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OZET

Mentha spicata subsp. spicata tibbi ve aromatik bir bitkidir. Bu ¢alismada Mentha spicata subsp.
spicata’nin in vitro’ da c¢ogaltim1 amaciyla hipokotil eksplantlar1 BAP ve NAA ’nin farkli
kombinasyonlarini igeren, %3 sukroz ilave edilmis ve % 0.65 agar ile katilastirilmis MS besin ortaminda
kiiltiire alinmistir. Arastirma sonuglart kallus olusum yiizdesi, rejenere siirgiin yiizdesi, eksplant basina
diisen ortalama siirglin sayisi, ortalama siirgiin uzunlugu, eksplant basina diisen ortalama kok sayis1 ve
ortalama kok uzunlugu icin BAP-NAA arasindaki kombinasyolarin etkili oldugunu gostermistir.
Maksimum kallus olusum yiizdesi 0.25 mg/L BAP + 0.50 mg/L NAA igeren MS besin ortaminda,
maksimum rejenere siirgiin yiizdesi 2 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA iceren MS besin ortaminda,
maksimum eksplant bagma diisen ortalama siirgiin sayist 2 mg/L BAP iceren MS besin ortaminda,
maksimum ortalama siirgiin uzunlugu 2 mg/L BAP + 0.50 mg/L NAA igeren MS besin ortaminda,
kaydedilmistir. Rejenere siirglinler 0.5 mg/L IBA igeren MS besin ortaminda kdklendirilmistir.

In vitro multiple shoot regeneration from hypocotyl in Menta spicata subsp. spicata

ABSTRACT

Mentha spicata subsp. spicata is a medicinal and aromatic plant. In order to propagate Mentha spicata
subsp. spicata in vitro, hypocotyl explants were cultured in MS medium containing different
combinations of BAP and NAA supplemented with 3% sucrose and solidified with 0.65% agar. The
results showed a significant interaction between BAP and NAA combinations for callus formation
percentage, shoot regeneration percentege, number of shoots and roots per explant, shoot and root length.
Maximum callus regeneration percentage was noted in MS medium containing 0.25 mg/L BAP + 0.50
mg/L NAA, maximum shoot regeneration percentage was noted in MS medium containing 2 mg/L. BAP
+ 0.25 mg/L NAA, Maximum number of shoot per explant was noted in MS medium containing 2 mg/L
BAP, maximum number of shoot lenght was noted in MS medium supplemented with 2 mg/L BAP +
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0.50 mg/L NAA. The regenerated shoots were rooted on MS medium containing 0.5 mg/L IBA.
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1. Giris

Tibbi ve aromatik bitkiler, hastaliklar1 iyilestirmek
saglikli bir yasam siirdiirmek, veya hastaliklar1 6nlemek
icin kullanilan bitkilerdir. Diinya saglik 6rgiitii (WHO)’niin,
91 ilkenin farmokopelerine (kodeks) ve tibbi bitkiler
iizerine yapilmis olan bazi yayinlara dayanarak hazirladigi
bir arastirma tedavi amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin
toplam miktarinin 20 000 civarinda oldugunu ortaya
koymustur. Diinya genelinde hastaliklarmn bitkilerle tedavisi
XIX. ylizyila kadar siirmiis, daha sonra kimya sanayideki
gelismeler ila¢ sanayisini etkilemis ve sentetik ilaglar
bitkilerin yerini almaya baslamistir. Ancak glinlimiizde

sentez yoluyla elde edilen ilaglarin yan etkilerinin fazla
olmast ve organizmalarin antimikrobiyal sentetik ilaclara
kars1 diren¢ olusturmalari modern tibbin hastalik
tedavisinde yetersiz kaldig1 noktalar1 ortaya ¢ikarmistir. Bu
durum, dogal bitkisel kaynaklarin ve bu maddeleri tasiyan
tibbi bitkilerin dnemini gittik¢ce artirmaktadir (Nakipoglu,
1992). Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de tibbi a¢idan
onemli bulunan bitkiler ylizyillardan beri halk arasinda
kullanilmaktadir. Tibbi ve aromatik bitki olarak kabul
edilen nane, Mentha tiirlerine verilen genel bir isim olup
¢ok yillik, siirlinlicii govdelere sahip otsu bir bitkidir
(Baser, 1997). Nane bitkisinin diinyada kiiltiirii yapilan en
onemli ii¢ tiirii ingiliz nanesi (Mentha piperita), Japon
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nanesi (Mentha arvensis) ve Bahge nanesi (Mentha
spicata)’dir (Baydar, 2007). Bahce nanesi (Mentha
spicata); M. longifolia x M. rotundifolia melezidir ve ugucu
yaginin ana bileseni, diger nane tiirlerinden farkli olarak
carvone’dir. M. spicata ugucu yaginda ¢cogunlukla %50’nin
lizerinde carvone bulunmaktadir (Baydar, 2007). Degisik
nane tiirleri; antimikrobiyal, antispazmodik, koleretik,
karminatif gibi insanlarda gesitli fizyolojik etkilere sahip
olmalar1 nedeniyle eski caglardan beri gerek halk ilaci
olarak, gerekse ilag, gida, parflimeri ve kozmetik
endiistrisinde kullanilmaktadir. Nane tiirlerinin endiistriyel
kullanimina neden olan etken madde grubu ugucu yaglaridir
(Ellialtioglu ve ark., 2007). Ugucu yagimin degerli olmast
nedeniyle Mentha tirlerinin birgok iilkede ticari olarak
tarrmi yapilmaktadir (Ozgiiven ve Kirici, 1999). Diinyada,
ucucu yag iretimi yaklagik olarak 56 ton olup, Mentha
tirlerinden (Mentha arvensis, Mentha piperita L. ve
Mentha spicata) elde edilen ugucu yag miktar1 7,5 ton ile
Citrus (narenciye) yaglarindan sonra ikinci sirayi
almaktadir (Baser, 1997; Ozel ve Ozgiiven, 1998; Ozgiiven
ve Kirici, 1999; Telci ve ark., 2004).

Bu calismanin amaci; daha dnce in vitro rejenerasyonu
iizerine c¢aligmalar yiriitiilmemis olan Mentha spicata
subsp. spicata nin hipokotilini eksplant kaynagi olarak
kullanip, etkili bir in vitro rejenerasyon protokolii
gelistirmek ve bu tiirlin ugucu yaglarinin arttirilmasina yada
ucucu yag miktar1 daha fazla olan tiirlerin 1slahi ile ilgili
olarak yapilacak olan caligmalara destek saglamaktir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Bitki materyali

Bu ¢alismada dogal yetigme ortamindan toplanmig olan
Menta spicata subsp. spicata. bitkisinin tohumlari, bitkisel
materyal olarak kullanilmigtir. Bitkinin tiir teshisi Bitlis
Eren Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
boliimiinde yapilmustir.

2.2. Sterilizasyon

Calismada kullanilan besin ortamlarinin sterilizasyonu
otoklavda 1.5 atmosfer basing altinda 121 ‘C de, 20 dakika
tutularak, petri, erlen gibi cam malzemeler ile pens, bistiiri
gibi aletlerin sterilizasyonu ise 160 ‘C de pasteur firminda 4
saat tutularak yapilmustir. Mentha spicata subsp. spicata.
tohumlarinin sterilizasyonu ise % 100 lik ¢camasir suyu (
ACE, Tirkiye) icerisinde 20 dakika bekletilerek
saglanmistir. Daha sonra tohumlar steril saf su ile 3 kez
durulanmistir. Sterilizasyonu tamamlanan tohumlar hormon
icermeyen besin ortamlarina her petriye 5 adet tohum
gelecek  sekilde ekim  yapilarak, bu ortamlarda
¢imlendirilmistir.

2.3. Besin ortamlari ve kiiltiir kosullar

Tohumlarm  ¢imlendirilmesinde  hormonsuz ~ MS
(Murashige ve Skoog, 1962) ortami kullanilmistir.
Hipokotil eksplantlar1 0.25, 0.50, 1, 2 mg/L BAP ve 0, 0.25,
0.50 mg/L NAA nm 16 farkli kombinasyonunu iceren MS
besin ortaminda kiiltlire alimmugtir. Koklendirme ortami

olarak da 0.5 mg/L indol-3-biitirik asit (IBA) iceren MS
besin ortami kullanilmigtir. Bu ortamlar igerisine % 3
sukroz ilave edilmis ve % 0.65 agar kullanilarak
katilagtirilmistir. Ortam hazirlandiginda ¢ift distile saf su
kullanilmis ve besin ortaminin pH’st 1IN NaOH ve 1N HCI
kullanilarak 5.8 e ayarlanmistir. BAP, NAA ve IBA uygun
¢oziiciilerde ¢oOzdiiriildiikten sonra istenilen miktarda ve
oranda stok soliisyonlari hazirlanmigtir. Hazirlanan stok
soliisyonlar +4 ‘C'de saklanmuistir.

2.4. In vitro’dan elde edilen fidelerden eksplantlarin
izolasyonu

In vitro ortamda steril olarak yetistirilen 10 giinlik
Mentha spicata subsp. spicata fidelerinden alinan hipokotil,
eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. 1 cm uzunlugunda
kesilen eksplantlar her petride 5 adet olacak sekilde
rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Uygulamalar 3
tekerriirlii olacak sekilde planlanmistir. 90X15 mm steril

petri  kutularmda MS  ortaminda uygun hormon
konsantrasyonlari eklenerek 16/8 1g1k/karanlik
fotoperyodunda 500 pmolm™sec™ floresans

isiklandirmasinda  iklim dolabinda (Aralab), 25+2 °C
sicaklikta rejenerasyona tabi tutulmustur. Doku kdiltiiri ile
ilgili biitiin ¢alismalar steril hava akigh kabin icerisinde
yapilmistir.

2.5. Rejenere olan stirgiinlerin koklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler belirli bir uzunluga geldikten
sonra 0.5 mg/LL IBA igeren koklendirme ortamina
aktarilmistir. Koklenen siirglinler saksilara aktarildiktan
sonra iklim dolabinda ¢evre sartlarina uyumu saglanmustir.

3. Bulgular ve Tartisma

Bu calismada Mentha spicata subsp. spicata bitkisinin
tohumlar1 in vifro ortamda c¢imlendirilmig, 10 giinlik
bitkiciklerden alinan hipokotiller eksplant kaynagi olarak
kullanilmistir. Bu hormanlarin eksplantlar tizerindeki
etkileri Cizelge 1 de gosterilmistir. Bulgularimiza gore
kallus olusum yiizdesi %1.67 ile %87.67 arasinda olup;
kallus olusum yiizdesinin en diisiik oldugu ortam 2 mg/L
BAP igeren MS besin ortami oldugu, kallus olusum
yiizdesinin en fazla oldugu ortamin ise 0.25 mg/L BAP +
0.50 mg/L NAA igeren MS besin ortami oldugu
belirlenmistir (Cizelge 1). Rejenere siirgiin yiizdesi % 26.13
ile %97.33 oranlar1 arasinda gozlenmis olup, rejenere
siirglin yiizdesinin en az oldugu ortamin 0.50 mg/L BAP +
0.25 mg/L NAA igeren MS besin ortami oldugu, rejenere
siirgilin ylizdesinin en fazla oldugu ortamin ise 2 mg/L BAP
+ 0.25 mg/L NAA iceren MS besin ortamini oldugu tespit
edilmistir (sekil 1). Eksplant basina diisen ortalama siirgiin
sayisinin 3.76+2.13 ile 11.21+0.7 araliginda olup, Eksplant
bagina diisen ortalama siirgiin sayisinin en az oldugu
ortamin 1 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA igeren MS besin
ortaminda oldugu, Eksplant bagina diisen ortalama siirgiin
sayisinin en fazla oldugu ortamin ise 2 mg/L BAP igeren
MS besin ortami oldugu gozlenmistir. Ortalama siirglin
uzunlugunun 2.33+£1.87 ile 8.36+2.65 araliginda oldugu;
ortalama siirgiin uzunlugunun en az oldugu ortamin 0.50
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mg/L BAP igeren MS besin ortami oldugu; ortalama siirgilin
uzunlugunun en fazla oldugu ortamin ise 2mg/L BAP +
0.50 mg/L NAA igeren MS besin ortaminda oldugu
belirlenmistir (Sekil 1). Eksplant bagia diisen ortalama kok
sayisinin - 0.94£1.76 ile 7.13+0.97 araliginda oldugu
eksplant bagina diisen ortalama kok sayisinin en az oldugu
ortamim 0.50 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA iceren MS
besin ortami oldugu, Eksplant basina diisen ortalama kok

sayisinin en fazla oldugu ortamin ise 0.25 mg/L BAP igeren
MS besin ortami oldugu saptanmistir. Ortalama kok
uzunlugunun 2.78+0.43 ile 7.94+0.59 araliginda oldugu;
ortalama kok uzunlugunun en az oldugu ortamin 2 mg/L
BAP + 0.50 mg/L NAA iceren MS besin ortami1 oldugu; en
fazla ortalama kok uzunlugunun ise 1 mg/L BAP + 0.25
mg/L NAA iceren MS besin ortami oldugu tespit edilmistir

(Cizelge 1).

Cizelge 1. Farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinin hipokotil eksplanti {izerindeki etkileri

Hormonlar Kallus Rejenere Eksplant Ortalama Eksplant Ortalama
olusum stirgiin basina diisen siirgiin basina diisen kok
BAP NAA yiizdesi yiizdesi ortalama uzunlugu ortalama uzunlugu
(mg/L) (mg/L) (%) (%) stirgiin (cm) kok sayist (cm)
sayisi
0.25 0 13.33 26.87 8.67+0.96 5.69+1.04 7.13+0.97  3.87+1.34
0.50 0 9.67 46.87 6.35+2.64 2.33+1.87 2.48+1.36  6.47+1.65
1 0 3.87 63.33 4.57+5.24 3.76+2.26 3.594+2.13 4.38+0.63
2 0 1.67 33.87 11.21+0.7 4.49+1.54 5.37¢1.68  2.86%1.05
0.25 0.25 46.13 56.67 5.84+0.76 4.96+0.87 3.52+0.76  3.43+1.54
0.50 0.25 56.67 26.13 6.75£4.36  5.84+1.68 0.94£1.76  3.29+1.56
1 0.25 60.33 39.67 3.76£2.13  3.46£2.03 4.75£1.34  7.94+0.59
2 0.25 66.13 97.33 6.52+1.67 4.51£1.31 2.53£2.04  3.83+0.92
0.25 0.50 87.67 60.66 7.69+1.46  5.78+0.96 4.72+1.63 5.67£0.63
0.50 0.50 73.13 33.13 8.17£1.24  2.43%£1.65 3.25£1.68 4.21+1.34
1 0.50 66.33 56.87 5.36£0.78  3.56+0.78 1.72£1.06  3.67+1.54
2 0.50 70.67 43.13 6.89+2.65 8.36+2.65 2.64+£1.62  2.78+0.43

+ : En az {i¢ tekrarla elde edilen standart sapmay1 ifade etmektedir

Calisma sonuglarimiz besin ortamindaki NAA miktar1
arttikca kallus olusum yiizdesinin arttirmis olup BAP 1n
artan konsantrasyonu ile NAA miktarinm artis1 da rejenere
stirglin yiizdesi iizerinde olumlu etki yapmistir. Gelisen
sirglinler 0.5 mg/L IBA igeren MS besin ortaminda
koklendirilmistir (Sekil 1). Daha sonra koklenen bitkilerin
dis ortama adaptasyonlar1 saglanmistir.

Bu ¢alisma daha dnce Mentha cinsinde yapilmis doku
kiiltiirii ve mikro iiretim ¢aligmalari 151g3inda BAP ve NAA
nin 16 farkli kombinasyonu kullanilarak gii¢lii bir
rejenerasyon  protokolii  gelistirmek  amaglanmistir.
Caligmada kullanilan BAP ve NAA konsantrasyonlarimnin

calisilan genotipte, kallus olusum yiizdesi, rejenere siirgiin
yiizdesi, eksplant basmma diisen ortalama siirgiin sayisi,
ortalama siirgiin uzunlugu, ekplant basina diisen ortalama
kok sayist ve ortalama kok uzunlugu icin oldukga etkili
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde Sarwar ve ark. (2009)
Mentha piperita L. nin nod, internod, petiol ve siirgiin
meristemini kullanarak 2 MS besin ortaminda farkh
konsantrasyonlarda BAP, Kinetin yada BAP, Kinetin ile
birlikte NAA kullandiklarinda siirgiin meristemi ve nodal
segmentlerden siirgiin rejenerasyonu elde edebilmisler
ancak internod ve petiol eksplantlarindan siirgiin rejenere
edememislerdir. Bu ¢aligma siirgiin gelisimi bakimindan

Sekil 1. 2 mg/L. BAP + 0.25 mg/L NAA igeren MS besin ortamindaki rejenere siirgiinlerin genel goriintiisii (A), 2 mg/L
BAP iceren MS besin ortaminda maksimum eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayisina ait goriintii (B), 2
mg/L BAP + 0.50 mg/L NAA igeren MS besin ortaminda maksimum ortalama siirgiin uzunluguna ait goériintii (C),
0.5 mg/L IBA igeren MS besin ortamina aktarilan adventif siirgiinlerden kok gelisimine iliskin goriintii (D).
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caligmamiz ile kiyaslandiginda yaptiklar1 ¢alismanin siirgiin
gelisimi agisindan olduk¢a yetersiz oldugu gorilmiistiir,
clinki Sarwar ve ark. (2009) kullandiklar1 ekplantlardan
sadece birer siirgiin elde etmisler bazilarinda ¢oklu
siirgiinler geligtirebilmiglerdir. Fakat bizim ¢aligmamizda
eksplant basma diisen ortalama siirglin sayist en az
3.76x2.13'diir (Cizelge 1).

Bu durum kullanilan tiriin farkli olmasi, Kkinetin
kullanmalar1, hormon kombinasyonlarinin farkli olmasi ile
aciklanabilir. Ancak her iki calismada da kullanilan ve
sentetik bir sitokinin olan BAP siirgiin gelisimini tesvik
etmistir.

BAP ve kinetinin MS besin ortaminda aksiller siirgiinler

ve nodal segmentler igin siirglin  rejenerasyonu
olusturmalar1  bakimindan en iyi bitki biiylime
diizenleyicileri olduklart farkli arastirmalarda rapor

edilmistir (Rech ve Pires, 1986; Sunandakumari ve ark.,
2004). Bu bulgular sunulan bu ¢aligmadaki BAP in Mentha
spicata subsp. spicata hipokotil eksplantlarindan siirgiin
gelistirmesi sonucunu desteklemektedir.

Kukreja ve ark. (1991) Mentha arvensis L. ile yaptiklari
bir ¢aligmada ortama sitokininler ile birlikte NAA
ilavesinin daha fazla siirgiin olusturdugunu saptamiglardir.
Bu calismada da en fazla rejenere siirgiin yiizdesinin 2
mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA iceren MS besin ortaminda
kaydedilmesi bu bulguyu desteklemektedir.

Mentha piperita nin olgunlagsmamis yaprak ve yaprak
disklerinin eksplant kaynagi olarak kullanilmasi ile yapilan
¢aligsmalarda (Li ve ark., 1999; Van Eck ve Kitto, 1992)
birkag siirgiin elde etmislerdir. Yapilan bu c¢aligmalar
calismamiz ile kiyaslandiginda; calismamizda 11.21+0.7
gibi yiiksek bir oranda siirgiin rejenerasyonu saglamamiz
bahsedilen calismalara kiyasla calismamizin daha basarilt
sonuglar ortaya koydugunu gostermektedir. Fakat
Pooviaiah ve ark. (2006) modifiye edilmis MS ortamina
TDZ ilave edip; Mentha nin birinci ve ikinci internodunu
eksplant kaynagi olarak kullandiklar1 bir ¢alismada %89
oraninda siirgiin rejenerasyonu saglamis ve eksplant basina
29 adet siirgiin elde etmislerdir. Bu ¢alismaya dayanarak
Mentha nin in vitro tretimi izerine TDZ nin BAP a kiyasla
daha etkili bir sitokinin oldugu sdylenebilir.

Calismamizda gelisen siirgiinler 0.5 mg/L IBA igeren
MS besin ortaminda koéklendirilmistir. IBA nm gelisen
siirgiinlerin  koklendirilmesi konusunda etkili bir oksin
oldugu Ozdemir ve ark. (2014)'m bir baska tibbi ve
aromatik bitki olan Lallemantia iberica’ nin in vitro tiretimi
ile ilgili yaptiklar1 calisma ile de desteklenmektedir. Ayrica
IBA, NAA ile kiyaslandiginda koklenme acgisindan daha
etkili bir oksin oldugu Sunandakumari ve ark. (2004)'1n
yaptiklari bir ¢aligma ile de gosterilmistir.

4. Sonuglar

Sonu¢ olarak bu c¢alismadan elde edilen bulgular
kullanilarak Mentha spicata subsp. spicata da siirgiin
rejenerasyonu Uzerine daha etkili olabilecek 1.05, 1.40,
1.75,2.10, 2.45 mg/L BAP ve 0.1, 0.2 mg/L NAA igeren 10
farklt hormon kombinasyonu denenebilir, farkli sitokinin ve
oksin grubu  bitki  biiylime diizenleyicileri  ve
kombinasyonlar1 kullanilarak yeni denemeler planlanabilir.
Bu ¢alisma daha fazla miktarda ugucu yag iceren Mentha

tiirlerinin 1slahi ¢aligmalarina 151k tutabilir. Calismadan elde
edilen bulgular kullanilarak Mentha tiirlerine gen aktarim
ile ilgili caligmalar gergeklestirilebilir.
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