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In this study, we evaluate the potential for in vitro propagation of Mentha spp. for mass production.
The two Mentha spp. (Mentha x piperita L., M. pulegium L.) were propagated with four successive
60-day subcultures in MS medium supplemented with for 100uL/L NAA (Naphthylacetic Acid) and
600ul/L IBA( Indole Butyric Acid). The shoots were rooted in the same media. The rooted plantlets
were finally acclimatized in a growth room. Callus induction was carried out in MS (Murashige and
Skoog) media supplemented with 100pL/L NAA and 250uL/L BAP (Benzylaminopurine). Callus
was successfully induced from nodes of Mentha pulegium L. Through micropropagation, both
Mentha spp increased in multiplication rates around 6-fold per month compared to the traditional
propagation method. Mentha x piperita and Mentha pulegium showed the most significant potential
for plantlet production through the micropropagation method.
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Aromatik Tibbi Bitki olan Mentha x piperita L. ve Mentha pulegium L.’nin in
vitro Kallus Indiiksiyonu ve Mikrog¢ogaltim yoluyla Gelistirilmesi
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Aromatik tibbi bitkiler

Bu caligmada, in vitro cogaltma yontemiyle nanelerin seri iiretimi amaglanmaktadir. iki farkli nane
(Mentha x piperita L., Mentha pulegium L.) tiiriinden eksplant 6rnekleri alinip gerekli sterilizasyon
islemi yapildiktan sonra 100 uL/L NAA (Naphthylacetic Asit) ve 600uL/L IBA ( Indol Butyric Asit)
seviyelerindeki hormonlarla MS (Murashige & Skoog) ortamina alinmustir ve 60 giinde iki hafta
arayla alt kiiltiir yapilarak aktarma islemi gergeklestirilmistir. Eksplantlardan ayn1 MS ortaminda kok,
govde ve yaprak olustuktan sonra naneler bitki biiylitme odasinda toprak ortamina aligtirilmgtir.
Nanelerin kallus indiiksiyonu 100 pL/L NAA ve 250uL/L BAP (Benzylaminopurine) hormon
seviyeleri kullanilarak MS ortamima alinmistir. Kallus kiiltiirii igin ortama alinan eksplantlardan
sadece birinde (Mentha pulegium) kallus hiicrelerinin indiiklendigi goriilmistir. Mikrogogaltim
yontemiyle gelistirilen her iki Mentha ssp’de (Mentha pulegium, Mentha x piperita) tiiriinde de dogal
yolla ¢ogaltma yontemine gore ayda 6 kat daha fazla biiytadiigi goriilmiistiir. Elde edilen verilere gore
mikrogogaltim yOntemiyle gelistirilen Mentha x piperita ve Mentha pulegium tiirlerinin iiretim
potansiyelinin oldukea yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Giris

Diinya genelinde yetisen bitkilerin yaklagik %12,5’ini
olusturan tibbi ve aromatik bitkiler, igerdikleri etken
maddelerle basta insan sagligi olmak iizere ilag ve gida
sanayisinde kullanilmasi nedeniyle bu bitkilere olan talep
her gegen giin giderek artmaktadir (Schippmann, 2002;
Temel ve ark. 2018). Bu bitkiler dogrudan veya dolayl
yollarla insan beslenmesinin %80’ini kargilamakta ve
ozellikle igerdigi bilesenlerden dolay: geleneksel tip ve
modern tibbin bir¢ok alaninda kullanilmaktadir. Bu
kapsamda, insan saglig: tizerinde 6zellikle de bagisiklig:
diisiik insanlar i¢in olumsuz etkilere neden olan kimyasal
ilaglara kars1 bu bitkisel tirtinler alternatif bir ¢6ziim olarak
karsimiza ¢ikmakta ve bunlarin terapotik etkileri tizerine
calismalar yapilmaktadir (Molsaghi, 2014; Nassiri, 2008).
Sentetik ve organik kimyadaki gelismelere ragmen modern
farmakopide kullanilan ilaglarin %25’inin bitkilerden elde
edildigi, digerlerinin de bitkilerden izole edilerek yapilan
sentetik ilaglar oldugu bilinmektedir.

Tibbi ve aromatik bitkiler igerisinde yer alan
Lamiaceae familyasi ugucu yag ve sekonder metabolit
bakimindan  zengindir  (Baser, 1993) ve biyik
¢ogunlugunun kiiltiirii yapilmaktadir (Ellialtioglu ve ark.
2007). Tibbi ve aromatik bitkiler grubunda yer alan nane
Lamiaceae-Ballibabagiller familyasina aittir. Nane cok
yillik bir bitkidir ve vejetatif yontemle ¢ogaltilir (Baytop,
1992). icerdigi yiiksek oranda ucucu yag ve sekonder
metabolitlerden dolay tip, gida, ilag, kozmetik ve kisisel
bakim iriinlerinde kullanilmaktir (Kitto, 2016; Phatak,
2002; Baytop,1999). Lamiaceae familyasi diinya genelinde
250 cins 4000 tur igermekte olup (Kahraman ve ark. 2009)
, ilkemiz genelinde 7 tiirii oldugu bilinmektedir (Baydar,
2005; Baytop, 1992). Bunlardan Mentha x piperita (Ingiliz
nanesi),Mentha arvensis L.(Japon nanesi) ve Mentha
spicata L. (Bahge nanesi) tiirlerinin kiiltiiri yapilmaktadir.
Ayrica bu tiirler icerisinde bergamot veya limon nanesi
(Mentha citrata Ehrh.), su nanesi veya kivircik nane
(Mentha aquatica L.), elma nanesi veya kirmizi nane
(Mentha gentilis), ananas nanesi (Mentha gentilis L. var.
variegata), yarpuz veya filiskin (Mentha pulegium) gibi
tiirleri de bulunmaktadir (Baydar, 2005). Ozellikle bu
tiirlerden bazilart mentol, karvon, menton ve pulegon gibi
major ana bilesenleri igermesi (Baydar, 2005) nedeniyle,
bu tirler dogal antioksidan  kaynagi  olarak
nitelendirilmektedir (Phatak, 2002; Holozmanova, 1996).
Bunun yani sira en basta tip olmak {izere birgok alanda ¢ok
fazla kullanilmalarinin nedenleri olarak antiseptik (Baytop,
1999), antifungal (Hmiri ve ark. 2011), antibakteriyel
(Sujana, 2013) ve antimikrobiyal potansiyele sahiptir
(Babaoglu, 2002).

Bu caligmada kullanilan tiirlerden biri olan Mentha x
piperita; M. aquatica L. ve M. spicata L. tiirlerinin
melezidir. Tirkiye’de dogal ve kiltir bitkisi olarak
yetistirilmektedir (Telci ve ark. 2001). Mentha x piperita
(Peppermint), nemli ve iliman iklimlerde iyi yetisen ¢ok
yillik bir bitkidir ve en yaygin olarak Avrupa, Asya,
Amerika Birlesik Devletleri, Hindistan ve Akdeniz
iilkelerinin 1liman bolgelerinde yetistirilir. Bununla birlikte
kurakliga karst duyarhdir. Bu tiir en verimli ve en kaliteli
ugucu yaga sahip olan ve (Baytop, 2005) ayrica ugucu
yaginda %45-50 oraninda mentol bulunduran 6nemli bir
tirdiir (Tanker ve ark. 1998). Bitki aromatik, uyarici, mide,

gaz giderici ve bulanti, siskinlik, bas agrisi ve kusmayi
hafifletmek i¢in kullanilir. Bu cinsin tyeleri, diinyadaki
ekonomik agidan 6nemli olan mentol iiretimi igin tek
kaynaktir. Bazi tiyelerin farkli aromalar1 nedeniyle hem
taze hem de kurutulmus formda bitkisel ¢aylar ve gegniler
olarak kullanimlar1 mevcuttur (Baser ve Kurkcuoglu,
1999).

Kullanilan bir diger tiir de yine Lamiaceae familyasina
ait 6nemli bir tibbi bitki olan M. pulegium (Pennyroyal),
hem diinya capinda hem de Tiirkiye de genis bir yayilim
alanina sahip bir bitkidir (Eryigit, 2006). Bu tiiriin toprak
iistii kisimlar1 tibbi agidan 6nemli etkiler sergilemekte
olup, bu etkiler antioksidan, analjezik, antibakteriyel,
fungusit seklinde goriilmektedir (Zargari, 2011). Ozellikle
ucucu yaginda %80-95 oraninda pulegon bileseni icermesi
nedeniyle eczacilik alaninda biiyilk ©Oneme sahiptir
(Lawrence, 2007). Son on yilda, M. pulegium ugucu
yaglarimin  giiglii  pestisit ve antioksidan o6zellikler

gostermesi  pulegon ve menthon  bilesenlerinden
kaynaklandig: bildirilmistir. Son arastirmalar, bakterilerin,
mayalarin, mantarlarin, boceklerin, akarinlerin,

parazitlerin ve nematodlarin tizerinde sergiledigi abiyositik
etki  nedeniyle son  derece  o6nemli  oldugu
vurgulanmaktadir. Ayrica ugucu yagi, veba/hasere
kontrolii i¢cin geleneksel olarak kullanimindan dolay:
dikkatleri tizerine ¢ekmektedir (Domingues, 2019).

Bu calismada, tibbi ve aromatik bitki kategorisinde yer
alan ve bir¢ok alanda kullanimi olan nane bitkisine yonelik
talebin kargilanmasi i¢in hem kalite ve verim, hem de hizli
tretimi  amaciyla biyoteknolojik bir yontem olan
mikrogogaltim kullanilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda,
nane yaginin Tiirkiye’de alternatif tipta kullaniminin yam
sira modern tipta da biiyiik oranda kullanilmasi nane
tizerinde yapilacak olan ¢aligmalar1 daha da ilgi ¢ekici hale
getirmekte ve aym1 zamanda bu bitkinin bircok alanda
uygulanmasi igin Onerilmektedir. Ancak, nanenin artan
pazar payindaki talebe olan ihtiyacin dogal yollarla tiretimi
ile karsilanmasi pek miimkiin olmamaktadir. Diger
yandan, ¢ogu tibbi ve aromatik bitki gibi nane bitkisinin
dogal yasam alanlarinin sinirli olmasinin yani sira belirli
cografi ve gevresel kosullarda yetismesi de diger bir
simirlayici faktorler arasindadir. Bu sorunlar géz oniinde
bulundurularak, kaliteli ve verimli iretimi arttirmak
amaciyla  kullamilan  birgok  yOnteme nazaran
mikrogogaltim, bu sorunlarin giderimi i¢in Onemli
alternatif bir yontem olarak degerlendirilmektedir.
Mikrogogaltim,  direkt ~ veya indirekt  yollarla
olgunlasmamis veyahut olgunlagmasini tamamlamig bitki
kisimlarmin ¢ogaltilmasi, koklendirilmesi ve daha sonra
toprakta alistirllarak bilyiitiilmesi islemine dayanan
popiiler biyoteknolojik bir yontemdir (Babaoglu ve ark.
2001). Bu teknik, bitkilerden hizli ¢ogaltim ve yiiksek
kaliteli trtinlerin tiretimi i¢in yiiksek potansiyele sahip
ozellikler sergilemektedir (Mehta, 2012). Dolayistyla in
vitro kiiltiirde ¢evreden bagimsiz olarak kontrollii ve steril
kosullarda, tiketici ihtiyaci dogrultusunda istenen
bilesiklerin iiretimini arttirmak ve iliretmek miimkiindiir
(Bourgaud, 2001). Son yillarda tibbi bitkilerin doku
kiiltiirii araciligiyla lizli ve Kitlesel ¢ogaltimi, y1l boyunca
tiretimi, patojensiz tiretimi, verimliligi ve verimi arttirimu,
nesli tiikenmekte olan tiirlerin korunumu ve ikincil
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metabolitlerin in vitro tiretimi (Tripathi, 2003; Mulabagal,
2004) i¢in mikrogogaltim kullanilmaktadir. Ancak Mentha
X piperita ve M. pulegium tiirlerinin mikrogogaltim
yontemi ve dogal ortamda tiretimi arasindaki farklart
gbzlemlenmesi amaciyla yeterli calisma bulunmamaktadir.
Bu baglamda, nanenin iki tirtiniin mikrogogaltim ve kallus
gelisimi i¢in belirli hormon seviyeleri uygulanarak doku
kiiltiirii kapsaminda tiretimi degerlendirilmistir.

Materyal ve Yontem

Bu ¢aligmada, kullanilan nane bitkisinin iki 6nemli tiirti
(Mentha x piperita, M. pulegium) Ankara TIGEM (Tarim
Isletmeleri Genel Miidiirliigii)’den temin edilmistir. Bu
bitkiler Usak Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii” niin iklim odasinda yetistirilmistir.

Bitkilerin Yetistirilmesi

[1k olarak, her iki tiire ait bitkiler iklim odasinda siirekli
olarak yetistirilmigtir. Daha sonra, ana materyallerden
mikrogogaltim ve kallus yontemi i¢in nod eksplantlarindan
almip, hazirlanan MS ortamima (Murashige ve Skoog,
1962) aktarilarak gelistirilmistir. Uygulanan doku kiiltiirti
metodu asagida verilmistir.

Materyal Sterilizasyonu

Doku kiltiiri  kabi olarak 300 ml hacmindeki
otoklavlanabilir plastik petri kaplar1 ve test cam tiipleri
kullanilmustir. Her bir kaba 20 ml besi ortami dokiilerek
akabinde otoklavda (Niive steamart OT 106) 121°C
sicaklikta 15 dakika boyunca 1,06 atm buhar basincinda
sterilizasyon islemi gerceklestirilmistir.  Sterilizasyon
asamalar1 (Bigakct ve Memon, 2005) metoduna gore
yapilmigtir.

Eksplant Sterilizasyonu

Mikrogogaltim i¢in alinan eksplantlar (nod) (Bigaker ve
Memon, 2005) metoduna uygun bir  sekilde
gerceklestirilmistir. Uygulanan metot agagida belirtilmistir:

Ilk olarak, eksplantlar firca yardimu ile temizlendikten
sonra antibakteriyel sivi sabunla muamele edilerek ardinda
bol su ile durulanmustir. Daha sonra, eksplantlar distile
suyla (Millipore/Direct Q-3 UV) seyreltilmis olan sodyum
hipoklorit soliisyonu igin %5’lik ticari camagir suyunda 1-
2 dakika bekletilmis ve akabinde 3-4 kez distile su ile
durulanmustir. Bu islemler birkag kez tekrarlandiktan sonra
sterilizasyon islemi tamamlanmustir.

MS (Murashige & Skoog) Ortaminin Hazirlanmasi

Mikrogogaltim i¢in bitki materyallerine uygun
rejenerasyon ve koklenme besiyerleri  hazirlanirken
kullanilan vitaminler, bitki biiyiime diizenleyiciler ve MS
(Murashige ve Skoog, 1962) besiyerinde; Sukroz (Merck)
30 gr/L, A, B1, B2, C, D, E, F, G vitaminleri sirasiyla 5
ml/L, 5 ml/L, 5 ml/L, 5 ml/L, 10 ml/L, 5 ml/L, 5 ml/L, 10
pl/L, pH s1 6, hormonlar IBA (Indol Butyric Asit-Sigma)
600uL, NAA ( Naphthylacetic Asit-Sigma) 100ul/L, 6gr/L
agar (Sigma firmasi1) mevcuttur. Ayrica kallus kiltiirii igin
100uL/L NAA ve 250 puL/L BAP (Benzylaminopurine-
Sigma) hormon seviyeleri kullanilmigtir.

Mikrogogaltim i¢in; 4,4 gram/L MS (Sigma firmast), 30
gr/L siikroz, 6 gr/L agar, 100 pL/L NAA, 600 uL/L IBA
hormonlar1 1 L dH>O’ da ¢oziindiiriilerek, pH (Mettler

Tolede S20-K) 5,4-5,8 ayarlanmustir.  Otoklavlama
isleminden sonra hazirlanan soliisyon cam test tiiplerine ve
30 cc plastik petri kaplarina paylastirilmistir. Tiim agamalar,
hava akigli steril kabinde gerceklestirilmistir. Mikrogogaltim
icin gerekli sterilizasyon iglemi yapildiktan sonra steril hava
akisl kabin icerisinde her iki tlirden de nod eksplantlar
belirli seviyelerdeki hormon miktarlartyla MS ortaminda
cam tiplerin iginde kiiltire alimmistir. Kiiltiir ortamina
alindiktan bir hafta sonunda her iki tiirde de kok ve govde
gelisimi gozlemlenmistir. Bitkiler 60 giin boyunca haftada
iki defa olacak sekilde alt kiiltiir yapilarak petri kaplarinda
¢ogaltilmistir. Tki ay sonunda toprak ortamina alistiriimaya
hazir hale getirilmeye ve iklim odasinda toprak ortamina
alistirilmaya ¢alisilmustir. Her iki tiirde bir hafta icerisinde
toprak ortamina hizli bir sekilde adapte olmustur. Diger bir
yandan, dogal ortamdan alinan tiirler de iklim odasinda ayn1
zaman diliminde 3 litrelik saksilara yerlestirilmistir. Bitkiler
her iki yontemle ikiser saksi olacak sekilde ii¢ tekerriir
halinde, 16 saat glindiiz/ 8 saat gece periyodu, 22-25°C hava
sicakligl, %70/85 bagil nem orami ve 10.000 lix 1sik
yogunlugu olan iklim odasinda yetistirilmistir. Bitkilerin
gelisebilmesi igin Y4 oraninda seyreltilen Hoagland
(Hoagland ve Amon, 1938) besin ¢6zeltisi (Tablo 1.) saksi
basina 50 ml olacak sekilde bir ay boyunca haftada iki defa
uygulanmustir. Bir ay sonunda her iki yontemle gelisen
bitkilerin ¢igeklenme dncesi yapraklar hasat edilmis ve oda
sicakliginda kurutularak 6l¢iimleri yapilmustir.

Kallus kiiltiiri i¢in her iki tiirden alinan nod
eksplantlarin sterilizasyon islemi gerceklestirildikten sonra
steril hava akigh kabin igerisinde 100 puL/L NAA, 250
uL/L BAP hormon seviyelerinde MS ortamina alinmistir.
Mentha x piperita tiri igin  kallus  gelisimi
gozlemlenmediginden (50ul/L NAA- 600ul/L BAP ve
50ul/L IBA-600ul/L BAP) seviyelerinde iki defa hormon
degisikligi yapilmustir.

Tablo 1. Bitkilerdeki 1X Hoagland soliisyonunun igerigi
(Hoagland ve Arnon, 1938)

Table 1. The composition of Hoagland solution (x1 ) given
to the plants (Hoagland and Arnon, 1938)

Stok Bilegenler Son
Soliisyon Konsantrasyon
A KNOs 6,5 mM

Ca(NOs3), x 4H,0 4,0 mM
B NH4H2PO4 2,0 mM
MgSO4 x 7TH,0 2,0 mM
H3BO3 4,6 uM
c MnCl; x 4H,0 0,5 M
(N H4)5M07024 X 4H,0 0,1 uM
ZnSO4 X 7Hzo 0,2 },LM
D FeCls 45uM
Bulgular

Bu ¢aligmada nane bitkisinin iki 6nemli tiirii olan M.
pulegium ve Mentha x piperita mikrogogaltim ve Kkallus
kiiltiirli yontemi ile gelistirilmistir. M. pulegium tiiriiniin
mikrogogaltim ve kallus kiiltiirli ig¢in uygulanan ortam
miktarlart1 Tablo 2’ de verilmistir. Mikrogogaltim ig¢in
uygulanan 100 pl/ NAA+600 pl/L IBA ve kallus kiiltiirii
icin uygulanan 100 ul/L NAA+250 ul/L BAP hormon
seviyelerinde basarili olunmustur.
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Tablo 2. Farkli hormon i¢eren MS besi ortamlarinda M. pulegium’un mikrogogaltimi ve kallus kiiltiiri.

Table 2. Micropropagation and callus culture of M. pulegium in MS media containing different hormone concentrations
Hormonlar MS Siikroz  Agar Kok  Govde Kallus
Mikrogogaltim 100 ul/L NAA+ 600 pl/L IBA 4,4 g/L 30g/L  6,8g/L Var Var Yok
Kallus Kiiltiirii 100 ul/L NAA+ 250 pl/L BAP 4,4 g/lL 30g/L  6,8g/L Yok Yok Var

Tablo 3. Farkli hormon igeren MS besi ortamlarinda Mentha x piperita 'nin mikrogogaltim ve kallus kiiltiiri

Table 3. Microprop

agation and callus culture of Mentha x piperita in MS media containing different hormone

concentrations

Hormonlar MS Siikroz ~ Agar Kok  Govde  Kallus
Mikrogogaltim 100 ul/L NAA+ 600 pl/L IBA 4,4g/L 30g/L  6,8g/L Var Var Yok
Kallus Kiiltiirii 1 100 ul/L NAA+ 250 pl/L BAP 4,4 g/lL 30g/L  6,89/L Yok Yok Yok
Kallus Kiiltirii 2 | 50 ul/L NAA+ 600 ul/L BAP 4,4 g/lL 30g/L  6,89/L Yok Yok Yok
Kallus Kiiltiirii 3 50 ul/L IBA+ 600 pl/L BAP 4,4 g/lL 30g/L  6,8g/L Yok Yok Yok

Sekil 1. MS+ hormon ortaminda M. pulegium’un
mikrogogaltimi. A.cam tiip, B. petri kabinda yetistirilen
bitkilerin goriintiileri
Figure 1. The micropropagation of M. pulegium MS
medium+ hormone. A. Plantlets were grown in a glass
tube, B. Plantlets were grown in a petri dish

3 ,
I e <~

ortamda bir ay i¢inde yetisen bitkilerin gorintiileri.
Figure 3. A. M. pulegium plants were grown for one
month in pot culture after micropropagation. B. Plants
were grown for one month from natural cuttings.

Mentha x piperita mikrogogaltim ig¢in 100 pl/L
NAA+600 pl/L IBA hormon seviyelerinde basarili
olunurken, 100 pl/L NAA+250 pl/L BAP hormon
seviyelerinde kallus olusumu gézlemlenmemistir. Buna
bagli olarak, Mentha x piperita tiiriinde kallus gelisimi igin
iki farklt hormon ve miktar degisikligi; 50 ul/L NAA+600
ul/L BAP ve 50 pl/L IBA+600 pl/L BAP uygulanmis,
ancak herhangi bir basar1 kaydedilmemistir (Tablo 3.).

M. pulegium belirli hormon seviyelerinde MS
ortaminda Sekil 1’ deki gibi cam test tiipiinde kiiltiire
alimmig ve bir hafta sonunda kok ve govde olusumu

Sekil 3. A. M. pulegium’un mikrogogaltim ve B. dogal

Sekil 2. Mentha x piperita’nin mikrogogaltim
MS-+hormon ortami. A. Cam tiip, B. petri kabinda
yetistirilen bitkilerin goriintiileri

Figure 2. The micropropagation of Mentha x piperita
MS medium-+hormone. A. Plantlets were grown in a glass
tube, B. Plantlets were grown in a petri dish

Sekil 4. A. Mentha x piperita’nin dogal ortamda ve B.

mikrogogaltim yontemiyle bir ay iginde yetisen gorintiileri.

Figure 4. A. Mentha x piperita plants developed from
natural cuttings and B. plants developed from
micropropation (plants are one month old).

gozlemlenmistir. Bitkinin ¢ogaltilmas1 igin 60 giin
boyunca iki hafta arayla alt kiiltiir yapilarak petri kaplarina
aktarilmig ve hizli bir oranda bityiime g6zlemlenmistir.

Diger bir yandan, Mentha x piperita tiirii de ortama
alindiktan bir hafta sonunda cam tiiplerde kok ve govde
olusumu gozlemlenmigtir. Bitkinin ¢ogaltilmasi igin 60
giin boyunca iki hafta arayla alt kiiltiirii yapilarak, petri
kaplarinda biyiitilmistiir. Ayrica Mentha x piperita
tirtinde agar yerine aynmi oranda fitajel kullanilmig ve kok
olusumu daha iyi gozlemlenmistir (Sekil 2.).
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Sekil 5. M. pulegium 'un nod eksplantindan kallusun
gelismesi. Mentha pulegium 'un NAA ve BAP hormon
seviyelerinde MS ortamina alindiktan sonra kallus
indiiksiyonu goriiniimii (detayli olarak materyal metoda
bakiniz).

Figure 5. Callus development from nodes of M.
pulegium explants. Callus induction was observed after
the application of NAA and BAP (see details in material
and method section).

A B C
Sekil 6. M. pulegium’un organize olmamis kallus
hiicrelerinin 151k mikroskobunda goriintiileri.
(A: 10X, B: 40X, C: 100X).
Figure 6. Light microscopic images of the
unorganized callus cells of M. pulegium .
(A: 10X, B: 40X, C: 100X).

Tablo 4. Mikrogogaltim yontemi ve dogal ortamda yetisen
bitkilerin yaprak kuru agirlik oranlart.

Table 4. The dry weight of the leaves of plants grown for
one month in pot culture.

MY DY
Mentha x piperita 10,93£0,24  1,9+0,08
Mentha pulegium 10,66+0,16  1,86+0,12

MY: Mikrogogaltim yontemiyle gelistirilen bitkilerin kuru agirlik oranlari
(g+SE), DY: Dogal ortamda yetistirilen bitkilerin kuru agirlik oranlar
(g+SE); + Ug tekrar halinde elde edilen standart sapmayi ifade
etmektedir. g: gram

M. pulegium tiirii iki ay sonunda toprak ortamina
alistirilmaya hazir hale gelmistir. Kiiltiir ortamindan dis
ortama adapte edildikten sonra ii¢ tekerriirli olacak
sekilde, her bir tekerriir iki saksi olmak iizere toprak
ortamina alistirtlmistir. Bitkinin bir hafta igerisinde ortama
adapte oldugu goriilmiis ve bir ay sonunda dogal ortamda
yetisen bitkilere gore daha hizli gelistigi gorilmustiir.
Mikrogogaltim ile gelistirilen tiiriin dogal ortamda yetisen
tire kiyasla daha canli ve daha fazla yaprak gelisimi
gozlemlenmistir (Sekil 3).

Ayni hormon seviyelerinde gelistirilen Mentha x
piperita tiirii de iki ay sonunda kiiltiir ortamindan toprak
ortamina her bir tekerriirde iki saksi olacak sekilde fig
tekerriir halinde adapte edilmistir. Bitkinin adapte olduktan
bir ay sonraki hali Sekil 4°de verilmistir. Mikrogogaltim ile
gelistirilen bitkinin dogal ortamda yetistirilen bitkiye gore
daha hizli biiyiime gosterdigi ve yaprak miktarmin daha
fazla oldugu gozlemlenmistir.

Her iki tirin de bir ay sonunda hasat islemleri
yapilarak, kuru agirlik miktar olgiimleri yapilmig ve
mikrogogaltim ile gelistirilen bitkilerin dogal ortamda
yetistirilen bitkilere kiyasla yaprak kuru agirlik miktarlart
yaklagsik 6 kat daha fazla oldugu saptanmustir (Tablo 4).

iki tiirde de Kallus gelisiminin olusmasi igin 100ul/L
NAA ve 250ul/L BAP hormon seviyelerinde MS ortamina
alinmustir. Bu hormon seviyelerinde M. pulegium tiiriinde
kallus olusumu gozlemlenirken Mentha x piperita tiiriinde
kallus olusumu gézlemlenmemistir. M. pulegium tiiriinden
alinan nod eksplantlart kiiltiire alindiktan bir ay sonunda
kallus hiicrelerinin olusumu Sekil 5’de verilmistir.

Kallus hiicrelerinin 151k mikroskobunda 10X, 40X ve
100X objektiflerindeki goriintiileri Sekil 6’da verilmistir.
100X objektif goriintiisinde kallus hiicrelerinin béliinme

yeteneklerini devam ettirdikleri detayli bir sekilde
gbzlemlenmistir.
Tartisma

Tibbi ve aromatik bitkiler genel anlamda belirli
cevresel kosullarda yetismektedir ve hasat edilmesi
sirasinda germplazmanin yok olma riskiyle karsi karsiya
kalinabilir. Bu bitkilerin korunabilmesi i¢in Hindistan da
Sharma ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
mikrogogaltim yontemi kullanilarak tibbi bitkilerin
biyogesitliligi korunmustur. Bu ¢alismada mikrogogaltim
yontemiyle belirli kosullar altinda bitkiler yetistirilerek
dogadan toplanmasina gerek kalmadan her mevsim iiretim
saglanmistir.  Mikrogogaltim  yontemi  kullanilarak
gelistirilen tibbi ve aromatik bitkiler agir1 hasadin verdigi
bir takim zararlar1 ortadan kaldirabilir.

Calismamizdaki amag¢ dogrultusunda mikrocogaltim
yontemiyle kontrollii  sartlarda nanelerin  igerdigi
bilesenlerinin  ¢evresel kosullardan etkilenmemesini
saglayarak daha hizhh ve fazla miktarda verim elde
edilebildigi gozlenmistir. Nane icerdigi bilesenlerden
dolay1 diinya genelinde ¢ok biiyiik 6neme sahiptir ve bu
denli 6nemli olan bitkinin hizli bir sekilde ¢cogaltilmasina
ihtiyag vardir. Bu ihtiyag dogrultusunda, her iki tiirde de
belirli hormon seviyelerinde MS ortamina alinan nod
eksplantlarindan  bitki gelisimi basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir. MS ortamina alindiktan yaklasik bir
hafta sonra bitki gelismeye baglamig olup, iki hafta arayla
alt kiiltiir yapilarak MS ortaminda ¢ogaltilmasi saglanmis
ve 6 ay sonrasinda toprak ortamina alistirilmigtir.
Mikrogogaltim ile gelistirilen bitkiler dogal ortamda
yetistirilen bitkilere nazaran 6 kat daha fazla biiyiime
gostermistir (Tablo 4). Bu sonuglar, mikrogogaltim ile hizli
bir sekilde ve ¢esitliligi en az olan nanelerin {iretilmesiyle
beklenilen talebin kargilanmasi diinya ekonomisine biiyiik
oranda katki saglayacagini gostermektedir. Bu ydntem
kullanilarak gelistirilen nanelerin  firmalara tavsiye
edilerek seri iiretimi yapilabilir. Buna ek olarak, farkli
bolgelerde yetisen naneler farkli iklim sartlarina maruz
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kaldigindan dolay1 igerdigi bilesenlerin miktarlarinda
degisiklikler oldugu goézlemlenmistir (Benlarbi ve ark.
2014). Ancak doku kiiltiirii yontemiyle bu degisimler en
aza indirigenebilir ve farkli yerlerden bitki toplanmasina
gerek kalmayabilir. Boylece nane mikrogogaltim
yontemiyle tarimda kiiltiir bitkisi olarak yetistirilebilir.

Mikrogogaltim yontemiyle gelistirilen Mentha x
piperita su kiiltiiriine aktarilarak yetistirilen bir ¢aligmada
toplam fenolik ve flavanoid bilesenlerinin tarlada yetisen
bitkilere nazaran daha fazla oldugu goézlemlenmistir
(Mallick ve ark., 2016). Bu durum kontrollii sartlarda
biiyiiyen bitkilerin tarlada yetisen bitkilere gore gevresel
kosullardan etkilenmediginden daha fazla verim elde
edildigini gostermektedir. Calismamizda da mikrogogaltim
ile geligen bitkilerin daha hizl1 biiytidiigii gézlemlenmistir
(Sekil 3 ve Sekil 4). Bu sonuglardan mikrogogaltim
yontemiyle belli kosullar altinda biiyliyen bitkilerin
cevresel kosullardan etkilenmediginden daha hizl
biiylidiigii sdylenebilir.

Mentol tiretimi i¢in doku kiiltiirinde bazi basaril
girisimler yapilmistir (Spencer, 1993; Kim, 1996; Chnag,
1998). Diger bir ¢alismada sitokinin BAP hormonunun
diger  sitokinlere  gore  siirgiin  tomurcuklarmnin
biiyiimesinde daha fazla etkili oldugu goriilmistiir (Phatak
ve Heble, 2001; Ghanti, 2004). Bizim g¢alismamizda
kullanilan BAP hormonunun mikrogogaltim ortaminda
bitkilerin gelismesinde son derece basarili bir sitokinin

hormonu olarak etki gostermistir. Calismamizdaki
bitkilerin dogal ortamda yetisen bitkilere nazaran daha
hizli  bilylimesi aym1 zamanda bitki diizenleyici

hormonlarin etkisinin olabilecegi soylenebilir.

Istenilen aromalardan iiretirken bitki diizenleyici
hormonlarinin etkisi, nanelerin mikrogogaltim yontemiyle
umut vaat edici olmustur (Lyczk ve ark., 2020). Mentoliin
daha fazla iiretilmesi ekonomi bakimindan biiyiik 6nem arz
etmektedir. Benzer sekilde yapilan bir ¢aligmada hiicre
kiiltiirti ortaminda pulegon bileseni kullanilarak mentol
verimliliginin arttiginm1 gézlemlemislerdir (Chakraborty ve
Chattopadhyay, 2008).

Kallus gelisimi i¢in alinan eksplantlardan (nod, inter
nod, kdk ve yaprak) en iyi sonucu nod eksplantlarinda
goriilmiistiir. 1ki hafta icerisinde kallus hiicrelerinin fazla
miktarda bitytidiigi gézlemlenmistir. M. pulegium tiiriinde
kallus indiiksiyonu gozlemlenirken, Mentha x piperita
tiiriinde kallus indiiksiyonu gdzlemlenmemistir. ilerleyen
caligmalarda 100ul/L NAA ve 250ul/L BAP hormon
seviyeleri kallus tretimi i¢in kullamlabilir. Mentha x
piperita tiirlinde kallus olusumunun gozlenebilmesi i¢in
diger hormonlarin denenmesi gerekmektedir. Ayrica kallus
hiicrelerinin olugsmamasi bitkinin metabolik 6zelliklerinden
kaynaklanabilir.

Yapilan bir ¢alismada BAP ve 2,4-D hormonlari
kullanilarak kallus gelistirilmesi yapilmistir, ancak BAP
biiylime diizenleyici hormonu olmayan ortamlarda daha iyi
kallus gelisimi goriilmiistiir (Darvish ve ark., 2016). Bu
¢aligma bizim ¢aligmamiz ile kiyaslandiginda; ¢aligmamizda
BAP hormonunun kallus gelisimi i¢in daha basarili sonuglar
ortaya koydugu saptanmistir. BAP ve NAA hormonu
birlikte kullanildiginda daha iyi sonug¢ vermesi iki hormon
arasinda etkilesim oldugu diisiiniilmektedir. Fakat Darvish
ve ark.’nin ¢aligmalarinda BAP ve 2,4-D hormonu birlikte
kullanildiginda 2,4-D hormonu BAP hormonunun etkisini
baskiladigr diigiiniilmektedir. Bu nedenle kallus geligimi
olmamustir.

- Food Science and Technology, 9(1): 159-165, 2021

Sonug olarak; mikrogogaltim yontemiyle nanelerin seri
iretiminin yapilmasi son derece elverisli bir yontemdir. Bu
yontemle hem daha hizli ve fazla miktarda nane tiretimi
yapilirken hem de ¢evresel kosullarin verdigi olumsuz
etkileri giderilebilir. Sekonder metabolitler icerisinde yer
alan mentol ve pulegon bilesenlerinin hizli ve fazla
miktarda tretilmesi birgok gida, tip, ilag ve kozmetik
alanindaki kullanimini arttirmig olacaktir. Nane ugucu
yagma olan talebin  mikrogogalim  yontemiyle
karsilanmas1  Tirkiye’nin - ekonomik degerini  ciddi
anlamda yiikseltmis olacagi kanaatindeyiz. Ayrica yine bu
yontemle ilerleyen ¢alismalarda menthol ve pulegon gibi
onemli bilesenlerin gen aktarimi yapilarak daha verimli
bitkiler elde edilebilecegi ongoriisiindeyiz. Calismalarimiz
bu yonde devam etmektedir.
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