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Ozet

Acinos rotundifolius Pers. tibbi amaglar i¢in kullanilan bir bitkidir. Bu ¢alisgmada Acinos rotundifolius Pers. in in vitro’ da ¢ogaltimi
amaciyla kotiledon bogum eksplantlart BAP ve IBA’nin farkli kombinasyonlarini igeren, %3 sakkaroz ilave edilmis ve % 0.8 agar ile
katilagtirilmis MS ortaminda kiiltiire alinmustir. Aragtirma sonuglari kallus olusum yiizdesi, rejenere siirgiin yiizdesi, eksplant basina siirgiin
sayist, slirgiin uzunlugu, eksplant basina kok sayist ve kok uzunlugu icin BAP-IBA arasindaki kombinasyolarin etkili oldugunu gostermistir.
Maksimum siirgiin rejenerasyonu 0.50 mg/L BAP igeren MS besin ortaminda, maksimum kallus olusumu ise 0.25 mg/L BAP + 2 mg/L IBA
iceren MS besin ortaminda kaydedilmistir. Rejenere siirgiinler 0.5 mg/L NAA i¢eren MS besin ortaminda koklendirilmistir.
Anahtar kelimeler: BAP, IBA, Acinos rotundifolius Pers., Mikroiiretim

In vitro Plant Regeneration Influence by BAP and IBA in Acinos rotundifolius Pers.

Abstract

Acinos rotundifolius Pers. is used for medicinal purposes plant. In order to propagate Acinos rotundifolius Pers. in vitro, cotyledon node
explants were cultured in MS medium containing different combinations of BAP and IBA supplemented with 3% sucrose and solidified with
0.8% agar. The results showed a significant interaction between BAP and IBA combinations for callus formation percentage, shoot and root
regeneration, number of shoots and roots per explant, shoot and root length. Maximum shoot regeneration was noted in MS medium
containing 0.50 mg/L BAP. Maximum callus formation was determined in MS medium supplemented with 0.25 mg/L BAP + 2 mg/L IBA.
The regenerated shoots were rooted on MS medium containing 0.5 mg/L NAA.
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GIRIiS

Anadolu’nun her yerine yayilmis 5 tiri kayithdir.
Bunlardan biri, endemik 2 alttiirle temsil edilmektedir [5]
[6]. Acinos cinsinin bazi tiirleri kuvvetli veya hafif
aromatik Ozellikler gostermekte, birbirlerinden bu yoniiyle
de ayrilabilmektedir. Yine baz tiirlerin halk arasinda gay
olarak ve tibbi amagla kullanmilmasi bakimindan da
onemlidir. Acinos cinsi tiyeleri siis bitkisi olarak da
kullanilabilirler. Ayrica kurak alanlarin
yesillendirilmesinde ve kentlerde bahgivanlikta da
kullanilabilir. In vitro kosullarda bir bitkinin olusturulmasi
icin  kotiledon nod eksplanti  bircok  ¢aligmada
kullanilmistir. Kotiledon nod eksplantt mercimekte [7] [8],
figde [9] [10] ve boriilcede [11] eksplant kaynagi olarak

Bir iilkenin floristik zenginligi, o iilkede yayilis
gosteren tiirlerin (6zellikle de endemik) sayisit ve cesitli
vejetasyon tiplerine sahip olmasiyla 6lgiilebilir. Ulkemiz
sahip oldugu bitki zenginligi ile kita 6zelligi gosterirken,
mevcut bitkilerin olusturdugu bitki ortiisic bakimindan da
bu zenginligi devam ettirmektedir [1]. Tiirkiye’ de yetisen
9000 civarinda vaskiiler bitki tiirliyle iilkemiz diinya
iizerinde zengin bir floraya sahiptir. 3000 kadar1 [2]
endemik olan bu bitkiler arasinda, Labiatae familyasinin
hem endemik hem de tibbi ve aromatik bitkiler agisindan
onemi biiyiiktiir. Yeryiiziiniin biitiin bolgelerine yayilmis
olan familya, 6zellikle Akdeniz bdlgesi vejetasyonunun

o6nemli bir kismin1 olusturur [3]. Labiatae familyasinin bir
iiyesi olan Acinos cinsinin diinya tizerinde 10 kadar tiri
kayitli olup, tim Avrupa’da, Orta Asya’da, Akdeniz’de,
Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika’da yayilis gosterir [4].
Ulkemizde ise basta Bati Anadolu olmak iizere,

kullanilmis fakat Acinos rotundifolius Pers. in mikro
¢ogaltiminda heniiz kullanilmamistir. Bu nedenle bu
caligmada kotiledon nod eksplanti kullanilarak daha once
hi¢ ¢aligilmamis olan Acinos rotundifolius Pers. i¢in siirglin
rejenerasyon protokolil gelistirmek amaglanmustir.
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MATERYAL ve METOD

Bitki Materyali

Bu ¢alismada dogal yetisme ortamindan toplanmis olan
Acinos rotundifolius Pers. bitkisinin tohumlari, bitkisel
materyal olarak kullanilmistir. Bitkinin tiir teshisi Bitlis
Eren Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
bolimiinde yapilmustir.

Sterilizasyon

Calismada kullanilan petri, erlen gibi cam malzemeler
ile pens, bistiri gibi aletlerin ve besin ortaminin
sterilizasyonu otoklavda 1.5 atmosfer basing altinda 121 'C
de, 20 dakika tutularak yapilmistir. Acinos rotundifolius
Pers. tohumlarmin sterilizasyonu ise % 100 lik NaOCI
(camagir suyu) igerisinde 20 dakika bekletilerek
saglanmigtir. Daha sonra tohumlar steril saf su ile 3 kez
durulanmustir. Sterilizasyonu tamamlanan tohumlar hormon
icermeyen besin ortamlarina her petriye 5 adet tohum
gelecek  sekilde ekim yapilarak, bu ortamlarda
¢imlendirilmistir.

Besin Ortamlar ve Kiiltiir Kosullari

Tohumlarin ¢imlendirilmesinde hormonsuz MS [12]
ortami kullanilmigtir. Kotiledon bogum eksplantlarinin
rejenerasyonu i¢in MS besin ortaminda farkli oranlarda 6-
benzil amino piirin (BAP) ve indol-3-biitirik asit (IBA)
kombinasyonlar1 denenmistir. Koklendirme ortami olarak
da 0.5 mg/L naftalen asetik asit (NAA) igeren MS besin
ortami kullanilmistir. Bu ortamlar igerisine % 3 sakkaroz
ilave edilmis ve % 0.8 agar kullanilarak katilastirilmigtir.
Ortam hazirlandiginda ¢ift distile saf su kullanilmis ve
besin ortaminin pH’s1 IN NaOH ve 1N HCI kullanilarak
5.8 e ayarlanmigtir. BAP, IBA ve NAA uygun ¢oziiciilerde
¢Ozdiiriildiikten sonra istenilen miktarda ve oranda stok
soliisyonlar1 hazirlanmustir. Hazirlanan stok soliisyonlar +4
°C de saklanmustir.

In vitro> dan Elde Edilen Fidelerden Eksplantlarin
izolasyonu

In vitro ortamda steril olarak yetistirilen 10 giinlitk
Acinos rotundifolius Pers. fidelerinden alinan kotilledon

bogum, eksplant kaynagi olarak kullanmilmistir. 1 cm
uzunlugunda kesilen eksplantlar her petride 5 adet olacak
sekilde rejenerasyon ortamina aktarilmistir. Uygulamalar 3
tekerriirlii olacak gekilde planlanmigtir. 90X15 mm steril

petri  kutularinda MS  ortaminda uygun hormon
konsantrasyonlari eklenerek 16/8 1s1k/karanlik
fotoperyodunda 500 pmolm™2sec™® floresans

isiklandirmasinda  iklim dolabmda, 25+2 ‘C sicaklikta
inkiibe edilmistir. Doku kiiltiirii ile ilgili biitiin ¢aligmalar
steril hava akigli kabin icerisinde yapilmustir.

Rejenere Olan Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Rejenere olan siirgiinler belirli bir uzunluga geldikten
sonra 0.5 mg/L NAA igeren koklendirme ortamina
aktartlmistir. Koklenen siirgiinler saksilara aktarildiktan
sonra iklim dolabinda ¢evre sartlarina uyumu saglanmustir.

BULGULAR ve TARTISMA

Bu calismada Acinos rotundifolius Pers. bitkisinin
tohumlar1 in vitro ortamda ¢imlendirilmis, 10 giinliik
fidelerden alman kotiledon bogum, eksplant kaynag: olarak
kullanilmigtir.  kotiledon bogum eksplantlar1  degisik
konsantrasyonlarda BAP ve IBA igeren MS besin
ortaminda kiiltiire alinmugtir. Bu hormon
konsantrasyonlarinin eksplantlar {izerinde etkileri Cizelge
1’de  goOsterilmigtir. Bu  bulgulara gore, siirgiin
rejenerasyonu igin en uygun ortamin 0.50 mg/L BAP igeren
MS besin ortami oldugu; bu ortamda % 91 oraninda siirgiin
rejenerasyonunun  gozlendigi tespit edilmistir. Kallus
olusumunun en fazla 0.25 mg/L BAP + 2 mg/L IBA igeren
MS besin ortaminda oldugu bu ortamda %89 oraninda
kallus olusumunun gergeklestigi tespit edilmistir. Eksplant
bagina diisen ortalama siirgiin sayis1 0.25 mg/L BAP + 0.25
mg/L. IBA igeren besin ortaminda, ortalama siirgiin
uzunlugu, 0.50 mg/L BAP + 0.50 mg/L IBA igeren besin
ortaminda, eksplant basina diigen ortalama kok sayisinin
0.25 mg/L BAP + 1 mg/L IBA igeren besin ortaminda ve
ortalama kok uzunlugu agisindan en verimli ortamin ise
0.50 mg/L BAP 2 mg/L IBA igeren MS besin ortaminin
oldugu belirlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Farkli BAP ve IBA konsantrasyonlarinin kotiledon bogum eksplanti {izerindeki etkileri.

Hormonlar Kallus Rejenere

Eksplant bagina

Ortalama Eksplant bagina

olusum stirglin diisen ortalama stirglin diisen ortalama Ortalar}la kok
yiizdesi (%)  ylizdesi (%) stirgiin say1s1 uzunlugu (cm) kok sayisi uzunlugu (cm)
BAP (mg/L)  IBA (mg/L)

0.25 0 14.00 39.00 2.51+1.06 3.17+0.54 0.61+1.03 0.76+0.24
0.25 0.25 27.00 76.00 6.32+2.52 4.63+2.37 2.76+0.83 1.57+0.71
0.25 0.50 59.00 63.00 1.67+1.07 2.86+0.46 0.96+0.41 1.65+0.49
0.25 1 46.00 56.00 3.24+1.35 4.36+2.26 5.53+1.34 1.57+0.64
0.25 2 89.00 34.00 1.60+0.07 4.58+0.34 3.22+0.70 3.29+1.39
0.50 0 12.00 91.00 4.28+0.26 5.37+2.86 0.74+0.36 0.790+0.41
0.50 0.25 32.00 35.00 1.68+0.19 2.52+1.17 1.33+0.41 1.81+0.66
0.50 0.50 59.00 28.00 2.25+0.18 7.15+1.06 1.23+0.20 0.48+0.24
0.50 1 64.00 47.00 3.04+1.12 1.71+0.57 1.82+0.23 0.97+0.14
0.50 2 78.00 34.00 2.61+1.42 0.87+1.39 2.35+0.57 4.58+0.34

+ = En az li¢ tekrarla elde edilen standart sapmayi ifade etmektedir.
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In vitro sartlarda siirgiin rejenerasyonunun saglandigi
besin ortamlarinda her zaman koklenmeyi saglamak
miimkiin ~ olmamaktadir. Bu nedenle siirgiinlerin,
koklenmeyi tegvik edici hormonlarin bulundugu ortamlara
transfer edilmesi gerekmektedir. Koklenmeyi tesvik etmek
amactyla 0.5 mg/L NAA igeren MS besin ortamu
kullanilmigtir. Caligma sonrasinda koklenen bitkiler,
hormon icermeyen MS ortamina aktarilarak bitkilerin
belirli bir bilyiikliige gelmeleri saglanmustir. Daha sonra
bitkiler 3:1 oraninda toprak:kum igeren saksilara aktarilarak
dis ortama adaptasyonlar1 gerceklestirilmistir.

Giinlimiizde insanlar i¢in Onem tagiyan bitkilerin,
verimini, hastalik ve zararlilara kars1 direnglerini arttirmak
amaci ile kullanilan klasik 1slah metotlarinin yani sira, doku
kiiltiirii ve biyoteknoloji yontemleri ile her yonii ile istenen
ozelliklere sahip bitki tiirlerinin firetimi ¢ok daha kisa
siirelerde ve kontrollii kosullarda elde edilerek bu bitkilerin
doga kosullarina uygun hale getirilmesi miimkiindiir.

Geligsmekte olan tilkelerdeki insanlarin %80 i tibbi ve
aromatik bitkileri, hastaliklarin tedavisinde
kullanmaktadirlar [13]. Tedavi amagli kullanilan bu tibbi ve
aromatik bitkilerin kiiltiirii yapilmamakta olup dogal
yetisme ortamlarindan toplanilmaktadir. Eczacilik sanayide
de ilag¢ etken maddesi olarak tibbi ve aromatik bitkilerden
biiyiik oranda yararlanilmaktadir. Bu ¢aligmamizda tibbi ve
aromatik bir bitki olan Acinos rotundifolius Pers. in
kotiledon bogumu, eksplant kaynagi olarak kullanilip farkli
oranlardaki BAP-IBA kombinasyonlarinin etkisiyle in vitro
mikro c¢ogaltimi i¢in ilk defa bir rejenerasyon protokolii
geligtirilmistir. Bu protokoliin 6nemli bir tibbi bitki olan
Acinos rotundifolius Pers. in biiyiik 6lgekli tiretiminde iyi
bir rejenerasyon protokolii olacagini da timit etmekteyiz.

Calismamizda bitkinin kotiledon bogum kismi eksplant
kaynagi olarak kullanilmis ve BAP-IBA nin 10 farkh
kombinasyonu ile hazirlanmig MS besin  ortami
denenmistir. Sonuglarimiza gore siirgiin rejenerasyonu igin
en uygun ortam 0.50 mg/L BAP iceren MS besin ortamidir.
Bu sonuca gore siirgiin gelisimi kismi olarak kallus
olusumunu engellemektedir. Maksimum stirglin
rejenerasyonu 0.50 mg/L BAP igeren MS besin ortaminda
olurken, ayni ortamda denenen kombinasyonlar i¢inde en
diisiik kallus olusum orani tespit edilmistir. Ayni sekilde
kallus olusum ylizdesi de rejenere siirgiin ylizdesini
etkilemistir.

Bir bagka tibbi bitki olan Swertia mussotii ile yapilan
bir caliyjmada BAP-NAA’ nin farkli kombinasyonlar:
kullanilarak ~ degisik oranlarda kallus ve siirgiin
gelistirilmigstir[14]. Gelistirilen kalluslar 6 hafta sonra
siirgiin rejenerasyon ortamima aktarilmstir. Kalluslarin
gelistigi ortamlarda siirglin rejenerasyonu goézlenmemistir.
Doku kiiltlirii ortaminda fiziksel ve kimyasal faktorler
arasindaki karsilikli etkilesim, sonuglari bilyilk oranda
etkilemektedir. Bu sonuglar g¢aligmamizin sonuglari ile
uyusmaktadir. Calismamizda da kallus olusumu siirgiin
geligimini, siirgiin gelisimi ise kallus olugum oranlarini
etkilemektedir. He ve arkadaglart [14] sadece BAP ve
BAP-NAA kombinasyonlarin1 kullanmiglar ve benzer
sonuglari elde etmislerdir.

Sonuglarimiz Sahoo ve ark. [15], Liu ve Chen [16],
Smolenskaya ve Ibragimova [17], Sivanesan ve ark. [18]
yaptiklari  ¢aligmalar ile uygunluk gostermektedir.
Bahsedilen bu calismalarda da oksin ve sitokinin
kombinasyonlarmin 6zellikle BAP ile az miktarda
kullanilan oksinin (IAA yada NAA gibi) siirgiin
rejenerasyonu i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Bu
caligmanin  sonuglarindan  da  kotiledon  bogum
eksplantindan siirglin rejenerasyonu igin BAP miktarinin

arttirllmasmin  siirgiin  rejenerasyon oranini arttirdigt ve
kullanilan IBA konsantrasyonunun kallus olusum yiizdesi
iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
Safdari ve Kazemitabar [19] Portulaca grandiflora ile
yaptiklar1 bir ¢alismada BAP konsantrasyonunun diisiik
miktarda olmasinin siirglin rejenerasyonu i¢in daha uygun
oldugunu belirtmislerdir. Bu bulgu ¢alisma sonuglarimiz ile
uyumlu degildir.

Sonug olarak bu ¢alisma Acinos rotundifolius Pers. in
mikro ¢ogaltimi konusunda yapilmis ilk caligma olmakla
birlikte etkili bir rejenerasyon protokoliidiir de.
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