullanildig1 ¢aligmada 0.1 mg/l
kinetin ve 0.3 veya 0.5 mg/l IBA igeren NN besiyerinin optimum oldugu
belirlenmigtir. Calismada elde edilen en yiiksek kdklenme orani ise 0.5 mg/l IBA
iceren besiyerinde kaydedilmistir. Lé (1989), Collet (1985) tarafindan modifiye
edilen CMS besiyerini kullanmig ve nodal tomurcuklari tasiyan gévde pargalarinin

hormon i¢cermeyen besiyerinde ¢cogaltilabildigini gostermistir.

1.5.1. Thymus vulgaris L.

Bitkilerin tedavi amagla kullanilmalar1 ¢ok eski yillardan beri
siiregelmektedir. Birgok diinya iilkesinde oldugu gibi Ulkemizde de deneme yanilma
yontemiyle bulunmus, halk arasinda sifali bitkiler olarak anilan birg¢ok bitki,
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Diinya Saglik Teskilati’'nin 91 {ilke
lizerinde yaptig1 arastirmaya gore tedavi amagli kullanilan tibbi bitkilerin toplam
miktart 20.000 civarindadir. Bunlardan 500 kadarinin {iretiminin yapildig
kaydedilmektedir. Ayrica degisik amaglarla kullanilan bitkilerin ¢ok az1
farmokopilerde (Kodeks) kayitlidir. Ornegin Tiirk kodeksinde kayitli bitki sayis1 140
civarindadir. Oysa halk arasinda tibbi amagla kullanilan bitki sayist ¢ok daha fazladir
(Kirbag, 1999).
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Son yillarda antibiyotiklere direncli suslarin ortaya ¢ikmasi ve dogal kaynakl
ilaglarda goriilmeyen veya az goriilen yan etkilerin sentetik ilaglarda dikkati ¢ekecek
kadar c¢ok olmasi, bilim adamlarim1 dogal kaynakli ilaglar1 arastirmaya itmistir
(Diirger ve ark., 1999). Cesitli bilim adamlar1 birgok tibbi bitkiyi tanimlamis ve bu
bitkisel droglarin birgogunun etkisi bilimsel olarak kanitlanmistir (Ertiirk ve

Demirbag, 2003).

Bahge kekigi olarak da bilinen Thymus vulgaris Bati Akdeniz ve Giiney
ftalya’ dan kokenlenen, 30 cm boylanabilen, kiigiik, cali benzeri, cok yillik bir bitki
tiriidiir. Kekik bitkisi ¢cimenlik tarla kiyilarinda, orman kenarlarinda, ve cayirlardaki
karmmca yuvalarinin iistiinde yer almaktan hogslanir. Giines ve sicak istedigi i¢in,
toprak sicakliginin fazla oldugu kayalik ve daglik bolgelere cogalir. Kendine 6zgii
bir kokuya sahiptir. Bitkinin gri-yesil renkli yapraklari yiiksek oranda aromatiktir ve
baslica kekik yagi, antiseptik 6zellik gosteren timol ve antifungal 6zellik gdsteren
karvakrol olmak iizere tipta, ilag yapiminda yaygin olarak kullanilan ugucu yaglarin
kaynag1 olarak degerlendirilir (Loziene ve ark, 2007). Beyaz, pembe veya mor renkte
cigekleri siis bitkisi olarak, bitkinin govdesi ise gesitli et, balik, sebze yemeklerinin

ve ekmeklerin tatlandirilmasinda kullanilir.

Endiistriyel acidan (ila¢ ve kozmetik sanayinde, gida sektoriinde, vb.) oldukca
onemli olan kekik bitkisi, icerdigi fenolik bilesikler nedeniyle pek ¢ok arastirmacinin
ilgisini ¢ekmis, ancak kekik bitkisi {izerine yapilan ¢alismalar, fenolik bilesenlerin
tanimlanmasina ve mikrobiyolojik etkilerinin degerlendirilmesine odakli kalmistir

(Cizelge 1.7).

Kekik oncelikle baharat olarak kullanmilir. Yagli ve agir yemeklerin tadini
zenginlestirir, sindirimi kolaylastirir. Sifali bitki olarak kekigin halk arasinda genel
kullanim sekilleri soyledir: Oncelikle kramp ¢dziicii, dezenfekte edici ve balgam
soktlirticii olarak kullanilmaktadir. Akciger ve bronglar, mide ve bagirsaklar, kekigin
baslica 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 iist solunum yollar1 iltihabinda

cay icimi ve gargara bi¢ciminde kullanilmaktadir. Kekik istah agar ve sindirim
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sistemini uyarir. Sindirim sisteminde goriilen eksimeler ve krampl agrilar bir bardak
kekik cay1 ile gegistirilebilir. Bogmaca ve Oksiiriik, sinir sistemi zafiyeti, romatizma
ve bagirsak hastaliklarina karsi, ¢ay i¢iminin yanmi sira, kekik banyolar1 da ¢ok
yararhdir. Gligsiiz, zayif ve solgun cocuklara da kekik banyosu yaptirilmasi
onerilmektedir. Kekik c¢ay1 ile ayrica adet kanamalari dengelenmektedir. Adet
zamanlarindaki ~ krampli  agrilar  gegirilebilmektedir.  Ergenlik  sivilceleri
tyilestirilebilmektedir. Kekik cayr i¢imi ve kekikle karistirllmis bal yenmesiyle
organizmay1 gii¢lendirilebilmektedir. Kekik tentiirii ile ovmak siiretiyle romatizmal
agrilar, sinirsel rahatsizliklar tedavi edilebilir. Sicak kekik yastiklar1 agrili bolgenin
tistine konularak biiyiikk rahatliklar saglanabilir. Kekik, oOksiirik ve mide
rahatsizliklarina karst baska bitkilerle karistirilarak daha da basarili bigimde

kullanilabilmektedir (Baytop, 1999; Eroztiirk, 2000, Treben, 2008).

Cizelge 1.7. Thymus vulgaris L. bitkisinin ugucu yag bilesenleri tizerinde yapilan

bazi ¢alismalar sonucu elde edilen sonuglarin 6zeti (Stahl-Biscup ve Séez, 2002).

Ulke Ucucu Yag Bilesenleri Referans
Fas 1,8-cineole % 35,7-44,4; camphor % 11,6-16,3;  Garcia-Martin ve
camphene % 8,1-10,9; linalool, borneol. ark., 1974
Linalool + linalyl asetat % 90-98; a-terpineol + Elena-Rossella
terpinyl asetat % 90-96; thymol + p-cymene % ’
1976
50-65.
1,8-cineole; thymol; carvacrol; tr-sabinene
hydrate/terpinen-4-ol; linalool; a-terpineol. Adzet ve ark., 1977
1,8-cineole % 33; camphor % 14,5; camphene % MateF) ve ark,
11,4; p-cymene; y-terpinen. 1978; Morales,
Y ’ 1986
1,8-cineole 23,2; thymol % 17,2; camphor % Garcia Vallejo ve
12,8; p-cymene; borneol. ark., 1992
Geraniol + geranyl asetat % 93; Linalool +
linalyl asetat % 95; a-terpineol + terpinyl asetat Granger ve Passet
Fransa % 90-96; trans-sabinene hidrat %56; terpinen-4- 197191973 :
ol + terpinen-4-yl asetat % 43; cis-myrcen-8-ol ’
% 10-20;; thymol % 65.
Sudi thymol % 62,2; carvacrol % 24,8; p-cymene; Mossa ve ark.,
Arabistan  linalool; A-3-carene 1987
Yeni carvacrol % 43; p-cymene % 41; a-pinene; Montes Guyot ve
Zellanda  limonene; borneol. ark. 1981
Kamerun thymol % 62,2; ; p-cymene % 41; a-terpinene %  Amvam Zollo ve
22,7; linalool; s-caryophyllene. ark., 1998
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Tiirkiye’de Bitkilerle Tedavi (Baytop, 1999) adli kitapta da kekigin sayisiz
yararlarindan ve kullanim sekillerinden bahsedilmektedir. Bunlardan bazilan
soyledir: Kekik viicuttaki yaglar1 eritir, bu 6zelliginden dolay1 viicuttaki suyu atar.
Hem kilo vermeye, hem de viicuttaki kan sirkiilasyonunu hizlandirdigindan dolay1
kalbe faydalidir. Bobrek taslarinin diisiiriilmesine yardim eder. Adet diizensizligi ve
damar sertliginde de kullanilmaktadir. Kan sekerini disiirtir. Salgt bezlerini uyarip
diizenli ¢alismasini saglar. Kekigin cigekli sap1 idrar soktiiriiciidiir. Gaz giderici ve
mide bulantisimi teskin edici olarak kullanilir. Bagirsak parazitlerine karsi etkidir.
Bas agrilarina iyi gelir. Gegici olarak tansiyonu diisiiriir. Hafizay1 kuvvetlendirir.
Uykusuzluga iyi gelir. Agiz antiseptigidir. Dis agrisin1 giderir. Cocuklarda kansizlig
onler. Egzama ve uyuz tedavisinde kullanilir. Sara krizlerine kars1 da oOnerilir.
Afrodizyaktir. Sa¢ banyolarinda kullanilirsa, kirilan, dokiilen saglar1 canlandirir, hos
bir parlaklik verir. Kekikten dogal boyamacilikta da yararlanilir. Yapraklarindan
cesitli mordanlarla bej, gri ve haki renk elde edilir. Yiin ve pamuk ipliklerinin
boyanmasinda kullanilir. Sap hastaligina kars1 hayvanin agzi kaynatilmis kekik suyu
ile yikanir. Hayvanlarin diseti iltihabinda bir miktar kekik, sarapla karistirilarak
striiliir. Ancak hamileler ve guatr olanlar kullanmamalidir. Bunun nedeni guatri
olanlarda halsizlik, mide bulantisi, bas donmesi ve kalp carpintisi meydana
geldiginin tecriibe edilmigs olmasidir. Hamile bireylerde de disiik riskini
artirmaktadir. Bu yan etkilerle birlikte kekik yaginin tiimor yapict madde oldugu ve
karaciger tizerinde zararli etkileri oldugu bilinmekte ve dikkatli kullanilmasi

onerilmektedir (Baytop, 1999; Eroztiirk, 2000, Treben, 2008).

1.5.2. Thymus longicaulis C. Presl

Mor, pembe veya beyaz renkte ¢igek acan, 15 cm’ye kadar boylanabilen ¢ok
yillik bitkilerdir. Cicekli govdeler tamamen veya gdévdenin iki yiizeyi boyunca
tiiyliidiir. Yapraklarinda bulunan yag kesecikleri ¢ok sayida ve kirmizi renklidir.
Ulkemizde Marmara Bolgesi basta olmak iizere, Ege, Akdeniz, i¢ Anadolu ve
Karadeniz bolgelerinde 1800 m yiikseklige kadar oldukg¢a genis bir alanda yayilis
gostermektedir. Yayilis gosterdigi yiikseklige ve iklime bagli olarak Nisan-Agustos
aylar1 arasinda c¢igeklenmektedir (Davis, 1965).

Oldukga yaygin kullanilan tibbi bitkilerden biri olan T. longicaulis C. Presl,
etnobotanik agidan oldukga 6nemli bir tiirdiir (Guarrera, 2005). igerdigi flavonoidler
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ve ucucu yaglardan dolay1 (Cizelge 1.8), antiseptik, nefes agici, sanci giderici etkisi
vardir. Ayrica, yaginin antibakteriyel, antifungal, antioksidatif 6zellikleri oldugu ve
bu ozellikleri nedeniyle bazi yiyeceklerin uzun siireli saklanmasi i¢in kullanildigi

rapor edilmistir (Gortzi, 2006).

Cizelge 1.8. Thymus longicaulis C. Presl bitkisinin igerdigi ugucu yag bilesenleri
(Jovanovic, 2009).

Bilesen % Bilesen %
a-Terpinenyl asetat 67,52 Camphene 0,51
Thymol 4,47 Germacrene D 0,50
Limonene 3,58 ZIZ Ip"v'e”the'l (N).8-dien- - g
a-Terpineol 3,43 Nerolidol 0,47
y-Terpinen 2.07 Borneol 0,46
Myrcene 1,94 Linalool 0,38
p-Caryophyllene 1,54 a-Terpinene 0,27
1-Octen-3-ol 1,53 3-Octanol 0,26
3-Octanone 1,30 Carvacrol methyl ether 0,26
p-Cymene 1,21 a-Pinene 0,20
3-Octanyl asetat 0,98 Terpinen-4-ol 0,16
Methyl thymyl ether 0,91 Juniper camphor 0,13
Sabinene 0,82 Caryophyllene oxide 0,12
1-Octen-3-yl asetat 0,79 trans-Geraniol 0,10
p-Bisabolone 0,70 a-Humulene 0,10
a-Terpinolene 0,60 Carvacrol 0,09

1.5.3. Thymus cariensis Hub.-Mor. & Jalas

Cok yillik, taban kism1 odunsu, 12-20-(30) cm’ye kadar boylanabilen, pembe
veya beyaz renkli cicek agan, calimsi bitkilerdir. Dogu Akdeniz elementi olup,
endemik bir tirdiir. Deniz seviyesinden 70 m yiikseklikte, maki ve kizilgam
acikliklarinda yayilis gosterirler ve Haziran-Temmuz aylarinda c¢igeklenirler.
Tiirkiye’de yalnizca Mugla ilinde Fethiye yolu iizerinde dar bir alanda yayilis
gostermektedir (Davis, 1965). Baser ve arkadaslari tarafindan gaz kromatografisi ve
kiitle spektrometre ¢aligsmalari yapilarak T. cariensis Hub.-Mor. & Jalas bitkisine ait,
% 13,42 borneol, % 12,65 1,8-cineole ve % 12,15 a-pinene ugucu yag bilesenleri

tanimlanmistir (Baser ve ark., 1992).
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1.6. Tezin Amaci

Tez calismast kapsaminda, bitki doku kiiltiirii, orta dereceli saklama,
Kriyoprezervasyon teknikleri ve genetik kararliligin molekiiler belirteglerle
belirlenmesi gibi bitki biyoteknolojisi alanindaki giincel teknolojiler kullanilarak
Thymus vulgaris, T. longicaulis ve T. cariensis bitki tiirlerine yonelik caligmalar
amaclanmistir. Ayrica degerli bitki germplazmasinin giivenli bir sekilde ve uzun
stireli saklanmasi anlaminda da pratik ve bilimsel sonuglar elde edilmesi tezin
hedefleri arasindadir. Bu baglamda kekik bitkisinden klonal bitki eldesini saglayacak
protokoller gelistirilmis olup, elde edilen bitkilerden saglanacak gesitli eksplantlarin
stvi azot i¢inde canliliklarint kaybetmeden sinirsiz siirelerde saklanmasina imkan
taniyacak kriyoprezervasyon yontemleri belirlenmistir. Bununla birlikte, elde edilen
klon bikilerin, genetik kararliliklarinin korunma derecesi molekiiler belirtegler
yardimiyla goriintilenmistir. Kekik bitkisi {izerinde yapilan mikrogogaltim
calismalarinin higbirisinde elde edilen klon bitkilerin genetik kararliligi molekiiler
belirteglerle analiz edilmemistir. Dolayisiyla bu tez calismasi, T. vulgaris’ in
Murashige ve Skoog (1962) adli arastiricilar tarafindan gelistirilen ve gilinlimiizde
sirdliriilen doku kiiltiirii c¢alismalarinda en ¢ok kullanilan besiyeri olan MS
besiyerinde, cesitli bitki biiyiime diizenleyicileri varliginda mikrogogaltimi, elde
edilen klon bitkilerin genetik kararliliginin molekiiler belirtegler kullanilarak analizi
acisindan bir ilk olmustur. Benzer sekilde, T. vulgaris ve T. cariensis’in
kriyoprezervasyon yoluyla uzun siireli saklanmasi iizerine yapilmig her hangi bir
calisma da bulunmamaktadir. Dolayisiyla elde edilen sonuglar literatiirde 6zgiindiir
ve bu anlamda ulusal ve uluslararas: dergilerde yaymlanma potansiyeline sahiptir.
Ayrica, gelistirilmis olan biyoteknolojik yontemler, bitki germplazmasinin
saklanmasinda gorev alan ¢esitli ticari laboratuvarlar ve enstitiiler i¢in de alternatif
ve gelismis tretim ve saklama yontemleri sunabilir. T. vulgaris bitkisi igin
gelistirilmis olan kriyoprezervasyon protokolleri, nesli tiikenme tehlikesi ile karsi
karstya olan benzer bir tiiriin (T. cariensis) korunmasini saglayabilmis, bununla
birlikte, tilkemizde ilk kez bdlimiimiizde kurulmaya galisilan kriyobankalarin ilk

ornek bitkileri arasinda yer almistir.
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2. GEREC ve YONTEMLER
2.1. GERECLER
2.1.1. Bitki Materyali

Tez calismasi sirasinda bitki materyali olarak hem T. vulgaris L. bitkisinin
tohumlarinin ¢imlendirilmesi yoluyla elde edilmis olan geng fideler, hem de dogal
yayilis alanlarindan toplanmig olan olgun T. longicaulis C. Presl var longicaulis ve T.
cariensis Hub.-Mor. & Jalas bitkilerine ait gévde segmentleri kullanilmustir. T.
vulgaris L. bitkisine ait tohumlar Florsilva (Bologna, italya)’ dan temin edilmistir. T.
longicaulis C. Presl var longicaulis bitkisi Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii
Muallimkdy Kampiisii (Kocaeli) civarlarindan ve Pendik (Istanbul)’ dan, endemik
bir tiir olan T. cariensis Hub.-Mor. & Jalas ise Mugla, Fethiye yolu 40. Kilometrede,
yolun sag tarafinda, dar bir yayilis alanindan toplanmistir. T. longicaulis ve T.
cariensis orneklerin teshisi tarafimizca “Flora of Turkey and East Aegean Islands”
(Davis, 1965) adli kitapta bulunan Thymus cinsine ait teshis anahtari kullanilarak

yapilmis olup daha sonra Ege Universitesi Herbaryumu’nda kontrol edilmistir.

2.1.2. Kimyasal Malzemeler
2.1.2.1. Mikrog¢ogaltimda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez c¢alismas1 sirasinda, bitki materyalinin dekontaminasyonunda ve
mikrogogaltim asamasinda en uygun rejenerasyon ve koklenme besiyerlerinin
belirlenmesinde kullanilan kimyasallar, vitaminler ve bitki biiyiime diizenleyicileri,
MS besiyerlerinde kullanilan makro ve mikro elementler Cizelge 2.1° de verilmistir.
Ayrica, MS besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan stok ¢ozeltiler (makro ve mikro

elementler, vitaminler), sukroz ve fitajel oranlar1 Cizelge 2.2° de verilmistir.



Cizelge 2.1. Olgun ve geng bitki
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materyalinin dekontaminasyonunda ve
mikrogogaltim agamalarinda kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Ad1 Firma Ad1 Katalog Numarasi
Etil alkol (%96) Pro-Lab -
H,0, (Hidrojen peroksit) Merck -
Ticari ¢amasir suyu (Domestos) Unilever -
Zefiran Kimpa® -
Glisin Merck 1.04201.0100
Nikotinik asit Sigma N-0765
Tiamin HCI Sigma T-3902
Pirodoksin HCI Sigma P-8666
Myo-inositol Sigma 1-3011
Gelrite Duchefa G1101.100
Sukroz Merck 1.07651.1000
GA; (Giberellik asit) Sigma G-7645
AgNO; (Giimiis nitrat) Sigma S-6506
IAA (Indolasetik asit) Sigma 1-2886
IBA (Indolbiitirik asit) Sigma 1-5386
KIN (kinetin) Sigma K-3378
NAA (Naftalenasetik asit) Sigma N-0640
TDZ (Thidiazuron) Duchefa T0916.0250
2,4-D (2,4-Diklorofenoksiasetik asit) Sigma D-7299
BA (Benzil adenin) Sigma B-3408
NH;NO3; (Amonyum nitrat) Sigma A-3795-500
KNOj; (Potasyum nitrat) Sigma P-8291
KH,PO, (Potasyum fosfat) Sigma P-8416
CaCl,.2H,0 (Kalsiyum kloriir) Sigma C-2536
MgSO,.7H,0 (Magnezyum siilfat) Sigma M-7899
H3BO; (Borik asit) Sigma B-9645
KI (Potasyum iyodiir) Riedel-de Haen 03124
MnS0,4.4H,0 (Mangan siilfat) Sigma M-7899
ZnS0, .7TH,0 (Cinko siilfat) Sigma Z-1001
Na,Mo00,4.2H,0 (Molibdik asit) Sigma M-1651
CuS0O,4.5H,0 (Bakir siilfat) Sigma C-8027
CoCl,.6H,0 (Kobalt kloriir) Sigma C-2911
FeSO,.7H,0 (Demir siilfat) Sigma F-8263
Na,EDTA _

Sigma 4503

(Sodyum etilendiamintetraasetik asit)




Cizelge 2.2. MS (Murashige ve Skoog, 1962) besiyeri icerigi
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Derisim (mg/L)
Makro Elementler
NH;NO; 1650
KNO; 1900
KH,PO, 170
CaCl . 2H,0 440
MgSOQO, . 7H,0 370
Mikro Elementler
H3BO3 6.20
Kl 0.83
MnSO;, . 4H,0 veya MnSO, . H,0O 22.3-16.9
ZnS0O,. 7TH,0 8.6
Na;MoQ;, . 2H,0 0.25
CuSO, . 5H,0 0.025
CoCl; . 6H,0 0.025
Demir
FeSO, . 7TH,0 27.8
Na,EDTA 40
Organik Bilesenler
Glisin 2.0
Nikotinik Asit 0.5
Tiamin HCI 0.1
Pirodoksin HCI 0.5
Myo-inositol 100 mg/I
Gelrite 39/l
Sukroz 30 g/l
pH 57-58

2.1.2.2. Molekiiler Analizlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez calismasinin molekiiler analizler asamasinda bitki materyalinden
genomik DNA izolasyonu, RAPD PCR reaksiyonlari, ve izole edilen genomik DNA’
lar ile elde edilen PCR iiriinlerinin gorsellestirilmesi asamalarinda kullanilan

kimyasal maddeler Cizelge 2.3 ve 2.4’ te verilmistir.
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Cizelge 2.3. Genomik DNA izolasyonunda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Ad1 Firma Ad1 Katalog Numarasi

CTAI?_> (Setil Trimetil Amonyum Merck 1.02342.0100

Bromid)

Tris-HCI AppliChem A3452.0250

NaCl Sigma 204439

EDTA Sigma 431788

PEG (polietilen glikol) Sigma 579319

B-Merkaptoetanol Sigma M-6250

PVP (Polivinilprolidon) Sigma P-2307

Kloroform Sigma 372978

Oktanol AppliChem A3461.1000

[zoamil alkol Sigma 309435

Izopropanol Sigma 1-9030

Fenol Sigma 328111

Amonyum asetat Sigma 372331
Intron

RNaz A 10 mg/ml Biotechnology 27062

Proteinaz K 1 ml Intron

(30 mg/ml) Biotechnology 32181

Cizelge 2.4. RAPD PCR reaksiyonlarinda, ayrica izole edilen genomik DNA ve elde
edilen PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi sirasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Ad1 Firma Ad1 Katalog Numarasi
Tag DNA polimeraz 100 U (5

Roche 11146165001
U/ul)
Tagq DNA polimeraz

Fermentas EP0401
100U (5 U/ul)
dNTP karisim Intron

o ) 25022

1 ml (2.5 mM herbiri) Biotechnology
Trisma BASE Sigma T-6066
Glacial asetikasit Sigma 380121
Etidyum bromid Sigma E-8751
Agaroz Merck 1.16802.0250
A DNA-Hind 111 (0.05 mg) Fermentas SM0103
1 kb DNA belirteg

Fermentas SMO0318
0.5 mg DNA/mI
500 bp DNA belirteg

Fermentas SM0643

0.05 pg/ul
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RAPD PCR reaksiyonlarinda kullanilan, rastgele segilmis olan oligoniikleotid

primerler ve bu primerlere ait baz dizilimleri Cizelge 2.5’ te verilmistir.

Cizelge 2.5. RAPD PCR reaksiyonlarinda kullanilan oligoniikleotid primer listesi.

Primer adi Primer Baz Dizisi
FO3 CCTGATCACC
FO5 CCG AATTCCC
FO8 GGG ATATCG G
F09 CCAAGCTTCC
F10 GGAAGCTTGG
F11 TTGGTACCCC
F13 GGC TGC AGA A
F14 TGCTGCAGGT
F15 CCAGTACTCC
F16 GGA GTACTGG
F18 TTCCCGGGTT
Ko01 CATTCGAGCC
K02 GTCTTC GCA A
K03 CCAGCTTAGG
K06 CACCTTTCCC
K07 AGC GAG CAAG
K08 GAACACTGGG
K09 CCCTACCGAC
K10 GTGCAACGTG
K11 AAT GCC CCAG

2.1.2.3. Kriyoprezervasyonda Kullanilan Kimyasal Maddeler
Bitki materyalinin

PVS2-vitrifikasyonuna dayali ¢esitli

yontemlerle

kriyoprezervasyonu sirasinda kullanilan malzemeler Cizelge 2.6° de verilmistir.

Cizelge 2.6. Kriyoprezervasyon agamasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Ad1 Firma Ad1 Katalog Numarasi
DMSO (Dimetil siilfoksit) Merck K33960252
Gliserol Merck 1.04093.2500
Sukroz Merk 1.07651.1000
Etilen Glikol Merck K34762849
Sodyum Aljinat Carlo Erba 366551

CaCl; (Kalsiyum Klorit) Sigma C-2536

Sivi Azot

Messer -




2.1.3. Cihazlar
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Tez galigmasi siiresince, mikrogogaltim, iklimlendirme, molekiiler analizler

ve kriyoprezervasyon asamalarinda kullanilan tiim cihazlar Cizelge 2.7° de

verilmistir.

Cizelge 2.7. Tez galismasi sirasinda kullanilan cihazlar.

Cihaz Adx Model Firma Adi Ulke
Laminar Akimli Kabin Hera Guard Heraus Almanya
Laminar Akimli Kabin Clean Air® PMW Telster Hollanda
Company
Sterilizator Steri 350 Keller Isvigre
Isiticil Manyetik SLK6 Schott Gerate GMBH  Almanya
Karistirici
Isiicil Manyetik MR3001 Heidolph Almanya
Karistirici
pH Metre Multical® _I\/_V\/l\jsenschef Flinch Almanya
H ®
Elektrikli Pipetor Pipetus - Hirschmann Almanya
standart
Etiiv E28 Binder Almanya
Buzdolabi TNG6FNF Indesit Tiirkiye
Derin Dondurucu GSF2200 Indesit Tiirkiye
Mikrodalga Firin MW?71E Samsung Malezya
Santrifiij D-78532 Hettich Zentrifugen Almanya
Santrifiij Allegra™ 25R  Beckman Coulter Amerika
Santrifii Mikrofuge® 22R  Beckman Coulter Amerika
Jel Elektroforezi MS09092879 Cleaver Scientific Ltd.  Ingiltere
Termal Dongii Cihazi PTC-200 MJ Research Amerika
Jel Goriintiileme Sistemi  CN 3000 Wilber Lourmat Fransa
Jel Goriintiileme Ciktist ~ UP-D897 Sony Japonya
Sicak Su Banyosu MP Julaba Almanya
Terazi BL3100 Sartorius Tiirkiye
Hassas Terazi BL2105 Sartorius Tirkiye
Spektrofotometre DU® 530 Beckman Coulter Amerika
Liyafilizator RC101-RCT90  Jouan Almanya
Fotograf Makinesi PC1048 Canon Japonya
Sivi Azot Tanki Arpege 40 Airliquide Fransa

Cizelgelerde listelenen kimyasal madde ve cihazlara ek olarak, bitki

materyalinin mikrogogaltimi ve periyodik alt kiiltiirlemeler sirasinda gesitli boylarda

penset ve bistiiriler, kesme tabagi (19 x 12 cm), besiyerlerinin hazirlamasi sirasinda

cesitli boylarda siseler, beherler ve meziirler, bebek mamasi1 kaplart (yiikseklik 10

cm; ¢ap 6 cm), Petri kaplar1 (10 cm ya da 15 cm ¢apinda), vitroventler (8 x 9 x 10,5

cm), kriyoprezervasyon calismalart boyunca, kriyovial tiipler (2 ml), kriyovial
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kutular1 (25 tiipliik), s1v1 azota transfer tablalari, kriyokoruyucu maske ve eldivenler,
molekiiler analizlerde kullanilmak iizere Beckman santrifiij tiipleri, falkonlar ve
eppendorf tiipler, otomatik pipetler (1ml; 200ul; 20ul ve 2ul, Pipetman-Gilson),
ayrica cam ve plastik pipetler (5-10-20 ml), kiiltiir tiipleri (15 x 2 cm, 15 x 1,5 cm),
porttlip, spatiil ve kasiklar, otoklava girmeyen bazi sivilarin sterilizasyonunda
kullanilan 0.2 pm filtreler, siizme ve kurutmalarda kullanilan filtre kagitlar,
parafilm, plastik stre¢ ve aliminyum folyo, ¢esitli boylarda erlenmayer ve balon
jojeler, havanlar, verilerin alinmasinda kullanilmak iizere cesitli 6l¢iilerde cetveller,

cam kalemleri, farkli hacimlerde kavanoz ve cam siseler ve plastik eldivenler

kullanildi.
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2.2. YONTEMLER

2.2.1. Mikrog¢ogaltim Yontemleri

2.2.1.1. T. longicaulis ve T. cariensis Bitkilerine Ait Eksplantlarin

Dekontaminasyonu

Thymus cinsine ait g¢esitli kekik tiirlerinin (Thymus vulgaris L., T. longicaulis
C. Presl var longicaulis ve T. cariensis Hub.-Mor. & Jalas), mikrogogaltim yontemi
ile klonal olarak ¢ogaltilmasinin amaglandigi denemelerde, olgun bitki materyali
olarak kullanilan drnekler Muallimkdy (Kocaeli) ve Pendik (Istanbul) bélgelerinden
elde edildi (Sekil 2.1A). Toplanan 6rneklerin in vitro sartlara aktarilmasi amaciyla,
oncelikle uygun dekontaminasyon yontemi gelistirilmeye calisildi. Denemelerde iki
farkli gesit eksplant (gévde ucu ve nod) kullanild1 ve eksplantler asagidaki sekilde

dekontamine edildi:

e Olgun bitki materyalinden elde edilen bitki pargalari (yaklasgtk 10 cm
uzunlugundaki govde pargalar1) 1 saat boyunca akan musluk suyunda
yikandi.

e Yikanan bitki parcalar1 %70’ lik etanol (EtOH) ¢ozeltisine batirilip, yaklasik
10-15 saniye muamele edildi.

e EtOH 1iyice kuruyup uzaklasana kadar ornekler steril filtre kagidi iizerinde,
laminer akimli kabin i¢inde bekletildi (30-40 dakika) (Sekil 2.1B).

e FEtOH’ den arindirilan 6rnekler %1; 1.5; 2; 2.5; 3; 3.5 veya 4’ liik ticari
camasir suyu (domestos) cozeltisi ile 30 veya 60 dakika boyunca muamele
edildi.

Camasir suyunun iyice arindirilmasi i¢in en az 3 kez steril dH,O ile yikanan
ornekler, yaklasik 1-2 cm uzunlugunda eksplantler halinde kesilerek, 1 mg/ml benzil
adenin (BA) ve 0.01 mg/ml indol butirik asit (IBA) igeren MS (Murashige ve Skoog,
1962) besiyerine aktarildiktan sonra, olas1 kontaminasyon ve rejenerasyon oranlari

gozlendi.
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Sekil 2.1. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu ve nodal eksplantler.
(A) Muallimkdy arazisinde yetisen ve denemelerde olgun bitki materyali olarak
kullanilan T. longicaulis bitkisi, (B) alkolden arindirilmast amaciyla laminar akimli
kabinde bekletilen, govde ucu ve nodlari igeren kekik govde parcalar1 (Bar 0.5cm).

2.2.1.2. T. vulgaris L. Tohumlarimmin (Gen¢ Materyal) Dekontaminasyonu

Kekik bitkisinin in vitro doku kiltiirii yontemi ile hizli bir sekilde
cogalmasini saglayacak en elverisli mikrogogaltim yonteminin optimize edilmesinde
kullanilan bitki pargalar1 (gévde ucu ve nod eksplantlari) Florsilva (Bologna,
Italya)’dan temin edilen T. vulgaris tohumlarinin ¢imlendirilmesi sonucunda elde
edilen bitkiciklerden saglanmistir. Bunun igin Oncelikle tohumlarin dekontamine
edilmesi gerekmektedir. Tohum dekontaminasyonu i¢in kullanilan yontem Ozudogru
ve ark. (2005) tarafindan yerfistig1 tohumlariin dekontaminasyonu igin gelistirilmis

olan yontemdir ve asagidaki gibi uygulanmaktadir:

e Tohumlar 6ncelikle %70’ lik EtOH ¢ozeltisinde 5 dakika boyunca calkaland1
ve boylece ylizey sterilizasyonu saglandi (Sekil 2.2A).

e En az iki kez steril dH,O ile yikanarak alkolden arindirilan tohumlar %10’
luk hidrojen peroksit (H,0,) ¢ozeltisi ile 5 dakika boyunca galkaland: (Sekil
2.2B).

e Tohumlar, H,O,” den arindirilabilmeleri i¢in en az iki kez steril dH,O ile
yikandi.

o %20’ lik ¢amasir suyu (domestos) c¢ozeltisi icinde 15 dakika boyunca
calkalanan tohumlar, her biri en az bes dakika olmak tizere, en az ii¢ kez steril

dH,0 ile yikand1 ve ¢imlenmeleri i¢in besiyerine aktarildi (Sekil 2.2C).
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Sekil 2.2. T. vulgaris tohumlarinin dekontaminasyonu. Tohumlarimn, %70’ lik EtOH
(A), %10’ Tuk Hy0;, (B) ve %20’ lik ¢amasir suyu (C) ¢ozeltileri ile muamele
edilmesi (Barlar 0.5cm).

2.2.1.3. T. vulgaris L. Tohumlarimin Cimlendirilmesi

Bir onceki bolimde (Bolim 1.2) anlatildign sekilde dekontamine edilen T.
vulgaris L. tohumlarinin ¢imlendirilmesi igin, tigli in vivo olmak tiizere, dort farkli
yontem denendi. In vivo ¢imlenme, tohumlarin (i) steril dH,O ile 1slatilmis ¢ift kat
pamuk arasinda ¢imlendirilmesi, (ii) bitki biiyiime diizenleyicilerini icermeyen sivi
MS besiyeri (MS.0) ile 1slatilmis olan ¢ift kat pamuk arasinda ¢imlendirilmesi, ve
(iii) steril edilmis toprak igeren saksilarda, kontrollii iklim sartlarinda ¢imlendirilmesi
yoluyla saglandi. Cimlenmenin pamuk arasinda yapildig1 denemeler steril vitrovent
kaplar i¢inde ve pamuklarn 20 ml steril dH2O veya MS.0 besiyeri ile 1slatilmasiyla
gerceklestirildi ve tohum c¢imlenmesi 45 giin boyunca izlendi. Topraktaki
¢imlenmenin gdzlenmesi ise 100 giin boyunca siirdiiriildii. /n vitro ¢imlenme
amaciyla tohumlar 90 mm ¢apli Petri kaplart i¢indeki yari-katt MS.0 besiyerine
aktarildi ve 45 giin boyunca ¢imlenmeleri gozlendi. Tohumlarin ¢imlenme oranlari,
her bir tohumda elde edilen ortalama govde sayisi ve gévde boyu in vitro kosullar
icin 30. ve 45. kiiltiir glinlerinde, topraktaki ¢imlenme icin ise ayrica 100. giinde

kaydedildi.

2.2.1.4. En Uygun Mikrog¢ogaltim Besiyerinin Belirlenmesi
Kekik bitkisinin in vitro kosullarda klonal ¢ogaltilmasi ig¢in en elverigli

mikrocogaltim yonteminin  gelistirilmesi amaciyla, c¢esitli bitki biiyiime



53

diizenleyicileri (sitokininler, oksinler, gibberelik asit ve glimiis nitrat) cesitli
derisimlerde ve kombinasyonlarda denendi. Bunun i¢in dncelikle sitokininlerin kekik
bitkisinin mikrogogaltimindaki etkilerini arastirildi. Bu amagla gerceklestirilen
caligmalarda; BA, kinetin (KIN) ve thidiazuron (TDZ) 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 ve 3 mg/l
derigimlerde yari-kat1 MS besiyerine eklenmis, her bir besiyeri kompozisyonuna en
az 60 adet govde ucu ve nod eksplanti aktarilarak 30 giinliik alt kiiltiir siiresince bitki
gelisimleri gozlendi. En elverisli sitokinin bitki bliylime diizenleyicisi belirlendikten
sonra, bu bitki biiyiime diizenleyicisi, degisik derisimlerde oksin bitki biliylime
diizenleyicileri [Indol asetik asit (IAA), Indol biitirik asit (IBA), Naftalen asetik asit
(NAA) ve 2,4 dikolorofenoksi asetik asit (2,4-D)] ile farkli derisimlerde, herbir
kompozisyon i¢in en az 60 gévde ucu eksplanti olacak sekilde denendi ve 30 giinliik
gelismeleri kayit edildi. Son olarak en uygun derisimlerdeki bitki biiyiime
diizenleyicisi kompozisyonu, farkli derisimlerde Gibberellik asit (GA3) ve Giimiis
nitrat (AgNO3) ile denendi. Sonuglarin degerlendirilmesinin ardindan en uygun

mikrogogaltim besiyerine karar verildi.

2.2.1.5. Koklendirme Besiyerinin Belirlenmesi

En elverigli mikrogogaltim besiyerinde ¢ogaltilan kekik govdelerinin topraga
aktarilmalar1 Oncesinde, en uygun koklendirme besiyerinin belirlenmesi amaciyla
bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen yari-kati MS besiyerinde ve farkli
derisimlerde farkli oksin bitki biiyiime diizenleyicileri iceren MS besiyerlerinde, her
bir deneme i¢in 60 govde 30 giin siireyle koklendirildi ve elde edilen sonuglar

degerlendirilerek en uygun koklenme besiyeri belirlendi.

2.2.1.6. iklimlendirme ve Topraga Adaptasyon

En elverisli koklendirme besiyerinde 30 giin siireyle koklenmeye alinan kekik
govdelerinin, in vitro ortamdan topraga aktarilma siirecinde uyum sorununu ortadan
kaldirmak amactyla bazi uygulamalar yapildi. Bunlardan ilki, aseptik kosullardaki in
vitro ortamdan gelen bitkilerin, toprakta bulunan olasi bakteri ve funguslarin
olumsuz etkilerinden uzaklastirilmas1 amaciyla, iklimlendirmede kullanilacak olan
topragin otoklav ile steril edilmesidir. Topraga aktarim sonrasinda in vitro ortamdan
gelen bitkilerin hizli bir sekilde su stresiyle karsilagmamasi icin, topraga aktarilan
bitkilerin iistii 151k geciren bir kap ile kapatildi ve gaz girig-¢ikisini saglayacak bir

delik agilarak dogrudan giines 15181 almayan aydinlik bir ortama alindi. Daha sonra 2-
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3 giinliikk periyotlarda st kisma birer delik daha agilarak yavag yavas ortama
adaptasyonlar1 saglandi. 10-15 giin sonra iist kisim tamamen acildi ve 30-45 giin

sonra topraga uyum fotograflandi.

2.2.1.7. Olcme Yontemleri ve Verilerin Degerlendirilmesi

Dekontaminasyon yonteminin bagarisi, denenen her bir yontem sonucunda
elde edilen rejenerasyon basarisi, elde edilen temiz materyalin canli kalabilme ve
rejenere olabilme yeteneginde olan bitki parcasinin % cinsinden hesaplanmasi ile
belirlendi. Mikrocogaltim ve kriyoprezervasyon yontemlerinin optimizasyonu
sirasinda elde edilen bitki gelismeleri, in vitro sartlara aktarilan her bir bitki
pargasinin 4 haftalik ilk alt kiiltlir periyodu sonucunda elde edilen gévde gelisim
orant (%), govde sayis1 ve elde edilen govdelerin boyu kaydedilerek belirlendi.
Benzer sekilde, gesitli derisimlerde oksin igeren besiyerlerine aktarilan gdvdelerin
koklenme oranlar1 da % cinsinden belirlendi, ayrica her bir gévde basina elde edilen
kok sayist ve kok uzunlugu da kaydedildi. Govde olusturma ve kdk olusturma

kapasiteleri asagidaki formiillere gore hesaplandi;

G.0.K. (Govde olusturma kapasitesi) = (% Rejenerasyon x Ort. gévde sayis1) / 100
K.O.K. (Kok olusturma kapasitesi) = (% Koklenme x Ortalama kok sayisi) / 100
(Lambardi, 1993).

2.2.2. Molekiiler Analizler

2.2.2.1. CTAB Yontemi ile Kekik (Thymus vulgaris L.) Bitkisinden

Genomik DNA izolasyonu

Mikrogogaltim i¢in en elverigli sartlarin belirlenmesini takiben, yontemin
kekik bitkisinin genetik kararliligi tizerindeki etkisini tespit etmek amaciyla 4
haftalik periyotlarla yapilan ardigik 10 alt kiiltiir sirasinda, her iki alt kiiltiirde bir 3-4
gram bitki Ornegi ayrilarak, molekiiler analizlerde kullanilmak iizere -80°C derin
dondurucuda saklandi. Molekiiler analizlerde kullanilan bitki materyali, tek bir
tohumun ¢imlendirilmesi ve izole edilen govde uglariin mikrogogaltimi yoluyla elde

edilen klon bitkilerden olugsmaktadir.

Gebze Yiiksek Teknoloji  Enstitiisii, Enzim Molekiiler Biyolojisi

Laboratuvari’nda, zeytin (Olea europaea) ¢esitleri arasindaki akrabalik derecelerinin



55

belirlenmesine yonelik projeler kapsaminda yapilan deneylerin bir boliimiinde
kullanilan genomik DNA’ lar CTAB yontemi kullanilarak elde edildi (Doyle ve
Doyle, 1987). Thymus cinsine ait tiirlerden genomik DNA elde etmek amaciyla da
oncelikle, daha dnce optimize edilmis olan bu ydntemin etkinligi denendi. izolasyon
protokolii aynen uygulanmakla birlikte, zeytin bitkisinden genomik DNA elde etmek
icin baslangic materyali olarak 5 gr yaprak kullanilirken, Thymus bitkisi i¢in 1 gr
yaprak kullanildi. CTAB yontemiyle genomik DNA izolasyonu sirasinda kullanilan

cozeltiler Cizelge 2.8 da verilmistir.

Cizelge 2.8. CTAB yontemiyle genomik DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Bilesenleri ve orani

100 mM Tris-HCI, pH 8.0; 1.4 M NaCl; 20 mM EDTA,; % 2

CTAB 1 CTAB

CTAB 2 % 10 CTAB; 0.7 M NaCl

PEG % 13 PEG 8000; 1.6 M NaCl; 0.2 um filtre ile steril edildi
TE 10mM Tris-HCI, pH 7.5; 1 mM EDTA, pH 8.0
Kloroform/Oktanol 24:1

Fenol/Kloroform/Izoamilalkol ~ 25:24:1
Kloroform/izoamilalkol 24:1

Etanol Cozeltisi 10M Amonyum Asetat iceren % 75 Etil Alkol

Buna gore, kekik bitkisinde genomik DNA izolasyonu asagida anlatildig:
sekilde gerceklestirildi;

+—80°C’ ta saklanan 6rneklerden 1 gr (yaprak veya taze siirgiinler) alinarak steril bir

havanda s1v1 azot altinda toz haline getirildi.

* Toz haline getirilen Ornekler Beckman santrifiij tiiplerine (TA-14-50) alinip,
tizerlerine 5 ml CTAB 1 ¢ozeltisi eklendikten sonra el ile alt-iist edilerek 3-5 dakika
karigtirildi. Daha sonra Orneklerin iizerine son derisimi %0.2 olacak sekilde [-
merkaptoetanol (8 ul 14.3 M B-merkaptoetanol) eklenip, yine el ile 3-5 dakika alt ist
edilerek karigtirildiktan sonra 100 mg ¢oziinmeyen PVP eklendi. El ile alt dist
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edilerek karistirillan Ornekler, 65°C’ a ayarlanmis su banyosunda, 5-15 dakika
araliklarla alt-iist edilerek, 1 saat boyunca inkiibe edildi.

» Inkiibasyonun ardindan tiipler buza alinarak sogutuldu ve 2 ml kloroform/oktanol
(24:1) eklenip, 10 dakika siire ile alt-iist edilerek iyice karistirildiktan sonra, oda
sicakliginda 7000 g’ de 30 dakika santrifiij edildi.

» Ust faz temiz bir santrifijj tiipiine alinip, iizerine 500 pl CTAB 2 ¢dzeltisi eklendi.
Alt-iist edilerek iyice karistirildiktan sonra +4°C’ ta 8500 g’ de 20 dakika santrifiij
edildi.

» Ust faz temiz bir santrifiij tiipiine alindiktan sonra 0.6 hacim soguk izopropanol
eklenerek iyice karistirildi ve —20°C” ta 10 dakika bekletildikten sonra +4°C’ ta 8500
g’ de 30 dakika santrifiij edildi.

+ Ust sivi vakum ile gekilip uzaklastirildiktan sonra pelet 500 ul soguk etanol
cozeltisi (10 mM amonyum asetat iceren %75 etanol) ile hafifce yikanip, oda
sicakliginda 8500 g’ de 5 dakika santrifiij edildi. Ust sivi vakumla uzaklastirildiktan
sonra pelet iyice kuruyana dek inkiibatorde 37°C’ ta birakildu.

* DNA peleti lizerine 100 pl TE ¢ozeltisi (peletin biiyiikliigiine bagli olarak 250 pl)
eklenerek +4°C’ ta gece boyu c¢oziinmeye birakildi. Ertesi giin 55°C sicak su
banyosunda 30 dakika inkiibe edildikten sonra ¢oziinen ornekler ependorf tiiplere

alindi.

+ Orneklere son derisimi 0.1 mg/ml olacak sekilde 10 mg/ml RNaz A ¢ozeltisi
eklendikten sonra 37°C’ ta 45 dakika inkiibe edildi.

+ Inkiibasyonun ardindan 6rneklere 1 mg/ml proteinaz K ¢ozeltisinden son derisimi

0.01 mg/ml olacak sekilde eklendi ve 37°C’ ta 30 dakika inkiibe edildi.

+ Inkiibasyonun ardindan 6rneklere esit hacimde fenol/kloroform/izoamilalkol
(25:24:1) ¢ozeltisi eklendi ve alt-iist edilerek 5 dakika karistirildi. Daha sonra +4°C’
ta 13.000 g’ de 15 dakika santrifiij edildi. Ust faz temiz bir ependorf tiipiine almarak
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lizerine esit hacimde kloroform/izoamilalkol (24:1) eklendi ve alt-list edilerek
karigtirildiktan sonra +4°C’ ta 13.000 g’ de 15 dakika santrifiij edildi.

» Ust faz temiz bir ependorf tiipiine aktarildiktan sonra iizerine esit hacimde PEG
coOzeltisi eklendi ve buzda 5 dakika bekletilip +4°C’ ta 12.000 g’ de 20 dakika
santrifiij edildi.

» Ust faz vakumla ¢ekildikten sonra DNA ¢okelegi %75’ lik etil alkol ile yikand1 ve
+4°C’ ta 12.000 g’ de 5 dakika santrifiij edildi.

+ Ust s1v1 vakumla cekilerek uzaklastirildiktan sonra DNA ¢okelegi vakum altinda

kurutuldu.

* Elde edilen DNA ¢okelegi, ¢oktiirme Oncesi hacmine esit hacimde dH,O
eklendikten sonra +4°C’ ta gece boyu ¢oziinmeye birakildi (bu asamada ¢dziinmeyi

kolaylastirmak i¢in 6rnekler 55°C” ta 30-60 dakika inkiibe edilebilir).

2.2.2.2. Agaroz Jel Elektroforeziyle DNA Gériintiilenmesi

Elde edilen genomik DNA’ lar %1’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek incelendi.
Bunun i¢in jele her bir 6rnekten 1 ve 3 ul yiiklendi. Ayrica, 10 ul DNA 6rnegi 65 pl
dH,0 ile sulandirildiktan sonra mikrokiivete alinarak spekrofotometrede 220-325 nm
araligindaki absorbanslar1 6l¢iildii ve DNA derisimleri hesaplandi (DNA pg/ul =
OD260x 50 x 7.5).

2.2.2.3. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD-PCR) Yéntemi

PCR reaksiyonlari rastgele dizayn edilmis 20 primer kullanilarak
gerceklestirildi. Reaksiyon 25 pl toplam hacimde ve 0.5 ml ince cidar PCR
tiiplerinde gergeklestirildi. Kullanilan PCR reaksiyon karisimi su sekildedir; 10x
PCR tamponu (ROCHE) (1.5 mM MgCl,), 2.5 ul; ANTP (2.5 mM) 1 pl; Primer (50
ng/ul), 1 pl; Kalip DNA (20 ng/ul), 2 pl; Taqg DNA Pol (1 U/ul) (ROCHE; 5U), 1 ul;
dH,0, 17.5 pl.

PCR Déngiileri; 95°C” ta 5 dakikalik 6n denatiirasyonu takiben 95°C’ ta 30
saniye (denatiirasyon); 35°C’ ta 1 dakika (primer baglanmasi) ve 72°C’ ta 1 dakika
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40 saniyelik (uzama) 35 dongii seklinde gerceklestirildi ve reaksiyonlar 72°C’ ta 8

dakika daha bekletilerek tiim amplifikasyonlarin tamamlanmasi saglandi.

2.2.2.4. RAPD-PCR Uriinlerinin Jel Elektroforeziyle Goriintiilenmesi

Her bir PCR iirliniinden 18 pl alinip 3 pl 6x boya ile karigtirilarak jele
yiiklendi. PCR f{irtinleri %1’ lik agaroz jel (0,3 g agaroz, MERCK; 30 ml 1x TAE
tampon; 3 pul etidyum bromid (10 mM)) iizerinde yiirtitiildiikten sonra goriintiilendi.
Belirteg olarak 100 bp DNA belirte¢ (Fermentas, kullanima hazir, 0.01 mg/ml DNA)
kullanild1. Jele yiiklenen 6rnekler 80 voltta yiiriitiildiikten sonra Wilber Lourmat CN

3000 model jel goriintiileme sisteminde gorsellestirilip degerlendirildi.

2.2.3. Kekik (Thymus vulgaris L.) Bitkisinin Orta Dereceli Saklanmasi

Kekik bitkisinin yavas biiylitme yontemi ile orta dereceli saklanmasinda,
mikrogogaltim asamasinda belirlenen en uygun rejenerasyon besiyeri kullanildi.
Yaklasik 3-6 cm uzunlugunda kesilen T. vulgaris bitkisine ait govdeler, iginde yari-
kat1 rejenerasyon besiyeri bulunan bebek mamasi kaplarina, her bir kapta 25-30
govde olacak sekilde aktarildi (denemelerde her ay i¢in 3 kap olacak sekilde toplam
39 bebek mamasi kabi kullanildi). Aktarimi takip eden ilk 14 giin boyunca standart
biiyiime sartlarinda (23°C sicaklik, 16/8 saat fotoperiyot) tutulan kiiltiirler daha sonra
bir karton kutuya 151k almayacak sekilde yerlestirilip +4°C’ ta soguk odaya alindi.
Her ay soguk odada saklanan kaplardan 3 tanesi geri alinarak, saklama periyodu
sonundaki canlilik oranlar1 degerlendirildi, ayrica 60 govde ucu alinarak tekrar
rejenerasyon besiyerine aktarildi ve standart sartlardaki 4 haftalik kiiltiir periyodu
sonucunda sahip olduklar1 rejenerasyon oranlari, her bir eksplantten elde edilen

gbovde sayist ve govde boylar degerlendirildi.

2.2.4. Kekik (Thymus vulgaris L.) Bitkisinin Kriyoprezervasyon Yoluyla

Uzun Siireli Saklanmasi

2.2.4.1. +4 °C Sicaklikta On Kosullandirma

Kriyoprezervasyon oncesi, kekik bitkisi i¢in en uygun soguga alistirma
periyodunu belirlemek amaciyla T. vulgaris in vitro govde kiiltiirleri, 1-2-3-4 hafta
stireyle +4°C sicakliktaki karanlik ortama alindi. Birer haftalik periyotlarda
bitkilerden almman gévde ucu eksplantlar1 mikrogogaltim asamasinda belirlenen en

uygun besiyerinde 4 hafta kiiltiirlendi. 4 haftalik siire sonunda govde uglarindan
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gelisen bitkilerin rejenerasyonlari, gévde boylart ve olusan govde sayist kayit
edilerek, bu veriler 15181nda hesaplanan gdvde olusturma kapasitesine gére en uygun

soguga alistirma siiresi belirlendi.

2.2.4.2. Sukroz On Kosullandirma

Kekik bitkisinin kriyoprezervasyon Oncesi 0n kosullandirma ikinci
asamasinda sukroz On Kkiiltiir calismasi yapildi. Bu ¢alismada, ¢esitli sukroz
derisimlerinde farkli kiiltiir siirelerinin bitkinin rejenerasyonu iizerindeki etkileri
degerlendirildi. Buna gore, bitkiden alinan gdvde ucu eksplantlar1 0.12 - 0.25 - 0.50
— 0.75 M ve 1 M sukroz igeren yari-kati MS besiyerlerinde 24; 48 ve 72 saat
kiiltiirlendi, daha sonra yine mikrogogaltim asamasinda belirlenen en uygun
rejenerasyon besiyerine aktarildi. 4 haftalik kiiltiir sonucu bitkinin rejenerasyon
orani, govde boyu ve govde sayisi kayit edildi. Bu veriler 1g18inda gévde olusturma
kapasitesi hesaplandi ve kriyoprezervasyon dncesi optimum sukroz on kiiltiir besiyeri

belirlendi.

Calismada ayrica sukroz derisiminin kadameli olarak artirilmasi yoluyla
(eksplantler 24 saatlik periyotlarda sirasiyla 0.12 —0.25-0.50 M veya 0.12 —0.25-
0.50-0.75- 1 M sukroz derisimlerine aktarilmistir) eksplantlarin 6n kosullandirilmasi

da denenmistir.

2.2.4.3. PVS2 Vitrifikasyon Teknigi ile Kriyoprezervasyon

Kekik bitkisine ait gévde ucu eksplantlari, soguga alistirma ve sukroz on
kiiltiir asamalarindan sonra dogrudan kriyoviallere alindi. Kriyoviallere alinan
orneklerin tizerine 1 ml LS soliisyonu (kriyokoruyucu ¢ozelti: 2 M gliserol, 0.4 M
sukroz) eklenip 30 dakika siireyle oda sicakliginda muamele edildi. LS uygulamasini
takiben, soliisyon uzaklastirildi ve 6rneklerin iizerine 1 ml PVS2 soliisyonu (Sakai ve
ark., 1990; % 30 gliserol, %15 etilenglikol, % 15 dimetilsiilfoksit (DMSO), 0.4 M
sukroz igceren sivi MS besiyeri) eklendi ve drnekler 15-30-45-60-75-90-105 ve 120
dakikalik periyotlarla (her bir periyotta 30 govde ucu eksplanti kullanilmis ve her bir
deneme en az 2 kez tekrarlanmistir) 0°C’ ta muamele edildi. Her bir inkiibasyon
periyodundan sonra Ornekler kriyovialler igerisinde dogrudan sivi azota (SA +)
transfer edildi. En az 1 saat s1v1 azotta tutulan 6rnekler 40°C sicak su banyosunda 1-2

dakika bekletilerek ¢oziilip 1.2 M sukroz igeren sivi MS besiyeriyle yikandiktan
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sonra rejenerasyon besiyerine transfer edildi. Orneklerin diger kismi ise (kontrol
grubu) PVS2 uygulamasini takiben sivi azota daldirilmadan, 30 dakika 1.2 M sukroz
iceren sivi MS besiyeri ile yikanip uygun besiyerine transfer edildi. 4 haftalik
rejenerasyon periyodunu takiben canlilik ve rejenerasyon oranlari, her bir eksplanttan

elde edilen govde sayis1t ve gdvde boyu sonuclar1 kaydedilip degerlendirildi (Sekil
2.3).

—_—

ormeklerin iizerine 1 ml CP
soliisyonu eklenip 30 dakika
ma™ siireyle oda sicakliginda muamele edilir.

govde ucu

::ﬁ T‘a::la.;" CP soliisyonu uzaklastinhp
ve!lsui:“oz on kiiltiir 3 orneklerin iizerine 1 ml PVS2

asamalanindan sonra ¢ soliisyonu eklenip belirlenen

= o
kriyoviallere alinir. siirelerde ve 0 °C’ ta
muamele edilir.

=g

PVS-2'den
anndinlan ormekl
rejenerasyon besiyerine
transfer edilir.

her bir inkiibasyon periyodunun

ardindan érekler sivi azota daldinl s
=

buzu géziilen 6rmekler
1.2 M sukroz igeren sr
besiyeriyle yikanir

. En az 1 saat sivi azotta tutulan
» omekler 40 °C su banyosunda
¢ozmeye alinir.

< ——

Sekil 2.3. PVS-2 vitrifikasyon teknigiyle kriyoprezervasyon yonteminin agsamalari.

2.2.4.4. Enkapsiilasyon-Vitrifikasyon Teknigi ile Kriyoprezervasyon

2.2.4.4.1. Sentetik Tohum Eldesi

Sentetik tohumlar hazirlanirken 1987 yilinda Redenbaugh ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen yontem kullanildi. Oncelikle CaCl, igeren yari-kati MS
besiyerinde kiiltiirlenen gévde ucu eksplantlari, kalsiyumdan arindirilmak igin 5-7
dakika boyunca CaCl, igermeyen 0,4 M sukrozlu sivi MS besiyeri ile yikandi.
Ardindan, gévde uclar1 0,4 M sukroz igeren sivi MS besiyeri ile hazirlanan Na-
aljinat soliisyonu ile 20— 30 dakika muamele edildi. Bu siirenin sonunda Na-aljinat
soliisyonu otomatik pipet yardimiyla alinarak her damlada 1 gdvde ucu eksplanti
olacak sekilde damla damla 100 mM CaCl; iceren sivi MS besiyerine aktarildi
(damlatma esnasindan CaCl; igeren beher dairesel hareketlerle karistirildi) ve 20-30

dakika stireyle kapsiillerin polimerlesmesi i¢in bekletildi. Sentetik tohum kapsiilleri
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daha sonra steril slizge¢ yardimiyla toplandi ve steril distile su ile 1-2 kez yikandi.
Elde edilen sentetik tohum kapsiilleri enkapsiilasyon-vitrifikasyon teknigi ile
kriyoprezervasyon yonteminde kullanildi (Sekil 2.4).

s Sentetik tohum igin ugun biiyiikliikte

' cikartilan govde ucu eksplantlari 5-7

yeSa— dakika boyunca CaCl2 icermeyen 0.4 kalsiyumdan

X & M sukrozlu sivi MS besiyeri ile anndinlan
yikanarak kalsiyamdan eksplantlar

anndinlirlar.

r‘.

yaklagik 20-30 dakika kapsiiller setles y y
kadar beklenir. Sertlesen semenk tohum alinarak her
kapsiilleri steril siizgec yard damlad

ve steril distile su ile 1-2 kez ylkanlr 1 gdvde ucu
eksplanti
olacak gekilde
damla

damla MS +
100 mM CaCi2
iceren besiyerine
aktanhr.

Na- aljinat
soliisyonu ile
20- 30 dakika
muamele edilir.

Na-aljinat

soliisyonu

otomatik pipet
1 1

Sekil 2.4. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govde ucu eksplantlarini i¢eren

sentetik tohumlarin eldesi.

2.2.4.5. Enkapsiilasyon-Vitrifikasyon Tekniginin Uygulanmasi

Teknigin temel prensibi PVS2 ile vitrifikasyon Oncesi bitkiden alinan govde
ucu eksplantlarinin sodyum aljinat kapsiilleri igerisinde tutulmasi esasina dayanir.
Buna gore soguga alistirilma ve sukroz 6n kiiltiir asamalarinin ardindan, yukarida
anlatildigi sekilde sodyum aljinat ile enkapsiile edilen eksplantlar kriyoviallere
aktarilarak once 30 dakika LS soliisyonu, daha sonra 0-15-30-45-60-75-90-105 ve
120 dakikalik periyotlarda PVS2 ¢ozeltisi ile muamele edildi. Kontrol grubu PVS2
uygulamasi sonrasinda 1.2 M sukroz igeren sivi MS besiyeri ile yikanip rejenerasyon
besiyerine aktarildi ve 4 hafta siireyle canlilik ve rejenerasyonlart gozlendi. Sivi azot
grubu i¢in ayrilmis gévde ucu eksplanti igeren sentetik tohum 6rnekleri 0-15-30-45-
60-75-90-105 ve 120 dakikalik periyotlardaki PVS2 uygulamasinin ardindan sivi

azota daldirildi. Tim denemeler gévde ucu eksplanti igeren 30 sentetik tohumla 2 set



62

halinde denendi. S1v1 azot sonrasi (en az 1 saat sivi azotta bekletilen) 6rnekler 40°C
sicak su banyosunda 1-2 dakika hizla ¢oziiliip 1.2 M sukroz igeren sivi MS besiyeri
ile yikandiktan sonra uygun rejenerasyon besiyerine aktarilip, 4 hafta siireyle canlilik

ve rejenerasyonlart gézlendi.

2.2.4.6. Damlacik Dondurma Teknigi ile Kriyoprezervasyon

Onceden hazirlanmis steril aliiminyum folyolar (yaklasik 4-5x12-15 mm
boyutlarinda) Petri kaplarina alindi ve sicakliklarinin ~0°C olmasi i¢in, buz
akiilerinin {izerine yerlestirildi. Her bir folyo {lizerinde yaklasik 4 — 5 pl miktarinda 3
damla PVS-2 damlatildi. Soguga alistirma ve sukroz oOnkiiltiir siireglerinden gegen
govde ucu eksplantlar her damlada 1 gdvde ucu eksplanti olacak sekilde PVS-2
damlaciklarinin igine yerlestirildi ve 0°C’ ta 15; 30; 45; 60; 75; 90; 105 ve 120
dakika boyunca muamele edildi. Daha sonra siv1 azota aktarilacak olan drnekler, her
bir kriyovialde 1 aliminyum folyo olacak sekilde, sivi azotla dnceden sogutulmus 2

ml’lik kriyoviallere alind1 ve dogrudan sivi azota daldirildi (Sekil 2.5).

Soguga aligtirma ve sukroz
“onkiiltiir asamalanndan sonra
ovde ucu eksplantleri her damlada
1 govde ucu olarak sekilde PVS.2
amlaciklanmin igine yerlestirilir.

Een az bir saat sivi azotta tutulan dimekler, sivi azottan
cikanhr ¢ikanlmaz oda sicakhginda 1.2 M sukroz igeren
sivi MS besiyerinde ¢oziiliip rejenerasyon besiyerine

aktanhr. '

» 0°C’ ta belirlenen

| siirelerde PVS-2
ile muamele
edilen givde ucu
eksplantlar, iginde
sivi azot bulunan 2
ml'lik kriyoviallere

aktanld
J omekler kriyovial
kutularina alimip dogrudan

sivi azota daldinhr

Sekil 2.5. Damlacik Dondurma teknigi ile kriyoprezervasyon tekniginin agamalari.
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En az 1 saat siireyle s1v1 azotta bekletilen 6rnekler, saklama siiresi sonunda
stv1 azottan alinarak oda sicakliginda 1,2 M sukroz igeren sivi MS besiyerinde 30
dakika yikanip, uygun rejenerasyon besiyerine alinarak standart bliyiime kosullarinda
gelismeleri degerlendirildi. Kontrol grubu ise, 0°C’ de 15; 30; 45; 60 ; 75; 90; 125 ve
180 dakika PVS ile inkiibasyon sonrasinda 1,2 M sukroz i¢eren sivi MS besiyerinde
yikanarak rejenerasyon besiyerine aktarildi. Her bir denemede her set i¢in 30 govde

ucu eksplanti kullanildi ve her bir deneme en az iki kez tekrarlandi (Sekil 2.5).
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3. BULGULAR
3.1. KEKIK (Thymus vulgaris L.) BITKISININ MIKROCOGALTIMI
3.1.1. Kekik (Thymus vulgaris L.) Bitkisinin Dekontaminasyonu

3.1.1.1. Thymus vulgaris L. Tohumlarnmn Dekontaminasyonu ve

Cimlendirilmesi

Kekik bitkisinin mikrogogaltiminda kullanilan bitki pargalar1 (gévde ucu ve
nod eksplantlar1) Florsilva (Bologna, italya)’dan temin edilen kekik tohumlarmnim
¢imlendirilmesi sonucunda elde edilen fidelerden saglandi. Bunun igin Oncelikle
tohumlarin dekontamine edilmesi gerekmektedir. Tohum dekontaminasyonu igin
Ozudogru ve ark. (2005) tarafindan yerfistigi tohumlarinin dekontamine edilmesi

icin gelistirilmis olan yontem kullanildi ve %100 oraninda basari elde edildi.

Dekontamine edilen kekik tohumlarinin ¢imlendirilmesi igin, {i¢ii in Vvivo
olmak iizere, dort farkli yontem denendi. In vivo ¢imlenme, tohumlarin (i)
dekontamine dH,O ile islatilmis ¢ift kat pamuk arasinda ¢imlendirilmesi (Sekil
3.1A), (ii) bitki biiylime diizenleyicilerini igermeyen sivi MS besiyeri (MS.0) ile
islatilmis olan ¢ift kat pamuk arasinda ¢imlendirilmesi, (iii) dekontamine edilmis
toprak iceren saksilarda, kontrollii iklim sartlarinda ¢imlendirilmesi yoluyla
saglanmistir. /n vitro yontemde ise bitki biiyiime diizenleyicileri igermeyen yari-kat:
MS besiyerinde 30-45 giin boyunca ¢imlenme izlendi (Sekil 3.1B). Topraktaki
¢imlenmenin gozlenmesi ise 100 giin boyunca siirdiiriilmiistiir. Tohumlarin
¢imlenme oranlari, her bir tohumda elde edilen ortalama gévde sayist ve govde boyu
in vitro kosullar i¢in 30. ve 45. kiiltiir giiniinde, topraktaki ¢imlenme igin ise ayrica

100. giinde kayit edilmistir. Sonuglar Cizelge 3.1°de verilmektedir.

Sekil 3.1. In vivo ve in vitro yontemlerle ¢imlendirilen kekik (Thymus vulgaris L.)
tohumlari. (A) Tohumlarin dekontamine su veya sivi MS.0 besiyeri ile
slatilmig iki kat pamuk arasinda ¢imlendirilmesi. (B) Tohumlarin yari-kati
MS.0 besiyerine aktarilarak in vitro olarak ¢imlendirilmesi (Barlar 1cm).
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Elde edilen sonuglara gore, kekik tohumlarinin ¢imlendirilmesinde en uygun
yontem yari-katt MS.0 besiyerinin kullanildigi in vitro ¢imlenme yontemidir. Bu
nedenle, daha sonraki tiim denemelerde de, tohum ¢imlenmesi icin bitki biiyiime
diizenleyicisi igermeyen yari-kati MS besiyerinde in vitro g¢imlenme yontemi
kullanildi. Bu yontemle hem 30 hem de 45 giinliik kiiltiir sonucunda %80’ e yakin
¢imlenme orani elde edildi (Cizelge 3.1.). 30 giinliikk kiiltiir siiresince 1,57 olan
ortalama govde sayisi, kiiltlir siiresinin 45 giine ¢ikarilmasiyla 3,07 ye yiikseldi.
Elde edilen govdelerin boylari da 2 cm’e yakindir (Sekil 3.2A). Dekontamine su ile
islatilmig iki kat pamuk arasinda c¢imlendirilen tohumlarda da %70 oraninda
¢imlenme saglandi, ancak bu sekilde ¢imlendirilen tohumlarda hi¢bir zaman ¢oklu
govde elde edilmemis, kiiltiir siliresinin uzatilmasi da gévde sayis1 ve boyunda artiga
yol agmadi. (Sekil 3.2B). Sivi MS.0 besiyeri ile islatilmis pamuklar arasinda
¢imlenme oldukga elverigsizdir. 30 giinliik kiiltiir sonunda tohumlarin sadece %3,33’
il ¢imlenmis, kiiltiir sliresinin uzatilmasi ise tohumlarin canliligini kaybetmelerine
neden olmustur. Pamukta ¢imlenmenin bir diger sinirliligi, sonuglarin kaydedilmesi,
ozellikle de govde boylarinin Olgiilmesi sirasinda, fidelerin zarar gormesidir.
Toprakta ¢imlenme en diisilk ¢imlenme oranlart ile sonuglanmis, 30, 45 ve 100.
giinlerde %1’ den daha diisiik ¢imlenme oran1 elde edildi. 45 giinliik kiiltiir siiresince
tek bir gdvdeye sahip olan fidelerde ¢oklu govdelerin olusmasi 50-60 giinden sonra
baglamis, 100 giinlikk kiiltiir sonucunda ortalama 3,12 gévdeyi bulmustur (Sekil

3.2C). Toprakta ¢cimlenmenin tek iistiinliigii, elde edilen fidelerin gévde boylarinin

diger yontemlere gore daha yiiksek olmasidir (Sekil 3.2D).

R X: Y.

Sekil 3.2. Kekik (Thymus vulgaris L.) tohumlarinin ¢imlendirilmesi sonucunda elde
edilen fideler. (A) Tohumlarin 45 giin boyunca yari-katt MS.0 besiyerinde,
veya (B) dekontamine su ile 1slatilmis iki kat pamuk arasinda ¢imlendirilmesi
sonucunda elde edilen fideler. (C ve D) Tohumlarin topraga aktarilmasindan
yaklasik 100 giin sonra elde edilen fideler (Barlar 1cm).
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Cizelge 3.1. In vitro veya in vivo ¢imlendirilen kekik (Thymus vulgaris L.)
tohumlarinda goriilen fide geligimleri.

In vitro . .
X In vivo ¢imlenme
¢cimlenme
Pamuk + Pamuk +
Yari-kat1t MS.0 )
o dekontamine  sivi MS.0 Toprak
besiyeri o
dH,0 besiyeri

30giin 459 30g 45g 30g 453 30g¢g 459 100¢g

Cimlenme 79753 7883a 70a 70a 3,33b Ob 0500 0,80b 0,53b
orani (%)

157 3,07 100 1,00 1,00 100 1,00 3,12
Ortalama
gévde + + + + + - + + +
Say;Sﬁ)gO 0,007b 022a 0,00c 0,00c 0,00c 0,004c 0,006c 0,90a
+ .

160 1,73 112 112 11 050 228 561
Ortalama
gt')Vde + + + + + - + + +
bO&jSU S)gﬂ 0,005c 00lc 011d 011d 0,00d 0,02¢ 030b 092a
+ S.

3SH: Standart hata, istatistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gerceklestirildi. (LSD test, P<0,05).

3.1.1.2. Thymus longicaulis C. Presl bitkisinin dekontaminasyonu

T. longicaulis govde ucu ve nod eksplantlarinin dekontaminasyonunu takiben
elde edilen dekontaminasyon oranlari ve rejenerasyon sonuglari Cizelge 3.2 ve
3.3’de wverildi. Buna gore, kullanilan dekontaminasyon yontemi govde ucu
eksplantlarinda, nodal eksplantlere gérece cok daha basarili olmustur. Kullanilan
ondort farkli yontemden oniki tanesi ile govde uglarmin dekontaminasyonu miimkiin
olmustur (Cizelge 3.2). Govde ucu eksplantlart i¢in en elverisli yontem, %77,27
oraninda dekontamine eksplant eldesini miimkiin kilan ve bu eksplantlarin yaklagik
%30’ unda bitki rejenerasyonuna imkan veren, bitki pargalarinin %2,5” lik ¢camasir
suyu ¢ozeltisi ile 30 dakika muamele edilmesidirBu yontemle dekontaminasyonlari
gerceklestirilen, rejenere govde uclarinda elde edilen ortalama govde sayisi da
oldukca yiiksektir (ortalama 8,60 govde) (Sekil 3.3). Denemelerde, en yiiksek
dekontaminasyon orant (% 88,23), %2’ lik domestos c¢ozeltisinin 60 dakika
uygulanmasi sonucunda elde edildi. Ancak, bu yontem eksplantlarin rejenerasyonuna
izin vermediginden uygun bulunmamistir. Yapilan denemeler, govde ucu
eksplantlarinda %2,5° ten daha diisik camasir suyu derisimlerinin, olgun kekik

bitkisine ait bitki pargalarinin in vitro sartlara elverigli bir sekilde aktarilmasi igin



67

yeterli olmadigini, %2,5’ ten daha yiliksek camasir suyu derisimlerinin ise toksik etki

gosterdigini ortaya koymaktadir. Benzer sekilde, %2,5” lik ¢amasir suyu ¢ozeltisinin

uzun siireli uygulanmasi da toksik etki gdstermektedir.

Sekil 3.3A, B. % 2,5’lik ¢amasir suyu ¢ozeltisinin 30 dakika uygulanmasi yoluyla
dekontamine edilen T. longicaulis bitkisinin gévde ucu eksplantlarinda, 30
glinliik kiiltiir sonucunda elde edilen gévdeler (Barlar 1cm).

Cizelge 3.2. Olgun kekik (T.

longicaulis) bitkisinden alinan govde ucu

eksplantlarmin ¢esitli derisimlerde ve siirelerde ¢amasir suyu (domestos) ile
muamelesini takiben elde edilen dekontaminasyon ve rejenerasyon sonuglart.

% 0,
. . . % Ortalama Ortalama

Dek(;r;g?]mma D?:;(;;g?]m' Rejenr:e/rasyo Rejenerasyon/ Govde Govde Boyu

Yontemi Orani (%) Dekontamin I;rkos plg r:t Siyésh()’;" (cn;) }Elc)? *

e Eksplant p ) ’

%1dom. 30dk 2000c  100,00a  20.00a %,55%; 0,60 + 0.21b
% 1dom. 60dk  20.00c  50.00b 10,00b 70’%%: 0,96+ 0.13a
% 1.5 dom, 30dk  36.84b 0 0 0 0
% 1.5dom, 60dk 4090b  55.55b 22.72a 722507: 0067051;
%2 dom., 30dk  39.13b 0 0 0 0
% 2 dom. 60dk  88.23a 0 0 0 0
% 2.5dom, 30dk  77.27a  29.41c 22.72a 826301: oobﬁjb
% 2.5dom, 60dk 0 0 0 0 0

3SH: Standart hata, Istatistiksel analizler ° testi ve ANOVA ile gergeklestirildi.
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Kekik bitkisine ait nodal eksplantlarda elde edilen en yiiksek
dekontaminasyon orant %30,76’ dir (Cizelge 3.3). Bu oran, gévde ucu eksplantlarina
benzer sekilde, %2,5” lik gamasir suyu ¢ozeltisinin 30 dakikalik kullanimi sonucunda
elde edildi. Ancak, bu yontemle dekontamine edilen eksplantlarda elde edilen bitki
rejenerasyon orani oldukga disiiktiir (%8,33). En yiiksek bitki rejenerasyonunun
(%50) elde edildigi %2’ lik c¢amasir suyu ¢ozeltisinin 60 dakika uygulandigi
yontemde ise dekontaminasyon orani ¢ok diistiktiir (%2,56). Nod eksplantlar1 igin en
elverigli yontem yaklasik %22 oraninda dekontaminasyon ve %23,52 oraninda bitki
rejenerasyonunun gozlendigi, %2’ lik c¢amasir suyu ¢ozeltisinin 30 dakikalik
kullanimidir. Govde uglarinin tersine, nod eksplantlarinda, denenen onddrt farkl
yontemden alt1 tanesinde dekontaminasyon saglanamamis, dordiinde ise basari orani

%10’ un altinda kalmustir.

Cizelge 3.3. Olgun kekik (T. longicaulis) bitkisinden alinan nod eksplantlarinin
cesitli derisimlerde ve siirelerde ¢amasir suyu (domestos) ile muamelesini takiben
elde edilen dekontaminasyon ve rejenerasyon sonuglart.

%

Dekonta Reienerasvo % Ortalama Ortalama
Dekontaminasyon  minasyo ] n/ Y Rejenerasyo Govde Govde
Y ontemi n Orani Dekontamin n/ Toplam  Sayisi(no+  Boyu (cm)
(%) e Eksplant Eksplant S.H)* (cm = S.H)?
%1 dom., 30 dk 0 0 0 0 0
%1 dom., 60 dk 0 0 0 0 0
%1,5dom, 30dk 15,38c 0 0 0 0
%1,5 dom., 60dk  9,30cd 0 0 0 0
%2dom. 30dk 2179b 23520 5,12a 03555;; 832;;
%2 dom. 60dk  2,56¢ 50a 1,.28b ozé%fb 0,5+ 0,4a
%25dom, 30dk  30,76a  8,33¢ 256b 1+ 0,001c 00(’)1()1_Lc
%2,5 dom, 60 dk  14,28¢ 20b 4.76a Sgoj; 0(’)52;
%3 dom., 30 dk 0 0 0 0 0
%3 dom., 60 dk 8 0 0 0 0
%3,5 dom, 30 dk 0 0 0 0 0
%3,5dom, 60dk  6,97d 0 0 0 0
%4 dom., 30 dk 0 0 0 0 0
%4 dom., 60 dk 0 0 0 0 0

SH: Standart hata, istatistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gerceklestirildi.
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3.1.1.3. Thymus cariensis Hub.-Mor. & Jalas bitkisinin

dekontaminasyonu

T. longicaulis  bitkisinde govde wucu ve nod cksplantlarinin
dekontaminasyonunu takiben elde edilen sonuglar degerlendirilien elverisli oldugu
belirlenen uygulamalar T. cariensis bitkisinde (Sekil 3.4A, B) denendi ve
dekontamine edilen govdelerden alinan gévde ucu eksplantlart 1 mg/l KIN ve 0.3
mg/l GAs iceren yari-kati MS besiyerine aktarildi. Elde edilen sonuglar Cizelge
3.4’te verildi. Cizelgeye gore %1,5° lik ¢amasir suyu kullanilarak 60 dakika
muamele edilen 6rneklerden %67 oraninda dekontamine eksplant elde edildi. Bu
eksplantlerde rejenerasyon orant %51,02” dir (Sekil 3.4 C-F). %2,5’ lik gamasir suyu
ile 30 dakika muamele edilen 6rneklerden ise %84 oraninda dekontamine eksplant

ve %66 rejenerasyon orani elde edildi (Sekil 3.4G, H).

Sekil 3.4 (A) Thymus cariensis bitkisi ana materyalin genel goriintisii; (B)
Dekontaminasyon igin bitkiden alinan govde pargalar; (C-F). %2,5” lik
camasir suyu ¢ozeltisinin 30 dakika uygulanmasi ve (G-H) %1,5’ lik ¢camasir
suyu ¢oOzeltisinin 60 dakika uygulanmasi yoluyla dekontamine edilen gévde
ucu eksplantlarinda 30 giinliik kiiltiir sonucunda 1 mg/l KIN ve 0.3 mg/l GA3

iceren yari-kati MS besiyerinde elde edilen gévde gelisimleri (Barlar 1cm).
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Cizelge 3.4. T. cariensis bitkisine ait dekontaminasyon sonuglari
Dekontamine

Dekontaminasyon Yontemi Eksplz(lg};)Oram Canllz)l/z)o o Rg’ﬁ:ﬁ: ?‘?Sm
0 T
6 1.5 Domestos ticari 67,35b 55,10b 51,02b
camagir suyu, 60 dakika
0 .
% 2,5 Domestos ticari 84,00a 72.3a 66.0a

camasgir suyu, 30 dakika

3.1.2. KEKIiK (Thymus vulgaris L.) BITKIiSI ICIN EN UYGUN
REJENERASYON BESIiYERININ BELIRLENMESI

3.1.2.1. Sitokinin Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Kekik (Thymus
vulgaris L.) Bitkisinin In vitro Gelisimi Uzerindeki Etkileri

Kekik bitkisinin in vitro olarak klonal c¢ogaltilmasinda en elverisli
mikrogogaltim yonteminin gelistirilmesi amaciyla yapilan ¢alismada, Benzil adenin
(BA), kinetin (KIN) ve thidiazuron (TDZ) bitki biiyiime diizenleyicileri, 0,5, 1, 1,5,
2, 2,5 ve 3 mg/l derisimlerde yari-katt MS besiyerine eklendi ve her bir besiyeri
kompozisyonuna en az 60 adet gévde ucu ve nodal eksplant aktarilarak 4 haftalik alt
kiiltiir siiresince bitki gelisimleri gozlendi. Tum denemeler en az iki kez tekrarlandi.
Cesitli derisimlerde BA bitki diizenleyicisi igeren yari-kat1 MS besiyerinin govde ucu

eksplantlari iizerinde etkilerine yonelik veriler Cizelge 3,5’ te verildi.

Cizelge 3.5. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarindan,
cesitli derisimlerde BA igeren yari-kati MS besiyerinde elde edilen bitki
rejenerasyonlart.

BA Derigimleri

05mg/l. 1,0mg/l  15mg/l 20mg/l  25mg/l 3,0 mmg/l

Rejenerasyon

41.,6b 53,3ab 51,7ab 65,0a 56,7a 50,0ab
orani (%)

Ortalama 4,00 5,09 2,87 4,42 6,03 3,90
govde sayist = + + + + +
(no £ S.H?) 0,79 1,61a 0,39% 1,35a 1,23a 0,68a

Ortalama 0,64 0,67 0,62 0,77 0,76 0,64

N + + + + + +
ffnvff goﬁ% 008la 0073  0073a  0064a  0,130a  0,088a

G.OK.D 1,66 2,71 1,48 2,87 3,41 1,95

3SH: Standart hata, Istatistiksel analizler ” testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
G.0.K: Gévde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama gdvde sayisi / 100).
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En yiiksek bitki rejenerasyonu %65 lik oranla 2 mg/l BA igeren MS
besiyerinde kaydedildi (Sekil 3.5A). Bu besiyerinde elde edilen ¢oklu gévde sayisi
4,42 idi. BA derisiminin 2 mg/l’ den 2,5 mg/l’ ye yiikseltilmesiyle ¢oklu govde
sayisinda ve eksplant bagina elde edilen ortalama govde sayisinda artig kaydedildi
(6.03). 2,5 mg/l BA derisimi 3,41°lik Govde Olusturma Kapasitesi (G.0.K.) indeksi
ile en uygun BA derisimi olarak belirlendi (Sekil 3.5B,C).

Nodal eksplantlarin farkli derisimlerde BA igeren yari-katt MS besiyerine
aktarilmasi sonucu, 30 giinliik kiiltiir periyodu sonunda elde edilen sonunglar Cizelge
3.6” da verildi. Nod eksplantlar1 ile denenen tiim BA derisimlerinde % 50’ den daha
az bitki rejenerasyonu elde edildi. En yiiksek rejenerasyon orani (%45) en diisiik BA
derisiminde (0,5 mg/l) elde edildi. Bu besiyeri ayrica en yiiksek ¢oklu govde sayisi
(4.22) ve G.O.K. indeksinin (1,89) de elde edildigi besiyeri kompozisyonudur. BA
derisimindeki artis nod eksplantlarinda gozlenen gdvde rejenerasyon oranlarinin
diismesine neden olmus, en yiikksek BA derisiminde (3 mg/l) ise higbir rejenerasyon

elde edilmemistir.

Sekil 3.5. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarindan (A) 2
mg/l BA igeren; (B, C) 2,5 mg/l BA igeren yari-katt MS besiyerinde 4
haftalik alt kiiltiir periyodunda elde edilen gévdeler (Barlar 1cm).

Cizelge 3,7’de alt1 farkli BA derisiminde, govde ucu ve nod eksplantlarinda,
30 giinliik kiiltiir sonucunda elde edilen G.O.K. indeksi karsilastirmali olarak verildi.
Cizelgede de goriildiigii gibi, nod eksplantlar1 yalnizca 0,5 mg/ml BA derisiminde
govde ucu eksplantlarinda elde edilen sonuglara benzer sonuglar verdi, diger tiim BA

derigimlerinde govde uclarina gorece oldukga diisiik bitki rejenerasyonu ile
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sonuclandi. Elde edilen bu sonuglar nod eksplantlarinin kekik bitkisinin hizli bir
sekilde mikrogogaltilmasinda uygun olmadigimi ortaya koymaktadir. Olgun bitki
materyalinden temin edilen bitki pargalarmin kullanildigi denemelerde de nod
eksplantlar1 ile elde edilen dekontaminasyon ve bitki rejenerasyon sonuglar1 gévde
uclarina gore daha elverissizdi. Tiim bu sonuglarin 1s18inda, bundan sonraki

mikrogogaltim denemelerinde gdvde ucu eksplantlarinin kullanilmasina karar verildi.

Cizelge 3.6. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait nod eksplantlarindan, gesitli
derisimlerde BA igeren yari-kat1 MS besiyerinde elde edilen bitki rejenerasyonlari.

BA Derisimi

05mg/ll 1,0mg/ll 15mg/l  20mg/l  25mg/l 3,0 mg/l

Rejenerasyon

oran1 (%) 45,0a 35,0b 15,0d 25,0c 25,0c 0
0
Ortalama 4,22 4,42 2,66 3,00 4,00
govde sayisi = * + ] + . + 0
(no = S.H)? 0,84a 1,54a 0,66 0,44 1,14a
Ortalama 1,02 0,51 0,62 0,45 0,70
govde boyu = * 0 + ] + . + ; 0
em+sHy 0% 0008 011b  0007b 0,12
ﬁiﬁﬂgb 1,89 1,54 0,39 0,75 1 0

3SH: Standart hata, istatistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
®G.0.K: Gévde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama gdvde sayisi / 100).

Cizelge 3.7. Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu ve nod
eksplantlarindan, gesitli derisimlerde BA igeren yari-katt MS besiyerinde elde edilen
govde olusturma kapasite indeksi.

Govde Olusturma Kapasite

Indeksi
BA Derisimi Govde Ucu Nod
0,5 mg/l 1,66 1,89
1,0 mg/l 2,71 1,54
1,5 mg/l 1,48 0,39
2,0 mg/l 2,87 0,75
2,5 mg/l 3,41 1,00

3,0 mg/l 1,95 0
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Cesitli derisimlerde BA bitki biiyiime diizenleyicisi ile yapilan c¢aligmanin
ardindan, thidiazuron (TDZ) ve kinetin (KIN) bitki biiyiime diizenleyicileri 0,5, 1,
1,5, 2, 2,5 ve 3 mg/l derisimlerde yari-katt MS besiyerinde ve her bir besiyeri
kompozisyonuna en az 60 adet gévde ucu eksplanti aktarilip 30 giinliik alt kiiltiir
stiresince bitki gelismeleri gozlendi. Tim denemeler en az iki kez tekrarlandi. Bu

denemelerin sonuglari Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9°da verildi.

En yiliksek bitki rejenerasyon orani 2 mg/l TDZ igeren yari-kati MS
besiyerinde kaydedildi (%61.66). Bu besiyerinde elde edilen ¢oklu govde sayisi 3,37’
dir. 2,07° lik G.O.K. indeksi ile en uygun TDZ derisimi 2 mg/l olarak belirlendi
(Sekil 3.6).

Cizelge 3.8. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarindan,
cesitli derisimlerde TDZ iceren yari-katt MS besiyerinde elde edilen bitki
rejenerasyonlart.

TDZ Derisimi

05mg/ll 1,0mg/l 15mg/l 20mg/l  25mg/l 3,0 mmg/l

Rejenerasyon

55,0ab 55,0ab 51,7ab 61,7a 45,0b 35,0b
orani (%)

Ortalama 3,6 2,84 3,42 3,37 1,59 3,33
gdvde say1st = + + + + +
(no + S.H) 0,80a 0,40ab 0,61a 0,51a 0,22b 0,84ab

Ortalama 0,59 0,42 0,92 0,98 0,48 0,58

(gslvliegoﬁ)ua 0,044ab  0,033b  0116a  0,097a  0,049ab  0,049ab

G.O.K" 1,98 1,56 1,76 2,07 0,71 116

“SH: Standart hata, Istatistiksel analizler 2 testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
*G.0.K: Govde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orant x ortalama govde sayisi / 100).
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o Ny 4 - B
Sekil 3.6. (A) Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarinin 2
mg/l TDZ igeren yari-katt MS besiyerinde rejenerasyonun genel
goriiniimii; (B, C) elde edilen govdeler (Barlar 1 cm).

Cesitli kinetin derisimlerinin kullanildig1 denemelerde rejenerasyon oraninin
%20 ve tizeri oldugu goriildii. Ayrica 0,5 mg/l KIN derisimi %73,33 (Sekil 3.7A) ve
1 mg/1 KIN derisimi %85 (Sekil 3.7B) oraninda yiiksek rejenerasyon verdi. Ayrica 1
mg/l KIN derisiminde elde edilen gévde olusturma kapasitesi indeksi 4,26°dir (Sekil
3.7.C, D).

Cizelge 3.9. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarindan,
cesitli derisimlerde KIN iceren yari-katti MS besiyerinde elde edilen bitki
rejenerasyonlart.

KIN Derigimi

05mg/ll 1,0mg/l 15mg/l  20mg/l  25mg/l  3,0mg/l

Rejenerasyon

73,3a 85,0a 53,3b 45,0b 46,7b 20,0c
orani (%)

Ortalama 3,06 5,02 4,53 2,86 5,40 4.50
govde sayist * + + + + +
(o:sp) 0460 064 089D 0270 08la  14lab
Ortalama 1,41 1,09 0,94 1,06 0,86 0,87
. :l: j: :i: :i: :l: :i:
%;’rvndj golz‘)‘ 0,115a  0,122ab  0,104b  0,126ab  0,126b  0,165b
G.OK?P 2,24 4,26 2,41 1,28 2,52 0,90

3SH: Standart hata, Istatistiksel analizler x? testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
®G.0.K: Govde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama govde sayisi / 100).
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Calismada kullanilan sitokinin bitki biiyiime diizenleyicileri Cizelge 3.10° da
karsilastirildi. Cizelgeye gore 1 mg/l KIN igeren yari-katt MS besiyeri ile en yuksek
G. O. K. indeksi elde edildi (4.26).

Cizelge 3.10. Kekik (Thymus wvulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu
eksplantlarinin, gesitli derisimlerde sitokinin igeren yari-kati MS besiyerinde govde
olusturma kapasiteleri.

Sitokinin Derigimleri

05mg/l. 1,0mg/ll 15mg/l 20mg/l  25mg/l 3,0 mg/l

BA 1,66 2,71 1,48 2,87 3,41 1,95
TDZ 1,98 1,56 1,76 2,07 0,71 1,16
KIN 2,24 4,26 2,41 1,28 2,52 0,90

- (Lt
Sekil 3.7. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarinin (A) 0,5

mg/l KIN; (B) 1 mg/l KIN igeren yari-katt MS besiyerinde
rejenerasyonlariin genel goriiniimi; (C, D) 1 mg/l KIN igeren yari-kati
MS besiyerinde elde edilen govdeler (Barlar 1cm).

Calismada kullanilan, farkli derisimlerde ii¢ sitokinin ¢esidi icinde en yiiksek
bitki rejenerasyon ve gévde olusturma kapasitesi, 1 mg/l KIN igeren yari-katt MS
besiyerinde elde edildi. Bu sonuglara dayanarak, ¢alismanin ilerleyen boliimlerinde,
1 mg/l KIN igeren yari-katt MS besiyerine farkli derisimlerde (0,01, 0,05, 0,1, ve 1
mg/l) ve kombinasyonlarda oksin (IBA, IAA, NAA ve 24-D) bitki biiyiime

diizenleyicileri eklenerek, bitki gelisimleri incelendi.
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3.1.2.2. Kinetin ile Cesitli Oksin Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Kekik
(Thymus vulgaris L.) Bitkisinin In vitro Gelisimi Uzerindeki Etkileri

Thymus vulgaris L. bitkisinin in vitro ¢ogaltiminda en elverisli olan 1 mg/l KIN
ile birlikte, ilk olarak, gesitli derisimlerde (0,01; 0,05; 0,1 ve 1 mg/l) IBA oksin bitki
biliylime diizenleyicisi yari-katt MS besiyerinde denendi ve her bir denemede en az
60 govde ucu eksplanti kullanildi. Tim denemeler en az iki kez tekrarlandi. 4 hafta
sonundaki gelisme sonuglar1 Cizelge 3.11° de verildi. Rejenerasyon orani (%75),
ortalam govde sayisi (7,77) ve buna bagl olarak hesaplanan goévde olusturma
kapasitesi indeksiyle (5,83), 1 mg /I KIN ve 0,05 mg /I IBA igeren yari-kat1 MS

besiyeri en iyi sonucu verdi.

1 mg/l kinetin bitki biiyiime diizenleyicisi ile farkli derisimlerde IAA bitki
biiylime diizenleyicisi igeren yari-katt MS besiyerinde, Thymus vulgaris L. bitkisinin
in vitro gelisimine ait veriler Cizelge 3.12° de verildi. Cizelge incelendiginde
denenen tiim IAA derisimlerinde rejenerasyon oranlarmin birbirine yakin oldugu
goriilmektedir (%56,7- 65). Bununla bereber, 4,55’ lik ortalama govde sayisi ve buna
bagli olarak hesaplanan 2,89’luk gévde olusturma kapasitesi indeksiyle en iyi sonucu
veren 1 mg /I KIN ve 0,1 mg /l IAA igeren yari-katt MS besiyeridir (Sekil 3.8).

Cizelge 3.11. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govde ucu eksplantlarindan, 1
mg/l KIN ve ¢esitli derisimlerde IBA igeren yari-katt MS besiyerinde elde edilen
bitki rejenerasyonlari.

1 mg/l KIN + IBA Derigimleri

0,01 mg/l 0,05 mg/l 0,1 mg/I 1 mg/l
Rejenerasyon 61,7ab 75,00a 63,3ab 58,3b
orant (%)
prtalama 3,16+042b 7,77 +234a 4,15+0.58ab 5,286 = 1,36ab
govde sayisi
(no = S.H)?
Ortalama 1,17+0,093a 1,197+0,053a 1,18+0,078a 1,21 +0,076a
gdovde boyu
(cm = S.H)?
G.OK.” 1,94 >89 208 5

SH: Standart hata, Istatistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gerceklestirildi. (LSD test, P<0,05).
®G.0.K: Govde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama govde sayist / 100).
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Cizelge 3.12. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarindan, 1
mg/l KIN ve ¢esitli derisimlerde IAA igeren yari-kati MS besiyerinde elde edilen
bitki rejenerasyonlari.

1 mg/l KIN + TAA Derisimleri

0,01 mg/l 0,05 mg/l 0,1 mg/l 1 mg/l

Rejenerasyon 56,7a 65,0a 63,3a 56,7a
orani (%)
Ortalama

gdovde sayist
(no + S.H)

3,76 £ 0.82ab 2,69 +£0.52b 4,55 +0,82a 1,79 + 0,27b

Ortalama
govde boyu
(cm = S.H)?

1,58 +0,123a 1,94 +0,190a 1,76 £0,173a 0,93 £ 0,094b

G.OKY? 2,13 1,74 2,89 1,01

3SH: Standart hata, istatistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
°G.0.K: Gdvde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama gévde sayisi / 100).

Sekil 3.8A, B. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarinin 1
mg/l KIN ve 0,1 mg/l TAA igeren yari-kati MS besiyerinde
rejenerasyonlart (Barlar 1cm).

1 mg/l KIN ve ¢esitli derisimlerde NAA kombinasyonlarini igeren yari-kati
MS besiyerlerinin, kekik bitkisinin rejenerasyonu iizerindeki etkileri Cizelge 3.13’ te
verildi. Buna gore, 1 mg/l KIN ve 0,01 mg/l NAA kombinasyonunu igeren yari-kati
MS besiyerinde %85, 1 mg/l KIN ve 1 mg/l NAA kombinasyonunu igeren yari-kati
MS besiyerinde %83.3 degerinde yiiksek rejenerasyon oranlari elde edilmistir. Buna

ragmen %66,7 degerinde rejenerasyon orani veren 1 mg/l KIN ve 0,1 NAA igeren
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yari-katt MS besiyerinin, 9,02’ lik ortalama gévde sayisina bagl olarak, en yiiksek
govde olusturma kapasitesine (6,01) sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 3.9).

Cizelge 3.13. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govde ucu eksplantlarindan, 1
mg/l KIN ve ¢esitli derisimlerde NAA igeren yari-kati MS besiyerinde elde edilen
bitki rejenerasyonlari.

1 mg/l KIN + NAA Derigimleri

0,01 mg/l 0,05 mg/l 0,1 mg/l 1 mg/l

Rejenerasyon 85,0a 55,0b 66,7b 83,3a
orant (%)
Ortalama

govde sayist
(no + S.H)?

4,65 + 0,96a 6,94 + 3,32a 9,02 +£ 2,09 4,88 +1,03a

Ortalama

govde boyu
(cm = S.H)?

1,23+0,070a 1,54 +0,149a 1,39+0,088a 1,52+0,177a

G.OKY 3,95 3,81 6,01 4,06

3SH: Standart hata, Istatistiksel analizler ? testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
°G.0.K: Govde olugturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama govde sayisi / 100).

Sekil 3.9. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govde ucu eksplantlarinin (A) 1
mg/l KIN ve 1 mg/l NAA,; (B) 1 mg/l KIN ve 0,1 mg/l NAA igeren yari-
kat1 MS besiyerlerindeki rejenerasyonlar1 (Barlar 1cm).

1 mg/l KIN ve cgesitli derisimlerde 2,4-D igeren yari-katt MS besiyerinin
kekik bitkisinin rejenerasyonu iizerindeki etkileri Cizelge 3.14° te verilmektedir.

Cizelge incelendiginde tiim 2,4-D derisimlerinde govde olusturma kapasitesinin
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diger oksin bitki biliylime diizenleyicilerine gorece daha diisiik oldugu goriilmektedir.
Ozellikle 0,05, 0,1 ve 1 mg/l 2,4-D oksin derisimlerinde 1 < govde olusturma

kapasitesi gézlendi.

Cizelge 3.14. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govde ucu eksplantlarindan, 1
mg/l KIN ve gesitli derisimlerde 2,4-D igeren yari-kati MS besiyerinde elde edilen
bitki rejenerasyonlari.

1 mg/l KIN + 2,4-D Derigimleri

0,01 mg/! 0,05 mg/I 0,1 mg/! 1 mg/l

Rejenerafyon 56,7a 58.3a 13,3b 5,0c

orani (%)

_Qrtalama 423+ 1,78 1,40+0,11a 1,25+ 0,25a 1,00 = 0,00a
gbovde sayisi
(no + S.H)*

Ortalama = 4o, 0094a 079+ 0,086ab  147+0229a 0,467+ 0,088b
govde boyu
(cm = S.H)?

G.OK. 2,39 0,81 0.16 0.05

3SH: Standart hata, istatistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
®G.0.K: Gévde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama govde sayisi / 100).

I mg/l KIN bitki biiyiime diizenleyicisi ile g¢esitli derisimlerde ve
kombinasyonlarda dort farkli oksin bitki biiylime diizenleyicisini igeren MS
besiyerlerinde elde edilen, kekik bitkisine ait govde olusturma kapasiteleri Cizelge
3.15’ te karsilagtirilmistir. Cizelgede en iyi sonucun 1 mg/l KIN ve 0,1 mg/l NAA
iceren yari-kati MS besiyerine aktarilan govde ucu eksplantlarindan saglandigi
goriilmektedir. Bu sonuglar géz oniinde tutularak, ¢alismanin sonraki asamalarinda,
en uygun mikrogogaltim besiyerinin belirlenmesine yonelik yapilan denemelerde 1
mg/l KIN ve 1mg/l KIN ile 0,1 mg/l NAA igeren yari-kati MS besiyerleri, farkli
derisimlerde AgNO3 ve GAg; ile ayr1 ayr1 denendi.
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Cizelge 3.15. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govde ucu eksplantlarindan, 1
mg/l KIN ve ¢esitli derisimlerde oksin igeren yari-kati MS besiyerlerinde elde edilen
govde olusturma kapasitelerinin (G.0O.K.) karsilastirilmasi.

1 mg/l KIN + Oksin Derisimleri

0,01 mg/l 0,05 mg/l 0,1 mg/I 1 mg/l
IBA 1,94 5,83 2,63 3,08
NAA 3,95 3,81 6,01 4,06
IAA 2,13 1,74 2,88 1,01
2,4-D 2,39 0,81 0,16 005

3.1.2.3. Gibberelik Asit (GAg)’in Thymus vulgaris L. Bitkisinin
Rejenerasyonu Uzerindeki Etkilerinin Degerlendirilmesi

Thymus vulgaris L. bitkisi i¢in biiyiime ve govde sayisi artisinda en ideal olan
besiyeri igeriginin belirlenmesi i¢in yapilan bir diger ¢alisma, 6nceki denemelerde en
iyi sonuglart veren 1 mg/l KIN ve 1 mg/l KIN ile 0,1 mg/l NAA bitki biiyiime
diizenleyicilerini iceren besiyeri kompozisyonlarmin gibberelik asit ile birlikte
kullanilmasidir. Bu deneme i¢in her iki farkli yari-kati MS besiyeri kompozisyonu,
0,1, 0,3 ve 0,6 mg/l GA3 derisimleri ile birlikte denendi.

Img/l KIN ile gesitli derisimlerde GA3 iceren yari-katt MS besiyerinde, kekik
bitkisinden alinan gévde ucu eksplantlarinin gelismelerine ait sonuglar Cizelge 3.16°
da verildi. Cizelgeye gore tim GAj derisimlerinde %90’ 1 {izerinde rejenerasyon
gorilmistlir. Ayrica, govde sayisindaki artis ve buna bagl olarak gévde olusturma
kapasitesi indeksi tiim GAj derisimlerinde oldukga yuksektir (Sekil 3.10). Bu
sonuclar i¢cinde, %96,7 rejenerasyon orani, 8,64 ortalama gévde sayisi ve bunlara
bagli olarak hesaplanan 8,35 govde olusturma kapasitesi indeksi ile en yliksek

degerleri 0,3 mg/l GA3 derisimi sagladu.
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Cizelge 3.16. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarinin, 1
mg/l KIN ve g¢esitli derisimlerde GA3z igeren yari-kati MS besiyerindeki
rejenerasyonlari.

1 mg/l KIN + GA; Derisimleri

0,1 mg/l 0,3 mg/l 0,6 mg/l
Rejenerasyon 93,3a 96,7a 91,6a
orant (%)
Ortalama govde 6,35 + 0,59a 8,64 + 0,95a 756 +091a
sayist (no + S.H)?
Ortalama gbévde 1,09 + 0,054a 1,02 £ 0,043a 1,13 £ 0,050a
boyu (cm + S.H)?
5,92 8,35 6,92

G.OK?P

3SH: Standart hata, istatistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
®G.0.K: Govde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama govde sayisi / 100).

I mg/l KIN ile 0,1 mg/l NAA ve cesitli derisimlerde GAj i¢ren yari-katt MS
besiyerlerinde, Thymus vulgaris L. bitkisinden alinan gévde ucu eksplantlarina ait
gelisme sonuglar1 Cizelge 3.17° de verildi. Cizelgeye gore tiim GAj derisimlerinde
rejenerasyon oranlart %70’ in lizerindedir (Sekil 3.11) ve ayrica 0,6 mg/l GA3 igeren
besiyeri kombinasyonu, eksplant basina 8,47 olan govde sayist ve 6,35 govde

olusturma kapasitesi ile yiiksek bir degere sahiptir.

Sekil 3.10. Thymus vulgaris L. bitkisinin 1 mg/l KIN ile (A) 0,1 mg/l; (B) 0,3 m/l;
(C) 0,6 mg/l GA; igeren yari-kati MS besiyerlerinde rejenerasyonu
(Barlar 1cm).
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Cizelge 3.17. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarindan, 1
mg/l KIN + 0.1 mg/l NAA ve gesitli derisimlerde GAj igeren yari-kati MS
besiyerinde elde edilen rejenerasyonlar.

1 mg/l KIN + 0,1 mg/l NAA + GA; Derisimleri

0,1 mg/l 0,3 mg/l 0,6 mg/l
Rejenerasyon orant (%) 76,7a 71,7a 75,0a
Ortalama govde sayisi
(no = S.H)? 5,09 +0,83b 2,77 +0,29¢ 8,47+ 1,01a
Ortalama gbvdeboyu 6 97, g 056 0,53+0,0320 0,66+ 0,024b
(cm £ S.H)
G.OKY 3,90 1,98 6,32

3SH: Standart hata, istatistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
®G.0.K: Govde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani X ortalama govde sayisi / 100).

Sekil 3.11. Thymus vulgaris L. bitkisinin 1 mg/l KIN ve 0,1 mg/l NAA ile (A) 0,1
mg/l; (B) 0,3 m/l; (C) 0,6 mg/l GA; igeren yari-kat1 MS besiyerlerinde
rejenerasyonu (Barlar 1cm).

3.1.2.4. Giimiis Nitrat (AgNO3)’in Thymus vulgaris L. Bitkisinin

Rejenerasyonu Uzerindeki Etkilerinin Degerlendirilmesi

1 mg/l KIN ve 1 mg/l KIN ile 0,1 mg/l NAA bitki biiyiime diizenleyicilerini
iceren besiyeri kompozisyonlari, ¢esitli derisimlerde (1; 2; 4; 6 ve 8 mg/l ) giimiis
nitrat (AgNO3) ile birlikte denendi. Deneme i¢in her iki farkli yari-katt MS besiyeri
kompozisyonu en az 60 govde ucu eksplanti kullanilarak, dort hafta standart biiyiime
sartlarinda (23°C sicaklik, 16/8 saat fotoperiyot) inkiibe edildi. Tiim denemeler en az
iki kez tekrarlandi. 1 mg/l KIN ile gesitli derisimlerde AgNOj3 igren yari-kati MS
besiyerinde, kekik bitkisinden alinan gévde ucu eksplantlarinin gelismelerine ait

sonuglar Cizelge 3.18’ de verildi. Cizelgeye gore tiim AgNOj3 derisimlerinde %80’ in
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tizerinde rejenerasyon goriilmiistiir (Sekil 3.12). 1 mg/l KIN ile 2 veya 6 mg/l AgNO3
iceren yari-katt MS besiyerlerinde en iyi rejenerasyon orani (%98.3), 1 mg/l KIN ile
8 mg/l AgNOs; igeren yari-katt MS besiyerinde ise en yiiksek ortalama govde sayisi
(5,43) ve govde olusturma kapasitesi indeksi (4,88) elde edildi.

Cizelge 3.18. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govde ucu eksplantlarinin, 1
mg/l KIN ve gesitli derisimlerde AgNOj3 igeren yari-kati MS besiyerindeki
rejenerasyonlart.

MS + 1 mg/l KIN +AgNO; Derigimleri

1 mg/l 2 mg/l 4 mg/l 6 mg/l 8 mg/l

Rejenerasyon g4 5, 98,3a 83,3b 98,3a 90,0a

orani (%)

?V gg'g;“?ﬁ 304+ 481+ 278 + 459+ 543 +
%no Lq 1'\—/1)3 0,41b 0,36ab 0,32¢ 0,38ab 0,35a

Ortalama 1,05+ 1,01+ 0,98+ 1,40+ 1,32+
g6vde boyu 0,057b 0,039 0,049 0,081a 0,051a
(cm = S.H)?

G.OK? 3,54 4,72 231 4,51 4,88

3SH: Standart hata, istatistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
®G.0.K: Govde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama govde sayis1 / 100).

1 mg/l KIN ve 0,1 mg/l NAA ile gesitli derisimlerde (1; 2; 4; 6 ve 8 mg/l )
AgNOs; igeren yari-kati besiyerlerinde elde edilen, dort haftalik gelisme sonuglar
Cizelge 3.19°da verildi. Cizelgeye gore rejenerasyon oranlarinin %355 ve altinda
oldugu, ayrica govde olusturma kapasitesinin de tiim AgNO3 derisimlerinde oldukca

diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 3.13).
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ksplantlarindan, 1

mg/l KIN ile (A) 1 mg/l; (B) 2 mg/l; (C) 4 mg/l; (D) 6 mg/l; (E, F) 8 mg/I
AgNO; igeren yari-katt MS besiyerlerinde elde edilen rejenerasyonlar

(Barlar 1cm).

Cizelge 3.19. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govde ucu eksplantlarinin, 1
mg/l KIN, 0,1 mg/l NAA ve gesitli derisimlerde AgNO; igeren yari-katt MS
besiyerlerindeki rejenerasyonlart.

MS + 1 mg/l KIN + 0.1 mg/l NAA + AgNO3 Derisimleri

1 mg/l 2 mg/l 4 mg/l 6 mg/l 8 my/I
REJENerasyon g 3ab 30,00 55,0 53,3a 28,30
orani (%)
Ortalama 6,14 + 3,50 + 425+ 4,53 +
govde sayist  1,0a 0,55b 0,85ab 053 2470470
(no + S.H)
Ortalama 0,85+ 0,79 + 0,92 + 0,84 +
govdeboyu  0,05a 0,07a 0,06a 005a  %/0%0.10a
(cm £ S.H)?
G.OKY? 2,96 1,05 2,33 2,41 0,69

3SH: Standart hata, Istatistiksel analizler ° testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
®G.0.K: Gévde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama govde sayis1 / 100).
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Sekil 3.13. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévde ucu eksplantlarindan, 1
mg/l KIN ve 0,1 mg/l NAA ile (A, B) 1 mg/l; (C) 2 mg/l; (D) 4 mg/l; (E)
6 mg/l; (F) 8 mg/l AgNO; igeren yari-katt MS besiyerlerinde elde edilen
rejenerasyonlar (Barlar 1cm).

Denenen tiim besiyerlerinde rejenerasyon oranlar1 ve ortalama gdvde sayilari
degerlendirilerek, gévde olusturma kapasiteleri karsilagtirildiginda, Thymus vulgaris
icin en uygun rejenerasyon besiyerinin 1 mg/l KIN ve 0,3 mg/l GAj3 igeren yari-kati
MS besiyeri olduguna karar verildi. Bu besiyerinde, T. vulgaris bitkisinden alinan
govde ucu eksplanlarindan %96,7 rejenerasyon orani elde edildi. Ortalama gévde
sayist 8,64 ve ortalama gévde boyu 1,02 cm (Sekil 3.14) olarak belirlendi ve govde
olusturma kapasitesi indeksi 8,35 olarak hesaplandi.

Sekil 3.14. T. vulgaris bitkisine ait eksplantlarindan 1 mg/l KIN ile 0,3 mg/l GA3
iceren yari-katt MS besiyerinde biiyiiyen govdeler (Barlar 1cm).
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Bu bilgiler 1s18inda, takip eden tiim mikrogogaltim ve kriyoprezervasyon
denemelerinde 1 mg/l KIN ve 0,3 mg/l GAs igeren yari-katt MS besiyeri kullanildi
Ayrica, T. vulgaris i¢in optimize edilen rejenerasyon besiyeri, T. longicaulis ve T.
cariensis bitkilerinden alinan gévde ucu eksplantlari ile de denendi (Cizelge 3.20) ve
T. longicaulis bitkisinde %97,5, T. cariensis bitkisinde ise %95,7 oraninda bitki
rejenerasyonu elde edildi. Ayrica govde olusturma kapasitesi indeksleri sirasiyla 3,02
(Sekil 3.15A, B) ve 1,22 (Sekil 3.15C, D) olarak hesaplanmistir.

Cizelge 3.20. 1 mg/l KIN ve 0,3 mg/l GA;3 igeren yari-kati MS besiyerinin T.
longicaulis ve T. cariensis bitkilerinden alinan goévde ucu eksplantlarinin
rejenerasyonu lizerindeki etkileri.

Ortalama gévde Ortalama gévde

R?f;nelﬁ(i;y)on sayist (o + boyu (cm % G.OK.?"
o S.H)* S.H)*
T. Ionglrza;rlls C. 97,5a 3,10£0,20a 0,96+ 0,063b 3,02
T. cariensis Hub.- 95,7a 1,27 +£0,14b 1,68 +0,12a 1,22
Mor. & Jalas

3SH: Standart hata, istatistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
°G.0.K: Gdvde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama gdvde sayist / 100).

ll

Sekil 3.15. 1 mg/l KIN ile 0,3 mg/l GA3 igeren yari-kat1 MS besiyerinde, (A, B) T.
longicaulis ve(C, D) T. cariensis bitkilerine ait govde ucu
eksplantlarindan elde edilen gévdeler (Barlar 1cm).
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3.1.3. KEKIK (Thymus vulgaris L.) BITKiSI ICIN EN UYGUN
KOKLENME BESIYERININ BELIRLENMESI

Mikrogogaltim yonteminde ikinci asama, bitkinin iklimlendirilme sirasinda
topraga tutunmasi ve ortama adaptasyonunu kolaylastirmak i¢in bitkinin
koklendirilmesidir. T. vulgaris bitkisinde kdklenmenin saglanmasi amaciyla bitki
biiyime diizenleyicisi icermeyen yari-kat1 MS besiyeri ve farkli derisimlerde (0,01;
0,05; 0,1 ve 1 mg/l) IBA, IAA, NAA ve 2,4-D oksin bitki bilyiime diizenleyicilerini
iceren yari-katt MS besiyerleri kullanildi. Buna gore, yaklasik 4 cm uzunlugundaki

govdeler bebek mamasi kaplarina aktarilarak 23 °C’ ta 6 hafta siireyle kiiltiire alindi.

3.1.3.1. T. vulgaris Bitkisinde Bitki Biiyiime Diizenleyicisi Icermeyen
Yari-Kat1 MS Besiyerlerinde Elde Edilen Kéklenme Oranlar:

Yari-kat1 MS.0 besiyerinde 6 haftalik kiiltiir sonunda, koklenme orani %100
ve govde basina olusan ortalama kok sayist 12,4 + 1,27 olarak belirlendi. Bu verilere

dayanilarak kok olusturma kapasitesi indeksi 12,4 olarak hesaplandi. Elde edilen
ortalama kok boyu 1,62 + 0,044 olarak bulundu (Sekil 3.16).

Sekil 3.16A-C. Yari-kati MS.0 besiyerinde T. vulgaris bitkisinin gévdelerinde
gelisen kokler (Barlar 1cm).
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3.1.3.2. Cesitli Derisimlerde Farklh Oksin Bitki Biiyiime Diizenleyicilerini

Iceren Yari-Kati Ms Besiyerlerinde Elde Edilen Koklenme Oranlari

T. vulgaris bitkisine ait govdelerin koklendirilmesi amaciyla, farkli
derisimlerde oksin bitki biliylime diizenleyicileri kullanilarak gerceklestirilen
denemeler sonucu elde edilen kdklenme orani, govde basina elde edilen ortalama kok
sayisi, ortalama kok uzunlugu ve bu verilerden hesaplanan kok olusturma kapasitesi
belirlendi. IBA bitki biliylime diizenleyicisinin kdklenme lizerine etkilerine yonelik
veriler Cizelge 3.21° de verilmistir. 1 mg/l IBA igeren yari-katt MS besiyerinde,
diger IBA derisimlerinden belirgin bir farkla, en yiliksek koklenme orani (%92,5),
govde bagina diisen kok sayisi (12,35) ve bu verilere dayanilarak hesaplanan kok

olusturma kapasitesi indeksi (11,42) elde edildi.

Cizelge 3.21. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait gévdelerin ¢esitli derisimlerde
IBA igeren yari-katt MS besiyerlerinde elde edilen kéklenme oranlart.

IBA Derigimleri

0,01 mg/I 0,05 mg/I 0,1 mg/l 1,0 mg/I

Koklenme orant 75b 72,5 85,7 92,52

(%)

Ortalama kok 6,40+ 0,89b 4,53 +0,47bc 4,00 £0,47c 1235+

a 1,15a

sayisi (no = S.H)
.. 1,25+
Ortalama kok boyu 1,22 +0,078a 0,94+ 0,070b 0,83 + 0,052b
a 0,058a
(cm £ S.H)
4,80 3,28 3,42 11,42

K.O.K."?

3SH: Standart hata, istatistiksel analizler x? testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
PK.0.K: K&k olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama govde sayis1 / 100).

Farkli derisimlerde NAA bitki biiylime diizenleyicisi iceren yari-katt MS
besiyerinde, T. vulgaris bitki govdelerine ait koklenme verileri Cizelge 3.22° de
verildi. 1 mg/l NAA igeren yari-kati MS besiyerinde en basarili sonuglar alinmis, bu
sonuglara gore koklenmeye alinan govdelerde, %85 oraninda koklenme orani, 17,68
govde basina diisen ortalama kok sayisi ve bu verilere dayanilarak hesaplanan 15,02

kok olusturma kapasitesi indeksi elde edildi.
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Cizelge 3.22. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govdelerin ¢esitli derisimlerde
NAA igeren yari-kat1 MS besiyerinde elde edilen koklenme oranlari.

NAA Derisimleri
0,01 mg/I 0,05 mg/l 0,1 mg/I 1,0 mg/l
K"klel(f/‘:)e orant 61,50 80,0a 90,0a 85.0a
Ortalama kok %2893: 8394087 1253+118b 17,68+ 227a
say1s1 (no = S.H)? ’
Ortalama kok éifzﬂ; 1.22 40,0662 9,99+ 0,058ab 0,89 + 0,050b
boyu (cm + S.H)? :
3,86 6,71 11,27 15,02

K.O.K."

3SH: Standart hata, istatistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
PK.0.K: K&k olusturma kapasitesi indeksi. (Rejenerasyon orani x ortalama gévde sayisi / 100).

Koklenme amacgli kullanilan diger bir oksin IAA’ nin farkli derisimlerini
iceren yari-kat1 besiyerinde, T. vulgaris govdelerine ait koklenme incelendiginde, 1
mg/l TAA igeren besiyerinde %92,5 koklenme oran1 ve govde basina ortalama kok
sayist 10,59 olarak belirlendi. Bu veriler 1s1ginda hesaplanan kok olusturma

kapasitesi indeksi IAA derisimleri i¢in en yiiksek 9,79 olarak bulundu (Cizelge 3.23).

Cizelge 3.23. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govdelerin ¢esitli derisimlerde
IAA iceren yari-katt MS besiyerinde elde edilen kdklenme oranlari.

IAA Derisimleri
0,01 mg/l 0,05 mg/l 0,1 mg/I 1,0 mg/l
Koklenme oram: 62,50 75.0ab 82.5a 92,52
(%)
N 9,17 +
Ortalama kok 6,24 £1,27c¢ 9,79+ 0,79ab 10,59 + 0,76a
a l,67abc
sayisi (no = S.H)
Ortalama kok g’ggﬁ; é’Sé’St 0.96+0,047b 1,19+ 0,052a
boyu (cm = S.H)? ’ ’
3,90 6,87 8,07 9,79

K.O.K."

SH: Standart hata, Istatistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gerceklestirildi. (LSD test, P<0,05).
*K.0.K: Kok olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama govde sayisi / 100).

T. vulgaris bitkisinin koklenmesi amaciyla son olarak 2,4-D bitki biiylime
diizenleyicisini i¢eren yari-katt MS besiyerleri kulanildi. Denemede en iyi sonug 0,05

mg/l 2,4-D igeren yari-kati MS besiyerinde koklenen goévdelerden elde edildi
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(Cizelge 3.24). Bu besiyerine aktarilan gévdelerde %92,5 kdklenme orani ve govde
basina ortalama kok sayis1 17,15 olarak belirlendi. Bu sonuglara bagli olarak kok

olusturma kapasitesi 15,86 olarak hesaplandi.

Cizelge 3.24. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govdelerin ¢esitli derisimlerde
2,4-D igeren yari-kat1 MS besiyerinde elde edilen koklenme oranlari.

2,4-D Konsantrasyonu

0,01 mg/l 0,05 mg/l 0,1 mg/l 1,0 mg/l
Koklenme orani 75.0b 92 5a 80,0a 0,0c
(%)
Ortalama kok 577+0,56c 17,15+0,96a 10,24 +0,71b -
sayisl (no +
S.H)?
Ortalama kik o 95 0 0440 1,040,033 0,78 = 0,029 -
boyu (cm =+
S.H)?
K.OK. 4,32 1586 519 '

3SH: Standart hata, Istatistiksel analizler x” testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
’K.0.K: K8k olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama gévde sayisi / 100).

T. vulgaris bitkisinde koklenme amagli denenen gesitli derisimlerde oksin
bitki bliylime diizenleyicilerine ait veriler degerlendirilip, kok olusturma kapasitesi
indeksleri karsilastirildiginda en iyi sonug 15,86 (Cizelge 3.25) olarak hesaplanan,
0,05 mg/l 2.4-D igeren yari-kat1 besiyerinde koklenen gévdelerden elde edildi (Sekil
3.17A, B). T. vulgaris i¢in belirlenen en uygun koklenme besiyeri, T. longicaulis
(Sekil 3.17C, D) ve T. cariensis (Sekil 17E, F) i¢in de denendi ve her iki kekik
tiriinde %100 koklenme orani elde edilirken, kok olusturma kapasitesi indeksleri

sirastyla 11,95 ve 17,67 olarak hesaplandi (Cizelge 3.26).

Cizelge 3.25. Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisine ait govdelerin ¢esitli derisimlerde
oksin igeren yari-kati MS besiyerinde kok olusturma kapasitelerinin (K.O.K.)
karsilastirilmasi.

Oksin Derisimleri

0,01 mg/l 0,05 mg/l 0,1 mg/l 1 mg/l
IBA 4.80 3,28 3,42 11,42
NAA 3,86 6,71 11,27 15,02
IAA 3,90 6,87 8,07 9,79

2,4-D 4,32 15,86 8,19 -
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l l

Sekil 3.17. 0,05 mg/l 2,4-D igeren yari-katt MS besiyerinde, (A, B) T. vulgaris; (C,
D) T. longicaulis; (E, F) T. cariensis govdelerinde elde edilen kdklenmeler
(Barlar 1cm).

Cizelge 3.26. 0,05 mg/l 2,4-D bitki biiyiime diizenleyicisi i¢eren yari-kati MS
besiyerinde T. longicaulis ve T. cariensis govdelerinden elde edilen koklenme
sonuglari.

Ortalama kok Ortalama kok
sayist (no + boyu (cm =+ K.O.K"
S.H)? S.H)?

Koklenme
orani (%)

T. longicaulis C.
Presl

T. cariensis Hub.- 5 17674068  097+0060a 17,67
Mor. & Jalas

100,0a 11,95+ 1,18b 0,92 +0,044a 11,95

3SH: Standart hata, Istatistiksel analizler ? testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
’K.0.K: Kok olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama govde sayisi / 100).

3.14. KEKIK (Thymus vulgaris L. BITKISININ TOPRAGA
AKTARILMASI VE iKLIMLENDIRILMESI

T. vulgaris bitkisi i¢in en ideal koklenme besiyeri olarak belirlenen, 0,05 mg/l
2,4-D bitki biiylime diizenleyicisi igeren yari-kati MS besiyerinde koklendirilen, T.
vulgaris, T. longicaulis ve T. cariensis bitkilerine ait govdeler, iklimlendirilmek
amaciyla topraga aktarildilar. /n vitro sartlarda gelistirilen 6rneklerin, dogal ortamda
bulunan diisiik nem igeriginden olumsuz yonde etkilenmemesi i¢in, saksilarin {stii
seffaf plastikle kapatilip, birer giin araliklarla iistlerine birer delik agilarak ortam
sartlarina yavas yavas adapte olmalar1 saglandi. 2 hafta sonunda {istleri tamamen
acilan orneklerin, 4 haftalik topraga aktarim siiresi sonunda ortama adaptasyonlari
degerlendirildi. Her ii¢ bitki tiirii i¢in yapilan iklimlendirme g¢alismalarinda %100
basaril elde edildi (Sekil 3.18).
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— N x 5 \
Sekil 3.18. In vitro ortamda koklendirilip topraga aktarilan (A) T.vulgaris; (B) T.
longicaulis; (C) T. cariensis tiirlerine ait bitkiler (Barlar 1cm).

3.2. IN VITRO COGALTILAN KEKIiK (Thymus vulgaris L.)
BITKIiSININ MOLEKULER  BELIRTECLERLE GENETIK
KARARLILIGININ BELIRLENMESI

T. wulgaris L. bitkisinin, in vitro ¢ogaltilmi asamasinda, alt kiiltiirleme
sirasinda olusabilecek genetik degisikliklerin belirlenmesi amaciyla RAPD PCR
teknigi kullanildi. Bu amaca yonelik tek bir tohumdan ¢imlendirilip (Sekil 3.19) 1
mg/l KIN ve 0,3 mg/l GAs igeren yari-katt MS besiyerinde alt kiiltiirlenerek
cogaltilan T. vulgaris klonlart (T1, T2 ve T3 klonlari; caligmada yalnizca T1
klonundan alt kiiltiirlenerek c¢ogaltilan klon bitkiler kullanild1), doért haftalik
periyotlarda 10 kez alt kiiltiirlendi. Ana materyalden (in vitro govde klonlarinin
olusturulmasinda kullanilan, tek bir tohumun ¢imlendirilmesi sonucu elde edilen
fide) baslanarak, 10. alt kiiltiire kadar her iki alt kiiltiirde bir (0-2-4-6-8-10), 20-30
bitkicik DNA izolasyonu i¢in ayrilarak, molekiiler analizlerde kullanilmak {iizere, -

20°C’ ta saklandi. 10 alt kiiltlir sonunda ayrilan 6rneklerden CTAB ydntemiyle DNA

izolasyonu yapildi.

Sekil 3.19. Molekiiler analizlerde kullanilmak {tizere, in vitro ¢imlendirilen T.
vulgaris’e ait tohumlardan elde edilen ve 1 mg/l KIN ve 0,3 mg/l GA3 iceren
yari-kat1 MS besiyerinde klonlanan(A, B) T1 klonu ; (C) T2 klonu; ve (D) T3
klonuna ait gévdeler (Barlar 1cm).
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3.2.1. Jel elektroforezi ve Spektrofotometre ile DNA Miktari Tayini

DNA izolasyonunun ardindan elde edilen genomik DNA’lar %1’ lik agoroz
jelde yiiriitiilerek jel goriintiileme sisteminde gorsellestirildi (Sekil 3.20). Daha sonra
orneklerden 10 ul alinip 65 ul dH,O ile sulandirilarak (7.5 kez) mikro kiivete alindi
ve spektrofotometrik analizi yapilarak (Cizelge 3.27) DNA miktar1 ng/ul olarak
hesaplandi (DNA pg/ul = 10D2g0 X 50 X 7.5).

Cizelge 3.27. Thymus vulgaris L. bitkisinin T1 klonundan altkiiltiirlenerek ¢ogaltilan
bitkilerden izole edilen genomik DNA' larin spektrofotometrik analiz sonuglari.

A 0 2 4 6 8 10
220 0.199 0.181 0.194 0.221 0.271 0.250
230 0.100 0.100 0.107 0.135 0.172 0.157
240 0.111 0.111 0.116 0.141 0.186 0.166
250 0.163 0.155 0.157 0.182 0.239 0.212
255 0.178 0.169 0.170 0.196 0.257 0.226
260 0.184 0.174 0.176 0.201 0.262 0.231
270 0.158 0.152 0.153 0.176 0.233 0.204
280 0.103 0.104 0.105 0.129 0.171 0.152
290 0.040 0.051 0.051 0.074 0.105 0.094
300 0.007 0.025 0.024 0.048 0.072 0.064
325 0.000 0.008 0.010 0.029 0.047 0.039

DNA

miktart 690 ng/ul 653 ng/pl 660 ng/ul 754 ng/ul 983 ng/ul 867 ng/ul

Sekil 3.20. Thymus vulgaris L. bitkisinden Izole edilen genomik DNA’ larm jel
gorlintiisii (soldan saga sirasiyla, 0-2-4. alt kiltiirler sonucu elde edilen
bitkilerden izole edilen genomik DNA’ lar; HindIII ile kesilmis A DNA; 6-8-
10. alt kiiltiirler sonucu elde edilen bitkilerden izole edilen genomik DNA’
lar.)

3.2.2. RAPD Analizleri
PCR reaksiyonu rastgele tasarlanmis ve daha dnce Yrd. Dog. Dr. Elif Aylin

Oziidogru tarafindan arpa (Hordeum vulgaris L.) bitkisi iizerinde denenmis olan 20
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adet primer kullanilarak gerceklestirildi. PCR iirtinleri %1’ lik agaroz jel {izerinde
yuriitiildiikten sonra goriintiilendi (Sekil 3.21). 20 primerle yapilan RAPD PCR
sonucunda biiytikliikleri 770-3450 bg¢ arasinda degisen toplam 229 bant belirlendi.
Denenen primerlerden 4-21 arasinda degisen sayilarda bant goriilmiistiir (Cizelge
3.28). RAPD PCR igin kullanilan primerlerden en fazla bant verenler F09 (20 bant;
Sekil 3.21A) ve F10’ dur (21 bant; Sekil 3.21B). F18 primeri iki tekrarda da hig bir

bant vermedi. Elde edilen PCR iiriinlerinde hig bir polimorfik bant elde edilmedi.

Cizelge 3.28. PCR icin kullanilan oligoniikleotid primer dizileri ve RAPD PCR
sonucu her bir primerden elde edilen bant sayisi.

Primer Ady Oligoniikleotid dizisi (5'- Bant Polimorfik Polimorfizm
37 Sayis1 Bant (%)
FO3 CCTGATCACC 17 _ 0
FO5 CCGAATTCCC 16 - 0
FO8 GGG ATATCG G 13 - 0
F09 CCAAGCTTCC 20 - 0
F10 GGAAGCTTGG 21 - 0
F11 TTG GTACCCC 4 - 0
F13 GGCTGC AGA A 9 - 0
F14 TGCTGCAGG T 10 - 0
F15 CCAGTACTCC 6 - 0
F16 GGAGTACTGG 18 - 0
F18 TTCCCGGGTT - . 0
K01 CATTCGAGCC 11 - 0
K02 GTCTTCGCAA 14 . 0
KO3 CCAGCTTAGG 14 . 0
K06 CACCTTTCCC 13 - 0
K07 AGC GAG CAAG 11 - 0
K08 GAACACTGGG 9 . 0
K09 CCCTACCGAC 6 . 0
K10 GTG CAACGTG 4 . 0
K11 AAT GCCCCAG 13 . 0
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Sekil 3.21. (A) F03; (B) F05; (C) F08; (D) F09 (E) F10; (F) F11; (G) F13; (H) F14
primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu elde edilen bantlar. Kuyularin yerlesimi
soldan saga dogru, 1. kuyu belirte¢ (100 bp); 2-7. kuyular sirasiyla 0-2-4-6-8-10. alt
kiiltirlerde elde edilen kekik bitkilerine ait genomik DNA’ nin kalip olarak
kullanildigt RAPD PCR iiriinleri; 8. kuyu - kontrol; 9. kuyu + kontrol (ayvalik
cesitine ait zeytin bitkisinin genomik DNA’ s1 kullanilarak yapilan RAPD PCR
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Sekil 3.22. (A) F15; (B) F16; (C) K01, (D) K02 (E) K03; (F) K06; (G) K07; (H) K08
primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu elde edilen bantlar. Kuyularin yerlesimi
soldan saga dogru, 1. kuyu belirteg¢ (100 bp); 2-7. kuyular sirasiyla 0-2-4-6-8-10. alt
kiiltirlerde elde edilen kekik bitkilerine ait genomik DNA’ nin kalip olarak
kullanildigt RAPD PCR iiriinleri; 8. kuyu - kontrol; 9. kuyu + kontrol (ayvalik
cesitine ait zeytin bitkisinin genomik DNA’ s1 kullanilarak yapilan RAPD PCR
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Sekil 3.23. (A) K09; (B) K10; (C) K1lprimerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu
elde edilen bantlar. Kuyularin yerlesimi soldan saga dogru, 1. kuyu belirteg
(100 bp); 2-7. kuyular sirasiyla 0-2-4-6-8-10. alt kiiltiirlerde elde edilen kekik
bitkilerine ait genomik DNA’ nin kalip olarak kullanildigi RAPD PCR
iiriinleri; 8. kuyu - kontrol; 9. kuyu + kontrol (ayvalik ¢esitine ait zeytin
bitkisinin genomik DNA’ s1 kullanilarak yapilan RAPD PCR f{iriinii.

3.3. KEKIiK (Thymus vulgaris L.) BITKISININ IN VITRO
YONTEMLER VE TEK ASAMALI DONDURMA YONTEMLERIYLE
ORTA VE UZUN SURELI SAKLANMASI

3.3.1. Kekik (Thymus vulgaris L.) Bitkisinin In Vitro Yéntemlerle

Saklanmasi

T. vulgaris bitkisi i¢in gelistirilen rejenerasyon besiyerine aktarilan gévdeler,
orta dereceli saklama amaciyla, 13 ay boyunca +4°C’ ta, karanlik ortamda tutuldu.
Her ay, 3 adet bebek mamasi kabinda bulunan 6rnekler standart sartlara geri alinarak
canlilik oranlar1 degerlendirildi. Ayrica, canliliklarim1 koruyan, saglikli gévdelerden
izole edilen govde ucu eksplantler: rejenerasyon besiyerine aktarilan 4 hafta boyunca
standart kiiltiir sartlarinda kiiltiirlendi. Dort hafta sonunda, orneklerin rejenerasyon
oranlari, elde edilen ortalama govde sayis1 ve ortalama gévde boyu kaydedildi ve

govde olusturma kapasitesi indeksleri hesaplandi (Cizelge 3.29).
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Cizelge 3.29. T. vulgaris bitkisin +4°C’ ta orta dereceli saklamas1 sonucu elde edilen
bitki rejenerasyonlari.

+4 °C’ ta

saklama Canlilik Rejenerasyon Ortalama Ortalama .
. orani Govde sayist govde boyu G.OK
o (%) Oran (no+S.HP  (cm S.HY
1 100a 100a 5.5+0.60d 1.2 +0.08¢c 55
2 100a 100a 9.2+0.78b 1.4 +0.06b 9.2
3 100a 91.7a 7.3 £0.83bc 1.6 £ 0.09a 6.7
4 100a 93.3a 4.4+0.33d 1.0 +£0.05d 4.1
5 100a 100a 4.8 +0.32d 1.0 +£0.05d 4.8
6 94.8a 95.3a 4.8 +£0.48d 1.6 +£0.14a 4.5
7 83.6a 96.7a 6.5+0.47d 1.1+ 0.05¢ 6.3
8 74.4ab 88.5a 8.6 £ 0.45b 1.1 £0.04c 7.6
9 62.7b 95.1a 6.7 = 0.36¢cd 1.2 +0.04c 6.4
10 66.1b 98.3a 8.4+£0.52b 1.3 £0.04b 8.3
11 53.1b 98.3a 7.4 £0.40bc 1.3 £0.04b 4.1
12 36.8¢c 78.3b 8.8+ 1.25a 1.0 +£0.04d 6.9
13 25.3c 3.3c 6.0 +2.00d 1.2 £0.02¢ 0.2

3SH: Standart hata, Istatistiksel analizler ? testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0.05).

°G.0.K: Govde olugturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama gdvde sayist / 100).

Yapilan calismada elde edilen verilere gore, T. vulgaris bitkisinin orta
dereceli saklanmasinda ilk bes aylik periyotta %100 olan canlilik oranlar1 (Sekil
3.24A, B, C) altinc1 ay ve sonrasinda yavag yavas bir diislis gosterdi (Sekil 3.24D,
E). Bununla birlikte 12 ay orta dereceli saklanan bitkilerden alinan gévde ucu
eksplantlarindan %78’ in {izerinde rejenerasyon orani elde edildi (Sekil 3.25). Buna
karsilik, 13 ay boyunca +4°C’ ta saklanan kiiltiirlerin canlilik ve rejenerasyon
oranlarinda 6nemli bir diisiis kaydedildi. Elde edilen bu sonuglar, kekik bitkisinin
orta dereceli saklama yontemleri ile, periyodik alt kiiltiirlere gerek duyulmadan, bir

yil boyunca saklanabildigini gostermektedir.

SRR

Sekil 3.24. +4°C’ ta, karanlik kosullarda (A) 1 ay; (B) 2 ay; (C) 5 ay; (D) 10 ay; ve
(E) 12 ay saklanan T. vulgaris govde kiiltiirleri (Barlar 1cm).
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Sekil 3.25. (A, B) 2 ay; (C) 6 ay; (D) 8 ay; (E) 10 ay; ve (F) 12 ay boyunca +4°C’ ta,
karanlik kosullarda orta dereceli saklanan T. vulgaris gévde kiiltiirlerinden izole
edilen gévde ucu eksplantlarinda gozlenen bitki rejenerasyonlar1 (Barlar 1cm).

3.3.2. Kekik (Thymus vulgaris L.) Bitkisinin Kriyoprezervasyon Oncesi
Soguga Ahstirilmasi

Kriyoprezervasyon 6ncesi T. vulgaris bitkisi i¢in en uygun soguga alistirma
stiresini belirlemek amaciyla, +4°C’ ta 1-4 hafta tutulan 6rneklerden birer haftalik
periyotlarla alinan gévde ucu eksplantlari, 1 mg/l KIN ve 0.3 mg/l GA3 igeren yari-
kati MS besiyerine aktarildi. Dort haftalik siire sonunda, goévde uglarinin
rejenerasyon oranlari, ortalama govde boylar1 ve her bir eksplanttan olusan govde
say1st belirlenerek, bu veriler 151ginda hesaplanan gévde olusturma kapasitesine gore
en uygun soguga alistirma siiresi belirlendi (Cizelge 3.30). Soguga alistirma
siirecinde 1-4 hafta sogukta bekletilen 6rneklerden alinan gévde ucu eksplantlarindan
%100 rejenerasyon orani elde edildi (Sekil 3.26A-D). 2 hafta sogukta bekletilen
orneklerden aliman govde ucu eksplantlarindan, eksplant basina en yiiksek govde
sayis1 ve dolayis1 ile gévde olusturma kapasitesi elde edildi (6,95) ve ilerleyen
kriyoprezervasyon g¢alismalari i¢in en uygun soguga alistirma periyodu 2 hafta olarak

belirlendi (Sekil 3.27).
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Sekil 3.26. (A) 1; (B) 2; (C) 3; (D) 4 hafta siireyle sogukta tutulan T. vulgaris
bitkilerinden izole edilen govde ucu eksplantlarinda gozlenen bitki
rejenerasyonlari (Barlar 1cm).

Cizelge 3.30. 1-4 hafta boyunca soguga alistirllan T. vulgaris bitkilerinden izole
edilen govde ucu eksplantlarinin rejenerasyonlari.

Ortalama Govde  Ortalama Govde

Saklama Rejeneragyon Sayisi Boyu G.OK"
Siresi ~ Orant (%) () 71 °g pyye (cm + S.H)?
1 hafta 100a 3,87 +£0.28b 0,92 +£0.05b 3,87
2 hafta 100a 6,95 +£0.47a 1,33 +£0.05a 6,95
3 hafta 100a 3,23 +0.36b 0,66 + 0.05b 3,23
4 hafta 100a 5,53 £0.60a 1,23 +£0.08a 5,53

3SH: Standart hata, Istatistiksel analizler ° testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05).
®G.0.K: Gévde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama govde sayis1 / 100).
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Sekil 3.27. 2 hafta boyunca soguga alistirilan T. vulgaris bitkisinden izole edilen
govde ucu eksplantlarinda gozlenen gévde rejenerasyonlar: (Barlar 1cm).

3.3.3. Kekik (Thymus vulgaris L.) Bitkisinin Kriyoprezervasyon Oncesi

Sukroz On Kiiltiirii

T. vulgaris bitkisinin kriyoprezervasyon oncesi ikinci agamasinda sukroz 6n
kiiltiir calismast yapildi. Bu asamada ¢esitli sukroz derisimlerinde, farkli uygulama
stirelerinin  bitkinin rejenerasyonu iizerindeki etkileri degerlendirildi. Bu amaca
yonelik, bitkiden alinan gévde ucu eksplantlarinin 0,12, 0,25, 0,50, 0,75 ve 1 M
sukroz derisimleri igeren yari-kati MS.0 besiyerinde 24, 48 ve 72 saat etkilesimi
saglandi. Sukroz 6n kiiltiiri sonucu tekrar rejenerasyon besiyerine aktarilan gévde
uclarmin 4 haftalik kiiltiir sonucu rejenerasyon oranlari, ortalama gévde boyu ve
govde sayist kaydedildi (Cizelge 3.31). Bu veriler 1s18inda gévde olusturma
kapasitesi hesaplandi ve kriyoprezervasyon dncesi optimum sukroz 6n kiiltiir besiyeri
belirlendi. Calismaya ek olarak 24 saatlik periyotlarda 0,12 M’ dan 0,50 M’ a ve 0,12
M’ dan 1 M’ a arttirilan (gévde ucu eksplanleri birer giin arayla, bir dncekinden daha
yiiksek sukroz derigimini igeren besiyerlerine aktarildi, boylece orneklerin sukroz
derigimleri asamali olarak artirildi) sukroz derigimlerinin bitki rejenerasyonu
tizerindeki etkisi de incelendi (Cizelge 3.31). GoOvde olusturma kapasiteleri
degerlendirildiginde en iyi sukroz 6n kiiltiir uygulamasmin 0,25 M sukrozda 48
saatlik inkiibasyonun oldugu belirlendi (Sekil 3.28). Sonug olarak, Thymus vulgaris
bitkisinin Kkriyoprezervasyonu oncesinde, 2 haftalik soguga alistirma periyodunu
takiben, govde ucu eksplantlarinin 0,25 M sukrozda 48 saat inkiibe edilmesine karar

verildi.



102

Cizelge 3.31. T. vulgaris bitkisine ait gévde ucu eksplantlarinin sukroz onkiiltiir
asamasindan sonra rejenerasyon besiyerindeki gelisimleri.

Sukroz &n Rejenerasyon Ortalama Gévde  Ortalama Ciévde .
Kiiltiir Oran1 (%) sayisi Uzunlug;ua G.OK
(no + S.H) (cm + S.H)
24 saat
0,12M 86,67ab 3,62 +0,38¢C 1,39+0,12b 3,14c
0,25M 95,00a 6,37 +£0,52b 1,42 £ 0,06b 6,05b
0,50M 68,33b 4,93 +£0,61c 0,99 + 0,07bc 3,37¢c
0,75M 26,67c 7,25+ 1,46b 0,85 + 0,06C 1,93d
1,00M 26,67c 6,19+0,97b 1,27 +0,18b 1,65d
48 saat
0,12M 95,00a 9,63 +0,70a 1,79 + 0,09ab 9,15a
0,25M 98,33a 10,20 £ 0,72a 1,51 +£0,05b 10,03a
0,50M 70,00b 5,98 +0,55bc 1,34 +0,11b 4,19c
0,75M 23,33¢c 6,71 £ 1,18b 0,86+ 0,11c 1,57d
1,00M 6,67d 5,50 £+ 1,66hc 1,70 + 0,54ab 3,67¢
72 saat
0,12M 93,33a 4,48 +0,49c 2,06 +£0,17a 4,18¢
0,25M 100,00a 6,78 = 0,54b 1,68 + 0,08ab 6,78b
0,50M 75,00b 5,33 +0,45bc 0,97 + 0,06bc 4,00c
0,75M 35,00c 6,81 +£0,76b 0,92 + 0,07bc 2,38d
1,00M 0,00 0 0 0
Kademeli olarak artirilan sukroz derisimi
0,12 - 0,50M 80,00b 4,50 £ 0,42c 0,98 + 0,06bc 3,60cd
0,12 -1,00M 30,00c 8,22 +£0,95b 0,68 + 0,05¢ 2,47d

2SH: Standart hata, Istatistiksel analizler ° testi ve ANOVA ile gergeklestirildi.
°G.0.K: Gdvde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama gévde sayisi / 100).

e

Sekil 3.28. 0,25M sukroz igeren yari-katt MS besiyerinde 48 saat inkiibe edilen T.
vulgaris govde uglarinda gozlenen gévde rejenerasyonlari (Barlar).

3.3.4. Kekik (Thymus vulgaris L.) Bitkisinin PVS-2 Vitrifikasyon Teknigi

ile Kriyoprezervasyonu

Iki hafta siireyle +4 °C’ ta soguga alistirilan gévde kiiltiirlerinden izole edilen

govde ucu eksplantlart 0,25 M sukroz iceren MS besiyerinde 48 saat inkiibe
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edildikten sonra kriyoviallere alinip 1 ml LS soliisyonu ile 30 dakika siireyle oda
sicakliginda muamele edildi. LS uygulamasini takiben, soliisyon uzaklastirilip
orneklerin tlizerine 1 ml PVS2 soliisyonu eklenip 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 ve 120
dakikalik periyotlarla 0 °C’ ta muamele edildi. Her bir inkiibasyon periyodundan
sonra Orneklerin bir boliimii kriyovialler igerisinde dogrudan sivi azota (SA +)
transfer edildi. S1v1 azotta en az bir saat tutulan 6rnekler 40°C sicak su banyosunda
¢oziliip, 1,2 M sukroz igeren sivi MS besiyeriyle yikandiktan sonra 1 mg/l KIN ve
0,3 mg/l GAs igeren yari-kat1 MS besiyerine transfer edildi. Orneklerin diger bir
kismu1 ise (kontrol grubu) sivi azota daldirilmadan, 30 dakika 1,2 M sukroz iceren sivi
MS besiyeri ile yikanip 1 mg/l KIN ve 0,3 mg/l GA3 igeren yari-kati MS besiyerine
transfer edildi. Dort haftalik rejenerasyon periyodunu takiben canlilik ve

rejenerasyon oranlari, eksplant basina diisen govde sayis1 ve govde boyu sonuglari

alinip degerlendirildi (Cizelge 3.32).

Cizelge 3.32. Farkli PVS2 uygulama siirelerinin, vitrifikasyon teknigi ile
kriyoprezerve edilen T. vulgaris gévde uglarinin rejenerasyonu tizerindeki etkisi.

PVS2 Canlilik Rejenerasyon Ortalama Ortalama .
Uygulama (%) (%) Govde Sayist Govde Boyu G.0O.K.
Siiresi (dakika) (no = S.H.)? (cm + S.H.)?
Kontrol
15 55,6b 53,7b 22,17+3,84ab 1,02 +0,07a 11,90
30 53,7b 51,9b 30,14 +3,87a 1,03 + 0,04a 15,64
45 49,1bc 49,1c 17,76+3,22ab 0,86 +0,07ab 8,43
60 71,7a 71,7a 18,28+2,99ab 0,79 + 0,06b 13,11
75 76,7a 76,7a 16,56+2,75ab 0,81+ 0,04b 12,70
90 50,9b 47,4c 14,81+2,52ab 1,03 + 0,06a 7,02
105 1,9d 1,9d 1,00+0,00b 0,34 + 0,00b 0,02
120 10,5¢ 8,8d 6,80+4,86b 0,57 £ 0,05b 0,71
SA (+)°
15 24,3a 24,3a 15,31+ 5,21a 0,67 £ 0,07ab 3,72
30 20,3a 20,3a 13,55+ 5,28a 0,47 £ 0,03ab 2,75
45 5,3b 5,3b 18,67 + 8,99a 0,74 £0,11a 0,99
60 18,3a 18,3a 11,18 + 5,69a 0,43 £ 0,05b 2,05
75 3,3b 3,3b 14,50+13,50a 0,52 £ 0,22ab 0,48
90 3,3b 1,7b 4,00 + 0,00a 0,78 + 0,00a 0,07
105 1,8b 1,8b 5,00 + 0,00a 0,44 + 0,00b 0,09
120 1,8b 1,8b 20,00 + 0,00a 0,48 £ 0,00ab 0,36

*statistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gerceklestirildi. (LSD test, P<0,05)
®G.0.K: Gévde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama govde sayisi / 100).

SA (+)% Srv1 azot grubu sonuclar.

PVS2 ile muamele edilen

kontrol grubu orneklerde 9%76,7 canlilik ve

rejenerasyon orani ile en fazla basar1 75 dakikalik PVS2 muamelesi sonucu elde
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edildi (Sekil 3.29A, B). 90 dakikaya kadar olan PVS2 uygulamalarinda canlilik ve
rejenerasyon oranlarmin %350’ nin tizerinde oldugu ve 105 ve 120 dakikalik
uygulamalarda ise PVS2 ¢ozeltisinin bitki i¢in toksik etki gosterdigi belirlendi. 30
dakika PVS2 uygulamasinda da %50’ nin uzerinde canlilik ve rejenerasyon, ayrica
eksplant basina ortalama 30 govde elde edildi (Sekil 3.29C, D). 60 dakika PVS2
uygulamasinda ise %71,7 oraninda canlilik ve rejenerasyon, eksplant basina ortalama

18,28 govde elde edildi (Sekil 3.29E, F, G).

Sekil 3.29. Thymus vulgaris bitkisinden alinan gévde ucu eksplantlarinin (A, B)75
dakika; (C, D) 30 dakika; (E, F, G) 60 dakika PVS2 gozeltisi ile
muamalesinden sonraki dort haftalik gelisme periyodunda olusturduklart
coklu govdeler (Barlar 1cm).

T. vulgaris bitkisinin PVS2 vitrifikasyon teknigi ile kryoprezervasyonunda,
siv1 azot igerisinde en az 1 saat bekletilen orneklerde %24,3’ liik bir degerle en
yiiksek rejenerasyon orani veren ve ortalama 15,31 gévde elde edilen, 15 dakikalik
PVS2 uygulamasi oldugu goriildii (Cizelge 3.32, Sekil 3.30). 30 ve 60 dakikalik
PVS2 uygulamasinin ardindan sivi azota daldirilan drneklerde de sirasiyla % 20,3 ve
%18,3 gibi canlilik ve rejenerasyon oranlari elde edildi (Sekil 3.31).
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C

Sekil 3.30A-C. 15 dakikalik PVS2 muamalesinin ardindan sivi azotta saklanan T.
vulgaris govde ucu eksplantlarinin rejenerasyon besiyerinde dort haftalik
kiiltiirlenmesi sonucu olusturduklart ¢oklu govdeler (Barlar 1cm).

Sekil 3.31 (A, B) 30 dakikalik; ve (C, D) 60 dakikalik PVS2 muamalesinin ardindan
sivi azotta saklanan T. vulgaris govde ucu eksplantlarinin rejenerasyon
besiyerinde dort haftalik kiltiir sonucu olusturduklar1 ¢oklu govdeler (Barlar
lcm).
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3.3.5. T. wvulgaris Bitkisinin Enkapsiilasyon-vitrifikasyon Yontemiyle
Kriyoprezarvasyonu

T. vulgaris bitkisinden alinan gévde ucu eksplantlari, daha 6nce optimize
edilen soguga alistirma ve sukroz on kiiltiir asamalarinin ardindan sodyum aljinat ile
enkapsiile edildi ve kriyoviallere almip LS soliisyonuyla muamele edildi.
Uygulamanin ardindan 6rneklerden LS soliisyonu uzaklastirildi ve PVS2 soliisyonu
eklenip 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 ve 120 dakikalik periyotlarla 0°C* ta muamele
edildi. Kontrol grubu 1,2 M sukroz igeren sivi MS besiyeri ile yikanip kriyo korucu
soliisyon uzaklastirildiktan sonra 1 mg/l KIN ve 0,3 mg/l GA3 igeren yari-kati MS
besiyerine alindi ve 4 hafta siireyle canlilik ve rejenerasyonlart degerlendirildi
(Cizelge 3.33). Diger grup PVS2 uygulamasinin ardindan sivi azota daldirildi. Sivi
azot sonrast (en az 1 saat sivi azotta bekletilen) Ornekler c¢oziildiikten sonra
rejenerasyon besiyerine aktarilarak, 4 hafta silireyle canlilik ve rejenerasyonlari
degerlendirildi (Cizelge 3.33). Enkapsiile edilen orneklerden sadece PVS2 ile
muamele edilmeyen kontrol grubunda %23.33 canlilik ve rejenerasyon elde edildi
(Sekil 3.32). Enkapsiilasyon-vitrifikasyon teknigi ile kriyoprezervasyon deneyinde
15, 30, 45 ve 60 dakikalik PVS2 muamelesi sonucunda canlilik ve rejenerasyon
goriilmedi. 75, 90, 105 ve 120 dakikalik PVS2 uygulamalarinda ise oldukga diisiik
degerler elde edildi. Siv1 azota daldirilan 6rneklerde de sonu¢ olumsuz olmustur.
Bununla beraber, 120 dakika PVS2 c¢ozeltisiyle muamele edildikten sonra
kriyoprezerve edilen Orneklerde %11.67 oraninda canlilik goriildii, ancak

rejenerasyon orani oldukga diisiiktii (Cizelge 3.33).

Sekil 3.32. (A, B, C) PVS2 ile muamele edilmeden yari-kati MS besiyerine aktarilan
sentetik tohumlarin ¢imlenmesi ve olusturduklar1 ¢oklu goévdeler (Barlar
lcm).
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Cizelge 3.33. Farkli PVS2 uygulama siirelerinin, Enkapsiilasyon-vitrifikasyon

teknigi ile kriyoprezerve edilen T.

rejenerasyonu iizerindeki etkisi.

vulgaris bitkisine ait govde uglarinin

PVS2 Ortalama Ortalama
Uygulama Canlillk  Rejenerasyo Govde N b
Stiresi (%) n (%) Sayisi Govde Boylg G.OK.
(dakika) (noxSH) ((m=SH)
Kontrol
0 2333 2333 2?:;‘;‘; 083+007a 617
15 1,67c 1,67c 6,00 £0,00b 0,62 +0,00a 0,10
30 0,00c 0,00c - - 0,0
45 0,00c 0,00c - - 0.0
60 0,00c 0,00c - - 0,0
75 5,00b 3,33b 2,50+ 1,50b 0,92 +0,19a 0,13
90 1,67c 1,67c 1,00 £0,00b 0,30 + 0,00a 0,02
105 1,67c 1,67c 2,00 £ 0,00b 0,50 +0,00a 0,02
120 3,33bc 3,33b 2,50+ 0,50b 0,40 £0,10a 0,08
SA (+)°

0 0.00c 0.00b - - 0,0
15 0.00c 0.00b - - 0,0
30 0.00c 0.00b - - 0,0
45 0.00c 0.00b - - 0,0
60 1.67c 0.00b - - 0,0
75 0.00c 0.00b - - 0,0
90 0.00c 0.00b - - 0,0
105 11.67a 3,33a 1,00+ 0,00b 0,30 +0,00a 0,03
120 5.00b 0.00b - - 0,0

%statistiksel analizler ¥° testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05)
G.0.K: Gévde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama gdvde sayisi / 100).

SA (+)% Sivi azot grubu drnekler.

3.3.6. Kekik (Thymus vulgaris L.) Bitkisinin Damlacik Dondurma

Teknigi ile Kriyoprezervasyonu

T. vulgaris bitkisinin damlacik dondurma teknigi ile kriyoprezervasyonunda,

soguga alistirma ve sukroz Onkiiltiir asamalarini takiben govde ucu eksplantlari,

aliminyum seritler lizerine damlatilan 3-5 pl’ lik PVS2 soliisyonuyla 15, 30, 45, 60,

75, 90, 105 ve 120 dakikalik periyotlarla 0°C* ta muamele edildi. Kontrol grubu

1.2M sukroz iceren s1vi MS besiyerinde yikanip rejenerasyon besiyerine aktarildi ve

4 haftalik kiiltiirun ardindan rejenerasyon sonuglar1 degerlendirildi (Cizelge 3.34).
Kontrol grubunda 15, 30, 75 ve 90 dakikalik PVS2 uygulamasinda %70’ in iizerinde
rejenerasyon elde edildi. 90 dakikalik PVS2 uygulamasinda %90,7 canlilik, %88,9
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rejenerasyon orani ve govde basina diisen ortalama 20,3 gévde sayisiyla en iyi

sonucu verdi (Sekil 3.33).

Sekil 3.33A-B. Tymus vulgaris bitkisinin damlacik dondurma

teknigiyle

kriyoprezervasyonunda, kontrol grubu govde uglarindan rejenere olan

govdeler (Barlar 1cm).

Cizelge 3.34. Farkli PVS2 uygulama siirelerinin, damlacik dondurma teknigi ile
kriyoprezerve edilen T. vulgaris bitkisine ait govde uglarinin rejenerasyonu

uzerindeki etkisi.

PVS2 ; Ortalama Govde  Ortalama G6vde
Uygulama Ca(f)l/hhk Rej en(?/r asyon Sayis1 Boyu G.OK."
Siiresi (dakika) ) (%) (no + S.H.)? (cm+ S.H.)?
Kontrol
15 73,3b 76,7b 4,8 +0,8b 0,7 £0,05b 3,5
30 70,0b 80,0b 4,8 £0,4b 0,8 +£0,05a 3,4
45 66,7bc 66,7c 2,4+0,2b 0,4 +£0,02b 1,6
60 50,0bc 66,7c 2,7+0,3b 0,5+0,03b 1,4
75 70,0b 70,0bc 2,7+0,2b 0,4+0,01b 19
90 88,9a 90,7a 20,3 +2,7a 0,9 +0,03a 18,0
105 26,7¢ 46,7c 3,3 +0,4b 0,7 + 0,04ab 0,9
120 0,0d 1,7d - - -
SA (+)°

15 13,0c 7,4c 2,5+ 0,64c 0,4 + 0,05b 0,18
30 11,7c 5,0c 5,0 £4,00bc 0,6 +0,18a 0,25
45 17,6bc 9,8b 6,0+1,67b 0,6 +0,05ab 0,59
60 25,9b 11,1b 6,0+ 1,37b 0,7+0,09a 0,67
75 16,7bc 10,0b 13,3+ 4,42a 0,7 +0,07a 1,33
90 85,0a 80,0a 15,8+24a 0,7 +£0,05a 12,63
105 5,9bc 3,9d 7,5+ 0,50b 0,6 = 0,18ab 0,28
120 0,0d 0,0d - - 0,00

*statistiksel analizler % testi ve ANOVA ile gerceklestirildi. (LSD test, P<0,05)
®G.0.K: Gévde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama gdvde sayis1 / 100).

SA (+)%: S1v1 azot grubu drnekler.
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Damlacik dondurma tekniginde, sivi azotta saklanan Orneklerde de 90

dakikalik PVS2 uygulamasi %85 canlilik orani, %80 rejenerasyon orani ve eksplant

basina ortalama 15,8 gdvde sayisi ile en iyi sonuclar1 verdi (Cizelge 3.34; Sekil

3.34).

Sekil 3.34 (A-F) Tymus vulgaris bitkisinin damlactk dondurma teknigiyle
kriyoprezervasyonunda, sivi azotta saklanan gévde uglarindan rejenere olan
govdeler (Barlar 1cm).

3.3.6.1. T. cariensis Bitkisinin Damlacik Dondurma Teknigi ile

Kriyoprezervasyonu

T. vulgaris bitkisinin kriyoprezervasyonu igin denenen ve en iyi sonucu veren
damlacik dondurma teknigi T. cariensis bitkisinin uzun siireli saklanmasinda
denendi. 2 haftalik soguga alistirma ve sukroz on kiiltiir asamalarinin ardindan T.
cariensis govde ucu eksplantlar1 PVS2 ¢ozeltisi ile 90 dakika boyunca muamele
edildi. Kontrol ve s1vi azot grubuna ait sonuglar Cizelge 3.35° de verildi. Calismada
kontrol grubuna ait canlilik ve rejenarasyon oranlari sirasiyla %65 ve 60; sivi azot
grubunda ise %20 ve 18,33 olarak kaydedildi. Kontrol grubunda eksplant basina
diisen ortalama govde sayist 2,52 (Sekil 3.35A), sivi azot grubunda bu deger 2,73’
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tiir (Sekil 3.35B-E). Ayrica sivi azot grubunda 15 dakikalik PVS2 uygulamasi da
olumlu sonu¢ vermistir (% 22 canlilik ve rejenerasyon) fakat bu uygulama
sonucunda eksplant bagina ortalama govde sayisi (1) ve buna bagli hesaplanan gévde

olusturma kapasitesi diisiiktiir (0,2).

Cizelge 3.35. Thymus cariensis droplet-vitrifikasyon teknigiyle kriyoprezervasyon
kontrol ve s1v1 azot sonuclari.

PVS 2 o o Ortalama Ort.glzma
uygulama 0 7 govde sayisi govde G.0.K"
siiresi Canlilik Rejenerasyon (no = s.h)* uzunlugu
(cm £ s.h)?
Kontrol
15 25¢ 25bc 1,0 +£0,00c 0,40 = 0,00b 0,3
30 60a 60a 2,0+0,37ab 0,41 £ 0,06b 1,2
45 0,0e 0,0e - - -
60 0,0e 0,0e - - -
75 33b 33b 2,0£045ab 0,34 +£0,02¢ 0,7
90 65a 60a 2,5+02la  0,39+0,01bc 15
105 60a 60a 2,0+£0,38ab 0,44 +£0,0lab 1,2
120 33b 33b 1,0 +£0,00c 0,30 = 0,00c 0,3
SA (+)°
15 22,2¢c 22,2¢c 1,0 £ 0,00¢c 0,30 £ 0,0c 0,2
30 9,1d 9,1d 1,5 +£0,14bc 0,3 +0,0c 0,1
45 0,0e 0,0e - - -
60 0,0e 0,0e - - -
75 0,0e 0,0e - - -
90 20cd 18,3cd 2,73+0,43a  0,53+0,03a 0,5
105 0,0e 0,0e - - -
120 0,0e 0,0e - - -

2SH: Standart hata, Istatistiksel analizler y° testi ve ANOVA ile gergeklestirildi. (LSD test, P<0,05)
®G.0.K: Gévde olusturma kapasitesi indeksi (Rejenerasyon orani x ortalama govde sayisi / 100).

°SA (+): Siv1 azot grubu Srnekler.
l .

Sekil 3.35. Thymus cariensis bitkisinin 90 dakikalik PVS2 uygulamasi ile damlacik
dondurma teknigi kullanilarak Kriyoprezervasyonu, (A) kontrol; (B-E) sivi
azot grubuna ait eksplantlerden elde edilen govdeler (Barlar 1cm).
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4. TARTISMA

Florsilva (Bologna, italya)’dan temin edilen Thymus vulgaris tohumlarinin
dekontaminasyonunda, Ozudogru ve arkadaslar1 (2005) tarafindan yerfistigi
tohumlarinin dekontaminasyonu igin gelistirilmis olan yontem (%70 etanol, 5
dakika; %10 H,0,, 5 dakika; %20 Domestos (ticari camasir suyu), 15 dakika; her bir
uygulamanin ardindan dekontamine distile su ile 3 kez yikama) denendi ve yari-kati
MS.0 besiyerine aktarilan tohumlardan %100 oraninda dekontaminasyon ve %79,75
oraninda ¢imlenme saglandi. Erdag ve Yirekli tarafindan 2000 yilinda T. sipyleus
Boiss. tohumlarinin dekontaminasyonu i¢in kullanilan yontemde baglangicta 3 kez
distile suyla yikanan tohumlar, %4,5 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile 10 dakika ve
%70 etanol ¢ozeltisi ile 10 dakika muamele edilmistir. Dekontaminsyonu saglanan
tohumlar, bitkinin dogal ortamdaki toprak sartlarina gore modifiye edilen MS1
(standart MS besiyerinden farki, 2000 mg/l NH4NO3; 510 mg/l NazPO4; 220 mg/l
CaCl,.2H,0; 17 mg/l MnS0O4.4H,0) ve MS2 (standart MS’ten farki, 2000 mg/I
NH4NO3;; 340 mg/l NagPO4 660 mg/l CaCl,.2H,0; 17 mg/l MnSQO,4.4H,0)
besiyerlerine aktarilmistir (Standart MS: NH4NO3; 1650 mg/l; CaCl, 2H,0 440 mg/l;
MnSQO, . 4H,0 22.3 mg/l). MS1’¢ aktarilan tohumlardan %1, MS2’ye aktarilan
tohumlardan %26 oraninda ¢imlenme saglanmistir. Fraternale ve arkadaslari
tarafindan 2003 yilinda yapilan bir ¢alismada ise T. mastichina tohumlar1 %50’ lik
etanol ile ylizey dekontamineizasyonunu takiben %0,1” lik HgCl, ile 10 dakika
muamele edilmis, 5 dakika dekontamine distile su ile yikandiktan sonra dekontamine
filtre kagitlar ile fazla suyu alinip yari-kati MS besiyerine aktarmislardir. Bes hafta
sonra ¢imlenen bitkiciklerden izole edilen govde uclar1 ¢alismada eksplant olarak
kullanmistir. Saez ve arkadaslar tarafindan 1994 yilinda yapilan bir calismada da T.
piperella tohumlar1 kullanilmis ve tohumlar birka¢ damla Tween 20 igeren distile
suda 5 dakika bekletildikten sonra, %7’ lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 20 dakika
yikanip distile su ile durulanmis, daha sonra % 70’ lik etanolde 5 dakika tutulmustur.
Uygulamanin ardindan 5, 10 ve 15 dakika dekontamine distile suyla yikandiktan
sonra, tohumlar ¢esitli oranlarda oksin ve sitokininleri (BA, KIN, IAA, NAA) i¢eren
CMS besiyerinde (Collet, 1985; sukroz igermeyen ve 6 g/l Difco Bacto-agar ile
katilastirilmis olan besiyeri, MS besiyerinden farkli olarak NH4NO3;, KH,PO, ve
CaCl1; tuzlarinin yerine NH4H,PO4 ve Ca(NOs3),; %50 oraninda azaltilmis KNO3 ve
MgSOs; %60 oraninda azaltilmis FeNaEDTA igerir) ¢imlenmeye alinmistir.



112

Cimlenen tohumlardan izole edilen gévde ucu eksplantlari, bitkinin mikrogogaltimi
ve koklenmesinin optimizasyonu i¢in kullanilmistir. Calismadaki en iyi sonug,
eksplant bagina 5,1 govde sayisi ile 6,6 uM BA ve 2,8 uM IAA igeren besiyerinde
elde edilmistir. Yukarida bahsedilen kekik tohumlarinin dekontaminasyonuna
yonelik yontemlerinin ortak noktalari, uygulama siireleri ve derisimleri farkli
olmakla birlikte, hemen her yontemde etil alkol ve sodyum hipoklorit
kullanilmasidir. Tohum dekontaminasyon yonteminin uygulama sekli, eksplantin
cozeltilerle muamele siiresi ve ¢ozeltinin derisimi eksplantin ¢esidine ve alindig
kaynaga bagli (tohumun alindig1 ana bitkinin bulundugu ortamin nemi, sicakligi,
bitki govdesinin topraga mesafesi vb.) oldugu gibi, ¢alisma yapan kisinin tercihine

de bagli oldugu soylenebilir.

Olgun T. longicaulis ve T. cariensis bitkilerinden elde edilen eksplantlarin
dekontaminasyonunda da T. vulgaris tohumlarinin dekontaminasyonunda kullanilan
etil alkol ve ticari ¢camasir suyu (domestos) kullanilmistir. Tohum dekontaminasyonu
sirasinda, Oornekler yiizey dekontamineizasyonu icin %70’ lik etil alkol ile 5 dakika
mumele edilmis, olgun materyalin dekontaminasyonu sirasinda ise ornekler sadece
alkole batirilip ¢ikarilmis ve dekontamine filtre kagidi {izerinde kurutulmustur.
Tohum kabugu endosperm ve embriyonun %70 lik alkol igerisinde dehidrate
olmasmi engeller, fakat gévde ucu ve nodal eksplantler dogrudan alkole maruz
kaldiklarindan daha ¢abuk dehidrate olup hasar gorebilmektedir (6zellikle yumusak
dokuya sahip ve otsu bitkiler i¢in), bu nedenle eksplantler alkol ile kisa siireli
muamele edildiler. Ayni1 sekilde tohum dekontaminasyonunda %20 gibi yiiksek olan
camasir suyu derisimi kullanilirken, olgun materyal i¢in denenecek olan oran en
fazla %4 olarak belirlenmis ve %2,5’ in iizerindeki camasir suyu derigiminin
esplantler ilizerinde toksik etki yaptig1 gozlenmistir. Eksplantler lizerinde %1 ile %4
arasinda farkli derisimlerdeki ¢amasir suyu ¢ozeltisi, 30 ve 60 dakikalik periyotlarda
denenmistir. Denemelerde en iyi sonucu gévde ucu eksplantlar1 vermistir. Gévde ucu
eksplanlarinin nodal eksplantlara oranla dekontaminasyonda daha basarili sonug
vermesinin nedeni, govde ucu eksplantlariin gorece topraktan daha uzakta
bulunmasi, dolayisiyla daha az kontaminasyon igermesi olabilir. Optimize edilen
dekontamineizasyon yontemi ile en basarilt sonuglar %1,5” lik camasir suyu ile 60

dakika, %2,5° lik ¢amasir suyu ile 30 dakika uygulamalar ile elde edilmistir. Bu
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uygulamalarla T. longicaulis bitkisinde sirasiyla %59 ve %29 rejenerasyon orani elde
edilirken, ayni yontem T. cariensis bitkisinde denendiginde %51 ve %66
rejenerasyon orani saglamistir. Canlilik ve rejenerasyon oranlari, takip eden alt kiiltiir
asamalarinda artis gostermistir. Casado ve arkadaslar1 tarafindan 2002 yilinda
yapilan bir ¢alismada, Lamiaceae ailesine ait Santolina canescens Lagasca bitkisine
ait olgun materyalden alinan gévde ucu eksplantlari, 20 damla Tween 20 damlatilan
%1,2’ lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile 15 dakika muamele edildikten sonra {i¢ kez
5’er dakika dekontamine distile su ile durulanip ¢esitli derisimlerde BA igeren yari-
kati MS besiyerlerine aktarilmistir. Dort haftalik kiiltiir periyodu sonunda hicbir
bulas gortilmedigi ve tiim eksplantlarin canlililigin1 korudugu belirlenmistir. Erdag
ve Yiirekli tarafindan 2000 yilinda T. sipyleus Boiss. tohumlarinin yanisira, yaprak
ve yaprak sapindan aldiklar1 yaklagik 1 cm’ lik eksplanlarin dekontaminasyonu igin
kullandiklar1 yontemde, i¢ine 1 damla Tween 20 damlattiklart %10’ luk sodyum
hipoklorit ¢ozeltisiyle bitki parcalarint 8, 9 ve 10 dakika muamele etmisler ve 0,4
mg/l NAA ve 3 mg/l BA iceren MS besiyerinde %100 oraninda kallus elde
etmislerdir. 2006 yilinda Khan ve arkadaslari tarafindan, Kalanchoe tomentosa
bitkisinden alinan govde uglari, dncelikle musluk suyunda yikanip ardindan %0,1’
lik merkiirik klorit soliisyonuna daldirilarak dekontamine edilmistir. Calismada
merkiirik klorit soliisyonuna yiizey gerilimini indirgemek i¢in 1-2 damla Tween 20
damlatilmig ve govde ucu eksplantlar1 3-4 dakika bu ¢ozeltiyle muamele edilmis,
daha sonra dekontamine distile su ile 5 dakika durulanmistir. Arastiricilar bu sekilde
4 haftalik alt kiiltiir periyodunun ardindan %95’ ten fazla oranda basar1 elde
etmislerdir. Bu denemede baslangi¢c materyalinin yalnizca %3’iinde bakteri bulasi
goriilmiistiir. Otsu ve yumusak dokuya sahip olan bitkilerden alinan eksplantlarin
dekontamineizasyonunda, dokunun hasar gorebilme ihtimalini ortadan kaldirmak
amaciyla dekontaminasyon sirasinda kullanilan ¢ozelti derisimleri ve uygulama
stireleri 6nem tasir. Yiksek derisimde uygulanan dekontaminasyon cozeltisi bitki
dokusuyla dogrudan etkilesimde olacagindan, dekontaminasyon sonrasi rejenerasyon
ve hatta canlilig1 olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle ¢alisilacak olan her bitki tiirii ya
da grubu icin, temelde benzer ¢ozeltiler kullanilsa bile, ¢ozelti derisimi ve uygulama

stiresi gibi faktorlerin optimize edilmesi gerekir.
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T. vulgaris bitkisinde en uygun rejenerasyon besiyerinin belirlenmesi i¢in ilk
olarak, hiicre boliinmesinin uyarilmast ve yan siirgiin dormansisinin kirilmasi
(Krikorian, 1995) gibi iki O6nemli gorevi yerine getiren sitokinin bitki biiyiime
diizenleyicilerinden benzil adenin (BA), kinetin (KIN) ve thidiazuron (TDZ) farkh
derisimlerde yari-kat1 MS besiyerine eklenerek denendi. Bunlardan en yaygin olarak
kullanilan BA ve KIN purin halkasina sahip olan sentetik sitokinin bitki biiylime
diizenleyicileridir. Farkli derisimlerde kullanilan BA ile T. vulgaris gévde ucu
eksplantlarinda %41,6 ile %65, nodal eksplantlarda %15 ile %45 arasinda degisen
rejenerasyon oranlari elde edildi. Govde ucu ve nodal eksplantlarin rejenerasyonunda
goriilen bu farkliliktan dolay1 calismaya en 1iyi sonucu veren gdovde ucu
eksplantlariyle devam edildi. Yine benzer sekilde farkli derisimlerde denenen TDZ
ve KIN bitki biiylime diizenleyicilerinde ise sirastyla % 45 ile %61,7 ve %20 ile %85

arasinda degisen rejenerasyon oranlari elde edildi.

Hiicre boliinmesi, hiicresel dongiiniin farkli asamalarinda etkili olan sitokinin
ve oksin bitki biiylime diizenleyicilerinin birlikte bulunmasiyla diizenlenir. Oksinler
DNA replikasyonunda etkin olurken, sitokininler mitozun ger¢eklesmesini saglayan
bazi olaylarin kontroliinde rol oynar (Vesely ve ark., 1994). Bu nedenle kiiltlirlerdeki
oksin ve sitokinin konsantrasyonlar1 kontrollii ve dengeli olmalidir. Bu amaca
yonelik, farkli derisimlerdeki (0.01, 0.05, 0.1, ve 1 mg/l) gesitli oksinler (IBA; IAA;
NAA; 2,4-D) T. vulgaris bitkisinde, bir 6nceki denemede en iyi sonucu veren 1 mg/l
KIN igeren yari-katt MS besiyerine eklenerek, bitkisinin rejenerasyon ve govde

olusturma kapasiteleri iizerine etkileri incelendi.

Gibberelinler, ciceklenmeyi, tohum ¢imlenmesini, hiicre bdliinmesini ve
uzamasini artirarak bitkinin boyca biiylimesini diizenlerler. Bazi gibberelinler, bitki
tiriine bagl olarak degismekle birlikte, bazi Ozgiin enzimlerin sentezini ve
aktivitesini artirir veya azaltirlar [6rnegin alevron (bitkisel protein kristali) hidrolitik
enzim diizeyinin artirilmasi gibi]. Gibberelik asitler bitki doku kiiltiirii ortamina
eklendiklerinde, kok, siirgiin ya da somatik embriyolarin formasyonunu indirger ya
da engeller fakat tam tersi etki de yapabilir (Brock ve Kaufman, 1991).

Gibberelinlerin yan kok ve siirgiin olusumunun gerceklestirilmesi ya da
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engellenmesine neden olan bazi farkliliklar, gibberelinlerin meristematik baslangici
inhibe etmelerinden dolayidir (Thorpe ve Murashige, 1970), fakat onciil formdaki
organlarin biiylime ve gelismesi i¢in gibberelinlerin yardimina gereksinim duyulur.
Meristem ve slirglin kiiltiirlerinde siirglin gelisimi gibberelinlerin eklenmesiyle
artirtlabilir (Fry ve Street, 1980). T. vulgaris bitkisinin in vitro ortamda siirgiin
gelisimini artirmak i¢in, bitkiden alinan gévde ucu eksplantlari, 1 mg/l KIN, veya 1
mg/l KIN ve 0,1 mg/l NAA igeren yari-katt MS besiyerine ¢esitli derisimlerde
gibberelik asit (GA3) eklenerek kiiltiirlenmistir.

Brassica campestris (Chi ve Pua, 1989), Capsicum annuum (Hyde ve
Phillips, 1996), Chicorium intybus (Bais ve ark., 2000) ve Vanilla planifolia
(Giridhar ve ark., 2001) gibi bazi otsu bitkilerin in vitro ¢ogaltiminda, siirgiin
gelisimi ve cogaltilmasi amaciyla giimiis nitrat (AgNOj3) kullanilmistir. AgNOs,
etilen biyosentezini diizenler, baskilar ya da etilenin etkisini onler, AgNOj3 etkisi
bitki tiirline gore degisiklik gosterebilir (Ozudogru ve ark, 2005). Meyve
olgunlagmasi, ¢igeklenme ve yaprak absisyonu gibi olaylarin diizenlenmesinde gorev
alan etilen gazi, ortamda yliksek derisimlerde bulundugunda, mikrotiibiil ve
mikroflament yerlesimini degistirerek hiicre uzamasini baskilayip, hiicrenin
genislemesine yol acar (Apelbaum ve Burg, 1971; Steen ve Chadwick, 1981). Ayrica
etilen gazi, in vitro kiiltiirlerde, alt kiiltiir zamanma bagli olarak, bilyime ve
organogenezi uyarabilir ya da baskilayabilir (Huxter ve ark., 1981) T. vulgaris bitkisi
tizerinde AgNOs; etkisi, 1 mg/l KIN ve 1 mg/l KIN ile 0,1 mg/l NAA igeren
besiyerlerine ¢esitli derisimlerde (1; 2; 4; 6 ve 8 mg/l ) eklenmesi yoluyla test
edilmistir. Sadece 1 mg/l KIN ve cesitli derisimlerde AgNO3 iceren yari-katt MS
besiyerlerinde elde edilen rejenerasyon orani (%83,3-98,3), 1 mg/l KIN ve 0,1 mg/I
NAA ile cesitli derisimlerde AgNOs iceren yari-kati MS besiyerinde elde edilen
sonuglardan (%28,3-55) oldukga yiiksektir. Burada goriilen diisiik rejenerasyon
oraninin, bir oksin olan NAA tarafindan, ortamda mevcut olan AgNO3’in tolere
edebileceginden daha yiiksek oranda etilen biyosentezini tesvik etmis olabilecegi
diisiiniilebilir. Etilen, her bitkide bulunabilen bir bitki biiyiime diizenleyicisi olarak
bilinir ve bitkinin biiylime ve gelismesine etki eder (Yang, 1985; Yang ve Hoffman,
1984). In vitro ¢alismalarda etilen, kallus olusumu, siirgiin rejenerasyonu ve in vitro

somatik embriyogenezi tesvik eder (Roustan ve ark., 1990). Bu nedenle etilen
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iretiminin ya da etilen etkinliginin diizenlenmesiyle, bazi doku kiiltiirlerinin biiylime
ve gelismesi bir dereceye kadar kontrol edilebilir (Giridhar ve ark., 2003). AgNO3
etilen aktivitesini inhibe edici olarak bilinir (Beyer, 1976a). Giimiis iyonlari,
ciceklenme ve biiylimenin yavaslatilmasi, absisyon gibi klasik yanitlarda, eksojen
olarak uygulanan etilenin aktivitesini 6zgiil olarak bloke eder. Bu bulgular AgNO3’1n
doku Kkiiltiirii c¢aligmalarinda kullanilmasma izin verir. Kiiltiir ortamina AgNOs3
eklenmesi, dikotil ve monokotil bitki kiiltiirlerinin her ikisinin rejenerasyonunda

oldukca biiyiik bir artig saglar (Beyer, 1976b).

Farkli derisimlerde ve kombinasyonlarda denenen c¢esitli sitokininler,
oksinler, gibberelik asit ve glimiis nitratin, rejenerasyon orani, eksplant basina elde
edilen ortalama govde sayist ve bu degerlere dayanarak hesaplanan govde olusturma
kapasitesi indeksleri karsilastirildiginda, T. wvulgaris bitkisi igin en uygun
rejenerasyon besiyerinin 1 mg/l KIN ve 0,3 mg/l GA3 igeren yari-katt MS besiyeri
oldugu goriilmiistiir. Bu besiyeri kompozisyonu daha sonra T. longicaulis ve T.
cariensis bitkilerinin in vitro rejenerasyonu amactyla da denenmis ve sirasiyla %97,5
ve %95,7 oraninda bitki rejenerasyonu, 3,1 ve 1,27 eksplant basina diisen ortalama
govde sayisi elde edilmistir. 1999 yilinda Mendes ve Romano T. mastichina
bitkisinin in vitro c¢ogaltiminda BA, KIN ve 2ip bitki bilyiime diizenleyicilerini
kullanmislardir. En iyi sonug¢ 0,05 mg/l BA iceren modifiye CMS (Collet, 1985)
besiyerinde (makro elementler ve demir CMS’ye, mikro elementler MS’e gore
modifiye edilmistir) elde edilmistir. Bu ¢alismada, eksplant basina diisen ortalama
govde sayis1 7,4, ortalama govde boyu 1 cm olarak bulunmustur. Saez ve arkadaslar
tarafindan 1994 yilinda yapilan bir c¢alismada T. piperella bitkisinin in vitro
cogaltimi i¢in BA ve KIN sitokinin bitki biiylime diizenleyicileri ile NAA ve IAA
oksin bitki biiyiime diizenleyicilerini farkli derisimlerde ve kombinasyonlarda
denemisgler, en iyi sonucu 6,6 uM BA ve 2,8 uM IAA igeren yari-kati CMS
besiyerinde elde etmislerdir. Bu ¢alismada eksplant basina diisen govde sayist 5,1
olarak bulunmustur. Sunulan tez ¢alismasinda ise, T. vulgaris bitkisinin in vitro
rejenerasyonu i¢in optimize edilen besiyerinde eksplant basina elde edilen govde

sayis1 8,64, ortalama govde boyu 1,02 cm olarak belirlenmistir.



117

Mikrogogaltim yontemlerinde son agama in vitro ¢ogaltilan bitkilerin topraga
aktarilarak  dis  ortama  adaptasyonunun  saglamasidir.  Iklimlendirilmesi
gerceklestirilemeyen  bitkilerin  mikrogogaltim yontemi basarisiz kabul edilir.
Iklimlendirilmenin ~ yapilabilmesi  icin  bitkilerin  toprakta  canliliklarin
stirdiirebilmeleri gerekir, bunun icin de gelismis bir kdk yapisinin saglanmasi biiyiik
Oonem tasir. Bu amaca yonelik ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan yontem, ya
higbir biiylime diizenleyicisi igermeyen ya da cesitli derisimlerde oksin biliylime
diizenleyicileri ile desteklenmis besiyerine aktarilan govdelerde koklenmenin tesvik
edilmesidir. Oksinler hiicre biiylimesi, hiicre duvarinin asitlestirilmesi, hiicre
boliinmesinin baglamasi, organize olmayan dokularda (kallus) ya da organlarda
(genellikle kokler) meristem artisinin  organizasyonu ve vaskular dokularin
farklilasmasinin tesvik edilmesinde giiclii bir etkiye sahiptirler. Ayrica organize
dokularda apikal dormansinin siirdiiriilmesi, kok formasyonunun diizenlenmesi gibi
olaylarda onemli bir rol oynarlar (Gaspar ve ark.,, 1996). Doku kiiltiiri
calismalarinda, diger sentetik oksinlerden 2,4-D ve NAA yaygin olarak kullanilir.
Sunulan tez ¢alismasinda, yukarida bahsi gecen IBA, NAA, IAA ve 2,4-D oksin bitki
biiylime diizenleyicilerinin koklenme tizerine etkileri, T. vulgaris bitkisinde test
edilmistir. T. vulgaris bitkisine ait govdeler, yukarda bahsedilen dort oksin ¢esidinin
farkli derigsimlerini igeren yari-katt MS besiyerinde koklenmeye alindi. En 1yi sonug
%92,5 koklenme orani, 17,15 gdvde basina diisen ortalama kok sayis1 ve bu verilere
dayanilarak hesaplanan 15,86 kok olusturma kapasitesi indeksiyle 0,05 mg/l 2.4-D
iceren yari-kati besiyerinde koklenen govdelerden elde edildi. Ayrica T. vulgaris igin
belirlenen en uygun koklenme besiyeri, T. longicaulis ve T. cariensis bitkilerinin in
vitro koklenmesinde test edildiginde, her iki kekik tiirtinde de %100 oraninda
koklenme elde edilirken, govde olusturma kapasitesi indeksleri sirasiyla 11,95 ve
17,67 olarak hesaplandi. Govde basina olusan ortalama kok sayisinin fazla olmasi,
topraga aktarilan bitki govdelerinin ortama daha i1yi adapte olarak basarili bir sekilde
iklimlendirilmesini saglar. Dikkati ¢eken bir husus IBA, NAA ve IAA oksin bitki
bliyiime diizenleyicilerin  besiyerindeki derisimleri artirildiginda  koklenme
tizerindeki etkilerinin de artmasidir (6rnegin, 0,01, 0,05, 0,1 ve 1 mg/l NAA iceren
yari-katt MS besiyerlerinde sirasiyla, 3,86, 6,71, 11,27 ve 15,02 kok olusturma

kapasitesi indeksi hesaplandi).
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Bunlardan farkli olarak 2,4-D oksin biiylime diizenleyicisi iceren yari-kati
MS besiyerinde 0,05 mg/l derisim en yiiksek sonucu verirken, 0,1 ve 1 mg/l
derisimlerde sirasiyla 8,19 ve 0 (koklenmeye alinan govdelerde kok olusumu
gozlenmedi ve gbovdeler bir slire sonra canliliklarini kaybetti) degerinde bir sonug
elde edildi. Bu sonuca dayanilarak, T. vulgaris’ in koklenmesi i¢in en basarili sonucu
veren 2,4-D’ nin derigsiminin 0,05 mg/l” den daha yiiksek oldugunda toksik etkiye yol
actig1 soylenebilir. Baz1 molekiillerle konjuge olabilen oksinler, oksidatif yikimdan
korunurlar ve gerektigi zaman enzimatik olarak serbest kalabilirler. Ornegin indol
asetik asit (IAA) sekerlerle konjuge olabilir (Cruciferae ailesi liyelerinde yaygindir).
Sentetik 1AA ve IBA (indol biitirik asit) bitki kiiltiir besiyerlerinde yaygin olarak
kullanilir. Bu oksinler besiyerinde denatiire olmaya egilimlidirler ve bitki
dokularinda hizla metabolize olabilirler. Bu 6zellikleri, gelisme déneminde daha az
oksine gereksinim duyuldugu evrelerde faydali olabilir (6rnegin koklenmede, Gaspar
ve ark., 1994). Bu bilgiler 1s181inda, besiyerinde bulunan 2.4-D oksin bitki biiyiime
diizenleyicisinin ortamda herhangi bir molekiille konjuge olamadigi ve artirilan
miktarlarinin kdklenme ve bitki gelisimi {lizerinde baski olusturabilecegi sonucuna

varilabilir.

In vitro koklendirilen T. vulgaris, T. longicaulis ve T. cariensis bitkileri
topraga aktarilarak iklimlendirilmislerdir. Bitkiler in vitro’ da aseptik sartlarda ve
yiiksek oranda neme sahip bir ortamdadir. Bu nedenle koklendirilen bitkiler, ortamda
olabilecek patojen mantar ve bakteri gibi tehditleri uzaklastirmak amaciyla otoklav
edilerek dekontamine edilen topraga aktarildi. In vitro sartlarda gogaltilmis olan
bitkilerde, kiiltlir ortamindaki yiliksek nem igerigi nedeniyle stomalar siirekli agik
oldugundan, iklimlendirme sirasinda dis ortamdaki diisiik nem iceriginden olumsuz
etkilenmemesi amaciyla, bitkinin dis kosullara yavas yavas adapte olmasi ig¢in
saksilarin {istii seffaf plastik ile kapatildi ve belli periyotlarda iizerine delikler
acilarak ortama adaptasyonu saglandi. 2 hafta sonunda iizeri tamamen agilan
saksilarda bulunan her ii¢ kekik tiirliniin basarila bir sekilde topraga adapte oldugu

goriildil.
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Mendes ve Romano 1999 yilinda, T. mastichina bitkisinden aldiklar1 2 cm
uzunlugunda tekli govdelerin in vitro koklenmesi i¢in, 1 mg/1 derisimde IAA, IBA ve
NAA oksin bitki biiylime diizenleyisicisi igeren yari-katt CMS besiyeri
kulanmiglardir. Calismada en iyi sonu¢ 1 mg/l NAA igeren besiyerine aktarilan
govdelerden elde edilmistir (%100 kdklenme orani, govde basina ortalama 25,6 kok).
2006 yilinda Iapichino ve arkadaslar tarafindan T. capitatus, T. serpyllum L. ve T.
vulgaris L., bitkilerinden 10 cm uzunlugunda kesilen yumusak govdeleri 500 ppm
IBA iceren soliisyona (% 90 etanolde ¢oziiliip, son derisimi %20 etanol: %80 distile
su (v/v)) 30 saniye daldirilip plastik saksilara aktarmislardir. 4 hafta sonra sirasiyla,
%94,3, %93 ve %80 koklenme orani, 14,3, 4,9 ve 2,4 govde basina ortalama kok
sayisi elde etmislerdir. Saez ve arkadaslari tarafindan 1994 yilinda in vitro ¢ogaltilan
T. piperella bitkisinden alinan gévdelerin koklenmesi igin farkli derisimlerde IAA ve
NAA igeren yari-katit CMS besiyeri kullanilmis ve en iyi sonug 2,8 uM IAA igeren
besiyerinde elde edilmistir. Bu besiyerinde koklendirilen bitkilerin %71 i basarili bir

sekilde iklimlendirilmistir.

Govde ucu ya da nodal segmentler kullanilarak yapilan mikropropagasyon
tekniginin, 15 alt kiltiir sonunda bir eksplantten yaklasik 10° bitki eldesine imkan
verebilen bir teknik oldugu belirlenmistir (George ve Ravishankar, 1997). In vitro
sartlarda gelisen bitkilerin rejenerasyonu, nod ve gévde ucu gibi, oncii meristemlerin
bulundugu bitki kisimlarindan saglandiginda, in vitro kosullarda, hiicre boliinmesi ve
farklilasmasi sirasinda genetik kararliligin siirdiiriilebildigi bilinir (Ostry ve ark.,
1994), bununla birlikte in vitro uygulamalar sirasinda genetik degisiklige yol
acabilecek risklerin varligi da goz ardi edilmemelidir (6rnegin, eksplant ve bitkilerin
maruz kaldig: stres, oksin ve sitokinin oranlari, ortam kosullari, Modgil ve ark.,
2005). Bu degisiklikler istege bagl gerceklesmez, siklikla kalitimsaldir ve in vitro
sartlarda ¢ogaltilan bitkilerin tiimiine yayilabilir (Breiman ve ark., 1987). DNA
diizeyinde gerceklesen bu degisiklerin belirlenmesinde kullanilan ¢ok sayida
molekiiler belirte¢ vardir. RAPD bu tekniklerden en yaygm olarak kullanilan
molekiiler belirtegtir. Az miktarda genomik DNA gereksinimi, dizi 6n bilgisine
ihtiya¢ duyulmamasi, radyoaktif uygulama gerektirmemesi ve bilginin hizli ve kolay
transferinin saglanmasiyla diger metotlara gorece istiinliik saglar (Williams ve ark.,

1990). RAPD tekniginin tekrarlanabilirligi, deney kosullarinin optimizasyonuyla
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saglanabilir. Bu durum, tez c¢alismasi kapsaminda her bir primer ile yapilan
tekrarlarda benzer bant profilleri elde edilmesiyle de dogrulanmistir. Literatiirde,
mikrogogaltilan bitkilerde genetik degisikliklerin olduguna dair ¢alismalarin yanisira,
genetik kararliligin siirdiirtilebilirligine dair de pek ¢ok calisma bulunmaktadir. 2002
yilinda Palombi ve arkadaglari tarafindan Actinidia deliciosa A. Chev. (Kivi)
bitkisine ait in vitro biiyiitiilen bitkilerde genetik kararlilik RAPD PCR teknigi ile
incelenmistir. 1 mg/l BA iceren yari-katt MS besiyerinde 12 kez alt kiiltiirlenen
bitkilerle ana¢ bitkinin 10 adet primer kullanilarak genetik kararliliklarinin
karsilastirildigr calismada %55 oraninda polimorfizm belirlenmistir. 1997 yilinda
Hashmi ve arkadaslar1 in vitro g¢ogaltilan Prunus persica L. (seftali) bitkisinin
genetik kararliligint RAPD belirtecleri kullanarak analiz etmislerdir. Caligmada anag
bitki ile in vitro ¢ogaltilan bitki 6rnekleri 60 adet primer kullanilarak karsilagtirilmis

ve primerlerden yalnizca 10 tanesinde polimorfik bant elde edilmistir.

1998 yilinda Rout ve arkadaslar tarafindan Zingiber officinales Rosc. bitkisi,
4 mg/l BA, 1 mg/l IAA ve 100 mg/l adenin siilfat igeren yari-katt MS besiyerinde 8
haftalik periyotlarda alt kiiltiirlenerek govdeler elde edilmis, ardindan koklendirilerek
iklimlendirilmistir. Arastiricilar topraga aktarilan iki haftalik bitki 6rneklerini RAPD
belirtegleri kullanarak anag bitkiyle karsilastirmislar ve elde edilen PCR iirlinlerinden
hi¢ birinde polimorfizm belirlememislerdir. Venkatachalam ve arkadaglar1 2007
yilinda Musa sp. (muz) bitkisinin, yiiksek oranda bitki biiylime diizenleyicileri i¢eren
(6rnegin, 53,28 uM BA 55,8 uM KIN gibi) farkli periyotlarda (6rnegin, 3 hafta; 3
haftalik periyolarda 3 alt kiiltiir; 4 haftalik periyotlarda 4 alt kiiltir gibi) in vitro
cogaltilan stirgiinlerinde genetik kararliligt RAPD belirtecleriyle incelemislerdir. 50
adet RAPD primerinin kullanildigi c¢alismada ana¢ bitkiyle karsilastirilan
orneklerden elde edilen PCR {iriinlerinin hi¢ birinde polimorfik bant gézlenmemistir.
Peredo ve arkadaslari 2009 yilinda Humulus lupulus L. (serbetgiotu) bitkisinin 2
yillik in vitro kiiltiirlerini RAPD belirtegleri kullanarak karsilagtirmiglardir. 1, 3, 9 ve
12. alt kiiltlirlerden alinan 10 adet bitkiden 6ziitlenen genomik DNA o6rnekleri, 13
adet RAPD primeri kullanilarak karsilagtinilmistir. Elde edilen bantlar
incelendiginde, bitkilerde hicbir polimorfizm goriilmemistir. Sunulan tez
caligmasinda da, in vitro sartlarda ¢ogaltilan T. vulgaris bitkisine ait O (klon bitkilerin

elde edilmesinde anag¢ bitki olarak kullanilan, in vitro sartlarda ¢imlendirilen kekik
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fidesi), 2, 4, 6, 8, ve 10. alt kiiltliirlerden elde edilen Ornekler, rastgele secilmis 20
adet 10 bazlik primer kullanilarak RAPD PCR ile amplifiye edilmistir. Test edilen 20
primerden 19’ u ile toplam 229 bant elde edilmis, primerlerden birinde yapilan her
iki tekrarda da higbir bant elde edilmemistir. Elde edilen bantlarin biiytikliikleri 770
ile 3450 bg arasinda degismektedir. Ayrica her bir primerden, primer basina 4 ile 21
arasinda degisen, ortalama 12 bant elde edilmistir. Karsilastirilan 6rneklerin hig

birisinde polimorfizm gozlenmemistir.

Bazi olgun bitki hiicre, doku ve organlarin korunmasina yonelik yontemler,
monoklonal kiiltiirlerin ya da secilen genotiplerin ileri asamada germplazmalarinin
korunmasi i¢in gereklidir. Kiiltiirleri saklamaya yonelik pek ¢ok yaklagim, deney
materyalinin tiire 6zgli karakteristik 06zelliklerinin kararliligint siirdiirmeyi ve
altkiiltiirler sirasinda  karsilasilabilecek riskleri  (kontaminasyon, kiiltiirlerin
dejenerasyonu gibi) en aza indirgemeyi hedefler. Germplazma koleksiyonlarini
korumaya yonelik iki biyoteknolojik yaklasim, geleneksel yontemlere tamamlayici
olarak, Ozellikle dikkat ¢ekmektedir; orta dereceli saklama ve Kriyoprezervasyon
(Scowcroft, 1984). Orta dereceli saklama, bitki dokularini, bitki tiiriine bagl olarak,
birkag ay ile birkag yil arasinda saklamaya yonelik yapilan ¢aligmalardir. Geleneksel
yontemlerle korunmasi miimkiin olmayan (saklamaya elverigsiz tohuma sahip olma
gibi) degerli bitki germplazmalarin korunmasini miimkiin kilar. Ayrica orta dereceli
saklama vejetatif olarak ¢ogaltilan (klon) degerli bitkilerin karakteristik 6zelliklerinin
en yiiksek oranda korunarak saklanmasina imkan tanir (tohum alindig: bitkiden farklh
karakteristik Ozellik gosterebilir). Orta dereceli saklama (yavaslatilmis biiyiime)
terimi, bitkinin biyiitiildiigii ortam sartlarin1 modifiye edilmesi yoluyla biiyiimenin
siirlandirilmas: ve miimkiin olan en az seviyeye indirilmesi anlaminda kullanilir.
Orta dereceli saklamada, minimum diizeyde biiyiime kosullarinin saglanmasi igin,
sukroz ya da mannitol ile osmatik stresin ayarlanmasi (Westcott, 1981), sicaklik
ve/veya 1sik siddetinin azaltilmast (Withers, 1991), biiyiimeyi en alt diizeye
indirgeyecek kiiltiirlerin kurulmasi (Engelmann, 1997; Gupta, 2001; Mandal, 1995)
gibi bazi yontemler kullanilmaktadir. Calismamizda T. vulgaris bitkisinin in vitro
rejenerasyonu igin optimize edilen besiyerine aktarilan govdeler +4°C’ ta ve
karanlikta 12 ay siire ile basarili bir sekilde saklanmislardir. Calismada ilk 5 aylik
stirecte bitkilerde canlilik oran1 %100’ diir. Bu oran 12 aylik gévdelerde %36,8, 13
aylik govdelerde %25,3’e diigmiistiir. Bununla birlikte, 12 ay saklanan gdvdelerden
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alinan gévde ucu eksplantlarinin taze besiyerine aktarilarak 4 hafta siireyle standart
kiiltiir sartlarinda (23°C sicaklik, 16/8 saat fotoperiyot) kiiltiirlenmesi sonucu elde
edilen rejenerasyon orant %78,3 iken bu oranin 13. ayda %3,3’e distigi
goriilmektedir. Bu sonuglara dayanarak, normal alt kiiltiir kosullarina 3-4 hafta
dayanabilen (kiiltiire alinan bitkilerin biiylime ve gelismesi sirasinda, metabolik
aktivitelerinin bir sonucu olarak kiiltiir kab1 i¢inde biriken gaz kompozisyonu ve
besiyerine salinan fenolik bilesenler, ayrica besiyeri kompozisyonunun igerdigi
minerallerin  bitkiler tarafindan oOziitlenerek tiikkenmesi nedeniyle) T. vulgaris
bitkisinin, 1 mg/l KIN ve 0,3 mg/l GA3 igeren yari-kat1 MS besiyerinde, +4°C’ ta ve
karanlik ortamda 12 ay kadar saklanabilecegi sOylenebilir. Hassan ve arkadaglari
2007 yilinda Allium sativum L. (sarimsak) bitkisini 0,1, 0,2 ve 0,4 M sorbitol ya da
sukrozlu besiyerinde +4°C’ ta, karanlikta 18 ay saklamiglardir. 18 ay sonra %100
canlilik ve geri kazanim elde etmislerdir. Bekheet 2007 yilinda Cynara scolymus L
(enginar) bitkisini 2 mg/l BA ve 5 mg/l NAA igeren yari-kati MS besiyerinde 5°C’ ta
ve karanlik ortamda 12 ay kadar basarili bir sekilde saklayabilmistir. 2001 yilinda
Negash ve arkadaslar1 tarafindan Musaceae ailesine ait enset bitkisinin ii¢ ¢esidini 10
uM BA, %0,1 ya da %2 derisimlerde mannitol i¢eren yari-katt MS besiyerinde 15 ve
18°C’ ta (16 saat aydinlik/8 saat karanlik) 6 ay basar1 ile saklamiglardir. Gongalves
ve arkadaglar1 2007 yilinda Drosophyllum lusitanicum (L.) bitkisini 60 g/l sukroz ve
0,91 uM zeatin bitki biiylime diizenleyicisi igeren yari-katt MS besiyerinde +5 °C’ ta
8 ay basariyla saklayabilmislerdir.

Kriyoprezervasyonun, bitki mataryallerinin uzun siireli saklanmasi ig¢in en
etkili yontem oldugu bilinmektedir. Bitki dokulariin kriyoprezervasyonu igin, yavas
sogutma, vitrifikasyon, enkapsiilasyon-dehidratasyon, damlacik-dondurma gibi bir
dizi farkli yontem kullanilmaktadir ve her yontemin kendine 6zgili iistiinliikleri ve
sinirliliklart bulunmaktadir (Scottez ve ark., 1992). Kriyoprezervasyon tekniginin
etkinligini arttirmak ve kriyoprezerve edilecek bitki dokularinda olast kriyohasarlar
engellemek amaciyla, dokular kriyoprezervasyon teknigi oOncesi bir takim
uygulamalarla kriyoprezervasyona hazirlanir. Eksplantlarin soguga alistirilmast,
ozmotik aktif kimyasallarla kiiltirlemek ve stres Onleyici ajanlarin kullanimi,
eksplantlarin  kriyodehidratasyonuna hazirlik igin 6nemli adimlardan bazilaridir.

Soguga alistirma asamasi, 1liman ve tropik iklimlerde yasayan bitkilerin
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kriyoprezervasyon sonrasinda hem canlilik (Sakai 1960; Sakai ve Nishiyama, 1978)
hem de rejenerasyonun artmasi agisindan ¢ok etkili olmustur (Reed, 1988). Onkiiltiir
asamalar1 odunsu ve otsu bitkilerde farklilik géstermektedir. Odunsu bitkilerde, +4-5
°C kosullarinda 3 haftalik onkiiltiir siireci, elma ve armut gibi bitkilerde sivi azot
sonrasinda canliligr arttiran bir etken olarak rapor edilmistir (Niino ve ark., 19923,
b). Otsu bitkilerde ise, sadece ozmotik aktif sekerler ile yapilan Onkiiltiirleme
siirecleri rahatlikla kullanilabilmektedir. Onkiiltiir siirecinin, seker ve seker alkolleri
gibi endojen kriyokoruyucularin hiicre iginde birikimini tesvik ettigi ve membran
kararliligin1 arttirdigt da bildirilmistir (Crowe ve ark., 1984a, b). T. wvulgaris
bitkisinde kriyoprezervasyon Oncesi soguga alistirma ve sukroz 6n kiiltiir ¢alismalari
yapildi. T. vulgaris bitkisi i¢in en uygun soguga alistirma periyodu 2 hafta (%100
rejenerasyon orani; eksplant basina ortalama 6,95 gdvde sayisi), en uygun sukroz
onkiiltiir uygulamasi da 0,25M sukroz igeren yari-kati MS.0 besiyerinde 48 saat
inkiibasyon (%98,33 rejenerasyon orani; eksplant bagina ortalama 10,2 govde sayisi)

olarak belirlendi.

On kosullandirmanin  ardindan  eksplantler PVS2 vitrifikasyon ve
enkapsiilasyon-vitrifikasyon yontemlerinde LS (kriyo koruyucu soliisyon) ¢ozeltisi
ile ozmokorumaya tabi tutulurlar. LS ¢ozeltisi, dokularin vitrifikasyon siireglerine
hazirlanmasinda ozmokoruyucu olarak kullanilmaktadir. Bu ¢ozeltinin dokulardaki,
dehidratasyon ve soguk toleransinin arttirmasi acisindan oldukca onemli oldugu
caligmalarla kanitlanmigtir (Nishizawa ve ark. 1992; Sakai ve ark. 1991). Bu adimda
hiicrelerde vitrifikasyon soliisyonlarinin neden olacagi hasarlarin engellenmesi ve
dokularin dehidratasyona kars1 direnglerini arttirmak amaglanmaktadir. Ciinkii bazi
otsu ve odunsu bitkilerde sadece seker alkolleri kullanilarak yapilan onkdltiirleme
uygulamalar1 kriyoprezervasyon sonrasinda istenilen canliligi saglamamaktadir.
Ornegin, LS kullanimiyla birlikte %50 PVS2 uygulanmasinin wasabi bitkisinin
govde uglarinin s1v1 azot sonrasindaki canliliklarini arttirdigl goriilmiistiir (Matsumo
ve ark. 1994). Dehidratasyon asamasinda LS ¢ozeltisinden arindirilan eksplantlar
farkli siirelerde ve farkli sicakliklarda (0°C - 25°C) 1-2 ml vitrifikasyon
soliisyonlariyla (PVS2 gibi) muamele edilirler. Ancak, bu siire icerisinde
kriyokoruyucularin toksik etkileri de goz ardi edilmemelidir. Bu nedenle

vitrifikasyon ¢ozeltilerinin eksplantlar iizerindeki uygulama siiresi ¢ok iyi optimize
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edilmelidir. En uygun etkilesim siiresi hem eksplantlar1 sivi azota girmeden vitrifiye
edebilmeli hem de onlarin canli kalmalarini saglamalidir. T. vulgaris bitkisinin
vitrifikasyon teknigi ile kriyoprezervasyonunda, soguga alistirma ve sukroz on kiiltiir
asamalarindan sonra kriyoviallere alinan 6rnekler kriyo koruyucu soliisyonla (LS)
muamele edilmislerdir. LS’ nin uzaklastirilmasindan sonra 6rnekler PVS2 ile belli
stirelerde muamele edilip siv1 azota daldirildi (kontrol grubu sivi azota aktarilmadan
rejenerasyon besiyerine alindi). Kontrol grubunda 75 dakika PVS2 ¢ozeltisi ile
muamele edilen govde ucu eksplantlarindan %76,7 canlilik ve rejenerasyon orani
elde edildi. 90 dakikaya kadar olan PVS2 uygulamalarinda canlilik ve rejenerasyon
oranlar1 %50’ nin iizerinde oldugu belirlendi. Bununla birlikte 105 ve 120 dakikalik
uygulamalarda ise PVS2 ¢ozeltisinin bitki i¢in toksik etki gosterdigi gozlendi. T.
vulgaris bitkisine ait govde uglarmin PVS2 vitrifikasyonunun ardindan sivi azota
aktarilan orneklerde ise en yiiksek rejenerasyon orani (%24,33) 15 dakika PVS2
uygulamasi ile elde edildi. Eksplantlarin PVS2 ile inkiibasyon siiresi ve PVS2
uygulama sicakliginin da sivi azot sonrasinda canlilik ve rejenerasyonu saglayan
onemli faktorler oldugu bilinmektedir (Matsumoto ve ark., 1994). PVS2 soliisyonu,
igerigindeki DMSO nedeniyle toksik bir etkiye sahiptir. 25°C’ ta yapilan
calismalarda, DMSO’ nun hiicrelere ¢ok hizli girisi nedeniyle, eksplantlardaki
canliligin hizli bir sekilde kayboldugu, ancak 0°C’ ta uygulanan PVS2’ nin ise
canlilifi daha uzun siire korudugu belirlenmistir. Bu nedenle de 0°C’ta PVS2
uygulamasi tercih edilmistir. Sonug olarak, kriyokoruyucu soliisyon olarak kullanilan
PVS2 ¢ozeltisinin, toksik bilesenleri nedeniyle bitkide 90 dakikanin {izerindeki uzun
uygulama peryotlarinda olumsuz sonuclar ortaya koyabilecegi diisiiniilebilir. Ayrica
PVS2 soliisyonun ortamdan uzaklastirilmasi i¢in kullanilan yogun sukroz igerikli
(1.2 M) sivi MS.0 besiyerinin de bitkide asir1 dehidratasyon nedeniyle olumsuz

etkiler ortaya koyabilecegi de goz ardi edilmemesi gereken bir faktordiir.

Enkapsiilasyon-vitrifikasyon  tekniginde, sentetik tohum ve PVS2
vitrifikasyon tekniklerinin avantajlarmi birlestirmek amaciyla gelistirilmistir
(Matsumato ve Sakai, 1995). T. vulgaris bitkisinin enkapsiilasyon-vitrifikasyon
yontemiyle kriyoprezervasyonunda, kontrol grubu ve sivi azota daldirilan
eksplantlarin geri kazanimi basarilt sonuglar vermedi. Enkapsiile edilen 6rneklerden
sadece PVS2 ile muamele edilmeyen kontrol grubunda %23,33 canlilik ve

rejenerasyon elde edildi. Enkapsiilasyon-vitrifikasyon teknigi ile kriyoprezervasyon
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deneyinde canlilik ve rejenerasyon, 15, 30, 45 ve 60 dakika PVS2 ile muamele edilen
setlerde sifir olarak belirlendi. 75, 90, 105 ve 120 dakika PVS2 uygulamalarinda ise
oldukca diisiik degerler elde edildi. Sivi azota daldirilan 6rneklerde de sonug
olumsuz olmustur. Sivi azot uygulamasinda ilgi ¢eken bir nokta ise 120 dakika PVS2
cozeltisiyle muamele edildikten sonra kriyoprezerve edilen orneklerde %11,67
oraninda canlilik goriilmesidir. Fakat rejenerasyon oldukea diisiik oldugundan sonug
basarizdir. Na-aljinat kapsiil dayaniklilig1 ve sertlik derecesi, Na-aljinat derisimi ve
kalsiyum c¢ozeltisi i¢indeki polimerizasyon siiresinin optimize edilmesi yoluyla
degistirilebilir. Ancak burada dikkat edilmesi gereken nokta, sentetik tohumlarin sivi
azota aktarim sirasinda biitiinliikklerini koruyabilecek kadar sert ve dayanikli, ayni
zamanda kapsiil i¢indeki eksplantin gelisip biiylimesine izin verecek oranda yumusak
olmasinin saglanmasidir. Diger bir deyisle, Na-aljinat derisimi Oyle optimize
edilmelidir ki, hem tomurcuklarin gelisimine izin vermeli hem de sivi azot
sonrasinda sentetik tohumun biitiinliigii bozulmamalidir. Ornegin, Matsumato ve
Sakai 1995 yilinda, wasabi bitkisinin gévde ucu eksplantlarini sukroz on kiiltiir
asamasinin ardindan sodyum aljinat ile enkapsiile etmislerdir. Kapsiilleri LS
uygulamasinin ardindan PVS2 ¢ozeltisiyle 70 ile 100 dakika 100 rpm g¢alkalamali
inkiibatorde muamele etmislerdir. PVS2 uygulamasinin ardindan sivi azot igerisine
daldirilan ornekler ¢6zme asamasindan sonra rejenerasyon besiyerine almmuistir.
Caligmada enkapsiilasyon-dehidratasyon yontemine gore %30 daha fazla jenerasyon

elde edilmistir.

Sunulan tez ¢alismasinda ii¢ farkli tek asamali dondurma teknigi kullanilarak
T. vulgaris bitkisi kriyoprezerve edildi. Calismada en iyi sonu¢ damlacik dondurma
teknigi kullanilarak yapilan kriyoprezervasyonda elde edildi. Teknik temel olarak
vitrifikasyon yontemleriyle aynidir. Ancak diger vitrifikasyon yontemlerinden
ayrilan en temel 6zelligi, eksplantlarin yaklasik 3-5 mm X 10-15 mm aliminyum
folyolar Tizerinde bulunan yaklastk 4 upl PVS2 damlaciklarimin igerisine
yerlestirilmesi esasina dayanmaktadir. Eksplantlarin 23°C” de veya 0°C’ de belirli bir
siire dehidratasyonunu takiben, folyolarin, iclerine sivi azot doldurulmus
kriyoviallere aktarilmalar1 ile gergeklesir ve kriyoviallerin de sivi azot tankina
daldirilmastyla kriyoprezervasyon tamamlanir. Cézme islemi 1,2 M sukroz igeren
besiyerinde 25°C’ ta ultra hizli bir sekilde gerceklestirilir ve ardindan eksplantlar

rejenerasyon besiyerine aktarilir. Damlacik-dondurma ve vitrifikasyon tekniginin en
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onemli 6zelligi, genis bir genotip aralifindaki bitkilere uygulanabilmesidir (Sakai ve
Engelmann 2007). Teknik giinlimiizde en c¢ok kullanilan kriyoprezervasyon
yontemlerinden birisidir. T. vulgaris bitkisinin damlacik-dondurma teknigi ile
kriyoprezervasyonunda, kontrol grubunda 15, 30, 75 ve 90 dakikalik PVS2
uygulamalarinda %70’ in iizerinde rejenerasyon elde edilmistir. 90 dakikalik PVS2
uygulamast %90,7 canlilik, %88,9 rejenerasyon orant ve govde basina diisen
ortalama 20,3 g6vde sayisiyla en iyi sonucu vermistir. Damlacik dondurma
tekniginde s1v1 azot grubunda da 90 dakikalik PVS2 uygulamasi %85 canlilik orant,
%80 rejenerasyon orani ve eksplant bagina ortalama 15,8 govde sayisi ile en iyi
sonuglart vermistir. T. vulgaris bitkisinin kriyoprezervasyonu i¢in denenen ve en iyi
sonucu veren damlacik-dondurma teknigi (90 dakika 0°C’ ta PVS2 uygulamasi) T.
cariensis bitkisi i¢in denendi. Calismada kontrol grubuna ait canlilik ve rejenarasyon
oranlari sirastyla %65 ve 60; sivi azot grubunda bu oran %20 ve 18,33’ e diismiistiir.
Kontrol grubunda eksplant basina diisen ortalama govde sayist 2,52, sivi azot
grubunda bu deger 2,73’ tiir. Marco-Medina ve arkadaglari 2010 yilinda Thymus
moroderi bitkisini damlacik dondurma teknigi kullanarak kriyoprezerve etmislerdir

ve 30 dakika 0°C’ ta PVS2 uygulamasi ile en basarili sonucu almislardir.

Literatiirde Lamiaceae ailesinden Lavandula sp. (lavanta) ve Mentha sp.
(nane) bitkilerine ait kriyoprezervasyon calismalart da bulunmaktadir. Ornegin
Lavandula sp. hiicre siispansyon Kkiiltiirleri basarili bir sekilde kriyoprezerve
edilmistir (Tanaka ve Takahashi, 1995). Mentha cinsi ise olduk¢a fazla galisilmistir.
1990 yilinda Towill, nane bitkisinin gévde uglarin1 (Mentha aquatica x M. spicata)
vitrifikasyon teknigi ile kriyoprezerve etmistir. Vitrifikasyon yonteminde %35 etilen
glikol, 1 M Dimetil siilfoksit (DMSO) ve %10 polietilen glikol-8000 iceren
vitrifikasyon ¢o6zeltisi kullanilmistir. Hem in vitro hem de ex vitro nane bitkisinin
govde ucu eksplantlari, iki asamali sogutma ve vitrifikasyon teknigiyle kriyoprezerve
edilmistir (Towill, 2002). 1999 yilinda Hirai ve Sakai, in vitro g¢ogaltilan Mentha
spikata L. nodal tomurcuklarmin aljinat kapsiillerle cevrilmis meristemlerini
vitrifikasyon teknigi ile basarili bir sekilde kriyoprezerve etmislerdir. Towill ve
Bonnart 2003 yilinda in vitro biiyiitiilen farkli Mentha tiirlerinde (Mentha aquatica,
M. arvensis, M. piperita, M. spicata ‘N83-5’, M. spicata ‘Native’ ve M. aquatica X
M. spicata) vitrifikasyon sirasinda goriilebilecek potansiyel hasarlart (Srnegin,

dondurma ve c¢ozme sirasinda hiicre dist buz olusumu nedeniyle meydana
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gelebilecek olasi yaralanmalar) incelemislerdir. Volk ve Walters 2006 yilinda M. x
piperita bitkisinin gévde uglarinda kriyokoruyucu ¢ozeltilerin olasi toksik etkilerini
incelemislerdir. PVS2 ¢ozeltisinin 4 bilesenini 0 ve 22°C’ ta kriyoprezerve edilecek
eksplantle muamele etmisler ve sonuglart incelemislerdir. 2006 yilinda Keller ve
arkadaglari, Volk tarafindan yayinlanan vitrifikasyon temelli bir protokolii modifiye
etmiglerdir. Senula ve arkadaslari 2007 yilinda, M. x piperita, M. x villosa ve M.
spicata bitkilerinde damlacik dondurma teknigi kullanarak kriyoprezervasyon
yapmislar ve %89 geri kazanim elde etmislerdir. 2009 yilinda Uchendu ve Reed, M.
X piperita subsp. citrata, M. canadensis, M. mistralis ve M. cunninghamii bitkilerini
kontrollii sogutma, enkapsiilasyon-dehidratasyon ve vitrifikasyon olmak iizere ii¢
yontem kullanarak kriyoprezerve etmiglerdir. Kontrollii sogutma teknigi ile %93,
vitrifikasyon teknigi ile %73, enkapsiilasyon-vitrifikasyon teknigi ile %71 geri

kazanim elde etmislerdir.

Sunulan tez ¢alismasinin temel hedeflerinden biri de, T. vulgaris bitkisi i¢in
en iyi sonucu veren damlacik-dondurma yontemi ile kryoprezervasyon tekniginin, T.
cariensis basta olmak iizere, ileriye doniik caligmalarda da, yine Thymus cinsine ait
tirlerde (T. spiyleus, T. pulvinatus, T. cherlerioides) ve Lamiaceae ailesine ait
endemik ve kaybolma riski tasiyan bazi cinslere (Salvia, Sideritis, Lamium, Phlomis,
Thymbra) ait bitki tiirleri tizerinde uygulamaktir. Tez ¢alismasi kapsaminda en iyi
sonuclar1 veren damlacik-dondurma tekniginin, farkli bitki guruplar1 {izerinde
uygulanabilir 6zellikte olmasinin ileriye doniik calismalarda bize biiyiik avantajlar
saglayabilecegini diisiinebiliriz. Bu teknik Musa sp. (muz) bitkisinin meristemleri
(Panis ve ark., 2005), Phoenix sp. (hurma) bitkisinin embriyonik kiiltiirleri (Feki ve
ark., 2009), Pelargonium sp. (sardunya) bitkisinin gévde ucu eksplantlar1 (Gallard ve
ark., 2008), Solanum tuberosum (patates) apikal tomurcuklar1 (Panta ve ark., 2006),
Olea europaea (zeytin) embriyonik kiilttirleri (Sanchez-Romero ve Panis, 2008) ve
Colocasia esculenta bitkisinin gdvde ucu eksplantlar1 (Sant ve ark., 2008) olmak

tizere ¢ok farkli aileden bitkinin kriyoprezervasyonunda basarili sonuglar vermistir.
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5. SONUCLAR

Thymus vulgaris tohumlarmin dekontaminasyonu i¢in Ozudogru ve
arkadaglar1 (2005) tarafindan yerfistigi tohumlarinin dekontaminasyonu igin
gelistirilmis olan yontem kullanilmis ve bdylece %100 oraninda temiz eksplant ve
yaklagik %80 oraninda ¢imlenme saglanmistir. Dekontaminasyonu saglanan
tohumlar i¢in ¢imlenme besiyeri olarak bitki biiyiime diizenleyicilerini igermeyen

yari-katt MS.0 kullanilmastir.

Olgun T. longicaulis ve T. cariensis bitkilerinden alinan bitki pargalar ile
yapilan dekontaminasyon denemelerinde, nodal eksplantlerde, hem kontaminasyon
oraninin ¢ok daha yliksek oldugu goriilmiis, hem de bu eksplant tiirii ile elde edilen
bitki rejenerasyonlar1 gérece daha diisiik olmustur. Gévde ucu eksplantlarinin ise
dekontaminasyonu basarili olmus, bitki rejenerasyonlar1 da saglanabilmistir. Bu
nedenle ilerleyen c¢aligmalarda bitki materyali olarak goévde ucu eksplantlari
kullanilmigtir. Ayrica uygulanan dekontaminasyon yontemi gerek morfolojik (T.
longicaulis, T. cariensis’e gore daha tliyli, daha sert, koyu renkli ve kiiciik
yapraklidir, govdeleri daha kisa yapili siirglinlere sahiptir, yaprak ve govde
tizerindeki salgi keseleri daha fazladir) gerekse yasama ortamlart (T. longicaulis, T.
cariensis’e gore daha soguk ve deniz seviyesinden daha yiiksek yerlerde
yasamaktadir) birbirinden farkli olan iki ayr1 tiir i¢in de basarili sonug¢ vermistir. Tiim
dekontaminasyon denemelerinde elde edilen sonuglara dayanarak, en elverisli olan
uygulamalarin %1,5’ lik ¢camasir suyu ile 1 saat veya %?2,5’ lik ¢amasir suyu ile 30
dakika olduguna karar verilmistir. Bu dekontaminasyon yonteminin diger kekik

tiirlerinde de olumlu sonuglar verebilecegi diisiiniilmektedir.

T. vulgaris bitkisi i¢in belirlenen, en iyi rejerasyon orani, eksplant bagina
diisen govde sayis1 ve bu verilere dayanilarak hesaplanan gévde olusturma kapasitesi
indeksi, 1 mg/l KIN ile 0,3 mg/l GA3 igeren yari-katt MS besiyerinde elde edildi. T.
vulgaris icin belirlenen en uygun rejenerasyon besiyeri birbirinden oldukg¢a farkli
ozellikte T. longicaulis ve T. cariensis tiirlerinde denendi ve her iki kekik tiirlinde de
basarili sonuglar elde edildi. Bu sonuglara dayanarak, T. vulgaris i¢in optimize edilen

rejenerasyon besiyerinin pek ¢ok kekik tiiriinde uygulanabilir oldugu diisiiniilebilir.
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Ayrica literatiirde glinimiize dek yapilan Thymus cinsine ait mikrogogaltim
calismlarinda, ilk defa TDZ, 2,4-D, GA; ve AgNOs; bitki biiyiime diizenleyicileri

tarafimizca uygulandi.

In vitro ¢ogaltllan T. vulgaris gévdelerinin, topraga aktarilarak
iklimlendirilmesi oncesinde yapilan kdklendirme c¢alismasinda, bitki biiyiime
diizenleyicisi igermeyen veya farkli derisimlerde IBA, NAA, IAA ve 2,4-D oksin
bitki bliylime diizenleyicileri igeren yari-katt MS besiyerleri kullanildi. Bu ¢alismada
en iyi sonu¢ 0,05 mg/l 2.4-D igeren yari-kat1 besiyerinde elde edildi (%92,5
koklenme orani ve 15,86 kok olusturma kapasitesi indeksi). Daha sonra T. vulgaris
icin belirlenen en uygun koklenme besiyeri, T. longicaulis ve T. cariensis bitkisinde
in vitro koklenme i¢in denendi, her iki kekik tiirlinde %100 koklenme orani elde
edilirken, kok olusturma kapasitesi indeksleri sirasiyla 11,95 ve 17,67 olarak
hesaplandi. 0,05 mg/l 2.4-D igeren MS besiyerinde koklendirilen T. vulgaris, T.
longicaulis ve T. cariensis bitkilerine ait govdelerin iklimlendirmesinde %100 basar1

elde edilmistir.

In vitro cogaltilan T. vulgaris bitkisinin genetik kararlihginda meydana
gelebilecek olasi1 degisiklikler RAPD belirtegleri kullanilarak arastirildi. 1 mg/l KIN
ve 0,3 mg/l GAs igeren yari-kat1 besiyerinde 4 haftalik periyotlarla ardarda 10 kez alt
kiiltiirlenen T. vulgaris bitkisinin 2, 4, 6, 8 ve 10. alt kiiltiir periyotlar1 sonunda elde
edilen genomik DNA’ lar ile baslangi¢c materyalinden (gévde uglarinin izole edilerek
besiyerine aktarilmasi yoluyla in vitro klonal gévde hattinin elde edilmesinde
kullanilan, T. vulgaris tohumunun ¢imlendirilmesi sonucu elde edilen fide) izole
edilen genomik DNA, 20 adet rastgele secilmis, 10 baz uzunlugunda primerler
kullanilarak RAPD PCR yontemi ile amplifiye edildi. Elde edilen PCR iiriinlerinin
bant profilleri %1’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek karsilastirildi ve higbir polimorfik
bant goriilmedi. Bu sonuglara dayanarak, calismamizda kekik bitkisinin klonal
cogaltimi i¢in optimize edilen rejenerasyon yonteminin, elde edilen kekik bitkilerinin
genetik kararliliginin korunmasinda olumsuz bir etkiye yol agmadigi diisiiniilebilir.
Giliniimiize kadar yapilmis olan ¢aligmalarin taranmasi sonucunda, in vitro ¢ogaltilan

Thymus cinsine ait tiirlerin hi¢ birisinde molekiiler belirte¢ kullanilarak genetik
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kararliligin incelenmedigi goriilmiistir. Bu baglamda da yapilan tez ¢alismasi

literatiirde bir ilktir.

T. vulgaris bitkisinin in vitro ¢ogaltimi i¢in optimize edilen, 1 mg/l KIN ve
0,3 mg/l GA; igeren yari-kati MS besiyeri, T. vulgaris bitkisinin orta dereceli
saklanmasinda da denenmistir. Buna gore, besiyerine aktarilan gdovde kiiltiirleri,
+4°C’ ta ve karanlikta 12 ay boyunca, alt kiiltiirlenmeden basarili bir sekilde
saklanmistir. Standart kiiltiir sartlarinda, 23°C sicaklik, 16/8 saat fotoperiyotta
kiiltiire alinan bitkilerin biiyiime ve gelismesi sirasinda, metabolik aktivitelerinin bir
sonucu olarak kiiltiir kab1 i¢inde biriken gaz kompozisyonu ve besiyerine salinan
fenolik bilesenler, ayrica besiyeri kompozisyonunun igerdigi minerallerin bitkiler
tarafindan oziitlenerek tiikenmesi nedeniyle, genellikle 3-4 haftalik periyotlarda taze
besiyerine aktarilmalar1 gerekmektedir (Huxter ve ark., 1981; Kumar ve ark., 1987).
Orta dereceli saklama sirasinda kiiltiir sicakliginin ve ortam 151k siddetinin ve/veya
aydinlik siirenin disiiriilmesi, bitki metabolizmasinin yavaslamasina ve dolayis ile
metabolizma sonucu ortaya ¢ikan ve bitki gelisimini olumsuz bir sekilde etkileyen
faktorlerin azalmasini saglayarak, bitki tiiriine gore degisebilmekle birlikte, gorece
daha uzun siirelerde taze besiyerine aktarima gereksinim duyulmadan kiiltiirlemeyi
miimkiin kilmaktadir (Pierik, 1993). Buna gore, sunulan tez ¢aligsmasi kapsaminda T.
vulgaris bitkisinin orta dereceli saklanmasi literatiirde ilk dafa tarafimizdan

gergeklestirilmistir.

Tez calismasi kapsaminda, in vitro ¢ogaltim ve orta siireli saklamaya ek
olarak, T. vulgaris bitkisinin uzun siireli saklanmasi amaciyla kriyoprezervasyon
(germplazmanin siv1 azot i¢inde uzun siireli saklanmasi) yontemlerinin gelistirilmesi
de amaglanmistir. Bunun i¢in PVS2 vitrifikasyonu temeline dayanan ii¢ farkli tek
asamali dondurma teknigi uygulanmistir (PVS2 vitrifikasyon, enkapsiilasyon-
vitrifikasyon ve damlacik-dondurma). Ayrica, s1vi azot i¢inde saklama Oncesinde, T.
vulgaris govde kiiltiirlerinin farkli siirelerde (1, 2, 3 veya 4 hafta) +4°C’ ta,
karanlikta tutulmasi yoluyla gerceklestirilen soguga alistirma asamasinin ve bu
kiiltiirlerden 1zole edilen gévde ucu eksplantlarinin farkli derisimlerde sukroz iceren

yari-katt MS besiyerlerine aktarilarak farkli siirelerde kiiltlirlenmesi yoluyla sukroz
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on kiiltlir asamasinin da optimize edilmesine ¢alisilmistir. T. vulgaris bitkisi igin
optimize edilen en uygun soguga alistirma periyodunun 2 hafta, en ideal sukroz 6n
kiiltiir uygulamasinin da 0.25M sukroz iceren yari-katt MS.0 besiyerinde 48 saatlik

inkiibasyon oldugu belirlendi.

T. vulgaris bitkisi i¢in denenen tek asamali dondurma teknikleri i¢inde en iyi
sonu¢ (sivi azotta saklama sonucu elde edilen canlilik ve rejenerasyon orani)
damlacik dondurma ydntemiyle kriyoprezerve edilen gévde wuglarindan elde
edilmistir. PVS2 vitrifikasyon tekniginde, siv1 azota aktarilmamis olan kontrol grubu
orneklerde, PVS2 ile muamele siiresinin arttirilmasi sonucu canlilik ve rejenerasyon
oraninin azalmis olmasi, gévde uglarinin PVS2 ¢ozeltisinin igerdigi DMSO gibi
toksik bilesenlerden olumsuz yonde etkilenmis olduklarini géstemektedir. Buna bagh
olarak, sivi azotta saklanan Orneklerde goriilen diisiik canlilik ve rejenerasyon
oranlar1 da, PVS2 soliisyonunun damlacik-dondurma yontemine gore daha yiiksek
hacimde ve daha yavas sogutma hizinda uygulandiginda, kekik gévde uglarinin uzun
sireli saklanmasinda gerekli olan kriyo-korumay: tesvik etmede yetersiz kaldigini

gostermektedir.

Enkapsiilasyon-vitrifikasyon —yonteminde, sentetik tohum eldesi ile
tomurcuklari, etraflarinda olusturulan kapsiil sayesinde PVS2’nin zararl etkilerinden
nispeten korumak amaglanmig, ancak Na-aljinat kapsiil, besiyeri igeriginin eksplante
ulasmasinda ve eksplantin gelisip biiyiimesinde fiziksel bariyer gibi rol oynayarak
tomurcuklarin gelisiminde engelleyici bir etken olmustur. Daha 6nce de bahsedildigi
gibi, kapsiil dayanikliligi ve sertlik derecesi, Na-aljinat derisimini ve kalsiyum
¢ozeltisi icindeki polimerizasyon siiresinin optimize edilmesi yoluyla degistirilebilir.
Ancak teknigin kriyoprezervasyon amactyla kullaniminda dikkat edilmesi gereken
nokta, sentetik tohumlarin sivi azotta saklama sirasinda ve sonrasinda biitiinliiklerini
koruyabilecek kadar sert ve dayanikli, ayn1 zamanda kapsiil igindeki eksplantin
gelisip biliylimesine izin verecek oranda yumusak olmasinin saglanmasidir. Bu da,
%3’ ten daha diisiik Na-aljinat konsantrasyonlarinin kullanimin1 elverissiz

kilmaktadir.
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Damlacik dondurma tekniginde ise, kriyoprezerve edilecek govde ucu
eksplantlar1 PVS2 ¢ozeltisinin toksik etkisini en aza indirecek miktarlarda (3-5 ul)
kullanildigindan, ayrica yontemde, sivi azota aktarim aninda, kullanilan aliiminyum
folyonun 1s1 gegirgenlik 6zelliklerine bagli olarak, diger yontemlere oranla ¢ok daha
hizl1 bir sogutma saglandigindan, PVS2 soliisyonu ile etkilesim siiresindeki artig, sivi
azota aktarilmayan kontrol grubu orneklerin canliligin1 ve rejenerasyon yetenegini
olumsuz yonde etkilemedigi gibi, kriyoprezervasyon sonrasinda bitkinin canliligr ve
rejenerasyon yeteneginin geri kazanilmasinda da olumlu sonuglar elde edilmesini
saglamistir. Dolayisiyla, T. vulgaris i¢in olumlu sonug veren bu teknik yakin tiirler

ve hatta ayni ailenin farkli cinsleri {izerinde de denenebilir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, kriyoprezervasyonun, yok olma tehlikesiyle
kars1 karsiya olan tiirlerin korunmasi i¢in olduk¢a umut verici bir yontem oldugunu
gostermektedir. Calismamizin hedeflerinden birisi de bu amaca yonelik olmustur.
Daha 6nce de sikca bahsedildigi gibi, basarili bir sekilde mikrogogaltimi yapilan T.
cariensis bitkisi Tiirkiye’ ye 6zgii ve kaybolma tehlikesi altinda olan bir tiir olup, T.
vulgaris bitkisinin kriyoprezervasyonu igin optimize edilen damlacik dondurma

teknigi ile basaril bir sekilde kriyoprezerve edilebilmistir.

Ileriye yonelik galismalarda kekik bitkisi i¢in denenip olumlu sonuglar elde
ettigimiz dekontaminasyon, mikrogogaltim ve kriyoprezervasyon tekniklerini,
Tirkiye i¢in endemik ve kaybolma riski tasiyan, ayni aileye mensup diger bazi
tirlerde de (6rnegin, Salvia sp. (adagay1), Sideritis sp. (dag ¢ay1), Tymbra sp (kara
kekik), Origanum sp. (Izmir kekigi), Lavandula sp. (lavanta) denenecektir. Ayrica
Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Bitki Kriyoprezervasyonu Laboratuvari’nda bir

kriyobank kurulmasi da amag¢lanmaktadir.
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EKLER

EK 1. “THE SIVB 2010 iIN VITRO BIOLOGY MEETING” ADLI
KONGREDE SUNULAN BILDIRININ OZETi

Development of efficient micropropagation and cryopreservation protocols for
Thymus germplasm

Abstract:

Thymus is one of the most important genus of the Lamiaceae family, that serves as a
natural source of phenolic oils, oleoresins, fresh and dried herbs, extensively used all
around the world, both for medicinal and non-medicinal purposes. However, natural
Thymus populations are unfortunately far from being adequate to support such a
great and even growing demand for its products. Furthermore, interests of the
cosmetic and food industries, focusing mainly on few selected chemotypes, lead to
the loss of the others in nature, which indeed should be preserved to make available
the access to a wide range of genetic diversity to be used as a possible source of
natural products. In this sense, recently developed biotechnological approaches
provide unique alternatives for the high-rate multiplication and long-term
maintenance of plant germplasm. Among these, ‘in vitro micropropagation’ enables
fast and safe propagation of clonal plants under controlled environmental conditions,
free of biotic and abiotic stresses, while ‘cryopreservation’ make available the cost-
effective long-term storage of their germplasm at ultra low temperatures (e.g., in
liquid nitrogen at -196°C). At such temperature, almost all the biological reactions
within the cells are hampered, paving the way to store the material for theoratically
unlimited periods of time. Present study was conducted to develop such protocols for
Thymus germplasm. Optimizations for micropropagation involved the use of
cytokinins, auxins, silver nitrate and gibberellic acid, alone or in combination, for the
induction of multiple shoots. Best shoot proliferation (97% of regeneration, with 8.6
shoots produced per explant) was obtained when semi-solid MS medium was
supplemented with 1 mg I"* kinetin and 0.3 mg I"* GAs. Rooting was easily obtained
on semi-solid MS medium, either hormone-free or supplemented with auxins.
Cryopreservation methods applied were vitrification-based one-step freezing
approaches, namely (i) PVS2 vitrification, (ii) encapsulation-vitirification, and (iii)
droplet-freezing. All three methods showed to be effective to induce cryotolerance of
thyme shoot tips, obtained from in vitro propagated plantlets.

Keywords: Cryopreservation, in vitro micropropagation, Thymus vulgaris L.
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Dear Ergun Kaya:

Congratulations on your selection as the 2010 recipient of the Philip R. White Award
in the amount of $650.00. The Student Affairs Committee has selected your abstract
entitled, “Development of efficient micropropagation and cryopreservation protocols
for Thymus germplasm,” as a 2010 award winner.

We have planned a special breakfast meeting on Wednesday, June 9, at 7:30 am for
the Student Affairs Committee and 2010 Award recipients. You are invited to attend
this important meeting and thank the committee members, as well as address any
issues pertaining to student participation in the Society for in vitro Biology.

Your award will be presented during the SIVB Business Meeting on Monday, June 7,
2010. In order to receive your certificate, please plan on attending this meeting from
7:00 pm — 8:00 pm. On Tuesday, June 8, the Society will present a symposium on
“How to Get the Most Out of a Scientific Conference” from 7:00 pm — 9:00 pm.
This informal session will have experienced panelists who are willing to share their
tips on how to get the most from a scientific conference. Whether you are looking for
strategies on how to network and meet potential future employers, or find helpful
approaches to making your conference experience productive and enjoyable, this is
the place to be! During this session, a diverse panel of participants will solicit
questions and discuss ways to make the most of your conference experience.
Students are encouraged to attend all of these events to interact with the speakers,
Education Committee, other student attendees, and members of the SIVB Board of
Directors.

I have enclosed an Expense Reimbursement Form that must be submitted to the
SIVB Business Office after the meeting in order for you to receive maximum
reimbursement travel expenses up to the amount granted. Please note that you will
receive the award only if you are able to attend the meeting. If the amount of the
award is insufficient to allow you to cover your costs for travel and attendance at the
meeting, you can use the receipt of this award as leverage to obtain further funding
from other sources, including your institution.

The Society for in vitro Biology (SIVB) is pleased to recognize outstanding science
and encourages scientific excellence at all levels. Congratulations again and | look
forward to meeting you in St. Louis, Missouri.

Regards,
Marietta Wheaton Ellis
Meeting Secretariat
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EK 3. “28" INTERNATIONAL HORTICULTURAL CONGRESS (IHC)”
ADLI KONGREDE SUNULAN BILDIiRINIiN OZETi

Development of in vitro propagation, slow growth storage and cryopreservation
protocols for short-, medium- and long-term conservation of young and mature
explants of thyme (Thymus vulgaris and T. longicaulis)

Abstract :

Thyme is one of the most important genus of the Lamiaceae family, covering more
than 400 perennial species of aromatic and medicinal shrubs/subshrubs. It serves as a
natural source of phenolic oils, oleoresins, fresh and dried herbs. Non-medicinal use
of the plant (e.g., food additives, cosmetic and alimentary industries, landscape
plants) is also of great importance. However, natural thyme populations are
unfortunately far from being adequate to support such a great and even growing
demand for its products. In this sense, recently developed in vitro propagation
techniques provide a unique alternative for the high-rate multiplication of plants of
horticultural, economic and medicinal importance, and pave the way to medium- and
long-term conservation of such valuable germplasm by means of slow growth
storage and cryopreservation.

Present study was designated to develop effective protocols for in vitro propagation,
slow growth storage and cryopreservation of young (i.e., shoot tips originating from
young seedlings) and mature explants (i.e., shoot tips originated from mature plants)
of two distant Thymus species, i.e., T. vulgaris and T. longicaulis, in order to ensiire
its applicability to a wide range of thyme germplasm. Optimizations for in vitro
shoot proliferation included use of cytokinins (6-benzyladenine, Kkinetin and
thidiazuron) alone or in combination with auxins, gibberellic acid and/or silver
nitrate. Shoot rooting was easily obtained on semi-solid MS medium, either
hormone-free or supplemented with auxins. Rooted plantlets were transferred to 250-
ml plastic pots and acclimatized successfully by gradually reducing the relative
humidity. Slow growth storage was achieved by keeping the in vitro shoot cultures at
4°C and in darkness up to 12 months. Three different vitrification-based one-step
freezing techniques (PVS2 vitrification, encapsulation-vitrification and droplet-
freezing) were tested for cryopreservation, however initially all the preliminary steps
of cryoprotection (i.e.,cold- hardening, sucrose preculture) were also optimized.

Keywords: Conservation, propagation, thyme
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EK 4. “THE SIVB 2011 iN VITRO BIOLOGY MEETING” ADLI
KONGREDE SUNULAN BILDIRININ OZETi

An Endemic Species from Turkey “T. cariensis Hub.-Mor. & Jalas”; in vitro
propagation and Cryopreservation

Abstract:

Among the aromatic plants belonging to the family Lamiaceae, the genus Thymus is
remarkable for the numerous species and varieties of wild-growing plants. Many of
these species are typical for the Mediterranean area. The genus Thymus is
represented in Turkey by 38 species, and the ratio of endemism in the genus is 53%.
Several Thymus species are locally known as “kekik” and their dried herbal parts are
used in herbal tea, spices and traditional medicines. The essential oils of some
Thymus spp. are characterized by the presence of high concentration of the isomeric
phenolic monoterpenes thymol and/or carvacrol. In vitro propagation of Thymus
cariensis Hub.-Mor. & Jalas (Lamiaceae), an endemic and from western Anatolia
(Mugla to Fethiye 40™ km) was investigated. Shoot segments (about 10 cm-long) of
T. cariensis were washed thoroughly under running tap water for one hour, then
soaked in 70% ethanol for 10-15 sec, and decontaminated by 30- min 2.5% and 60-
min treatment with 1.5% commercial bleach, followed by rinses in sterile dH,O.
They were then cut into 1-1.5 cm-long shoot tip explants and used for in vitro
propagation trials. Decontaminated expalnts transferred the best growth and rooting
medium that previous studies was determined for T. vulgaris L. The optimized in
vitro propagation protocol for T. vulgaris was then tested to iniciate and establish
micropropagation from mature shoot tips of T. cariensis, shoot proliferation 95.7%
of regeneration, with 1.27 shoots produced per explant) was obtained when semi-
solid Murashige and Skoog (MS) medium was supplemented with 1 mg 1™ kinetin
and 0.3 mg I"" GAs. Shoot rooting was easily obtained on semi-solid MS medium,
either hormone-free or supplemented with auxins. However, the best root apparatus
(100% of rooted shoots with 11.95 adventitious roots per shoot) developed on MS
medium supplemented with 0.05 mg I 2,4-dichlorophenoxyacetic acid.. Rooted
plantlets of both the species were transferred to 250-ml plastic pots and acclimatized
successfully by gradually reducing the relative humidity. Cryopreservation methods
applied were vitrification-based one-step freezing approache, namely droplet-
freezing. T. cariensis was successfully cryopreserved using the droplet vitrification
method. After cold adapdation (two week +4°C) and sucrose preculture (MS medium
with 0.25M sucrose 48 hours), shoot tips were dehydrated with PVS2 at 0°C for 15-
30-60-...120 minute and immersed liquid nitrogen. For thawing, shoot tips were
transferred into 1.2M sucrose solution for 20 minute and then shoot tips was
transferred MS medium was supplemented with 1 mg I kinetin and 0.3 mg I GA3
that desciribed regeneration medium. Best vitality (%20) and regeneration (%18.3)
result were obtained when PVS2 at 0°C for 90 minute.

Keywords: T. cariensis Hub.-Mor. & Jalas, in vitro propagation, cryopreservation.
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an Endemic Species of Turkey, “T. cariensis Hub.-Mor. & Jalas,” as the 2011 award
winner.

We have planned a special breakfast meeting on Tuesday, June 7, at 7:00 a.m. for the
Student Affairs Committee and 2011 Award recipients. You are invited to attend
this important meeting and thank the committee members, as well as address any
issues pertaining to student participation in the Society for In vitro Biology.

Your award will be presented during the SIVB Business Meeting on Tuesday, June
7, 2011. In order to receive your certificate, please plan on attending this meeting
from 5:00 pm — 5:30 pm. On Sunday, June 5, the Society will host a Keynote
Symposium, which will be followed by the Opening Ceremony Reception.
Following the reception is a special workshop on “Writing and Submitting a
Scientific Paper.” This symposium will discuss issues associated with the paper
submission process. Additionally, there will be a special networking luncheon
session on Monday, June 6 to discuss the information presented at the Sunday
session as well as to determine what other areas of career development are necessary
to the young SIVB scientist and could be focused on for the 2012 Student Committee
hosted sessions. Lastly, there will be a Career Workshop/Expo on Monday, June 6
from 5:00 pm — 6:00 pm where you can collect information, meet new people and
learn to write an attractive CV. Students are encouraged to attend all of these events
to interact with the Keynote Speaker, Education Committee, other student attendees,
and members of the SIVB Board of Directors.

I have enclosed an Expense Reimbursement Form that must be submitted to the
SIVB registration desk or the Business Office after the meeting in order for you to
receive maximum reimbursement travel expenses up to the amount granted. Please
note that you will receive the award only if you are able to attend the meeting. If the
amount of the award is insufficient to allow you to cover your costs for travel and
attendance at the meeting, you can use the receipt of this award as leverage to obtain
further funding from other sources, including your institution.

The Society for in vitro Biology (SIVB) is pleased to recognize outstanding science
and encourages scientific excellence at all levels. Congratulations again and | look
forward to meeting you in Raleigh, North Carolina.

Regards,
Marietta Wheaton Ellis
SIVB Meeting Secretariat
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Abstract An efficient in vitro propagation protocol, appli-
cable both to young and mature explants of two Thymus
spp., results in genetically stable plantlets. In vitro-grown
shoot tips of Thymus vulgaris L. were exposed to
cytokinins (6-benzyladenine, kinetin, and thidiazuron)
alone or in combination with auxins, gibberellic acid
(GA3) and/or silver nitrate in order to optimize in vitro
shoot proliferation. Optimum shoot proliferation (97%
regeneration rate, with 8.6 shoots produced per explant)
was obtained when semi-solid Murashige and Skoog (MS)
medium was supplemented with 1 mg L' kinetin and
0.3 mg L' GA;. Rooting of the shoots was easily obtained
on semi-solid MS medium that was either hormone-free or
supplemented with auxins. However, the best root appara-
tus (92.5% rooting rate, with 19 adventitious roots per
shoot) developed on MS medium supplemented with
0.05 mg L' 2.4-dichlorophenoxyacetic acid. Genetic
stability was confirmed in the in vitro-germinated mother plant
as well as the shoots that underwent two, four, six, eight, or
ten cycles of in vire subculturing by mndom amplified
polymorphic DNA (RAPD) analysis. When applied to the
micropropagation of mature shoot tips of I7 longicaulis C.
Presl subsp. longicaulis var. subisophylius (Borbas) Jalas, the
optimized in vitro propagation protocol resulted in a 97.5%
shoot regeneration rate, with five shoots formed per explant,
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and 100% rooting. Rooted plantlets of both species were
transferred to 250-mL plastic pots and successfully acclima-
tized by gradually reducing the relative humidity.

Keywords /n vifro proliferation - Genetic stability - RAPD -
T longicaulis C. Presl subsp. longicaulis var. subisophyllus
(Borbas) Jalas - T. vulgaris L.

Introduction

Thymus, commonly called “thyme,” is one of the most
important genera of the Lamiaceae family and includes
more than 400 perennial species of aromatic and medicinal
shrubs or subshrubs. It is native to the Mediterranean region
(Sdez 2001; Morales 2002). Turkey contains the greatest
diversity within this genus, with 38 species, 53% of which
are endemic (Tumen ef al. 1998).

Thymus spp. serve as a natural source of phenolic oils,
oleoresins, fresh and dried herbs (Lawrence and Tucker
2002) and are extensively used all around the world, both
for medicinal and non-medicinal purposes. Due to their
antiseptic, carminative, antimicrobial and antioxidative
properties (Letchamo ef al. 1995; Baranauskiene ef al.
2003), Thymus spp. have been used for many centuries in
traditional medicine (Stahl-Biskup 2002). On the other
hand, non-medicinal use of the plant is also of great
economical importance in the world market. For instance,
essential oils extracted from flowers and leaves are used
widely in cosmetic and alimentary industries, serving as a
preservative and aromatic additive for foods and pharma-
ceuticals. Leaves, either fresh or dry, are used to add flavor
to foods (Senatore 1996; Simon ef al. 1999). In addition to
industrial and commercial use, Thymus species are also
grown as landscape plants with beautiful white, cream, pink
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or violet flowers (Lawrence and Tucker 2002). World
production of thyme oil is estimated to be US $1.2 million
(in http://www.ienica.net). The annual global trade of
thyme is about 15,000 ton. Turkey is the largest producer
and exporter, by about 11,000 ton (in http //www.turkeyis
ready.com), followed by Mexico, Greece, and Ismel. The
major countries importing Thymus from Turkey are the
USA, Germany, ltaly, and Canada (Sari and Oguz 2000).

Natural Thymus populations are far from being adequate
to support such a large, and even growing, demand for its
products. Furthermore, interests of the cosmetic and food
industries in mainly a few chemotypes, lead to the loss of
other species, such as Thvmus cariensis, Thymus cilicicus,
Thymus sipyleus, Thymus pulvinatus, and Thymus cherler-
ioides) in nature (Rey and Sdez 2002). Preservation of a
wide range of genetic diversity for use as possible sources
of natural products is therefore important. Recently devel-
oped in vitro propagation techniques provide high-rate
multiplication alternatives for plants of horticultural, eco-
nomic and medicinal importance (Pati et al. 2006). In vitro
propagation techniques also provide capacity for medium-
to long-term conservation of such valuable germplasm by
means of slow growth storage and ecryopreservation
(Previati et al. 2008). However, despite such advantages
and potential applications, to date only a few reports exist
detailing in virro propagation of Thymus spp. (Furmanowa
and Olszowska 1992; Baba Erdag and Yurekli 2000;
Fraternale er al. 2003). Among these, only Furmanova
and Olzsowska focused on in vitro propagation of Thymus
vulgaris, initiating in vitro cultures using apical and axillary
buds collected from plants grown in the field and
multiplying nodal segments on semi-solid Nitsch and
Nitsch medium (Nitsch and Nitsch 1969) containing kinetin
and IBA or NAA. Additional reports provide protocols of
micropropagation or organogenesis in Thymus mastichina
L., T sipyleus Boiss. and Thymus piperella. To date,
therefore, a highly efficient micropropagation protocol that
can be widely applied to the genus is still lacking.

The present study was undertaken to develop an
effective in vifro propagation protocol both for young
(shoot tips excised from in vitro-germinated young seed-
lings) and mature explants (shoot tips collected from mature
plants) of two distant Thymus species, ie., T. vulgaris L.
and Thymus longicaulis C. Presl subsp. longicaulis var.
subisophyllus (Borbas) Jalas,) The two species were
selected for their valuable content of bio-active compounds.
The availability of effective micropropagation protocols
will allow the production of plants genetically identical to
the selected donor plant and will facilitate commercial
production of the phenolic monoterpenes. Therefore,
reproduction by tissue culture must preserve the genetic
stability of the selected shoot lines. Here, the reliability of
the in vifro propagation protocol in regards to the genetic
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stability of the produced plantlets was examined at the
molecular level by mndom amplified polymorphic DNA
(RAPD; Williams et al. 1990).

Materials and Methods

Plant material. Seeds of T. vulgaris were provided by
Florsilva (Bologna, ltaly). Shoot segments of 1° longicaulis
were obtained from mature plants in Gebze, Kocaeli,
Turkey. As seeds of T vulgaris could be obtained in high
quantities, optimization of tissue culture procedures for
multiple shoot proliferation, rooting and acclimatization
were performed using shoot tips obtained from in vitro-
germinated seedlings of this species.

Decontamination of seeds and shoot segments. Seeds of T
vulgaris were decontaminated according to the protocol
previously developed for peanut seeds (Ozudogru er al.
2005). In short, the seeds were surface sterilized by soaking
in 70% ethanol for 5 min and disinfected by a 5-min
treatment with 10% H-0; and a 15-min treatment with 20%
commercial bleach (at 2% active chlorine, Domestos,
Unilever, London, UK), with consecutive rinses in sterile
dH-0 afler each step.

Shoot segments of T. longicaulis about 10 cm long were
washed thoroughly under running tap water for 1 h, then
soaked in 70% ethanol for 1015 s, dried under the sterile
air current of a laminar flow hood for 25-30 min, and
decontaminated by a 10—, 30-or 60-min treatment with
1%, 1.5%, 2%, 2.5%, 3%, 3.5%, or 4% commercial bleach,
followed by rinses in sterile dH>O. The segments were then
cut into 1- to 1.5-cm long shoot tip explants and used for in
vitro propagation trials.

Germination of T. vulgaris seeds. Decontaminated seeds
of T vulgaris were germinated either ex vifro by sowing
seeds in sterile soil in 1.8 L pots or in vitre by placing
seeds on semi-solid MS medium (Murashige and Skoog
1962) devoid of growth regulators (MS.0) and maintained
under the standard culture conditions described below.
Germinated seedlings served as stock plants for the shoot-
tip explants.

In vitro propagarion of shoot tips on MS media supplemented
with growth regulators. Shoot tips of T° vulgaris, excised
from in vitro-germinated seedlings at 1-1.5 cm in length,
were cultured on MS medium supplemented with 0.5, 1,
1.5, 2, 2.5, or 3 mg L' 6-benzyladenine (BA), kinetin
(KIN), or thidiazuron (TDZ) and were maintained by
monthly subcultures to fresh medium of the same type.
Cytokinin type and concentration was then tested in
combination with auxins (0.01, 0.05, 0.1, or 1.0 mg L'
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indole-3-acetic acid (lAA), indole-3-butyric acid (IBA),
a-naphthaleneacetic acid (NAA) or 2 4-dichlorophenoxy-
acetic acid (2,4-D)) and/or silver nitrate (AgNOs, 1, 2, 4, 6,
or 8 mg L D, and gibberellic acid (GAa, 0.1, 0.3, or
0.6 mg L") for determination of the best in vitro
proliferation conditions.

T. longicaulis shoot tips were cultured on semi-solid MS
medium containing 1.0 mg L™ KIN and 0.3 mg L' GA;,
for induction of in vifro shoot proliferation.

Culture conditions. All MS media were supplemented with
30 g L' sucrose and gelled with 3 g L' phytagel (Sigma®,
St. Louis, MO). The pH was adjusted to 5.8 with either 1 N
NaOH or HCI prior to addition of phytagel and autoclaved for
20 min at 121°C (1.4 kg cm ). The cultures were incubated
at 23+2°C, under a 16-h photoperiod, with light provided by
cool daylight fluorescent lamps (36.3 pmol ' m 257 ").

In vitro rooting and acclimatization. Multiple shoot clus-
ters of T vulgaris were transferred to MS medium
supplemented or not with 0.01, 0.05, 0.1, or 1.0 mg L™
of either TAA, IBA, NAA, or 2,4-D for rooting of the
shoots. Rooted shoots were acclimatized under greenhouse
conditions by transferring them into 250-mL plastic pots and
gradually decreasing the relative humidity. Nitrogen-rich
peat, of high nutrient retention and water-holding capacity,
that was free of weed seeds and pathogens, was used during
acclimatization. Plants were irrigated daily for the first 3 d, in
2-d intervals between the 4th and 7th days, and in 3-d
intervals for the rest of the acclimatization period.
Micropropagated shoots of T. longicaulis were trans-
ferred to semi-solid MS medium, supplemented with
0.05 mg L' 2,4-D for rooting. Rooted plantlets were
acclimatized under the same conditions as T° vulgaris.

Experimental design, data collection, and statistical analysis.
More than 600 seeds were used for in vitro germination
trials. About 3,000 seeds were sown in soil and left to
germinate ex vitro. Germination rate (%), mean shoot
number (no. = standard error (SE)) and mean shoot length
(cm = SE) of the seedlings were recorded 6 wk later.

For 7. longicaulis, 60 shoot tips were decontaminated,
transferred to glass test tubes, containing 10 mL of semi-
solid medium, and evaluated for the appearance of
contamination. Experiments were repeated at least three
times, and percentage of the shoot tips showing no
contamination was recorded 4 wk later.

Three Petri dishes (replicates), each containing 30 shoot
tips, were used for each in vitro proliferation treatment, and
each experiment was repeated at least twice. Data of in vitro
proliferation were recorded 4 wk after culture initiation and
consisted of (a) the percentage of shoot tips that generated
at least one elongated shoot, (b) the mean number of shoots

formed per regenerating explant (no + SE), (¢) the mean
length of elongated shoots (cm + SE), and (d) the SFC
(shoot-forming capacity; Lambardi er al. 1993) index,
which was calculated as follows:

SFC = (average no of shoots per regenerating explant)
% (% of regenerating explant)/100

Rooting of shoots was evaluated 6 wk afier transfer of
elongated shoots onto rooting media. Shoots were consid-
ered rooted when at least one adventitious root of at least
0.3 cm in length was produced. Rooting data consisted of
(a) the percentage of the rooted shoots, (b) the mean
number of roots per rooted shoot (no. £ SE), (c) the mean
length of roots per rooted shoots (cm + SE), and (d) the
RFC (root forming capacity) index, calculated by adapting
the formula given above.

Statistical analysis of the non-parametric data (frequencies)
was carried out by means of the test for homogeneity of
proportions, and significant treatment differences were selected
by a non-parametric statistical test, the post hoc multiple
comparisons test (Marascuilo and McSweeney 1977). Discrete
data were subjected to ANOVA, followed by the least
significant difference test at P<0.05 to compare means.

Detection of genetic stability of T. vulgaris shoots by RAPD
analysis. Genomic DNA of the in vitro-germinated mother
plant and in vifro-propagated shoots, obtained after two,
four, six, eight, and ten cycles of monthly subculturing,
were isolated by slightly modifying the protocol developed
by Doyle and Doyle (1987). Following each subculture
period, fresh leaves of all the in vitro-propagated plantlets
(about 30 shoots) were bulked in order to obtain a
minimum of 2 g of ground leaf extract. The leaves were
mcubated at 65°C for 1 h in 20 mL of CTAB 1 solution
(10 mM Trs—HCI (pH 8.0), 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA,
2% CTAB, 0.2% (v/v) B-mercaptoethanol, 500 mg PVP).
Ten milliliters of chloroform-isoamyl alcohol (24:1) was
added before centrifugation at 7,000xg for 30 min at room
temperature. Supernatant was incubated again with 2 mL of
CTAB 2 solution (10% CTAB and 0.7 M NaCl) before
20 mL of chloroform-isoamyl alcohol (24:1) was added,
followed by centrifugation at 8,500xg for 30 min at 4°C.
Supernatant was removed and the DNA pellet washed with
chilled ethanol solution (75% ethanol, 10 mM ammonium
acetate), dried, and resuspended n 500 pl TE buffer
(10 mM Tris—HCL, pH 7.5 and 1 mM EDTA, pH 8.0).
RNA and proteins were removed by 45-min RNase A
(0.1 mg mL™") and 30-min Proteinase K (0.01 mg mL ")
treatments at 37°C. DNA concentration was determined by
spectrophotometer (DU® 530, Life Science UV/Visible
Spectrophotometer, Beckman Coulter, High Wycombe,
UK) and checked for integrity on 1% w/v agarose gel.
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PCR amplification was performed in a 25 pl reaction
volume, containing 60 ng genomic DNA, 50 ng primer
(Kits OPF and OPK, Operon Technologies, Alameda, CA),
2.5 ul 10% buffer (containing 15 mM MgCl,), 200 uM
dNTP mix, 1 u Tag DNA polymemse (Roche, Fribourg,
Switzerland) and sterile dH,O. Amplifications were per-
formed in a Dual-block Thermocycler (PTC-200, Peltier
Thermal Cycler, MJ Research Inc., Waltham, MA), using
the following PCR program: 5 min initial denaturation step
at 95°C, 35 cycles of 30 s at 95°C, | min at 35°C and 1 min
40 s at 72°C, followed by 8 min at 72°C for a final
extension. Twenty arbitrary primers were tested (see
Table 1) to obtain band profiles. For each primer, amplifi-
cation reactions were repeated at least twice and only those
producing reproducible band pattems were used. PCR
products were separated on a 1% agarose gel using 1< TAE
buffer and stained with ethidium bromide (0.1 ug L).
Reaction mixture, devoid of genomic DNA, was used as a
negative control. Positive control contained a genomic
DNA isolated from fresh leaves of T longicaulis C. Presl
subsp. longicaulis var. longicaulis, collected from Bolu,
Turkey. Size marker used was 1 kb GeneRuler™ DNA
Ladder Mix (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania). DNA
fragments were scored by their presence (1) or absence (0),
and the ones at low intensities were scored only if they
were reproducible in both the PCR runs.

Results and Discussion

In vitro propagation of T. vulgaris. Decontamination and
germination of seeds. The decontamination protocol devel-
oped for peanut seeds (Ozudogru er al. 2005) was found to
be effective for thyme seeds, with all seeds remaining free
of contamination afier this treatment. Decontaminated seeds
were then germinated either ex or in vifre. Germination in
soil was poor, at only 0.80% germination 45 d after sowing.
Germination m vitro, however, produced a 79% germina-
tion rate 45 d after sowing, with all seeds producing
multiple shoots (mean shoot number=3.07+0.22), with an
average length of 1.73+0.01 cm (Fig. 14).

Effect of cytokinins on multiple shoot formation. No
statistical difference was observed between the different
cytokining in terms of overall average results (bold values
in Table 2). However, for each cytokinin type, the applied
concentrations significantly influenced the formation of
multiple shoots. The greatest multiple shoot formation rate
was obtained when tissues were cultured on MS medium
supplemented with 1.0 mg L' KIN. This enabled a 85%
regeneration rate and produced an average of 5.0 healthy
shoots more than 1 cm long per regenerating explant.
Decreasing the KIN content by half produced only a slight
decrease in regeneration rate (73.3%) and mean shoot

Table 1. Oligonucleotide

sequences and RAPD amplifi- Oligonucleotid Sequence (5-3") No. of scored No. of polymorphic Polymorphism

cation results of Thymus primer bands bands percentage (%)

vilgaris shoots
FO3 CCT GAT CAC C 17 - 0
FO5 CCG AAT TCC C 16 - 0
FO8 GGG ATATCG G 13 - 0
F09 CCA AGC TTC C 20 - 0
F10 GGA AGCTTG G 21 - 0
F11 TTG GTA CCC C 4 - 0
F13 GGC TGC AGA A 9 - 0
F14 TGC TGC AGG T 10 - 0
F15 CCA GTA CTC C 6 - 0
Fl6 GGA GTA CTG G 18 - 0
F18 TIC CCG GGT T - - -
K01 CAT TCG AGC C 11 - 0
K02 GTC TTC GCA A 14 - 0
K03 CCA GCT TAG G 14 - 0
Koa CAC CTT TCC C 13 - 0
K07 AGC GAG CAA G 11 - 0
K08 GAA CAC TGG G 9 - 0
K09 CCC TAC CGA C 6 - 0
K10 GTG CAA CGT G 4 - 0
K11 AAT GCC CCA G 13 - 0
Total 229 - 0
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Figure 1. [n vitro proliferation of Thymus vulgaris. A, In vitro-
germinated seedlings, used as explant source (bar, 1.35 cm). B,
Multiple shoots, obtained by culturing on semi-solid MS medium
containing 1.0 mg L™ KIN and 0.3 mg L' GA; (bar, 0.25 cm). C, A

number (3.1). On the contrary, increasing the KIN
concentration had a detrimental effect on in vitro prolifer-
ation, evident especially in terms of regeneration rate
(ranging between 20.0 and 53.3) and SFC index (ranging

rooted shoot, after the culture on semi-solid MS medium supple-
mented with 0.05 mg L' 24D (bar, 1.50 cm). D, plants after
acclimatization in 250-mL plastic pots.

between 0.9 and 2.4). Among these, 2.5 mg L ' KIN was
also effective for inducing multiple shoot formation (5.4),
however the regeneration rate (46.7%), and hence the SFC
index (2.5), were lower than that observed in the presence

Table 2. Effect of cytokinins on multiple shoot formation of Thymus wilgaris

Cytokinin concentration Regeneration Mean shoot number Mean shoot length Shoot-forming capacity
(mgL™h) rate (%)° (no. = SE)° (em = SE)° (SFC) index®
BA 53.0 A 44£0.5 A 0.7£0.4 B 23
0.5 416 b 40+0.8 a 0.6+0.08 a 1.7
1.0 533ab 5116 a 0.7£0.07 a 23
1.5 51.7a,b 29+04 a 0.6+0.07 a 15
2.0 65.0 a 44+14a 0.8+0.06 a 29
25 56.7a 60x1.2a 0.8+0.13 a 34
3.0 500a,b 3907 a 0.6+0.09 a 19
KIN 539 A 42403 A LI1£0.05 A 23
0.5 T33a 31+05b 1.4+0.11 a 23
1.0 85.0a 50+0.6 a 1.1+0.12a, b 42
1.5 533b 45+09a,b 0.9£0.10 b 24
2.0 45.0b 2903 b 1.1+£0.13 a, b 13
25 46.7b 5408 a 0.9+0.13 b 25
3.0 200¢ 45+l4ab 0.9+0.16 b 09
TDZ 50.6 A 3.1+0.2 B 0.7+0.03 B 1o
0.5 550a,b 36+0.8 a 0.6+0.04 a, b 20
1.0 550a,b 28+04a,b 0.4+0.03 b 1.5
1.5 51.7a,b 3406 a 0.9£0.12 a 1.7
20 61.7 a 34205a 1.0£0.10 a 21
2.5 450b 16402 b 0.5+£0.05 a, b 07
3.0 330b 33+08a,b 0.6+0.05 a, b 12

Different capital letters indicate significant differences between cytokinins. Lower case letters indicate significant differences between the different
concentrations for each cytokinin. P=0.05

SE standard error

“*Percentage values statistically analyzed by a non-parametric test, the post hoc multiple comparisons test (Marascuilo and McSweeney 1977)
*Statistical analysis performed by ANOVA, followed by LSD test at P<0.05

“SFC=(average no. of shoots per regenerating explant)=(% of regenerating explant)/100
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of 1.0 mg L' KIN. Supplementing BA or TDZ in the
proliferation medium did not yield shoot proliferation as
satistactorily supplementation with KIN. Indeed, the great-
est regeneration rates were only 65.0% and 61.7% when the
medium contained BA and TDZ, respectively. Such a
favorable effect of KIN was also found when three different
cytokinins (BA, KIN, and 2-isopentenyl adenine) were
tested for efficiency in promoting in vitro regeneration of T
vulgaris (Furmanowa and Olszowska 1992), although the
authors reported that the optimum concentration was lower
(0.1 mg L") than that reported here. In contrast, BA
seemed to be more suitable when working with 7 piperella
(Sdez er al. 1994), T. mastichina L. (Mendes and Romano
1999; Fratemale ef al. 2003) and T. sipyleus Boiss. (Baba
Erdag and Yurekli 2000).

Accordingly, 1.0 mg L ' KIN was considered optimal
for testing in combination with auxins and/or AgNQO; and
GA; in order to induce even greater in vifro proliferation
(see below).

Effect of auxins on multiple shoot formation. Usually a
combination of two or more different types of growth
regulators 1s required for successful in vitro shoot prolifer-
ation, with the cytokinin—auxin interaction considered to be
the most important for regulating plant growth (Evans et al.
1981). In accordance, overall mean results of the present
study indicated that T vulgaris shoot tips respond better
when the medium is enriched with auxin, and that NAA
was the most effective of the auxins tested here (Table 3).
Indeed, addition of NAA to the KIN increased the average
regeneration rate of shoot tips by 1.3, mean shoot number
by 1.5, mean shoot length by 1.3, and SFC index by 1.9.
Among the various concentrations tested, the inclusion of
0.1 mg L' NAA resulted in a decrease in regeneration rate
in comparison to KIN alone (85.0% vs. 66.7%). However,
this medium formulation produced by far the best condition
of shoot proliferation, as it enabled the proliferation of 9
shoots per regenerating explant and resulted in a very high
SFC index (6.0). Moreover, the shoots were, on average,

Table 3. Effect of KIN (1 mg L") and auxin combinations on multiple shoot formation of Thymus wlgaris

Auxin concentration Regeneration

Mean shoot number

Mean shoot length Shoot-forming capacity

(mg L) rate (%)* (no. + SE) (em + SE)® (SFC) index®
IAA 60.4 B 3.2403 BC 1.6=0.08 A 1.9
0.01 56.7a 3.8+0.8 ab 1.6=0.12 a 2.1
0.05 65.0a 2.7+05 b 1.9=0.19 a 1.7
0.1 633 a 45408 a 1.820.16 a 28
1.0 56.7a 1.8=03 b 0.940.09 b 1.0
IBA 64.6 B 5208 AB 1.2£0.05 A 3.3
0.01 61.7a b 32404 b 1.2+0.11 a 2.0
0.05 75.0a 7.8+23 a 1.3=0.09 a 5.8
0.1 63.3a b 4106 a, b 1.2=0.09 a 2.6
1.0 583 b 53+14ab 1.2=0.10 a 3.1
NAA T25 A 6109 A 1.4=0.06 A 4.4
0.01 85.0a 46%10a 1.2=0.07 a 3.9
0.05 55.0b 6.9433 a 15<0.152 3.8
0.1 66.7 b 9.0+2.1a 1.4+0.09 a 6.0
1.0 833a 4910 a 1.5=0.18 a 4.1
2.4-D 333C 2,608 C 1.0=0.06 B 0.9
0.01 56.7a 42+18a 1.1+0.09 a 24
0.05 583a 14=01a 0.840.09 a, b 0.8
0.1 133 b 1.2+02 a 1.5+023 a 0.1¢
1.0 50¢ 1.0=00 a 0.5+0.09 b 0.1¢

Different capital letters indicate significant differences between auxins., Lower case letters indicate significant differences between the different

concentrations for each auxin. P<0.05

SE standard error

* Percentage values statistically analyzed by a non-parametric test, the post hoc multiple comparisons test (Marascuilo and McSweeney 1977)
" Statistical analysis performed by ANOVA, followed by LSD test at P<0.05
“SFC=(average no of shoots per regenerating explant)= (% of regenerating explant)/100

4 Callus proliferation at the basal end of the explants
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longer than those obtained in the presence of 1 mg L' KIN
alone (1.4 cm). When the NAA concentration was higher
(1.0 mg L") or much lower (0.01 mg L"), the regener-
ation rate increased to 83.3% and 85.0%., respectively.
However, the mean shoot number obtained with these
growth regulator concentrations was below 5, so these
medium compositions were considered less effective than
the one containing 0.1 mg L' NAA. A combination of
cytokinin and auxin was also reported to produce better
callus proliferation in 7. sipyleus Boiss. (Baba Erdag and
Yurekli 2000). However, the situation was apparently
different when working with T. piperella (Saez el al.
1994) and T mastichina L. (Mendes and Romano 1999;
Fratemale et al. 2003), where supplementing the medium
with only BA promoted better shoot growth. In the present
study, the only exception to the beneficiary effect of auxins
was observed when the medium was supplemented with 2,
4-D. In addition to being incompetent to support efficient in
vitro shoot proliferation, this auxin also gave rise to abundant
and undesired callus growth at the basal ends of shoot-tip
explants when its concentration exceeded 0.05 mg L™,

Effect of AgNO3 on multiple shoot formation. The differ-
entiation, proliferation and growth of cells and tissues
cultured in vitro are also affected by ethylene, a volatile
hormone accumulating in the headspace of the culture
vessels during the subculture cycles (Kumar ef al. 1998).
Plant responses to ethylene are highly variable, promoting

growth and regeneration in rice (Comejo-Martin ef al.
1979) but inhibiting plants such as apple (Lambardi et al.
1997) and peanut (Ozudogru ef al. 2005). In the present
study, incorporation of AgNO;, a potent inhibitor of
ethylene action (Beyer et al. 1984), to MS medium
containing 1.0 mg L™ KIN and 0.1 mg L' NAA had a
negative effect on regeneration rate, mean shoot number,
and mean shoot length of T vulgaris shoot tips. This effect
was regardless of its concentration (Table 4). However,
when NAA was omitted from the medium, AgNO;
produced a significant increase in regeneration rate (up to
98.3%) of the shoot tip explants, in comparison with that
observed when KIN was present alone in the medium
(85%, see Table 2). In particular, inclusion of 6 or § mg L™
AgNO; to the KIN-containing proliferation medium pro-
vided an increase in the average length of the developing
shoots and the SFC index. These data correlate with a well-
known fact that auxins usually stimulate ethylene produc-
tion, while cytokinins block ethylene action (Gaspar er al.
1989).

Effect of GA; on multiple shoot formation. Gibberelling
(GAs) can promote a wide range of physiological activities
in plants, including dormancy breakage, seed germination,
flowering, fruit development and stem elongation through
the increase of cell division, cell wall formation and
expansion (Huttly and Phillips 1995). GA ofien interacts
with other plant hormones. For instance, ethylene blocks

I'able 4. Effect of AgNO; on multiple shoot formation of Thymus vulgaris

AgNO; concentration Regeneration

Mean shoot number

Mean shoot length Shoot-forming capacity

(mg L' rate (%)* (no. = SE)® {em = SE)® (SFC) index®
In combination with 1 mg L™ KIN

1.0 90.0 a 39+04b 1.0£0.05 b 35
2.0 983 a 48+04a b 1.0£0.04 b 47
4.0 833 Db 2.8+03 ¢ 0.9£0.05 b 23
6.0 983 a 46+044a b 1.4+0.08 a 45
8.0 90.0 a 54403 a 1.3+0.05a 49
In combination with 1 mg L™ KIN+0.1 mg L' NAA

1.0 483 a, b 6.1x1.0 a 0.8+£0.05 a 29
2.0 300 b 3.5+0.5b 0.8+£0.08 a 1.0
4.0 550a 42+08%a b 0.9+0.06 a

6.0 533a 45+05a b 0.8+0.05 a

8.0 283 b 25+0.5b 0.7£0.10 a 07

Different lefters indicate the significant differences at P=0.05 between different concentrations of AgNO;, supplemented in combination with

KIN alone or KIN and NAA

SE standard error

* Percentage values statistically analyzed by a non-parametric test, the post hoc multiple comparisons test (Marascuilo and McSweeney 1977)
" Statistical analysis performed by ANOVA, followed by LSD test at P<0.05
“SFC=(average no. of shoots per regenerating explant)* (% of regenerating explant)/100
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the ability of stems to respond to GAs (Gaspar et al. 1996),
while genes of GA biosynthesis in pea requires IAA for
expression (Hedden and Phillips 2000). Previous reports
have demonstrated contrasting effects of NAA and GAs in
terms of root, shoot or somatic embryo formation (Gaspar
et al. 1996). In the present study, 7" vulgaris shoot tips did
not benefit significantly from inclusion of GA; in the
proliferation medium containing KIN and NAA. Only the
maximum GA; concentration (0.6 mg L") was able to
provide a slightly better in vitro shoot proliferation in
comparison to the medium containing KIN and NAA (6.4
vs 6.0 of SFC index, see also Table 3). In contrast, when
GA; was used in combination with KIN only, a marked
increase in all the parameters evaluated was observed. In
particular, medium supplemented with 0.3 mg L' GA; and
1 mg L' KIN provided the best in vitro proliferation
conditions for T vulgaris shoots (Table 5, Fig. 15), with an
almost 97% regeneration rate, 8.6 shoots per explant and an
SFC index of 8.3. Therefore, MS medium containing
1 mg L' KIN and 0.3 mg L' GA; was considered to be
the best option for in vitre proliferation of thyme.

In vitro rooting and acclimatization of shoots. Various
growth regulators were tested for their ability to induce de
nove root formation from 7" vulgaris shoots. According to
the overall results (indicated bold in Table 6), the highest
rooting rate was induced by IBA, followed by NAA, IAA
and 2,4-D. For both IAA and IBA, the rooting rate
increased as the concentration of the growth regulators
increased, reaching a maximum at the highest concentration
tested (1.0 mg L™"). Use of this maximum concentration of
IAA and IBA also provided a significant increase in RFC

Table 5.

Effect of GA; on multiple shoot formation of Thymus vulgaris

index. Similarly, increasing NAA concentration enhanced
the rooting ability of shoots, reaching a rate of 90% rooting
at 0.1 mg L™'. At 1.0 mg L' NAA, a slight decline in
rooting percentage was observed, but overall rooting ability
was not negatively affected, as mean root number and RFC
index were increased further. For the rooting of T
mastichine L., NAA (100%), IBA (100%), and 1AA
(80%) were also effective (Mendes and Romano 1999). In
this study, the best shoot rooting was achieved when the
medium was supplemented with 0.05 mg L™ 2,4-D, which
enabled a 92.5% rooting rate, 19.1 roots per shoot and
produced an RFC index of 17.7 (Fig. 1C). Increasing the
concentration of 2,4-D was unfavorable for adventitious
root formation, and MS medium supplemented with
1.0 mg L' 2,4-D was the only medium composition where
rooting was never observed.

It should be noted that maximum rooting of T° vulgaris was
previously reported to occur when shoots were cultured on
hormone-free MS medium (Lé 1989). In the present study,
100% rooting was also obtained on hormone-free MS
medium. However, in comparison to the treatment with
0.05 mg L' 2,4-D, auxin-free medium produced a lower
mean root number and RFC index, both considered to be
important parameters for success of the following acclima-
tization step. Hence, subsequent rooting trials were per-
formed using MS medium supplemented with 0.05 mg L™
24-D. Indeed, plantlets rooted on this medium and trans-
ferred to 250 mL plastic pots after (Fig. 1D) had a 73.3%
survival rate following 8 wk of acclimatization in soil.

In vitro propagation of T. longicaulis. The protocol of in
vitro propagation optimized for T7 vulgaris was evaluated

GA; concentration Regeneration

Mean shoot number

Mean shoot length Shoot-forming capacity

(mg L") rate (%)* (no. + SE)® {cm = SE)® (SFC) index®
In combination with 1 mg L™' KIN

0.1 933 a 63+0.6 a 1.1£0.05 a 59
0.3 96.7 a 86409 a 1.0£0.04 a 83
0.6 91.6a 76+09 a 1.1£0.05 a 7.0
In combination with 1 mg L' KIN+0.1 mg L' NAA

0.1 76.7 a 5108 b 1.0£0.06 a 39
0.3 71.7a 28+03 ¢ 050,03 b 20
0.6 75.0 a 85+1.0a 0.7+0.02 b 64

Different letters indicate the significant differences at P<0.05 between different concentrations of GA;, supplemented in combination with KIN

alone or KIN and NAA

SE standard error

* Percentage values statistically analyzed by a non-parametric test, the post hoc multiple comparisons test (Marascuilo and McSweeney 1977)
" Statistical analysis performed by ANOVA, followed by LSD test at P<0.05
“SFC=(average no of shoots per regenerating explant)* (% of regenerating explant)/100
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Table 6. Effect of auxins on in vitro rooting of Thymus vulgaris

Auxin concentration Rooting

Mean root number

Mean root length Root-forming capacity

(mg LY rate (%)* (no. = SE)° (cm = SE)° (RFC) index®
Auxin-free (MS.0) 100.0 A 10413 A 1.6+0.08 A 104
1AA 8.1 B 9.2+0.6 B 1.0=0.03 B 7.2
0.01 62.5b 6.2+13 ¢ 0.9=+0.08 b 39
0.05 75.0a, b 92+1.7a b, ¢ 1.0=0.06 b 6.9
0.1 82.5a 98+08a b 10005 b &1
1.0 925a 10.6=08 a 122005 a 9.8
IBA Sl4 A B 6.9+0.5 C 1.0+0.03 B 5.0
0.01 75.0b 6.4£09 b 12+0.08 a 4.8
0.05 725b 45+05b, ¢ 09=+0.07 b 33
0.1 85.7a 4.0+05¢ 08+005b 34
1.0 925a 123=11a 120,06 a 114
NAA T9.1 B 1.7+£0.8 A, B 1.0=0.04 B 9.2
0.01 61.5b 6.3£0.8 ¢ 1.1=0.11 a 39
0.05 80.0 a 84+09 ¢ 12+0.07 a 6.7
0.1 90.0 a 12.5=12 b 1.0=0.06 a, b 11.2
1.0 85.0a 17.7+23 a 09+0.05b 150
24-D 61.9 C 11.320.6 A, B 0.9+0.02 B 7.0
0.01 75.0b 5.8+0.6 ¢ 09+0.04 a 43
0.05 925a 19.1=10a 1.0£0.03 a 17.7
0.1 80.0 a 10.2=07 b 0.8=+0.03 b 82
1.0 00c - - -

Different capital letters indicate significant differences between auxins, while for each auxin, lower case letters indicate significant differences

between the different concentrations at P<0.05

SE standard error

* Percentage values statistically analyzed by a non-parametric test, the post hoc multiple comparisons test (Marascuilo and McSweeney 1977)
P Statistical analysis performed by ANOVA, followed by LSD test at P<0.05

“RFC=(average no of roots per shoots)*(% of rooted shoots)/100

for its adaptability with T’ longicaulis. In the latter shoot
tips explants were collected from mature plants. Optimum
decontamination that allowed subsequent plantlet establish-
ment was 2.5% commercial bleach treatment for 30 min,
after which 77.3% of the shoot tips were free of
contamination and 29.4% were able to survive and
regenerate. Like young shoot tips of T° vulgaris, obtained
from in vitro-germinated seedlings, shoot tips of T Jong-
icaulis (Fig. 24), responded well to in vitro applications
when cultured on the optimized proliferation medium (MS
medium, supplemented with 1 mg L' KINand 0.3 mg L ™!
GA;), which provided 97.5% shoot regeneration (Table 7).
The mean shoot number and thus the SFC index were lower
than for 7" vulgaris (shoot number; 5.1 vs. 8.6, SFC; 5.0 vs.
8.3). The difference should be attributed to the fact that the
T" longicaulis initial explants had been excised from mature
plants, thus were expected to be relatively less reactive than
the more juvenile initial material of T. vulgaris. Vigor of the
shoots, however, was as healthy as 7. vulgaris shoots

(Fig. 2B). Rooting was obtained readily on MS medium
supplemented with 0.05 mg L' 2,4-D, resulting in healthy
plantlets (Table 7, Fig. 2C) to be acclimatized. Acclimati-
zation was very successful, enabling the survival of all
plantlets transferred to 250-mL plastic pots and kept under
the same conditions described for 7. vulgaris (Fig. 2D).

Genetic stability determination by RAPD analysis. In vitro-
propagated plantlets, originating from preformed meristems
such as shoot tips and axillary buds, are known to maintain
their genetic stability during cell division and differentiation
under in vitro conditions (Shenoy and Vasil 1992; Ostry et
al. 1994). However, it should not be ignored that there is
still the risk of alterations (Rani et al. 1995) induced by in
vitro processes (e.g., stress, auxin—cytokinin ratio and
nutritional conditions; Modgil et al. 2005). Numerous
studies are available in the literature reporting incidence
of genetic alterations among micropropagated plantlets
(Rani et al. 1995; Gimenez ef al. 2001), while there are
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Figure 2. Application of optimized in vitre proliferation protocol to
Thymus longicaulis. A, Mature plants that served as explant source. B,
Multiple shoots of I longicaulis, obtained on semi-solid MS medium
containing 1.0 mg L' KIN and 0.3 mg L' GA; (bar, 1.50 cm). C, A

also many others indicating the maintenance of genetic
stability (Rout et al. 1998; Javounhey er al. 2000). These
alterations are not desired, as they are often heritable and
can be perpetuated to subsequent generations of micro-
propagated plantlets (Breiman ef al. 1987). While numerous
molecular markers are available for the detection of such
alterations at the DNA level, RAPD is most commonly
used since it requires small amounts of template DNA, does
not require knowledge of test plant DNA sequence, and
generates data faster and easier than many other methods
(Williams er al. 1990). In tissue culture, RAPD has
repeatedly proven to be an effective tool to demonstrate
somaclonal variations. Among the most recent studies, it is
worthy to mention the works carried out to detect
somaclonal variations among in vitro-propagated cedar
(Piola et al. 1999), strawberry (Mohamed 2007), cucumber
(Elmeer et al. 2009), and olive plants (Peyvandi et al.
2010). Reproducibility of RAPD technology can be
obtained by optimizing the experimental conditions. In-
deed, this was the case in the present study, enabling all

Table 7. Multiple shoot formation and rooting of Thymus longicaulis

rooted shoot, obtained on semi-solid MS medium containing
0.05 mg L™ 24-D (bar, 1.50 cm). D, T longicaulis plants after
acclimatization.

repetitions to produce similar band patterns for each primer.
In preliminary trials, aiming to characterize various Thymus
species/cultivars at the molecular level, a pool of 20 primers
was selected for their ability to discriminate varability in
Thymus spp. In the case of T vulgaris, a total of 19 primers
gave rise to 229 scorable bands, ranging from approxi-
mately 770 to 3,450 bp in size. all of which were
monomorphic across all the plantlets analyzed (Table 1).
The number of bands for each primer varied from 4 to 21,
with an average of 12 bands per primer. Polymorphisms
between the positive control, which contained the genomic
DNA of T! longicaulis, and the T. vulgaris clones were also
evident for all the primers tested, showing the fidelity of the
technique to discriminate genetic differences in thyme.
Some examples of monomorphic band profiles are pre-
sented in Fig. 3. These results show that the in wvitro
propagation protocol optimized in the present study is
useful for thyme germplasm maintenance, as it does not
seem to interfere with the genetic integrity of the
regenerated plantlets.

Regeneration rate (%)* Mean shoot number (no. + SE)”

Mean shoot length (cm =+ SE)

Shoot-forming capacity (SFC) index®

97.5 5.1=0.2 1.0+0.06 5.0
Rooting rate (%) Mean root number (no + SE) Mean root length (cm + SE) Root-forming capacity (RFC) index”
100 11.9£1.2 0.9+0.07 119

Shoot proliferation was obtained by culturing on MS medium containing 1 mg L™ KIN and 0.3 mg L™ GA;. Rooting of the shoots was obtained

on MS medium containing 0.05 mg L™" 2,4-D
SE standard error

*Percentage values statistically analyzed by a non-parametric test, the post hoc multiple comparisons test (Marascuilo and McSweeney 1977)
P Statistical analysis performed by ANOVA, followed by LSD test at P<0.05
€ SFC=(average no of shoots per regenerating explant)*(% of regenerating explant)/100

dRFC=(average no of roots per shoots)x (% of rooted shoots)/100

@ Springer



173

IN VITRO PROPAGATION OF THYMUS SPP.

L 0 24 6 8 1IONCPC

10000 bp

3000 bp

2000 bp

1500 bp

1200 bp
1031 bp

900 bp

800 bp

Figure 3. RAPD band profiles generated by the primers F09 (4), F13
(B), F14 (C), and K02 (D). Lane L corresponds to 1 kb DNA ladder, 0
corresponds to mother plant, 2-/0 correspond to shoots obtained

Conclusions

The present study was conducted to develop a complete in
vitro propagation protocol for valuable Thymus germplasm
with the flexibility of starting tissue culture with explants of
different ontogenetic characteristics. During optimization,
numerous cytokinins, auxins, AgNO;, and GA; were
tested, alone or in combination, to develop a high
proliferation rate and to obtain healthy, multiple shoots.
Rooting of shoots was also optimized by testing different
auxin types and concentrations. In summary, the best shoot
proliferation was obtained on semi-solid MS medium
supplemented with 1 mg L' KIN and 0.3 mg L' GAs,
while the best root induction was obtained on MS medium
containing 0.05 mg L' 2,4-D. Using this protocol, it has
been possible to obtain more than 380 7 vulgaris and 120
T. longicaulis plants from one single explant, after three
subculture cycles of proliferation, rooting and acclimatiza-
tion. In addition, seeds from these plants were obtained in
the following season and were germinated for the produc-
tion of new thyme plants. As revealed by RAPD analysis,
the plants obtained this way maintained their genetic
stability up to at least ten cycles of proliferation.
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