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Ozet —Lamiaceae (Labiate) familyasina ait Thymus vulgaris L. (kekik), antik ¢aglardan beri tibbi ve baharat
bitkisi olarak yetistirilen, Akdeniz bolgesi orijinli bir tiirdiir. Kekik bitkilerinde tanimlanan biyoaktif
bilesikler, antispazmodik, bakterisit, antiseptik, antioksidan gibi etkilere neden olan flavonoidler, timol,
karvakrol, 6jenol, fenoller, luteolin, timol, terpenoidler ile temsil edilmektedir. Doku kiiltiirii teknikleri
giiniimiizde kitlesel iiretim i¢in tercih edilen modern {iretim tekniklerinden biridir. Kisa siirelerde, bitki
parcalarindan binlerce klon bitki elde edilmesine imkan tanir. Uretimler in vitro kosullarda gergeklestigi
icin mevsimsel durumlardan etkilenmezler. Bu derleme ¢alismada tibbi ve aromatik bir bitki olan kekigin
doku kiiltiirii ile tiretimi lizerine gergeklestirilen bazi ¢alismalar sunulmustur.

Anahtar Kelimeler —Doku Kiiltiiri, In Vitro Uretim, Kekik Siirgiin Rejenerasyonu

I. GIRIS

Bitkiler insanin barinma, giyinme, beslenme, tat ve
kokular basta olmak Tlzere ilaglar gibi tiim
ihtiyaglari1 ~ karsilamistir.  Bitkiler, digerleri
arasinda Ayurveda, Unani, Cin gibi gelismis
geleneksel tip sistemlerinin temelini olusturmustur.
Bu tip sistemleri, bugiin hala kullanimda olan baz
onemli ilaglarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur
[1]. Bu bitkilerin in vitro kosullarda biyoteknolojik
olarak iiretilmesi 6nemli arastirma konular1 arasinda
yer almaktadir ve bir¢cok tibbi bitkinin {iretimi
raporlanmistir [2-6].

Kekik (Thymus vulgaris L.), Lamiaceae ailesinden
cicekli bir bitkidir. 15-30 cm boyunda ve 40 cm
genisligindedir. Fransa, Ispanya, Italya, Bulgaristan
ve Portekiz Cumhuriyeti basta olmak iizere Avrupa
ilkelerinin ¢ogunda kekik yetistirilmektedir. Yagin
verimi ve kalitesi, malzemenin genetik yapisina,
mahsuliin hasattaki olgunluguna, ayar ve damitma
takiplerine gore degisir [7].

Gida ve tibbi amagh kullanilan T. vulgaris, p-simen,
timol ve karvakrol gibi monoterpen tiirevleri
iizerindeki bilesiminden dolayr biiyiik ekonomik
oneme sahiptir. T. vulgaris'in hepatoprotektif
ozelliklere sahip oldugu ve balgam soktiiriicii, akne
Onleyici madde ve mantar 6ldiiriicli ve antiviral ilag
olarak etkinligi kanitlanmistir. Bu ¢ok sayida
endiistriyel uygulama, kekigin esas olarak
antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar ve
antikanser etkilerinden kaynaklanmaktadir [8].

Kekigin antiseptik, antimikrobiyal, ilag, biiziicii,
antelmintik, tibbi ilag, gaz giderici, dezenfektan,
tibbi ilag ve tonik oldugu distniilmistiir. Kekik,
kancali kurtlar, ascaridler, gram-pozitif ve gram-
negatif bakteri, mantarlar ve mayalarin yani sira
Candida  albicans  gibi  ¢esitli  bagirsak
enfeksiyonlar1 ve istila durumlarinda inanilmaz
derecede faydalidir.  Aktif bileseni timol,
enterobacteria ve cocci bakterilerine kars1 aktiftir.
Kekik ayrica karaciger fonksiyonlarini iyilestirebilir
ve istah agic1 gorevi gorebilir. Gargara olarak
kullanilan kekik, larenjit ve iltihap tedavisinde
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faydalidir [7,9]. Bu ¢alismada tibbi ve aromatik bir
bitki olan T. vulgaris’in doku kiiltiirii kosullarinda
tiretimleri tizerine bir derleme sunulmustur.

. BAZIIN VITRO COGALTIM CALISMALARI

Kumar Pawelec ve ark. [10] bitki biiyiime
diizenleyicilerinin kekigin kallus kiiltiirii tizerindeki
etkisini ve bu tiir kallus kiiltiirlerinin rosmarinik asit
elde etme olasiligii arastirmayi amaglamiglardir.
Siirglin  rejenerasyonunu i¢in tohum eksplantlar
kullanilmistir. Tohumlar, Murashige ve Skoog'a
gore makro ve mikro element igerigine sahip MS
kiltir ortam1 ile ayr1 ayr1 test tliplerine
yerlestirilmistir. Kiiltiirlerin baslatilmasi amaciyla
damar demeti boyunca disseke edilen yapraklar
kullanilmistir.  Yapraklar, 3 ve 5 mg/dm3
konsantrasyonunda NAA ile kombinasyon halinde
BAP ilave edilerek MS ortamina yerlestirilmistir.
Kallus kiiltiirlerinin ¢ogaltilmasi, ayr1 olarak 3
mg/dm?® konsantrasyonunda ve NAA (1, 2, 3
mg.dm?) ile kombinasyon halinde kullanilan BAP
ile takviye edilmis MS ortamina yerlestirilen kallus
dokusu parcgalarinin kullanilmasiyla
gerceklestirilmistir.  Ortak  kekik  kiiltlirlerinin
baglatilmasinin, bitki biiylime diizenleyicileri
olmadan MS ortaminda yapilmast gerektigi
bulunmustur. Kekigin  kallus kiltliriintin
baglatilmas: amaciyla en uygun kiiltiir ortami 3
mg/dm® BAP ve NAA ilaveli MS ¢ikmustir. Yash
kekigin kallus dokusunun ¢ogaltilmasi, 1 mg/dm?®
NAA ile kombinasyon halinde kullanilan 3 mg/dm?®
BAP ile desteklenmis kiiltiir ortamlarinda
yapilmalidir. Uretilen kallus dokusunun kiitlesinin,
NAA igeriginin artmasiyla azaldig1 gézlenmistir.

Bu c¢alismada, T. vulgaris 'Stoneczko' igin bir
mikrogogaltma  protokolii  gelistirilmis  ve
endiistriyel uygulamalarda gerekli ugucu yag
iretimi i¢cin mikrogogaltilmis bitkilerin
potansiyelini degerlendirilmistir. Tohumlar 10
dakika %10 sodyum hipoklorit  (NaOCI)
soliisyonunda 1slatilmistir. Daha sonra her tohum, 5
ml MS ortami ile doldurulmus 20 ml'lik bir test
tiipline konulmustur. Kiiltiirlerin yaris1 40 pEm-2s-
1'de tutulan 151k yogunluguna tabi tutulmus ve diger
yarist  karanlikta  kiiltiirlenmistir. Stirgiin
eksplantlari, BAP, 2iP veya KIN ile takviye edilmis
MS ortami kullanilarak in vitro ¢ogaltilmistir. Elde

edilen sonuglar, bitki gelisimi iizerinde ¢ogalma
asamasinda en olumlu etkiye sahip olan sitokinin'in
5 mg dm-3 2iP oldugunu gostermistir. Bitki biiyiime
diizenleyicileri olmadan MS ortaminda kiiltiirlenen
stirgtinlerin tek diigiimli fragmanlari, 0.2, 0.5, 1 ve
2 mg/dm? konsantrasyonlarinda IAA, IBA ve NAA
ile desteklenmis MS ortamina aktarilmistir.
Siirgiinlerde en iyi koklenme 2 mg/dm? IBA katkili
MS ortaminda elde edilmistir. T. vulgaris’in in vitro
stirgiin kiiltiirlerinden elde edilen ugucu yaglar, gaz
kromatografisi-kiitle ~ spektrometresi  (GC-MYS)
kullanilarak analiz edilmistir. Analiz, baglica
oksijenli ~ monoterpenler  (%56.81-57.28) ve
monoterpen  hidrokarbonlar  (%31.90-33.72)
tarafindan temsil edilen 54 bilesenin varligini ortaya
¢ikarmistir. Tanimlanan bilesenler arasinda en bol
bulunanlar  timol (%33.37-34.05), v-terpinen
(%11.62-11.91), p-simen (%9.81-10.07), karvakrol
(%5.63-5.96), karvakrol metil eter (%3.86-)
olmustur [11].

Tevfik ve Yegorova [12] T. Vulgaris’in in vitro
cogaltmani ve ex vitro adaptasyon kosullarini
optimize etmek i¢cin calisma
yuriitmiislerdir.Baslangic asamasinda en uygun
kiiltiir ortaminin, 1.0 mg/L Kin ve 1.0 mg/l GA3
iceren MS ortami oldugu ve bunun {izerinde
eksplant basina ortalama 2.2 mikro siirgiiniin 1.9 cm
uzunlugunda elde edildigi tespit edilmistir. BAP
veya TDZ ile takviye edilmis besiyerlerinde hem
mikro siirgiinlerin yiiksek vitrifikasyon oranit hem
de kiiciik siirglinlerin  (0.6-0.9 cm) olusumu
g6zlenmistir. Uygun ¢ogaltma asamasinda en etkili
kiiltiir ortami, eksplant basina 4.6 siirgiin ve 12.8
cogalma indeksi elde edilen 1.0 mg/l Kin igeren
MS'dir. 1,0 mg/l IBA veya 1,0 mg/l 1AA ile
desteklenmis MS  kiiltir ortaminda mikro
cogaltmanin 3. asamasinda mikro siirgiinlerin
koklenmesi tavsiye edimistir. Turba ve perlitten
(1:1) olusan bir substrat kullanilarak, ex vitro
adaptasyon sirasinda hayatta kalma orani %89,5
olarak belirlenmistir.

Polietilen glikol (PEG) kaynakli kuraklik stresi
altindaki T. vulgaris fidelerinin morfolojik ve
fizyolojik parametreleri incelenmistir. Kuraklik
stresi toleransi i¢in in vitro seleksiyona baslamak ve
farmas6tik maddelerin iiretimi i¢in daha verimli bir
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yontem saglamak i¢in kallus indiiksiyonu ve ugucu
yaglarin iiretimi analiz edilmistir. Kekik tohumlari,
%0, 2, 4, 6 ve 8 (w/v) PEG igeren ortamda
cimlenmis; ve kallus indiiksiyonu i¢in govde
eksplantlari, farkli PEG konsantrasyonlar1 ile 1
mg/L 1  24-diklorofenoksiasetik  asit ile
desteklenmis ortamda kiiltiirlenmistir. PEG ile
indiiklenen su stresinden dort hafta sonra, fide
biiylimesinde, klorofil ve karotenoid iceriklerinde
ve kallus agirliginda ve indiiksiyonunda 6nemli bir
azalma gorilmiistiir. Ancak tohumlarin ¢imlenme
oranlarinda 6nemli bir fark bulunamamaistir. Prolin
ve karbonhidratlar gibi organik ozmolitler, PEG
kaynakli ozmotik stresten etkilenmistir. Indirgen
sekerler, artan PEG konsantrasyonlari ile kademeli
olarak artarken, prolin seviyeleri siddetli su stresi
altinda biyiik Olciide azalmistir. Ayrica, PEG
antosiyanin igerigini azaltirken reaktif oksijen
tirlerini (ROS), lipid peroksidasyonunu, proteinleri
ve fenolik bilesik diizeylerini yilikseltmistir. PEG ile
muamele edilmis kekik fidelerinde askorbat
peroksidaz aktivitesi ile ROS olusumu arasinda
pozitif iligkiler tespit edilmistir. Ayrica PEG, y-
terpinen, p-cymene ve geraniolii 6nemli Olgiide
artirirken timol ve karvakrolii azaltarak fideler ve
nasirlardaki ugucu yag bilesimini degistirmistir. Bu
nedenle, hafif stres seviyeleri, in vitro sekonder
metabolit liretimini artirabilen oksidatif hasar ve
biiylime azalmasina ragmen kekikteki fenolikleri ve
yag bilesenlerini artirmistir [13].

El-Banna [14] ana bitkilerden tiiretilen siirgiin uglari
eksplantlart kullanilarak T. vulgaris'in dolayli
mikrogogaltim1 i¢in bir protokol gelistirilmeyi
amaglamiglardir. Tek basina veya  farkh
sitokininlerle (BA ve Kin) kombinasyon halinde
farkl1 oksin konsantrasyonlarina (NAA, IAA ve 2,4-
D) sahip MS besin ortami kallus olusumunu
indiiklemek i¢in kullanilmistir. 1 mg/L'de Kin + 2
mg/L'de 2,4-D ile takviye edilmis MS ortami,
%100'lik en yiiksek kallus olusum yiizdesini
tretmistir. En Onemli silirglin sayisina (23.42
sirgiin/eksplant), 2.5 mg/L'de BA ile desteklenmis
MS ortaminda elde edilmistir. Siirgiinlerin
koklenmesi i¢in 30 g/L siikroz ve 1.5 mg/L'de NAA
ile giiclendirilmis 1/2 MS ortaminda elde
edilmisttir. Bu besiyerinde siirgiinlerin %1000
siirgiin basina ortalama 19.83 k&k vermistir. lyi

gelismis koklere sahip siirgiinler, toprak karigimi:
turba yosunu (1: 1 v/v) ile doldurulmus saksilara
yerlestirilmistir. Hayatta kalan bitkiciklerin hayatta
kalma orani %98 olmustur.

El Ansari ve ark. [15] ilk olarak laboratuvarda

bulunan ve  siirglin @ ucu  kiltiri  ile
mikrogogaltmadan elde edilen T. vulgaris
eksplantlarinin in vitro cogalmasini

gergeklestirmislerdir. Daha sonra altt makro besinin
etkisini degerlendirmislerdir. Bundan sonra, kiiltiir
cogalmasin1 ve uzamasini optimize etmek i¢in {i¢
farkli konsantrasyonda (0.46, 0.93, 2.32 uM) yedi
sitokinin (Kin, BAP, 2iP, DPU, Adenin, Zeatin ve
TDZ) degerlendirilmistir. Ayrica, 0.57 uM'de ¢
oksinin (IAA, IBA ve NAA) 0.46 uM'de 4 sitokinin
(Kin, BAP, DPU ve Ad.) ile birlestirilmesinin
stirglin koklenmesi tizerindeki etkisi incelenmistir.
Boylece, MS ortaminin bitkiciklerin biiylimesi igin
en uygun oldugu kanitlanmistir. Ayrica, belirli
sitokininlerin eklenmesinin, 6zellikle 0.46 Kin, 0.46
ve 0.93 BAP, 0.46 2iP, 0.46 DPU, 0.46 Ad
eklenmesi daha iyi ¢ogalmasmi ve biiyiimesini
saglamistir. Ek olarak, kiiltiirlerin ¢ogalmasi ve
koklenmesi, 0.46 Kin + 0.57 IAA veya NAA, 0.46
DPU + 0.57 IBA ve 0.46 Ad ilave edildikten sonra
1y1 bir sekilde optimize edilmistir. Son olarak, kokli
bitkicikler, ex-vitro kosullara basarili bir sekilde
alistirllmistir.

Bu arastirmada, farkli konsantrasyonlarda farkli
sitokinin tipi ile takviye edilmis MS ortaminda
olgun bitkilerden siirgiin uglar1 veya nodal
segmentlerin in vitro kiltiri yoluyla degerli bir
aromatik ve tibbi bitkinin (T. vulgaris) dogrudan
bitki rejenerasyonunu gelistirmek amaclanmistir. 2
mg/L'de 6-benziladenin (BA) ile takviye edilmis
MS ortaminda T. vulgaris siirgiinlerinin
rejenerasyonu icin nodal segmentlerin siirgiin
uclarindan daha verimli oldugu bulunmustur. En 1yi
uzama, 0,5 mg/L'de GAg ile kombinasyon halinde 2
mg/L'de BA ile takviye edilmis MS ortaminda elde
edilmistir. Siirgiinlerin en iyi koklenmesi 1,5
mg/L'de a-naftaleneasetik asit (NAA) ile takviye
edilmis MS ortaminda elde edilmistir. Rejenere
bitkiler, toprak karisimi: turba yosunu (1: 1 v/v) ile
doldurulmus saksilara basariyla yerlestirilmistir. In
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vitro kekik bitkileri %100'lik bir hayatta kalma
oranina sahip olmustur [16].

Ana-Maria & Ramona [17] T. vulgaris tiirleri igin
bir in vitro c¢ogaltma protokoliinii iizerine
calismiglardir. Ekimden dort hafta sonra, isikta
tutulan kiiltiirlerde ¢imlenen tohumlarin yiizdesi
%81 ve karanlikta tutulan kiiltiirlerde %50 olarak
belirlenmistir. En yiiksek c¢ogalma orant (5,3
siirgiin/eksplant) ve en yliksek ortalama siirgiin
uzunlugu (6,5 cm) fitohormon igermeyen besin
ortaminda elde edilmistir. Mineral tuzlar1 yariya
indirilmis, 2 mg/L IBA ile desteklenmis MS Kkiiltiir
ortammin T. wvulgaris siirglinlerinin in vitro
koklenmesinde en etkili oldugu gosterilmistir.
Koklenen bitkiler, %96'lik bir iklimlendirme
oranina ulasarak, ex vitro kosullarina basarili bir
sekilde uyum saglamistir. [n vitro rejenerasyon
asamalar1  boyunca elde edilen sonuglar,
mikrogogaltma tekniginin T. vulgaris tiirleri i¢in
verimli ~ bir ¢ogaltma  yontemi  oldugunu
dogrulamistir.

Emilia & Camen [18] T. vulgaris bitkisini in vitro
kiiltire almigladir. T. vulgaris bitkisinin ki
genotipinden alinan tohumlar, MSO kati ortam1 ve
MS + GAgz ortamu {izerinde ¢imlendirilmistir. En iyi
cimlenme yiizdesi 0,3 mg/l GAs katkil1 besiyerinde
Thymus I genotipi i¢in elde edilmistir. Siirgiinlerin
en 1yl rejenerasyon orani hormonsuz MS0
ortaminda elde edilmistir. En diisiik ortalama
stirgiin/fide sayis1 T. vulgaris Il genotipinde elde
edilmistir. Bu iki genotip i¢in en yiiksek koklenme
oranlari, biiylime hormonu igermeyen kiiltiir
ortaminda elde edilmistir.

In vitro ¢ogaltim islemlerinden 6nce T. vulgaris
tohumlar1 i¢in ylizey sterilizasyonu islemi
ylritiilmistir. Tohumlar 20 dakika boyunca
Kloramin-T %S5 soliisyonu ile dezenfekte edilmistir.
Sterilizasyon sollisyonlarinin ¢ikarilmasindan sonra
(damitilmis suda durulanarak), tohumlar hormonsuz
Murashige-Skoog (MS) iizerine asilanmistir.
Tohumlardan elde edilen bitkiler, siirgiin apeksleri
ve bogumlart ile temsil edilen eksplant kaynagi
(fitoinokiil) olarak kullanilmis, farkli kombinasyon
ve konsantrasyonlarda oksinler ve sitokininler
kategorisinden fitohormonlarla takviye edilmis
besin ortamina yerlestirilmistir. Bulgulara gore, en

iyi reaksiyon caulogenesis, ardindan rizogenesis ve
kiiciik bir yiizdeyle callusogenesis olmustur. BA1 -
1mg/l BAP + 0,5 mg/l IAA ve BB2 — 1 mg/l BAP +
0,1 mg/l IBA siirgiinlerin rejenerasyonu ig¢in en
uygun oldugu kanitlanmistir, ardindan BA2 — 1 mg/I
BAP + 0,1 mg/l IAA ve BB1- 1 mg/l BAP + 0,5
mg/l IBA siirgiin olaymnin yogun oldugu ancak
stirglinlerin zay1f oldugu ve daha kii¢lik yapraklara
ve daha ince govdelere sahip oldugu ortam olarak
belirlenmistir. Kekik kallus olusumu, diisiik
proliferasyon ve organogenetik kapasite gosteren
kallus olan orta versiyon NAA1'de kaydedilmistir
[19].

T. vulgaris'in in vitro olarak biiyiitiilmiis siirgiin
uglari, in vitro siirgiin gogalmasini optimize etmek
icin tek bagina veya oksinler, giberellik asit (GA3)
ve/veya glimilis nitrat ile kombinasyon halinde
sitokininlere (6-benziladenin, Kinetin ve tidiazuron)
maruz birakilmistir. Yar1 katt MS ortami 1 mg/L
kinetin ve 0,3 mg/L GAs ile desteklendiginde
optimum siirgiin ¢ogalmast (%97 rejenerasyon
orani, eksplant basina iiretilen 8,6 siirgiin ile) elde
edilmistir. ~ Strgilinlerin ~ kdklenmesi, hormon
icermeyen veya oksinlerle takviye edilmis yar1 kati
MS ortaminda kolayca elde edilmistir. Bununla
birlikte, en iy1 kok (%92,5 koklenme orani, siirgiin
basina 19 tesadiifi kok) 0,05 mg/L 2,4-
diklorofenoksiasetik asit ile takviye edilmis MS
ortaminda belirlenmistir. Kokl bitkiler 250 mL'lik
plastik saksilara aktarilmis ve bagil nem kademeli
olarak diisiiriilerek basarili bir sekilde ortama
alistirilmistir [20].

Karalija ve Paric [21] BA ve IBA'min farkh
konsantrasyonlarinin  in vitro retilen kekik
siirglinlerinde ~ sekonder = metabolit  {iretimi
iizerindeki etkileri arastirilmiglardir. Klorofil a,
klorofil b ve karotenoid igerigindeki kantitatif
degisiklikler,  ortamdaki  degisen  biiyiime
diizenleyici konsantrasyonlarinin etkisine yanit
olarak kaydedilmistir. Ayrica ortama bitki biiyiime
diizenleyicileri (0,5 mg/L BA + 0,1 mg/L IBA) ilave
edildikten sonra bitkiciklerde fenolik bilesiklerin
aciga c¢iktig1r kaydedilmistir. Buna karsilik, aymni
muamelede yetistirilen Dbitkicikler, monomerik
antosiyaninlerde bir azalma gdstermistir.
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Dolatabadi ve ark. [22] Mentha piperita ve T.
vulgaris ile calismalar yiiriitmiislerdir. iki farkli
deney yapilmistir. Ilki farkli oksin diizeylerinin M.
piperita ve T. vulgaris biiylimesi tizerindeki etkisini
degerlendirirken, ikincisi iki mantar olan
Piriformospora indica ve Sebacina vermifera'nin
bitki boyu, kdk uzunlugu, siirgiinler ve kok agirlig
iizerindeki etkisini incelemek olmustur. ilk deney,
M. piperita biiyiimesi i¢in en etkili hormon dozunun
1 mg/L IBA ve T. vulgaris'te 1 mg/L IAA oldugunu
gostermistir. Hormon dozlarinin artmasi biiyiimenin
azalmasina neden olmustur. Ikinci deney,
mantarlarla asilanan bitkilerin biiylimesinin dnemli
Olglide arttigin1 gostermistir. Veriler, S. vermifera
ile asilanan bitkilerin maksimum boyda oldugunu
ve P. indica ile asilanan bitkilerin de maksimum
agirliga sahip oldugunu gostermistir.

1. SONUC

Kekigin toprak iistii kisimlar1 ve ugucu bilesenleri
yaygin olarak sifali bitki olarak kullanilmaktadir.
Thymus tiirleri yaygin olarak bitki ¢ay1, tatlandirici
maddeler (cesniler ve baharatlar) olarak ve tibbi
amaclar i¢in  kullanilmaktadir. Bu derleme
calismada in vitro kosullara kekik bitkisinin
tretimleri ele alinmis olup, bazi 6nemli iiretim
teknikleri sunulmustur. Kekigin tibbi ve ekonomik
oneme sahip olmasi1 nedeniyle, bu bitkinin doku
kiiltiiri kosullarinda {iretilmesini ile ilgili ¢ok
calisma yapilmistir. Giiniimiizde de kekik bitkisi ile
in vitro iretim c¢alismalart devam etmektedir.
Genellikle in vitro tretim ile birlikte biyolojik
aktivitesine de bakilan ¢alismalar hiz kazanmistir.
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