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Oz

Bu ¢alismanin amaci endemik, nesli kritik tehlikede olan ve tibbi Micromeria dolichodontha P.H. Davis tiiriiniin in vitro aksiller siirgiin
yoluyla ¢ogaltma protokoliinii belirlemektir. In vitro sartlar altinda tohumlarin ¢imlendirilmesi ile elde edilen bitkicikler aksiller stirgiin
¢ogaltimi i¢in eksplant olarak kullanilmiglardir. Bitkicikler koklerinden ayrilarak farkli tip ve konsantrasyonda sitokinin (BA, KIN veya
TDZ) igeren ve kontrol olarak herhangi bir bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen Murashige & Skoog (MS) besin ortamlarinda kiiltiire
almmuslardir. En yiiksek siirgiin say1s1 0.1 mgL! benziladenine (BA) igeren MS ortaminda ve en uzun siirgiinler 0.01 mgL* BA igeren
MS ortaminda olugmustur. Siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in farkli tip ve konsantrasyonda oksin (IBA veya IAA) igeren ve herhangi bir
bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen %4 MS ortami kullanilmigtir. En yiiksek kok olusumu (% 75) 0.5 mgL?! IBA igeren Y2 MS
ortaminda gbzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Endemik, Micromeria dolichodontha, in vitro, aksiller siirgiinler

In vitro Propagation of Micromeria dolichodontha P.H. Davis via
Axillary Shoot Proliferation

Abstract

The goal of this paper was to determine the protocol for in vitro axillary shoot propagation of Micromeria dolichodontha P.H. Davis,
an endemic endangered and medicinal plant. Plantlets obtained from in vitro germinated seeds were used as explants for axillary shoot
propagation. The plantlets were separated from their roots and cultured on Murashige & Skoog (MS) media wihout and with different
types and concentrations of cytokinins (BA, KIN or TDZ). The maximum number of shoots was formed on MS medium with 0.1 mgL-
! benzyladenine (BA), and the highest seedling length was formed on MS medium with 0.01 mgL™* BA. 2 MS medium wihout and with
different types and concentrations of auxin (IBA or IAA) were used for rooting of shoots. The maximum root formation (75 %) were
observed on %2 MS medium with 0.5 mgL* IBA.
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IBA — indole-3-butyric acid
KIN-Kinetin

MS —Murashige and Skoog medium
TDZ- Thidiazuron

1 Sorumlu Yazar: Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, 09010 Kepez- Aydmn, Tiirkiye,
emekyelda@gmail.com

Www.ejosat.com 337


mailto:emekyelda@gmail.com

European Journal of Science and Technology

1. Giris

Giiniimiizde bitkisel gen kaynaklarini tehdit eden birgok
unsur bulunmaktadir. Bu durum gen kaynaklarinin kaybedilmesi
ile ilgili endiselerin artmasina yol agmigtir. Bu yiizden de koruma
caligmalar1 daha fazla O6nem kazamr olmustur. Bitki gen
kaynaklar1 yoniinden zengin olan iilkemiz endemizm yoniinden
de oldukga yiiksek bir degere sahiptir (% 34.5) (Giiner ve ark.,
2000). Bir¢ok aromatik ve tibbi bitkiyi iceren Lamiaceae
familyasi da % 44.2 oraninda endemik bitki icermektedir (Arslan
ve ark., 2002). Lamiaceae familyasina ait olan Micromeria cinsi
Tiirkiye florasinda 12'si endemik olan 14 tiir ve 22 takson ile
temsil edilmektedir (Davis, 1982). Micromeria genusuna ait tiirler
giizel aromalar1 ve tibbi dzelliklerinden dolayr genis kullanima
sahiptirler. Tirler, antioksidan (Giilliice ve ark., 2004; Stojanovi¢
ve Pali¢, 2008; Vladimir-Knezevi¢ ve ark., 2011), antibakteriyel
(Tabanca ve ark., 2001; Duru ve ark., 2004; Sarac ve Ugur, 2007;
Stojanovi¢ ve Pali¢, 2008), antifungal (Abou-Jawdah ve ark.,
2004; Ozcan, 1999), insektisidal (Aslan ve ark., 2005),
biyoherbisidal (Dudai ve ark., 1999) ve allopatik (Dudai ve ark.,
2009) biyolojikal aktivite gostermektedir. Bazi Micromeria
tirleri, hem bitki c¢ayr hem de yemeklerde c¢esni olarak
kullanilmaktadirlar. Ayrica, kalp hastaliklari, bas agrisi, yara ve
deri enfeksiyonlarinda en c¢okta soguk alginliklarina karsi
alternatif tipta yaygin kullanima sahiptirler (Baytop, 1984; Ali-
Shtayeh ve ark., 1998). Micromeria tiirlerinde en ¢ok bulunan
etken komponentler:  Pulegone, isomenthone, p-menthone,
limonene, linalol,-pinene,-pinene,  p-cymene,-terpinene, -
terpinene,-terpineol, camphene, -bourbonene ve borneol (Duru ve
ark., 2004).

Mikrogogaltim, bir¢ok tibbi ve aromatik bitkinin in vitro
iiretiminde yiiksek rejenerasyon potansiyelini saglamasi nedeni
ile secilmis genotip ve kemotiplerin ¢ogaltimi icin oldukca
degerli bir yontemdir (Rout ve ark., 2000). Aksiller siirgiin
yoluyla cogaltim, mikrogogaltim yontemlerinden biridir. Bu
teknik, 6 aylik gibi kisa bir siirede, tek bir bitkiden baglayarak
1000.000 kadar bitki elde etme imkani1 sunmaktadir (Philips ve
Hubstenbenger, 1995).

Micromeria dolichodontha P.H. Davis CR ‘kritik tehlike’
kategorisinde yer alan endemik bir bitkidir (Ekim ve ark., 2000).
Tiir ile ilgili yapilan bir ¢alismada izomenton (%23), cts-piperiton
oksit (%17), pulegon (%15), piperiton (%10) icerdigi saptanmistir
(Baser ve ark., 1997). Bu sekilde tibbi 6neme sahip bitkiler
dogada asir1 toplamalara maruz kalmaktadir. Dogal populasyon
iizerindeki baskiy1 azaltmak ve kisa siirede ¢ok fazla bitki elde
edebilmek in vitro doku kiiltiirii yontemleri ile miimkiindiir.

Bu ¢alismada tibbi oneme sahip endemik M.dolichodontha
tlirlintinin in vitro aksiller siirgiin tesviki yoluyla ¢ogaltilmast i¢in
uygun prosediiriin belirlenmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot

Bu calismada baslangig materyali olarak
M.dolichodontha tohumlari kullanilmigtir. Tohumlarin yiizey
sterilizasyonu i¢in; tohumlar akan ¢esme suyu altinda bir saat
yikandi. Daha sonra, sirasiyla %50’lik Etil Alkol'de 1 dakika, %
2.5’lik sodyum hipokloritte (NaOCI, 3-4 damla tween-20 igeren)
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5 dakika tutuldu ve bunu takiben her biri 5 dakika siireyle {i¢ kez
steril distile su ile durulandi.

Steril edilen tohumlar distile su iceren 190 cc'lik kavanozlara
aktarilmiglardir. Tohumlara fiziksel destek saglamak amaci ile
cam bilyeli kagit koprii igeren kavanozlar kullanilmustir. In vitro
sartlarda c¢imlendirilen tohumlardan elde edilen bitkicikler
geligimleri igin Murashige and Skoog, 1962-MS ortamina
aktarilmiglardir. MS basal ortami, MS mineral tuzlarr, 100 mgL"
! myo-inositol, 2 mgL™ glisin, 0.5 mgL* nikotinik asit, 0.5 mgL-
! piridoksin-HCI, 0.1 mgL! tiamin-HCL, %3 sukroz (w/v), % 0.8
agar-agar (w/v) igcermektedir. Ortamin pH's1 121°C’ta 15 dakika
stireyle otoklavda steril edilmeden 6nce 0.1 M NaOH ve 0.1 M
HCI c¢ozeltileri ile 5.8’e¢ ayarlanmistir. Hazirlanan besi ortami
kavanozlara 50 mL olarak paylastirilmigtir. Bitkicikler MS besi
ortaminda 4 hafta boyunca gelistirildikten sonra aksiller siirgiin
tesviki calismalar1 i¢in baglangic materyali olarak kullanilmistir.
Bu amagla, bitkicikler koklerinden ayrilarak kontrol olarak higbir
bliyiime diizenleyicisi icermeyen ve farkli konsantrasyonda
sitokinin NS8-benzyladenine (BA), Thidiazuron (TDZ) veya
Kinetin (KIN) (0.01 0.1, 1 ve 2 mgL) igeren MS ortamlarma
aktarilmistir. Aksiller siirgiin ¢ogaltimi denemelerinin sonuglari
eksplant bagina siirgiin sayisi ve ortalama siirglin uzunluklar1 géz
Oniine alinarak 2. alt kiiltiir sonunda degerlendirilmistir. Her
deneme bir kavonoza 3 eksplant gelecek sekilde 10 tekrarlidir ve
tiim denemeler 2 kez tekrar edilmistir.

Aksiller siirgilin ¢ogaltimi ile elde edilen siirgiinler koklenme
tegviki icin stok kiiltiirlerden ayrilarak TAA ve IBA’nin farkli
konsantrasyonlarini (0.1, 0.5 ve 5 mgL™) igeren ve kontrol olarak
herhangi bir bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen 2 MS
ortamlarinda kiiltiire edilmiglerdir. Her deneme bir kavonoza 5
eksplant gelecek sekilde 6 tekrarlidir ve tiim denemeler 2 kez
tekrar edilmistir. Sonuglar, kiiltiir baslangicindan 6 hafta sonra %
olarak degerlendirilmistir.

Tim kiltirler soguk beyaz floresan lambalar ile saglanan
16/8 fotoperiyot ve 254+2°C'ta tutulmuslardir. Kiiltiirler 4 haftalik
araliklarla alt kiiltiir edilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayist ve
ortalama siirgiin uzunluklar1 verilerinin ortalamalar1 ve standart
hatalar SPSS 9 programu kullanilarak hesaplanmistir. Farkliliklar
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edilmis 0.05 6nem
diizeyinde Duncan Coklu Oran Testi ile karsilagtirilmistir.
Koklenme ile ilgili sonuglar % olarak degerlendirilmistir.

3. Arastirma Bulgular1 ve Tartisma

Tohum sterilizasyonu prosediirii ile % 100 steril kiiltiirler
elde edildi. Tohumlarin ¢imlendirilmesi ile elde edilen bitkicikler
MS ortamina aktarilarak 4 hafta boyunca gelisimleri saglandiktan
sonra, bitkicikler aksiller siirglin tesviki i¢in koklerinden ayrilarak
sitokinin i¢eren ve higbir bitki biiyiime maddesi igermeyen MS
ortamlarina aktarilmistir. Aksiller siirgiin ¢ogaltimu, bitki biiyiime
diizenleyicisi igermeyen kontrol ortami dahil tim ortamlarda
gerceklesmistir (Tablo 1). En yiiksek siirgiin olusumu 0.1 mg/L
BA ilaveli MS ortaminda elde edilmistir (10.20 siirgiin/eksplant)
(Sekil 1). BA ve KIN ilaveli ortamlarda saglikli siirgiin olusurken,
TDZ ilaveli ortamlarda hiperhidrik siirgiinler olusmustur (Sekil
2).
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Tablo 1. M. dolichodontha'min aksiller stirgiin ¢ogaltumi tizerine sitokininlerin etkisi

BA (mgL™?) TDZ (mgL™) KIN (mgL™) Siirgiin Sayisi Siirgiin uzunlugu (mm)
/Eksplant Mean £+ S.E
Mean + S.E
- - - 04.20 + 0.40 fgh 32 £0.19 be
0.01 - - 08.10£0.72b 41+0.40 a
0.1 - - 10.20+0.93 a 34+£0.22 ab
1.0 - - 06.50 = 0.28 bed 26 +0.28 c¢d
2.0 - - 04.50+0.25 fg 21+£0.29d
- 0.01 - 04.65 + 0.64 efg 25+£0.20 cd
- 0.1 - 06.70 = 0.85 bed 19+0.21 de
- 1.0 - 03.35+0.54 gh 13£0.19 ef
- 2.0 - 02.80+0.21h 08+£0.15f
- - 0.01 06.20 £0.29 cde 38 +0.28 ab
- - 0.1 07.30+0.34 bc 32+£0.19 be
- - 1.0 05.50 + 0.52 def 22+£0.29d
- - 2.0 03.80 +0.30 gh 19+0.29 de

Aynu grafikte benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan Coklu Oran Testine gore p <0.05 hata sinirlar1 iginde istatistiksel olarak farkli degildir.

Sekil 1. 0.1 mgL! BA iceren MS ortaminda olusan Sekil 2. 1.0 mgL™t TDZ iceren MS ortaminda hiperhidrik siirgiinler
aksiller siirgiinler
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In vitro kiiltiir sirasinda yiiksek oranda  sitokinin
konsantrasyonlar1  hiperhidrik  siirglin = olusumuna neden
olabilmektedir (Ziv, 1991; Kadota ve Niimi,2003). Bu durum
mikrogogaltimi sinirlandiran bir durumdur ve Cunila incisa
(Agostini ve Echeverrigaray, 2006), Lavandula dentata
(Echeverrigaray ve ark., 2005), Salvia miltiorrhiza (Chen ve ark.,
2005), Salvia guaranitica Benth (Echeverrigaray ve ark., 2010)
gibi birgok Lamiaceae familyasi iiyelerinin in vitro kiiltiiri
sirasinda sinirlayici faktor olarak ortaya ¢ikmustir.

Siirgiin uzunlugu bakimindan degerlendirilme yapildiginda
en uzun siirgiinlerin 0.01 mgL™ BA igeren MS ortaminda elde
edildigi gorilmektedir (Tablo 1). Sitokinin konsantrasyonu
artikga siirgiin boyunda diisiis gozlenmistir. M. dolichodontha'nin
aksiller siirgiin ¢ogalttiminda BA, hem siirgiin sayisi hem de
stirgiin uzunlugu bakimindan diger sitokininlere gore daha etkili
bir sitokinindir. Tosi¢ ve ark., (2015) Micromeria juliana (L.)
Benth. ex Rchb. ile yaptiklar1 bir ¢alismada aksiller siirgiin
cogaltimmda BA'nin etkili bir sitokinin oldugunu belirtmislerdir.
En yiiksek aksiller tomucuk olusumunu (9.39 siirgiin/eksplant)
3uM BA ve 0.57 uM IAA ilaveli MS ortaminda elde etmislerdir.

Agostini ve Echeverrigaray (2006) Cunila incisa Benth. 'nin
mikrogogaltiminda BA'min siirgiin ¢ogaltimini tesvik edici
oldugunu belirtmislerdir. Benzer sonuglar Lamiaceae familyasina
ait birgok tiir i¢inde rapor edilmistir (Elangomathavan ve ark.,
2003; Lai-Keng, C., Leng, W., 2004; Sunandakumari ve ark.,
2004; Erdag ve ark., 2010; Echeverrigaray ve ark., 2010).

Aksiller siirglin ¢ogaltimi denemeleri sonucunda elde edilen
stirglinler koklendirilmek igin birbirlerinden ayrilarak farkl tip ve
konsantrasyonda bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen ve oksin
iceren Y2 MS ortamlarinda aktarilmiglardir. TDZ ortamlarinda
olusan siirglinler hiperhidrik oldugu i¢in kdklendirilme
denemelerinde kullanilmamustir. M.dolichodontha siirgiinleri tim
ortamlarda koklenmistir (Sekil 3). En yiiksek koklenme orani (%
75) 0.5 mgL?! IBA'da elde edilmistir. IBA Lamiaceae iiyelerinin
koklendirilmesi i¢in etkili bir bitki biiylime diizenleyicisidir
(Agostini ve Echeverrigaray, 2006; Erdag ve ark., 2010; Fracaro
and Echeverrigaray, 2001). Siirgiinler, oksin icermeyen ortamda
da koklenmistir. Aksiller siirgiin tesviki sirasinda da diislik oranda
spontane kok olusumu gézlenmistir. Bu durum bir¢ok Lamiaceae
tirtinde de rapor edilmistir (Zuzarte ve ark., 2010; Bassolino ve
ark., 2015).

Koklenme (%)
N W b U1 O
o O O O O
1 1 1 1 1

[EnN
o
1

o

JIIIIJI

Kontrol 0,11BA 0,5 IBA

5I1BA
Bitki bliyiime duizenleyicileri (mg/L)

0,11AA 0,5 1AA 51AA

Sekil 3. M. dolichodontha 'min aksiller siirgiin ¢ogaltimi yolu ile elde edilen siirgtinlerinin kéklenmesi iizerine IBA ve I4A'min etkisi.

5. Sonug

Micromeria dolichodontha P.H. Davis tibbi 6neme sahip
endemik bir tiirdiir. Tiir aksiller siirglin ¢ogaltimi1 yontemiyle
basarili bir sekilde iretilmistir. Bu ¢alismada belirlenen
protokol ile, tiirlin dogal populasyonuna zarar vermeden kisa
stirede ¢ok sayida bitki elde etmek miimkiindiir. Béylece bu
caligma, istenilen sekonder metabolitlerin eldesi ile ilgili olarak
ileride yapilacak olan galigmalara 151k tutacaktir.

Tesekkiir

Yazar, tohum temininden dolay1
Dirmenci'ye tesekkiir eder.

Do¢.Dr. Tuncay
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