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Oz

Sis bitkisi olarak da yetisen lavanta bitkisinin farkli tlrleri ugucu yag icerdiklerinden dolay tip ve
kozmetik sanayisinde kullaniimaktadir. Bu bitki gurubunun ugucu yagi dinyada en fazla Uretilen 15 ugucu
yagdan birisidir. Onemli bir tibbi ve aromatik bitki olan lavanta’nin tiirleri generatif ve vejetatif yollar ile
cogaltilabilmektedir. Bu ¢alismada tohumlarin ¢imlenmesi sonucu elde edilmis Lavandula stoechas bitkisinin
kotiledon bogum, meristematik ug, yukardan 1. 2. ve 3. koltuk alti meristem ve epikotil koltuk alti meristem
eksplantlar farkh dozlarda BAP ve NAA iceren MS besin ortaminda slrglin rejenerasyonuna tabi tutulmus.
Denemede eksplant basina ortalama en fazla sirgiin sayisi 5.60 adet olarak kotiledon bogum eksplantindan ve
0.25 mg/I BAP iceren MS ortaminda goérilmustir. Ayrica elde edilen Lavandula stoechas strgtinleri 1.00 mg/I
IBA iceren MS ortaminda kdklendirilmis olup, adaptasyonu torfta yapilmis ve tarlaya aktariimistir. Calisma
sonucunda Turkiye ve dinya icin ekonomik énemi olan Lavandula stoechas’in in vitro rejenerasyonu, kok
olusumu ve koklenen bitkilerin dis sartlara adaptasyonu agisindan, onemli veriler elde edilmis olup,
¢ogaltiimasina yonelik protokol gelistirilmistir.

Anahtar kelimeler: Lavandula stoechas, Rejenerasyonu, Koklendirme, Adaptasyon.

Optimization of tissue culture studies in L. stoechas L. SUBSP. L. stoechas

Abstract

Different types of lavender plant, which also grows as an ornamental plant, are used in medicine and
cosmetics industry because they contain essential oil. The essential oil of this plant is one of the 15 most
produced essential oils in the world. Lavender, an important medicinal and aromatic plant, can be propagated
by generative and vegetative ways. In this study, cotyledon node, meristematic tip, 1st, 2nd and 3rd axillary
meristem from above and epicotyl axillary meristem explants of Lavandula stoechas were subjected to shoot
regeneration in MS nutrient medium containing different concentration of BAP and NAA. In the experiment,
the average maximum number of shoots per explant was 5.60 from the cotyledon node explant and in MS
medium containing 0.25 mg/l BAP. In addition, the obtained black head shoots were rooted in MS medium
containing 1.00 mg/| IBA, their adaptation was made in peat and transferred to the field. As a result of the
study, important data were obtained in terms of in vitro regeneration, root formation and adaptation of
rooting plants to external conditions of Lavandula stoechas, which has economic importance for Turkey and
the world, and a protocol for its reproduction was developed.

Key words: Lavandula stoechas, Regeneration, Rooting, Adaptation

Giris ve beyazimsi-grimsi-yesil renktedir. Sivri yapraklari
Tirkiye’de Aydin, Bursa, istanbul, izmir ve Mugla kokten ¢ikan birkag dalin lzerinde olusmakta ve
illerinde dogal olarak bulunan Lavandula stoechas sonradan uzayip, mor bir gicege donlgmektedir.
(Karabas otu) yapraklari kisa sapli ve uzunca tiylii Karabas otu cicekleri, kara dut meyvesine

benzemektedir ve lizerinde sonradan ¢ikan eflatun
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cicekleri, tzerine konmus kelebekleri andirmakta
olup tohumu agik kahve renklidir. Bu bitkinin
cicekleri ekonomik olarak kullaniimaktadir (Lis-
Balchin, 2002). Karabas otu habitat olarak acik
ormanlarda, kuru tepelerde, kireg tasli ve granitli
topraklari sevmekte ve ¢ok asidik olmayan
topraklarda yetismektedir. Ayrica bu bitki sicak ve
kuru ortamlari sever, kurakhga ve soguga (-5 °C ile -
10 °C) tolerans gostermektedir (Yenici, 1999).
Karabas otu, geleneksel tedavi sisteminde kulak,
burun ve bogaz hastaliklari ve idrar yolu hastaliklari
tedavisinde kullanilmaktadir. Cicekli ve yaprakh
dallarindan karabas yagi yara iyilestirici 6zelligine
sahiptir. ikinci yildan itibaren bu bitkinin taze sapli
cicek verimi 75-150 kg/da, sapl kuru gigek verimi
35-75 kg/da, sapsiz kuru tomurcuk verimi 15-30
kg/da, ugucu yag verimi 1.5 -3 kg/da ve ugucu yag
orani %1-2 arasinda degismektedir. Genellikle 50-
75 kg/da taze hasat edilmis sapl lavantadan,
distilasyon vyapilarak 1 kg kadar vyag elde
edilmektedir (Baser 1993, Baydar 2007, Hui vd.
2010).

Bitki 1slahinda klasik yontemleri kullanarak tiim
ozellikleri bir bitkide toplamak olduk¢a zor bir
islemdir. Lavandula stoechas’da bitki
rejenerasyonu ve gen aktarimi genotip ve
eksplantdan etkilenmekte olup, gen aktarim orani
oldukca dusuktir (Dronne vd. 1999). Gen
transformasyon ¢alismalarinda basarili sonuglar
elde etmek igin slirglin rejenerasyon sistemlerinin
gelistirilmesi ¢ok 6nemlidir (Calvo ve Segura 1998,
Mokhtarzadeh vd. 2011). Bu galismada karabas otu
bitkisinde yiksek oranda slirgiin rejenerasyon
sisteminin gelistirilmesi, gelisen bitkilerin
koklendirilmesi ve dis sartlara adaptasyonunun
saglanmasi amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Bitki Materyali

Calismada kullanilan bitki materyali Prof. Dr. Neset
ARSLAN, Ankara Universitesi, Ziraat Fakiltesi, Tarla
Bitkileri Bolimi{’nden temin edilmistir.

Besin Ortami ve Kiiltiir Kosullar:

Yapilan denemelerde 30 g/L sukroz ve 6.5 g/L agar
ile kanstirllmis MS ortami (Murashige ve Skoog
1962) kullaniimistir. Ortamlar distile edilmis saf su
ile  hazirlanmis olup, bitki rejenerasyonu ve
strgiinlerin kéklendirilmesi igin farkli dozlarda bitki
blylime duzenleyicileri (BAP, IAA, NAA, IBA, GA3
ve Askorbik asit) kullaniimistir. Besin ortamlarinin
pH’1 5.6-5.8’e ayarlanmis olup, otoklavda 118 kPa
basing altinda ve 1210C'de 20 dakika bekletilerek
steril edilmistir. Tum kiltirler 20000 liks beyaz
floresan 1siginda 16 saat 1sik fotoperiyodunda
24°C'de tutulmustur. Sterilizasyon ve tim doku
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kaltiirh iglemleri steril kabin icinde ylritilmustur.
Her muamele igin, icerisinde 5 adet eksplantin
bulundugu 3 tekerrirli petri kutulari veya magenta
kaplari kullanilmistir. Saf su ve magenta kaplari 118
kPa basing altinda ve 121°C'de 20 dakika
otoklavlandirilarak steril edilmistir. Petri kutularinin
sterilizasyonu igin etiiv kullanilmis olup kaplar
160°C’de 2 saat bekletilmistir.

Tohum Canhlik Testi

Deneme baslangicinda canlilik testi yapmak igin
200 tohum 1 mg/ml hesabiyla hazirlanmis
tetrazoliyom chloride ¢ozeltisi iginde 24 saat
karanlikta bekletilmis olup tohumlarin kirmizi rengi
incelenerek tohum canliligi tespit edilmistir.

Tohumlarin In vitro Kosullarda Sterilizasyonu ve
¢imlendirilmesi

Calismada kullanilan Lavandula stoechas
tohumlarinin yizey sterilizasyonu ¢amasir suyunun
%5, 10, 15 ve 20’lik dozu ve her biri 3 farkl stirede
(4, 7, 10 dk), oda sicakliginda yapilmistir. Yizey
sterilizasyonundan sonra tohumlar steril saf su ile
5’er dk, 3 kez durulanmigtir. Steril edilmis olan 200
adet tohum steril petri kaplar igerisinde 30 g/L
sukroz ve 6.5 g/L agar iceren MS besin ortaminda
24+2°C'de 16 saat 15tk fotoperiyodunda
cimlendirilmistir.

Eksplant Se¢imi

Steril edilmis olan tohumlarda 5-6 giin sonra
¢imlenme gozlemlenmistir. Mikrogogaltim igin elde
edilen Lavandula stoechas bitkilerinin kotiledon
bogum, yukardan birinci, ikinci, Gg¢linci koltuk alti
meristemleri ve meristematik ucu eksplantlar
alinmistir.

Eksplantlarin siirgiin rejenerasyonu

Mikrogogaltim igin kullanilan kotiledon bogum,
yukardan birinci, ikinci, Gglncl koltuk alti
meristemleri ve meristematik ucu eksplantlari In
vitro kosullarda ve farkli konsantrasyonlarda bitki
bliyime dizenleyiciler iceren MS ortaminda
rejenerasyona tabi tutulmustur.

Siirgiinlerin Kéklendirilmesi

Mikrogogaltim yolu ile gelisen sirginler 5-6 cm
uzunluga geldiklerinde kesilerek, steril Magenta
kutular icinde 1.00 mg/L IBA iceren MS ortamda
koklendirilmistir.

Kéklenmis Lavandula
Sartlara adaptasyonu
Denemede koklenen Lavandula stoechas strginleri
2 saat boyunca 160°C sicaklikta steril edilmis torfa
aktarilmistir.  Aktarilan bitkileri korumak icin
saksilar  Uzerine seffaf polietilen torbalar

stoechas Bitkilerin Dig
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gegcirilerek, bitki adaptasyonu saglanmistir. Daha
sonra, gelisen bitkiler seffaf polietilen torbalardan
cikartilmis olup, %45 nem ve oda sicakliginda 4
hafta blylmeleri takip edilmistir. Adaptasyonu
saglanmis bitkilerin dis sartlara aktarimi igin tarla
hazirhklari yapilmis ve vyabanci otlar el ile
temizlenmistir. Tarla hazirlanmasinda  toprak
tirmikla diiz hale getirilip ve cizgili ¢apa ile 40x40
cm olarak sira arasi ve sira Usti  mesafe
dizenlenmistir. Tarla sulamasi ilk 10 giin her aksam
ve daha sonra bitkilerin gelisme ve blylimesi
dikkate alinarak her 7 giinde bir yapilmistir.
Bitkilerin  gelismesini saglamak ve topragin
havalandiriimasi icin iki haftada bir yabanci ot
mucadelesi yapiimistir.

Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi
Arastirmadaki rejenerasyon  ve koklenme
denemeleri 3 tekrarda, tesadif parseller deneme
desenine gore yapilmistir. Elde edilen verilerin
varyans analizi SPSS bilgisayar programi ile
yapilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Bitki materyali sterilizasyon igin 4, 7, 10 dk
sireve % 5, 10, 15 ve 20 oranda ticari gamasir suyu
kullanilmistir.  Ylzey sterilizasyonundan sonra
tohumlar steril saf su ile 5’er dk, 3 kez durulanmis
olup, 200’er adet tohum steril petri kaplari
icerisinde 30 g/l seker ve 6.5 g/l agar iceren MS
ortaminda 24+2°C'de 16 saat 15tk 8 saat karanhk
fotoperiyodunda inkiibe edilmistir. iki hafta sonra
tohumlar Uzerinde gelisen mantar veya bakteri
bulasikligi ve c¢imlenme orani ile ilgili verilerin
varyans analizi yapilmistir (Sekil 1; Cizelge 1).

Lavandula stoechas bitkisinde yapilan
ANOVA varyans analizi sonucunda  farkh
muameleler (uygulama siiresi x gamasir suyu orani)
sonucunda tiim uygulamalar arasinda ¢imlenme
orani  bakimindan %5 diizeyinde farklilik
gorilirken, bulasiklik orani bakimindan her hangi
farkliig goézlemlenmemistir. Farklilk derecesini
belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuclari
Cizelge 2’de verilmistir. Cizelgede gorildigi gibi
farkli  muameleler sonucundan elde edilen
¢cimlenme orani %46.67—100.00 arasinda
degismistir (Sekil 1). En fazla (%100) gimlenme 7
dk, %20 camasir suyu ve 10 dk, %5 gamasir suyu
muamele sonucunda elde edilmistir. En fazla %40
bulasik orani 4 dk, %20 ¢amasir suyu ve 10 dk, %10
camasir suyu ile sterilizasyon sonucunda
gorilmustir. Cizelgede 2’de goruldigi gibi hem
tohumlarin ¢imlenmesinde, hem de bulasikhk
oraninda bir tutarsizlik gériilmektedir. Tutarsizhigin
sebebi ylzey sterilizasyonundan ziyade, tohumlarin
fizyolojik durumundan kaynaklandigi
duslintilmektedir.
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Lavandula stoechas bitkisinin
tohumlarindan  bakteri, mantar ve benzeri
organizmalarin  temizlenebilmesi icin  ylzey
sterilizasyon  yapimistir.  Tohumlarin  ylzey

sterilizasyon icin en disiik seviyede ¢amasir suyu
dozu (%5) ve en az sire (5 dk) belirlenmistir
(Bhatti, 2001).

Quazi (1980), iki tur Lavanta (Lavandula
angustifolia ve Lavandula latifolia) bitkisinin
sterilizasyonu igin, eksplantlari %70’lik etanol da 30
saniye bekletilmis; ayrica 20 dk, %0.32’lik sodiyum
hipoklorid’ile muamele yaptiktan sonra distile saf
suyla durulama yapmistir.

Kotiledon bogum eksplantindan
mikrogogaltim igin kullanilan farkli BAP ve NAA
dozlarin etkileri

Mikrogogaltim amacr’ile in vitro kosullarda
bir haftada ¢imlenen 10 giinliik Lavandula stoechas
bitkiciklerden elde edilen kotiledon bogum
eksplanti farkh oranda BAP ve NAA iceren MS
ortaminda kiltire alinmis olup, eksplantlar
Uzerinde 8-12 giin sonra sirglin uglari ve daha
sonra sirglin olusum gorilmustir. Ayrica, kalluslar
olusumu ilk dnce yesil, sonra kahve yesil ve daha
sonra kahve renkli olarak goézlemlenmistir. Sekiz
hafta sonra elde edilen verilerle yapilmis olan
varyans analizi (Cizelge 3) sonuglarina goére yesil
renkli kallus olusum orani ve sirgiin olusum orani
bakimindan ortamlar arasi %1’lik ve kahve yesil
renkli kallus olusum orani ve eksplant basina
ortalama siirglin sayisi bakimindan ortamlar arasi
%5’lik farkhhk gorilmustir. Ancak, kahve renkli
kallus olusum orani ve ortalama siirgiin uzunlugu
bakimindan ortamlar arasinda fark bulunmamustir.
Bu denemede farklilik derecesini tespit etmek
amaclyla Duncan testi yapilmis olup, elde edilen
sonuglar Cizelge 4’de verilmistir. Sonuglara gore
yesil renkli kallus olusum orani 0-%100.00 arasi
gozlenmis olup, en fazla %100 yesil renkli kallus
olusum orani 0.75 mg/l BAP ve 0.10 mg/l NAA
iceren MS ortaminda gorilmdistir. Kahve vyesil
renkli kallus olusum orani 0-%66.67 arasi degisim
gozlenmis olup, en fazla %66.67 kahve yesil renkli
kallus olusum orani 0.25 mg/l BAP ve 0.10 mg/I
NAA iceren MS ortaminda gorilmistir. Kahve
renkli kallus olusum orani ise 0-%26.67 arasi
degismistir. Ayrica, slirgiin olusum orani 0-%93.34
arasi degismis olup, en fazla %93.34 siirgiin olusum
orani, 0.25 mg/l BAP iceren MS ortamlarinda
gorulmustar (Sekil 2 a,b). Eksplant basina ortalama
stirglin sayisi 0-5.60 slirglin arasi degismistir ve en
fazla 5.60 sirgin 0.25 mg/l BAP igeren MS
ortaminda gozlenmistir. Ortalama sirglin uzunlugu
ise 0.00-1.60 cm arasi gdzlenmistir.

Nobre (1996), yaptigi calismada, Akdeniz
yoresinde bulunan karabas otu (Lavandula
stoechas)’'nin in vitro klonal cogaltimi igin, dis
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ortamda yetismis bitkilerden alinan koltuk alti
meristem eksplantini kullanmistir. Sonug olarak, 4—
5 hafta sonra sirglin rejenerasyonu 217.2 uM
adenine hemisulfat (AdS) ve 0.05 uM NAA iceren
Margara N30K tuzlari ile olusan ortaminda elde
edilmistir. Portilla vd. (1995), yaptiklari denemede
L. angustifolia’nin in vitro mikrogogaltimi igin
koltuk alti meristemleri kullanilmis olup, farkli
konsantrasyonda NAA, BA kombinasyonlari ve
Hindistan cevizi sutl iceren ve icermeyen MS
ortamlarinda slrgilin rejenerasyon elde etmislerdir.
Dias vd. (2002), Lavandula viridis bitkisinin koltuk
alti meristem eksplantlarin 0.44 uM BAP iceren MS
ortaminda mikrogogaltim yapilmistir. Eksplant
basina en fazla 11.69 adet siirgiin 0.67 uM BAP
iceren %  konsantrasyonlu MS ortaminda
gozlenmistir.

Meristematik ucu, yukardan 1. 2. ve 3.
Koltuk alti meristemi ve epikotil koltuk alti
meristemi eksplantindan 0.25 mg/I BAP iceren MS
ortamda mikrogogaltimi

Mikrogogaltim amaciyla Lavandula stoechas
bitkilerden elde edilen 40 giinlik bitkilerden
meristematik ucu, yukardan 1. 2. ve 3. koltuk alti
meristemi ve epikotil koltukalti meristem eksplanti
0.25 mg/l BAP iceren MS ortaminda kiltlre
alinmistir. Eksplantlar Gzerinde 7-10 glin sonra
siirglin uglart ve daha sonra slirglin olusum
baslamistir. Sekiz hafta sonra elde edilen sonuglari
varyans analizine tabii tutulmustur ve Cizelge 5'de
verilmistir. Sonuglara gore sirgiin olusum orani
bakimindan eksplantlar arasinda %1 diizeyinde ve
ekplant basina ortalama stirglin sayisi bakimindan
ise eksplantlar arasinda %5 diizeyinde farkllik
gorilmiustir. Ancak, istatistiksel olarak nekrotik
kallus olusum orani ve kahve vyesil renkli kallus
olusum orani bakimindan her hangi bir farklilik
gorulmemistir. Eksplantlar arasinda farkliligin 6nem
diizeyini tespit etmek amaciyla Duncan testi
yapilmis olup, elde edilen sonuglar Cizelge 6'de
verilmistir. Sonuclara gore kahve-yesil renkli ve
nekrotik kallus olusum orani sirasiyla 0-%73.34 ve
0-%40.00 arasi gorulmastiir. Strgin olusum orani
%13.34-80.00 arasi degismis olup, en fazla %80.00
sirgin olusumu epikotil koltuk alti meristemi
eksplantindan elde edilmistir. Ayrica, ekplant
basina ortalama sirgln sayisi 1.00-5.34 adet arasi
degismistir. Eksplantlar karsilastirilinca, epikotil
koltuk alti meristemi eksplantindan en fazla 5.34
adet sdrgin elde edilmistir (Sekil 3). Farkh
eksplantlarda ortalama sirgiin uzunlugu 0.8-1.29
cm arasinda degismistir. Nobre (1996), yaptigi
calismada, Akdeniz yéresinde bulunan karabas otu
(Lavandula stoechas)’'nin in vitro klonal ¢ogaltimi
icin dis ortamda yetismis bitkilerden alinan koltuk
alti meristem eksplantini  kullanmistir.  Sonug
olarak, 4-5 hafta sonra silirgiin rejenerasyonu
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217.2 uM adenine hemisilfat (AdS) ve 0.05 puM
NAA iceren Margara N30K tuzlar ile olusan
ortaminda elde edilmistir. Andrade vd. (1999) ve
Echeverrrigaray vd. (2005), sirasiyla L. angustifolia
bitkisinin  bogum ve koltuk alti tomurcuk
eksplantindan farkli oranda BAP iceren MS
ortaminda suirglin rejenerasyonu elde etmislerdir.

Kotiledon bogum eksplantindan elde
edilen sirgiinlerin kodklendirmek igin kullanilan
farkl dozlarda IBA’nin etkisi

L. stoechas kotiledon bogum explantindan
elde edilen sirginlerin koklendirilmesi amaci ile
eksplantlar farkli oranda IBA iceren MS ortaminda
kiltire alinmistir. Eksplantlar {zerinde 6-8 giin
sonra kok wuglari ve daha sonra koék olusum
baslamistir. Sekiz hafta sonra elde edilen verilerle
yapilmig olan varyans analizi sonuglari Cizelge 7’de
verilmistir. Cizelgeye gére kok olusum orani, kok
uzunlugu ve bitki boyu bakimindan ortamlar
arasinda istatistiksel farklihk gérilmemistir. Cizelge
8’de farkli oranlarda IBA iceren MS ortamindan
elde edilen kok olusum orani %25-75 arasi
degismistir. En fazla %75 kok olusumu 0.50 ve 1.00
mg/| IBA igeren MS ortamlarinda gbzlemlenmistir.
Denemede gorilen Kok uzunlugu 1.167-1.930 cm
arasinda meydana gelmis olup, en uzun koék 1.930
cm olarak 1.00 mg/l IBA iceren MS ortaminda
gorilmustir.  Ayrica  koklenen  sirglinlerinin
uzunlugu 3.00-5.37 ¢cm arasi rapor edilmis olup, en
uzun siirglin uzunlugu 5.37 cm olarak 1.00 IBA
iceren MS ortaminda gorilmustir (Sekil 4).

Nobre (1996), yaptigi c¢alismada, Akdeniz
yoresinde bulunan karabas otu (Lavandula
stoechas)’'nin in vitro klonal cogaltimi icin dis
ortamda yetismis bitkilerden alinan koltuk alti
meristem eksplantint  kullanmis olup, stirglin
rejenerasyonundan elde edilen bitkileri 5.4 pM
NAA iceren ortamda koklendirmistir. Portilla vd.
(1995), ise in vitro kosullarda elde edilen strginleri
0.2-0.4 mgl-1 IBA iceren % oranda MS makro,

mikro elementler bulunduran ortamda
koklendirmislerdir.

Elde edilen Dbitkilerin dis sartlara
adaptasyonu

Denemede kullanilan 40 bitki torf igerisine
aktarilmistir ve torf bitki sasirtmak icin en uygun
ortam olarak degerlendirilmistir. 1600C sicaklikta
ve 2 saat sire ile steril edilmis torfta en iyi gelisimi
saglayan bitkilerin, oda sicakliginda ve poset
icerisinde gelismeleri takip edilmistir. Daha sonra,
posetten cikartilmis olup, %45 nem ve oda
sicakhginda biyimesini 4 hafta takip ederek, 40
bitkiden 15 bitki tarlaya sasirtilmistir (Sekil 5).

iklim odasinda gelisen bitkileri tarlaya
sasirtilirken, dikmek amaciyla acilan deliklerin
derinlik ve genislikle beraber topraginin tarla
kapasitesinde oldugu kontrol edilmistir. Bitkiler
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diktikten sonra, etrafinda buharlagmayi engellemek
icin saman 6rtlsi konulmustur. ilk 10 gin her
aksam verilen su, bitkiler lizerinde olumlu etki
yapmis olup ve bitkiler hizli sekilde biyimeye
baslamiglardir. Daha sonra her 7 gilinde bir
sulamanin, bitki gelisiminde herhangi olumlu etkisi
gorulmemistir. Benzer sekilde bitkilerin gelismesini
saglamak ve topragin havalandiriimasi igin iki
haftada bir yabanci ot micadelesinin de bitkiler
Uzerinde pozitif etkileri gdrilmustur.

In vitro kosullarda gelistirilmis bitkilerin bir
¢ogunu seralar veya tarla kosullarinda dusik
oranda nisbi nem (Brainerd ve Fuchigami 1981),
yuksek yogunlukta 15tk ve c¢evre kosullarindan
kaynaklanan biyotik ve abiyotik faktorlerin etkisi ile
strese girip, yasamini yitirmektedir (Misra ve Dutta
2001). Bitki doku kalturd galismalarinda her bitki
icin adaptasyon sartlar farkli olup, onlarin seralar
ve tarlaya sasirtmadan once kullanilacak toprak tipi
ve iklim kosullarina adaptasyon ve optimizasyon
¢ok 6nem tasimaktadir. Bazen in vitro kosullarda
gelismis bitkilerde  fotoototrofik  yapisinin
olmadigindan adaptasyonda zorluk goriinmektedir
(Fujiwara vd. 1988). Sonugta, doku kultiri
¢alismalarinda her zaman adaptasyona en buyik
sorun olarak rastlanmaktadir ve doku kiltlrd ile
cogaltilmis bitkilerin yayginlastirmada bir engel ve
glic olarak degerlendirilmektedir. Her bitkiyi

ahstirmak igin farkli kosullar gerekebilmektedir,
ancak, tim arastiricilar, in vitro kosullarda
gelistirilmis bitkilerin fizyolojik ve anatomik olarak
¢ok narin oldugundan dis kosullara alistirma
calismalarda bitkilerin sasirtiimis topragin uygun
olmasini  ve yavas vyavas alistirnilmasinin
adaptasyonunda etki oldugunu vurgulamaktadirlar
(Hazarika 2003). Doku kaltur ¢alismalarinda dis
kosullarina adaptasyon buyuk bir sorundur ve
bazen olumsuz kosullardan dolayi elde edilen
bitkilerin dis kosullara adaptasyon saglamak c¢ok
zor olmaktadir. Nobre (1996), yaptigl ¢alismada,
Akdeniz yoresinde bulunan karabas otu (Lavandula
stoechas)’'nin in vitro klonal ¢ogaltimi icin dis
ortamda yetismis bitkilerden alinan koltuk alti
meristem eksplantindan elde edilmis sirginleri,
5.4 uM NAA iceren ortamda koklendirmis olup,
%100 adaptasyon saglamistir. Tsuro vd. (1999),
Lavandula angustifolia’nin yaprak eksplantlarindan
adventif surgin rejenerasyon ile elde edilmis
bitkileri IBA iceren % MS ortamda koklendirilmis
olup, adaptasyon icin sera kosullarinda vermikdilit
kullanmistir. Falk vd. (2009), 400 adet Lavandula
angustifolia  bitkisinin  in  vitro  kosullarda
gelistirilmis olup, dis sartlara adaptasyonunu
saglamak icin potting soil/saksi topragi (organik
maddeler, kum, ve perlit) kullanmislardir.

Cizelge 1. Farkh gamasir suyu oran ve uygulama sireleri sonucunda L. stoechas bitkisi tohumlarinin gimlenme
ve bulagikligi ile ilgili verilerin varyans analizi sonuglari.

Bulasikhg
Cimlenme orani (%) u'asfkligin orani

VK SD (%)

KO F KO F
Uygulama Siiresi x Camasir Suyu Orani 11 1417.17  2.45° 714.14  1.84%
Hata 24 577.78 388.89
Genel Toplam 35

* p<0.05 diizeyinde 6nemlidir

Cizelge 2. Farkli gamasir suyu oran ve uygulama siireleri sonucunda L. stoechas tohumlarinin ¢imlenme ve

bulasikligi ile ilgili sonuglari.

Muamele Cimlenme orani (%)* Bulasik orani (%)
. Camasir suyu

Sure (dk) orani (%)

10 20 80.00 ab 20.00 ab

7 20 100.00 a 0.00b

4 20 46.67 b 40.00 a

10 15 46.67 b 33.33 ab

7 15 86.67 ab 13.33 ab

4 15 60.00 ab 33.33ab

10 10 53.33 ab 40.00 a

7 10 46.67 b 26.67 ab

4 10 93.33ab 0.00b

10 5 100.00 a 0.00b

7 5 93.33 ab 6.67 ab

4 5 80.00 ab 20.00 ab

* Ayni sttun daki harfler 0.05 diizeyinde Duncan testine gére farkli gruplar gostermektedir
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Sekil 1. MS ortaminda ¢imlenen Lavandula stoechas tohumlari (bar = 1.2 cm).
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Cizelge 3. L. stoechas bitkisinin kotiledon bogum eksplantindan mikrogogaltim i¢in kullanilan farkli BAP ve NAA
dozlarinin etkilerini belirlemek amaciyla yapilan varyans analiz sonuglari.

Yesil renkli kallus olusum

Kahve -Yesil renkli kallus

Kahve renkli kallus

VK sD orani (%) olusum orani (%) olusum orani (%)

KO F KO F KO F
Ortam 11 4366.67 14.03™ 1135.35 2.92" 487.88 1.165d
Hata 24 311.11 388.89 422.22
Genel Toplam 35

Suirglin olusum orani (%)

Eksplant basina ortalama

Ortalama siirglin

VK SD slirglin sayisi (adet) uzunlugu (cm)

KO F KO F KO F
Ortam 11 2662.63 4.28™ 7.61 2.21° 0.77 1.87%4
Hata 24 622.22 3.44 0.41
Genel Toplam 35

* p<0.05 dizeyinde 6nemlidir; ** p<0.01 dizeyinde 6nemlidir

Cizelge 4. L. stoechas bitkisinin kotiledon bogum eksplantindan mikrogogaltim igin kullanilan farkli BAP ve NAA

dozlarinin etkileri.

Ortam ) ) Kahve Yegsil Kahve Eksplant

Yesil renkli kallus X ) N basina Ortalama

renkli kallus renkli kallus  Siirglin olusum P

olusum orani o\ ortalama surglin

JUN olusum orani olusum orani (%) P o
BAP NAA (%) (%)* orant (%) surglin sayisi uzunlugu (cm)
(mg/1) (mg/1) (adet)*
0.25 0.00 0.00d 6.67 b 0.00 93.34a 5.60a 1.60a
0.25 0.05 13.34d 0.00b 20.00 66.67 ab 1.67b 1.19 abc
0.25 0.10 0.00d 66.67 a 33.34 0.00 e 0.00 b 0.00 ¢
0.50 0.00 86.67 a 0.00b 0.00 13.34 cde 2.67 ab 1.09 abc
0.50 0.05 26.67 cd 0.00b 20.00 53.34 abcd 3.56 ab 1.32ab
0.50 0.10 20.00 cd 20.00 b 0.00 60.00 abc 2.39ab 1.10 abc
0.75 0.00 46.67 bc 0.00 b 26.67 26.67 bcde 2.37 ab 0.67 abc
0.75 0.05 66.67 ab 0.00b 0.00 33.34 bcde 0.67b 0.67 abc
0.75 0.10 100.00 a 0.00 b 0.00 0.00 e 0.00 b 0.00 ¢
1.00 0.00 80.00 a 0.00 b 0.00 20.00 bcde 1.67b 0.67 abc
1.00 0.05 93.34a 0.00b 0.00 6.67 de 1.00 b 0.34 bc
1.00 0.10 86.67 a 0.00 b 0.00 13.34 cde 1.00 b 1.00 abc

* Ayni stitun daki harfler 0.05 diizeyinde Duncan testine gore farkl gruplari gostermektedir
** Ayni siitun daki harfler 0.01 diizeyinde Duncan testine gore farkli gruplari géstermektedir
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Sekil 2. Kotiledon bogum eksplantindan adventif siirglin rejenerasyonu igiﬁ rkI| BAP ve NAA dozlarin etkileri,
(a) 0.25 mg/I BAP iceren MS ortaminda Lavandula stoechas bitkisinde kotiledon bogum eksplanti Gizerinde
suirgtin olusumu ve (b) 0.75 mg/I BAP iceren MS ortaminda sirgin ve kahve kallus olusumu (bar a, b =2.5 cm).

Cizelge 5. L. stoechas bitkisinin meristematik ucu, yukardan 1, 2. ve 3. koltuk alti meristemi ve epikotil koltuk
alti meristemi eksplantlarindan 0.25 mg/| BAP iceren MS ortamindaki mikrogogaltim ile ilgili verilerin varyans

analiz sonuglari.

Kahve-Yesil renkli kallus olusum

Nekrotik kallus olusum

Surglin olusum orani

VK SD orani (%) orani (%) (%)
KO F KO F KO F
Eksplantlar 4 2160.00 3.11% 666.67 1.25% 2626.67 24.62"
Hata 10 693.33 533.33 106.67
Genel Toplam 14
Explant basina ortalama slrgin
sayisi (adet) Ortalama siirgiin uzunlugu
VK sD (cm)
KO F KO F
Eksplantlar 4 7.78 4.14" 0.12 0.919%¢
Hata 10 1.88 0.13
Genel Toplam 14

* p<0.05 dizeyinde 6nemlidir; ** p<0.01 dizeyinde 6nemlidir

Cizelge 6. L. stoechas bitkisinin meristematik ucu, yukardan 1, 2. ve 3. koltuk alti meristemi ve epikotil koltuk
alti meristemi eksplantindan 0.25 mg/| BAP iceren MS ortamindaki mikrogogaltim sonuglari.

Ortam Kahv? vesil Nekrotik kallus Surgtn Explant basina -
renkli kallus olusum . Ortalama surgiin
olusum orani ortalama sirgiin M
olusum orani orani uzunlugu (cm)
(%) - sayisi (adet)*
(%) (%)
Explant BAP
Meristematik ug 0.25 40.00 ab 0.00 60.00 a 3.05 ab 1.24
Yukardan 1. Koltuk alt 0.25 40.00 ab 40.00 20.00 ¢ 3.00 ab 1.00
merstemi
Yukardan 2. koltuk alt 0.25 73342 13.34 13.34¢ 2.00b 0.80
merstemi
Yukardan 3. koltuk alt 0.25 53.34a 26.64 20.00 ¢ 1.00b 1.00
merstemi
Epikotil koltuk alti meristemi 0.25 0.00b 20.00 80.00 a 5.34a 1.29

* Ayni situn daki harfler 0.05 dizeyinde Duncan testine gore farkli gruplari gostermektedir
** Ayni sutun daki harfler 0.01 diizeyinde Duncan testine gore farkli gruplari gostermektedir
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Sekil 3. Meristematik ucu, yukardan 1., 2. ve 3. Koltuk alti meristemi ve epikotil koltuk alti meristemi
eksplantindan 0.25 mg/I BAP iceren MS ortamda mikrogogaltim (bar =1 cm).

Cizelge 7. Lavandula stoechas kotiledon bogum eksplantindan elde edilen sirgiinleri koklendirmek igin
kullanilan farkli IBA dozlarinin etkilerini belirlemek amaciyla yapilan varyans analiz sonuglari.

Kok olusum orani (%) Kok uzunlugu Bitki boyu
VK SD (cm) (cm)

KO F KO F KO F
Ortam 3 1875.00 2.77% 0.32 0.58% 2.82 0.73%
Hata 8 677.00 0.55 3.87

Genel Toplam 11

Cizelge 8. L. stoechas kotiledon bogum eksplantindan elde edilen sirgiinleri kéklendirmek icin kullanilan farkh
IBA dozlarinin etkileri.

Ortam & & itki
1BA (mg/l) Kok olusum orani (%) :(cc::)uzunlugu ?CI::; boyu
0.25 41.66 1.62 4.11
0.50 75.00 1.40 4.06
0.75 25.00 1.17 3.00
1.00 75 .00 1.93 5.37

Sekil 4. Kotiledon bogum eksplantindan elde edilen sirglinlerin koklendirmek Gzerine farkli dozlarda IBA’nin
etkisi, koklendirilen Lavandula stoechas bitkileri (bar =1 cm).
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Sekil 5. Elde edilen bitkilerin dis sartlara adaptasyonu, tarladaki Lavandula stoechas bitkileri.

Sonug ve Oneriler

Doku kultiri calismalarinda sterilizasyon,
¢imlenmeyi dogrudan etkilemekte olup, 6nemli rol
oynamaktadir. Bu ¢alismalarda Lavandula stoechas
icin 7 dk, %20 camasir suyu ile sterilizasyon uygun
gorialmustiar. Ayrica denemede kotiledon bogum,
meristematik ucu, yukardan 1. 2. ve 3. koltuk alti
meristem ve epikotil koltuk alti meristem
eksplantlari kullanilmis ve yiiksek oranda sirgin
rejenerasyon saglanmistir. Siirglin rejenerasyonu
ve deneme siiresi bakimindan en iyi eksplant
kotiledon bogum oldugu gozlemlenmistir. Daha
sonra elde edilen Lavandula stoechas stirginlerinin
koklendirilmesi 1.00 mg/I IBA iceren MS ortaminda
yapilmistir. Bitki doku kiltiirG ¢alismalarinda her
bitki icin adaptasyon sartlar farkli olup, onlarin
sera ve tarlaya sasirtmadan once kullanilacak
toprak tipi ve iklim kosullarina adaptasyon
optimizasyonu c¢ok ©6nem tasimaktadir. Ayrica,
doku kultlr cahismalarinda elde edilen bitkilerin dis
sartlara adaptasyon saglamsi ¢ok zor bir slrectir.
Calismada, in vitro kosullarinda gelistirilmis bitkiler,
Mayis ve Eylul aylari arasi tarlaya sasirtilmistir.
Sonug¢ olarak Tirkiye ve dinya icin ekonomik
6nemi olan Lavandula stoechas’in in vitro sirgln
ve kok olusumu ve daha sonra elde edilen bitkilerin
ex vitro adaptasyonu acisindan, 6nemli bulgular
elde edilmis olup, bitkilerin ¢ogaltilmasina yonelik
protokol optimize edilmistir. Bu protokol dan yola
cikarak diger Lamiaceae familyasina ait tibbi ve
aromatik bitkilerde yapilacak doku kiltirid ve gen
aktarimi  galigmalarinda kullaniimasi ile olumlu
sonuglara varilacagi inanilmaktadir.
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¥Bu ¢alisma doktora tezinden uretilmistir.

Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarlari aralarinda
herhangi bir c¢ikar catismasi olmadigini beyan
ederler.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti: Yazarlar
makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini
beyan ederler.
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