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OZET Aragtirma Makalesi

Bu ¢alisma, tibbi bitki Limnophila aromatica (Lamk.) Merr.'nin doku

kilturi teknikleriyle hizli ve verimli bir gekilde tretilmesi tzerine Makale Tarihgesi

Zeatin (ZEA) ve oksin kombinasyonlariin etkilerini sunmaktadir. L. Gelis Tarihi  :19.04.2019
Kabul Tarihi :17.07.2019

aromatica'min yaprak eksplantlar: 0.10-1.60 mg L1 ZEA ve 0.10 mg L
1indol-3-asetik asit (IAA), indol-3-butirik asit (IBA) ve naftalen asetik
asit (NAA) eklenmis Murashige ve Skoog (MS) besin ortaminda alt

Anahtar Kelimeler

hafta  boyunca kulture alinmistir. Hormon uygulamalar: QOku kﬁlti‘irﬁ
kiyaslandiginda eksplant bagina maksimum siirgiin sayis1 0.10 mg L M..arom?tllca
1 ZEA + 0.10 mg L IBA iceren MS besin ortaminda elde edilmistir OliCI_‘OQOga tim
(25.29 adet), ardindan 0.10 mg L1 ZEA + 0.10 mg L1 IBA iceren MS st
. . T - Yaprak eksplant
besin ortaminda tespit edilmistir (23.72 adet). Siirgiin uzunluklar: Toati
eatin

ZEA+TAA uygulamalarinda 1.24-1.41 cm, ZEA+IBA uygulamalarinda
1.28-1.47 cm ve ZEA+NAA uygulamalarinda 1.16-1.34 cm olarak elde
edilmigtir. En uzun strginler ZEA+IBA'min kullanildigr kultir
ortamlarinda kaydedilmigtir. Rejenere siirgiinler, 0.25 mg L1 IBA
iceren MS ortaminda koklendirilmis ve koklenmisg bitkiler akvaryuma
basariyla alistirilmistir. Sonug¢ olarak in vitro tiretim i¢in en uygun
hormon kombinasyonu 0.10 mg L't ZEA + 0.10 mg L' IBA olarak
tespit edilmistir. Bu uretim protokoli, ticari olarak buyik olgekte
tretim i¢in faydali olabilir.

ABSTRACT
This study presents the effects of Zeatin (ZEA) and auxin
combinations on the fast and efficient production of medicinal plant

The Effect of Zeatin and Different Auxin Combinations on In Vitro Micropropagation of Limnophila
aromatica (Lamk.) Merr., an Important Medicinal Plant
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Skoog (MS) nutrient medium supplemented with 0.10-1.60 mg L!

ZEA and 0.10 mg L indole-3-acetic acid (IAA), indole-3-butyric acid Keywords

(IBA) and naphthaleneacetic acid (NAA) for six weeks. The maximum Tissue cultfure

number of shoots per explant compared to hormone applications were L..aromaﬁc .
Micropropagation

obtained in MS nutrient medium containing 0.10 mg L1 ZEA + 0.10

mg L1 IBA (25.29), followed by in the MS nutrient medium containing guxfin 1
0.10 mg L' ZEA + 0.10 mg L* IBA (23.72). The shoot lengths were Zeat.exp UL
eatin

obtained as 1.24-1.41 cm in ZEA + IAA applications, 1.28-1.47 cm in
ZEA + IBA applications and 1.16-1.34 cm in ZEA + NAA applications.
The longest shoots were recorded in culture media using ZEA + IBA.
The regenerated shoots were rooted on MS medium containing 0.25
mg L' IBA and then the rooted plantlets were successfully
acclimatized in an aquarium. As a result, the most suitable hormone
combination for in vitro production was determined as 0.10 mg L
ZEA + 0.10 mg Lt IBA. This production protocol may be useful for
commercially large scale production.
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GIRIS

Diinya nifusunun hizla artmasi ve buna bagh olarak
artan antropojenik aktiviteler, dogal ekosistemi hizla
asindirmakta ve ¢ok sayida bitki tiiriiniin dogal yasam
alan1 tahrip etmektedir. Ayrica Dbirgok bitkinin
habitatlarindan asir1 toplanmasi, bitkilerin neslini
tehlikeye sokmaktadir. Bitkilerin geleneksel
yontemler ile  Uretilmesi  bir¢ok  kisitlamayi
beraberinde getirir. Tohum yoluyla yetistirilen
bitkinin c¢ogu yiiksek heterozigottur ve biylme-

gelisme ve verim acgisindan buyuk farkhihiklar
gosterebilir. Ayrica, bitkilerin bircogu kesme ve
asilama yoluyla vejetatif cogalmaya elverigli

olmadigindan istenen cesitlerin Uretilmesi sinirhdir.
Bu endise verici durumla basa ¢ikmak i¢in en 6nemli
yontemlerin basinda biyoteknolojik bir uygulama olan
bitki doku kiiltiirii gelmektedir (Sharma ve ark., 2010).

Bitki doku kulturi 1sik, nem ve sicaklik kontrolli ve
aseptik kogullar altinda suni bir besin ortaminda bitki
hiicre ve dokularindan yeni bitki ve bitkisel trtinlerin
elde edilmesi olarak tanimlanabilir (El-Sherif, 2018).
Bu kontrolli Giretim sistemi, ayni genetik 6zelliklere
sahip yuksek verimli bitkilerin Uretilmesine imkan
verir ve uretimde homojenlik ve standardizasyonun
saglanir (Chaturvedi ve ark., 2007). Bu teknik ile
cesitli alanlarda kullanilabilen biyoaktif bilesiklerin
uretimi  ve oOzellikle de Dbiyolojik ¢esitliligin
stirdirulebilir bir sekilde korunmasi saglanabilir
(Karuppusamy, 2009). 1994 yilinda Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), bitki hiicresi ve doku
kultiri tekniklerini gida amacghh dogal bilesikler
iiretme siireci olarak desteklemistir (Anand, 2010;
Roberto ve Francesca, 2011; Diasa ve ark., 2016).

Mikrogogaltim,  bitkilerin  dokularindan  veya
tohumlarindan bitkisel biiyitme ve ¢ogaltma siirecidir
(Zhou ve Wu, 2006). Mikrogogaltim, bitki hiicrelerinin
ve dokularinin yepyeni bir bitkiye déniisme yetenegi
olan totipotensi kavramina dayanmir. Geleneksel
uretimde, birgok bitki filizlenmez, ¢icek agcmaz, belirli
iklim kosullarinda tohum {iretmez veya uzun buyiime
ve c¢ogalma stirelerine sahiptir. Mikrogogaltim,
minimum alan ve zaman kullanarak diizenli bir
sekilde bitki tedarigi saglayabilir. Bitkinin in vitro
mikrogogaltiminin avantajlar1 asagida listelenmistir
(Sidhu, 2010)

Yiiksek gogaltim orani
Bitkinin 6zel ihtiyaglarim
kontrolli ortamda tretim.

Tim yi1l boyunca, bdélgesel veya mevsimsel
degisikliklerden bagimsiz tiretim

Istenilen 6zelliklere sahip klonlarin tiretimi
Sekonder metabolitlerin tiretimi

Genetik olarak gelistirilmig bitkiler tiretilebilir
Tehdit altindaki bitki tiirlerinin korunmasi
Kriyoprezervasyonla  genetik  materyalin
korunmasi

kargilayarak,
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Mikrogogaltim ¢alismalarinda kitlesel tiretim i¢in bitki
biiylime diizenleyicileri / bitki hormonlar1 etkin rol
oynamaktadir. Bitki hormonlari, dasik
konsantrasyonlarda fizyolojik suregleri etkileyen
organik bir gruptur. Etkilenen siirecler genel olarak
buyume, farklilasma ve gelismedir. Ancak stoma
hareketi gibi diger surecler de etkilenebilir. Bitki
organlar1 arasindaki morfolojik farkliliklarin, hormon
kompozisyonlarindaki farkliliklardan kaynaklandig:
diistiniilmektedir (Davies, 2010). Ayni zamanda bitki

hormonlar1 olarak da Dbilinen bitki biylime
diizenleyicilerinin kegfedilmesi, bitkilerin
¢imlenmesinden biliyiime-gelismesine kadar tim

fizyolojik siirecin kontrol edilmesine izin verilerek,
organ ve doku gibi 6zellesmig hiicrelerden 1n vitrobitki
kiltirinin gelismesinde ©6nemli katki yapmastir
(Diasa ve ark., 2016). Son yillarda bitki biiyiime
duizenleyicilerin farkli konsantrasyonlarda etkilerinin
arastirildig: giincel bircok calisma yaymlanmistir (Sun
ve ark., 2018; Emsen ve Dogan, 2018; Dogan, 2018,
2019, Imtiaz ve ark., 2019).

Limnophila aromatica (Lamk.) Merr. tibbi ve baharat
amaglh kullanmilan bir Dbitkidir. L. aromatica,
tamamlayic1  tip uygulamalarinda diyare, bazi
bakteriyel enfeksiyonlar, sindirim sorunu, tulser,
iltihap, nefes darligi ve kan damari hastaliklarin
iyilestirilmesinde yararlanilmaktadir
(Kukongviriyapan ve ark., 2007). Bu calismada, Zeatin
(ZEA) ve farkli oksin kombinasyonunun L.
aromaticanmin yaprak eksplantlarindan in vitro
mikrogogaltimi tizerine etkileri arastirilmigtir.

MATERYAL ve METOT

Calismada kullamilan L. aromatica bitkileri,
Turkiye'nin Konya ilinde akvaryum bitkileri satan bir
magazadan temin edilmistir. On sterilizasyon iglemi
olarak 3-5 bogum boélgesini igeren iist gévde parcalari
kesildi ve 15 dakika boyunca musluk suyu altinda
bekletilmigtir. Bitkinin yuzey sterilizasyonu i¢in bu
ust govde parcgalar: 10 dakika boyunca % 20 ¢amasir
suyu (NaOCl ile muamele edilmistir. Ardindan her
biri 3 defa 5 dakika boyunca strekli karistirilarak
sterilize distile su ile durulanmastir. Yiizey
sterilizasyonundan sonra, bogum eksplantlar1 steril
kosullar altinda izole edilmis ve % 3 sukroz (Duchefa)
ile takviye edilmis ve % 0.65 agar (Duchefa) ile
katilastirilmis Murashige ve Skoog (MS) (1962)
ortaminda dort hafta boyunca kiiltiire alinmigtir. Stok
bitki olusturulmasi i¢in kiiltir ortamlarina herhangi
bir biiyiime diizenleyicisi ilave edilmemistir.

Cogaltim ¢alismalarinda buralardan elde edilen steril
stirglnlerin yaprak eksplantlar1 kullanmilmigtir.
Yaprak eksplantlar1 % 3 sukroz, % 0.65 agar ve farkl
konsantrasyonlarda Zeatin (ZEA) ile 0.10 mg L* indol-
3-asetik asit (IAA), indol-3-butirik asit (IBA) ve
naftalen asetik asit (NAA) iceren MS besin ortaminda
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alt1 hafta siire ile kiltire alinmistir. Eksplantlar
ayrica kontrol grubu olarak biliyime varyantlar
olmayan MS ortaminda kiiltiire alinmistir (Cizelge 1).
Bitki biylme dizenleyicileri, uygun c¢o6ziiclilerle
¢ozuldikten sonra 1 mg mL?! oraninda stok
solisyonlar1  hazirlanmigtir.  Hazirlanan  stok
soliisyonlar -20 °C’de saklanmagtir. Hazirlanan kultir
ortamlarina aktarilacak ZEA, IBA ve TAA filtre ile
steril edildikten sonra MS Dbesin ortamlarina
aktarilmigtir. NAA ise MS besin ortamlari ile birlikte
otoklavda steril edilmistir.

Tum ortamlarin pH'1 otoklavlanmadan énce 1IN NaOH
ve 1IN HCI ile 5.8 £ 0.1'e ayarlanmigtir. Ardindan
ortamlar 120 °C'de 20 dakika boyunca 118 kPa
atmosferik  basingta  otoklavlanmistir. Biitun

kiltirler, beyaz floresan lambalar altinda 16 saat 1s1k
fotoperyodunda (5000 liikks), 24+1 °C'de inkiibe
edilmigtir. Alt1 haftalik kultirden sonra, deney
sonlandirilmig ve stirgiin rejenerasyon verileri alinmisg
ve analiz edilmigtir.

Aseptik kogullar altinda rejenere surginler yaklagik 3
cm uzunlugunda kesilmig ve in vitro koklendirme i¢in
0.25 mg L1 IBAlh MS ortamini igeren Macenta GA’
kaplarinda kultire alinmistir. Doért haftahik
kiltirlenme stresinden sonra, koklenen stirginler
uzerindeki agar akan musluk suyu altinda dikkatlice
uzaklagtirilmigtir. Daha sonra bitkiler, iklimlendirme
i¢cin musluk suyu ve kum igeren akvaryuma transfer
edilmistir ve iic hafta beklenmistir (16 saat 1s1k; 23 °C).

Cizelge 1. Cogaltim ¢aligmalarinda kullanilan bitki bliylime diizenleyicileri

Zeatin Indol-3-asetik asit Indol-3-butirik asit Naftalen asetik asit
(ZEA - mg L) (TIAA - mg L) (IBA-mgLY) (NAA - mg L)
0 0 0 0

0.10 0.10 - -

0.20 0.10

0.40 0.10

0.80 0.10

1.60 0.10 -

0.10 0.10

0.20 0.10

0.40 0.10

0.80 0.10

1.60 0.10 -

0.10 - 0.10

0.20 0.10

0.40 0.10

0.80 0.10

1.60 0.10
Her deneysel wuygulama, alt1i tekrar halinde pseudocerasus Lindl (Sun ve ark., 2018) ve Echinops
gerceklestirilmigtir. Elde edilen veriler SPSS 21 for kebericho (Enyew ve Feyissa, 2019) verilebilir.
Windows programi istatistiksel olarak analiz Mevcut calismada, yaprak eksplantlarindan ilk

edilmigtir. Post Hoc testleri igin de Duncan testleri
uygulanmigtir. Veriler arasindaki korelasyon analizi
icin Pearson tek yonli analiz kullanilmigtir.
Yiizdelerde verilen veriler istatistiksel analizden 6nce
arkine déniisiime tabi tutulmustur (Snedecor ve
Cochran, 1997).

BULGULAR ve TARTISMA
Bu calismada, L. aromaticanin yaprak eksplantlar: in
vitro mikrogogaltim amaciyla farkh

konsantrasyonlarda ZEA ve 0.10 mg L IAA, IBA ve
NAA igeren kultir ortaminda alt1 hafta boyunca
inkiibe edilmig ve bitkilerin etkin tretimi basariyla
saglanmistir. Doku kiltiirt teknikleri ile bitkilerin
uretiminde yaprak eksplantlar1 6nemli bir doku
parcasidir. Bu nedenle yaprak eksplantlar
kullanilarak in vitro bitki tretimi konusunda son
yillarda giincel raporlar yaymlanmaktadir. Uretimi
gergeklestirilen bitkilere Aechmea ramosa var. ramosa
Mart. ex Schult. (Faria ve ark., 2018), Prunus
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sturglinlerin cikigi, IBAli MS besin ortaminda 14.
giinde, NAA’lh MS besin ortaminda 16. giinde ve TAA'Th
MS besin ortaminda 18. giinde gézlenmistir. U¢ hafta
sonunda kiiltiir ortamindaki yaprak eksplantlarindan
¢oklu stirglinler Dbelirgin sekilde goézlenmeye
baglanmistar. Alta hafta sonunda deneme
sonlandirilmigs ve rejenerasyon verileri alinarak
varyans analizine tabi tutulmustur (Cizelge 2).
Cizelge 2de goruldiugu gibi, ZEA + TAA
uygulamalarinda slirgiin rejenerasyon yiizdesi ve
eksplant bagina stirgiin sayis1 p < 0.01 seviyesinde
anlamli bulunurken, sirgin uzunlugu p < 0.05
seviyesinde anlamli bulunmustur. ZEA + IBA ve ZEA
+ NAA uygulamalarinda strgiin rejenerasyon ylzdesi,
eksplant bagina siirgiin sayis1 ve siirglin uzunlugu
verileri p <0.01 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur. Bu farkliligin 6nem diizeyini belirlemek
amaciyla Duncan testi yapilmistir (Cizelge 3).
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Cizelge 2. ZEA+IAA, ZEA+IBA ve ZEA+NAA kombinasyonlarinin L. aromaticanin yaprak eksplantlarindan
slirgiin rejenerasyonuna ait varyans analizi

Surgiin Rejenerasyon | Eksplant Basina - <

. .o . Siirgiin Uzunlugu (cm)
Varyasyon Serbestlik Euzciem (%) IS{u]rglun Sayisi (adet)
Kaynaklar Derecesi | o0 as | F degeri Ortalama | F degeri gareler F degeri

) o rtalamasi

ZEA + TAA
Ortam 5 1407.656 13.03** 64.12 21.39** 0.03 3.43*
Hata 12 108.03 - 3.00 - 0.01 -
Genel Toplam 17 - - - - -
** p<0.01 dizeyinde 6nemli; * p < 0.05 diizeyinde 6nemli
ZEA + IBA
Ortam 5 666.82 7.20%* 186.85 24.43%* 0.04 4.32%*
Hata 12 92.61 - 7.65 - 0.01
Genel Toplam 17 - -
** p<0.01 dizeyinde 6nemli
ZEA + NAA
Ortam 5 805.76 5.80%* 97.10 15.53*%* 0.02 3.33**
Hata 12 138.91 - 6.25 - 0.01
Genel Toplam 17 - -
** p<0.01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 3. ZEA+IAA, ZEA+IBA ve ZEA+NAA kombinasyonlarinin L. aromaticanin yaprak eksplantlarinda stirgiin
rejenerasyonuna etkisi

Biliytime Diizenleyicileri Sirgiin  Rejenerasyon Eksplant Bagina Sirgiin
(mg L-1) Yiizdesi (%) Siirgiin Sayis1 (adet)  Uzunlugu (cm)
ZEA TAA

0 0 44.44c¢ 3.11d 1.15b
0.10 0.10 88.89ab 9.20¢ 1.372
0.20 0.10 94.442 11.53¢ 1.412
0.40 0.10 100.00= 15.27ab 1.3562
0.80 0.10 100.00= 15.612 1.29ab
1.60 0.10 72.22b 12.32bc 1.24ab
ZEA IBA

0 0 61.11b 3.16¢ 1.18¢
0.10 0.10 83.332 25.292 1.45ab
0.20 0.10 100.00= 23.722 1.472
0.40 0.10 100.00= 18.33b 1.42ab
0.80 0.10 94.44a 18.30P 1.35abe
1.60 0.10 94.442 15.16P 1.28bc
ZEA NAA

0 0 55.55b 3.44¢ 1.12¢
0.10 0.10 100.002 15.402b 1.28ab
0.20 0.10 100.002 19.502 1.342
0.40 0.10 88.892 17.58b 1.27ab
0.80 0.10 83.332 16.342b 1.23abc
1.60 0.10 88.892 13.42b 1.16b¢

ZEA+IAA ZEA+IBA ve ZEA+NAA uygulamalar i¢in aym stitunda farkhi harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark p < 0.05 diizeyinde
o6nemlidir.

Siirgiin rejenerasyon yiizdeleri ZEA+IAA igeren MS ~ uygulamalarinda 0.40 ve 0.80 mg L' ZEA +0.10 mg L’
besin ortaminda % 72.22-100.00, ZEA+IBA ve ' IAA  igeren kiltir ortaminda, ZEA+IBA
ZEA+NAA iceren MS besin ortamlarmda % 83.33- ~ uygulamalarinda 0.20 ve 0.40 mg L* ZEA + 0.10 mg I
100.00 arasinda degismistir. Maksimum surgin ! IBA igeren kiiltiir ortaminda ve ZEA+NAA
rejenenasyon oranlam (% 100) ZEA+IAA uygulamalarinda 0.10 ve 0.20 mg L't ZEA + 0.10 mg
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L1 NAA igeren kiltir ortaminda tespit edilmigtir. uzerindeki etki mekanizmasindaki farkhliklarindan
Genel olarak yiliksek slrgiin rejenerasyon degerleri kaynaklanabilir. Bu bulgular1 destekleyen sonuclari
kaydedilmistir. En digik slrgin rejenerasyon Haddadi ve ark. (2013) Fragaria x ananassa cv.
frekanslar1 ise tiim denemelerde bitki blytime Camarosa’da bildirmigtir. 0-16 um ZEA, kinetin ve 6-
diizenleyici icermeyen (kontrol grubu) MS besin a,a-dimethylallylamino  piirine  iceren  kiiltiir
ortamlarinda belirlenmigtir. Mevcut c¢alismayla ortaminda en ylksek in vitro siirglin ¢gogaltimini 4-pm
uyumlu olarak, ylksek oranda stokinin ve disiik ZEA igeren MS kiiltir ortaminda elde etmigstir.

oranda oksin igeren kiltiir ortamlarinin in vitro Eksplant basina siirgiin sayisi istatistiksel olarak p <
¢ogaltim i¢in etkin kullanimi daha 6nce Ayyavu ve ark. 0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur. ZEA + IAA

(2012), Maheshwari ve Kumar (2006) ve Sivanesan ve eklenmig kultiir ortaminda 9.20-15.61 adet, ZEA + IBA
Jeong (2007) tarafindan raporlanmigtir. Tafvizi ve ark. eklenmis kiiltir ortaminda 15.16-25.29 adet, ZEA +
(2009) Gossypium hirsutum L.in in vitro sirgin — NAA eklenmis kiltir ortaminda 13.42-19.50 adet

rejenerasyonu iizerine ZEA'nin etkisini aragtirmis ve olarak sayilmistir (Cizelge 3). ZEA + IAA
goklu strgiin indiksiyonu i¢in en iyi uygulamanin uygulamalarinda en ylksek sayida surgiinler 15.61
ZEAmm disiik oranda (0.1 mg L) kullamldizn MS adet ile 0.80 mg L1 ZEA + 0.10 mg L IAA iceren
besin ortaminda tespit etmistir. Buna karsin, Enyew kiiltiir ortaminda (Sekil 1a), ardindan ise 15.27 adet

ve Feyissa (2019) E  keberichdin yaprak ile 0.40 mg Lt ZEA + 0.10 mg L TAA iceren kiiltiir
eksplantlarin1 1.0-2.5 mg L1 BAP + 0.5 mg L't NAA ortaminda  elde edilmistir. 7EA + IBA

igeren MS besin ortamina aktarmig ve d}’isi.ik oranda uygulamalarinda eksplant basina maksimum siirgiin
slirgiin rejenerasyon frekanslar kaydetmistir (% 6.67- sayist 25.29 adet ile 0.10 mg L' ZEA + 0.10 mg L1 IBA
33.33). Bu sonuglar, sﬁrgi’m rejenerasyonu ﬁzer?ne iceren MS besin ortaminda (Sekil 1b), ardindan 23.72
hormonlarin etki mekanizmalarinin bitki tiirlerine adet ile 0.20 mg L1 ZEA + 0.10 mg L'! IBA iceren MS
gore farklilik gosterebilecegini ortaya koymustur. besin ortaminda tespit edilmistir. ZEA + NAA
Eksplantlarinin ZEA ve farkli oksin hormonlar ile denemelerinde en fazla strgiin sayis1 19.50 adet ile

kombinasyonlarina  verdikleri tepkiler farklilik 0.20 mg L'l ZEA + 0.10 mg L't NAA iceren MS besin
gostermistir. Ornegin, ZEA+IBA uygulamasinda ortaminda (Sekil 1c), ardindan 17.58 adet ile 0.40 mg
ZEAmin orta seviyelerde kullanilmasi ve ZEA+NAA L1ZEA + 0.10 mg L't NAA iceren MS besin ortaminda
uygulamasinda ise genel olarak ZEAmnin dustik kaydedilmistir. Masekesa ve ark. (2019) tath patates

seviyelerde kullanilmas1 hiicrelerin rejenerasyon bitkilerinin doku kulturt ile uretimi igin farklh
kabiliyetini pozitif yonde tegvik etmistir. Diger yandan konsantrasyonlarda sitokininleri iceren (ZEA, Kinetin
ZEA+IAA denemelerinde ZEA'min yluksek seviyelerde ve  Tidiazuron) kualtir  ortaminda deneme
kullanilmasi1 hfcrelerin  rejenerasyon kabiliyetini kurmuglardir. En yiksek slirgin sayis1  ve
olumlu tegvik etmigtir. Bu farkl etkiler, hormonlarin rejenerasyonunu 0.2 mg L1 ZEA iceren MS besin
yapisal farklihigindan veya hormonlarin eksplant ortaminda elde etmiglerdir.
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Sekil 1. Sekiz hafta sonunda ZEA+IAA, ZEA+IBA ve ZEA+NAA igeren MS besin ortaminda L. aromaticanin yaprak eksplantlarindan in vitro
siirgiin rejenerasyonlari. (a) 0.80 mg L1 ZEA + 0.10 mg L TAA igeren kiiltiir ortamindaki 7n vitro siirgiinler (b) 0.10 mg L'* ZEA +
0.10 mg L* IBA iceren kiiltiir ortamindaki 7n vitro siirgiinler (c¢) 0.20 mg L' ZEA + 0.10 mg L NAA igeren kiiltiir ortamindaki in

vitro strgiinler

Eksplant bagina siirgiin sayisi bakimindan her g olumlu yonde etkilerken, IAA uygulamalarinda
farkli hormon uygulamalar1i karsilastirildiginda en ZEAmn yiksek seviyelerde kullamm daha iyi
yitksek sonuclar ZEA+IBA'da, en diisiik sonuclar sonuglar vermistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde
ZEA+IAA’da tespit edilmistir. Ayrica, IBA ve NAA sirglin sayis1 Uzerinde oksin hormonlarinin farklh
uygulamalarinda ZEA'min dusiik seviyede etkiler gosterdigi anlagilabilir.

kullanilmasi yaprak eksplantlarindan strgiin ¢ikigini Yaprak eksplantlarindan ¢ikan rejenere surgiinlerin
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uzunluklar istatistiksel olarak p < 0.05 seviyesinde
onemli bulunmustur. Strgin uzunluklari ZEA+IAA
uygulamalarinda 1.24-1.41 cm, ZEA+IBA
uygulamalarinda 1.28-1.47 cm ve ZEA+NAA
uygulamalarinda 1.16-1.34 cm olarak kaydedilmigtir
(Cizelge 3). IBA iceren kiiltiir ortamindaki siirgiinlerin
boylari, TAA ve NAA igeren kultir ortamindaki
surginlerden daha uzun olarak 6l¢ilmustur. Ayrica
0.20 mg L1! ZEA igeren kultir ortamlari sirgin
uzunlugu bakimindan daha iyi sonuglar vermistir.
Buna karsin, en kisa strglnler ise 1.60 mg Lt ZEA
iceren kiiltiir ortaminda belirlenmistir. Bu sonuglar, L.
aromatica i¢in sitokinin ve oksinlerin yuksek oranda
kombinasyonununun siirglin uzunlugunu azaltic1 etki
yapabilecegini gostermistir. Benzer sekilde yiiksek
sitokinin ve oksin uygulamasinin sirgin uzunlugunu
azaltic1 etkisi daha 6nce Ruta graveolensL. (Ahmad ve
ark., 2010), Jatropha curcas (Kumar ve Reddy, 2010)
ve Toddalia asiatica (L.) Lam (Anand ve ark., 2015)
bitkilerinde de bildirilmistir.

Cizelge 4'de verilen korelasyon matrislerine gore,
eksplant basina siirgiin sayisi ile stirgiin rejenerasyon

degerleri arasinda pozitif yonla iligki oldugu tespit
edilmistir (ZEA+IAA i¢in r = 0.747, p< 0.01; ZEA+IBA
icin r = 0.477, p < 0.05; ZEA+IBA i¢in r = 0.712, p <
0.01). Eksplant bagina siirgiin sayis1 ve siirgiin
uzunlugu arasinda ZEA+IBA (r = 0.752, p < 0.01) ve
ZEA+NAA (r = 0.634, p < 0.01) icin pozitif yonli bir
iligki belirlenirken, ZEA+IAA uygulamasinda anlamli
bir iligki belirlenmemistir (r = 0.390, p > 0.05). Bu
sonuglar bize siirgiin rejenerasyon, siirgiin sayisi ve
stirglin uzunlugu verilerinin birbiriyle iligkili
parametreler oldugunu géstermistir.

Rejenere surglnlerin in wvitro koklendirilmesi igin
yvaklagik 3 cm uzunluklarinda kesilen st govde
parcalar1 0.25 mg L1 IBA igeren kiltir ortamina
transfer edilmistir. Koklendirme iglemi dort hafta
sonunda basariyla saglanmastir. Kokla Dbitkiler
ardindan ex vitro kosullara aligtirilmasi i¢in su igeren
akvaryumlara aktarilmistir. Ilk bir haftada bitkilerin
yapraklarinda ve boylarinda uzamalar gézlenmigtir.
Uctincii haftada doku kiiltiri sartlarinda cogaltilan
bitkiler akvaryum ortamina basariyla alistirilmigtir
saglamistir.

Cizelge 4. Farkli ZEA+IAA, ZEA+IBA ve ZEA+NAA uygulamalari i¢cin L. aromatica'da Pearson korelasyon katsayilar:

ZEA+IAA uygulamalar1 Stirgiin Rejenerasyonu Eksplant Bagina Siirgiin Sayisi Stirgiin Uzunlugu
Siirgiin Rejenerasyonu 1 0.747%* 0.666**
Eksplant Bagina Surgiin Sayisi 0.747*%* 1 0.390
Stirgin Uzunlugu 0.666** 0.390 1
ZEA+IBA uygulamalar: Stirglin Rejenerasyonu Eksplant Bagina Siirgiin Sayisi Stirgin Uzunlugu
Strgin Rejenerasyonu 1 0.477* 0.550%*
Eksplant Bagsina Strgiin Sayisi 0.477*% 1 0.752%*
Stirgiin Uzunlugu 0.550%* 0.752** 1
ZEA+NAA uygulamalari Stirglin Rejenerasyonu Eksplant Bagina Siirgiin Sayisi Stirgiin Uzunlugu
Stirgiin Rejenerasyonu 1 0.712%* 0.652%*

Eksplant Bagina Sturgin Sayisi 0.712%* 1 0.634**

Strgiin Uzunlugu 0.652** 0.634** 1

*Korelasyon 0.05 seviyesinde énemli (Tek yonlii)
**Korelasyon 0.01 seviyesinde 6nemli (Tek y6nlii)

SONUC

In vitro mikrocogaltim c¢alismalary, tibbi ve ticari
acidan o6nemli bitkilerin tretilmesi igin 6nemli bir
yontemdir. Ayrica bu yontem eczacilik alaninda ve ilag
sanayinde kullanilan bitkilerin buytik o6lgekli
uretimine imkan saglayabilmektedir. Mevcut bu
calisma, ZEAmin farklh oksin hormonlar1 ile
kombinasyonu durumunda L. aromaticanin yaprak
eksplantlarindan in vitro hizli ve c¢oklu iretimini
sunmaktadir. Yaptigimiz literatiir arastirmalarina
gore ZEA ve farkl oksinleri igeren kultiir ortaminda L.
aromaticamn yaprak eksplant: ile bir doku kiltiri
calismas1 tespit edilmemigstir. ZEA ve oksin
etkilesimini igeren bu calisma L. aromatica i¢in ilk
rapordur. ZEA+IAA, ZEA+IBA ve ZEA+NAA
kargilastirildiginda maksimum sayida slirgliin sayisi
ve surgin uzunlugu ZEA+IBA kombinasyonunda
tespit edilmigtir. Siirgin sayist bakimindan en iyi
hormon kombinasyonlar: ise 0.80 mg L' ZEA + 0.10
mg L1 TAA, 0.10 mg L1 ZEA + 0.10 mg L1 IBA ve 0.20

mg L'1 ZEA + 0.10 mg L'1 NAA olarak bulunmustur. L.
aromatica 6nemli bir tibbi ve aromatik bitkidir. Bu
uretim protokolii, ticari olarak buylk olgekte liretim
icin faydali olabilir. Ayrica, L. aromaticanmin dogal
ortamlarindan toplanmasinin 6niine gecerek neslinin
korunmasina yardimei olabilir.
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