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OZET
Bu calismada, tibbi ve ticari degeri yiiksek olan tibbi adacay1 (Salvia

Tarimsal Biyoteknoloji

officinalis L.)'nin in vitro ¢ogaltimi ve in vitro cogaltilan bitkilerin dis Aragtirma Makalesi
ortama aktarilma basarisi incelenmigtir. Eksplant kaynagi olarak

bitkilerin nodal kisimlar: kullanilmig ve in vitro siirgin gelisimi tizerine Makale Tarihgesi

farkl besin ortamlarimin (MS ve B5) ve kok gelisimi iizerine cesitli Gelis Tarihi  :06.12.2021
biiytime diizenleyicilerinin (IAA; Indol asetik asit ve IBA; Indol biitirik Kabul Tarihi :13.09.2022

asit) farkli dozlarinin (0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg L) etkisi arastirilmistir.

MS ortami, in vitro bitki ¢ogaltimi i¢in 6nemli olan daha fazla stirgiin
sayis1 ve vitrifikasyon gostermeyen siirgiinler elde edilmesinde B5
ortamina gore daha etkili bulunmustur. In vitro sartlarda en iyi
koklenme 1.0 mg L1 IBA igeren ortamda gozlenmis, fakat 1.0 mg L1 TAA
iceren ortamindan elde edilen in vitro kokli ve koksluz siirgiinler
digerlerine gore daha yiiksek oranda aklimatize basarisi sergilemistir.
Aklimatize olan bitkilerin hepsi arazi kosullarina bagarili bir sekilde
aktarilmis ve canlhiliklar1 devam etmistir. Sonug olarak, tibbi adagayinin
tek bir genotipinden hizli bir gekilde daha saglikli bitkilerin
cogaltilmasinin belirlenmesi, ticareti ve 1slah ¢calismalari icin alternatif
¢ogaltim olanagi1 sunmaktadar.

ABSTRACT

In this study, in vitro propagation of common sage (Salvia officinalis L.),
which has high medicinal and commercial value, and the success of
transferring in vitro propagated plants to external environment were
investigated. The nodal parts of plants were used as explant source, and
the effects of different nutrient media (MS and B5) on shoot growth in
vitro and different doses (0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg L'!) of various growth
regulators (IAA; Indole acetic acid and IBA; Indole butyric acid) on root
growth were investigated. MS medium had higher shoot number than B5
medium, and found to be more effective in obtaining shoots without
vitrification, which is important for in vitro plant propagation. In vitro,
the best rooting was observed in the medium containing 1.0 mg L't TBA,
but in wvitro rooted and unrooted shoots obtained from the medium
containing 1.0 mg L1 TAA showed higher acclimatization success than the
others. All of the acclimatized plants were successfully transferred to the
field conditions and their vitality continued. As a result, it offers an
alternative propagation opportunity to determinate quickly reproduction
of healthier plants from a single genotype of common sage for trading and
breeding.
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GIRIS

Salvia, tum dinyada sis, farmakolojik ve ekolojik
anlamda onemli olan Lamiaceae familyasinin en
biylk cinsidir ve diinya genelinde yaklagik 900 tir
icerir (Ghorbani & Esmaeilizadeh, 2017). Salvia
cinsinin yiz tiri Turkiye’de bulunur ve bunlarin
yaklagik 50'si endemiktir (Tursun ve ark., 2021). Tibbi
adagay1 olarak bilinen Salvia officinalis L., en yaygin
Salvia turlerinden biridir. Tibbi adagay1 60 cm ile 100
cm arasinda degisen boylarda, beyaz, mavi veya mor
cicekli, yapraklar1 beyazimsi1 griden giimiis rengine
kadar degisen renkte ve tuyli, ¢ok yillik, yar: calimsi
ve sacak kéklere sahip bir bitkidir (Bahtiyarca Bagdat,
2006; Elmas, 2021). Akdeniz iilkelerine 6zgii
farmasotik bitkilerden biri olmasina ragmen diinya
capinda tibbi ve gida amach olarak yetistirilmektedir
(El-Feky & Aboulthana, 2016; Khare ve ark., 2019).
Tibbi adacayr Tirkiye florasinda dogal yayilis
gostermemektedir (Dumanoglu & Sénmez, 2021).
Ancak, TUIK (Tirkiye Istatistik Kurumu) 2020
verilerine gore Turkiyenin Antalya, Denizli, Burdur,
Katahya, Mugla, Tekirdag, Manisa, Diizce, Adana,
Ankara, Eskisehir, Usak, Sanlurfa, Izmir, Hatay,
Kayseri illerinde tibbi adagay: kiltiirti yapilmaktadir
(Anonim, 2021). Tibbi Adacayi, eski zamanlardan beri
geleneksel tipta terlemeyi azaltmak, bogaz agrisi igin
gargara olarak, adet dongisinin  diizenini
iyilestirmek ve menopozda sicak basmalar1 azaltmak,
gastroenterit ve diger enfeksiyonlarla savasmak, genel
olarak lipid durumunu ve karaciger fonksiyonunu
iyilestirmek, istahi iyilestirmek, sindirim ve zihinsel
kapasiteyi  gelistirmek  i¢cin  kullanilmaktadir
(Anonymus, 2021; Yaman, 2021). Hatta, Ghorbania &
Esmaeilizadeh (2017)'e gore adacayinin insanlar
tuzerindeki su ana kadar onaylanmigs klinik
farmakolojik etkileri arasinda hafiza ve biligsel
islevlerin 1iyilestirilmesi, Ozellikle bogaz agris1 i¢in
agrinin giderilmesi ve kan sekerinde (HbA1c ve tokluk
glikoz dahil) ve lipid profilinde (6zellikle yiiksek
yogunluklu lipoprotein, HDL'de bir artig) o6énemli
iyilesme gibi etkiler yer almaktadir. Bu tiriin biyolojik
ve farmakolojik o6zelliklerinden sorumlu olabilecek
fenolik bilesikler ve ugucu yag gibi iki ciddi sekonder
metabolit grubuna sahiptir (El-Feky & Aboulthana,
2016). Tibbi adacayinin ucucu yagi, hipotansif ve
hipoglisemik 6zelliklere, anti-spazmodik etkilere, anti-
inflamatuar potansiyele ve merkezi sinir sistemi
depresan aktivitesine sahip seskiterpenler,
monoterpenler, triterpenoidler, oleanolik asit ve
ursolik asit iceren bir bir karisimdir (Khare ve ark.,
2019). Rosmarinik asit ve tiirevleri, S. officinalis
turtindeki fenolik asitlerin 6nemli bir kismim
olugturur (Lu & Foo, 1999) ve radikal siipiiriicii
aktivitelerinden ve terapotik ozelliklerinden
sorumludur (El-Feky & Aboulthana, 2016). Son
zamanlarda tibbi bitkilerin herbal caylar1 (infiizyon
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veya dekoksiyon) hem zevk hem de saglik tizerindeki
olumlu etkiler1 nedeniyle tiiketimi popliler hale
gelmekte olup, 6nemli tibbi bitkilerden biri olan tibbi
adacaymin herbal ¢aylar1 da birgok tilkede bu amagla
tiikketilmektedir (Atoui ve ark., 2005). Ayn1 zamanda
aromaterapi, parfimeri, kozmetik sektoriinde;
baharat, bitkisel boya ve gida koruyucu olarak da
bircok kullanim alanina sahiptir (Bahtiyarca Bagdat,
2006). Tibbi adacaynin geleneksel ve endiistriyel
kullanimlar1 nedeni ile yetigtiriciligi her gecen giin
artmaktadir.

Tibbi adacayi, generatif olarak tohumla, vejetatif
olarak ise celikle cogaltilabilmektedir (Ayanoglu ve
Ozkan, 2000; Kara ve ark., 2011). Genel olarak, Salvia
turlerinin tohum kabugu etrafinda musilajims1 yapi
icermesinden dolay1 tohumdan ¢imlenme oranlarinin
diisiik oldugu bilinmektedir (Yaman, 2020). Aghilian
ve ark. (2014) calismalarinda Salvia officinalis
tirinin ¢imlenme oranini %45 olarak kaydetmistir.
Bu nedenden dolayi, tibbi adagay1 ¢ogaltiminda ¢elikle
uretim tercih edilmektedir. Salvia officinalis bitkisinin
celikle cogaltilmasinda oksin uygulamalarinin,
celiklerin koklenmesinde o6nemli derecede olumlu
etkiler gosterdigi, ozellikle yapilan arastirmalarda
IBA uygulamasinin kok olusumuna en 6nemli etkiyi
yaptig1 bildirilmistir (Ayanoglu & Ozkan, 2000; Kara
ve ark., 2011). Fakat celikle cogaltmada, kék olusum
oranlar1 tirler arasinda o6nemli degiskenlikler
gostermektedir (Kara ve ark., 2011). Son zamanlarda
bitkilerin ¢ogaltimi i¢in alternatif bir yontem olan
doku kilturi teknikleri de kullamilmaktadir. Doku
kiiltiirii, cesitli nedenlerden dolayr (dormansi,
embriyonun gelisememesi, celiklerin koklenememesi
vb.) generatif veya vejetatif cogaltilmasinda sorunlar
yasanan Dbitkilerin ¢ogaltilmasinda, ticari degeri
yiksek olan tiirlerin hizli ¢ogaltimi ve nesli tehlike
altinda bulunan tirlerin korunmasi i¢in kullanilan
o6nemli bir ¢cogaltma yontemidir.

Salvia turleri i¢in doku kiltiri ile cogaltilmasi
hakkinda calismalar her gegen gin artmaktadir
(Tirkmen, 2009; Zayova ve ark., 2016; Uyank, 2017;
Yadav ve ark. 2019) Bu kapsamda daha o6nceki
calismalarda S. officinalis tiri uzerinde hiicre ve
kallus kiltirleri, stirgliin ve sagak kok kulturleri ile in
vitro cogaltma kiiltiirleri yapilmistir (Kintzios ve ark.,
1999; Bolta ve ark., 2003; Grzegorczyk ve ark. , 2005;
Grzegorezyk ve ark., 2006; Tawfik & Mohamed, 2007;
Irina, 2008; Lemraski ve ark., 2014). Ekonomik degeri
yiksek olan bu Salvia tirintn son zamanlarda artan
taleplerinden dolay1 yetistiricilik alanlar1 da
artmaktadir. Bu ¢alisma ile tibbi adagayinin generatif
ve gelikle Gretmeye alternatif ¢ogaltma yontemi olan
in vitro yontemle cogaltilabilirliligi arastirilmigtir.
Calisma kapsaminda, tibbi ve ticari degeri yliksek olan
tibbi adacay1 (Salvia officinalis L.) tiiriiniin arazi
kogullarinda deneme kurma potansiyeline sahip
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olabilecek bitki materyalinin in vitro sartlardan

cogaltilmasi, koklenmesi ve in vitro sartlarda
kéklenen/kéklenmeyen bitkilerin aklimatizasyon (dis
ortama alistirma) bagarisinin belirlenmesi
amaclanmigtir.

MATERYAL ve METOD

Materyal

Yalova-Atatirk Bahge Kiilturleri Merkez Arastirma
Enstitiisii'nden temin edilen (2019) Salvia officinalis
L. (tibbi adacay1) tohumlar1 bitki materyali olarak
kullanilmigtar.

Eksplant Kaynag:

Eksplant kaynagi olarak, iklimlendirme odasinda
kontrollii sartlarda (24+2 °C, %60 nem ve 16/8 saat
1sik/karanlik periyodu) kiiltiire alinan tohumlardan
elde edilmis bitkilerin (2 aylik) nodal kisimlar
kullanilmigtir. Herbir eksplant tek nodal iceren 1 cm
uzunlugunda kesilmistir.

Eksplant Sterilizasyonu

Eksplantlar, %20'ik ticari camasir suyu c¢ozeltisi (% 5
sodyum hipoklorit (NaOCl)) i¢inde arada ¢alkalanarak
15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Steril saf su ile
4 kez 5'er dk stire ile durulanmigtir. Eksplantlar dikim
yapilmadan o6nce alt kismindan birka¢c mm kesilerek
besin ortamina dikilmigtir.

Strgiin Kiiltir Sartlar:

Sturgiin gelisimi i¢in Grzegorczyk-Karolak ve ark.
(2020) ve Rostami ve ark. (2022) ¢alismalar1 modifiye
edilerek uygulanmigtir. Temel besin ortamlar: olarak
MS (Murashige ve Skoog, 1962) ve B5 (Gamborg, 1970)
besin ortamlar1 ayr1 ayri kullanilmig ve her iki besin
ortami 0.25 mg L1 BAP (6-benzil amino piirin), 0.5 mg
L1 Kinetin, 1.0 mg L-! IAA (Indol asetik asit) bitki
bluytume diizenleyicileri, 30 gr sukroz ve 6.5 gr agar ile
desteklenmigtir. Besin ortamlarinin pH’s1 1 N NaOH
yva da 1 N HCI kullanilarak 5.8'e ayarlanmigtir.
Hazirlanan besin ortamlari 121 °C'de 1.2 atmosfer
basing altinda 20 dk otoklavda tutularak sterilize
edilmigtir.

Eksplantlar hazirlanan her iki steril besin ortamlarina
kiltire alinmig ve tim kiltiirler 24+2 °C, %60 nem ve
16/8 saat 1sik/karanlik periyodunda inkiibe edilmigtir.
Tim kiltirler 15 giinde bir alt kiltiire alinmis,
deneme i¢in yeterli diizeyde eksplant kaynagi
cogaltimi elde edildiginde in vitro siirgiinlerin nodal
kisimlar1  kullanilarak denemeler kurulmustur.
Deneme her iki besin ortam igin 4 tekerrirli ve herbir
tekerriirde 5 eksplant olacak gsekilde tasarlanmigtir.
Kiltiirden 4 hafta sonra denemeler sonlandirilmig ve
her iki besin ortamindaki bitkilerin stirgiin sayisi
(adet), siirgiin boyu (cm), yaprak sayis1 (adet), yaprak
boyu (cm), bitki taze agirhigi (g) ve bitki kuru agirhiga
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(g) dlgiimleri yapilmigtir.

Koklendirme Kiltiir Sartlar

Koklendirme denemesi i¢in eksplant kaynag: 0.25 mg
L1BAP, 0.5 mg L'l Kinetin, 1.0 mg L-1 TAA MS besin
ortamindan elde edilmigtir. Bu ortamda kiiltiir edilen
nodal eksplantlar1 her 15 giinde bir taze besin
ortamina alindi ve 4 haftalik in vitro stirgtinlerin nodal
kisimlar: kullanilarak ayni ortamlarda mikrocogaltim
yapilmigstir. Yeteri kadar eksplant kaynag: elde
edildiginde yaklagik 4 haftalik 4-5 yaprakli in vitro
stirglinler koklendirme denemesi igin kullanilmistir.
Koklendirme deneme i¢in in vitro siirgiinler indol
asetik asit IAA) (0, 0.5, 1.0, 2.0, ve 4.0 mg L) veya
Indol biitirik asit (IBA) (0, 0.5, 1.0, 2.0, ve 4.0 mg L1)
bluytume duzenleyicileri iceren MS besin ortaminda 6
hafta sure ile kiiltur edilmigtir. Her ortama 30 g sukroz
eklenmis ve 6.5 g agar ile katilagtirilmistir. Deneme 4
tekerrirli ve her bir tekerriirde 4-5 yaprakli bitki
olacak sekilde kurulmustur. Kiltiirden 6 hafta sonra,
kok olusumu (%), kok sayist (adet), kék boyu (cm),
siirglin gelisimi (%), siirgiin sayis1 (adet), siirgiin boyu
(cm), yaprak sayis1 (adet) ve taze agirliklar: (mg) gibi
6l¢imler alinmigtar.

Aklimatizasyon

Aklimatizasyon i¢in viyollere 2:1 oraninda torf:perlit
karisimi konulmustur. Kokleri olmayan tibbi adacay:
bitkileri 1000 ppm'lik IBA solisyonuna 5 sn
daldirildiktan sonra viyollere dikilmistir (Ayanoglu &
Ozkan, 2000; Kara ve ark, 2011; Izgi, 2020). Tibbi
adacay1 bitkileri kokli ve koksliz olanlar ayri ayri
olacak gekilde viyollere dikilmigtir. Viyoller seffaf bir
kap icerisine yerlestirilmis ve benzer bir kap ile de
uzeri kapatilmig ve iklim odasinda 24 °C'de, %60
nemde 16/8 saat i1sik/karanlik periyodunda kultire
alinmigtir. Gerekli oldugu durumlarda sulama
yapilmistir ve 1 hafta sonra viyollerin {izeri 7 giin stire
ile her gin birka¢ saat acilarak havalanmasi
saglanmistir. Kultirden 2 hafta sonra viyollerin tizeri
tamamen agilarak iklim odasinda gelisimlerine devam
etmigtir. Kiltirden 4 hafta sonra bitkiler sera
kogullarina alinmig canlilik oranlari tespit edilmistir.

Istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler varyans analizine tabi tutulmus ve
ikiden fazla uygulamalar arasindaki farklilik Duncan
coklu karsilagtirma testi ile kiyaslanmistir (Diizglines
ve ark., 1983). Iki uygulama arasinda analiz edilen
parametreler agisindan bir farklilik olup olmadigim
belirlemek amaciyla t Testi kullanilmig ve p degerinin
0.05 veya daha kiiclik olmasi anlamli kabul edilmigtir.
Veriler igerinde ylizde degerleri olanlar once aci
degerlerine donustiurilmiis, daha sonra varyans
analize tabi tutulmustur (Snedecor and Cochran,
1967). Tiim istatistiki analizler SPSS bilgisayar paket
programinda yapilmigtir.
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BULGULAR ve TARTISMA

In vitro Siirgiin Geligimi

Bu calismada, ekonomik olarak degerli bir tibbi ve
aromatik bitki olan tibbi adacay1 (Salvia officinalis L.)
bitkisinin in vitro ¢ogaltilabilirliligi arastirilmigtir.
Bagsarih bir in wvitro c¢ogaltimdaki ilk engel,
eksplantlarla birlikte ekzojen ve endojen kaynakli
mikroorganizmalarin varhgidir. Yabani kaynaktan
elde edilen secilmis eksplantlardan steril kiltiurlerin
olusturulmasi 6n kosuldur. Ancak ¢ok yillik bitkiler

s6z konusu oldugunda sterilizasyon isi zorlagmaktadir
(Shekhawat ve ark., 2012; Aghaye & Yadollahi, 2012).

Kontrolli serada yetistirilmig tibbi adacay: fidelerden
alinan nodal eksplantlarinin 15 dakika siireyle %20
ticari ¢amasir suyu ile muamele edilmesi, %100
basarili bir gekilde sterilize edilmesinde etkili
olmustur. Uyamk (2017) calismalarinda dogada
yetisen tibbi adacayr orneklerinden almis olduklari
eksplantlarda %86.7 ile en yiiksek sterilizasyonu 20
dakika %1571ik ticari ¢amasir suyu uygulamasindan

elde etmistir. Aradaki farklihigin sterilizasyon
soliisyonunun konsantrasyonundan
kaynaklanabilecegi gibi eksplant kaynagi olarak

kullanilan fidelerin yetistikleri ortam ve yasindan da
meydana gelebilir.

Cok yillik bitkilerin in vitro kiiltiriinde kargilagilan

diger bir zorluk ise kiiltiire alinan eksplantlarin besin
ortamina fenolik bilesik salgilamasidir. Bitkilerdeki
fenolik bilesikler, bitki gelisiminde biyotik ve abiyotik
streslere karsi koruma icin gerekli olan sekonder
metabolitlerdir (Kefeli ve ark., 2003). Ancak, bu
fenolik  bilegiklerin  besin  ortamina  sizmasi,
eksplantlarin in vitrorejenerasyonuna kargit olan bazi
toksik bilesikler icerebilir (Dibax ve ark., 2005). Ayrica
salgilanan fenolik bilesikler, polifenoloksidazlar ve
peroksidaz enzimleri tarafindan kolayca oksitlenebilir
(Bhat & Chandel, 1991) ve besin ortaminin
esmerlesmesine/ kararmasina, nihayetinde de
eksplantlarin 6liimiine yol acabilir (Laukkanen ve
ark., 1999; Arnaldos ve ark., 2001). Bircok bilimsel
calismada, eksplantlarin antioksidanlarla 6n isleme
tabi tutulmasi ve ortama polifenol adsorbanlarinin
dahil edilmesinin bu sorunun bir dereceye kadar
cozebilecegini 6ne siirmiistir (Abdelwahd ve ark.,
2008; Jiang ve ark., 2018; Nishchal ve ark., 2018; Raj
ve ark., 2020). Bu calismada cok yillik bir bitki olan
tibbi adacayr eksplantlarinin kiltiir ortaminda yok
denecek kadar az salg1 gézlenmisgtir.

Tibbi adagayinin siirgiin gelisimi igin 0.25 mg L' BAP,
0.5 mg L! Kinetin, 1.0 mg L! TAA igceren MS ve B5
temel besin ortamlari ayri ayri kullanilmis ve elde
edilen veriler Cizelge 1’de verilmigtir.

Cizelge 1. Tibbi adacayinda MS ve B5 besin ortamlarinin bitki gelisime etkisi
Table 1. Effect of MS and B5 nutrient media on plant growth parameters in medicinal sage

MS B5 p
Siirgiin sayis1 (adet) (Shoot number) 4.19 3.00 0.002*
Siirgiin boyu (cm) (Shoot length (cm)) 4.36 5.64 0.003™
Yaprak sayis1 (adet) (Leaves number) 35.25 20.67 <0.001**
Yaprak boyu (cm) (Leaves length (cm)) 1.12 1.27 0.305
Bitki taze agirhig1 (g) (Fresh weight (g)) 0.58 0.68 0.006*
Bitki kuru agirhg (g) (Dry weight () 0.07 0.06 0.015

** p<0.010. *, p<0.050

Cizelge 1’deki verilere goére, besin ortami farklilig:
stirgin sayisi, sirgiun boyu, yaprak sayisi, bitki taze
agirhg ve bitki kuru agirligr tizerine istatiksel olarak
etkili bulunmustur. Bitki ¢ogaltiminda strgiin sayisi
onemli bir parametre oldugundan, MS besin ortam
(4.19 adet) B5 ortamina (3.00 adet) gore daha etkili
oldugu tespit edilmistir. Benzer olarak, Uyanik (2017)
calismalarinda, endemik Salvia turlerinin in vitro
cogaltimi iizerine farklh besin ortamlarmnin (MS, B5,
FN, NN) etkisini incelemis ve en yiiksek etkiyi MS
ortaminda oldugunu vurgulamigtir.

Hiperhidrik olarak da ifade edilen vitrifikasyon
(camlasma), in vitro kosullarda bitkilerin vejetatif
olarak ¢ogaltiminda meydana gelen en Onemli
morfolojik ve fizyolojik sorunlardan bir tanesidir.
Vitrifikasyonun nedenleri besin ortamindaki oksin,
sitokinin, mineral madde, seker ve agar miktari,
morfolojik ve ekolojik etmenler olarak ifade edilmistir
(Mansuroglu & Giirel, 2001). Bu ¢calismada, Sekil 1'de
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de gorulduagi gibi B5 besin ortaminda geligsen
stirgliinlerde camlagsma goralmistir. Bu durum
rejenere olan siirgiinlerin herba veriminin daha diisiik
¢itkmasina neden olmustur. Istatistiki olarak da, B5
ortaminda geligen siirglinlerin taze agirliklar1 daha
yuksek olmasina ragmen herba verimleri ise MS
ortaminda gelisen Dbitkilere g6ére daha dusik
bulunmustur (Cizelge 2). Baz1 bilim adamlar1 Salvia
tirleri igin 1.0 mg L' dozundan daha yiiksek BAP
iceren MS ortamlarinda rejenere siirgiin sayisinda
vitrifikasyon oraninin artmasina neden oldugunu
vurgulamistir  (Echeverrigaray ve ark., 2010;
Grigoriadou ve ark., 2020). Petrova ve ark. (2015)
¢alismalarinda ise Salvia officinalis tirinin BAP ve
TAA igeren MS besin ortamlarinda geligen siirgiinlerin
en fazla %5’de oraninda vitrifikasyon oldugunu rapor
etmigtir. Bu c¢alismada, MS ortaminda gelisen
stirgiinlerde normal bir morfolojide oldugu ve 6nceki
literatiirleri destekledigi gézlenmistir.
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Sekil 1. 0.25 mg L't BAP, 0.5 mg Lt Kinetin, 1.0 mg L1 IAA ile desteklenmis tibbi adacayinin ayr1 ayr1 MS (a) ve

B5 (b) ortamlarinda mikrocogaltilmasi

Figure 1. Micropropagation of common sage supplemented with 0.256 mg L-1 BAP, 0.5 mg L-! Kinetin, 1.0 mg L-!

IAA in separately MS (a) and B5 (b) media

In vitro Koklendirme

MS ortaminda daha iyi gelisim gosteren tibbi adacay:
surgunlerinin 1n vitro kok gelisimi Uzerine iki farkh
oksin (IAA ve IBA) biiylime diizenleyicisi ve farkl
dozlarmin (0, 0.5, 1, 2, 4 mg LY etkisi incelenmis ve
sonuclar Cizelge 2'de verilmistir. Avato ve ark. (2005),
S. officinalisin kok olusumu i¢in oksin takviyesinin
gerekli olmadigimi bildirmistir. Ayn1 sekilde birgok
bilim adami bazi1 Salvia tiirleri iginde benzer ifadede
bulunmustur (Chen ve ark., 2005; Echeverrigaray ve
ark., 2010). Bu calismada da bitki biyiime
dizenleyicileri  olmadan  kontrol  ortamindaki

stirgiinlerin %50 kok olusumunu tesvik ettigi ve
biiyiime diizenleyicisi iceren ortamlardan (IAA icin
%31.3 ve IBA icin %25.0) daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Irina (2008), tibbi adacayr (Salvia
officinalis)min in vitro kéklendirilmesinde IBAmin tek
basina koéklenmeye etkisinin olmadigini, NAA'nin ise
tek basina ve Kkinetin ile kombine bir gekilde
uygulandiginda daha iyi sonuclar verdigini ifade
etmistir. Erisen ve ark. (2020) calismalarinda Salvia
sclarea turunun in vitro surgunlerinin koéklenme
frekans1 tizerine IBA’'in IAA’dan daha dusik etki
gosterdigini, fakat NAA en yuksek etkiye sahip
oldugunu rapor etmistir.

Cizelge 2. Tibbi adacayinda TAA ve IBA igeren MS ortaminin kéklenme tizerine etkileri
Table 2. Effects of MS medium containing IAA and IBA on rooting in medicinal sage

Biiyiime Diizenleyicileri Doz Kok olusuml} Kok sayisi Kok uzunlugu
Growth regulators Dose Root formation Root number Root length
(mg L1) (%) (adet) (cm)
Kontrol (Control) 50.0 a 1.8+0.2 d  1.8+0.3 b
0.5 25.0 ab 3.8+0.2 b 1.1+0.2 c
IAA 1.0 50.0 a 2.0+0.1 d 1.8+0.4 b
Indole acetic acid 2.0 25.0 ab 0.9+0.1 e 0.9+0.1 c
4.0 25.0 ab 3.2+0.5 c 0.3+0.1 d
Ort. 31.3 2.5 1.0
0.5 0.0 b 0.0 f 0.0 d
IBA 1.0 41.7 a 5.3+0.7 a 2.5+0.1 a
Indole butyric acid 2.0 33.3 ab 2.0+0.3 d 1.9+0.1 b
4.0 25.0 ab 1.7+0.4 d 0.8+0.1 c
Ort. 25.0 2.3 1.3

Ancak, bir bitkinin topraga tutunabilmesi i¢in kok
olusumunun 6nemli oldugu kadar kok sayisinin fazla
olmasi da Onemlidir. = Uygulamada  buyume
diizenleyicileri bulunan ortamlarda koék sayisinin
kontrole (1.8 adet) gore daha yiiksek oldugu, hatta IAA
(2.5 adet)in IBA (2.3 adet)dan daha etkili oldugu
kaydedilmistir. Birgok arastirmada da benzer sonuglar
vurgulanmistir (Echeverrigaray ve ark., 2010; Erigen

ve ark., 2020). Kék uzunluklar: incelendiginde, 1.8 cm
ile kontrol grubu IAA (1.0 cm) ve IBA (1.3 cm)’dan
daha yiiksek bulunmustur.

Kok geligimi lizerine biiyime dizenleyici dozlarinin
etkisi incelendiginde kontrolden daha etkili ortamlar
oldugu gézlenmistir (Sekil 2). Kok tesvigi izerine IAA
ve IBA'nin 1.0 mg L dozlarinin (sirasiyla %50.0 ve %
41.7) kontrol ile istatistiki olarak ayni grupta yer almis
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ve 1.0 mg L1 IBA kék sayisi (5.3 adet) ve kék uzunlugu
(2.5 cm) iizerine en giiclii etkiyi gostermistir. Bu
calisma ile benzer olarak, Petrova ve ark. (2015) S
officinalis in vitro sirglinlerinin kok gelisimi lizerine
1.0 mg L! IBAmnin diger konsantrasyon ve
uygulamalara gore daha ylksek etki sergiledigini

bildirmistir. Tawfik ve Mohamed (2007), calismasinda
IBA kullanarak in vitro S. officinalis surgunlerini
koklendirmis ve koklendirme ortamina ilave edilen
askorbik asitin kéklenmeye etkisinin oldugunu ifade
etmigtir.

Sekil 2. 1.0 mg L1 IAA (a) ve IBA (b) iceren MS besin ortaminda kéklenen tibbi adacay: bitkileri
Figure 2. Medicinal sage plants rooted in MS nutrient medium containing 1.0 mg L'! IAA (a) and IBA (b)

Aklimatizasyon

Uygulanan in vitro ortamlardan elde edilen hem kokli
hem de koksiiz bitkilerin aklimatizasyon oranlari
belirlenmistir. Torf:perlit (1:1) iceren viyollere
aktarilan koklu bitkiler, bir yetistirme odasinda,
24°C'lik sabit gece/giindiiz sicakligr altinda, 16 saatlik
bir 1s1k fotoperiyodunda basariyla iklimlendirilmigtir
(Sekil 3). Ayn1 zamanda koksiiz siirgiinler 1000 pm
konsantrasyonundaki IBA biiylime diizenleyicisinde 5
sn bekletilmig ve daha sonra torf:perlit iceren viyollere
aktarilmis ve kontrol dahil IAA ve IBA'dan tiretilen
strginlerin bir kisminin koéklendigi gozlenmistir

(Sekil 4).

Aklimatizasyon orani (%)

Biiyiime diizenleyicilerin dozu

Kokl bitkiler igerisinde aklimatize oranlar: Sekil 4'de
verilmis ve kontrol bitkileri, 1.0 mg L1 TAA, 2.0 mg L!
IBA ve 4.0 mg Lt IBA uygulamalarindan elde edilen
kokli  bitkiler %100 aklimatize oranina sahip
olmustur. Koksiiz bitkilerden ise 1.0 mg L1 TAA
uygulamasindan elde edilen stirgiinler %100 canlilik
aklimatize gostermistir. Sonu¢ olarak, in vitro
koklendirme galigmasinda kullanilan 1.0 mg L1 TAA
uygulamasindan elde edilen fide ve siirgiinlerin
aklimatize ve aklimatize olan bitkilerin arazi
kogullarinda adapte olma oranlarimin ¢ok ylksek
oldugu tespit edilmistir (Sekil 5).

mIAA
W IBA

Sekil 3. IAA veya IBA iceren ortamlardan elde edilen kéklii tibbi adagayi bitkilerinin aklimatizasyon oranlar: (%)
Figure 3. Acclimatization rates (%) of rooted common sage seedling by TAA or IBA
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Aklimatizasyon orani (%)

1.0

2.0

Bilyiime diizenleyicilerinin dozu

HIAA
mIBA

Sekil 4. IAA ve IBA iceren ortamlarda koklenmeyen tibbi adagayi bitkilerinin aklimatizasyon oranlari (%)
Figure 4. Acclimatization rates (%) of rootless seedlings of common sage by IAA or IBA

SONUC ve ONERILER

Bu calisma ile tibbi adacay1 (Salvia officinalis)min in
vitro ¢ogaltimi protokolii belirlenmeye calisilmigtir.
Farkli besin ortamlarinda gelisimi incelenen tibbi
adacaymin MS ortaminda daha iyi gelisim gosterdigi
belirlenmigtir. Kullanilan koéklendirme icin IBA ve
TAA'min koklenmeye etkileri incelenmis ve 1.0 mg L1
IBA'min tibb1 adacaymin koéklenmesinde daha etkili
oldugu sonucuna ulasilmistir. Aklimatizasyon
asamasinda 1.0 mg L IAA ortamindan gelen koklia
veya koksiiz bitkilerin daha basarili bir sekilde dig
ortama adapte olmustur. Bu nedenle, kéklendirme i¢in
daha uygun oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak,
ekonomik olarak degerli olan ve her gecen zamanda
kiltir alani genigleyen S. officinalis 1. bu yontemle
hizli bir sekilde aynmi klonal 6zellige sahip bitkicikler
uretilebilir ve bu bitkiler 1slah calismalarinda ve
kltiir denemelerinin kurulmasinda alternatif tiretim
amaciyla kullanilabilir.

Aragtirmacilarin Katki Oran1 Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig
olduklarini beyan eder.
Cikar Catismasi Beyani
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢kar

catigsmasi olmadigini beyan ederler.
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Sekil 5. Tibbi adacaymin in vitro cogaltimi ve dis ortama aktarilmasi: a) eksplantlarin steril edilmesi, b) 0.25 mg
L1 BAP, 0.5 mg L' Kinetin, 1.0 mg L-1 IAA iceren MS ortaminda mikrocogaltim, ¢) in vitro siirgiinlerin
koklendirilmesi, d) koklii ve koksiiz in vitro stirgiinlerin aklimatize edilmesi, e) aklimatize edilen
bitkilerin serada biiyiitiilmesi, f) in vitro kosullardan gelistirilen bitkilerin tarladaki gériiniimii (iki ay
sonra).

Figure 5. In vitro propagation and acclimatization of common sage: a) sterilization of explants, b) micropropagation
in MS medium containing 0.25 mg L-1 BAP, 0.5 mg L-1 Kinetin, 1.0 mg L-1 IAA, ¢) rooting of shoots, d)
acclimatization of rooted and rootless shoots, e¢) Growing of acclimatized plants in greenhouse, f)
appearance in field of plants developed from in vitro conditions (after two months).
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