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ONSOZ
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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

LAVANDUALA ANGUSTIFOLIA MIIL. (INGIiLiZ LAVANTASI)’ IN MIKROCOGALTIMI
VE IN VITRO KOSULLARDA URETILEN FIDELERIN FENOLIK BILESIKLERININ
ANALIZI

Kiibra SIVRIKAYA

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danigman: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2013, 75 Sayfa

Tibbi ve aromatik 6zelliklere sahip olan Lavandula angustifolia Mill.” e ait siirgiin ucu
eksplantlarinin farkli besin ortamlarinda biiylime 6zellikleri incelendi, fidelerin ugucu yag
verimleri belirlendi; ve son olarak fenolik bilesikleri analiz edildi. Cimlendirme, siirgiin
olusumu ve gelisimi i¢in en uygun besin ortamlar1 ayr1 ayri arastirildi. Bu bitkinin
mikrogogaltim potansiyelini gozlemlemek i¢in Murashige ve Skoog (MS; 1962) temel besi
ortamina farkli derisimlerde Benzilaminopiirin (BAP), 6-Furfurilaminopiirin (kinetin) gibi
bitki bliyiime diizenleyicileri ilave edildi. En iyi ¢gimlenme (%65), 0,5 mg/L Naftalen Asetik
Asit (NAA) igeren MS besi ortaminda gergeklestirildi. Cimlendirilmis fidelerden elde edilen
slirgiin ucu eksplantlar1 16 fakli MS ortamina aktarildi ve biiylime parametreleri incelendi. En
iyl c¢oklu siirgiin gelisimi 1 mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA iceren MS besi ortamlarinda
gozlendi. Kiiltiire alinan eksplantlarda en uzun boylu fideler 1,5 mg/L Kinetin + 0,05 NAA
mg/L igeren MS besi ortaminda elde edildi. Siirgiin ucu eksplantlar1 2 mg/L BAP + 0,05 mg/L
NAA ve 2 mg/L TDZ + 0,05 mg/L igeren MS besi ortamlarinda yiiksek oranda kallus
olusturdu. Siirglin kiiltiir hatlarindan elde edilen 6ziitlerden 4 fenolik bilesik (ferulik asit,
gallik asit, klorojenik asit ve rozmarinik asit) HPLC ilekalitatif ve kantitatif olarak analizi
edildi. En yiiksek ugucu yag verimi %3,37 oranla 1 mg/L kinetin + 0,05 NAA igeren MS

ortamlarindan elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Lavandula angustifolia, /n vitro bitki doku kiiltiirleri, Fenolikler
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Master Thesis
SUMMARY

MICROPROPAGATION OF LAVANDULA ANGUSTIFOLIA MILL.(ENGLISH
LAVENDER) AND THE ANALYSIS OF PHENOLIC COMPOUNDS OF THE
PLANTLETS WHICH ARE PRODUCED /N VITRO CONDITIONS

Kiibra SIVRIKAYA

Karadeniz Techinal University
The Graduate School and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2013, 75 Pages

Growth characteristics of the shoot-tip explants obtained from Lavandula angustifolia, an
aromatic and medicinal plant, on various media were examined, the essential oil yields of the
seedlings grown in vitro were determined and finally their phenolic constituents were analyzed. The
most suitable media for germination, shoot formation and development were individually investigated.
In order to observe the micropropagation potential of the plant studied, Murashige ve Skoog(MS;
1962) basal medium was supplemented with various concentrations of plant growth regulators; e.g.
benzylaminopurine (BAP), 6-furfurylaminopiirine (kinetin). The best germination (65 %) was
achieved on MS medium supplemented with naphtalene acetic acid (NAA, 0,5 mg/L). The shoot tip
explants obtained from the newly germinated seedlings were then transferred to sixteen different MS
media where their growth parameters were individually examined. The best multiple shoot
development was observed on MS basal media supplemented with BAP (1 mg/L) plus 0,05 mg/L
NAA (0.05 mg/L). Amongst the all cultured explants, the tallest seedlings were obtained from the
media containing Kinetin (1.5 mg/L) + NAA (0,05 mg/L). Shoot node explants formed callus at higher
frequencies when they were cultured on a MS basal medium supplemented with | BAP (2 mg/L) +
NAA (0,05 mg/ L). The extracts obtained from the shoot culture lines were analyzed qualitatively and
guantitatively in terms of their four different phenolic constituents, namely ferulic acid, gallic acid,
chlorogenic acid and rosmarinic acid by using HPLC. The highest essential oil yield (3.37 %, v/w)
was obtained from the seedlings cultured on MS medium with kinetin 1 mg/L plus NAA (0.05 mg/L).

Key Words: Lavandula angustifolia, in vitro, micropropagation, phenolics
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1. GENEL BIiLGILER
1.1. Giris

Insanoglu varolusundan itibaren bitkilerle siki bir etkilesim igerisinde olmustur.
Faydali gordiikleri bitkileri tanimis, tanitmis ve hastaliklarin tedavisinde kullanmistir.
Sahip olduklar1 karmasik kimyasal yapilarindan dolay1 geleneksel tedavinin de temelini
olusturmuslardir. Tarihsel siire¢ icerisinde Ozellikle de arkeolojik bulgular goz Oniine
alindiginda, ilkcaglardan beri insanlar ¢evrelerindeki bitkileri kullanarak dertlerine sifa
aramiglardir. Bu bilgiler caglar boyunca kullanim sekillerindeki bazi degisiklik ve
gelismelerle birlikte nesilden nesle aktarilarak gilinlimiize kadar ulagsmistir (Altan ve
ark.,1999; Baytop, 1999; Lev ve Amar, 2000; Tiitenocak, 2002; Heinrich ve ark., 2004;
Kogyigit, 2005; Deniz ve ark., 2010).

Gilinlimiizde bitkiler, ilaclarin ham maddesi olma yoniinde ¢ok Onemli bir
konumdadirlar. Bitkilerle tedavi yontemleri pek ¢ok arastirmaya konu olmakta ve 6zellikle
gelismis {ilkelerde alternatif tip adiyla sifali bitkilerin 6nemi giin gegtikce daha da
artmaktadir. Insanlarin sentetik ilaclardan olan beklentisinin azalmasi, bitkisel kaynakli
ilaglara olan egilimi arttirmaktadir. Devletlerin bu alana ayirdigi 6denek her gegen giin
daha da artmaktadir. Diinya Saglk Orgiitii (DSO) verilerine gére diinya niifusunun % 80'i
bitkisel ilaclarla tedavi olmaktadir. Bu amagla 20 bin bitki ve 4 bin bitkisel drog'un
kullanildig1 ve 400 tanesinin ise aktif olarak ticaretinin yapildig1 belirtilmektedir. Tiirkiye
kodeksinde kayitli 140 tibbi bitki vardir. Fakat Tiirkiye'de 500 kadar bitkinin tedavi amagh
kullanildig1 bildirilmektedir (Baser, 2001; Ozgiiven ve ark. 2005).

Tiirkiye, mevcut bitkisel gesitliligi yoniinden oldukca dikkate deger ve zengin bir
floraya sahiptir. Bu zenginlik; Ug fitocografik bolgenin kesistigi bdlgede bulunmasi,
Giiney Avrupa ile Giiney Bat1 Asya arasinda koprii olmasi, pek ¢ok cins ve seksiyonun
orijin ve farklilasma merkezinin Anadolu olusu, ekolojik ve fitocografik farklilasmanin
sonucu olarak tlir endemizmi’nin yiiksek olmasina neden olmustur (Tan 1992, Digrak ve
ark. 2002).

Son yillarda bitkisel kokenli ilaglarin tedavi amaciyla ragbet gormesi, kokulu
bitkilerin parfiimeri, gida ve kozmetik sanayinin esas hammaddesini olusturmasi, yeni

kullanim alanlariin ortaya ¢ikmasi tibbi ve aromatik bitkilere olan talebi arttirmistir. Bu



bitkiler son zamanlarda gida sektorii basta olmak {izere boya sektorii, siis bitkisi, insektisit
vb. endiistri kollarinda kullanilmaktadir ve kullanimlar1 da giderek artmaktadir. Iste birgok
tilkketim alan1 bulunan tibbi ve aromatik bitkiler zaman i¢inde artarak ¢ok onemli bir hale
gelmis, higbir zaman Onemlerini yitirmemislerdir. Son zamanlarda dogaya doniis olarak
adlandirilan dogal beslenme ve dogal tedavi yontemleri de lilkemizde ve diger diinya
tilkelerinde bu bitkilere olan ilgiyi artirmistir (Kan ve Ark 2006).

Tibbi ve aromatik bitkiler grubunda yer alan Lamiaceae ya da diger adiyla Labiatae
(Ballibabagiler) familyasina ait bitkiler hemen hemen biitiin habitatlarda ve yiiksekliklerde
yetismekte, Kutuplar' dan Himalaya' lara, Giliney Dogu Asya'dan, Hawaii ve
Avusturalya'ya, hatta Afrika ve Amerika'ya kadar genis bir alanda yayilis géstermektedir
(Heywood, 1996). Tiirkiye, Lamiaceae familyasi i¢in 6nemli gen merkezlerinden birini
olusturmaktadir. Ulkemizde bu familya 45 cins, 565 tiir ve toplam 735 takson ile temsil
edilmektedir (Gliner ve ark., 2000). Lamiaceae familyas1 iiyelerinin ¢ogu ugucu yaglar,
aromatik yaglar ve benzeri sekonder metabolitler bakimindan zengin olmasi sebebiyle tip,
eczacilik, gida, kozmetik ve parfiimeri gibi alanlarda oldukga biiylik 6neme sahiptir. Diger
taraftan bu familya tyelerinin tilkemizdeki etnobotanik kullanimi da olduk¢a yaygindir.
Ulkemizde kullanilist olan, yerli ve kayitli aromatik bitki sayismin 120 kadar oldugu ve
bunlarin % 40’1nin Labiatae familyasi iginde yer aldig1 belirtilmektedir (Baytop, 1984).

Lamiaceae familyasi lavanta tiirleri ile ekonomik yonden biiyilk dneme sahiptir.
Lavanta (Lavandula sp.), Lamiaceae familyasindan ¢ok degerli bir ugucu yag bitkisidir
(Guenther, 1952). Cogu Akdeniz orjinli olan 39 kadar lavanta tiiri (Lavandula sp.)
bulunmaktadir. Diinyada ticari degeri yiiksek olan ii¢ 6nemli lavanta tiirti vardir. Bunlar,
Lavander (Lavandula angustifolia Mill. = L. officinalis L. = L. vera DC), Lavandin
(Lavandula intermedia Emeric ex Loisel. = L. hybrida L.) ve Spike lavander (Lavandula
spica = L. latifolia Medik.)’ dir. Ingiliz lavantas: olarak adlandirilan lavander cesitlerinin
ucucu yag Kkalitesi, melez lavanta olarak adlandirilan lavandin ¢esitlerininden daha
yiiksektir (Beetham ve Entwistle, 1982).

Lavanta bitkisininde diger aromatik bitkilerde oldugu gibi {iretimi ve ¢ogaltiimasi
generatif ve vejetatif olarak baslica iki yolla gergeklestirilir. Baz1 lavanta tiirleri sadece
generatif olarak tohumlariyla, baz1 tiirleri ise vejetatif olarak siirgiin ¢elikleriile bazi
lavanta tiir ve ¢esitleri ise her iki yolla daha kolay ve hizl1 bir sekilde ¢ogaltilabilmektedir.
Son yillarda doku Kkiiltiirleri ile 6zellikle tibbi ve aromatik bitkilerin mikrogogaltim

teknikleri konusunda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Ozellikle tohum ile gogaltma



problemi olan tiirlerde doku Kkiiltiirleri ile mikrogogaltimi aragtirmalar1 biiylik deger
kazanmigtir. Mikrogogaltimin, hastalik ve zararlilardan arindirilmis tek 6rnek (homojen)
bitkisel materyal elde edilmesi, klasik yontemlerle zor iiretilen tiirlerin daha kolay iiretimi,
secilen Ustiin genotiplerin hizl {iretimi, genis alanlara ve is giiciine ihtiya¢ duyulmaksizin
ve mevsime bagl kalmaksizin her donemde iiretime imkan tanimasi gibi pek ¢ok

avantajlar1 vardir (Bajaj vd., 1988).

1.2. Bitki Doku Kiiltiirii ve Mikrogaltim

Bitki doku kiiltiirti; steril sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre
(meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (cesitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni
doku, bitki veya bitkisel tiriinlerin (metabolitler gibi) tiretilmesidir. Eksplant bitkinin ¢esitli
kisimlarindan alinabilen kiiltiir baglatmada kullanilabilecek bitki parcalaridir. Yeni gesit
gelistirmek ve mevcut gesitlerde genetik ¢esitlilik olusturmak doku kiiltiiriiniin temel
amagclar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme
aragtirmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin
korunmasinda ve c¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin {iretilmesinde, ¢esitli doku kiiltiirii
yontemleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Babaoglu ark., 2001).

Bitki doku kiiltiirii teknikleri uygulama alanlar1 bitki biyoteknolojisi ¢aligmalarinin
da 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadirlar. /n vitro’da, bircok otsu ve odunsu bitki tiirii
kiiltiire alinabilir ve bu bitki kiiltiirlerinin bilimsel uygulamalarin yaninda ticari
uygulamalari da yapilabilmektedir (Babaoglu ark., 2001).

Bitki doku kiiltiirii, bitki besin elementleri, vitaminler, su, katilastirici ve gerekli
durumlarda bitki biiylime diizenleyicileri eklenen agzi kapali 151k gegirebilen steril
kaplarda, sterilize edilmis bitki materyalinin, steril kabin iginde bu kaplara yerlestirilerek
yetistirilmesi iglemidir. Doku kiiltiirii steril kosullarda, siirekli ve ayni genetik yapiya sahip
bitkilerin tiretimidir (Ahloowalia ark., 2002).

Bitkinin gelismesi i¢in en uygun c¢evre sartlart (pH, 1s1k, sicaklik ve nem) ve
istenmeyen mikrobiyal gelisimler kontrol altinda olmalidir. Bitki doku kiiltiirii farkli
yontemler altinda toplanmaktadir. Eksplant adi verilen yeni bitkiyi olusturacak bitki

parcasinin ana bitkinin hangi kismindan alindigina, iretilecek formuna ve gelisim



sathalarina gore (meristem, organ, anter, oviil, kallus, hiicre, protoplast, somatik
embriyogenesis vb. kiiltiirler) farkli yontemlerle isimlendirilir.

Doku kiiltiirtinde en yaygin ve etkili olarak kullanilan yontem meristem kiiltiirtidiir.
Meristem kiltiirii, bitkilerin biiyliime konileri bulunan koltuk alt1 ya da tepe siirgiinlerinin
eksplant olarak kullanilarak yapildigi ¢ogaltim teknigidir (Turhan, 1997).

Kallus kiiltiirti, yaralanma sonucu olusturulan, diizensiz kiitlelerin iiretimi ve devami
islemidir. Organ olusumunun gerc¢eklesmedigi, farklilasmanin olmadigi, yara dokularina
kallus denilmektedir.

Mikrogogaltim; kisaca doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak bitki tiretmek anlamina
gelirken; mikrogogaltim bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline
sahip bitki kisimlarindan (embriyo, tohum, govde, siirgiin, kok, kallus, tek hiicre ya da
polen tanesi vb.) yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni bitkilerin elde
edilmesi olarak tanimlanmaktadir (Mansuroglu ve Giirel, 2001). Bitkilerin uygun besin
maddeleri ihtiyaclari, hormon ve Kkiiltiir istekleri yeterince biliniyorsa, mikrogogaltim
teknigi kullanilarak tiim bitki tiirlerinin tiretilmesi miimkiindiir (Hartman ve Kester, 1975).

Mikrocogaltim bitki yetistiriciligi ve genetigi yoOniinden Onemli avantajlar
saglamaktadir. Hastalik ve =zararlilardan arindirilmis bitki iiretimi, kitlesel iiretimde
homojenlik, daha kisa kiiltiir siiresi, diger yontemlerle zor iretilen tiirlerin daha kolay
tiretimi, istliin genotiplerin hizli {iretimi, liretimde daha verimli dondr kullanilmasi ve
somoklonal varyasyonlardan dolay1 yeni cesitlerin elde edilmesi bu yontemin esas
avantajlaridir (Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Basarili bir mikrocogaltim 5 asamada gec¢eklesmektedir; 1) hazirlik asamasi, 2)
kiltlir baglangi¢ asamasi, 3) siirgiin cogaltim asamasi, 4) siirgiinlerin koklendirilmesi ve 5)
bitkilerin dis ortam kosullarina aligtirilmasi (Debergh ve Read, 1993).

Hazirlik asamasi, esas olarak bulagsma problemlerinin en aza indirilmesi amaciyla
verici (donor) bitkinin hijyenik kosullarda yetistirilmesini kapsamaktadir. Bulagsmay1
onlemek i¢in doku kiiltiiriiniin i1lk agamasi sayilan sterilizasyon iizerinde 6nemle durmak
gerekmektedir (Hu ve Wang, 1983).

Kiiltiir baslangi¢ asamasi, eksplant secimi ve sterilizasyonu, kiiltiir ortamlarinin
secimi  ve kiiltiirlin  Yiiriitiilecegi  ¢evresel kosullarin  belirlendigi  asamadir.
Mikrogogaltimda ¢ogunlukla eksplant olarak tepe (apikal) ve koltuk alt1 (aksiller)
tomurcuklar segilmekle birlikte, farkli organlar da eksplant olarak kullanilmaktadir
(Huang ve Chu, 1987).



Mikrogogaltimda kullanilan eksplantlar aseptik kosullara konulmadan once tam
anlamiyla sterilize edilmelidir. Sterilizasyon ydntemleri verici (dondr) bitkinin yetistigi
ortamin Ozelliklerine ve eksplantin alindig1 organa gore farklilik gostermektedir.
Kullanilacak dezenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve uygulama siiresi
sterilizasyonun basarisin1 etkilemekte ve bitki tlirline gore degismektedir. Ayrica bitki
dokularinin zarar gormemesine dikkat edilmelidir (Babaoglu vd., 2001).

Her bitki tiirii i¢cin kullanilan besin ortamlar1 benzer maddeleri igermektedir. Bunlar,
inorganik maddeler (makro ve mikro elementler), organik maddeler (myo-inositol,
thiamin-HCI, adenin siilfat, pridoksin-HCI, nikotinik asit), bitki biiyiime diizenleyicileri
(sitokininler, oksinler, gibberellinler) ve seker, agar gibi diger maddelerdir. Fakat kiiltiir
amacina ve bitki Ozelligine bagli olarak ortam bilesimi ve derisimlerinde degisiklik
olabilmektedir (Scholten ve Pierik, 1998).

Babaoglu ark., (2001) giiniimiizde en ¢ok kullanilan yapay besi ortaminin, 1962
yilinda Murashige ve Skoog tarafindan gelistirilen Murashige Skoog (MS) ortami
oldugunu belirtmislerdir. 1962 yilinda yine Murashige ve Skoog tarafindan tiitiin bitkisi
icin gelistirilen yiiksek tuz icerikli MS ortaminin ise 6zellikle diisiik yogunluklarda bir¢ok
bitki tiirtinde koklendirme g¢alismalarinda kullanildigini rapor etmislerdir (Murashige &
Skoog).

Kiiltiir odasindaki 151k, sicaklik ve nem gibi ¢evresel faktorler bitki tiirlerinin istegine
gore degismekle birlikte 18-28 °C arasinda fakat ¢ogunlukla 23 °C sicaklik, 16 saat 151k 8
saat karanlik fotoperyot, genellikle 30 p mol. m?. sn™ 1k ve cogunlukla beyaz floresan
lambalar optimum kosullardir (Werbrouck ve Debergh, 1994; Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Stirglin ¢ogaltim asamasi, genel olarak baslangic i¢in kullanilan ortamlar ¢ogaltim
asamasinda da kullanilmakla birlikte, bazi durumlarda degisiklik yapilabilmektedir. Bitki
dokularindan organ farklilagsmasinda oksin ve sitokininler 6nemli rol oynamaktadir.
Sitokinin/oksin oraninin yiiksek olmasi siirgiin olusumunu, oksin/sitokinin oraninin yiiksek
olmasi1 kok olusumunu, oksin ve sitokinin ayn1 miktarda kullanilmasi ise kallus olusumunu
desteklemektedir. 6-benzil amino piirin (BAP) ¢ok sik kullanilan ve genellikle olumlu
sonuglar veren bir sitokinindir. Genel olarak 1-2 mg/L sitokinin ¢ogu sistemde yeterlidir.
Yiiksek diizeyler, adventif siirgiin olusumunu arttirma egilimindedir. Thidiazuron (TDZ)
diisiik konsantrasyonlarda (0,05-1,0 mg/L) etkili oldugu i¢in umut veren bir sitokinindir.
Indol-3-asetik asit (IAA) ortamda ¢ok az stabil oldugundan, sentetik oksinlerden naftalen
asetik asit (NAA) ve indol-3-butirik asit (IBA) tercih edilmektedir. Bunlarin siirgiin



cogaltim asamasinda kullanilan oranlar1 0,1-1,0 mg/L’dir. Kallus olusumunu artirma
egiliminde olan 2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D)’in kullanimindan ise kagiilmaktadir
(Werbrouck ve Debergh, 1994).

Aksiller dallar1 kullanilarak yapilan mikrogogaltimda ana bitkiden alinan tek
bogumlu gévde veya dal segmentleri sterilizasyona tabi tutulduktan sonra besin ortaminda
kiiltiire alinir. Ortamdaki biliylime diizenleyicilerinin etkisiyle, aksiler tomurcuklar bir veya
birden fazla siirgiin meydana getirir. Daha sonra tekli siirgiinler ayrilarak taze siirgiin
¢ogaltim ortamina aktarilir ve burada 3-4 hafta igerisinde birgok yeni siirgiin elde edilir.
Yeterli sayida siirgiin elde edildikten sonra bunlarin bir kismi ile ¢cogaltim islemi devam
ettirilirken diger bir kismi1 koklendirme ortamina aktarilir. Yeterli kok sistemi gelistikten
sonra, bitkiler iyi drene olmus saks1 topragina aktarilir ve ilk 10-15 giin boyunca yiiksek
nem altinda tutulur (Bhojwani ve Razdan, 1983).

Koklendirme asamasi, tam bir bitki olusturmak i¢in silirglinler, slirglin olusturma
ortamindan farkli bir hormonal kompozisyona sahip olan yeni bir ortama aktarilmaktadir.
Siirglinler belli bir uzunluga eristikten sonra kdklenme ortamina alinir. Tiirlerin ¢ogunda
koklenmenin desteklenmesi icin NAA ya da IBA (0,1-1,0 mg/L)’e gereksinim duyulur.
Makro ve mikro tuzlarin konsantrasyonu ve uygulama zamani bu yontemin basarisini
belirler. Yiiksek seker konsantrasyonu (% 3-4) koklenmeyi ve bitkilerin kalitesini artirir.
Adventif ve aksiller siirglin gelisimi ortamlarinda sitokininin varligi koéklenmeyi
engellemektedir (Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Bitkilerin dig ortam kosullarina alistirllmasi asamasi; steril kosullarda, diisiik 151k
yogunlugunda, yiiksek nem iceren ve tiim besin maddelerinin bulundugu bir ortamda
gelistirilen bitkilerin, daha diisiik nem, daha yiiksek 151k diizeyi ve steril olmayan kosullara
sahip dis ortama aktarilmasi ¢ok dikkat isteyen bir islem olup, bunun asamali olarak
yapilmas1 gerekmektedir. /n vitro kosullarda gelisen kdklenmis bitkicikler dikkatli bir
sekilde dis kosullara aktarilmali ve yiiksek nem (% 90-100) saglanmalidir. Asamali olarak
saksilarin {izerine yerlestirilen cam kaplar agilarak hava sirkiildisyonu saglanmali daha

sonra seradaki 6zel alanlarina alinmalidir (Preece ve Sutter, 1993).



1.3. Bitki Sekonder Metobolitleri

Bitkilerin iyilestirici etkisi dogal yapilarinda yer alan ve sekonder metabolit olarak
adlandirilan kimyasallarin ve bu kimyasallarin farkli kombinasyonlarindan kaynaklanir.
Sekondor metobolitler, besin ve enerji saglama gibi yasamsal degerler tasimalarinin yani
sira yiiksek bitkiler, basta ilag sanayi olmak iizere kimya, besin, kozmetik ve zirai
miicadele alanlarinda yararlanilan dogal iirlinleri {retirler. Yasamsal olarak 6nem
tasimamakla birlikte iretildigi bitkilere bir takim uyumsal degerler ya da avantajlar
saglayan bu bilesiklere “sekonder metabolitler” ad1 verilir (S6kmen ve Giirel, 2001). Say1
ve yapi itibariyle ¢ok fazla degiskenlik gdsteren bu iiriinler esasen ii¢ ana baslhikta
toplanabilir. Bunlar; terpenler, azotlu bilesikler ve fenolik bilesiklerdir. Bitkiler bu
baglamda tam anlamiyla canli “organik kimya fabrikalaridir”. Bilhassa bitkilerin tirettikleri
bu ¢ok amaglh bilesikler insanoglunun ilgisini ¢ekmis, sonugta fitokimya disiplini
dogmustur.

Ila¢ sanayinde kullanilan bazi énemli bitkisel kokenli maddeler sunlardir; digoksin
(kardiatonik), digitoksin (kardiovaskiiler), efedrin (brons acici), kinin, kinidin (sitma
tedavisi), vinkristin, vinblastin, aymalisin (kanser tedavisi) (Fowler, 1982). Thaumatin,
safran, gingeroller, geranial ve neral gibi bilesikler tatlandirici, koku verici ve koruyucu
olarak besin ve gida sanayiinde kullanilan bitkisel kdkenli maddelerdir. Giil yagi, lavanta
yagl, yasemin yagi, parfimeride kullanilirken; nikotin, anakardik asit, piretrin, sinerin ve
yasmolin zirai miicadelede kullanilan maddelerdir. Halk arasinda “kocakari ilaglar1” olarak
bilinen bitkilerden yeni ilaclar gelistirilmesinde, etnofarmakoloji biliminin énemli katkis
olmustur. Vinkristin, vinblastin, rezerpin, kinin ve hatta aspirin, ekonomik ve saglik
acisindan bugiinkii 6nemlerini bu arastirmalara bor¢ludurlar (Cox, 1990).

Ugucu, aromatik ya da eterik yag “oda sicaklifinda sivi, bazen donabilen,
buharlastiginda damlatildig1 kagit lizerinde leke birakan ve bitkilerden su buhar1 veya su
distilasyonu ile elde edilen, kokulu karisim” olarak tanimlanabilir (Tanker ark., 1990).
Acikta birakildiklarinda buharlasabildiklerinden dolayr “ugucu ya da eterik yag” adi ile
anilirlar. Ayrica genellikle gilizel kokulu olduklarindan bunlara “esans” da denilmektedir.
Ilk kez Isvecli Paracelcius von Hohhenheim tarafindan “Quintia essentia” olarak
adlandirilimistir (Guenther, 1948). Ancak ucucu yagin elde edilmesinde kullanilan

distilasyon yontemi yaklasik 2000 yil 6ncesinde, Misirlilar, Persler ve Hintliler tarafindan



kullanilmigtir (Baser, 2001). Avrupada distilasyon yontemlerinin gelistirilmesi ise
Paracelcius’un ugucu yag tanimiyla baslar (Guenther, 1948).

Bitki kimyasallar1 arasinda yer alan ugucu yaglar uzun yillardan beri tedavide
kullanilan droglar arasinda yer almaktadir. Halk tibbinda kullanilma amaglar1 esas alinarak
bu droglar iizerinde yapilan farmakolojik arastirmalar sonucunda biyolojik etkilerinin
bazilar1 bilimsel olarak da agiklanmistir (Cubukcu vd., 2002). Ugucu yag farmakolojide,
eczacilikta, fitopatolojide, tibbi ve klinik mikrobiyolojide, koruyucu madde olarak da
yiyeceklerde kullanmaktadirlar (Magiates, 2002). Bu 6zelliklerinden dolay1 bir¢ok tibbi
bitki arasina ugucu yag tasiyan bitkilerde girmistir. Ugucu yaglarin irritan (uyarici),
rubefiyen (deriyi kizartan), nervinatik (sinir yatistiricl), antiromatizmal, ekspektoran
(balgam soktiiriicii), antitussif (6ksiirligli kesen), ditiretik (idrar soktiiriicli), karminatif (gaz
giderici), stomasik (midevi), koleretik (safra sokiicii), antihelmentik (solucan diisiiriicii),
antienflamatuar, antiseptik, antibiyotik ve sedatif etkileri tespit edilmistir (Sakar ve Tanker,
1991; Zeybek, 1985; Ceylan, 1987). Cigekli bitkilerin bulundugu bazi familyalarda ¢ok
sayida tiiriin ugucu yag icerdigi iyi bilinmektedir. Onemli ugucu yag tasiyan familyalar
Apiaceae, Asteraceae, Coniferae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Rosaceae Ve
Rutaceae’ dir (Zeybek, 1985; Ceylan, 1987; Sakar ve Tanker, 1991.)

Fenolik bilesikler adi verilen kimyasallar da bitkilerin iirettigi ve esasen patojen,
bocek ve herbivor saldirilarina kars1 savunma amach iiretilen tirtinlerdir (Taiz ve Zeiger,
2002). Labiatik asit ve diger fenolik asitler, flavonoidler ve polifenoller, Lamiaceae
tirlerinde siklikla rastlanan nutrasotik ve biyoaktif kimyasallardir (Exarchou vd., 2002;
Mastelic ve Jerkovic, 2003).

Fenolik bilesikler fenilalanin aminoasitinden tiiretilen sekonder metabolitlerin biiyiik
bir grubunu olusturur (Mann, 1987; Harborne, 1994). Fenolik bilesikler meyvelere ve
yapraklara renk katma, bdocek c¢ekici veya itici olma, antimikrobiyal aktivite, antiviral
aktivite, radyasyondan koruma ve otgul hayvanlardan korunma gorevi yaparlar (Harborne,
1967; Harborne ve Williams, 2000). insan tiiketimi igin bir bitkinin potansiyeli
degerlendirilirken bu tiir bilesiklerin potansiyel antioksidan aktiviteleri ve fenolik
bilesimlerine bakilir. Bir bitkinin fenolik bilesimi genellikle bitki tiirlerine 6zgiidiir ve
biiyiime kosullaria gore degisebilir (Manach vd., 2004).

Fenolik bilesiklerin pek cogu bitkilerde vakuoller de yer alir ve genellikle alkoller
veya diger organik ¢oziiciilerle oziit edilir. Genellikle bir 6ziitleme sisteminde fenolik

bilesiklerin depolama sirasinda enzimatik bozunma ve polimerazasyona ugrayacagi



olasiligindan dolayr kurutulmus veya dondurulmus halde ekstre edilir (Price vd., 1997).
Ekstraksiyon ¢0Oziiciisii materyale dogrudan eklenir, parcalama ve homojenizasyon
yapilarak bulamag haline getirilir. Bu islemler sirasinda ektraksiyon oranini artirmak igin
ultrasonik ortam da yapilabilir. Bunun disinda perkolasyon veya soxlet extraksiyonunda
kullanilabilir (Cimpan ve Gocan, 2002). Fenolik bilesiklerin ¢oziintirliigii kullanilan
¢oziiciiniin polaritesine baglidir. Genellikle %60-80 (v/v) oraninda sulandirilmis aseton,
etanol, etil asetat veya metanol ¢ozelti karisimlari kullanilir. Uygun bir ekstraksiyon
sistemi ile birlikte kullanildiginda bu ¢o6zelti sistemleri hiicre duvarimi pargalar. Sulu
metanol ¢ozeltileri Ozellikle fenolik asitler ve flavonoidlerin meyve ve sebzelerden
ekstraksiyonu i¢in kullanilmaktadir. Ciinkii bu bilesikler metanol ¢ozeltileri i¢inde oldukga
kararlidir. Ornegin, flavon ve flavonollerin metanol iginde + 4 C’ de ii¢ aydan daha fazla
kararl1 kalabildigi rapor edilmistir (Hertog vd., 1992b).

Fenolik bilesiklerin ayrilmasi, saflastirilmasi ve belirlenmesi igin ¢esitli kromotografi
teknikleri kullanilmaktadir. (Merken ve Beecher, 2000; Robbins, 2003; Shahidi ve Naczk,
2004).

Fenolik bilesiklerin belirlenmesi ve izolasyonu i¢in en yaygin kullanilan teknik
HPLC’ dir. (Merken ve Beecher, 2000; Maatta vd., 2003; Robbins, 2003). HPLC c¢evresel,
endustriyel, klinik, adli ve tiiketici {lirtin 6rneklerinin kalitatif ve kantitatif analizleri igin
genis capta kullanilir. Fenolik bilesikler oziitlenme sirasinda filtre edilerek dogrudan ters
faz HPLC kolonuna uygulanabilir veya jel kromotografik tekniklerle bir 6n fraksiyonlama,
stvi-s1vi ekstraksiyonu veya kati faz ekstraksiyonu uygulanabilir. Tek kullanimlilik C18
kartuslart kullanilabilir. Kati faz ekstraksiyonu fenolik asitler ve flavonoidlerin
fraksiyonlanmasi ve temizlenmesi i¢in tercih edilmektedir. Eliisyon sistemleri genellikle
ikili sulu asitlendirilmis polar ¢oziiciilerdir: Sulu asetik asit, formik asit, perklorik asit veya
fosforik asit iken ikinci ¢6ziicii sistemi metanol veya asetonitril gibi daha az polar organik
coziiclilerdir. Termostatik olarak kolonlar kontrol edilmekte ve sicaklik oda sicakliginin
biraz {izerinde tutulmalidir. Genellikle 1 ile 100 L ’lik 6rnek ¢ozeltileri enjekte
edilmektedir (Robbins, 2003).

Fenolik bilesikler UV 1sinlarin1 absorblar ve 190-380 nm araliginda tipik absorbsiyon
spektrumlarina sahip olduklar1 i¢in bir UV detektoriinde veya fotodioddedektorlerle (Diode
Array Detector -DAD) kolayca analiz edilebilir.
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1.4. Lavandula angustifolia Hakkinda Genel Bilgiler

Hakiki lavanta, tibbi lavanta gibi isimlerle de anilan Lavandula angustifolia Mill.,
Ispanya'dan Yunanistan'a Kuzey Akdeniz'in daglik bélgelerinin orta yiikseltilerinde (600-
1500 m) dogal olarak yayilis gésteren ve tarimi yapilan, 20-60 cm boylanabilen, yari
calimsi, lila veya grimsi mavi renkli ¢i¢ekli, ¢ok yillik bir bitkidir (Ceylan, 1996; Zeybek
ve Zeybek, 1994; Baytop, 1999; Anonim, 2004). Dogal yayilis gosterdigi bolgeler disinda,
lavanta tarimi Bulgaristan, Ingiltere, Almanya, ABD ve Kuzey Afrika'da yapilmaktadir
(Ceylan, 1996). Ulkemiz florasinda ise cinsinin farkl tiirleri bulunmasina ragmen, bu tiir
dogal yayilis gostermemektedir (Davis, 1982; Baytop,1999). Bununla birlikte bu tiire park
ve bahgelerde siis bitkisi olarak rastlanmaktadir (Zeybek ve Zeybek, 1994).

- Alem: Plantae

----- Altalem: Tracheobionta

----- Bolim: Magnoliophyta

----- Sinif: Magnoliopsida

""" Altsmuf: Asteridae

----- Takim: Lamiales

----- Familya: Lamiaceae

----- Cins: Lavandula

- Tir: Lavandula angustifolia Miller

Sekil 1. Lavandula angustifolia Miller ’in taksonomik hiyerarsisi
(Tiirkiye Bitki Veri Servisi, TUBIVES) (URL1)

Ty

—

Sekil 2. Lavandula angustifolia taksonun Tiirkiye iizerindeki dagilis1 (TUBIVES) (URL1)
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CNancy J. Ondra

Sekil 3. a) Lavanta Bahgesi (URL2) b) Lavandula angustifolia bitkisi (URL3)

Lavanta gelikleri ¢ogunlukla ilkbahar veya yaz baslarinda tarlaya dikilir. Lavantada
hasat zamani, ugucu yag verimi ve kalitesi lizerinde ¢ok etkilidir (Weiss, 1997). Lavanta
cigekleri agmaya baslamadan hemen Once gonca halde toplanir ise daha ¢ok ugucu yagi
elde edilir. Tibbi amagla taze ¢i¢ekli dal uglari, parfiimeri ve kozmetik sanayii i¢in ise
kismen kurutulmus ¢i¢ek ve yapraklari kullanilir.

Lavandula angustifolia ‘nin ugucu yaginin % 0-40’ 1 linalol, % 5-55" i de linalil
asetatdir. Bunlarin disinda okaliptol, borneol, geraniol, limonen, sineol gibi maddeler bu
yaglarin bilesenidir. Lavanta yaginin kalitesini ve pazar degerini en basta ugucu yag

kompozisyonu belirler.

1.5. Kullanim Alanlari

Lavanta gicegi tedavide ayn1 familyada (Ballibabagiller) yer alan diger bir¢cok hos
kokulu bitkiler gibi kullanilmaya elveriglidir. Lavanta ¢icegi bir mide dostudur, idrar
soktiiriictidiir, terlemeyi saglar. Bas donmelerine, bas agrilarina i¢ bulantilarina istahsizlik,
mide ve bagirsak sismelerine, sinirlere, kalp carpintilarina, titremelere, gribe, karaciger ve
safra kesesi rahatsizliklarina, sarilifa, genel giicsiizliige, kan toplanmalarina ve genel
gorme zayifliklarina iyi gelir. Lavanta ¢icegi her bicimde, 6zellikle ovusturma, losyon ve
banyo seklinde yara, bere ve kesiklere, siskinliklere, burkulmalara, eziklere ve atletlerin

“formdan diisgme” lerine karsi kullanilir. Gut ve romatizma i¢in olaganiistii bir bitkidir.
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Lavanta c¢icegiyle hazirlanacak banyolar, cocuklart saglikli biiyiitme i¢in diizenli
uygulanmalidir. Bitki bunlardan bagka egzama, sivilce gibi deri hastaliklarina, yaniklara,

iilserlere, yiizeysel iltihapli yaralara kars1 etkisiyle dvgiiye degerdir (Ilisulu 1992).

£
4

-

»

Sekil 4. Lavanta yagi (URL4)

Lavanta yaginin 6zellikle merkezi sinir sistemini uyarict etkisi vardir; uyku verici,
yatistirict, sakinlestirici ve stres kovucudur, dermatolojik olarak cilt yaniklig1 ve
kizarikligina ¢ok faydalidir (Cavanagh ve Wilkinson, 2002). Lavanta yaginin antiseptik
(mikrop oldiiriicii) ve antibiyotik (bakteri 6ldiirticii) etkisi de ¢ok giigliidiir (Lis-Balchin ve
Hart, 1999) Bu nedenle aromaterapi uygulamalarinda lavanta yagmin 6zel bir 6nemi
vardir. Lavanta yag1 ozellikle bergamot, neroli, 1tir ve giil esanslar1 ile iyi bir karigim
yapmaktadir (Zeybek, 1999). Lavanta tomurcuklarindan yapilan herbal ¢aylar, insan
sagligi icin son derece faydalidir. Lavanta yagmin en énemli iki ugucu yag bileseni olan
linalil asetatin narkotik etkisi ve linalooliin ise yatistirict etkisi cok kuvvetlidir. Bu nedenle
lavanta tomurcuklarindan yapilan uyku yastiklari, huzurlu ve kaliteli bir uyku i¢in
vazgecilmezdir (Beetham ve Entwistle, 1982, Baydar, 2010a).

Lavanta bitkisinin ¢i¢eklerinden elde edilenugucu yag, cok genis bir kullanim alam
bulmakta ve parfiim, kozmetik, tat ve koku endiistrileri i¢in 6dnemtasimaktadir (Ceylan ve
vd., 1988; Ceylan ve vd.,1996).
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1.6. Sanayideki Kullanim Alanlari

Ilag sanayinde bazi preparatlara koku vermede, merkezi sinir sistemini diizenleyici
ilaglarin bilesiminde yer almaktadir. Ayn1 zamanda sanayide biinyelerindeki linalol ve
linalil asetattan dolay1 da parfiimeri ve kozmetikte cilt temizleyici losyon, kokulu banyo
sabunu ve képiiklerinin yapiminda kullanilmaktadir (ilisulu 1992). Drog olarak sivilceler,
astim, bronsit, sa¢ dokiilmesi bazi cilt hastaliklari, tenya ve bas donmesine kars1 kullanilan

ilaclarin bilesiminde yer almaktadir.

CH, o CH
== 3
[L/C—O—CHS (lj"/DH
. | - ‘\Iﬁ;H ) | - '\-\_{”"H
H.C CH H,C CH
2 ‘-\..\CH 2 2 ‘\CH 2
(ll: |
C
N P
CH. CH, cH, CH,
Linalyl acetate Linalool

Sekil 5. Linalil ve linalol asetatin yapisi

1.7. Lavantamin Mikrocogaltinu ile Tlgili Literatiir Ozetleri

Celikle cogaltimda bazi lavanta tiirlerinin koklenme kabiliyeti diisiiktiir (Segura ve
Calvo, 1991). Ayrica ¢ok sayida fide elde etmek i¢in uygun celik elde edilmesinde
zorluklarla karsilasiimakta ve geliklerin alinacagi biiyiik bir anag¢ bahgesine ihtiyag
duyulmaktadir. Tohumla tiretimde ise genellikle gelisme yavas olmakta, tohum ¢imlenme
sorunlar1 olusabilmekte ve yabanci tozlasma nedeniyle hem morfolojik olarak hem de
ucucu yag kompozisyonu gibi karakteristik ozellikler bakimindan biiyiik varyasyonlar
olusmaktadir (Nogueira ve Romano, 2002; Zuzarte vd., 2010). Biyoteknoloji kavrami
igerisinde ele alinan in vitro teknikler, bitkilerde ¢ogaltim ve 1slah basta olmak {izere
bircok konuda klasik yontemlerle ¢6ziimii gii¢ ya da olanaksiz olan sorunlara karsi bazen

tek basina ve bazen de klasik yontemler ile birlikte kullanilan tekniklerdir. Bu teknikler ile
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bitki genotipleri kontrollii kosullarda yogun ve c¢ok hizli bir sekilde klonal olarak
cogaltilabilmekte, viriislerden arindirilabilmekte, gen kaynaklar1 dar alanlarda uzun siireli
muhafaza edilebilmekte, somatik embriyolar, homozigot hatlar, sekonder metabolitler
uiretilebilmekte, somaklonal varyasyonlar ve mutasyonlar ile genetik varyasyonlar
yaratilabilmekte, stres kosullarina kars1 genotiplerin direngleri test edilebilmekte, temel
fizyolojik ve biyolojik olaylarin seyri kontrollii olarak izlenebilmektedir (Babaoglu vd.,
2001).

Farkli lavandula tir ve gesitlerinin in vitro kosullarda mikrogogaltim olanaklari
arastirtlmis (Andrade vd., 1999; Nogueria ve Romano, 2002; Echeverrigaray vd., 2005),
bu arastirmalarda in vivo Kosullarda vejetatif olarak gogaltilamayan tiir ve gesitler igin
ancak in vitro mikrogogaltimimn ekonomik olabilecegi belirtilmistir. Literatiire gore tiim
bitkilerde oldugu gibi lavantada anag bitkilerin sinirli veya yetersiz oldugu durumlarda ve
bazi1 degerli lavanta cesitlerin zayif koklenme yeteneginden dolayr fidan ihtiyacim
karsilamak t{izere in vitro kosullarda mikrogogaltima ihtiyag¢ duyuldugundan
bahsedilmektedir. Doku kiiltiirii tekniklerinden faydalanarak in vitro mikrogogaltim
yoluyla saglikli ¢ok sayida lavanta fidan1 tiretimi yapilabildigini bildirmistir (Quzzi (1980).

Portilla vd. (1995) L. angustifolia’nin in vitro mikrogogaltimi i¢in koltuk alti
tomurcuklart kullanilmistir. Bunun i¢in NAA, BAP ‘in farkli kombinasyonlarinin
kullanildigi Hindistan cevizi siitii igeren ve igermeyen MS besi ortamlar1 denenmistir.
Kiiltiirler, 16 saat aydinlik / 8 saat karanlik kosullarda 45 m E m2stisik siddetinde devam
ettrilmistir. 1.15 ya da 3.15 mg/L BAP igeren ortamlarda en iyi gelisme saglanmigtir.
Bununla birlikte, 3.15 mg/L BAP igeren ortamdaki siirgiinler kiigiik yapraklar olusmustur.

Andrade vd. (1999) L. angustifolia’nin in vitro kosullarda mikrogogaltimi {izerine
BBD ‘nin etkisini arastirmak i¢in yaptiklar: arastirmada eksplant olarak bogum pargalari
kullanmislardir. En yiiksek siirgiin gelisiminin TDZ (2.25 uM) ve BA (2 uM) igeren MS
besi ortaminda oldugu tespit edilmistir. Biitiin ortamlarda koklenme oldugu, ancak
koklenme oraninin artan NAA konsantrasyonlarinda arttigin1 gézlemlemislerdir. In vitro
kosullarda iiretilen bitkicikleri basariyla topraga transfer etmisler ve ¢ok sayida uniform
gelisme gosteren, somaklonal varyasyonlarin olmadig bitkiler elde etmislerdir.

Chishti vd. (2006) L. angustifolia tiiriine ait siirgiin ucu eksplantlarinin 2.0 mg/L
BAP iceren besin ortaminda ¢ok sayida siirgiin verdiklerini tespit etmisler, 2.0 mg/L BAP
iceren MS besi ortaminda yliksek oranlarda koklenme saglamiglardir. Ayni arastiricilar

kokli bitkicikleri kum: kil: vermukulit (1:1:1) karisimi olan plastik saksilar igerisine
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aktarmiglar ve iki hafta boyunca 25 £ 2 oC’de ve % 60 nemde bekletmislerdir. Tarla
kosullarina aktardiklart bitkilerin % 70’inin canli kaldigin1 gézlemislerdir.

Areej (2007) L. angustifolia ve L. latifolia’da in vitro mikrogogaltimi tizerine yaptigi
arastirmada, L. angustifolia nin bogum aras1 eksplantindan 0.05 mg/L NAA ve 1.5 mg/L
Kinetin MS besin ortaminda en yiiksek siirgiin olusumu gergeklesmis, en iyi koklenme
orani 0.4 mg/L NAA ve IBA uygulamasindan, L. latifolia 'nin en iyi siirglin olusumu 0.5
mg/L BAP, 0.05, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/L Kinetin ve 0.05 mg/L NAA iceren ortamlarda
gerceklesmis ve siirgiinlerin en yiiksek koklenmesi 0.3 mg/L NAA uygulamasinda tespit
etmis ve elde edilen bitkilerin iki hafta sonra basarili bir sekilde dis ortama aktarildigin
bildirmistir.

1.8. Tezin Amaa

Lavandula angustifolia bitkisine ait tohumlarin in vitro kiiltiirlerinde ¢imlendirme,
stirglin olusumu ve gelisimi denemeleri yapildi ve bu bitkilerin in vitro kiiltiirleriyle
yetistirilen fidelerinin biliylime parametlerileri kaydedildi ve oziitlerinden bazi fenolik
bilesikler elde edildi. Bu ¢alismada da Lavandula angustifolia bitkisinin doku kiiltiirlerinin
yapilabilecegi ve ekonomik degeri yiiksek bazi fenolik bilesiklerinin tespiti ile ugucu yag

veriminin belirlenmesi amaglandi.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

Bu calismada Lavandula angustifolia bitkisine ait ticari tohumlar materyal olarak
kullanild1. (Sekil 6.a).

Sekil 6. a) Calismada kullanilan L. angustifolia tohumlari b) Calismada kullanilan
L. angustifolia tohumlarindan elde edilen fideler

2.2. Metod

Arastirmada, L. angustifolia bitkilerine ait tohumlarin yiizey sterizasyonlar1 farkli
yontemler kullanilarak yapildi. Steril tohumlar farklt hormon derisimlerine sahip MS
ortamlarinda kiiltiire alindi. Besin ortamlarinin hazirlanmasi, tohumlarin sterilazasyonu,
cimlendirilmesi ve eksplantlarin kiiltiire alinmasi ile ilgili yontemler asagida ayrintili

birsekilde sunuldu.

2.2.1. Kiiltiir Ortamimin Hazirlanmasi

Calismalar boyunca tiim denemelerde Murashige ve Skoog (1962) ortami kullanildu.

Cimlenme, siirglin olusumu ve gelisimi ¢alismalart icin bitki biiyiime diizenleyicilerin
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farkli derisimlerini igceren MS ortamlari kullanildi. Bu besi ortaminin igerdigi kimyasallar

ve bu kimyasallarin miktarlari sirasiyla tabloda gosterildi.

Tablo 1. MS besi ortaminin i¢erdigi maddeler ve miktarlari

Maddeler MS Be;;llzk(t);:la;rnndakl
(mg/L)
NH4NO3 1650
KNO; 1900
MgSQ,.7H,0 370
MnSQO,4.4H,0 22,3
ZnS04.7H,0 8,6
CuS0,4.5H,0 0,025
H3BO3 6,2
KH,PO, 170
Na;Mo00,.2H,0 0,25
CaC,.2H,0 440
Kl 0,83
CoC,.6H,0 0,025
Myo-Inositol 100
Tritriplex(Na;EDTA) 37,3
FeSO,4.7H20 27,8
Nikotinik asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5
Tiamin-HCL 0,1

2.2.2.  Kiiltiir Ortamina flave Edilen Bitki Biiyiime Diizenleyicileri
2.2.2.1. Oksinler

Tohumlarin ¢imlendirilmesinde % 2 sukroz igeren MS ortamlarinda, oksin olarak
Naftelen Asetik Asit (NAA) sabit derisimlerde kullanildi. Siirgiin olusumu ve gelisimini
tesvik etmek amaciyla % 2 sukroz igeren MS ortamlarina ise, sitokininlerin farkli

derisimleriyle birlikte sabit derisimlerde Naftelen Asetik Asit (NAA) kullanildi.
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2.2.2.2. Sitokininler

Bu tez ¢alismasinda ¢imlendirilen tohumlardan elde edilen fidelerin siirgiin olusumu
ve gelisimini tesvik etmek amaci ile MS ortamlarina, 6-Benzilaminopiirin (BAP), zeatin ve
6-Furfurilaminopiirin (kinetin) gibi bitki biiylime diizenleyicileri 0,5-1-1,5-2 mg/L

derisimlerde ilave edilerek kullanildi.

2.2.3. Tohumlarin Canlilik Testi

2,3,5-Trifenil Tetrazolyum Klorit (TTC-Sigma) bilesigi kullanilarak yapilan canlilik
testi Tetrazolyum Testi (TZ testi) olarak bilinir. TZ testi kullanigh ve giivenilir bir testtir.
TZ testinin mekanizmasi, canli dokuyla olan kimyasal tepkimeye bagli olarak
aciklanmaktadir. TTC bilesigi deiyonize su (dH,0) ile ¢6zelti olusturdugunda renksiz bir
halde bulunmaktadir, canli dokularda bulunan dehidrojenaz enzimiyle tepkimeye
girdiginde ise formazan bilesigine doniisiir (bkz. sekil 7). Bu bilesikten dolay1 canli doku
tizerinde kirmizi bir renk olusmaktadir. Renk olusuma bagli olarak uygulama yapilan

dokunun canli ya da cansiz oldugu varsayilir (Patil ve Malavika, 1968).

Deludrojenaz

P i N=N
R NADP NAD R/

NADPHNADP

N Rii~~N
R 4 R ~ + e \N
\.N \ 2H +2C R
}\J—N7/ » H/ \>/

TetrazolyumFormazan

( Renksiz ) ( Kirmuzi )

Sekil 7. Tetrazolyum bilesiginin dehidrojenaz enzimiyle girdigi kimyasal
tepkime

L. angustifolia’ nin tohumlar1 iki farkli muameleden gegirilerek; a) Hidrojen peroksit
(H20,) ile sterilizasyondan sonra, b) herhangi bir sterilizasyon islemi yapmadan dogal

halleriyle, TTC bilesigi ile canliliklar1 test edildi.
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Toz halde bulunan TTC bilesiginden 1 g alinarak 100 mL deiyonize su (dH;O)ile bir
¢ozelti hazirlandi. iki ayr1 gruba ayrilan lavanta bitkisinin tohumlari; a) H,O, bilesigiyle
steril edilen tohumlar (100 tohum) b) steril edilmeyen tohumlar (100 tohum). Her iki
sekilde ayrilan tohumlar bir petri kabina koyuldu. Daha 6nce hazirlanan TTC bilesiginden
bir miktar alinip tohumlar kapanincaya kadar eklendi. Tohumlar bu bilesikte karanlik bir
ortamda 24 saat oda sicakliginda bekletildi. Petri kabi igindeki tohumlar mikroskop

(binokiiler) altinda bistiirii yardimiyla tek tek agilarak renk degisimi gozlendi.

2.2.4. Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasinda MS besi ortami kullanildi. Makro, mikro besin elementleri ve
vitaminleri igeren bu ortamlar firma (Sigma) Onerisi dogrultusunda 4,41 g/L tartilip 1000
mL deiyonize su (dH,0)’ da ¢oziildii. Karisima karbon kaynagi olarak 20 g/L olacak
sekilde sukroz ilave edildi ve ¢dzeltinin pH’s1 1 molar NaOH ve 1 normal HCI kullanilarak
pH 5,7’ye ayarlandi. Ortamlar 8 g/L agar ilave edilerek katilastirildi. Bitki biiyime
diizenleyicileri otoklavdan 6nce belirli kombinasyon ve konsantrasyonlarda ilave edildi,
ortamlar otoklavda 1 atm basingta 12 °C’ye ulastiktan sonra 15 dakika siire ile steril edildi.
Sterilizasyonu takiben ortamlar steril kabine alindi, onceden hazirlanan steril kiiltiir
kaplarina (petriler, erlenler, magenta) belirli oranlarda dokiildii ve katilastiktan sonra bu

ortamlar kullanildi.

2.2.5. Bitki Tohumlarinin Sterilizasyonu

Lavanta bitkisinin tohumlarinin sterilizasyonu; besi ortamlarinda, iki farkli yontem
kullanilarak, kontaminasyon riskini azaltmada en iyi sonug veren yontemden sonra segildi.

Bu yontemler asagidaki gibidir.

2.2.5.1. Sodyum Hipoklorit Cozeltisi Kullanilarak Yapilan Sterilizasyon

Bu sterilizasyon yonteminde Domestos adli ticari ¢amasir suyu kullanildi. 20 mL
camagir suyuna, 80 mL dH,O eklenerek % 20’lik bir ¢ozelti hazirlandi. Lavanta tohumlari
delikli bir eppendorfa alindi. Sonra bu eppendorf ¢ozeltinin bulundugu kaba birakilarak bir

manyetik karigtirici iizerinde 10 dk. boyunca karigtirildi. Sterilizasyona tabi tutulan
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tohumlar iki ayr1 gruba ayrilarak daha 6nce hazirlanan MS besi ortamlarina sirasiyla 12’ser

tane tohum 10 ayr1 magentaya ekildi.

2.2.5.2. Hidrojen Peroksit (H,0,) Kullamlarak Yapilan Sterilizasyon

10 mL dH0, 0,5 g sukroz ile karistirilarak % 5’ lik sukroz ¢6zeltisi hazirlandi. Bu
¢Ozeltiden 2 mL alinarak daha once hazirlanan, 240 tane tohumun bulundugu eppendorf
tizerine eklendi. 12 saat boyunca buzdolabinda bekletilen tohumlarin iginde bulunan
sukroz ¢ozeltisi bir pipetér yardimiyla eppendorf icinden c¢ekildi. Eppendorf icindeki
tohumlar kapanacak kadar H,O; eklenerek 30 dk. daha buzdolabinda bekletildi.
Buzdolabindan alinan tohumlar daha 6nce hazirlanan MS besi ortamlarina sirasiyla 12°ser

tane tohum 10 ayr1 magentaya ekildi.

2.2.6. In vitro’ da Tohumlarin Cimlendirilmesi

Lavanta tohumlarin1 ¢imlendirmek igin; a) Naftalen Asetik Asit (NAA) ve b) NAA

kullanmadan hazirlanan MS ortamlar1 hazirlandi.

2.2.6.1. NAA Kullanmadan Yapilan Cimlendirme

Herhangi bir bitki biiylime diizenleyicisi kullanilmadan MS besi ortam1 hazirlandi.
Bu ortamlar MS-1 sembolleri kullanilarak adlandirildi. Hazirlanan MS-1 besi ortamina ayri

ayr1 10 magentaya 12 tohum gelecek sekilde ekim yapildi.

2.2.6.2. NAA Kullanarak Yapilan Cimlendirme

0,5 mg/L NAA igeren igeren MS besi ortamlar1 hazirlandi. Bu ortamlar MS-2
sembolleri kullanilarak gosterildi. Lavanta tohumu H;O, ile steril edildikten sonra MS-2

ortamina ayr1 ayr1 10 magentaya 12 tohum gelecek sekilde ekildi.
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Tablo 2. Tohumlarin ¢imlendirilmesinde kullanilan MS-1 ve MS-2 besi ortamlarinin

icerikleri
Ortamin
Ortam Sukroz Katilagtiric1 ajan BBD ph
MS-1 ortamu 5,7
o 4,41 g/L MS | 20 g/L sukroz 8 g/L agar -
1gerigl
5,7
MS-2 ortami
L 4,41 g/L MS | 20 g/L sukroz 8 g/L agar 0,5mg/L NAA
igerigi

2.2.7. Cimlenen Tohumlardan Ahnan Siirgiin Ucu Eksplantlari ile /n Vitro’ da
Siirgiin Olusturma

In vitro kosullarda c¢imlendirilen L. angustifolia tohumlarindan gelisen
¢imlendirilmis fidelerden elde edilen, siirgiin ucu eksplantlari, her bir magentada 6
eksplant olacak sekilde, siirgiin gelisimi ortamlari i¢eren magentalara aktarildi. Siirgiin
gelisimi i¢in 16 farkli MS ortam1 kullanildi ve olusan fidelerin biiylime parametrileri
kaydedildi. Bu eksplantlarda 8 hafta sonra yapilan gozlemler dogrultusunda siirgiin
olusumu i¢in en 1yi ortam belirlendi ve ayni zamanda 16 hatin fenolik bilesikleri ve ugucu
yag verimleri incelendi. Yari kati besin ortamlarimin siikroz ve bitki biliylime

diizenleyicilerinin icerikleri Tablo 3’te verildi.
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Tablo 3. Siirgiin gelisimi i¢in kullanilan besin ortamlarinin kompozisyonlari

Sitokinin Oksin

Ortam | Siikroz | Kinetin | BAP TDZ | zeatin | NAA

KS1 MS 20g/L | 0,5mg/L - - -

KS2 MS 20g/L - 0,5mg/L - -
KS3 MS 20g/L - - 0,5mg/L -
KS4 MS 20g/L - - - 0,5 mg/L

KS5 MS 200/L | 1mg/L - - -

KS6 MS 20g/L - 1mg/L - -
KS7 MS 20g/L - ; 1mg/L }

0,05mg/L
KS8 MS 20g/L - - - | 1mg/L

KS9 MS 20g/L | 1,5mg/L - - -

KS10 MS 20g/L - 1,5mg/L - -
KS11 MS 20g/L - - 1,5mg/L -
KS12 MS 20g/L - - - 1,5 mg/L

KS13 MS 209/L | 2 mg/L - - -

KS14 MS 20g/L - 2 mg/L - -
KS15 MS 20g/L - - 2 mg/L -
KS16 MS 20g/L - - - | 2mg/lL

2.2.8. Oziitlerin Elde Edilmesi

In vitro’ da yetistirilen L. angustufolia bitkisinin hatlaridan 2 farkli 6ziit hazirland.
Etil eter ve tetradekan belli miktarlarda karistirilarak ucgucu yag dogrudan bitkiden
Oziitlenirken, ugucu yag eldesinden sonra geriye kalan bitki materyalinden ise HPLC ‘de
baz1 6zel fenolik bilesiklerin analizi i¢in 6ziitler elde edildi. izlenen yontemlerin detaylar:

asagida verildi.
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2.2.8.1. HPLC ile Fenolik Bilesenlerin Analizi

In vitro® da yetistirilen L. angustufolia bitkisinin 16 farkli hatiin kuru érneklerinden
ortalama 0,5’er g alinarak 3 saat boyunca metanolle ultrasonik banyoda 6ziitleme yapildi
ve 40°C’de rotary evaporatorde metanol uguruldu. Kalint1 5 mL deiyonize suda ¢oziilerek
etil asetat ve dietileter ile kisimlandirildi ve organik fazlar birlestirilerek ¢oziiciiler
ucuruldu. Kalint1 uygun miktarda metanolde ¢oziilerek HPLC analizlerine geg¢ildi.

Kromatografik analizler, asetik asit ile modifiye edilen asetonitril ve sulu fazlara
uygulanan gradient programiile C18 (Agilent) kolonu (150x4.6 mm 1d, 5p) kullanilarak
280 nm’de HPLC-UV (Agilent 1100 series) ve HPLC-DAD (Agilent 1200 series) ile 280
nm dalga boyunda gergeklestirildi. Bilesenlerin nicel degerlendirmesinde enjeksiyon hacmi
20 pL olarak kullanildi ve her bir bilesenin bilinen derisimlerinde hazirlanan standart
karisimi kullanildi. Ayni sartlarda kosturulan 6rnek ve standartlarin pik alanlarinin
integrasyonuyla miktar analizi yapildi. Nicel hesaplamalarda propil paraben HPLC’ de i¢
standart olarak kullanildi.

2.2.8.2. Kuru Bitki Orneklerinden Elde Edilen Ucucu Yag Oziitleri

L. angustufolia bitkisinin kuru ornekleri alinarak, olusturulan bir tiip sistemine
yerlestirildi. 400 mL etileter ve 80 pL tetradekan bilesigi karigtirilarak stok c¢ozelti
hazirlandi. Her bir hat (16 adet hat) i¢in 50 mL ayrildi. 3 tekrar halinde (her defasinda
yaklastk 10 mL) alinarak olusturulan tiip sistemine eklendi. Her tekrarda 15 dk
beklendikten sonra bir kompresor yardimiyla tiipe hava iiflenerek tiipiin altinda yer alan
bos bir kapa 0ziit toplandi. Elde edilen 6ziitlerin {izerine 1 mL hekzan eklenerek GC/MS

analizleri i¢in hazirlandi.



3. BULGULAR
3.1. Tohumlarin Canlilik Testi

L. angustifolia bitkisine ait tohumlarin canlilik testi igin; a) Sterilizasyona tabi
tutulan tohumlar ve b) sterilizasyon islemi yapilmadan test edilen normal tohumlarin TZ

testi sonuglari tablo 4’ te verildi.

Tablo 4. Lavandula angustifolia bitkisinin TTC bilesigiyle yapilan TZ testi

Sterilize edilmeyen normal tohumlar H,0, ile steril edilen tohumlar
(tane) (tane)

l.grup 2.grup | 3.grup | 4.grup | 1.grup 2.grup | 3.grup | 4.grup

Canli 14 16 16 18 20 21 19 24
Cansiz 11 9 9 7 5 4 6 1
Yiizde % 64 +2 % 84 +2

Tablo 4¢ deki bulgular incelendiginde, TZ testine tabi tutulan tohumlarin; sterilize
edilmemis olanlarinda canlilik oranmnin % 64 + 2 ve H,0, ile sterilizasyona tabi

tutulanlarda ise canlilik oraninin %84 = 2 oldugu tespit edildi.

3.2. Sterilizasyon Yontemi Secimi

Iki farkli sterilizasyon yontemi kullanarak kurulan denemelerde; a) camasir suyu
kullanarak yapilan denemelerde kontaminasyon orant % 50 + 2 iken b) H,O, kullanarak
yapilan denemelerde kontaminasyon orani ise % 85 + 3° dir. Sonuglar Tablo 5 ‘te verildi.

L. angustifolia bitkisinin tohumlarini steril etmek i¢in kurulan denemelerde sonuglar
incelendiginde, H,O, kullanarak yapilan sterilizasyonda kontaminasyon riskinin en az
oldugu gozlendi. Bu sonuglar ele alindiginda bu tez kapsaminda doku kiiltiirii
calismalarinda olusturulan prosediirlerde tohumlarin sterilizasyonu igin en uygun yontemin

H20; kullanilarak yapilan sterilizasyon oldugu gozlenecektir.
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Tablo 5. L. angustifolia bitkisinin tohumlarinin sterilizasyon yontemi se¢im Sonuglari

Camasir suyu kullanarak yapilan

sterilizasyon

H,0, kullanarak yapilan

sterilizasyon

MS1 besi MS2 besi MS1 besi MS2 besi
Ortami1(%) ortami (%) ortami (%) ortami (t%)
Kontaminasyon
%50 %50 %10 %20
yiizdesi
%5042 %15+1

3.3. Doku Kiiltiirii ile flgili Sonuglar

L. angustifolia bitkisine ait tohumlarin in vitro kosullarda ¢imlendirilmesi ve

cimlendirilmis fidelere ait siirgiin ucu eksplantlarinin siirgiin ortaminda gelisimiyle ilgili

denemeler kurularak farkli sonuclar elde edildi.

3.3.1. Lavandula angustufolia Bitkisinin Tohumlarmmn Cimlendirilmesi

3.3.1.1. NAA Kullanilmadan Yapilan Cimlendirme

NAA kullanilmadan yapilan denemelerde 8 hafta MS-1 ortaminda ¢imlenen tohum

sayis1 56 ¢gimlenmeyen tohum sayisi 64 oldugu tespit edildi.

3.3.1.2. NAA Kullanarak Yapilan Cimlendirme

Literatiir taramasi sonucunda en iyi ¢imlendirme ortaminin 0,5 mg/L NAA igeren

MS besi ortami oldugu saptandigi i¢in ¢imlendirmeyi tegvik etmek amaciyla denemelerde

MS-2 ortami kullanildi. Yapilan denemelerin sonuglar1 Tablo 6 ‘da gosterildi.
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Tablo 6. Kiiltiire alinan tohumlarda ¢imlenme durumlari

Tohum MS-1 besi ortam1 | MS-2 besi ortami | Nemli pamuk ortami1

Durumu (tane) (tane) (tane)

Cimlenen 3/4/4,6|8|7/8(8[9|8|3|4/4|6]| 8
1.grup

Cimlenmeyen 9(/8|18|/6|4|5[4|4|3/4(9/8|8|6]| 4

Cimlenen 7/5/8(3|8|8|7|8[8|7|6|5|6|3] 7
2.grup

Cimlenmeyen | 9 | 7 |4 |9 |4 |4|5]4/4]|5/6|7/6|9) 5

Cimlenen: 78

Cimlenen: 52

Cimlenmeyen: 64 | Cimlenmeyen: 42 | Cimlenmeyen: 66
Cimlenme % 46+ 2 % 65+ 2 0% 434+ 2
orant:

Her bir tekerriirde kiiltiire alinan tohum say1s112 adettir.

MS-1 ve MS-2 sembolleri kullanilarak hazirlanan iki farkli besi ortaminda ¢imlenen
ve ¢imlenmeyen tohumlar istatiksel olarak incelendiginde; MS-1 ortaminda ¢imlenen
tohum sayis1 56 = 3, MS-2 ortaminda ¢imlenen tohum sayisinin 78 + 3 ve nemli pamuk
ortaminda 52 + 2 oldugu tespit edildi. Cimlendirme ortamlarinda goriildiigii gibi 0,5 mg/L
NAA igeren MS-2 ortami ¢imlendirme yiizdesi bakimindan en verimli ortam olarak

belirlendi.

Cimlenme yiizdesi
70% .

60%
50%
40% -
30% -
20% -
10% -
0% -

43%

B Cimlenme
ylizdesi

MS-3

MS-1 MS-2

Sekil 8. L. angustifolia® nin in vitroda ¢imlenme yiizdeleri
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Ote yandan, MS-1 ve MS-2 ortamlarinda kék ve govde olusumu ve yaprak gelisimi
yoniinden farkliliklar goriildii. MS-2 ortaminda govde, yaprak ve kok gelisiminin daha iyi
oldugu gozlemlendi. MS-2 besi ortaminda yapraklar daha biiyiik ve olusan siirgiinlerde
daha sik nodlar ve kdklenmenin daha fazla oldugu tespit edildi. Bu fideler ¢gimlenmenin

hemen ardindan siirgiin gelisimi ortamlarina aktarildi.

Sekil 9. MS-1 ve MS-2 besi ortaminda yapilan ¢imlendirme sonucundaki fidelerin
geligimi

3.3.2. Cimlendirilen Siirgiinlerden Alinan Eksplantlardan Siirgiin Olusumu

Cimlendirme ortamlarinda kiiltiire alinan tohumlardan gelisen ¢imlenmis fideciklere
ait siirgiin ucu eksplantlar, siirgiin gelisimi i¢in (Tablo 4-5.) 16 MS ortamlarinda kiiltiire
alindi. Bu eksplantlardan yapilan 8 hafta sonraki gozlemler sonucunda biiyiime
parametrileri kaydedildi. Elde edilen siirgiinlerde belirlenen siirgiin gelisimi, nod sayisi,
kok ve kallus olusumu bakimindan yapilan degerlendirmeye gore, ortamlar arasinda
farkliliklar bulundu.
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Sekil 10. KS-1 ortaminda olusan tek ya da 3’lii siirgiin tizerindeki nodlar, KS-2 ortaminda
olusan tek ya da ikili siirglinler, KS-3 ortaminda gelisme olmadi, KS-4
ortaminda olusan tek siirgilinler tizerindeki seyrek nodlar

e =

Sekil 11. KS-5 ortaminda olusan tek ya da ikili siirgiin tizerindeki sik nodlar, KS-6
ortaminda olusan ¢oklu siirgiinler, KS-7 ortaminda olusan ¢oklu siirgiinler ve
KS-8 ortaminda olusan tek ya da iki siirgiin lizerindeki sik nodlar
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Sekil 12. KS-9 ortaminda olusan uzun tekli siirgiinler, KS-10 ortaminda olusan ¢oklu
sirgin ve kallus olusumu, KS-1lortaminda olusan coklu siirgiin ve kallus
olusumuve KS-12 ortaminda olusan tek ya da ikili siirgtinler

Sekil 13. KS-13ortaminda olusan tek ya da ikili siirgiin tizerinde seyrek nodlar, KS-14
ortaminda olusan ¢oklu siirgiinler ve kallus olusumu, KS-15 ortaminda olusan
coklu siirgiin ve yiiksek miktarda kallus olusumu, KS-16 ortaminda olusan kisa
stirgiinler.
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Tablo 7. Siirgiin ¢ogaltim ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlarda goriilen gelismeler

Eksplant bagina ortalama

T 13 o o1 Kk .
BBD Ortam siirgiin say1s1 * Ortalama siirgiin agirligi ; li(l)llr(n )
Tek. | | Tek. 11 | Tek. 111 | Tek.1 | Tek. 1l | Tek. Il
2,1 16 15 | 0,1010 | 0,1100 | 0,1762 Kismen
0 5ma/L. olusumlar
~mg ort. 1,7 Ort. 0,129+0,04 var
Lol | L8 2.4 18 | 01297 | 0,1975 | 0,2520 .
mg
ort. 1,9 Ort. 0,193+0,06
Kinetin L | 16 | 24 01877 | 01382 | 02523
om -
g ort. 18 Ort. 0,192+0,05
15 | 16 | 1 [o1008 | 01230 | 00862 Kismen
2 mg/L olusumlar
ort. 13 Ort. 0,103+0,01 var
y— 2,1 16 16 | 0,1230 | 0,1208 | 0,1430
’ ort. 1,7 Ort. 0,128+0,01
L 8 | 58 | 6 | 4914140017 | 2,0017
m +
g Oort.5,9 Ort. 3,639+1,48
BAP PR EEE 4 32 | 12557 | 04952 | 0,2292
1 m -
9 ort. 35 Ort. 0,660+0,53
R | 58 | 56 | 2664240020 | 3,2850
g Oort. 5,4 Ort. 3,317+0,66
o7 0,5mg/L ot - ort. -
1 mg/L 20. 0>Coklu siirgiin 55818 | 7,0592 | 4,2979 -
ort. - Ort. 5,6463+1,38
1,5 mg/L 20. 0>Coklu 1,0425 | 2,2889 | 1,1240 -
stirgiin+Kallus
ort. - Ort. 1,485+0,69
2 mg/L 20. 0>Coklu 1,0235 | 2,0581 | 1,1102 -
stirgiin+Kallus
Ort. - Ort. 1,397+0,57
0,5mg/L | 0,5 1 0,8 0,0952 | 0,0565 | 0,0692 -
Zeatin ort. 0,7 Ort. 0,07320,01
1mg/L |26 \ 2 \ 2,6 0,6353 \ 0,3817 \ 0,7920 +
Oort. 2,4 Ort. 0,623+0,20
1,5mg/L | 2,3 ‘ 2 ‘ 2,2 0,1069 \ 0,3977 \ 0,1942 -
ort. 2,1 Ort. 0,232+0,14
2mg/L |13 \ 1,2 \ 15 0,1200 \ 0,087 \ 0,1003 -
ort. 15 Ort. 0,102+0,01

Kiiltiire alian siirgiin ucu eksplant sayis1 6 adettir.

* 8. haftada tohum kokenli siirgiin ucu eksplantlarinin ortalama siirgiin sayilari
** 8. haftada tohum kokenli siirgiin ucu eksplantlarinin bir stirgiiniin agirligi
*** 8. haftada tohum kokenli stirgiin ucu eksplantlarinin kallus olusumu
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Siirglin gelisimi igin kiiltiire alinan tohum kdkenli siirgiin ucu eksplantlarda 8 hafta
sonra yapilan gozlemler sonucunda elde edilen siirgiinlerde belirlenen nod sayilari ve
siirgiin sayilar1 bakimindan yapilan istatistiki degerlendirmeye goére, ortamlar arasinda
farkliliklar goriildii. En yiiksek siirgiin sayis1 degeri MS besi ortaminda 1-2 mg/L BAP +
0,05 mg/L NAA igeren; KS-6 ve KS-13 ve 1 mg/L TDZ + 0,05 mg/L NAA igeren KS-7
besi ortamlarinda goriildii. En diisiik siirglin olusumu TDZ nin 0,5 mg/L derisimlerinde
goriildil.

On alt1 farkli modifiye MS ortaminda Kkiiltiire alinan tohum kokenli siirgiin ucu
eksplantlar1 i¢in 8 hafta sonra yapilan istatistiki degerlendirmeye gore siirgiin agirligi
acisindan farkliliklar goriildii. En agir fidelere BAP ve TDZ igeren besi ortamlarinda
rastlanildi. Ort. 5,6 ile 1 mg/L TDZ + 0,05 mg/L NAA igeren siirgiin ortamlarinda en agir
fide olusumu goriiliirken; agirligi ort. 0,7 ile 0,5 mg/L zeatin + 0,05 mg/L NAA igeren besi
ortaminda en hafif fide olusumlar kaydedildi. En agir fide olusumuna TDZ hormonunu
BAP takip ederken zeatin ve kinetin igeren ortamlarda birbirine yakin agirligi daha az

stirglin olusumlart tespit edildi.

KS1 KS2 KS3 KS4 KS5 KS6 KS7 KS8 KS9 KS10 KS11 KS12 KS13 KS14 KS15 KS16

M ortalama siirgiin sayisi
ortalama slrgln agirhig

*KS-3 ortaminda gelisim goriilmedi
**KS-7, KS-11 ortamlarinda 20. 0>¢oklu siirgiinler elde edildi ve KS15 ortaminda kallus olusumu goriildii

Sekil 14. On alt1 farkli ortamda kiiltiire alinan siirgiin ucu eksplantlarinda goriilen
gelismeler
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Sekiz hafta sonra 16 fakli hat incelendiginde fide boylari agisindan ortamlar arasinda
farkliliklar tespit edildi. En uzun fidelere kinetin ve zeatin igeren siirgiin olusumu
ortamlarinda rastlanildi. En uzun ortalama siirgiin boyu 1,5 mg/L Kinetin + 0,05 mg/L
NAA iceren MS besi ortaminda elde edildi (Sekil 15). TDZ ve BAP’in farkl
konsantrasyonlarinda yan dallanmalar daha fazla olup fide boylar1 daha kisa goriiliirken

zeatin’de kinetine benzer tek ya da iki siirgiin lizerinde sik nodlu uzun siirgiin yapilari

gozlendi.

KS-9

Sekil 15. In vitro’da gelistirilen KS-9 ortaminda L. angustifolia icin en uzun siirgiin boyu

/ ey ¥ Ea e i GBS i 2cotin [ Lmq /L

K505 Ksos 1 Kso3 KsO8

;‘

. ¥

Sekil 16. KS-5 nolu ortamda olusan tek siirgiin iizerindeki sik nodlar, KS-6 ortamda
olusan coklu kisa siirgiinler, KS-7 ortamda olusan ¢oklu kisa siirgiinler, KS-8
ortamda olusan ¢oklu siirgiinler
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Siirgiin ucu eksplantlarindan gelisen fidelerde kismen kok olusumlar goriildii. TDZ
iceren ortamlarda kok olusumuna rastlanilmadi (Sekil 16).

Nodal eksplantlardan siirgiin gelisimi i¢in kullanilan ortamlarin tiimiinde kallus
olusumlar1 tespit edildi (Tablo 7). Besin ortamlarinda kallus olusturan eksplantlar
bakimindan yapilan degerlendirmede, ortamlar arasindaki farkliliklar oldugu bulundu.
Eksplant basina ortalama kallus miktar1 en fazla KS-14-15 ortamlarinda goriildi. Kallus
olusumunun yiiksek oldugu besi ortamlarinda da mavi renk olusumu gézlendi (Sekil 17).
Yapilan gozlemlerde BAP ve TDZ igeren ortamlarda (KS-14 ve KS-15) kiiltiire alinan
eksplantlarda ilk haftadan itibaren kalluslar tespit edildi. Ortamdaki BAP ve TDZ’ nin
derigim oranlarinin artigiyla birlikte kallus olusturan eksplant yilizdesi de artt1 (Sekil 17).

]

Sekil 17. KS-15-14 nolu ortamlarindaki kalluslu bitki

On alt1 fakli ortamda kiiltiire alinan ¢im bitkilerin 8 hafta sonra ortalama siirgiin
say1si, ortalama siirgiin boyu ve agirligi, ortalama nod sayisi ve kallus olusumu bakimindan
onemli sonuglar elde edildi. Diisiik derisimlerde uygulanan BBD i¢in siirgiin gelisimi daha
az goriiliirken yiliksek derisimlerde eksplant basina kallus olusum yiizdesi artip siirgiin
olusumunun azaldig1 gozlemlendi. En iyi siirgiin ortami; kinetin i¢in 1-1,5 mg/L, BAP i¢in
1-2 mg/L konsantrasyonlarinda oldugu goriildii. TDZ nin 0,5 mg/L Kkonsantrasyonun
disinda diger siirgiin ortamlarinda ¢oklu siirgiinler goriildii ve TDZ i¢in derisim arttik¢a
siirgiin kisimlarinda kallus olusumunda da artma gozlemlendi. Zeatin, kinetine benzer
sekilde siirgiin ortamlarinda biiylime gosterdi. Zeatin i¢in en iyi slirgiin gelisimi 1-1,5 mg/L

derigimlerini i¢eren besi ortamlarinda oldugu kaydedildi.
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3.4. Fenolik Bilesen Analizi

3.4.1. HPLC ileFenolik Bilesen Analizi

2.2.8. boliimiinde yer alan yontemler kullanilarak elde edilen 6ziitlerin verimleri

Tablo 8° de gosterilmistir.

Tablo 8. HPLC analizleri i¢in hazirlanan 6ziitlerin verimleri

Numuneler Besi Ortamy | Kuru agirlik | Oziit miktari
(9) (mg)

1.Hat KS-1 0,5750 -

2.Hat KS-2 0,5790 0,2178
3.Hat KS-3 - -

4 Hat KS-4 0,3215 1,2878
5.Hat KS-5 0,5 0,0836
6.Hat KS-6 0,5 0,0666
7.Hat KS-7 0,5 0,0208
8.Hat KS-8 0,4 0,0484
9.Hat KS-9 0,5 0,0407
10.Hat KS-10 0,5 0,0551
11.Hat KS-11 0,5 0,0549
12.Hat KS-12 0,4 0,0311
13.Hat KS-13 0,5060 0,0698
14 Hat KS-14 0,5665 0,0975
15.Hat KS-15 0,5044 0,1401
16.Hat KS-16 0,5665 0,2618

L. angustifolia bitkisinin hatlarinin eksraktlarinda 4 adet fenolik bilesen kalitatif ve
kantitatif olarak analiz edildi. Analiz edilen fenolik bilesiklerin dalga boylari, alikonma
zamanlar, alanlar1 ve konsantrasyonlar: asagidaki sekil 19-39° da ve tablo 9-23” de verildi.
Bu ¢alismada 16 adet fenolik bilesik standart olarak kullanildi. 14 fakli kolonun fenolik

kompozisyonunun ortaya konmasi amaciyla 16 fenolik standarttan hazirlanmis karigim
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(her bir bilesen konsantrasyonu 100 uM) kullanilarak daha Onceki ¢aligmalarda
gelistirilmis olan ayirma yontemi hem standart karigimda hem de bitki ekstraktlarinda

uygulandi. Standart karigimla elde edilen kromatogramlara bir 6rnek Sekil 18°de verildi.

DADL A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\STD-100-2(16).D)
mAU b
] 1 3 11
301 10 13
] 14 15
20 6 9
; 2 8
10 7 12
] 4
o
5
_10 ;
L—"
-20 -
30
':“) 1b 1‘5 Zb 2‘5 min|

Sekil 18. 16 Fenolik standardin kromatogrami (280 nm), her bir standardin derisimi 100
uM, Standartlar sirasiyla; 1. Gallik asit, 2. Protokatekuik asit, 3.
Protokatekualdehit, 4. Gentisik asit, 5. p-hidroksi benzoik asit, 6. Klorojenik
asit, 7. Vanilik asit, 8. Kaffeik asit, 9. Sirinjik asit, 10. Vanilin, 11. p-Kumarik
asit, 12. Siringaldehit, 13. Benzoik asit, 14. Ferulik asit, 15. Sinapik asit, 16.
Rosmarinik asit’dir

Uygulanan yontemde bilesenler 6nemli 6l¢iide ayrilabilmistir; sadece 3 ve 4 nolu
bilesikler ve 12 ve 13 nolu bilesiklerde bir cakisma s6z konusudur, bitki numunelerinde de
boyle durumlarin olmast durumunda spektrumlar arasi1 fark degerlendirilerek bilesenin
tayini yoluna gidildi.

L. angustifolia bitkisine ait hatlarindan elde edilmis olan 14 06ziit standartlara
uygulanan ayn1 yontemle HPLC Kalitatif ve kantitatif olarak analizine tabi tutuldu. Elde
edilen kromatogramlar, bu kromatogramlarda numaralandirilarak gosterilmis Olciilebilir
pik veren bilesenler, bu piklere ait spektrumlar ve bu bilesen piklerinin alikonma
zamanlari, pik alani ve pik yiikseklikleri Sekil 19-40 ve Tablo 11-26” da verildi. Tablolarda
ayni zamanda alikonma zamani ve spektrumu analizde kullanilan standartlarla uyusan

numune bilesenlerinin adlar1 da bildirildi.
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Sekil 19. KS-2 hatinin 280 nm’ deki kromatogrami
Tablo 9. KS-2 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler
Pik No Bilesik ad1 Alikonma zamani Pik alam Pik
(RT, dak.) (mAUxdak) | yiksekligi
(mAU)
1 * 4.866 75.4 52
2 * 22.912 115.9 6.0
3 * 26.840 120.0 5.2

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlar1 standart fenolik bilesiklere uymamaktadir).



37

T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 5 mir

Sekil 20. KS-4 hatinin 280 nm’ deki kromatogrami

Tablo 10. KS-4 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler

Pik No Bilesik adi Alikonma zamani Pik alam Pik yiiksekligi
(RT, dak.) (mAUxdak) (mAU)
1 * 4.869 119.1 6.0
5 * 7.853 34.5 1.7
3 Klorojenik aist 11.004 124.9 35
4 * 15.013 238.1 6.3
5 Ferulik asit 20.787 123.3 5.9
6 * 23.009 174.6 9.2
7 * 26.247 159.8 4.1

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlari standart fenolik bilesiklere uymamaktadir).
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Sekil 21. KS-5 hatinin 280 nm’ deki kromatogram1

Tablo 11. KS-5 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler

Pik No Bilesik adi Alikonma zamani Pik alan1 Pik yiiksekligi

(RT, dak.) (mAUxdak) (mAU)

1 Klorojenik asit 11.096 411.6 175

2 * 15.086 6229.3 157.7

3 Ferulik asit 20.83 1420.8 67

4 * 23.055 11302 593.7

5 Rozmarinik asit 25.534 950.8 49.9

5 * 26.998 2810.2 114

(*Bos brrakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlar: standart fenolik bilesiklere uymamaktadir).
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Sekil 22. KS-6 hatinin 280 nm’ deki kromatogrami

Tablo 12. KS-6 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler

Pik No Bilesik adi Alikonma zamani Pik alam Pik yiiksekligi

(RT, dak.) (mAUxdak) (mAU)

1 * 4.762 278.2 13.2

2 * 7.757 88.2 3.7

3 Klorojenik asit 11.015 85.1 4.3

4 * 14.983 399.9 12.4

5 Ferulik asit 20.756 173.3 8.7

5 * 22.986 3025.6 158.2

7 * 26.920 835.4 32.8

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlar1 standart fenolik bilesiklere uymamaktadir).
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Sekil 23. KS-7 hatinin 280 nm’ deki kromatogrami

Tablo 13. KS-7 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler

Pik No Bilesik adi Alikonma zamant Pik alan1 Pik yiiksekligi
(RT, dak.) (MAUXxdak) (mAU)
1 * 4.819 146.4 6
5 * 7.144 36.8 2.3
3 * 10.959 1211 4.6
4 * 22.945 1585.7 81.1
5 * 26.893 769.1 29.6

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlar standart fenolik bilesiklere uymamaktadir).



41

T
s

T T
10 15

T
20

T
25 min|

Sekil 24. KS-8 hatinin 280 nm’ deki kromatogrami

Tablo 14. KS-8 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler

Pik No Bilesik adi Alikonma zamani Pik alan1 Pik yiiksekligi

(RT, dak.) (mAUxdak) (mAU)

1 * 7.25 264.9 14.2

5 Klorojenik asit 11.139 1324.5 42.6

3 * 15.147 9382.6 257.8

4 Ferulik asit 20.849 2690.4 123

5 * 23.068 8694 438.9

6 Rozmarinik asit 25.525 6800.9 376.2

7 * 27.002 2990.5 116.7

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlar standart fenolik bilesiklere uymamaktadir).
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Sekil 25. KS-9 hatinin 280 nm’ deki kromatogrami

Tablo 15. KS-9 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler

Pik No Bilesik adi Alikonma zamani Pik alam Pik yiiksekligi
(RT, dak.) (mAUxdak) (mAU)
1 * 15.062 5249.5 169.1
2 Ferulik asit 20.816 3447.3 169.3
3 * 23.056 26289 1341.4
4 Rozmarinik asit 25.562 934.8 64.4
5 * 27.056 4237.5 163.1

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlari standart fenolik bilesiklere uymamaktadir)
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Sekil 26. KS-10 hatinin 280 nm’ deki kromatogrami

Tablo 16. KS-10 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler

Pik No Bilesik adi Alikonma zamani Pik alan1 Pik yiiksekligi

(RT, dak.) (MAUXxdak) (mAU)

1 * 4.677 775.5 29.7

5 * 6.363 118.3 5.6

3 * 7.656 184.8 7.6

4 Klorojenik asit 11.228 193.4 7.3

5 * 15.315 1926.7 47.9

5 * 19.292 281 14.6

7 Ferulik asit 20.982 526.3 20.8

8 * 23.2 3934.6 200.3

9 27.164 2941.7 107.3

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlari standart fenolik bilesiklere uymamaktadir).
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Sekil 27. KS-11 hatinin 280 nm’ deki kromatogrami
Tablo 17. KS-11 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler
Pik No Bilesik ad1 Alikonma zamant Pik alam Pik yiiksekligi
(RT, dak.) (mAUxdak) (mAU)

1 Gallik asit 3.577 91.4 9.8

5 * 4.685 995 414

3 * 7.53 625.8 16.6

4 Klorojenik asit 11.224 129.4 7

5 * 15.339 253.1 9

6 * 19.233 1194.5 54.4

7 Ferulik asit 20.992 103.6 5.4

8 * 23.234 2745.2 139.4

9 * 27.232 1999.9 70.8

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlar1 standart fenolik bilesiklere uymamaktadir).
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Sekil 28. KS-12 hatinin 280 nm’ deki kromatogrami
Tablo 18. KS-12 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler
Pik No Bilesik adi Alikonma zamani Pik alan1 Pik yiiksekligi
(RT, dak.) (mAUxdak) (mAU)
1 Gallik asit 3.572 307.4 141
9 * 4.878 658.1 33.0
3 * 6.324 140.6 74
4 * 7.909 334.7 8.8
5 * 11.199 336.5 10.1
6 * 15.300 2172.7 53.7
7 Ferulik asit 20.930 547.9 18.4
8 * 23.183 1275.3 61.8
9 * 27.162 766.1 25.5

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlar standart fenolik bilesiklere uymamaktadir).
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Sekil 29. KS-13 hatinin 280 nm’ deki kromatogrami
Tablo 19. KS-13 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler
Pik No Bilesik adi Alikonma zamani Pik alam Pik yiiksekligi
(RT, dak.) (mAUxdak) (mAU)

1 * 4.885 87.4 4.1

2 * 11.138 40.5 1.8

3 * 15.134 68.8 2

4 Ferulik asit 20.806 56.2 2.2

5 * 23.074 678.3 36.1

5 * 26.993 4478 10.5

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlari standart fenolik bilesiklere uymamaktadir).
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Sekil 30. KS-14 hatinin 280 nm’ deki kromatogrami

Tablo 20. KS-14 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler

Pik No Bilesik adi Alikonma zamani Pik alan1 Pik yiiksekligi
(RT, dak.) (mAUxdak) (mAU)
1 * 5.077 99.7 35
5 * 5.877 57.4 2.5
3 * 23.04 57.5 3.9

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlari standart fenolik bilesiklere uymamaktadir).
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Sekil 31. KS-15 hatinin 280 nm’ deki kromatogrami



Tablo 21. KS-15 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler

48

Pik No Bilesik adi Alikonma zamant Pik alan1 Pik yiiksekligi
(RT, dak.) (mAUxdak) (mAU)
1 * 22.437 43.5 2.4
5 * 27.29 17.8 1.4

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlari standart fenolik bilesiklere uymamaktadir).
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Sekil 32. KS-16 hatinin 280 nm’ deki kromatogrami

Tablo 22. KS-16 hatinda tespit edilen fenolik bilesikler

Pik No Bilesik adi Alikonma zamani Pik alam Pik yiiksekligi
(RT, dak.) (mAUxdak) (mAU)
1 Gallik asit 3.601 109.1 10.7
’ * 4.849 65.4 3
3 * 10.896 50.5 2
4 * 14,674 106.9 3.5
5 Ferulik asit 20.567 54.3 2
5 * 22.845 133.2 6.7
7 * 26.725 66 25
3 * 28.247 32.3 2

(*Bos birakilan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumlart standart fenolik bilesiklere uymamaktadir)
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Analiz sonuglarinin karsilastirilmali degerlendirilmesi igin dncelikle aynt hormonun
kullanildig1r fakat farkli derisimlerde uygulamanin yapildig:i kiiltiirlerden elde edilen
ekstraktlarin kromatogramlar1 gakistirilarak incelendi. Bu amagla Sekil 33’te kinetin
uygulanan KS-5, KS-9 ve KS-13 kromatogramlar1 birlikte; Sekil 34’de BAP uygulanan
KS-2, KS-6, KS-10 ve KS-14 kromatogramlari birlikte; Sekil 35°de TDZ uygulanan KS-7,
KS-11 ve KS-15 kromatogramlar: birlikte ve Sekil 36’da zeatin uygulanan KS-4, KS-8,
KS-12 ve KS-16 kromatogramlari birlikte ¢akistirilarak verilmistir.

] DADIA, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KSO5-1.D)
[ ] DAD1A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS09-1.D)
| DADIA, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS13-1.D)

mAU :
1200 \‘
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Sekil 33. Farkl miktarda kinetin uygulanan KS5-KS9-KS13 hatlarinin gakistirilmis
kromatogramlari

Kinetinin farkli derisimlerde uygulandig: kiiltiirlerden elde edilen ekstraktlarda
uygulanan yontemle tespit edilebilen fenolik bilesenlerin miktar1 en fazla sirasiyla KS-9 ve

KS-5’te gozlenmistir. Diger iki uygulamada diisiik verim elde edildi.
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] DADIA, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS02-1.D)
] DADIA, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KSO6-1Y.D)
~ | DADL1 A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS10-1.D)

[ ] DAD1A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS14-1.D)

mAU -
150; r
] |

100 ; ‘ “

Sekil 34. Farkli miktarda BAP uygulanan KS2-KS6-KS10-KS14 hatlarinin gakistirilmis
kromatogramlari.

BAP ’nin farkli derisimlerde uygulandigi kiiltiirlerden elde edilen ekstraktlarda
uygulanan yontemle tespit edilebilen fenolik bilesiklerin miktar1 en fazla sirasiyla KS-10

ve KS-6’da gozlendi. Diger iki uygulamada diisiik verim elde edildi.

[ 1 DAD1A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KSO7-1.D)
[ ] DAD1A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS11-2.D)
"""" DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS15-1.D)

mAU ]
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Sekil 35. Farkli miktarda TDZ uygulanan KS7-KS11-KS15 hatlarinin gakistirilmis
kromatogramlari.
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TDZ’nin farkli derisimlerde uygulandigi kiiltiirlerden elde edilen ekstraktlarda
uygulanan yontemle tespit edilebilen fenolik bilesiklerin miktar1 en fazla sirasiyla KS-11

ve KS-7’de gbzlendi. Diger iki uygulamada diisiik verim elde edildi.

] DADI A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KSO4-2.D)
[ ] DAD1A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KSO8-1.D)
,,,,,,, | DADL A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS12-2.D)
[ 1 DADILA, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS16-1.D)

mAU |

400 | |
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Sekil 36. Farkli miktarda zeatin uygulanan KS4-KS8-KS12-KS16 hatlarinin ¢akistirilmig
kromatogramlari.

Zeatin’nin farkli derisimlerde uygulandig: kiiltiirlerden elde edilen ekstraktlarda
uygulanan yontemle tespit edilebilen fenolik bilesiklerin miktar1 en fazla sirasiyla KS-8 ve
KS-12’de gozlendi. Diger iki uygulamada diisiik verim elde edildi.

Bu karsilastirmali degerlendirme kinetin, BAP ve TDZ uygulamalarinda 1,5 mg’lik,
zeatin uygulamasinda ise 1 mg’lik dozun en yliksek fenolik kompozisyon olusturdugunu
ortaya koymaktadir. Kullanilan hormonlarin tamaminda derisim 1,5 mg’in {izerine
cikildiginda fenolik miktarlarinda carpici seviyede azalma goriildii

Esit derisimlerde hormon uygulmalarmin L. angustifolia fenolik kompozisyonuna
etkisini karsilagtirmali degerlendirebilmek icin genelde yiiksek verim elde edilen 1,5
mg’lik dozlarla elde edilen tirtinlerin kromatogramlar1 Sekil 37°de ¢akistirilarak verildi.
Numunelerde ortak goriilen piklerin de pik alanlarina bakilarak miktar siralamasi Tablo

23’te verildi.
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] DADIA Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS10-1.D)
[ DADI A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCAKS11-2.D)
[ | DADIA, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS12-2.D)
[ DADI A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS09-1.D)
mAU F
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Sekil 37. 1,5 mg dort farkli hormonun uygulandigr KS9-KS10-KS11-KS12
hatlarinin ¢akistirilmis kromatogramlari.

Tablo 23. KS9-KS10-KS11-KS12 hatlarmin ortak olan A-H bilesenlerinin numunelere
gore siralamasi

Pik Bilesik ad1 RT Biiyiikten Kkiiciige siralama

A 10:03 KS9>KS10=KS11=KS 12
B Klorojenik asit 11:10 KS9>KS12>KS 11>KS 10
C 15:20 KS9>KS12>KS10>KS 11
D 19:15 KS 11> KS9>KS 10> KS 12
E Ferulik asit 20:85 KS9>KS10>KS12>KS 11
F 23:10 KS9>KS10>KS11>KS 12
G Rozmarinik asit 25:52 KS9>KS12>KS10=KS 11
H 27:10 KS9>KS10>KS11>KS 12

Calismada gozlemlenmis bilesenlerin genel olarak 1,5 mg kinetin uygulamasinda en
yiiksek oranda olustugu, diger 1,5 mg uygulanan hormonlar agisindan siralamanin farkl

bilesenlerde farklilik gosterdigi goriilmektedir.
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] DADI A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS09-1.D)
[ ] DADI1A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS10-1.D)
| DADIA, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KS11-2.D)
1 DAD1A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KSO8-1.D) =
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Sekil 38. En yiiksek fenolik verimin elde edildigi dort farklt hormonun uygulandigr KS9-
KS10-KS11-KS8 hatlarinin ¢akistirilmis kromatogramlari.

Tablo 24. KS9-KS10-KS11-KS8 hatlarinin ortak olan A-H bilesenlerinin numunelere gore

siralamasi
Pik Bilesik ad RT Biiyiikten Kkiiciige siralama
A 10:03 KS9>KS10=KS 11 =KS 12
B Klorojenik asit 11:10 KS8>KS9>KS11>KS10
C 15:20 KS8>KS9>KS10>KS 11
D 19:15 KS11>KS9>KS10>KS 8
E Ferulik asit 20:85 KS9>KS8>KS10>KS 11
F 23:10 KS9>KS8>KS10>KS 11
G Rozmarinik asit 25:52 KS8>KS9>KS10=KS 11
H 27:10 KS9>KS8>KS10>KS 11

Hormonla en yiiksek oranda bilesen olusumu kinetin, BAP ve TDZ i¢in 1,5 mg
dozda (KS-9, KS-10, KS-11), zeatin i¢in 1,0 mg dozda (KS-8) gergeklestirildi. Bu dort
numune degerlendirildiginde 1,5 mg kinetin uygulamasi daha ¢ok oranda birinci sirayi,
sonra 1,0 mg zeatin uygulamasi ikinci siray1 almaktadir. Klorojenik asit ve rozmarinik asit
1,0 mg zeatin uygulandiginda (KS-8) en yiiksek seviyeye c¢ikmis, ferulik asit ise 1,5 mg
kinetin uygulamasinda en yiiksek seviyeye ¢ikti. BAP ve TDZ hormonlarinin etkileri
disiik oldu.
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F pikini veren bilesen, aromatik halkada trisubstitue benzaldehit tiirii bilesiklerin
spektrumuyla Ortiisen bir spektruma sahiptir. Calisilan standartlar arasinda bu yapiya sahip
bilesikler protokatekualdehit ve wvanilindir, ancak F bilesiginin alikonma zamani bu
bilesiklerle uyugsmamaktadir.

Lavanta numunelerdeki bilesenlerin tanimlanmasi amaciyla kullanilan alikonma
zamani Ortligmesinin goriilebilmesi i¢in 100 uM konsantrasyonda biitlin standartlar1 i¢eren

karisimla KS-9 klonun kromatogramlari ¢akistirildi. (Sekil 39).

[ | DAD1A, Sig=280,4 Ref=off (ATALAY HOCA\KSO9-1.D)
[ ] DADLA, Sig=280,4 Ref=0ff (ATALAY HOCA\STD-100-2(16).D)

5 10 15 20 25 min

Sekil 39. En yiiksek fenolik verimin elde edildigi KS-9 numunesi ve 100 pM’lik standart
karisiminin ¢akistirilmig kromatogramlari.

e Sadece B (klorojenik asit), E (ferulik asit) ve G (rozmarinik asit) pikleri hem RT
degerleri, hem de spektrumlari ortiismesi nedeniyle belirlenebildi.
e Alikonma zamanlar1 15:20, 23:10 ve 27:10 dakikalarda olan major bilesenlerin

hangi bilesik olduklar1 belirlenemedi.



55

HPLC ile tespit edilen fenolik bilesiklerin pik yiiksekligi (mAU)
400
_ 350
%’ 300
et 250
2
= 200
k-
= 150
>
o 100
-9
50 J
KS2 | KS4 | KS5 | KS6 | KS7 | KS8 | KS9 |KS10|/KS11 KS12|KS13|KS14|KS15 KS16
H Klorojenik asit 3.5 |175| 4.3 42.6 73| 7
M Ferulik asit 59 | 67 | 87 123 (169.3/20.8| 5.4 [18.4| 2.2 2
Rozmarinik asit 49.9 376.2/64.4
M Gallik asit 9.8 14.1 10.7

Sekil 40. HPLC ile tespit edilen fenolik bilesiklerin pik yiikseklikleri

3.4.2. Kuru Bitki Orneklerinden Elde Edilen Ugucu Yag Verimleri

L. angustifolia bitkisinin 16 farkli hatindan elde edilen fideler 1 giin kurutma
kagidinda oda sicakliginda bekletildikten sonra siirgiin Ornekleri alinarak, etileter ve

tetradekan karisimi ile ugucu yag elde edildi. Ugucu yag verimleri Tablo 13’ de gosterildi.

Ucucu Verimleri

4.00%
3.50% 3.37% 3.37%
3.00%
2.50%
2.00%
1.50%
1.00%
0.50%
0.00%

B Ugucu yag
ylzdesi

'b’b'b'b’b'b'b’b’b'b'b'b’b'b'boo
N%%Q\%Q\v%%%b%,\%%%q%Q\%Q\Q\Q\Q\\g’\

Sekil 41. In vitro da olusan fidelerin ugucu yag verimleri

*3. Hatta gelisim goriilmedi
**14-15. Hatlarda kallus olusumu yiiksek oldugu i¢in ugucu yag verimine bakilmadi
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Tablo 25. Ugucu yag verimleri

Numuneler Besi Kuru Bitki Ornegi Verim @ | yinde
Ortam1 9)

1.Hat KS-1 1,1470 0,0217 %1,89
2.Hat KS-2 1,4800 0,0121 %0,81
3.Hat KS-3 - - -
4 Hat KS-4 0,7053 0,0092 %1,39
5.Hat KS-5 0,7582 0,0256 %3,37
6.Hat KS-6 5,0163 0,0281 %0,56
7.Hat KS-7 5,0820 0,0124 %0,24
8. Hat KS-8 2,2565 0,0634 %2,80
9. Hat KS-9 1,7999 0,0181 %1,00
10.Hat KS-10 3,6650 0,0225 %0,68
11.Hat KS-11 2,4357 0,0143 %0,58
12.Hat KS-12 0,6660 0,0225 %3,37
13.Hat KS-13 1,2802 0,0206 %1,60
14.Hat KS-14 | 5,4190(kallus+bitki) - i
15.Hat KS-15 - - -
16.Hat KS-16 1,8090 0,0324 %1,79

*14. ve 15. Klonlar da kallus olusumu yiiksek oldugu i¢in ugucu yag verimine bakilmadi



4. TARTISMA

Insanlarin beslenmesi yoniinden &nem tasiyan bitkilerin, verimini, hastalik ve
zararlilara kars1 direnglerinin arttirmak amaci ile gergeklestirilen klasik 1slah metodlarinin
yani sira giinlimiizde doku kiiltiirii ve biyoteknoloji sayesinde her yonii ile istenen
Ozelliklere sahip bitki tiirlerinin eldesi ¢ok daha kisa siirelerde ve kontrollii kosullarda elde
edilerek bu bitkilerin doga kosullarina uygun hale getirilmesi artik alisilan bir durum haline
gelmek tizeredir. Biyoteknolojik metodlar, insan ve hayvanlarda oldugu gibi, bitkilerde de
oldukga genis bir uygulama alanina sahiptir. Cesitli yontemler bitkikler iizerinde
denenmekte ve her giin yeni gelismeler elde edilmektedir.

Son yillarda ilag, kozmetik, parfiimeri ve gida olarak kullanilan ve ihracatta dnemli
paylar1 olan tibbi ve aromatik bitkilerin tarimi Tiirkiye de giderek yayginlagmaktadir.
Alternatif olarak doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak bitki tiretilmesi (mikrogogaltim), bir
cok bitki tiirlinde oldugu gibi tibbi ve aromatik bitkilerin de vejatatif olarak hizli ve ¢ok
miktarda ¢ogaltilabilmesine olanak saglayan bir tiretim seklidir (Hardman and Kester,
1975; Mansuroglu ve Giirel, 2001). Ayricakisa silirede saglikli ve ¢ok sayida bitki materyali
elde edilmesi, geleneksel yontemlerle kolay ¢ogaltilamayan bitkilerin ¢ogaltilmasi, iiretilen
bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik, yil boyu iiretim yapilabilmesini saglanir
(Hutchinson ve Zimmerhan, 1987; Gahan ve George, 2008).

Farkli lavanta tiir ve gesitlerinin in vitro kosullarda mikrogogaltim olanaklar
arastirtllmis (Andrade vd., 1999; Nogueria ve Romano, 2002; Echeverrigaray vd., 2005),
bu arastirmalarda in vivo kosullarda vejetatif olarak ¢ogaltilamayan tiir ve gesitler igin
ancak in vitro mikrogogaltimin ekonomik olabilecegi belirtilmistir. Ayrica Lavandula
tiirlerinin tohum ve odunsu govde celikleri ile ¢ogaltimi olduk¢a yavastir ve celiklerin
koklenme oranlar1 diisiiktiir. Bu nedenle vegetatif cogaltima alternatif olarak koltuk alti
tomurcuklari ile mikrogogaltim 6nerilmistir (Andrade vd., 1999).

Bu tez kapsaminda, , insanlar arasinda giiglii bir aromatik ve tibbi bitki olarak bilinen
L. angustifolia bitkisinin in vitro’da gelisim olanaklar1 arastirildi. /n vitro kosullarda
¢imlenmenin ardindan siirgiin olusumunu tesvik etmek amaciyla kiiltiire alinan siirgiin ucu
eksplantlar1 iizerinde yapilan caligsmalarda organogenez olusumlar1 goriildii. Siirgiin
ortaminda olugan 16 fakli hatinin biiylime parametlerileri kaydedildi. Ayrica in vitro da

olusturulan 16 hatin ekonomik degeri yiiksek olan fenolik bilesikleri arastirildi ve HPLC
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ile baz1 spesifik fenolik bilesikler analiz edildi ve ayn1 zamanda ekonomik degeri yiiksek

olan ticari amagli kullanilan ugucu yaglarin verimleri tespit edildi.

Canlilik testi denemelerinde TZ testi (Patil ve Malavika, 1968) uygulanmis
tohumlardaki canlilik orani; a) steril edilmeyen normal tohumlarda % 64, b) H,O, ile
steriledilen tohumlarda ise % 84 oldugu tespit edildi. Tohumlar sterilizasyon ¢ozeltisinde
daha uzun siire bekletildiklerinden dolayr tohum kabuklar1 eriyerek uzaklasti. Bunun
sonucunda ¢ozelti, eriyen tohum kabugu sayesinde daha iyi tohumla etkilesime girerek
renk olusumuna sebep oldu ve canli dokularin sayiminda daha saglikli sonuglar elde edildi.

TZ testi hali hazirda hizli, kesin sonu¢ veren ve canli dokuya zarar vermeyen
(cimlenmeyi etkilemeyen) avantajlarinin olmasinin yani sira; dormant (uykuda)-non
dormant ayiriminin yapilamamasi, ¢imlenen tohumlardan olusan fidelerin normal veya
anormal olma durumlarinin 6nceden bilinememesi, mikroorganizmalarca enfekte edilen
tohumlarin ¢imlenip sagliksiz fideleri olusturma ihtimalinin olmasi1 gibi dezavantajlar1 da
vardir.

Bitki tohumlarini steril etmek igin 2 farkli sterilizasyon yontemi kullanildi. Once
dH,O 1:4 camasir suyu ¢ozeltisi (bolim 2.2.5.1.) kullanildi. Hizli ve basit bir yontem
olmasma ragmen kontaminasyon oraninin (% 50) yliksek olmasi bagka bir ydntemin
denenmesine sebep oldu. Diger bir yontem olan H,O; kullanarak yapilan sterilizasyonda
(boliim.2.2.5.2.) kontaminasyon riskinin (% 15) yaklasik 3 kat azalttigi tespit edildi.
Tohumlar sterilizasyon ¢ozeltisinde daha uzun siire bekletildiklerinden tohum kabuklar
eriyerek uzaklasmisti ve bu tohumlar kiiltiir ortaminda daha hizli ¢imlendi. H,0;
kullanarak yapilan bu sterilizasyon yonteminin iyi sonu¢ vermesi avantaj olarak goze
carparken, yaklasik 12,5 saat (12 saat dH,O 1:20 sukroz ¢6zeltisinde, 30 dk. H,O,’da)
kadar stire almas1 dezavantaj olarak goriilmektedir.

Tohum ¢imlenmesi bitki yasaminin en onemli evrelerinden biri olup (Ghoulam ve
Fares, 2001), yalnizca genotipik karakterler (dormansi, integliment kalinligi, testanin sert
olmasi gibi) tarafindan degil ayni zamanda c¢evresel kosullar tarafindan da kontrol
edilebilmektedir (Sy wvd., 2001). Tohum dormansisini kirmak amaciyla degisik
uygulamalar yapilmaktadir. Degisik kimyasallar (kinetin, NAA gibi biiylime
diizenleyicileri, potasyum nitrat (KNO3), polietilen glikol) kullanilmakta, yiiksek sicaklik
veya disiik sicaklik uygulamasi ve mekaniksel uygulama gibi yollar izlenmektedir

(Bewley ve Black, 1982).
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L. angustifolia bitkisinin tohumlari iki farkli deneme uygulanarak ¢imlendirildi. Bitki
biliylime diizenleyicisi kullanmadan yapilan deneme MS-1 besi ortaminda ¢imlenme orant
% 50 iken bitki biiyiime diizenleyicisi olarak 0,5 mg/L NAA kullanilan MS ortaminda
yapilan denemede ise ¢imlenme orami %65 oldugu tespit edildi. Areej (2007) L.
angustifolia ve L. latifolia’da in vitro mikrogogaltimi {izerine yaptigi ¢alismada benzer
sonuclar elde edildi. 0,5 mg/l NAA igeren MS besi ortaminda ¢imlenme ylizdelerini
strastyla %72 ve % 78 olarak kayit etmislerdir. Sonug olarak bizim yaptigimiz denemede
en iyl ¢imlenme ortaminin MS-2 oldugu literatiirle desteklenmektedir. Ayrica MS-2
ortaminda yaplilan gozlemler dogrultusunda kdk olusumunun ve siirglin gelisiminin daha
yiiksek oldugu goriildii. MS-2 ortaminda yaprak olusumlar1 daha biiyiik, parlak ve daha sik
nodlu yapilara rastlanildi. Cimlendirmenin ardindan aktarilan siirglin gelisimi ortaminda
hem kok gelisimini tesvik etmis hemde siirgiin gelisimi daha iyi oldugu tespit edildi.

Bitki dokularinda organ farklilasmasinda oksin ve sitokinin 6nemli rol oynamaktadir.
Bilindigi gibi sitokinin/oksin oraninin yiiksek olmasi siirgiin olusumunu diisiik olmasi ise
kok olusumunu desteklemektedir. (Webrouck ve Debergh, 1994). Literatiire gore
Lavandula tiirleri i¢in en uygun besi ortammin MS oldugu rapor edildi.(Jordan vd.,1998;
Sanchez-Gras ve Calvo, 1994; Panizza, ve Tognoni 1988; Grosso. Jordan vd.,1998) Bu
verilere dayali olarak L. angustifolia igin siirglin gelisimi ortamlarinda MS besi ortami
kullanildi. Arastirmamizda in vitro kosullarda olusan ¢im fidelerden elde edilen siirgiin ucu
eksplantlarmin farkli ortamlardaki biiyiime parametrelerinin karsilastirilmas: igin farkl
derisimlerde BBD igeren 16 MS ortami kullanildi. Calismamizda siirgiin gelisimini tesvik
etmek icin sitokinin olarak kinetin, BAP, TDZ ve zeatin ‘nin farkli derisimleri ve oksin
olarakta biitiin ortamlarda stabil oranda NAA kullanidi. Literatiir verilerine gore BAP ¢ok
sik kullanilan ve genellikle olumlu sonuglar veren bir sitokinindir. Genel olarak 1.0-2.0
sitkinin ¢ogu sisteme yeterlidir. IAA ortamda ¢ok az stabil oldugundan, sentetik
oksinlerden NAA tercih edilmektedir. Bunlarin siirglin ¢ogaltim asamasinda kullanilan
oranlar1 0.1-1.0 mg/L’dir (Skoog ve Miller,1957; Werbrouck ve Debergh, 1994).

Farkl1 biiyiime diizenleyicileri igeren ortamlarda kiiltiire alinan eksplantlarda kiiltiir
baglangicindan 8 hafta sonra bitki rejenerasyonu gozlemlenerek, somatik dokulardaki
degisiklikler kaydedildi. Elde edilen verilere gore, biiylime parametresi olarak ele alinan
ortalama boy uzunlugu, ortalama siirgiin sayis1 ve agirligi, ortalama nod sayisi, kok

olusumu ve kallus olusturan eksplantlarin ortamlara gore farklilik gdstermistir.
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Siirglin gelisimi i¢in yapilan denemelerde BBD’ nin farkli derigimlerini dikkate
alirsak: uygulamamiz arasinda kinetin ile yapilan ¢aligmalarda olumlu sonuglar elde edildi.
Kinetinin de yine farkli derisimleri kullanilmis ve elde edilen sonuglara giire en verimli
ortamin 1 mg/L kinetin + 0,05 mg/ L NAA ile 1,5 mg/L Kkinetin + 0,05 mg/L NAA igeren
MS besi ortaminda goriildii. Diger BBD ile kiyaslandiginda en uzun bitki boyu 1,5 mg/L
kinetin + 0,05 mg/L NAA igeren MS besi ortamindaclde edildi. Areej (2007) L.
angustifolia ve L. latifolia’da in vitro mikrogogaltimi {izerine yaptigi arastirmada, L.
angustifolia’ nin bogum arasi eksplantindan 0.05 mg/L NAA ve 1.5 mg/l Kinetin MS besin
ortaminda en uzun siirgiin boyuna sahip oludugu rapor edildi. Kinetin ve zeatin igeren tim
MS ortamlarinda BAP ve TDZ’ ye gore bitki boyununun daha uzun odugu goriildi.
Literatiire gorekinetin ile yapilan ¢alismalarda verimin konsantrasyon artigina paralel
olarak diistiigii ve ¢ogunlukla kallus olustugu goézlendi. Yine kinetinin konsantrasyonu
arttikca adventif siirglin patlamasinin azalmasi genotip veya dolayli olarak kinetinin siirgiin
olusum siirecindeki bazi metobolik yollar1 baskilamis olabilecegi akla getirmektedir
(Kadioglu, 2004).

En iyi ¢oklu siirglin olusumu BAP’n farkli derisimlerinde goriildiigli tespit edildi.
BAP igeren MS ortamlarinda en iyi siirgiin gelisimi 1 mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA ve 2
mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA igeren ortamlarda gerceklesti. BAP’ in farkli derisimlerinde
kok olusumlart kismen goriildii ve hormon miktar1 artttkca bununla birilikte siirgiin
ortaminda Kalus olusum yiizdesi de artti. Literatiir verilerine dayali olarak ayni sekilde
Chishti vd. (2006) L. angustifolia tiiriine ait siirgiin ucu eksplantlarinin 2.0 mg/L BAP
igeren besi ortaminda ¢ok sayida siirgiin verdiklerini gozlemisgler, 2.0 mg/L BAP igeren
MS ortaminda yiiksek oranlarda kéklenme saglamislardir.

Arastirmamizda TDZ ‘nin farkli derisimleri ile yapilan galismalarda daha kisa fideler
ve ¢oklu siirgiinler olustu. Debnath (2005), sitokinin olarak bilinen ve aynizamanda oksine
benzer etki gosteren thidiazuron’un tliziimde, kivide, pek ¢ok odunsu bitkide rejenerasyonu
basarilibir sekilde sagladigi, ancak TDZ’nin birgok odunsu bitkide siirgiin uzamasin
engelledigi belirlenmistir. TDZ’nin 0,5 mg/L TDZ + 0,05 mg L NAA igeren ortaminda
gelisim goriilmedi. Bitki biiylime diizenleyicileri gereginden fazla veya az kullanilmalar
halinde bitkilerin gelismesini olumsuz yonde etkilemektedir. En 1yi siirglin gelisimi 1 mg/L
TDZ + 0,05 mg/L NAA icrern MS ortamlarinda gozlemlendi. BAP’a benzer sekilde
hormon miktarinin artmasiyla kallus olusum kapasiteside arttigi goriildii. BAP’a benzer

sekilde coklu siirgiin olusumu ve en agir siirglin olusumuna sebep oldugu goriildi
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(Andrade vd., 1999). L. angustifolia’nin in vitro kosullarda mikrogogaltimi {izerine
biliylime diizenleyicilerin etkisini aragtirmak i¢in yaptiklari arastirmada eksplant olarak
bogum pargalar1 kullanmiglardir. En yiiksek siirgiin gelisiminin TDZ (2.25 uM) ve BA (2
uM) igeren MS ortaminda tespit etmislerdir. TDZ igeren ortamlarda kok olusumuna
rastlanilmadi.

Zeatin igin ise en iyi silirglin gelisimi 1 mg/L zeatin + 0,05 mg/L NAA iceren MS
ortamlarinda tespit edildi. Kinetine benzer seklide daha uzun boylu fidelerve 2-3’lii yada
tekli siirgiinler gorildii.

Kallus olusumunun goriildiigii bazi siirgiin ortamlarinda besi yerinde mavi renk
olusumuna rastlanild1 (Sekil.17) Literatiire gore L. angustifolia ‘nin kallus kiiltiirlerinde
kafeik asit izomeri olan 2-(3,4-dihidroksifenil)etenil, besi ortaminda mavi pigment

olusumana sebep oldugu belirtilmektedir (Banthorpe vd.,1985).

OH

HO
OH

HO

O

Sekil 42. Kallus olusan eksplantlarda ki mavi pigment olusumuna sebep
olan; bilesik kafeik asit izomeri 2-(3,4-dihidroksifenil) etenil ester

Elde edilen bulgulara gore, biiyiime parametresi olarak ele alinan ortalama boy
uzunlugu, ortalama siirgiin agirligi, ortalama siirgiin say1s 1ve kallus olusturan eksplantlar
ortamlara gore farklilik gosterdi. In vitro kosullarinda lavantanin mikrogogaltimi iizerine
yapilan arastirmamizda kullanilan degisik besin ortamlarinda fakli veriler elde edildi.

Bolim 3.4.1° de L. angustifolia’nin HPLC yontemiyle belirlenen fenolik
bilesiklerinin tiirleri ve nicel miktarlar1 verildi. Sekil 38’ deki veriler goz oniine alindiginda
L. angustifolia’ nin 14 farkli hatinda 4 degisik fenolik bilesik tespit edildi. Bunlar;

klorojenik asit, ferulik asit, rozmarinik asit ve gallik asitir.
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L. angustifolia’ nin in vitro da olusturulan fidelerden analiz edilen bu fenolik
bilesikler insanoglunun yasaminda 6nem tasimaktadir. Ornegin gallik asit; anti mantar,
antioksidan ve anti viral etkiye sahip olan gallik asit, hidroliz olabilen tanenlerden elde
edilen, tip ve eczaciliktan boya, kimya ve besin endiistrilerine kadar ¢ok genis bir alanda
cesitli amaclarla kullanilan bir organik asittir. Gallik asitin antioksidan etkiye sahip olmasi,
bu maddeyi iceren bitkileri degerli kilmaktadir (URLS).

Rozmarinik asit antioksidan, antimikrobiyal ve iltihap kurutucu etkilere sahiptir. Anti
oksidan etkisi E vitamininden daha kuvvetlidir. Damar tikaniklig1 ve kanser riskini azaltir.
Rozmarinik asit aym1 zamanda gidalarin bozulmasin1i  Onlemek amaciyla da
kullanilmaktadir (URLSG).

Ferulik asit ise hiicre duvarina ve DNA ya zarar veren siiperoksit, nitrik oksit ve
hidroksil radikali gibi serbest radikalleri etkisiz hale getiren bir antioksidandir. Bu 6zelligi
ile gida endiistrisinde 6nemli bir yere sahiptir (URL7).

Kinetinin farkli derisimlerde uygulandig: kiiltiirlerden analiz edilen fenolik
bilesiklerin miktar1 en fazla KS-9 ortaminda, BAP’ 1n ise KS-10 besi ortaminda en yliksek
miktarda fenolik bilesige rastlanildi. TDZ’ nin farkli derisimlerde uygulandig: kiiltiirlerden
analiz edilen fenolik bilesiklerin miktar1 en fazla KS-11 besi ortaminda zeatin igin KS-8
besi ortaminda en yiiksek oranda fenolik bilesiklere rastlanildi.

En yiiksek oranda fenolik bilesik olusumuna neden olan BBD; kinetin, BAP ve TDZ
icin 1,5 mg derisimlerinde (KS09, KS10, KS11), zeatin igin 1,0 mg derisimlerinde (KS8)
gergeklesti. Bu dort 6rnek degerlendirildiginde 1,5 mg kinetin uygulamasi daha ¢ok oranda
birinci sirayi, sonra 1,0 mg zeatin uygulamasi ikinci siray1 almaktadir. Klorojenik asit ve
rozmarinik asit 1,0 mg zeatin uygulandiginda (KS8) en yiiksek seviyeye ¢ikti, ferulik asit
ise 1,5 mg kinetin uygulamasinda en yiiksek seviyeye ¢iktig1 tespit edildi. BAP ve TDZ
hormonlarinin etkileri daha diisiik oldugu kaydedildi. L. angustifolia nin siirglin ortaminin
tamaminda kullanmilan BBD’nin derisimleri 1,5 mg/L ‘nin istiine ¢ikildiginda fenolik
bilesiklerin miktarlarinda carpici seviyede azalma goriildii.

14 hatinda en fazla ferulik asit ve klorojenik asite rastlanildi. L. angustifolia’nin
oziitlerinde en yiiksek miktarda rosmarinik asit Ayrica L. angustifolia’min 06ziitlerinde
hemen hemen biitlin ortamlarda ytliksek miktarda géze carpan bilinmeyen bir major bilesik

goriildi.
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Arastirmamizda doku kiiltiirii ile siirglin ortamlarinda yetistirilen 16 farkli klondan
elde edilen siirgiinlerin ugucu yag verimine bakildi. 400 mL etileter ve 80 uL tetradekan
bilesigi kullanilarak bir ¢6zelti hazirlandi. Bu ¢6zeltiden 3 tekrar olacak sekilde yaklagik
15 mL almarak, 1 giin kurutma kagidinda bekletilen bitki 6rnekleri iizerine eklendi. Bu
islem sonucunda elde edilen en yiiksek ugucu yag verimi % 3,372 oranla 1 mg /L Kinetin +
0,05 mg/L NAA ve 1 mg/L zeatin + 0,05 mg/L NAA igeren MS besi ortamindan elde
edildi. BAP ve TDZ nin yiiksek derisimlerinde (2 mg/L) kallus olusumu gorildigi ve
TDZ nin en diisiik derisiminde (0,5 mg/L) gelisme olmadigi i¢in ugucu yag verimine
bakilmadi. En diisiik ugucu yag verimi TDZ ve TDZ’ yi izleyen BAP ‘in farkh
derigimlerini i¢eren ortamlardan elde edildi.

Lavanta ugucu yagi, diinyada en fazla iiretilen 15 ugucu yagdan birisidir. Chemat ve
ark. (2006) lavander ugucu yag verimi ve bilesenlerinin bitki kisimlari, distilasyon zamani
ve 1s1 miktara gore degistigini belirtmislerdir. Wagner (1980) lavander ugucu yag
oraninin en az % 1.5, Ceylan (1996) ise en az % 1 olmasi gerektigini bildirmislerdir.
Ceylan ve ark. (1988) lavander ugucu yag oraninin % 1.3 - 3.1, Baytop (1999) ise % 0.5 -
1.0 arasinda degistigini belirtmislerdir. Arabaci ve Ceylan(1990) lavanderde en yiiksek
ucucu yag oranini % 1.98 ile erken hasat doneminde yapilan damitma ile elde etmislerdir.
Atalay (2008) kuru lavander ¢i¢eginde ugucu yag oranin1 % 2.1 - 2.6, Arabaci ve Bayram
(2005) % 1.5 — 2.3 arasinda bulmuslardir. Arastirmamizda in vitro kosullarda tiretilen L.
angustifolia’ ya ait fidelerin ugucu yag oranlari, literatiirlerde belirtilen dogada olusan
lavander ¢esitlerinin ugucu yag oranlarina benzer yada daha yiiksek degerlerde oldugunu
ve in vitro Kosullarda altarnetif olarak ftiretilebilecegini gosterdi. En yiiksek ugucu yag
verimleri Kinetin ve zeatin iceren siirglin ortamlarinda olusan hatlardan elde edilerek
ortalama % 1,4 - % 3,3 arasindaki degerlerde oldugu kaydedildi. Sonug¢ olarak elde
ettigimiz bulgular in vitro kosullarda L. angustifolia’ nin daha yiiksek degerlerde ugucu
yag verimlerinin {iretilebilecegini gostermektedir. Literatlir verilerine goére Zuzarte vd.
(2010) in vitro teknigi ile ¢ogaltilan lavantanin (Lavandula spp.) u¢ucu yaginin yiiksek
endiistriyel ve ticari degere sahip oldugunu belirtmektedirler. Celikle c¢ogaltilmig L.
pedunculata’nin ugucu yagmin ana bileseninin 1,8-sineol, kafur ve fenkon’den meydana
geldigini, in vitro teknikleri ile tiretilen L. pedunculata nin ise benzer sekilde 1,8- sineol,
kafur ve fenkonden olustugunu bildirmislerdir. Ancak ugucu yagmiktarinin in vitro teknigi
ile elde edilen bitkilerin lehine hafif farkliliklarin olustugunu bildirmislerdir. Gongalves vd.

(2008) arastirmada in vitro teknigi ile iiretilen bitkiler ile ¢elikle cogaltilan bitkilerin ugucu
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yag miktarlarini karsilastirmiglar; in vitro metodu ile iiretilen L. viridis’in bazi ugucu yag

bilesenlerinini igerigi ¢elikle cogaltimda daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.



5. SONUC

L. angustifolia’ nin tohumlart iki farkli sterilizasyon yontemine tabi tutulmus ve en
basarili yontemin H»0O> ile yapilan sterilizasyon yontemi oldugu tespit edildi. Tiim ¢alisma
boyunca tohumlarin sterilizasyonu % 85’ lik basari1 saglanan bu yontemle gelistirilen
prosediirle yapildi.

L. angustifolia bitkisin tohumlarmin canlilik testleri iki farkli uygulamadan sonra
belirlendi. Bu uygulamalar sonucunda; a) hi¢bir miidahaleye tabi tutulmadan TZ testi
uygulanan tohumlarda % 64, b) Sterilizasyondan sonra TZ testine tabi tutulmus tohumlarda
ise % 84’ lik canlilik tespit edildi.

L. angustifolia bitkisinin tohumlarinin ¢imlendirilmesi i¢in kurulan denemelerde 2
farkli yol denendi. 8) NAA kullanilmadan yapilan ¢imlendirmede sonuglari MS-1 besi
ortaminda % 46 b) NAA kullanarak yapilan ¢imlendirme sonuglari ise MS-2 ortaminda %
65 olarak en iyi ortam oldugu tespit edildi.

Siirgiin olusumunu ve gelisimini tesvik etmek i¢in kurulan denemelerde % 2 sukroz
iceren MS besi ortaminda, sitokinin olarak kinetin, BAP, TDZ ve zeatin ‘nin farkli
derisimleri ve oksin olarakta biitiin ortamlarda stabil oranda NAA biiylime diizenleyicileri
kullanildi. Siirgiin olusumu ortamlarinda 1-2 mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA ve 1 mg/L
TDZ + 0,05 mg/L NAA igeren MS besi ortaminda en iyi ¢oklu siirgiin olusumlari goriildii.
En agir fide olusumuna ort., 5,6 ile 1 mg/L TDZ + 0,05 mg/L NAA i¢rern MS ortamlarinda
gozlemlendi. En uzun fide boylar1 1,5 mg/L kinetin + 0,05 mg/L NAA igeren MS besi
ortaminda goriildii. Eksplant basina kallus miktar1 artan hormon derisimlerine gore artma
gosterdi ve eksplant basina en fazla kallus olusumu TDZ ve BAP’ 1 yiiksek deigsimlerini
igeren besi ortamlarinda goriildii. Ayrica kallus olusumun goriildiigii baz1 besi ortamlarinda
mavi renk olusumuna rastlanildi.

HPLC cihazi ile 15 adet standardin kullanildigi c¢alismada 4 adet fenolik bilesik
kalitatif ve kantitatif olarak tespit edildi. En yiiksek oranda fenolik bilesik olusumuna
neden olan BBD’ leri; kinetin, BAP ve TDZ igin 1,5 mg/L derisimlerinde uygulanan KS-9,
KS-10, KS-11 ortamlarinda, zeatin i¢in 1 mg/L derisimlerinde uygulanan KS-8 ortamindan
elde edildi. Bu dort ortam degerlendirildginde en yiiksek fenolik bilesik olusumuna
kinetinin 1 mg’ lik derisimlerinden elde edildigi tespit edildi. Ayrica Klorojenik asit ve
rozmarinik asit 1,0 mg zeatin uygulandiginda (KS-8) en yiiksek seviyeye ¢ikt1, ferulik asit
ise 1,5 mg kinetin (KS-9) uygulamasinda en yiiksek seviyeye ¢iktigi tespit edildi.


1
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400 mL etileter ve 80 uL tetradekan bilesigi kullanilarak bir ¢ozelti hazirlandi. Bu
cozeltiden 3 tekrar olacak sekilde yaklasik 17 mL alinarak, kuru bitki drnekleri {izerine
eklendi. Bu islem sonucunda elde edilen en yiiksek ugucu yag verimi % 3,372 oranla 1
mg/L Kinetin + 0,05 mg/L NAA ve 1 mg/L zeatin + 0,05 mg/L NAA iceren MS besi
ortamindan elde edildi.

Sonug olarak bu tez kapsaminda, insanlar arasinda gii¢lii bir aromatik ve tibbi bitki
olarak bilinen Lavandula angustifolia bitkisinin in vitro’da gelisim olanaklar1 arastirild1 ve
basarili bir sekilde mikrogogaltimi gergeklestirildi. Ayrica in vitro da olusturulan 16 farkli
ortamdan elde edilen siirgiinlerin ekonomik degeri yiiksek olan fenolik bilesikleri
arastirlldt ve ekonomik degeri yiiksek olan ticari amacl kullanilan ugucu yaglarin

verimleri tespit edildi.



6. ONERILER

1) Degeri yeni anlasilmaya baslanan tibbi ve aromatik bitkilerin mikrogogaltimi, bu
calisma sonuglarmin degerlendirilmesiyle yapilabilir. Buna ilave olarak, elde edilecek
bulgular, ileride gergeklestirilmesi planlanan L. angustifolia bitkisine ait sekonder
metabolitlerin hiicre ve doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak tiretilmesiile ilgili ¢alismalar
icin de kaynak olarak kullanilabilecektir.

2) Arastirmamizda hem siirgiin olusumu ve gelisimi hem de koklenme agisindan
onemli bulgular elde edilmis olup, L. angustifolia i¢in mikrogogaltim protokolii
olusturuldu. Mikrogogaltim prosediiriiniin hizlandirilmasi i¢in bundan sonra yapilacak
calismalarda, biiyiime diizenleyicilerinin farklt kombinasyonlar1 ile yeni denemeler
kurularak ya da en iyi denemeler ile gogaltma katsayilarinin arttiritlmasi saglanmalidir.

3) L. angustifolia i¢erdigi énemli sekonder metabolitlerin hiicre kiiltiirii yontemiyle
iretimi yapilacak aragtirmalarda, tez ¢alismasindan elde ettigimiz in vitro da fidelere ait
fenolik bilesikler ve ucgucu yag ile ilgili bulgular kaynak olarak kullanilabilecektir. L.
angustifolia bitkisinden elde edilen 6ziitlerde (ugucu yag veya eksraktlar) antimikrobiyal,
antioksidant vb. aktivite testleri yapilabilir.

4) Doku kiiltiiri ile {iretimin en son ve en Onemli asamasi, elde edilen kokli
bitkiciklerin dis kosullara aktarilmasidir. Bundan sonraki ¢alismalarda L. angustifolia’ ya
siirglin ortaminda yetistirilen en iyi hatlar secilerek kok olusumunu tesvik edici ortamlar
tizerine denemeler kurulmalhidir. Kok olusumu gergeklestirildikten sonra dogaya
aktarilmasi gergeklestirilebilir.

5) Tibbi ve aromatik bitkiler dogadan toplanarak soylari tiiketilmektedir. Bunun
istesinden gelebilmek i¢in doku kiiltiirii ile ¢cogaltim i¢in Ar-Ge faaliyetleri kapsaminda

devlet destegi alinarak firmalar tarafindan tiretim yapilmasi 6nerilecek bir yol olabilir.
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