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Dag kekigi (Origanum syriacum L. var. bevanii (Holmes) Ietswaart)’nin in vivo ve
kosullarda yetistirilen bitkilerinin ve kalluslarinin ug¢ucu yag

in

vitro

bilesenlerinin bir kiyaslamasi
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A comparison of essential oil components of plants and calli grown in vivo and in
vitro conditions of bible hyssop (Origanum syriacum L. var. bevanii (Holmes)

Ozet: Bu arastirma, Origanum syriacum var. bevanii taksonunun donér olarak kullamilan in vivo bitkileri ile in vitro kosullarda
yetistirilen rejenerant bitkileri ve kalluslarin ugucu yag bilesenlerinin belirlenmesi ve kiyaslanmasi amaciyla yiiriitilmiistir.
Dogal ortamindan alinan ¢eliklerle yetistirilen donor bitkiler ve bunlardan alinan gesitli eksplantlarla farkli konsantrasyonlarda
bitki bitytime diizenleyicileri ilave edilen in vitro ortamda yetistirilen rejenerant bitkiler ve kalluslarin ugucu yag bilesenleri GC/MS
(Gaz Kromatografisi - Kiitle Spektrometrisi) cihazi ile belirlenmistir. Aragtirma sonucunda, dondr ve rejenerant bitkiler ve
kalluslarim ugucu yag bilesenlerinin birbirinden oldukga farkli oldugu belirlenmistir. Ana bilesenler olarak, dondr bitkilerde %36,28
Carvacrol ve %19,76 ortho-Cymene tespit edilmisken rejenerant bitkilerde %26,49 Carbamic Acid ve %19,67 Carvacrol tespit
edilmistir. Tamamen farkli olarak, kalluslardaki ana bilesenler %64,82 Ethanol, %57,23 1,2-Propanediol, %55,11 L (+)-Lactic acid,
%53,53 Methyltartronic acid, %52,16 4-Penten-2-ol ve %38,47 2-Methoxycinnamic acid olarak tespit edilmistir. Basit fenolik
bilesiklerin olusumunda baslangic bilesenlerinden olan 2-Methoxycinnamic acid, sap bogumu eksplantindan gelisen kallusta
yaprak eksplantindan gelisen diger kalluslara gore en yiiksek oranda bulunmakta (%38,4) ve ana bileseni olugturmaktadir.
Dolayisiyla analiz sonuglarina gore sap bogumu eksplantindan gelisen kallusun sekonder metabolitlerin olusumunda timitvar
sonuglar verdigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Origanum syriacum var. bevanii, Rejenerant bitki, Kallus, Ugucu yag bilesenleri

letswaart)

Abstract: This research was carried out to determine and compare the essential oil components of regenerated plants and calli
grown under in vitro conditions with in vivo plants of Origanum syriacum var. bevanii taxon used as donor. The essential oil
components of the donor plants grown with cuttings taken from the native environment and regenerant plants and calli grown from
the various explants in vitro supplemented with different concentrations of the plant growth regulators were determined by Gas
Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). In result of the research, it was determined that the essential oil components of
donor and regenerant plants and calli were quite different from each other. It was determined that was Carbamic Acid (26.49%)
and Carvacrol (19.67%) in essential oil from the regenerant plants while was Carvacrol (36.28%) and ortho-Cymene (19.76%) in
essential oil from the donor plants as major components. It was determined that was 64.82% Ethanol, 57.23% 1,2-Propanediol,
55.11% L (+)-Lactic acid, 53.53% Methyltartronic acid, 52.16% 4-Penten-2-ol ve 38.47% 2-Methoxycinnamic acid in essential oil
from the callus as major components disparately. 2-Methoxycinnamic acid, which is one of the initial components in the formation
of simple phenolic compounds, was found at the highest rate (38.4%) in the callus developed from the stem node explant, compared
to the other callus developed from the leaf explant, and constitutes the main component. Therefore, according to the results of the
analysis, it was determined that the callus developed from the stem node explant gave promising results in the formation of
secondary metabolites.
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1. Giris olusturmaktadir (Baytop, 1983; Deans vd., 1992; Kumari ve
Saradhi, 1992). Bitkinin ugucu yagmin icerdigi yliksek
Origanum taksonlar1 giiniimiizde gida, eczacilik, miktardaki fenol nedeni ile antibakteriyal, antispazmodik ve

kozmetik ve alkollii igcki (likor) sanayinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Gaz giderici, hazmi kolaylastirici, balgam
ve idrar soktiiriicli, ishal kesici, terletici ve kadinlarda adet
soktiiricii  ozelliklere sahip olup, ugucu yagt kronik
romatizma, kas kasilmalarinda, dis ve kulak agrisi, oksiiriik
ve brongit tedavisinde kullanilan ilaglarda hammadde

antiseptik etkileri bilinmektedir (Baser vd., 1993).

Tibbi ve aromatik bitkilerde ugucu yagin miktar ve icerigi
oncelikli olarak tiire, varyeteye, agronomik kosullara, hasat
zamanina ve en dnemli faktorlerden olan gelisme ortaminin
cevresel ve ekolojik karakteristiklerine bagli olarak
degisiklik gosterebilmektedir (Cavero vd., 2005; Baser vd.,
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2003; Guillen ve Cabo, 1996). Origanum taksonlar1 yaprak
iiretimi i¢in ¢iceklenmeye bagladigi donemde veya ucucu yag
dretimi i¢in tamamen ¢iceklendigi donemde hasat
edilmektedirler (Ozgiiven vd., 2006).

Origanum taksonlarmin ugucu yaginin ana bilesenleri,
biyogenetik siiregle yakin baglantili olan 4 terpen olan
Carvacrol, Thymol, p-Cymen ve y-Terpinen bilesikleridir ve
Carvacrol bakimindan zengin ugucu yaglar, yiiksek
antimikrobiyal ve antifungal potansiyeli nedeniyle (Daouk
vd., 1995) hayvan yemlerinde katki maddesi olarak ve
gidalarin korunmasinda 6zel bir ticari neme sahiptir (Baytop
ve Bager, 1995).

In vitro kiltir teknikleri kullanilarak bitki tiretilmesi
(mikrogogaltim), bir¢ok bitki tiiriinde oldugu gibi tibbi ve
aromatik bitkilerin de vejetatif olarak hizli ve ¢ok miktarda
cogaltilabilmesine olanak saglayan bir {iretim seklidir.
Mikrogogaltim, bir bitkinin tam bir bitkiyi olusturabilme
potansiyeline sahip belirli kisimlarindan (embriyo, tohum,
govde, kok, siirgiin, polen vb.) yapay besin ortamlarinda ve
aseptik kosullar altinda in vitro teknikler kullanilarak fiziksel
ve genetik olarak birbirine benzeyen ¢ok sayida bitkinin hizli
¢ogaltilmas1 amaciyla kullanilan bir doku kiiltiirii teknigidir
(Solarova ve Pospisilova, 1997; Mansuroglu ve Giirel, 2001,
Taji vd., 2002). Bu teknik tarla ve bahge bitkileri, peyzaj ve
ormancilikta bir¢ok bitki tiiriinde kullanilmakla birlikte arzu
edilen Ozelliklere sahip genotiplerin iiretilmesi agisindan
tibbi ve aromatik bitkilerin de vejetatif olarak hizli ve ¢ok
miktarda g¢ogaltilabilmesine olanak saglayan bir {iretim
seklidir.

Ayrica in vitro kiltiir teknikleri gida, kozmetik ve ilag
sanayinde kullanilan ekonomik Oneme sahip tibbi ve
aromatik bitkilerdeki dogal antioksidanlar gibi sekonder
metabolitlerin kontrollii ¢evre sartlarinda iiretimi icin tarla
tarimi yaninda alternatif bir tiretim sekli sunmaktadir (Simon
vd., 1984; Al-Sereiti vd., 1999; Grzegorczyk vd., 2005;
Tisserat ve Vaughn, 2008). Sekonder metabolitler (fenolik
bilesikler) bitkilerde birkag¢ onemli islevi yerine getirirler.
Bitkilerin degisen biyotik ve abiyotik ortamlara uyum
saglamasina ve bitki iiriinlerine renk, tat, teknolojik 6zellikler
ve saglig1 gelistirici faydalar saglamasina olanak taniyan bir
metabolik plastisite 6rnegini temsil ederler (Boudet, 2007).
Sekonder metabolitlerin iiretimi i¢in hiicre silispansiyon
kiiltiirleri daha bagarili olmakta ve tretimin daha etkin ve
yogun bir sekilde elde edilmesi amaciyla da ¢esitli
biyoreaktor sistemleri gelistirilmekte ve bitki hiicre kiiltiirleri
yaninda bir¢ok bilesik iretilebilmektedir (Bourgaud vd.,
2001).

Bu aragtirma ¢alismasi da gelismekte olan in vitro
sekonder metabolit iiretim c¢alismalar1 kapsaminda, O.
syriacum var. bevanii taksonunun donér olarak kullanilan
fidanlik kosullarindaki in vivo bitkileri ile in vitro kosullarda
yetistirilerek  fidanlik kosullarina aktarilan rejenerant
bitkilerinin ve kalluslarmin (bitki kisimlarindan gelisen hiicre
yigmlart) ugucu yag bilesenlerinin  GC/MS (Gaz
Kromatografisi - Kiitle Spektrometrisi) cihazi ile analiz
edilerek kiyaslanmasi amaciyla yiiriitilmistiir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Materyal
Dag kekigi (O. syriacum var. bevanii) taksonunun Dogu

Akdeniz bolgesindeki dogal yayilis alanlarindan (Tarsus-
Damlama koyii-R: 480 m) celikle alinarak g¢ogaltilan ve

kiiltire alma g¢aligmalarinda yiiksek herba ve ugucu yag
verimine sahip oldugu tespit edilen (Giilbaba ve Ozkurt,
2006) 62/2 nolu ekotipin fidanlik ortaminda (in vivo) gelikle
yetistirilen 1 yash fidelerinin 10-15 cm boyundaki taze
stirgiinlerinden kesilerek ayrilan 4-5 mm'lik yaprak diski, sap
bogumu, yan ve tepe tomurcugu boliimleri arastirmada in
vitro bitki ve Kkallus tretimi igin eksplant olarak
kullantlmigtir.

Arastirmada explant olarak kullanilan yaprak diski ve sap
bogumu boéliimlerinden in vitro ortamlarda iiretilen ve bitki
rejenerasyonu saglayamayan kalluslar (Sekil 1) ve in vitro
kiiltir ¢aligmalarinda dondr bitki olarak kullanilan 62/2 nolu
ekotip ve bu ekotipten alinan tepe ve yan tomurcugu
eksplantlarindan in vitro kosullarda rejenere olan ve ayni
fidanlik kosullarina aktarilan bitkiler (Sekil 2) ugucu yag
analizlerinde kullanilmugtir.

2.2. Yontem
2.2.1. In vitro kiiltiir asamast

Arafeh vd., (2006), EI-Gengaihi vd., (2006), Goleniowski
vd., (2003), Leelavathi ve Kuppan (2013), Morone-Fortunato
ve Avato (2008), Oana vd., (2008)’nin yaptig1 arastirmalar
baz alinarak yontem boliimii kurgulanmustir.

Arastirmada materyal olarak kullanilan fidanlik

kosullardan alinan taze siirglinlerin sterilizasyonu i¢in
%70’lik etil alkol ¢ozeltisi (5 sn), 3 damla Tween 20 ilave
edilmis %1,25°1ik sodyum hipoklorit ¢dzeltisi (15 dk) islemi
ve ayrica %70’lik etil alkol (5 sn), %1,0’lik sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi (5 dk), 2,5 g/l fungisit (captan) ¢ozeltisi
islemi uygulanarak, li¢ kez steril distile suyla durulama
yapilmstir.

A X ,.\,‘ My i DN A L AR S
Sekil 2. In vitro kosullarda rejenere olan ve fidanlhk
kosullarina aktarilan bitki
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Arastirmada temel besi ortami olarak in vitro iiretimde
yaygin olarak kullanilan MS (Murashige ve Skoog, 1962) ve
Bs (Gamborg vd., 1968) kullanilmistir. Bu temel besi
ortamlarinin igerigi, Cizelge 1’de verilmistir.

Indiiksiyon asamasinda; donér bitkilerden alman yaprak
diski, sap bogumu, tepe ve yan tomurcuk eksplantlari,
Cizelge 2’de verilen dozlarda 2,4-D (2,4-Diklorofenoksi
Asetik Asit), BAP (6-Benzil Amino Piirin) veya Kinetin
(Furfuryladenine) bitki biiylime diizenleyicileri ile tek bagina
veya birlikte kombine edilen 10 ml MS veya Bs besi ortami
igeren 60x15 mm boyutlarindaki steril petri kaplarinda in
vitro  kiiltire  almmigtir.  Indiiksiyon  asamasinda
eksplantlardan bir hafta igerisinde gelismeye baslayan kallus
olusumlar1 gelisimlerini saglikli olarak devam ettirmesi
amaciyla kararmig, ¢lirimis kallus veya eksplant
pargalarindan temizlenerek 4-6 hafta sonra indiiksiyon ortam1
ile ayni icerige sahip alt kiiltiir ortamlarina aktarilmustir.
Indiiksiyon ve alt kiiltiir asamalarinda tepe ve yan tomurcuk
eksplantlarindan gelisen ve kardeslenme olusturan siirgiinler
tekleme yapildiktan sonra daha fazla gelisme ve koklenme
saglanmasi amaciyla igerisinde biliylime diizenleyici
icermeyen 15 ml /2MS besi ortami bulunan steril cam tiiplere
aktarilmustir.

Rejenerasyon agsamasinda; alt kiiltiir ortamlarinda yaprak
diski ve sap bogumu eksplantlarindan gelisen kalluslar
Cizelge 2’de verilen dozlarda 2,4-D veya NAA (Naftalen
Asetik  Asit) ve BAP veya Kinetin bitki biiyiime
diizenleyicileri ile kombine edilen 25 ml MS veya Bs besi
ortami igeren 90x15 mm boyutlarindaki steril petri kaplarina
aktarilmistir. Kiiltlir petrileri, 23 °C sicaklik, %70 nem, 16
saat fotoperyot ve 12.000 liiks 151k kosullarini saglayan
iklimlendirme kabininde toplam 14 hafta boyunca inkiibe
edilmislerdir. 14 haftalik in vitro kiiltiir sonunda MS + 1,50
mg/l BAP indiiksiyon ortaminda gelisen ve koklenmesi igin
»>2MS ortamina aktarilan rejenerant bitkiler, fidanlik
kosullarinda donér bitkilerin yetistirildigi 1/4 oraninda
clirtitiilmiis misir sap1 saman1 ve 3/4 oraninda briket topragi
(volkanik tiif) iceren karisim ortamlarina aktarilmigtir
(Tirker ve Hatipoglu, 2018) (Sekil 2).

Arastirmada kullanilan temel besi ortamlar1 ve biiylime
diizenleyicisi kombinasyonlarinda iiretilen Cizelge 2’de
verilen rejenerant bitki ve kallus olusumlar1 analizler i¢in
kullanilmigtir.

2.2.2. Ugucu yag analiz asamasi

Donor Dbitkilerin  tomurcuk eksplantlarindan in  vitro
kiiltiir ¢aligmalarinda indiiksiyon asamasinda MS + 1,50 mg/1
BAP kombinasyonunda gelisen ve koklenmesi igin 2MS
ortamina aktarilan ve dondr bitkilerle ayni fidanlik
kosullarinda biiyiitiilen rejene bitkiler ve dondr bitkilerin
cigeklenme doneminde alinan yaprak Ornekleri goélgede
yaklagik 8-10 giin hava kurusu haline gelinceye kadar
bekletilmistir. Daha sonra bu 6rnekler, etiivde 37 °C ve %40
rutubette 12 saat bekletilerek standart olarak kurutulmustur.
Kurutulan  yaprak  orneklerinden  ugucu  yaglarin
¢ikartilmasinda Clevenger cihazi kullanilmistir. Elde edilen
kuru yapraklar miktarlarina gore saf su ilavesiyle ii¢ saat
stireyle distilasyon islemine tabi tutulmustur.
Rejenerantlardan ve dondr bitkilerden elde edilen ugucu
yaglar ve kalluslar (Cizelge 2) Cukurova Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Molekiiler Genetik
Laboratuvarinda, GC/MS (Gaz Kromatografisi - Kiitle
Spektrometrisi, Perkin Elmer Clarus 600 GC/MS) cihazi ile

GC: SPMEus.mth / MS: SPMEus.EXP metoduyla; Sicaklik
Programi: 35 °C 4 dk / 250 °C - 10 °C/dk, injeksiyon: 220 °C,
Hacim: 0 pL, Split oran1: 0:1, Tastyict gaz: Helyum, Coziicii
iptali: 0,00 dk, Transfer sicakligi: 200 °C, Kaynak sicaklig:
180 °C, Tarayici: 35 ila 600 Da, Kolon: 60,0 m x 250 um
kosullarinda analiz edilmistir. Analizler sonucunda, farkli
alikonma zamanlarinda (RT) belirlenen ve 3 ihtimalli olarak
tanimlanan (Hit) bilesikler, grubundaki en yiiksek orana
(Prob.) sahip bilesigin uluslararasi kimyasal veri tabanindaki
kayit numarasina (CAS no) gore CAS veri tabaninda (nist,
chemicalbook, lookchem, sigmaaldrich vd.) taranarak giincel
bilesen isimleri belirlenmistir.

3. Bulgular

3.1. Donor ve rejenerant bitkilerin ugucu yag bilesenlerine
ait analiz sonuglar

In vitro kiiltiir ¢alismalarinda eksplant kaynagi olarak
kullanilan fidanlik kosullarinda yetistirilen donér bitkinin
yapraklarindan ¢ikartilan ugucu yagin bilesenlerine ait analiz
sonucu Cizelge 3’de verilmistir.

Analiz sonucuna gore ugucu yagm ana bilesenlerini
%36,28 orami ile Carvacrol ve %19,76 oranmi ile ortho-
Cymene olusturmaktadir. Dondr bitkiden elde edilen diger
mindr bilesenler ve oranlar1 da Cizelge 3’de gorildigii
gibidir. Oran1 %0,1’in altinda bulunan bilesenlerin toplam
degeri ise %0,62 olarak bulunmaktadir.

Dondr bitkinin tomurcuk eksplantlarindan in vitro kiiltiir
caligmalarinda indiiksiyon ortaminda MS + 1,50 mg/l BAP
kombinasyonunda gelisen ve kdklenmesi i¢in /2MS ortamina
aktarilan ve dondr bitkilerle ayni fidanlik kosullarinda
biiyiitiilen rejenerant bitkilerin (Materyal 1; Cizelge 2)
yapraklarindan ¢ikartilan ugucu yagin analiz sonucu Cizelge
4’de verilmistir.

Cizelge 1. Arastirmada kullanilan temel besi ortamlarinin

bilesimleri

Bilesik MS (mg/l) Bs (mg/1)
Makro elementler

MgS0,.7H,0 370 250
KH,PO, 170 -
NaH2POA.H20 - 150
KNO; 1.900 2.500
NH;NO; 1.650 -
CaCl,.2H,0 440 150
(NH4)2S04 - 134
Mikro elementler

H3BO; 6,2 3,0
MnSQ4.H,0 15,6 10,0
ZnS0,4.7H,0 8,6 2,0
NazMOOAZHzo 0,25 0,25
CuS04.5H,0 0,025 0,025
CoCl,.6H,0 0,025 0,025
Kl 0,83 0,75
FeS0,4.7H,0 27,8 27,8
Na,EDTA 37,3 37,3
Organik maddeler

Sakkaroz 30.000 20.000
Thiamin.HCI 0,1 10,0
Pyridoxin.HCI 05 1,0
Nikotinik Asit 05 1,0
Myo-inositol 100 100
Glisin 2,0 -
pH 58 55
Agar 7.000 7.000
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Cizelge 2. Arastirmada analiz igin kullanilan rejenerant bitki ve kallus olusumlari

Materyal no Explant ve gelisim ortamlar1

1 Dondr bitkinin tepe ve yan tomurcuk eksplantlarindan MS + 1,50 mg/l BAP indiiksiyon ortaminda gelisen ve daha fazla gelisme
ve koklenme saglanmasi amaciyla icerisinde biiylime diizenleyici icermeyen 4MS ortamina aktarilan rejenerant bitki

2 Dondr bitkinin yaprak diski eksplantlarindan Bs + 0,25 mg/l 2,4-D kombinasyonunda indiiksiyon ortaminda olusan ve Bs + 0,10
mg/l 2,4-D + 0,50 mg/I Kinetin kombinasyonu iceren rejenerasyon ortamina aktarilarak gelisen kallus

3 Dondr bitkinin yaprak diski eksplantlarindan Bs + 0,50 mg/l 2,4-D + 1,00 mg/l Kinetin kombinasyonunda indiiksiyon ortaminda
olusan ve Bs + 0,25 mg/l 2,4-D + 0,50 mg/I Kinetin kombinasyonu igeren rejenerasyon ortamina aktarilarak gelisen kallus

4 Dondr bitkinin yaprak diski eksplantlarindan Bs + 0,50 mg/l 2,4-D + 1,00 mg/1 Kinetin kombinasyonunda indiiksiyon ortaminda
olugan ve Bs + 0,25 mg/l 2,4-D + 1,00 mg/1 Kinetin kombinasyonu igeren rejenerasyon ortamina aktarilarak gelisen kallus

5 Dondr bitkinin sap bogumu eksplantlarindan Bs + 0,25 mg/l 2,4-D + 2,00 mg/l BAP kombinasyonunda indiiksiyon ortaminda
olugan ve Bs+ 0,25 mg/l 2,4-D + 0,50 mg/l BAP kombinasyonu i¢eren rejenerasyon ortamina aktarilarak gelisen kallus

6 Dondr bitkinin yaprak diski eksplantlarindan Bs + 0,25 mg/l 2,4-D + 2,00 mg/l BAP kombinasyonunda indiiksiyon ortaminda
olusan ve Bs+ 0,25 mg/l 2,4-D + 0,50 mg/l BAP kombinasyonu i¢eren rejenerasyon ortamina aktarilarak gelisen kallus

7 Dondr bitkinin yaprak diski eksplantlarindan MS + 0,25 mg/l 2,4-D kombinasyonunda indiiksiyon ortaminda olugan ve MS +

0,25 mg/l NAA + 1,00 mg/l Kinetin kombinasyonu i¢eren rejenerasyon ortamina aktarilarak gelisen kallus

Cizelge 3. Dondr bitkinin ugucu yag bilesenlerinin analiz sonucu

RT (dk)* Bilesen Adi Oran (%)**
4,119 Tricyclene 1,02
4,306 a-Thujene 1,36
5,093 Camphene 0,17
5,893 B-Pinene 0,27
6,208 Sabinene 0,15
6,436 Ethylbenzene 0,67
6,996 a-Phellandrene 0,31
7,147 B-Myrcene 2,94
7,346 a-Terpinene 2,99
7,673 Limonene 1,02
7,830 B-Phellandrene 0,89
7,924 Eucalyptol (1,8-Cineol) 0,48
8,350 Psi-Limonene 0,23
8,589 y-Terpinene 2,75
9,178 ortho-Cymene 19,76
9,272 2-Carene 5,48
10,048 2-Penten-1-ol, (2)- 0,14
10,935 3-Hexen-1-ol 0,15
11,051 3-Octanol 3,90
11,396 Cosmene 0,10
11,822 1-Octen-3-ol 5,65
12,078 cis-B-Terpineol 1,18
13,100 Linalool 0,46
13,683 Caryophyllene 2,86
13,788 Cyclopropane, 1-cyclopropylethynyl-2-methoxy-3,3-dimethyl- 2,29
13,963 trans-Dihydrocarvone 0,12
14,576 Humulene 0,51
14,757 y-Muurolene 0,10
14,885 a-Terpineol 0,24
14,932 Borneol 0,30
15,492 B-Cadinene 0,11
17,453 Chlorothymol 0,67
18,089 Phenol 0,34
19,734 Carvacrol 36,28
20,732 3-Methylene-bicyclo[3.2.1]oct-6-en-8-ol 0,54
21,905 2-Allyl-4-methylphenol 0,10
22,967 5-1sopentyl-4-methyl-2-(methylsulfanyl)-6-((trimethylsilyl)oxy)pyrimidine 0,21
23,282 1-[4-Acetyl-1-(2-amino-4,5-dimethyl-phenyl)-2,5-dimethyl-1H-pyrrol-3-yl]-ethanone 0,12
23,743 Oxycodone 0,13
Diger bilesenler (< %0,1) 0,62

*RT: Retention Time (Alikonma Zamanti), **: Goreceli Dagilim
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Cizelge 4. Rejenerant bitkinin ugucu yag bilesenlerinin analiz sonucu

RT (dk) Bilesen Ad1 Oran (%)
4,405 2,4,6-Octatrienal 10,81
5,099 Camphene 0,61
5,887 3-methyl-apopinene 0,71
6,208 Sabinene 0,79
6,687 7-Ethyl-1,3,5-cycloheptatriene 0,72
7,282 Urocanic acid 11,21
7,515 a-Terpinene 5,43
7,568 4,5-Dimethyl-2,6-octadiene 0,20
7,760 Limonene 1,59
7,924 B-Phellandrene 2,02
8,840 Carbamic Acid 26,49
9,266 ortho-Cymene 9,51
9,342 2-Carene 0,85
10,929 3-Hexen-1-ol 0,36
11,034 3-Octanol 0,85
11,857 1-Octen-3-ol 0,78
12,061 cis-p-Terpineol 0,16
13,094 Linalool 0,14
13,706 Caryophyllene 2,91
13,782 Cyclopropane, 1-cyclopropylethynyl-2-methoxy-3,3-dimethyl- 0,86
13,969 trans-Dihydrocarvone 0,19
14,564 Humulene 0,67
14,757 y-Muurolene 0,11
14,891 a-Terpineol 0,85
15,498 B-Cadinene 0,20
17,447 Chlorothymol 0,15
19,734 Carvacrol 19,67
22,973 5-1sopentyl-4-methyl-2-(methylsulfanyl)-6-((trimethylsilyl)oxy)pyrimidine 0,10
Diger bilesenler (< %0,1) 1,05
Analiz sonucuna gore ugucu yagm ana bilesenlerini Donér bitkinin yaprak eksplantlarindan in vitro

Carbamic Acid (%26,49) ve Carvacrol (%19,67)
olusturmaktadir. Oran1 %0,1’in altinda bulunan bilesenlerin
toplam degeri ise %1,05 olarak bulunmaktadir. Dondr bitki
ile rejenerant bitkinin ugucu yag bilesenlerinin analiz
sonuglarina gore (Cizelge 3-4), ortak bulunan yiiksek oranli
bilesenler Cizelge 5°de karsilagtirmali olarak gosterilmistir.

3.2. Kallus ugucu yag bilesenlerine ait analiz sonug¢lari

In vitro kiltir ¢aligmalarinda donér bitkinin yaprak diski
ve sap bogumu eksplantlarindan farkli besi ortami ve farkli
bliylime diizenleyicisi kombinasyonlarinda gelisen ve
analizler i¢in kullanilan kalluslar Cizelge 2’de verilmistir.

Donér bitkinin yaprak diski eksplantlarindan in vitro
caligmalarinda Bs + 0,25 mg/l 2,4-D indiiksiyon ortaminda
elde edilen ve Bs + 0,10 mg/l 2,4-D + 0,50 mg/l Kinetin
kombinasyonu igeren rejenerasyon ortamina aktarilarak
gelisen kallusun (Materyal 2) analiz sonucu Cizelge 6’da
verilmistir.

Analiz sonucuna gore ugucu yagin ana bilesenlerini dondr
bitki analiz sonuglarindan farkli olarak %55,11 ile L(+)-
Lactic acid ve %27,58 ile Isobutylene oxide bilesenleri
olusturmaktadir. Basit fenolik bilesiklerin olusumunda rol
alan baglangig bilesiklerinden olan (Taiz ve Zeiger, 2008) 2-
Methoxycinnamic acid %3,22 oraninda bulunmaktadir.

Dondr ile rejenerant bitkilerin analiz sonuglar1 arasinda
bir benzerlik bulunmasina karsilik, donér bitki ile in vitro’da
Bs + 0,25 mg/l 2,4-D ortaminda elde edilen kallusun ugucu
yag bilesenlerinin birbirlerinden tamamen farkli oldugu ve
ortak bilesen bulunmadig: goriilmektedir.

caligmalarinda indiiksiyon agamasinda Bs + 0,50 mg/l 2,4-D
+ 1,00 mg/l Kinetin kombinasyonunda elde edilen ve Bs +
0,25 mg/l 2,4-D + 0,50 mg/l Kinetin kombinasyonu i¢eren
rejenerasyon ortamina aktarilarak gelisen kallusun (Materyal
3) ugucu yaginin bilesenlerine ait analiz sonucu Cizelge 7°de
verilmistir.

Analiz sonucuna gore ana bilesenleri %53,53 orani ile
Methyltartronic acid, %18,82 oran1 ile Hydroxyurea, %12,88
orant ile 1,6-Heptadien-4-ol,4-methyl- olusturmustur. 2-
Methoxycinnamic acid (%0,07) orant %0,1’in altinda
bulunan bilesenler arasinda yer almaktadir.

Cizelge 5. Dondr ve rejenerant bitkilerin ugucu yaglarinda
tespit edilen ortak bilesenler ve oranlari

Bilesenno Ortak bilesen adi Don(c())/ro)b itk Rejeneégzr)]t bitki
1 Carvacrol 36,28 19,67
2 ortho-Cymene 19,76 9,51
3 a-Terpinene 2,99 5,43
4 Caryophyllene 2,86 291
5 B-Phellandrene 0,89 2,02
6 Limonene 1,02 1,59
7 2-Carene 5,48 0,85
8 a-Terpineol 0,24 0,85
9 3-Octanol 3,90 0,85
10 1-Octen-3-ol 5,65 0,78
11 Humulene 0,51 0,67
12 Camphene 0,17 0,61
13 cis-p-Terpineol 1,18 0,16
14 Chlorothymol 0,67 0,15
15 Linalool 0,46 0,14
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Cizelge 6. Kallusun (materyal 2) ugucu yag bilesenlerinin analiz sonucu

RT (dk) Bilesen Adi Oran (%)
3,991 Isobutylene oxide 27,58
4,802 2-Methoxycinnamic acid 3,22
5,093 Tetraethylene glycol dimethyl ether 4,12
5,449 L(+)-Lactic acid 55,11
7,929 Thiocyanic acid, 2-(2-butoxyethoxy)ethyl ester 1,10
8,717 Propanoic acid, 2-methyl-, propy| ester 0,21
8,951 2-Ethoxyethyl methacrylate 0,51
9,196 4-O-Methyl-d-arabinose 0,19
9,785 Chroman-4-one, 2,3-dehydro-6-ethyl-7-methoxy-2-methyl-3-phenyl- 0,36
9,960 (2,3-Dimethyloxiranyl)methanol 1,59

11,110 5H-[1]Benzopyrano[3,4-d]pyrimidin-5-one, 4-amino -2-(2-hydroxyphenyl)- 0,16

11,302 Hydrazine, (2-methylpropyl)- 1,05

11,927 1,3,2-Oxathiaborinane, 4,6-dimethyl-2-(1-methylethyl)- 0,53

12,417 4,6-Di-O-methyl-alpha-d-galactose 0,15

13,660 N-formyl-beta-alanine 0,34

13,928 d-Threo-O-ethylthreonine 0,14

14,360 Dodecyl 2-methylacrylate 0,63

14,996 Octopamine triTMS 0,16

16,566 1,3-Diethoxy-2-propanol 0,60

17,867 Thiazolidine-4-carboxylic acid 0,12

19,524 Diazene, [1-(2,2-dimethylhydrazino)ethyl]ethyl- 0,11

21,269 3,6,9,12,15-Pentaoxaheptadecane 0,11

25,249 2-Ethyltetrahydrofuro[3,4-d][1,3,2]dioxaborole 0,31

Diger bilesenler (< %0,1) 1,59
Cizelge 7. Kallusun (materyal 3) ucucu yag bilesenlerinin analiz sonuglari
RT (dk) Bilesen adi Oran (%)
3,979 Hydroxyurea 18,82
4,837 Acetamide, N-(2-oxoethyl)- 1,54
5,099 N-t-Butyl-N'-2-[2-thiophosphatoethyl]Jaminoethylurea 2,27
5,467 Methyltartronic acid 53,53
6,132 1,6-Heptadien-4-ol,4-methyl- 12,88
7,964 L-Lyxose 0,21
8,968 2,2-Dimethylglutaric anhydride 0,40
9,791 1-(1-Adamantyl)-2-triisopropylsilyloxyethane 0,24
9,948 3-Methylhexanal 0,94
11,104 5H-[1]Benzopyrano[3,4-d]pyrimidin-5-one, 4-amino-2- (2-hydroxyphenyl)- 0,36
11,273 (S)-(+)-1,2-Propanediol 1,20
11,909 1,4-Dimethoxy-2-methylcyclohexane 0,64
12,312 2,3-Dihydrofuran 0,34
12,697 1,2,3-Trimethoxyhexane 0,17
13,222 DL-Ornithine 0,12
13,549 2-((6-((2,6-Dichlorobenzylidene)amino)-1,3-benzo thiazol-2-yl) thio)-N-(2,6-diethylphenyl)acetamide 0,12
13,654 Ethyl 3-hydroxybutyrate 0,13
14,021 D-Arabinitol 0,44
14,307 Propanoic acid, 2-octyl ester, (R or S) 0,21
14,996 3-tert-Butyl-5-chloro-2-hydroxybenzophenone 1,27
16,519 2-(3-Chloropropyl)-1,3-dioxolane 0,25
17,849 Phenyl isothiocyanate 1,06
18,205 15-Crown-5 0,18
19,536 Tris(2-ethylbutyric acid)1,2,3-propanetriyl ester 0,13
19,909 2-(Ethylsulfonyl)ethanol 0,12
20,294 b-D-Galactopyranoside, methyl 2,4-di-O-methyl- 0,11
20,989 4(1H)-Pyrimidinone, 2-amino-6-(methylamino)- 0,12
21,275 Bis(2-methoxyethyl)nitrosoamine 0,13
23,685 3-Methyl-5-phenyl-1,2,4-trioxolane 0,13
25,231 7-Dimethylsilyloxytridecane 0,14
Diger bilesenler (< %0,1) 0,36

Donor bitkinin yaprak diski eksplantlarindan in vitro
¢aligmalarinda indiiksiyon agsamasinda Bs + 0,50 mg/l 2,4-D
+ 1,00 mg/l Kinetin kombinasyonda elde edilen ve Bs + 0,25
mg/l 2,4-D + 1,00 mg/l Kinetin kombinasyonu igeren
rejenerasyon ortamina aktarilarak gelisen kallusun (Materyal
4) ugucu yag bilesenlerinin analiz sonucu Cizelge 8’de
verilmigtir. Analiz sonucuna goére ana bilesenleri %64,82
oran1 ile Ethanol ve %23,73 oram1 ile Acetaldehyde
olusturmaktadir. 2-Methoxycinnamic acid %0,17 ile disiik
oranda bulunmaktadir.

Dondr bitkinin sap bogumu eksplantlarindan indiiksiyon
asamasinda Bs + 0,25 mg/l 2,4-D + 2,00 mg/l BAP
kombinasyonunda elde edilen ve Bs + 0,25 mg/l 2,4-D + 0,50
mg/l BAP kombinasyonu igeren rejenerasyon ortamina
aktarilarak gelisen kallusun (Materyal 5) ugucu yag
bilesenlerinin analiz sonucu Cizelge 9’da verilmistir. Analiz
sonucuna gore ugucu yagin ana bilesenlerini dondr bitkiden
ve Onceki verilen kalluslardan farkli olarak %38,47 orani ile
2-Methoxycinnamic  acid ve  %34,66 oram ile
Methylhydrazine olusturmaktadir. Sap bogumu
eksplantindan gelisen kallusta 2-Methoxycinnamic acid
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orani, yaprak eksplantindan gelisen diger kalluslara goére
%38,47 ile en yiiksek oranda bulunmakta ve ana bileseni
olusturmaktadir.

Donér bitkinin yaprak eksplantlarindan indiiksiyon
asamasinda Bs + 0,25 mg/l 2,4-D + 2,00 mg/l BAP
kombinasyonunda elde edilen ve Bs + 0,25 mg/l 2,4-D + 0,50
mg/l BAP kombinasyonu igeren rejenerasyon ortamina
aktarilarak gelisen kallusun (materyal 6) ugucu yag
bilesenlerinin analiz sonucu Cizelge 10’da verilmistir. Analiz
sonucuna gore ugucu yagin ana bilesenini donor bitkiden ve

onceki verilen kalluslardan farkli olarak %57,23 orani ile 1,2-
Propanediol bilesigi olusturmaktadir. 2-Methoxycinnamic
acid %2,75 oraninda bulunmaktadir.

Donér bitkinin yaprak eksplantlarindan indiiksiyon
asamasinda MS + 0,25 mg/l 2,4-D kombinasyonunda elde
edilen ve MS + 0,25 mg/l NAA + 1,00 mg/l Kinetin
kombinasyonu igeren rejenerasyon ortamina aktarilarak
gelisen kallusun (Materyal 7) ugucu yag bilesenlerinin analiz
sonucu Cizelge 11’°de verilmistir.

Cizelge 8. Kallusun (materyal 4) ugucu yag bilesenlerinin analiz sonuglari

RT (dk) Bilesen ad1 Oran (%)
3,985 Acetaldehyde 23,73
4,778 Cis-2,3-Epoxybutane 3,63
5,315 Ethanol 64,82
7,626 6,7-Dimethoxyisoflavone 0,87
7,912 D(+)-Xylose 0,18
8,285 Methoxymethyl isothiocyanate 0,69
8,974 1-(1-Adamantyl)-2-triisopropylsilyloxyethane 0,10
9,202 Aminocaproic acid 0,61

10,468 Trimethylene acetate 0,89
11,022 L-Lysine, ethyl ester 0,31
13,374 Citric acid 0,64
14,045 Pyronin Y 0,21
15,323 4-Methylmannitol 0,18
15,515 1-Octene, 3-(methoxymethoxy)- 0,55
16,869 5-(Phenylazo)quinoline 0,11
18,538 2-Methoxycinnamic acid 0,17
24,233 4,5-dihydro-5-thioxo-1H-1,2,4-triazole-3-propanoic acid 0,37

Diger bilesenler (< %0,1) 1,94

Cizelge 9. Kallusun (materyal 5) u¢ucu yag bilesenlerinin analiz sonuglari

RT (dk) Bilesen adi Oran (%)
4,055 2-Methoxycinnamic acid 38,47
5,286 Methylhydrazine 34,66
5,875 2,4-Dimethylbenzoic acid (2,5-dimethylphenyl) methyl ester 8,81
6,249 1-Thia-2,4,6-trisilacyclohexane, 2,2,4,4,6,6-hexamethyl 521
8,291 Imipramine 0,77
8,840 Methanesulfonamide,N-[(ethylamino)thioxomethyl] 0,12
8,980 6-Ethyl-7-methoxy-2-methyl-3-phenyl-4H-chromen-4-one 0,72
9,207 O-lsoamylhydroxylamine 0,81
9,406 3-Fluoro-DL-phenylalanine 0,19

10,211 5H-[1]Benzopyrano[3,4-d]pyrimidin-5-one, 4-amino-2-(2-hydroxyphenyl)- 0,13
10,497 2-(Propylamino)ethanol 0,81
10,730 Octadecanoic acid, 3-hydroxy-, methyl ester 0,68
10,952 1-Butanol, 3-(1-ethoxyethoxy)-2-methyl- 0,17
11,057 Hexanoic acid,2,2-dimethyl- 0,72
11,337 1,3-Oxathiolane, 2-methyl- 0,31
12,738 1-Propoxy-3,3-diethyltriazene 2-oxide 0,29
13,415 (92,127,157)-9,12,15-Octadecatrienoic acid 2-trime thylsilyloxy-1-[(trimethylsilyloxy)methyl]ethyl ester 1,25
13,811 N,N-Bis[3-(methylamino)propyl]methylamine 0,50
14,033 Pyronin Y 0,88
14,261 2,4-Dimethylbenzoic acid (3,5-dimethylphenyl) methyl ester 0,21
14,564 Methyl 2-ethylhexanoate 0,22
15,883 d-Idonic acid dimethylamide 0,12
16,064 2,3,4-Trimethyl-5-hexen-3-ol 0,18
17,739 3-(1-Ethoxyethoxy)-1-butanol 0,13
18,550 Cyclobuta[b]quinoxaline-1,2-dione, 3,8-dihydro-5-nitro- 0,16
19,291 Methyl 3-methoxypropionate 0,13

20,254 Oxiranecarboxylic acid, 3-methyl-3-(1-methylethyl)-, ethyl ester, cis- 0,16

20,866 Heptaethylene Glycol 0,13

22,693 Methyl 2-0,3-0,4-0,5-O-tetramethyl-a-D-galactoseptanoside 0,27

23,708 2-Propenoic acid, 3-[4-[(2-methoxyethoxy)methoxy]phenyl]-, (E)- 0,15

24,239 1-Dimethylthexylsilyloxyheptane 0,72

Diger bilegenler (< %0,1) 1,93
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Cizelge 10. Kallusun (materyal 6) ucucu yag bilesenlerinin analiz sonuglari

RT (dk) Bilesen ad1 Oran (%)
3,967 Acetaldehyde 7,98
4,387 1,4-Butanediol, 2-(1-ethoxyethoxy)-3-methyl- 3,93
5088 2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(2-Methoxyethoxy) ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy] 650

' ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethyl 2,2,3,3,3-pentafluoropropanoate !
5,467 1,2-Propanediol 57,23
8,956 Butanoic acid, 1-methylhexyl ester 4,93
9,534 2H-Pyran, tetrahydro-2-(8-nonynyloxy)- 0,89
9,791 Chroman-4-one, 2,3-dehydro-6-ethyl-7-methoxy-2-methyl-3-phenyl- 1,08
9,954 2-Methoxycinnamic acid 2,75

10,585 Propionaldehyde oxime 1,61

11,116 5H-[1]Benzopyrano[3,4-d]pyrimidin-5-one, 4-amino-2-(2-hydroxyphenyl)- 1,69

11,291 4-Chloro-3,5-dimethylisoxazole 2,19

13,625 6-(Heptyloxy)hexanamide 1,63

14,010 Dexpanthenol 0,57

14,348 Cyclohexanecarboxylic acid, 3-phenyl-2-propenyl ester 1,76

14,751 Citiolone 0,33

15,568 Ethyl 3-hydroxy-2,2-dimethyl-butanoate 0,45

16,239 Methyl 3-[(trifluoroacetoxy)methylthio]prop-2-enoate 0,90

16,513 Ethaneperoxoic acid, 1-cyano-4,4-dimethyl-1-phenylpentyl ester 0,60

16,887 Ethane-1,2-diimine, N,N'-diamino- 0,11

17,826 Oxime-, methoxy-phenyl-_ 0,14

18,217 2,5-Methylene-d,I-rhamnitol 0,11

19,530 Heptaethylene glycol 0,15

23,691 2-0,3-0,4-0,5-O-Tetraacetyl-D-arabinose 1,2-ethanediyl dithioacetal 0,18

25,255 2-Heptenoicacid, ethyl ester, (2E)- 0,54

Diger bilesenler (< %0,1) 1,76
Cizelge 11. Kallusun (materyal 7) ugucu yag bilesenlerinin analiz sonuglari

RT (dk) Bilesen adi Oran (%)
4,037 Cyclobutanol 14,85
4,813 DL-Aspartic acid 4,47
5,362 4-Penten-2-ol 52,16
6,045 8-Methylene-3-oxatricyclo[5.2.0.0(2,4)]Jnonane 11,54
6,605 8-Methylenebicyclo[5.1.0]octane 4,54
7,130 (E)-3-Decen-1-yne 3,51
7,982 1,3-dichloro-3-methylbutane 0,89
8,233 Dimethylphosphinacrylonitryl 1,70
8,922 1,4-Cineole 1,77
9,458 Gabaculine 0,28

10,841 Pyruvic acid 2,50

12,785 3-Hexanol,2,4-dimethyl- 0,20

12,983 (-)-1,2:5,6-Di-O-cyclohexylidene-L-inositol 0,12

13,636 Bicyclo[2.2.1]heptan-2-one, 1,3,3-trimethyl- 0,23

13,922 Cyclohexane,(1,1-dimethylpropyl)- 0,21

15,329 D-Ribose 0,39

Diger bilegenler (< %0,1) 0,65

Analiz sonucuna gore ugucu yagin ana bilesenlerini donor
bitkiden ve onceki verilen kalluslardan farkli olarak %52,16
orani ile 4-Penten-2-ol, %14,85 orani ile Cyclobutanol ve
%11,54 orani ile 8-Methylene-3-oxatricyclo [5.2.0.0(2,4)]
nonane olusturmaktadir. Onceki tiim kallus analizlerinde
bulunan 2-Methoxycinnamic acid bilesigi bu kallusda
bulunmamaktadir.

Tiim analiz sonuglartyla kiyaslandiginda, diger
kalluslardan farkli olarak MS besi ortam1 ve NAA + Kinetin
kombinasyonunda gelisen kallusun daha farkli bilesenler
olusturdugu goriilmektedir. Kalluslarin analiz sonuglarinda
(%0,1’in altindaki bilesenler de dahil) aralarinda ortak olarak
bulunan bilesenler Cizelge 12°de toplu olarak gosterilmistir.

Kallus analizlerinde en fazla goriilen bilesenlerin 2-
Methoxycinnamic acid, 5H-[1]Benzopyrano[3,4-
d]pyrimidin-5-one,  4-amino-2-(2-hydroxyphenyl)-  ve
Heptaethylene glycol oldugu goriilmektedir. Ana bilesenler
bakimimdan kalluslar arasinda ortak bilesen
bulunmamaktadir. Cizelge 12’ye gore kallus analizlerinde en
fazla goriilen bilesenlerden olan 2-Methoxycinnamic acid,
sadece 7 numarali kallusda ve S5H-[1]Benzopyrano[3,4-
d]pyrimidin-5-one, 4-amino-2-(2-hydroxyphenyl)- sadece 4
numarali kallusda, Heptaethylene glycol ise 3 ve 7 numarali
kalluslarda bulunmamaktadir. 2-Methoxycinnamic acid diger
kalluslardan farkli olarak sap bogumu eksplantinin
kullanildigt 5 numarali kallusta en fazla oranda
bulunmaktadir (Sekil 3).
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Cizelge 12. Kalluslarin ug¢ucu yaglarinda tespit edilen ortak bilesenler

Materyal no  Bilesen adi
5-6 (92,12Z,157)-9,12,15-Octadecatrienoic acid 2-trimethylsilyloxy-1-[(trimethylsilyloxy)methyl] ethyl ester
3-4 1-(1-Adamantyl)-2-triisopropylsilyloxyethane
2-7 12-Crown-4
4-5 1-Propoxy-3,3-diethyltriazene 2-oxide
3-7 2-((6-((2,6-Dichlorobenzylidene)amino)-1,3-benzothiazol-2-yl)thio)-N-(2,6-diethylphenyl) acetamide
2-4 2,4-Disilapentane
2-3-4-5-6 2-Methoxycinnamic acid
2-3 3,6,9,12,15-Pentaoxaheptadecane
2-3-5-6-7 5H-[1]Benzopyrano[3,4-d]pyrimidin-5-one, 4-amino-2-(2-hydroxyphenyl)-
4-6 Acetaldehyde
2-6 Chroman-4-one, 2,3-dehydro-6-ethyl-7-methoxy-2-methyl-3-phenyl-
2-4-5-6 Heptaethylene glycol
2-4-5 Methyl 3-methoxypropionate
3-6 Oxime-, methoxy-phenyl-_
4-5 Pyronin Y
2-Methoxycinnamic acid (%) Guillen ve Cabo (1996); Baser vd., (2003); Cavero vd.,
45 (2005) ve Genena vd., (2008) tibbi ve aromatik bitkilerdeki
38,47 o . L o R
40 - ugucu yagin miktar ve igeriginin Oncelikli olarak tiire,
35 varyeteye, agronomik kosullara, hasat zamanina ve en 6nemli
30 | faktorlerden olan gelisme ortaminin gevresel ve ekolojik
%5 | karakteristiklerine bagli olarak degisiklik gosterebildigini ve
20 | bununla  birlikte ~ Moretti  vd.,  (1998)  toprak
karakteristiklerinin verim ve ugucu yag kompozisyonlari
151 iizerinde etkili olabildigini ve granitik siltli topraklarda
10 1 yetisen tiirlerin kiregli topraklarda yetisenlere nazaran daha
51 32 275 iir ve daha yog I1 olabildigini bildirmislerdir. Luk
0,07 0,17 glir ve daha yogun aromali olabildigini bildirmislerdir. Lukas
o WM — - vd., (2009), Origanum syriacum taksonlarmin 11 Suriye

materyal 2 materyal 3 materyal 4 materyal 5 materyal 6 materyal 7

Sekil 3. Kalluslarda tespit edilen 2-Methoxycinnamic acid
bileseninin karsilagtirmali gosterimi

4. Tartisma ve sonug¢

Analiz sonuglarina gére en onemli bilesenlerden olan
Carvacrol, donér bitkide %36,28 orani ile ana bileseni
olusturmaktadir. In vitro ortamda gelisen rejenerant bitkinin
ucucu yagmin ana bilesenlerini dondr bitkinin analiz
sonuglarindan farkli olarak %26,49 orani ile Carbamic Acid
ve %19,67 orani ile Carvacrol ve devaminda %11,21 ile
Urocanic acid ve %10,81 ile 2,4,6-Octatrienal bilesenleri
olusturmaktadir. Dondr bitkide %19,76 orani ile bulunan
ortho-Cymene, rejenerant bitkide biraz daha diisik olarak
%9,51 oraninda bulunmaktadir.

Rejenerant bitkinin analiz sonucuna gore diger onemli
bilesenlerden;  a-Terpinene  (%5,43), B-Phellandrene
(%2,02), Limonene (%1,59), a-Terpineol (%0,85), Sabinene
(%0,79), Humulene (%0,67), Camphene (%0,61) ve B-
Cadinene (%0,20) dondr bitkiye kiyasla daha yiiksek
oranlarda tespit edilmistir. Bununla birlikte 2-Carene
(%0,85), 3-Octanol (%0,85), 1-Octen-3-ol (%0,78), Borneol
(%0,30), cis-p-Terpineol (%0,16), Chlorothymol (%0,15) ve
Linalool (%0,14) bilesenleri donor bitkiye kiyasla rejenerant
bitkide daha diisiikk oranlarda tespit edilmistir. Dondr ve
rejenerant bitkilerde ortak bulunan baslica 15 bilegsenden
(Cizelge 5) Carvacrol, ortho-Cymene, 2-Carene, 3-Octanol,
1-Octen-3-ol, cis-B-Terpineol, Chlorothymol ve Linalool
bilesenlerinin donor bitkide ve a-Terpinene, B-Phellandrene,
Limonene, o-Terpineol, Humulene ve Camphene
bilesenlerinin de in vitro’da gelisen rejenerant bitkide daha
yiiksek oranlarda bulundugu tespit edilmistir. Caryophyllene
birbirine yakin degerlerde bulunmaktadir.

populasyonunda ugucu yag bilesenlerini inceledikleri
aragtirmada, populasyonlar arasinda ana bilegen bakimindan
Carvacrol ve/veya Thymol olarak biiyiik degiskenlik
goriildiigiinii ve Soliman vd., (2007)’da Origanum syriacum
subsp. sinaicum taksonunun ugucu yag bilesenlerini dort
mevsim boyunca inceledikleri arastirmada, ugucu yagin
bilesenlerinin mevsimlere gore degiskenlik gosterdigini
bildirmislerdir. Simon vd., (1984) ve Al-Sereiti vd., (1999),
sicaklik, solar radyasyon ve yagmur gibi mevsimsel streslerin
degisiminin, tibbi ve aromatik tiirlerin yetistikleri ekolojik
kosullardaki fenolik bilegiklerin diizeyini ve kalitesini
belirgin bir bigimde degistirebildigini bildirmislerdir.
Origanum taksonlarinda yapilan benzer ugucu yagin
bilesenlerine ait analizlerde de (Alma vd., 2003; Ozgiiven
vd., 2006; Baser vd., 2003; Sakenova 2005; Morone-
Fortunato ve Avato 2008; Cakir 2011) az ¢ok benzer yanlar
bulunmakla birlikte biiyiik oranda farkliliklarin bulundugu
goriilmektedir. Diisiik oranlardaki bilesiklerde bazi
benzerlikler goriilmekle birlikte, ana bilesenler bakimindan
biiyiik farkliliklar bulunmaktadar.

Yapilan bu arastirma ¢aligmasinda da donér ve rejenerant
bitkiler arasinda tespit edilen farkliliklar rejenerant bitkinin
in vitro’da farkli besi ortamn ve stres kosullarindaki
gelisimine baglanabilir. Diger taraftan dondr bitkinin
bulundugu degisken dogada hiikiim siiren stres kosullarina da
baglanabilir. Nayak vd., (2009) in vitro c¢alismalarda
kullanilan bitki biyiime diizenleyicilerinden o6zellikle de
sitokininlerin ayn1 zamanda ugucu yagin miktar ve igeriginde
farkliliklara sebep oldugunu bildirmistir. EI-Gengaihi vd.,
(2006) da Origanum vulgare, O. vulgare var. hirtum ve O.
syriacum taksonlarinda donor bitkilerin ve kalluslarin ugucu
yag bilesenlerini inceledikleri aragtirmada, in vivo’da tespit
edilen yagin in vitro’da miktar ve kalite olarak degistigini
tespit etmislerdir.
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Bu arastirmada kalluslarda tespit edilen bilesenlerin
diisiik oranda olanlar1 agisindan ¢ok az benzerlik bulunmakla
birlikte (Cizelge 12), kalluslarda ana bilesenlerin ve biiyiik
¢ogunlukla da diger tiim bilesenlerin biiyilik oranda farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica kalluslarda tespit edilen
bilesenlerin donor ve rejenerant bitkilerin bilesenlerinden ¢ok
farklilik gosterdigi ve dondr ve rejenerant bitkide bulunan
temel bilegenlerin ve diger tiim bilesenlerin goriilmedigi ve
tamamen farkli bilesenlerin bulundugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte farkli kallus olusumlari arasinda ortak olarak
en fazla goriilen bilesenlerin 2-Methoxycinnamic acid, 5H-
[1]Benzopyrano[3,4-d]pyrimidin-5-one, 4-amino-2-(2-
hydroxyphenyl)- ve Hepta-ethylene glycol oldugu tespit
edilmistir.

Bu ¢alismada ve benzer olarak yapilan g¢alismalarda
kallus analizlerinde biiyiik farkliliklar goriilmesi de Nayak
vd., (2009)’nin bildirdigi gibi farkl biiyiime diizenleyicisi ve
konsantrasyonlarma baglanabilir. Aym1 zamanda bu
aragtirmada indiiksiyon asamasinda ayni1 B5 + 0,25 mg/1 2,4-
D + 2,00 mg/l BAP kombinasyonunda olusan ve ayn1 B5 +
0,25 mg/l 2,4-D + 0,50 mg/l BAP kombinasyonundaki
rejenerasyon ortaminda biiyiitiilen kalluslarda (Materyal 5-6)
sadece kullanilan eksplantlar (bogum ve yaprak) farkli
oldugu halde ugucu yag analizlerinde ¢ok biiyiik farklilik
bulundugu tespit edilmistir (Cizelge 9-10). Ozellikle de 2-
Methoxycinnamic acid bileseni yaprak disklerinden gelisen
kalluslara kiyasla sadece sap bogumundan gelisen kallusda
%38,47 orani ile ¢ok daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Bu
sonuglar, Wu vd., (2016) ve Khan vd., (2016)’nin aragtirma
sonuglariyla da uyumluluk géstermektedir. Wu vd., (2016),
Salvia miltiorrhiza taksonunda govde ve yaprak
eksplantindan elde edilen kallus kiiltiirlerinde gévdeden elde
edilen kalluslarda rosmarinik asit ve salvianolik asit B
biyosentezinin sirasiyla %1,27 ve %0,87 oldugunu, buna
karsilik yapraktan elde edilen kalluslarda ise %0,28 ve %0,07
oldugunu bildirmislerdir. Khan vd., (2016) Fagonia indica
taksonunda gévde ve yaprak eksplantindan elde edilen kallus
kiiltiirlerinde 1 mg/l TDZ uygulamasinin fenolik madde ve
flavonoid birikimini énemli dl¢lide artirdigini ve govdeden
elde edilen kalluslarda yapraga oranla daha fazla fenolik
madde ve flavonoid birikimi oldugunu bildirmislerdir.
Dolayistyla yapilan analizlerin sonuglarina gore in vitro’da
gelisen kallusun ugucu yag bilesenlerinin gelismesinde tiir,
genotip, besin ortami-oksin-sitokinin ve ayrica kullanilan
eksplant etkenlerinin 6nemli bir rol oynadig1 ortaya
¢ikmaktadir.

Taiz ve Zeiger (2008)’in bildirdigine gore, fenolik
bilesikler bitkilerde birkag yoldan sentelenmektedir. Yiiksek
bitkilerde pek ¢ok fenolik, en azindan kismen, bir shikimic
acid metabolik yolu olan fenilalaninden kékenlenmektedir.
Fenilalaninden amonyum molekiliiniin uzaklasmasiyla
cinnamic acid olusmaktadir. Cinnamic acid ise basit
fenoliklerin  olusumunda rol  oynayan  baslangi¢
bilesenlerindendir. Diger bircok sekonder metabolitlerde
oldugu gibi bitkiler basit fenolik bilegiklerin temel karbon
iskeletini kullanarak daha kompleks iriinler
olusturabilmektedir.

Kallus analizlerinde Bs + 2,4-D + BAP veya Kinetin
kombinasyonlarinda (Materyal 2-3-4-5-6) tespit edilen, fakat
MS + NAA + Kinetin kombinasyonunda (Materyal 7)
bulunmayan 2-Methoxycinnamic acid, sap bogumu
eksplantindan gelisen kallusta (Materyal 5), yaprak
eksplantindan gelisen diger kalluslara gore en yiiksek oranda
bulunmakta (%38,4) ve ana bileseni olusturmaktadir. Yapilan

bu aragtirmada sap bogumu eksplantindan gelisen kallusun
ucucu yag bilesenlerinden ana bileseni olusturan 2-
Methoxycinnamic acid (Cizelge 9), Taiz ve Zeiger (2008)’in
bildirdigine gore basit fenoliklerin olusumunda rol oynayan
baslangig bilesenlerinden birisidir.

Bourgaud vd., (2001), oksin ve sitokininlerin oranlarinin
dengelendigi durumlarda kallus hiicrelerinin siirekli bir
¢ogalma egiliminde oldugunu, fakat etken bilesiklerin dondr
bitkide bulunan konsantrasyonlardan ¢ok daha diisiik
oranlarda bulunacagini ve sekonder metabolitlerin liretimi
icin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin daha basarili oldugunu
ve sekonder metabolit iiretiminin daha etkin ve yogun bir
sekilde elde edilmesi amaciyla g¢esitli biyoreaktor
sistemlerinin gelistirildigini ve bitki hiicre kiiltiirleri yaninda
birgok bilesigin iiretilebildigini bildirmiglerdir.

Arastirmada ugucu yagin bilesen analizleriyle ilgili elde
edilen bu sonuglar, O. syriacum var. bevanii taksonunun in
vitro sekonder metabolit tiretiminde temel olusturabilecek
uimitvar temel bilgiler ortaya koymustur. Bundan sonraki
caligmalara sap bogumu gibi govde eksplantlar1 iizerinde
yogunlagarak devam edilmelidir.
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