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ÖZET 

 

LAVANDUALA ANGUSTIFOLIA MİİL. (İNGİLİZ LAVANTASI)’ İN MİKROÇOĞALTIMI 

VE İN VİTRO KOŞULLARDA ÜRETİLEN FİDELERİN FENOLİK BİLEŞİKLERİNİN 

ANALİZİ 

 

Kübra SİVRİKAYA 

 

Karadeniz Teknik Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Atalay SÖKMEN 

2013, 75 Sayfa 

 

Tıbbi ve aromatik özelliklere sahip olan Lavandula angustifolia Mill.’ e ait sürgün ucu 

eksplantlarının farklı besin ortamlarında büyüme özellikleri incelendi, fidelerin uçucu yağ 

verimleri belirlendi; ve son olarak fenolik bileşikleri analiz edildi. Çimlendirme, sürgün 

oluşumu ve gelişimi için en uygun besin ortamları ayrı ayrı araştırıldı. Bu bitkinin 

mikroçoğaltım potansiyelini gözlemlemek için Murashige ve Skoog (MS; 1962) temel besi 

ortamına farklı derişimlerde Benzilaminopürin (BAP), 6-Furfurilaminopürin (kinetin) gibi 

bitki büyüme düzenleyicileri ilave edildi. En iyi çimlenme (%65), 0,5 mg/L Naftalen Asetik 

Asit (NAA) içeren MS besi ortamında gerçekleştirildi. Çimlendirilmiş fidelerden elde edilen 

sürgün ucu eksplantları 16 faklı MS ortamına aktarıldı ve büyüme parametreleri incelendi. En 

iyi çoklu sürgün gelişimi 1 mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA içeren MS besi ortamlarında 

gözlendi. Kültüre alınan eksplantlarda en uzun boylu fideler 1,5 mg/L Kinetin + 0,05 NAA 

mg/L içeren MS besi ortamında elde edildi. Sürgün ucu eksplantları 2 mg/L BAP + 0,05 mg/L 

NAA ve 2 mg/L TDZ + 0,05 mg/L içeren MS besi ortamlarında yüksek oranda kallus 

oluşturdu. Sürgün kültür hatlarından elde edilen özütlerden 4 fenolik bileşik (ferulik asit, 

gallik asit, klorojenik asit ve rozmarinik asit) HPLC ilekalitatif ve kantitatif olarak analizi 

edildi. En yüksek uçucu yağ verimi %3,37 oranla 1 mg/L kinetin + 0,05 NAA içeren MS 

ortamlarından elde edildi. 
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SUMMARY 

 

MICROPROPAGATION OF LAVANDULA ANGUSTIFOLIA MİLL.(ENGLISH 

LAVENDER) AND THE ANALYSIS OF PHENOLIC COMPOUNDS OF THE 

PLANTLETS WHICH ARE PRODUCED İN VİTRO CONDITIONS  

 

Kübra SİVRİKAYA 

 

Karadeniz Techinal University 

The Graduate School and Applied Sciences 

Department of Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Atalay SÖKMEN 

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-furfurylaminopürine (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 l BAP (2 mg/L) + 

NAA (0,05 mg/ L). The extracts obtained from the shoot culture lines were analyzed qualitatively and 

quantitatively 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). 
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g  : Gram 

GC-MS : Gaz kromatografisi-kütle spektrometresi 

İn vitro : Hücre dışı (Laboratuar ortamında) 

IAA  : İndol-3-Asetik Asit 

IBA  : İndol-3-bütirik asit 

Kinetin : 6-Furfurilaminopürin 

L : Litre 

Mg  : Miligram 

MS  : Murashige ve Skoog besi ortamı 

NAA  : Naftalenasetik asit 

NaOH  : Sodyum hidroksit 

TTC  : 3,5-Trifenil TetrazolyumKlorit 

TZ  : Tetrazolyum Testi 

TDZ  : Thidiazuron 

ºC    : Santigrat derece 

 



 

 

1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1. Giriş 

 

İnsanoğlu varoluşundan itibaren bitkilerle sıkı bir etkileşim içerisinde olmuştur. 

Faydalı gördükleri bitkileri tanımış, tanıtmış ve hastalıkların tedavisinde kullanmıştır. 

Sahip oldukları karmaşık kimyasal yapılarından dolayı geleneksel tedavinin de temelini 

oluşturmuşlardır. Tarihsel süreç içerisinde özellikle de arkeolojik bulgular göz önüne 

alındığında, ilkçağlardan beri insanlar çevrelerindeki bitkileri kullanarak dertlerine şifa 

aramışlardır. Bu bilgiler çağlar boyunca kullanım şekillerindeki bazı değişiklik ve 

gelişmelerle birlikte nesilden nesle aktarılarak günümüze kadar ulaşmıştır (Altan ve 

ark.,1999; Baytop, 1999; Lev ve Amar, 2000; Tütenocak, 2002; Heinrich ve ark., 2004; 

Koçyiğit, 2005; Deniz ve ark., 2010).  

Günümüzde bitkiler, ilaçların ham maddesi olma yönünde çok önemli bir 

konumdadırlar. Bitkilerle tedavi yöntemleri pek çok araştırmaya konu olmakta ve özellikle 

gelişmiş ülkelerde alternatif tıp adıyla şifalı bitkilerin önemi gün geçtikçe daha da 

artmaktadır. İnsanların sentetik ilaçlardan olan beklentisinin azalması, bitkisel kaynaklı 

ilaçlara olan eğilimi arttırmaktadır. Devletlerin bu alana ayırdıgı ödenek her geçen gün 

daha da artmaktadır. Dünya Saglık Örgütü (DSÖ) verilerine göre dünya nüfusunun % 80'i 

bitkisel ilaçlarla tedavi olmaktadır. Bu amaçla 20 bin bitki ve 4 bin bitkisel drog'un 

kullanıldığı ve 400 tanesinin ise aktif olarak ticaretinin yapıldığı belirtilmektedir. Türkiye 

kodeksinde kayıtlı 140 tıbbi bitki vardır. Fakat Türkiye'de 500 kadar bitkinin tedavi amaçlı 

kullanıldığı bildirilmektedir (Baser, 2001; Özgüven ve ark. 2005). 

Türkiye, mevcut bitkisel çesitliliği yönünden oldukça dikkate değer ve zengin bir 

floraya sahiptir. Bu zenginlik; Üç fitocoğrafik bölgenin kesiştiği bölgede bulunması, 

Güney Avrupa ile Güney Batı Asya arasında köprü olması, pek çok cins ve seksiyonun 

orijin ve farklılaşma merkezinin Anadolu oluşu, ekolojik ve fitocoğrafik farklılaşmanın 

sonucu olarak tür endemizmi’nin yüksek olmasına neden olmuştur (Tan 1992, Dığrak ve 

ark. 2002). 

Son yıllarda bitkisel kökenli ilaçların tedavi amacıyla rağbet görmesi, kokulu 

bitkilerin parfümeri, gıda ve kozmetik sanayinin esas hammaddesini oluşturması, yeni 

kullanım alanlarının ortaya çıkması tıbbi ve aromatik bitkilere olan talebi arttırmıştır. Bu 
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bitkiler son zamanlarda gıda sektörü başta olmak üzere boya sektörü, süs bitkisi, insektisit 

vb. endüstri kollarında kullanılmaktadır ve kullanımları da giderek artmaktadır. İşte birçok 

tüketim alanı bulunan tıbbi ve aromatik bitkiler zaman içinde artarak çok önemli bir hale 

gelmiş, hiçbir zaman önemlerini yitirmemişlerdir. Son zamanlarda doğaya dönüş olarak 

adlandırılan doğal beslenme ve doğal tedavi yöntemleri de ülkemizde ve diğer dünya 

ülkelerinde bu bitkilere olan ilgiyi artırmıştır (Kan ve Ark 2006). 

Tıbbi ve aromatik bitkiler grubunda yer alan Lamiaceae ya da diğer adıyla Labiatae 

(Ballıbabagiler) familyasına ait bitkiler hemen hemen bütün habitatlarda ve yüksekliklerde 

yetişmekte, Kutuplar' dan Himalaya' lara, Güney Doğu Asya'dan, Hawaii ve 

Avusturalya'ya, hatta Afrika ve Amerika'ya kadar geniş bir alanda yayılış göstermektedir 

(Heywood, 1996). Türkiye, Lamiaceae familyası için önemli gen merkezlerinden birini 

oluşturmaktadır. Ülkemizde bu familya 45 cins, 565 tür ve toplam 735 takson ile temsil 

edilmektedir (Güner ve ark., 2000). Lamiaceae familyası üyelerinin çogu uçucu yaglar, 

aromatik yağlar ve benzeri sekonder metabolitler bakımından zengin olması sebebiyle tıp, 

eczacılık, gıda, kozmetik ve parfümeri gibi alanlarda oldukça büyük öneme sahiptir. Diğer 

taraftan bu familya üyelerinin ülkemizdeki etnobotanik kullanımı da oldukça yaygındır. 

Ülkemizde kullanılışı olan, yerli ve kayıtlı aromatik bitki sayısının 120 kadar olduğu ve 

bunların % 40’ının Labiatae familyası içinde yer aldığı belirtilmektedir (Baytop, 1984).  

Lamiaceae familyası lavanta türleri ile ekonomik yönden büyük öneme sahiptir. 

Lavanta (Lavandula sp.), Lamiaceae familyasından çok değerli bir uçucu yağ bitkisidir 

(Guenther, 1952). Çoğu Akdeniz orjinli olan 39 kadar lavanta türü (Lavandula sp.) 

bulunmaktadır. Dünyada ticari değeri yüksek olan üç önemli lavanta türü vardır. 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. İngiliz lavantası olarak adlandırılan lavander çeşitlerinin 

uçucu yağ kalitesi, melez lavanta olarak adlandırılan lavandin çeşitlerininden daha 

yüksektir (Beetham ve Entwistle, 1982).  

Lavanta bitkisininde diğer aromatik bitkilerde olduğu gibi üretimi ve çoğaltılması 

generatif ve vejetatif olarak başlıca iki yolla gerçekleştirilir. Bazı lavanta türleri sadece 

generatif olarak tohumlarıyla, bazı türleri ise vejetatif olarak sürgün çelikleriile bazı 

lavanta tür ve çeşitleri ise her iki yolla daha kolay ve hızlı bir şekilde çoğaltılabilmektedir.  

Son yıllarda doku kültürleri ile özellikle tıbbi ve aromatik bitkilerin mikroçoğaltım 

teknikleri konusunda önemli ilerlemeler kaydedilmiştir. Özellikle tohum ile çoğaltma 
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problemi olan türlerde doku kültürleri ile mikroçoğaltımı araştırmaları büyük değer 

kazanmıştır. Mikroçoğaltımın, hastalık ve zararlılardan arındırılmış tek örnek (homojen) 

bitkisel materyal elde edilmesi, klasik yöntemlerle zor üretilen türlerin daha kolay üretimi, 

seçilen üstün genotiplerin hızlı üretimi, geniş alanlara ve iş gücüne ihtiyaç duyulmaksızın 

ve mevsime bağlı kalmaksızın her dönemde üretime imkan tanıması gibi pek çok 

avantajları vardır (Bajaj vd., 1988). 

 

1.2.  Bitki Doku Kültürü ve Mikroçaltım 

 

Bitki doku kültürü; steril şartlarda, yapay bir besin ortamında, bütün bir bitki, hücre 

(meristematik hücreler, süspansiyon veya kallus hücreleri), doku (çeşitli bitki 

kısımları=eksplant) veya organ (apikal meristem, kök vb.) gibi bitki kısımlarından yeni 

doku, bitki veya bitkisel ürünlerin (metabolitler gibi) üretilmesidir. Eksplant bitkinin çeşitli 

kısımlarından alınabilen kültür başlatmada kullanılabilecek bitki parçalarıdır. Yeni çeşit 

geliştirmek ve mevcut çeşitlerde genetik çeşitlilik oluşturmak doku kültürünün temel 

amaçları arasında sayılabilir. Bu nedenle bitki doku kültürleri genetiksel iyileştirme 

araştırmalarında önemli bir rol oynamaktadır. Ayrıca kaybolmakta olan türlerin 

korunmasında ve çoğaltılması zor olan türlerin üretilmesinde, çeşitli doku kültürü 

yöntemleri yaygın olarak kullanılmaktadır (Babaoğlu ark., 2001).  

Bitki doku kültürü teknikleri uygulama alanları bitki biyoteknolojisi çalışmalarının 

da önemli bir bölümünü oluşturmaktadırlar. İn vitro’da, birçok otsu ve odunsu bitki türü 

kültüre alınabilir ve bu bitki kültürlerinin bilimsel uygulamaların yanında ticari 

uygulamaları da yapılabilmektedir (Babaoğlu ark., 2001).  

Bitki doku kültürü, bitki besin elementleri, vitaminler, su, katılaştırıcı ve gerekli 

durumlarda bitki büyüme düzenleyicileri eklenen ağzı kapalı ışık geçirebilen steril 

kaplarda, sterilize edilmiş bitki materyalinin, steril kabin içinde bu kaplara yerleştirilerek 

yetiştirilmesi işlemidir. Doku kültürü steril koşullarda, sürekli ve aynı genetik yapıya sahip 

bitkilerin üretimidir (Ahloowalia ark., 2002).  

Bitkinin gelişmesi için en uygun çevre şartları (pH, ışık, sıcaklık ve nem) ve 

istenmeyen mikrobiyal gelişimler kontrol altında olmalıdır. Bitki doku kültürü farklı 

yöntemler altında toplanmaktadır. Eksplant adı verilen yeni bitkiyi oluşturacak bitki 

parçasının ana bitkinin hangi kısmından alındığına, üretilecek formuna ve gelişim 
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safhalarına göre (meristem, organ, anter, ovül, kallus, hücre, protoplast, somatik 

embriyogenesis vb. kültürler) farklı yöntemlerle isimlendirilir. 

Doku kültüründe en yaygın ve etkili olarak kullanılan yöntem meristem kültürüdür. 

Meristem kültürü, bitkilerin büyüme konileri bulunan koltuk altı ya da tepe sürgünlerinin 

eksplant olarak kullanılarak yapıldığı çoğaltım tekniğidir (Turhan, 1997). 

Kallus kültürü, yaralanma sonucu oluşturulan, düzensiz kütlelerin üretimi ve devamı 

işlemidir. Organ oluşumunun gerçekleşmediği, farklılaşmanın olmadığı, yara dokularına 

kallus denilmektedir. 

Mikroçoğaltım; kısaca doku kültürü teknikleri kullanılarak bitki üretmek anlamına 

gelirken; mikroçoğaltım bir bitkiden alınan ve tam bir bitkiyi oluşturabilme potansiyeline 

sahip bitki kısımlarından (embriyo, tohum, gövde, sürgün, kök, kallus, tek hücre ya da 

polen tanesi vb.) yapay besin ortamlarında ve aseptik koşullar altında yeni bitkilerin elde 

edilmesi olarak tanımlanmaktadır (Mansuroglu ve Gürel, 2001). Bitkilerin uygun besin 

maddeleri ihtiyaçları, hormon ve kültür istekleri yeterince biliniyorsa, mikroçoğaltım 

tekniği kullanılarak tüm bitki türlerinin üretilmesi mümkündür (Hartman ve Kester, 1975).  

Mikroçoğaltım bitki yetiştiriciliği ve genetiği yönünden önemli avantajlar 

sağlamaktadır. Hastalık ve zararlılardan arındırılmış bitki üretimi, kitlesel üretimde 

homojenlik, daha kısa kültür süresi, diğer yöntemlerle zor üretilen türlerin daha kolay 

üretimi, üstün genotiplerin hızlı üretimi, üretimde daha verimli donör kullanılması ve 

somoklonal varyasyonlardan dolayı yeni çeşitlerin elde edilmesi bu yöntemin esas 

avantajlarıdır (Mansuroglu ve Gürel, 2001). 

Başarılı bir mikroçoğaltım 5 aşamada geçekleşmektedir; 1) hazırlık aşaması, 2) 

kültür başlangıç aşaması, 3) sürgün çoğaltım aşaması, 4) sürgünlerin köklendirilmesi ve 5) 

bitkilerin dış ortam koşullarına alıştırılması (Debergh ve Read, 1993). 

Hazırlık aşaması, esas olarak bulaşma problemlerinin en aza indirilmesi amacıyla 

verici (donör) bitkinin hijyenik koşullarda yetiştirilmesini kapsamaktadır. Bulaşmayı 

önlemek için doku kültürünün ilk aşaması sayılan sterilizasyon üzerinde önemle durmak 

gerekmektedir (Hu ve Wang, 1983). 

Kültür başlangıç aşaması, eksplant seçimi ve sterilizasyonu, kültür ortamlarının 

seçimi ve kültürün yürütüleceği çevresel koşulların belirlendiği aşamadır. 

Mikroçoğaltımda çoğunlukla eksplant olarak tepe (apikal) ve koltuk altı (aksiller) 

tomurcukları seçilmekle birlikte, farklı organlar da eksplant olarak kullanılmaktadır 

(Huang ve Chu, 1987). 
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Mikroçoğaltımda kullanılan eksplantlar aseptik koşullara konulmadan önce tam 

anlamıyla sterilize edilmelidir. Sterilizasyon yöntemleri verici (donör) bitkinin yetiştiği 

ortamın özelliklerine ve eksplantın alındığı organa göre farklılık göstermektedir. 

Kullanılacak dezenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve uygulama süresi 

sterilizasyonun başarısını etkilemekte ve bitki türüne göre değişmektedir. Ayrıca bitki 

dokularının zarar görmemesine dikkat edilmelidir (Babaoglu vd., 2001). 

Her bitki türü için kullanılan besin ortamları benzer maddeleri içermektedir. Bunlar, 

inorganik maddeler (makro ve mikro elementler), organik maddeler (myo-inositol, 

thiamin-HCl, adenin sülfat, pridoksin-HCl, nikotinik asit), bitki büyüme düzenleyicileri 

(sitokininler, oksinler, gibberellinler) ve şeker, agar gibi diğer maddelerdir. Fakat kültür 

amacına ve bitki özelliğine bağlı olarak ortam bileşimi ve derişimlerinde değişiklik 

olabilmektedir (Scholten ve Pierik, 1998). 

Babaoğlu ark., (2001) günümüzde en çok kullanılan yapay besi ortamının, 1962 

yılında Murashige ve Skoog tarafından geliştirilen Murashige Skoog (MS) ortamı 

olduğunu belirtmişlerdir. 1962 yılında yine Murashige ve Skoog tarafından tütün bitkisi 

için geliştirilen yüksek tuz içerikli MS ortamının ise özellikle düşük yoğunluklarda birçok 

bitki türünde köklendirme çalışmalarında kullanıldığını rapor etmişlerdir (Murashige & 

Skoog). 

Kültür odasındaki ışık, sıcaklık ve nem gibi çevresel faktörler bitki türlerinin isteğine 

göre değişmekle birlikte 18-28 ºC arasında fakat çoğunlukla 23 ºC sıcaklık, 16 saat ışık 8 

saat karanlık fotoperyot, genellikle 30 μ mol. m
-2

. sn
-1

 ışık ve çoğunlukla beyaz floresan 

lambalar optimum koşullardır (Werbrouck ve Debergh, 1994; Mansuroglu ve Gürel, 2001). 

Sürgün çoğaltım aşaması, genel olarak başlangıç için kullanılan ortamlar çoğaltım 

aşamasında da kullanılmakla birlikte, bazı durumlarda değişiklik yapılabilmektedir. Bitki 

dokularından organ farklılaşmasında oksin ve sitokininler önemli rol oynamaktadır. 

Sitokinin/oksin oranının yüksek olması sürgün oluşumunu, oksin/sitokinin oranının yüksek 

olması kök oluşumunu, oksin ve sitokinin aynı miktarda kullanılması ise kallus oluşumunu 

desteklemektedir. 6-benzil amino pürin (BAP) çok sık kullanılan ve genellikle olumlu 

sonuçlar veren bir sitokinindir. Genel olarak 1-2 mg/L sitokinin çoğu sistemde yeterlidir. 

Yüksek düzeyler, adventif sürgün oluşumunu arttırma eğilimindedir. Thidiazuron (TDZ) 

düşük konsantrasyonlarda (0,05-1,0 mg/L) etkili olduğu için umut veren bir sitokinindir. 

İndol-3-asetik asit (IAA) ortamda çok az stabil olduğundan, sentetik oksinlerden naftalen 

asetik asit (NAA) ve indol-3-butirik asit (IBA) tercih edilmektedir. Bunların sürgün 
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çoğaltım aşamasında kullanılan oranları 0,1-1,0 mg/L’dır. Kallus oluşumunu artırma 

eğiliminde olan 2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D)’in kullanımından ise kaçınılmaktadır 

(Werbrouck ve Debergh, 1994). 

Aksiller dalları kullanılarak yapılan mikroçoğaltımda ana bitkiden alınan tek 

boğumlu gövde veya dal segmentleri sterilizasyona tabi tutulduktan sonra besin ortamında 

kültüre alınır. Ortamdaki büyüme düzenleyicilerinin etkisiyle, aksiler tomurcuklar bir veya 

birden fazla sürgün meydana getirir. Daha sonra tekli sürgünler ayrılarak taze sürgün 

çoğaltım ortamına aktarılır ve burada 3-4 hafta içerisinde birçok yeni sürgün elde edilir. 

Yeterli sayıda sürgün elde edildikten sonra bunların bir kısmı ile çoğaltım işlemi devam 

ettirilirken diğer bir kısmı köklendirme ortamına aktarılır. Yeterli kök sistemi geliştikten 

sonra, bitkiler iyi drene olmuş saksı toprağına aktarılır ve ilk 10-15 gün boyunca yüksek 

nem altında tutulur (Bhojwani ve Razdan, 1983). 

Köklendirme aşaması, tam bir bitki oluşturmak için sürgünler, sürgün oluşturma 

ortamından farklı bir hormonal kompozisyona sahip olan yeni bir ortama aktarılmaktadır. 

Sürgünler belli bir uzunluğa eriştikten sonra köklenme ortamına alınır. Türlerin çoğunda 

köklenmenin desteklenmesi için NAA ya da IBA (0,1-1,0 mg/L)’e gereksinim duyulur. 

Makro ve mikro tuzların konsantrasyonu ve uygulama zamanı bu yöntemin başarısını 

belirler. Yüksek şeker konsantrasyonu (% 3-4) köklenmeyi ve bitkilerin kalitesini artırır. 

Adventif ve aksiller sürgün gelişimi ortamlarında sitokininin varlığı köklenmeyi 

engellemektedir (Mansuroglu ve Gürel, 2001).  

Bitkilerin dış ortam koşullarına alıştırılması aşaması; steril koşullarda, düşük ışık 

yoğunluğunda, yüksek nem içeren ve tüm besin maddelerinin bulunduğu bir ortamda 

geliştirilen bitkilerin, daha düşük nem, daha yüksek ışık düzeyi ve steril olmayan koşullara 

sahip dış ortama aktarılması çok dikkat isteyen bir işlem olup, bunun aşamalı olarak 

yapılması gerekmektedir. İn vitro koşullarda gelişen köklenmiş bitkicikler dikkatli bir 

şekilde dış koşullara aktarılmalı ve yüksek nem (% 90-100) sağlanmalıdır. Aşamalı olarak 

saksıların üzerine yerleştirilen cam kaplar açılarak hava sirkülâsyonu sağlanmalı daha 

sonra seradaki özel alanlarına alınmalıdır (Preece ve Sutter, 1993). 

 

 

 

 



 7 

1.3. Bitki Sekonder Metobolitleri 

 

Bitkilerin iyileştirici etkisi doğal yapılarında yer alan ve sekonder metabolit olarak 

adlandırılan kimyasalların ve bu kimyasalların farklı kombinasyonlarından kaynaklanır. 

Sekondor metobolitler, besin ve enerji sağlama gibi yaşamsal değerler taşımalarının yanı 

sıra yüksek bitkiler, başta ilaç sanayi olmak üzere kimya, besin, kozmetik ve zirai 

mücadele alanlarında yararlanılan doğal ürünleri üretirler. Yaşamsal olarak önem 

taşımamakla birlikte üretildiği bitkilere bir takım uyumsal değerler ya da avantajlar 

sağlayan bu bileşiklere “sekonder metabolitler” adı verilir (Sökmen ve Gürel, 2001). Sayı 

ve yapı itibariyle çok fazla değişkenlik gösteren bu ürünler esasen üç ana başlıkta 

toplanabilir. Bunlar; terpenler, azotlu bileşikler ve fenolik bileşiklerdir. Bitkiler bu 

bağlamda tam anlamıyla canlı “organik kimya fabrikalarıdır”. Bilhassa bitkilerin ürettikleri 

bu çok amaçlı bileşikler insanoğlunun ilgisini çekmiş, sonuçta fitokimya disiplini 

doğmuştur. 

İlaç sanayinde kullanılan bazı önemli bitkisel kökenli maddeler şunlardır; digoksin 

(kardiatonik), digitoksin (kardiovasküler), efedrin (bronş açıcı), kinin, kinidin (sıtma 

tedavisi), vinkristin, vinblastin, aymalisin (kanser tedavisi) (Fowler, 1982). Thaumatin, 

safran, gingeroller, geranial ve neral gibi bileşikler tatlandırıcı, koku verici ve koruyucu 

olarak besin ve gıda sanayiinde kullanılan bitkisel kökenli maddelerdir. Gül yağı, lavanta 

yağı, yasemin yağı, parfümeride kullanılırken; nikotin, anakardik asit, piretrin, sinerin ve 

yasmolin zirai mücadelede kullanılan maddelerdir. Halk arasında “kocakarı ilaçları” olarak 

bilinen bitkilerden yeni ilaçlar geliştirilmesinde, etnofarmakoloji biliminin önemli katkısı 

olmuştur. Vinkristin, vinblastin, rezerpin, kinin ve hatta aspirin, ekonomik ve sağlık 

açısından bugünkü önemlerini bu araştırmalara borçludurlar (Cox, 1990).  

Uçucu, aromatik ya da eterik yağ “oda sıcaklığında sıvı, bazen donabilen, 

buharlaştığında damlatıldığı kağıt üzerinde leke bırakan ve bitkilerden su buharı veya su 

distilasyonu ile elde edilen, kokulu karışım” olarak tanımlanabilir (Tanker ark., 1990). 

Açıkta bırakıldıklarında buharlaşabildiklerinden dolayı “uçucu ya da eterik yağ” adı ile 

anılırlar. Ayrıca genellikle güzel kokulu olduklarından bunlara “esans” da denilmektedir. 

İlk kez İsveçli Paracelcius von Hohhenheim tarafından “Quintia essentia” olarak 

adlandırılımıştır (Guenther, 1948). Ancak uçucu yağın elde edilmesinde kullanılan 

distilasyon yöntemi yaklaşık 2000 yıl öncesinde, Mısırlılar, Persler ve Hintliler tarafından 
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kullanılmıştır (Başer, 2001). Avrupada distilasyon yöntemlerinin geliştirilmesi ise 

Paracelcius’un uçucu yağ tanımıyla başlar (Guenther, 1948). 

Bitki kimyasalları arasında yer alan uçucu yağlar uzun yıllardan beri tedavide 

kullanılan droglar arasında yer almaktadır. Halk tıbbında kullanılma amaçları esas alınarak 

bu droglar üzerinde yapılan farmakolojik araştırmalar sonucunda biyolojik etkilerinin 

bazıları bilimsel olarak da açıklanmıştır (Çubukçu vd., 2002). Uçucu yağ farmakolojide, 

eczacılıkta, fitopatolojide, tıbbi ve klinik mikrobiyolojide, koruyucu madde olarak da 

yiyeceklerde kullanmaktadırlar (Magiates, 2002). Bu özelliklerinden dolayı birçok tıbbi 

bitki arasına uçucu yağ taşıyan bitkilerde girmiştir. Uçucu yağların irritan (uyarıcı), 

rubefiyen (deriyi kızartan), nervinatik (sinir yatıstırıcı), antiromatizmal, ekspektoran 

(balgam söktürücü), antitussif (öksürügü kesen), diüretik (idrar söktürücü), karminatif (gaz 

giderici), stomasik (midevi), koleretik (safra sökücü), antihelmentik (solucan düsürücü), 

antienflamatuar, antiseptik, antibiyotik ve sedatif etkileri tespit edilmiştir (Sakar ve Tanker, 

1991; Zeybek, 1985; Ceylan, 1987). Çiçekli bitkilerin bulunduğu bazı familyalarda çok 

sayıda türün uçucu yağ içerdiği iyi bilinmektedir. Önemli uçucu yağ taşıyan familyalar 

Apiaceae, Asteraceae, Coniferae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Rosaceae ve 

Rutaceae’ dir (Zeybek, 1985; Ceylan, 1987; Sakar ve Tanker, 1991.) 

Fenolik bileşikler adı verilen kimyasallar da bitkilerin ürettiği ve esasen patojen, 

böcek ve herbivor saldırılarına karşı savunma amaçlı üretilen ürünlerdir (Taiz ve Zeiger, 

2002). Labiatik asit ve diğer fenolik asitler, flavonoidler ve polifenoller, Lamiaceae 

türlerinde sıklıkla rastlanan nutrasotik ve biyoaktif kimyasallardır (Exarchou vd., 2002; 

Mastelic ve Jerkovic, 2003).  

Fenolik bileşikler fenilalanin aminoasitinden türetilen sekonder metabolitlerin büyük 

bir grubunu oluşturur (Mann, 1987; Harborne, 1994). Fenolik bileşikler meyvelere ve 

yapraklara renk katma, böcek çekici veya itici olma, antimikrobiyal aktivite, antiviral 

aktivite, radyasyondan koruma ve otçul hayvanlardan korunma görevi yaparlar (Harborne, 

1967; Harborne ve Williams, 2000). İnsan tüketimi için bir bitkinin potansiyeli 

değerlendirilirken bu tür bileşiklerin potansiyel antioksidan aktiviteleri ve fenolik 

bileşimlerine bakılır. Bir bitkinin fenolik bileşimi genellikle bitki türlerine özgüdür ve 

büyüme koşullarına göre değişebilir (Manach vd., 2004).  

Fenolik bileşiklerin pek çoğu bitkilerde vakuoller de yer alır ve genellikle alkoller 

veya diğer organik çözücülerle özüt edilir. Genellikle bir özütleme sisteminde fenolik 

bileşiklerin depolama sırasında enzimatik bozunma ve polimerazasyona uğrayacağı 
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olasılığından dolayı kurutulmuş veya dondurulmuş halde ekstre edilir (Price vd., 1997). 

Ekstraksiyon çözücüsü materyale doğrudan eklenir, parçalama ve homojenizasyon 

yapılarak bulamaç haline getirilir. Bu işlemler sırasında ektraksiyon oranını artırmak için 

ultrasonik ortam da yapılabilir. Bunun dışında perkolasyon veya soxlet extraksiyonunda 

kullanılabilir (Cimpan ve Gocan, 2002). Fenolik bileşiklerin çözünürlüğü kullanılan 

çözücünün polaritesine bağlıdır. Genellikle %60-80 (v/v) oranında sulandırılmış aseton, 

etanol, etil asetat veya metanol çözelti karışımları kullanılır. Uygun bir ekstraksiyon 

sistemi ile birlikte kullanıldığında bu çözelti sistemleri hücre duvarını parçalar. Sulu 

metanol çözeltileri özellikle fenolik asitler ve flavonoidlerin meyve ve sebzelerden 

ekstraksiyonu için kullanılmaktadır. Çünkü bu bileşikler metanol çözeltileri içinde oldukça 

kararlıdır. Örneğin, flavon ve flavonollerin metanol içinde + 4 C’ de üç aydan daha fazla 

kararlı kalabildiği rapor edilmiştir (Hertog vd., 1992b).  

Fenolik bileşiklerin ayrılması, saflaştırılması ve belirlenmesi için çeşitli kromotografi 

teknikleri kullanılmaktadır. (Merken ve Beecher, 2000; Robbins, 2003; Shahidi ve Naczk, 

2004).  

Fenolik bileşiklerin belirlenmesi ve izolasyonu için en yaygın kullanılan teknik 

HPLC’ dir. (Merken ve Beecher, 2000; Maatta vd., 2003; Robbins, 2003). HPLC çevresel, 

endüstriyel, klinik, adli ve tüketici ürün örneklerinin kalitatif ve kantitatif analizleri için 

geniş çapta kullanılır. Fenolik bileşikler özütlenme sırasında filtre edilerek doğrudan ters 

faz HPLC kolonuna uygulanabilir veya jel kromotografik tekniklerle bir ön fraksiyonlama, 

sıvı-sıvı ekstraksiyonu veya katı faz ekstraksiyonu uygulanabilir. Tek kullanımlılık C18 

kartuşları kullanılabilir. Katı faz ekstraksiyonu fenolik asitler ve flavonoidlerin 

fraksiyonlanması ve temizlenmesi için tercih edilmektedir. Elüsyon sistemleri genellikle 

ikili sulu asitlendirilmiş polar çözücülerdir: Sulu asetik asit, formik asit, perklorik asit veya 

fosforik asit iken ikinci çözücü sistemi metanol veya asetonitril gibi daha az polar organik 

çözücülerdir. Termostatik olarak kolonlar kontrol edilmekte ve sıcaklık oda sıcaklığının 

biraz üzerinde tutulmalıdır. Genellikle 1 ile 100 L ’lik örnek çözeltileri enjekte 

edilmektedir (Robbins, 2003).  

Fenolik bileşikler UV ışınlarını absorblar ve 190-380 nm aralığında tipik absorbsiyon 

spektrumlarına sahip oldukları için bir UV detektöründe veya fotodioddedektörlerle (Diode 

Array Detector -DAD) kolayca analiz edilebilir.  

 



 10 

1.4.  Lavandula angustifolia Hakkında Genel Bilgiler 

 

Hakiki lavanta, tıbbi lavanta gibi isimlerle de anılan Lavandula angustifolia Mill., 

İspanya'dan Yunanistan'a Kuzey Akdeniz'in dağlık bölgelerinin orta yükseltilerinde (600-

1500 m) doğal olarak yayılış gösteren ve tarımı yapılan, 20-60 cm boylanabilen, yarı 

çalımsı, lila veya grimsi mavi renkli çiçekli, çok yıllık bir bitkidir (Ceylan, 1996; Zeybek 

ve Zeybek, 1994; Baytop, 1999; Anonim, 2004). Doğal yayılış gösterdiği bölgeler dışında, 

lavanta tarımı Bulgaristan, İngiltere, Almanya, ABD ve Kuzey Afrika'da yapılmaktadır 

(Ceylan, 1996). Ülkemiz florasında ise cinsinin farklı türleri bulunmasına rağmen, bu tür 

doğal yayılış göstermemektedir (Davis, 1982; Baytop,1999). Bununla birlikte bu türe park 

ve bahçelerde süs bitkisi olarak rastlanmaktadır (Zeybek ve Zeybek, 1994). 

 

 Alem: Plantae 

 

Altalem: Tracheobionta 

 

Bölüm: Magnoliophyta 

 

Sınıf: Magnoliopsida 

 

Altsınıf: Asteridae 

 

Takım: Lamiales 

 

Familya: Lamiaceae 

 

Cins: Lavandula 

 
 Tür: Lavandula angustifolia Miller 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1. Lavandula angustifolia Miller ’in taksonomik hiyerarşisi 

(Türkiye Bitki Veri Servisi, TÜBİVES) (URL1) 

 

 

 
 

Şekil 2. Lavandula angustifolia taksonun Türkiye üzerindeki dağılışı (TÜBİVES) (URL1) 



 11 

 

 
 

Şekil 3. a) Lavanta Bahçesi (URL2)                    b) Lavandula angustifolia bitkisi (URL3) 

 

Lavanta çelikleri çoğunlukla ilkbahar veya yaz başlarında tarlaya dikilir. Lavantada 

hasat zamanı, uçucu yağ verimi ve kalitesi üzerinde çok etkilidir (Weiss, 1997). Lavanta 

çiçekleri açmaya başlamadan hemen önce gonca halde toplanır ise daha çok uçucu yağı 

elde edilir. Tıbbi amaçla taze çiçekli dal uçları, parfümeri ve kozmetik sanayii için ise 

kısmen kurutulmuş çiçek ve yaprakları kullanılır. 

Lavandula angustifolia ‘nın uçucu yağının % 0-40’ ı linalol,  % 5-55’ i de linalil 

asetatdır. Bunların dışında okaliptol, borneol, geraniol, limonen, sineol gibi maddeler bu 

yağların bileşenidir. Lavanta yağının kalitesini ve pazar değerini en başta uçucu yağ 

kompozisyonu belirler. 

 

1.5. Kullanım Alanları 

 

Lavanta çiçeği tedavide aynı familyada (Ballıbabagiller) yer alan diğer birçok hoş 

kokulu bitkiler gibi kullanılmaya elverişlidir. Lavanta çiçeği bir mide dostudur, idrar 

söktürücüdür, terlemeyi sağlar. Baş dönmelerine, baş ağrılarına iç bulantılarına iştahsızlık, 

mide ve bağırsak şişmelerine, sinirlere, kalp çarpıntılarına, titremelere, gribe, karaciğer ve 

safra kesesi rahatsızlıklarına, sarılığa, genel güçsüzlüğe, kan toplanmalarına ve genel 

görme zayıflıklarına iyi gelir. Lavanta çiçeği her biçimde, özellikle ovuşturma, losyon ve 

banyo şeklinde yara, bere ve kesiklere, şişkinliklere, burkulmalara, eziklere ve atletlerin 

“formdan düşme” lerine karşı kullanılır. Gut ve romatizma için olağanüstü bir bitkidir. 
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Lavanta çiçeğiyle hazırlanacak banyolar, çocukları sağlıklı büyütme için düzenli 

uygulanmalıdır. Bitki bunlardan başka egzama, sivilce gibi deri hastalıklarına, yanıklara, 

ülserlere, yüzeysel iltihaplı yaralara karşı etkisiyle övgüye değerdir (İlisulu 1992).  

 

                     

                                 Şekil 4. Lavanta yağı (URL4) 

 

Lavanta yağının özellikle merkezi sinir sistemini uyarıcı etkisi vardır; uyku verici, 

yatıştırıcı, sakinleştirici ve stres kovucudur, dermatolojik olarak cilt yanıklığı ve 

kızarıklığına çok faydalıdır (Cavanagh ve Wilkinson, 2002). Lavanta yağının antiseptik 

(mikrop öldürücü) ve antibiyotik (bakteri öldürücü) etkisi de çok güçlüdür (Lis-Balchin ve 

Hart, 1999) Bu nedenle aromaterapi uygulamalarında lavanta yağının özel bir önemi 

vardır. Lavanta yağı özellikle bergamot, neroli, ıtır ve gül esansları ile iyi bir karışım 

yapmaktadır (Zeybek, 1999). Lavanta tomurcuklarından yapılan herbal çaylar, insan 

sağlığı için son derece faydalıdır. Lavanta yağının en önemli iki uçucu yağ bileşeni olan 

linalil asetatın narkotik etkisi ve linaloolün ise yatıştırıcı etkisi çok kuvvetlidir. Bu nedenle 

lavanta tomurcuklarından yapılan uyku yastıkları, huzurlu ve kaliteli bir uyku için 

vazgeçilmezdir (Beetham ve Entwistle, 1982, Baydar, 2010a). 

Lavanta bitkisinin çiçeklerinden elde edilenuçucu yağ, çok geniş bir kullanım alanı 

bulmakta ve parfüm, kozmetik, tat ve koku endüstrileri için önemtaşımaktadır (Ceylan ve 

vd., 1988; Ceylan ve vd.,1996). 
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1.6. Sanayideki Kullanım Alanları 

 

İlaç sanayinde bazı preparatlara koku vermede, merkezi sinir sistemini düzenleyici 

ilaçların bileşiminde yer almaktadır. Aynı zamanda sanayide bünyelerindeki linalol ve 

linalil asetattan dolayı da parfümeri ve kozmetikte cilt temizleyici losyon, kokulu banyo 

sabunu ve köpüklerinin yapımında kullanılmaktadır (İlisulu 1992). Drog olarak sivilceler, 

astım, bronsit, saç dökülmesi bazı cilt hastalıkları, tenya ve bas dönmesine karsı kullanılan 

ilaçların bileşiminde yer almaktadır. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

Şekil 5. Linalil ve linalol asetatın yapısı 

 

1.7.  Lavantanın Mikroçoğaltımı ile İlgili Literatür Özetleri 

 

Çelikle çoğaltımda bazı lavanta türlerinin köklenme kabiliyeti düşüktür (Segura ve 

Calvo, 1991). Ayrıca çok sayıda fide elde etmek için uygun çelik elde edilmesinde 

zorluklarla karşılaşılmakta ve çeliklerin alınacağı büyük bir anaç bahçesine ihtiyaç 

duyulmaktadır. Tohumla üretimde ise genellikle gelişme yavaş olmakta, tohum çimlenme 

sorunları oluşabilmekte ve yabancı tozlaşma nedeniyle hem morfolojik olarak hem de 

uçucu yağ kompozisyonu gibi karakteristik özellikler bakımından büyük varyasyonlar 

oluşmaktadır (Nogueira ve Romano, 2002; Zuzarte vd., 2010). Biyoteknoloji kavramı 

içerisinde ele alınan in vitro teknikler, bitkilerde çoğaltım ve ıslah başta olmak üzere 

birçok konuda klasik yöntemlerle çözümü güç ya da olanaksız olan sorunlara karşı bazen 

tek başına ve bazen de klasik yöntemler ile birlikte kullanılan tekniklerdir. Bu teknikler ile 
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bitki genotipleri kontrollü koşullarda yoğun ve çok hızlı bir şekilde klonal olarak 

çoğaltılabilmekte, virüslerden arındırılabilmekte, gen kaynakları dar alanlarda uzun süreli 

muhafaza edilebilmekte, somatik embriyolar, homozigot hatlar, sekonder metabolitler 

üretilebilmekte, somaklonal varyasyonlar ve mutasyonlar ile genetik varyasyonlar 

yaratılabilmekte, stres koşullarına karşı genotiplerin dirençleri test edilebilmekte, temel 

fizyolojik ve biyolojik olayların seyri kontrollü olarak izlenebilmektedir (Babaoğlu vd., 

2001). 

Farklı lavandula tür ve çeşitlerinin in vitro koşullarda mikroçoğaltım olanakları 

araştırılmış (Andrade vd., 1999; Nogueria ve Romano, 2002; Echeverrigaray vd., 2005), 

bu araştırmalarda in vivo koşullarda vejetatif olarak çoğaltılamayan tür ve çeşitler için 

ancak in vitro mikroçoğaltımın ekonomik olabileceği belirtilmiştir. Literatüre göre tüm 

bitkilerde olduğu gibi lavantada anaç bitkilerin sınırlı veya yetersiz olduğu durumlarda ve 

bazı değerli lavanta çeşitlerin zayıf köklenme yeteneğinden dolayı fidan ihtiyacını 

karşılamak üzere in vitro koşullarda mikroçoğaltıma ihtiyaç duyulduğundan 

bahsedilmektedir. Doku kültürü tekniklerinden faydalanarak in vitro mikroçoğaltım 

yoluyla sağlıklı çok sayıda lavanta fidanı üretimi yapılabildiğini bildirmiştir (Quzzi (1980). 

Portilla vd. (1995) L. angustifolia’nın in vitro mikroçoğaltımı için koltuk altı 

tomurcukları kullanılmıştır. Bunun için NAA, BAP ‘ın farklı kombinasyonlarının 

kullanıldığı Hindistan cevizi sütü içeren ve içermeyen MS besi ortamları denenmiştir. 

Kültürler, 16 saat aydınlık / 8 saat karanlık koşullarda 45 m E m2s-1ışık şiddetinde devam 

ettrilmiştir. 1.15 ya da 3.15 mg/L BAP içeren ortamlarda en iyi gelişme sağlanmıştır. 

Bununla birlikte, 3.15 mg/L BAP içeren ortamdaki sürgünler küçük yapraklar oluşmuştur. 

Andrade vd. (1999) L. angustifolia’nın in vitro koşullarda mikroçoğaltımı üzerine 

BBD ‘nin etkisini araştırmak için yaptıkları araştırmada eksplant olarak boğum parçaları 

kullanmışlardır. En yüksek sürgün gelişiminin TDZ (2.25 μM) ve BA (2 μM) içeren MS 

besi ortamında olduğu tespit edilmiştir. Bütün ortamlarda köklenme olduğu, ancak 

köklenme oranının artan NAA konsantrasyonlarında arttığını gözlemlemişlerdir. In vitro 

koşullarda üretilen bitkicikleri başarıyla toprağa transfer etmişler ve çok sayıda uniform 

gelişme gösteren, somaklonal varyasyonların olmadığı bitkiler elde etmişlerdir. 

Chishti vd. (2006) L. angustifolia türüne ait sürgün ucu eksplantlarının 2.0 mg/L 

BAP içeren besin ortamında çok sayıda sürgün verdiklerini tespit etmişler, 2.0 mg/L BAP 

içeren MS besi ortamında yüksek oranlarda köklenme sağlamışlardır. Aynı araştırıcılar 

köklü bitkicikleri kum: kil: vermukulit (1:1:1) karışımı olan plastik saksılar içerisine 
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aktarmışlar ve iki hafta boyunca 25 ± 2 oC’de ve % 60 nemde bekletmişlerdir. Tarla 

koşullarına aktardıkları bitkilerin % 70’inin canlı kaldığını gözlemişlerdir. 

Areej (2007) L. angustifolia ve L. latifolia’da in vitro mikroçoğaltımı üzerine yaptığı 

araştırmada, L. angustifolia’nın boğum arası eksplantından 0.05 mg/L NAA ve 1.5 mg/L 

Kinetin MS besin ortamında en yüksek sürgün oluşumu gerçekleşmiş, en iyi köklenme 

oranı 0.4 mg/L NAA ve IBA uygulamasından, L. latifolia’nın en iyi sürgün oluşumu 0.5 

mg/L BAP, 0.05, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg/L Kinetin ve 0.05 mg/L NAA içeren ortamlarda 

gerçekleşmiş ve sürgünlerin en yüksek köklenmesi 0.3 mg/L NAA uygulamasında tespit 

etmiş ve elde edilen bitkilerin iki hafta sonra başarılı bir şekilde dış ortama aktarıldığını 

bildirmiştir. 

 

1.8. Tezin Amacı 

 

Lavandula angustifolia bitkisine ait tohumların in vitro kültürlerinde çimlendirme, 

sürgün oluşumu ve gelişimi denemeleri yapıldı ve bu bitkilerin in vitro kültürleriyle 

yetiştirilen fidelerinin büyüme parametlerileri kaydedildi ve özütlerinden bazı fenolik 

bileşikler elde edildi. Bu çalışmada da Lavandula angustifolia bitkisinin doku kültürlerinin 

yapılabileceği ve ekonomik değeri yüksek bazı fenolik bileşiklerinin tespiti ile uçucu yağ 

veriminin belirlenmesi amaçlandı. 

 



 

 

2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Materyal 

 

Bu çalışmada Lavandula angustifolia bitkisine ait ticari tohumlar materyal olarak 

kullanıldı. (Şekil 6.a). 

 

 

Şekil 6. a) Çalışmada kullanılan L. angustifolia tohumları b) Çalışmada kullanılan  

L. angustifolia tohumlarından elde edilen fideler 

 

2.2.  Metod 

 

Araştırmada, L. angustifolia bitkilerine ait tohumların yüzey sterizasyonları farklı 

yöntemler kullanılarak yapıldı. Steril tohumlar farklı hormon derişimlerine sahip MS 

ortamlarında kültüre alındı. Besin ortamlarının hazırlanması, tohumların sterilazasyonu, 

çimlendirilmesi ve eksplantların kültüre alınması ile ilgili yöntemler aşağıda ayrıntılı 

birşekilde sunuldu. 

 

2.2.1.  Kültür Ortamının Hazırlanması 

 

Çalışmalar boyunca tüm denemelerde Murashige ve Skoog (1962) ortamı kullanıldı. 

Çimlenme, sürgün oluşumu ve gelişimi çalışmaları için bitki büyüme düzenleyicilerin 

a b 
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farklı derişimlerini içeren MS ortamları kullanıldı. Bu besi ortamının içerdiği kimyasallar 

ve bu kimyasalların miktarları sırasıyla tabloda gösterildi. 

 

Tablo 1. MS besi ortamının içerdiği maddeler ve miktarları 

 

Maddeler 

 

MS Besin Ortamındaki 

Miktarlar 

(mg/L) 

NH4NO3  1650 

KNO3  1900 

MgSO4.7H2O  370 

MnSO4.4H2O  22,3 

ZnSO4.7H2O  8,6 

CuSO4.5H2O  0,025 

H3BO3  6,2 

KH2PO4  170 

Na2MoO4.2H2O  0,25 

CaCl2.2H2O  440 

KI  0,83 

CoCl2.6H2O  0,025 

Myo-Inositol  100 

Tritriplex(Na2EDTA)  37,3 

FeSO4.7H2O  27,8 

Nikotinik asit  0,5 

Pridoksin-HCl  0,5 

Tiamin-HCL 0,1 

 

2.2.2. Kültür Ortamına İlave Edilen Bitki Büyüme Düzenleyicileri 

 

2.2.2.1. Oksinler 

 

Tohumların çimlendirilmesinde % 2 sukroz içeren MS ortamlarında, oksin olarak 

Naftelen Asetik Asit (NAA) sabit derişimlerde kullanıldı. Sürgün oluşumu ve gelişimini 

teşvik etmek amacıyla % 2 sukroz içeren MS ortamlarına ise, sitokininlerin farklı 

derişimleriyle birlikte sabit derişimlerde Naftelen Asetik Asit (NAA)  kullanıldı.  
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2.2.2.2. Sitokininler 

 

Bu tez çalışmasında çimlendirilen tohumlardan elde edilen fidelerin sürgün oluşumu 

ve gelişimini teşvik etmek amacı ile MS ortamlarına, 6-Benzilaminopürin (BAP), zeatin ve 

6-Furfurilaminopürin (kinetin) gibi bitki büyüme düzenleyicileri 0,5-1-1,5-2 mg/L 

derişimlerde ilave edilerek kullanıldı. 

 

2.2.3. Tohumların Canlılık Testi 

 

2,3,5-Trifenil Tetrazolyum Klorit (TTC-Sigma) bileşiği kullanılarak yapılan canlılık 

testi Tetrazolyum Testi  (TZ testi) olarak bilinir. TZ testi kullanışlı ve güvenilir bir testtir. 

TZ testinin mekanizması, canlı dokuyla olan kimyasal tepkimeye bağlı olarak 

açıklanmaktadır. TTC bileşiği deiyonize su (dH2O) ile çözelti oluşturduğunda renksiz bir 

halde bulunmaktadır, canlı dokularda bulunan dehidrojenaz enzimiyle tepkimeye 

girdiğinde ise formazan bileşiğine dönüşür (bkz. şekil 7). Bu bileşikten dolayı canlı doku 

üzerinde kırmızı bir renk oluşmaktadır. Renk oluşuma bağlı olarak uygulama yapılan 

dokunun canlı ya da cansız olduğu varsayılır (Patıl ve Malavika, 1968).  

 

 

 

 

 

Şekil 7. Tetrazolyum bileşiğinin dehidrojenaz enzimiyle girdiği kimyasal 

tepkime 

 

L. angustifolia’ nın tohumları iki farklı muameleden geçirilerek; a) Hidrojen peroksit 

(H2O2) ile sterilizasyondan sonra, b) herhangi bir sterilizasyon işlemi yapmadan doğal 

halleriyle, TTC bileşiği ile canlılıkları test edildi.  
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Toz halde bulunan TTC bileşiğinden 1 g alınarak 100 mL deiyonize su (dH2O)ile bir 

çözelti hazırlandı. İki ayrı gruba ayrılan lavanta bitkisinin tohumları; a) H2O2 bileşiğiyle 

steril edilen tohumlar (100 tohum) b) steril edilmeyen tohumlar (100 tohum). Her iki 

şekilde ayrılan tohumlar bir petri kabına koyuldu. Daha önce hazırlanan TTC bileşiğinden 

bir miktar alınıp tohumlar kapanıncaya kadar eklendi. Tohumlar bu bileşikte karanlık bir 

ortamda 24 saat oda sıcaklığında bekletildi. Petri kabı içindeki tohumlar mikroskop 

(binoküler) altında bistürü yardımıyla tek tek açılarak renk değişimi gözlendi. 

 

2.2.4.  Kültür Ortamının Hazırlanması 

 

Bu tez çalışmasında MS besi ortamı kullanıldı. Makro, mikro besin elementleri ve 

vitaminleri içeren bu ortamlar firma (Sigma) önerisi doğrultusunda 4,41 g/L tartılıp 1000 

mL deiyonize su (dH2O)’ da çözüldü. Karışıma karbon kaynağı olarak 20 g/L olacak 

şekilde sukroz ilave edildi ve çözeltinin pH’sı 1 molar NaOH ve 1 normal HCI kullanılarak 

pH 5,7’ye ayarlandı. Ortamlar 8 g/L agar ilave edilerek katılaştırıldı. Bitki büyüme 

düzenleyicileri otoklavdan önce belirli kombinasyon ve konsantrasyonlarda ilave edildi, 

ortamlar otoklavda 1 atm basınçta 12 
o
C’ye ulaştıktan sonra 15 dakika süre ile steril edildi. 

Sterilizasyonu takiben ortamlar steril kabine alındı, önceden hazırlanan steril kültür 

kaplarına (petriler, erlenler, magenta) belirli oranlarda döküldü ve katılaştıktan sonra bu 

ortamlar kullanıldı. 

 

2.2.5.  Bitki Tohumlarının Sterilizasyonu 

 

Lavanta bitkisinin tohumlarının sterilizasyonu; besi ortamlarında, iki farklı yöntem 

kullanılarak, kontaminasyon riskini azaltmada en iyi sonuç veren yöntemden sonra seçildi. 

Bu yöntemler aşağıdaki gibidir. 

 

2.2.5.1. Sodyum Hipoklorit Çözeltisi Kullanılarak Yapılan Sterilizasyon 

Bu sterilizasyon yönteminde Domestos adlı ticari çamaşır suyu kullanıldı. 20 mL 

çamaşır suyuna, 80 mL dH2O eklenerek % 20’lik bir çözelti hazırlandı. Lavanta tohumları 

delikli bir eppendorfa alındı. Sonra bu eppendorf çözeltinin bulunduğu kaba bırakılarak bir 

manyetik karıştırıcı üzerinde 10 dk. boyunca karıştırıldı. Sterilizasyona tabi tutulan 
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tohumlar iki ayrı gruba ayrılarak daha önce hazırlanan MS besi ortamlarına sırasıyla 12’şer 

tane tohum 10 ayrı magentaya ekildi. 

 

2.2.5.2. Hidrojen Peroksit (H2O2) Kullanılarak Yapılan Sterilizasyon 

 

10 mL dH2O, 0,5 g sukroz ile karıştırılarak % 5’ lik sukroz çözeltisi hazırlandı. Bu 

çözeltiden 2 mL alınarak daha önce hazırlanan, 240 tane tohumun bulunduğu eppendorf 

üzerine eklendi. 12 saat boyunca buzdolabında bekletilen tohumların içinde bulunan 

sukroz çözeltisi bir pipetör yardımıyla eppendorf içinden çekildi. Eppendorf içindeki 

tohumlar kapanacak kadar H2O2 eklenerek 30 dk. daha buzdolabında bekletildi. 

Buzdolabından alınan tohumlar daha önce hazırlanan MS besi ortamlarına sırasıyla 12’şer 

tane tohum 10 ayrı magentaya ekildi.  

 

2.2.6.  In vitro’ da Tohumların Çimlendirilmesi 

 

Lavanta tohumlarını çimlendirmek için; a) Naftalen Asetik Asit (NAA) ve b) NAA 

kullanmadan hazırlanan MS ortamları hazırlandı. 

 

2.2.6.1. NAA Kullanmadan Yapılan Çimlendirme 

 

Herhangi bir bitki büyüme düzenleyicisi kullanılmadan MS besi ortamı hazırlandı. 

Bu ortamlar MS-1 sembolleri kullanılarak adlandırıldı. Hazırlanan MS-1 besi ortamına ayrı 

ayrı 10 magentaya 12 tohum gelecek şekilde ekim yapıldı. 

 

2.2.6.2. NAA Kullanarak Yapılan Çimlendirme 

 

0,5 mg/L NAA içeren içeren MS besi ortamları hazırlandı. Bu ortamlar MS-2 

sembolleri kullanılarak gösterildi. Lavanta tohumu H2O2 ile steril edildikten sonra MS-2 

ortamına ayrı ayrı 10 magentaya 12 tohum gelecek şekilde ekildi.  
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Tablo 2. Tohumların çimlendirilmesinde kullanılan MS-1 ve MS-2 besi ortamlarının 

içerikleri 

 

 

Ortam Sukroz Katılaştırıcı ajan BBD 
Ortamın 

ph 

MS-1 ortamı 

içeriği 
4,41 g/L MS 20 g/L sukroz 8 g/L agar - 

 

5,7 

MS-2 ortamı 

içeriği 
4,41 g/L MS 20 g/L sukroz 8 g/L agar 0,5mg/L NAA 

 

5,7 

 

 

2.2.7. Çimlenen Tohumlardan Alınan Sürgün Ucu Eksplantları ile İn Vitro’ da  

 

Sürgün Oluşturma 

 

İn vitro koşullarda çimlendirilen L. angustifolia tohumlarından gelişen 

çimlendirilmiş fidelerden elde edilen, sürgün ucu eksplantları, her bir magentada 6 

eksplant olacak şekilde, sürgün gelişimi ortamları içeren magentalara aktarıldı. Sürgün 

gelişimi için 16 farklı MS ortamı kullanıldı ve oluşan fidelerin büyüme parametrileri 

kaydedildi. Bu eksplantlarda 8 hafta sonra yapılan gözlemler doğrultusunda sürgün 

oluşumu için en iyi ortam belirlendi ve aynı zamanda 16 hatın fenolik bileşikleri ve uçucu 

yağ verimleri incelendi. Yarı katı besin ortamlarının sükroz ve bitki büyüme 

düzenleyicilerinin içerikleri Tablo 3’te verildi. 
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Tablo 3. Sürgün gelişimi için kullanılan besin ortamlarının kompozisyonları 

 

Sitokinin Oksin 

 Ortam Sükroz Kinetin BAP TDZ Zeatin 
NAA 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0,05mg/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 20g/L 1mg/L - - - 

KS6 MS 20g/L - 1mg/L - - 

KS7 MS 20g/L - - 1mg/L - 

KS8 MS 20g/L - - - 1 mg/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 20g/L 2 mg/L - - - 

KS14 MS 20g/L - 2 mg/L - - 

KS15 MS 20g/L - - 2 mg/L - 

KS16 MS 20g/L - - - 2 mg/L 

 

2.2.8.  Özütlerin Elde Edilmesi 

 

İn vitro’ da yetiştirilen L. angustufolia bitkisinin hatlarından 2 farklı özüt hazırlandı. 

Etil eter ve tetradekan belli miktarlarda karıştırılarak uçucu yağ doğrudan bitkiden 

özütlenirken, uçucu yağ eldesinden sonra geriye kalan bitki materyalinden ise HPLC ‘de 

bazı özel fenolik bileşiklerin analizi için özütler elde edildi. İzlenen yöntemlerin detayları 

aşağıda verildi. 
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2.2.8.1. HPLC ile Fenolik Bileşenlerin Analizi 

 

İn vitro’ da yetiştirilen L. angustufolia bitkisinin 16 farklı hatının kuru örneklerinden 

ortalama 0,5’er g alınarak 3 saat boyunca metanolle ultrasonik banyoda özütleme yapıldı 

ve 40°C’de rotary evaporatörde metanol uçuruldu. Kalıntı 5 mL deiyonize suda çözülerek 

etil asetat ve dietileter ile kısımlandırıldı ve organik fazlar birleştirilerek çözücüler 

uçuruldu. Kalıntı uygun miktarda metanolde çözülerek HPLC analizlerine geçildi. 

Kromatografik analizler, asetik asit ile modifiye edilen asetonitril ve sulu fazlara 

uygulanan gradient programıile C18 (Agilent) kolonu (150x4.6 mm ıd, 5μ) kullanılarak 

280 nm’de HPLC-UV (Agilent 1100 series) ve HPLC-DAD (Agilent 1200 series) ile 280 

nm dalga boyunda gerçekleştirildi. Bileşenlerin nicel değerlendirmesinde enjeksiyon hacmi 

20 µL olarak kullanıldı ve her bir bileşenin bilinen derişimlerinde hazırlanan standart 

karışımı kullanıldı. Aynı şartlarda koşturulan örnek ve standartların pik alanlarının 

integrasyonuyla miktar analizi yapıldı. Nicel hesaplamalarda propil paraben HPLC’ de iç 

standart olarak kullanıldı. 

 

2.2.8.2. Kuru Bitki Örneklerinden Elde Edilen Uçucu Yağ Özütleri 

 

L. angustufolia bitkisinin kuru örnekleri alınarak, oluşturulan bir tüp sistemine 

yerleştirildi. 400 mL etileter ve 80 µL tetradekan bileşiği karıştırılarak stok çözelti 

hazırlandı. Her bir hat (16 adet hat) için 50 mL ayrıldı. 3 tekrar halinde (her defasında 

yaklaşık 10 mL) alınarak oluşturulan tüp sistemine eklendi. Her tekrarda 15 dk 

beklendikten sonra bir kompresör yardımıyla tüpe hava üflenerek tüpün altında yer alan 

boş bir kapa özüt toplandı. Elde edilen özütlerin üzerine 1 mL hekzan eklenerek GC/MS 

analizleri için hazırlandı.  



 

 

3 . BULGULAR 

 

3.1.  Tohumların Canlılık Testi 

 

L. angustifolia bitkisine ait tohumların canlılık testi için; a) Sterilizasyona tabi 

tutulan tohumlar ve b) sterilizasyon işlemi yapılmadan test edilen normal tohumların TZ 

testi sonuçları tablo 4’ te verildi. 

 

Tablo 4. Lavandula angustifolia bitkisinin TTC bileşiğiyle yapılan TZ testi 

 

Sterilize edilmeyen normal tohumlar 

(tane) 

H2O2 ile steril edilen tohumlar  

(tane) 

 1.grup 2.grup 3. grup 4. grup 1.grup 2.grup 3. grup 4. grup 

Canlı 14 16 16 18 20 21 19 24 

Cansız 11 9 9 7 5 4 6 1 

Yüzde % 64 ± 2 % 84  ± 2 

 

Tablo 4‘ deki bulgular incelendiğinde, TZ testine tabi tutulan tohumların; sterilize 

edilmemiş olanlarında canlılık oranının % 64 ± 2 ve H2O2 ile sterilizasyona tabi 

tutulanlarda ise canlılık oranının %84 ± 2 olduğu tespit edildi. 

 

3.2. Sterilizasyon Yöntemi Seçimi 

 

İki farklı sterilizasyon yöntemi kullanarak kurulan denemelerde; a) çamaşır suyu 

kullanarak yapılan denemelerde kontaminasyon oranı % 50 ± 2 iken b) H2O2 kullanarak 

yapılan denemelerde kontaminasyon oranı ise % 85 ± 3’ dir. Sonuçlar Tablo 5 ‘te verildi. 

L. angustifolia bitkisinin tohumlarını steril etmek için kurulan denemelerde sonuçlar 

incelendiğinde, H2O2 kullanarak yapılan sterilizasyonda kontaminasyon riskinin en az 

olduğu gözlendi. Bu sonuçlar ele alındığında bu tez kapsamında doku kültürü 

çalışmalarında oluşturulan prosedürlerde tohumların sterilizasyonu için en uygun yöntemin 

H2O2 kullanılarak yapılan sterilizasyon olduğu gözlenecektir. 
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Tablo 5.  L. angustifolia bitkisinin tohumlarının sterilizasyon yöntemi seçim sonuçları 

 

 

Çamaşır suyu kullanarak yapılan 

sterilizasyon 

H2O2 kullanarak yapılan 

sterilizasyon 

MS1 besi  

Ortamı(%) 

MS2 besi 

ortamı (%) 

MS1 besi 

ortamı (%) 

MS2 besi 

ortamı (t%) 

Kontaminasyon 

yüzdesi 
%50 %50 %10 %20 

%50±2 %15±1 

 

3.3.  Doku Kültürü ile İlgili Sonuçlar 

 

L. angustifolia bitkisine ait tohumların in vitro koşullarda çimlendirilmesi ve 

çimlendirilmiş fidelere ait sürgün ucu eksplantlarının sürgün ortamında gelişimiyle ilgili 

denemeler kurularak farklı sonuçlar elde edildi. 

 

3.3.1.   Lavandula angustufolia Bitkisinin Tohumlarının Çimlendirilmesi 

 

3.3.1.1. NAA Kullanılmadan Yapılan Çimlendirme  

 

NAA kullanılmadan yapılan denemelerde 8 hafta MS-1 ortamında çimlenen tohum 

sayısı 56 çimlenmeyen tohum sayısı 64 olduğu tespit edildi.  

 

3.3.1.2. NAA Kullanarak Yapılan Çimlendirme 

 

Literatür taraması sonucunda en iyi çimlendirme ortamının 0,5 mg/L NAA içeren 

MS besi ortamı olduğu saptandığı için çimlendirmeyi teşvik etmek amacıyla denemelerde 

MS-2 ortamı kullanıldı. Yapılan denemelerin sonuçları Tablo 6 ‘da gösterildi. 
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Tablo 6. Kültüre alınan tohumlarda çimlenme durumları 

 

Tohum 

Durumu 

MS-1 besi ortamı 

(tane) 

MS-2 besi ortamı 

(tane) 

Nemli pamuk ortamı 

(tane) 

1.grup 
Çimlenen 3 4 4 6 8 7 8 8 9 8 3 4 4 6 8 

Çimlenmeyen 9 8 8 6 4 5 4 4 3 4 9 8 8 6 4 

2.grup 
Çimlenen 7 5 8 3 8 8 7 8 8 7 6 5 6 3 7 

Çimlenmeyen 5 7 4 9 4 4 5 4 4 5 6 7 6 9 5 

Toplam: Çimlenen: 56 

Çimlenmeyen: 64 

Çimlenen: 78 

Çimlenmeyen: 42 

Çimlenen: 52 

Çimlenmeyen: 66 

Çimlenme 

oranı: 
% 46± 2 % 65± 2 % 43± 2 

    

 
Her bir tekerrürde kültüre alınan tohum sayısı12 adettir. 

 

MS-1 ve MS-2 sembolleri kullanılarak hazırlanan iki farklı besi ortamında çimlenen 

ve çimlenmeyen tohumlar istatiksel olarak incelendiğinde; MS-1 ortamında çimlenen 

tohum sayısı 56 ± 3, MS-2 ortamında çimlenen tohum sayısının 78 ± 3 ve nemli pamuk 

ortamında 52 ± 2 olduğu tespit edildi. Çimlendirme ortamlarında görüldüğü gibi 0,5 mg/L 

NAA içeren MS-2 ortamı çimlendirme yüzdesi bakımından en verimli ortam olarak 

belirlendi. 

 

 

Şekil 8. L. angustifolia‘ nın in vitroda çimlenme yüzdeleri 
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Öte yandan, MS-1 ve MS-2 ortamlarında kök ve gövde oluşumu ve yaprak gelişimi 

yönünden farklılıklar görüldü. MS-2 ortamında gövde, yaprak ve kök gelişiminin daha iyi 

olduğu gözlemlendi. MS-2 besi ortamında yapraklar daha büyük ve oluşan sürgünlerde 

daha sık nodlar ve köklenmenin daha fazla olduğu tespit edildi. Bu fideler çimlenmenin 

hemen ardından sürgün gelişimi ortamlarına aktarıldı. 

 

 
 

Şekil 9. MS-1 ve MS-2 besi ortamında yapılan çimlendirme sonucundaki fidelerin  

gelişimi 

 

3.3.2. Çimlendirilen Sürgünlerden Alınan Eksplantlardan Sürgün Oluşumu 

 

Çimlendirme ortamlarında kültüre alınan tohumlardan gelişen çimlenmiş fideciklere 

ait sürgün ucu eksplantlar, sürgün gelişimi için (Tablo 4-5.) 16 MS ortamlarında kültüre 

alındı. Bu eksplantlardan yapılan 8 hafta sonraki gözlemler sonucunda büyüme 

parametrileri kaydedildi. Elde edilen sürgünlerde belirlenen sürgün gelişimi, nod sayısı, 

kök ve kallus oluşumu bakımından yapılan değerlendirmeye göre, ortamlar arasında 

farklılıklar bulundu. 

 

 

 

 

 

MS-1 MS-2 
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Şekil 10. KS-1 ortamında oluşan tek ya da 3’lü sürgün üzerindeki nodlar, KS-2 ortamında 

oluşan tek ya da ikili sürgünler, KS-3 ortamında gelişme olmadı, KS-4 

ortamında oluşan tek sürgünler üzerindeki seyrek nodlar 

 

 

 
 

Şekil 11.  KS-5 ortamında oluşan tek ya da ikili sürgün üzerindeki sık nodlar, KS-6 

ortamında oluşan çoklu sürgünler, KS-7 ortamında oluşan çoklu sürgünler ve 

KS-8 ortamında oluşan tek ya da iki sürgün üzerindeki sık nodlar 
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Şekil 12. KS-9 ortamında oluşan uzun tekli sürgünler, KS-10 ortamında oluşan çoklu 

sürgün ve kallus oluşumu, KS-11ortamında oluşan çoklu sürgün ve kallus 

oluşumuve KS-12 ortamında oluşan tek ya da ikili sürgünler 

 

 

 
 

Şekil 13. KS-13ortamında oluşan tek ya da ikili sürgün üzerinde seyrek nodlar, KS-14   

               ortamında oluşan çoklu sürgünler ve kallus oluşumu, KS-15 ortamında oluşan 

çoklu sürgün ve yüksek miktarda kallus oluşumu, KS-16 ortamında oluşan kısa 

sürgünler. 



 

 

 

30 

Tablo 7. Sürgün çoğaltım ortamlarında kültüre alınan eksplantlarda görülen gelişmeler 

 

BBD Ortam 

Eksplant başına ortalama 

sürgün sayısı * 
Ortalama sürgün ağırlığı ** Kallus 

oluşumu 

*** 

Kök 

oluşumu 
Tek. I Tek. II Tek. III Tek. I Tek. II Tek. III 

 

 

Kinetin 

 

 

0,5mg/L 

2,1 1,6 1,5 0,1010 0,1100 0,1762 
+ 

Kısmen 

oluşumlar 

var Ort. 1,7 Ort. 0,129±0,04 

1 mg/L 
1,6 2,4 1,8 0,1297 0,1975 0,2520 

+ + 
Ort. 1,9 Ort. 0,193±0,06 

1,5 mg/L 
1,6 1,6 2,4 0,1877 0,1382 0,2523 

+ - 
Ort. 1,8 Ort. 0,192±0,05 

2 mg/L 
1,5 1,6 1 0,1008 0,1230 0,0862 

+ 

Kısmen 

oluşumlar 

var Ort. 1,3 Ort. 0,103±0,01 

 

BAP 

0,5mg/L 
2,1 1,6 1,6 0,1230 0,1208 0,1430 

+ - 
Ort. 1,7 Ort. 0,128±0,01 

1 mg/L 
6 5,8 6 4,9141 4,0017 2,0017 

+ + 
Ort. 5,9 Ort. 3,639±1,48 

1,5 mg/L 
3,5 4 3,2 1,2557 0,4952 0,2292 

+ - 
Ort. 3,5 Ort. 0,660±0,53 

2 mg/L 
4,8 5,8 5,6 2,6642 4,0020 3,2850 

+ - 
Ort. 5,4 Ort. 3,317±0,66 

 

 

TDZ 

 

 

0,5mg/L 

- - - - - - - - 

Ort. - Ort. - 

1 mg/L 20. 0>Çoklu sürgün 5,5818 7,0592 4,2979 + - 

Ort. - Ort. 5,6463±1,38 

1,5 mg/L 20. 0>Çoklu 

sürgün+Kallus 

1,0425 2,2889 1,1240 + - 

Ort. - Ort. 1,485±0,69 

2 mg/L 20. 0>Çoklu 

sürgün+Kallus 

1,0235 2,0581 1,1102 + - 

Ort. - Ort. 1,397±0,57 

 

Zeatin 

0,5mg/L 0,5 1 0,8 0,0952 0,0565 0,0692 + - 

Ort. 0,7 Ort. 0,073±0,01 

1 mg/L 2,6 2 2,6 0,6353 0,3817 0,7920 + + 

Ort. 2,4 Ort. 0,623±0,20 

1,5 mg/L 2,3 2 2,2 0,1069 0,3977 0,1942 + - 

Ort. 2,1 Ort. 0,232±0,14 

2 mg/L 1,3 1,2 1,5 0,1200 0,087 0,1003 + - 

Ort. 1,5 Ort. 0,102±0,01 

 

Kültüre alınan sürgün ucu eksplant sayısı 6 adettir. 

* 8. haftada tohum  kökenli sürgün ucu eksplantlarının ortalama sürgün sayıları 

** 8. haftada tohum kökenli sürgün ucu eksplantlarının bir sürgünün ağırlığı 

*** 8. haftada tohum kökenli sürgün ucu eksplantlarının kallus oluşumu 
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Sürgün gelişimi için kültüre alınan tohum kökenli sürgün ucu eksplantlarda 8 hafta 

sonra yapılan gözlemler sonucunda elde edilen sürgünlerde belirlenen nod sayıları ve 

sürgün sayıları bakımından yapılan istatistikî değerlendirmeye göre, ortamlar arasında 

farklılıklar görüldü. En yüksek sürgün sayısı değeri MS besi ortamında 1-2 mg/L BAP + 

0,05 mg/L NAA içeren; KS-6 ve KS-13 ve 1 mg/L TDZ + 0,05 mg/L NAA içeren KS-7 

besi ortamlarında görüldü. En düşük sürgün oluşumu TDZ nin 0,5 mg/L derişimlerinde 

görüldü. 

On altı farklı modifiye MS ortamında kültüre alınan tohum kökenli sürgün ucu 

eksplantları için 8 hafta sonra yapılan istatistikî değerlendirmeye göre sürgün ağırlığı 

açısından farklılıklar görüldü. En ağır fidelere BAP ve TDZ içeren besi ortamlarında 

rastlanıldı. Ort. 5,6 ile 1 mg/L TDZ + 0,05 mg/L NAA içeren sürgün ortamlarında en ağır 

fide oluşumu görülürken; ağırlığı ort. 0,7 ile 0,5 mg/L zeatin + 0,05 mg/L NAA içeren besi 

ortamında en hafif fide oluşumları kaydedildi. En ağır fide oluşumuna TDZ hormonunu 

BAP takip ederken zeatin ve kinetin içeren ortamlarda birbirine yakın ağırlığı daha az 

sürgün oluşumları tespit edildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
*KS-3 ortamında gelişim görülmedi 

**KS-7, KS-11 ortamlarında 20. 0>çoklu sürgünler elde edildi ve KS15 ortamında kallus oluşumu görüldü 

 

Şekil 14. On altı farklı ortamda kültüre alınan sürgün ucu eksplantlarında görülen 

gelişmeler 
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Sekiz hafta sonra 16 faklı hat incelendiğinde fide boyları açısından ortamlar arasında 

farklılıklar tespit edildi. En uzun fidelere kinetin ve zeatin içeren sürgün oluşumu 

ortamlarında rastlanıldı. En uzun ortalama sürgün boyu 1,5 mg/L Kinetin + 0,05 mg/L 

NAA içeren MS besi ortamında elde edildi (Şekil 15). TDZ ve BAP’ın farklı 

konsantrasyonlarında yan dallanmalar daha fazla olup fide boyları daha kısa görülürken 

zeatin’de kinetine benzer tek ya da iki sürgün üzerinde sık nodlu uzun sürgün yapıları 

gözlendi. 

 

               
 

Şekil 15. İn vitro’da geliştirilen KS-9 ortamında L. angustifolia için en uzun sürgün boyu 

 

 

Şekil 16.  KS-5 nolu ortamda oluşan tek sürgün üzerindeki sık nodlar, KS-6 ortamda 

oluşan çoklu kısa sürgünler, KS-7 ortamda oluşan çoklu kısa sürgünler, KS-8 

ortamda oluşan çoklu sürgünler 

KS-9 KS-9 
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Sürgün ucu eksplantlarından gelişen fidelerde kısmen kök oluşumları görüldü. TDZ 

içeren ortamlarda kök oluşumuna rastlanılmadı (Şekil 16). 

Nodal eksplantlardan sürgün gelişimi için kullanılan ortamların tümünde kallus 

oluşumları tespit edildi (Tablo 7). Besin ortamlarında kallus oluşturan eksplantlar 

bakımından yapılan değerlendirmede, ortamlar arasındaki farklılıklar olduğu bulundu. 

Eksplant başına ortalama kallus miktarı en fazla KS-14-15 ortamlarında görüldü. Kallus 

oluşumunun yüksek olduğu besi ortamlarında da mavi renk oluşumu gözlendi (Şekil 17). 

Yapılan gözlemlerde BAP ve TDZ içeren ortamlarda (KS-14 ve KS-15) kültüre alınan 

eksplantlarda ilk haftadan itibaren kalluslar tespit edildi. Ortamdaki BAP ve TDZ’ nin 

derişim oranlarının artışıyla birlikte kallus oluşturan eksplant yüzdesi de arttı (Şekil 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 17. KS-15-14 nolu ortamlarındaki kalluslu bitki 

 

On altı faklı ortamda kültüre alınan çim bitkilerin 8 hafta sonra ortalama sürgün 

sayısı, ortalama sürgün boyu ve ağırlığı, ortalama nod sayısı ve kallus oluşumu bakımından 

önemli sonuçlar elde edildi. Düşük derişimlerde uygulanan BBD için sürgün gelişimi daha 

az görülürken yüksek derişimlerde eksplant başına kallus oluşum yüzdesi artıp sürgün 

oluşumunun azaldığı gözlemlendi. En iyi sürgün ortamı; kinetin için 1-1,5 mg/L, BAP için 

1-2 mg/L konsantrasyonlarında olduğu görüldü. TDZ nin 0,5 mg/L konsantrasyonun 

dışında diğer sürgün ortamlarında çoklu sürgünler görüldü ve TDZ için derişim arttıkça 

sürgün kısımlarında kallus oluşumunda da artma gözlemlendi. Zeatin, kinetine benzer 

şekilde sürgün ortamlarında büyüme gösterdi. Zeatin için en iyi sürgün gelişimi 1-1,5 mg/L 

derişimlerini içeren besi ortamlarında olduğu kaydedildi. 
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3.4. Fenolik Bileşen Analizi 

 

3.4.1.  HPLC ileFenolik Bileşen Analizi 

 

2.2.8. bölümünde yer alan yöntemler kullanılarak elde edilen özütlerin verimleri 

Tablo 8‘ de gösterilmiştir. 

 

Tablo 8. HPLC analizleri için hazırlanan özütlerin verimleri 

 

Numuneler Besi Ortamı Kuru ağırlık 

(g) 

Özüt miktarı 

(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 hatlarının eksraktlarında 4 adet fenolik bileşen kalitatif ve 

kantitatif olarak analiz edildi. Analiz edilen fenolik bileşiklerin dalga boyları, alıkonma 

zamanları, alanları ve konsantrasyonları aşağıdaki şekil 19-39’ da ve tablo 9-23’ de verildi. 

Bu çalışmada 16 adet fenolik bileşik standart olarak kullanıldı. 14 faklı kolonun fenolik 

kompozisyonunun ortaya konması amacıyla 16 fenolik standarttan hazırlanmış karışım 
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(her bir bileşen konsantrasyonu 100 μM) kullanılarak daha önceki çalışmalarda 

geliştirilmiş olan ayırma yöntemi hem standart karışımda hem de bitki ekstraktlarında 

uygulandı. Standart karışımla elde edilen kromatogramlara bir örnek Şekil 18’de verildi. 

 

 

 

Şekil 18. 16 Fenolik standardın kromatogramı (280 nm), her bir standardın derişimi 100 

μM, Standartlar sırasıyla; 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. Şiringaldehit, 13. Benzoik asit, 14. Ferulik asit, 15. Sinapik asit, 16. 

Rosmarinik asit’dir 

 

Uygulanan yöntemde bileşenler önemli ölçüde ayrılabilmiştir; sadece 3 ve 4 nolu 

bileşikler ve 12 ve 13 nolu bileşiklerde bir çakışma söz konusudur, bitki numunelerinde de 

böyle durumların olması durumunda spektrumlar arası fark değerlendirilerek bileşenin 

tayini yoluna gidildi. 

L. angustifolia bitkisine ait hatlarından elde edilmiş olan 14 özüt standartlara 

uygulanan aynı yöntemle HPLC kalitatif ve kantitatif olarak analizine tabi tutuldu. Elde 

edilen kromatogramlar, bu kromatogramlarda numaralandırılarak gösterilmiş ölçülebilir 

pik veren bileşenler, bu piklere ait spektrumlar ve bu bileşen piklerinin alıkonma 

zamanları, pik alanı ve pik yükseklikleri Şekil 19-40 ve Tablo 11-26’ da verildi. Tablolarda 

aynı zamanda alıkonma zamanı ve spektrumu analizde kullanılan standartlarla uyuşan 

numune bileşenlerinin adları da bildirildi. 
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Şekil 19. KS-2 hatının 280 nm’ deki kromatogramı  

 

Tablo 9. KS-2 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik 

yüksekliği 

(mAU) 

1 * 4.866 75.4 5.2 

2 * 22.912 115.9 6.0 

3 * 26.840 120.0 5.2 

 
(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır). 
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Şekil 20. KS-4 hatının 280 nm’ deki kromatogramı 

 

Tablo 10. KS-4 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 
* 4.869 119.1 6.0 

2 
* 7.853 34.5 1.7 

3 
Klorojenik aist 11.004 124.9 3.5 

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 

 
(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır). 

 

 

min5 10 15 20 25

mAU

-20

-15

-10

-5

0

5

10

15

         1                                        4 

                      2           3                                        5        6 

                                                                                                       7 



 

 

 

38 

 
 

Şekil 21. KS-5 hatının 280 nm’ deki kromatogramı 

 

Tablo 11. KS-5 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 
Klorojenik asit 11.096 411.6 17.5 

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 

6 
* 26.998 2810.2 114 

 
(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır). 
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Şekil 22. KS-6 hatının 280 nm’ deki kromatogramı 

 

Tablo 12. KS-6 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik yüksekliği 

(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 

6 
* 22.986 3025.6 158.2 

7 
* 26.920 835.4 32.8 

 
(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır). 
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Şekil 23. KS-7 hatının 280 nm’ deki kromatogramı 

 

Tablo 13. KS-7 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 
* 4.819 146.4 6 

2 
* 7.144 36.8 2.3 

3 
* 10.959 121.1 4.6 

4 
* 22.945 1585.7 81.1 

5 
* 26.893 769.1 29.6 

 

(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır). 

 

 

 

 

min5 10 15 20 25

mAU

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

 

 

 1 

 1 
2 

 
 1 

3 

 
 1 

5 

 
 1 

4 

 
 1 



 

 

 

41 

 

Şekil 24. KS-8 hatının 280 nm’ deki kromatogramı  

 

Tablo 14. KS-8 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 
* 7.25 264.9 14.2 

2 
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 

 

(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır). 
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Şekil 25. KS-9 hatının 280 nm’ deki kromatogramı 

 

Tablo 15. KS-9 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik yüksekliği 

(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 

 
(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır) 
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Şekil 26. KS-10 hatının 280 nm’ deki kromatogramı 

 

Tablo 16. KS-10 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 
* 4.677 775.5 29.7 

2 
* 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 

6 
* 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 

 
(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır). 
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Şekil 27. KS-11 hatının 280 nm’ deki kromatogramı 

 

Tablo 17. KS-11 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 
Gallik asit 3.577 91.4 9.8 

2 
* 4.685 995 41.4 

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 

 
(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır). 
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Şekil 28. KS-12 hatının 280 nm’ deki kromatogramı 

 

Tablo 18. KS-12 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 
Gallik asit 3.572 307.4 14.1 

2 
* 4.878 658.1 33.0 

3 
* 6.324 140.6 7.4 

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 

 
(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır). 
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Şekil 29. KS-13 hatının 280 nm’ deki kromatogramı 

 

Tablo 19. KS-13 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik yüksekliği 

(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 

6 
* 26.993 447.8 10.5 

 

(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır). 
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Şekil 30. KS-14 hatının 280 nm’ deki kromatogramı 

 

Tablo 20. KS-14 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 
* 5.077 99.7 3.5 

2 
* 5.877 57.4 2.5 

3 
* 23.04 57.5 3.9 

 
(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır). 

 

 

Şekil 31. KS-15 hatının 280 nm’ deki kromatogramı 
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Tablo 21. KS-15 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 
* 22.437 43.5 2.4 

2 
* 27.29 17.8 1.4 

 
(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır). 

 

 

 

Şekil 32. KS-16 hatının 280 nm’ deki kromatogramı 

 

Tablo 22. KS-16 hatında tespit edilen fenolik bileşikler 

 

Pik No Bileşik adı Alıkonma zamanı 

(RT, dak.) 

Pik alanı 

(mAUxdak) 

Pik yüksekliği 

(mAU) 

1 
Gallik asit 3.601 109.1 10.7 

2 
* 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 

6 
* 22.845 133.2 6.7 

7 
* 26.725 66 2.5 

8 
* 28.247 32.3 2 

 

(*Boş bırakılan yerler “Bilinmeyen” dir. DAD spektrumları standart fenolik bileşiklere uymamaktadır) 
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Analiz sonuçlarının karşılaştırılmalı değerlendirilmesi için öncelikle aynı hormonun 

kullanıldığı fakat farklı derişimlerde uygulamanın yapıldığı kültürlerden elde edilen 

ekstraktların kromatogramları çakıştırılarak incelendi. Bu amaçla Şekil 33’te kinetin 

uygulanan KS-5, KS-9 ve KS-13 kromatogramları birlikte; Şekil 34’de BAP uygulanan 

KS-2, KS-6, KS-10 ve KS-14 kromatogramları birlikte; Şekil 35’de TDZ uygulanan KS-7, 

KS-11 ve KS-15 kromatogramları birlikte ve Şekil 36’da zeatin uygulanan KS-4, KS-8, 

KS-12 ve KS-16 kromatogramları birlikte çakıştırılarak verilmiştir. 

 

 
 

Şekil 33. Farklı miktarda kinetin uygulanan KS5-KS9-KS13 hatlarının çakıştırılmış    

 kromatogramları 

 

Kinetinin farklı derişimlerde uygulandığı kültürlerden elde edilen ekstraktlarda 

uygulanan yöntemle tespit edilebilen fenolik bileşenlerin miktarı en fazla sırasıyla KS-9 ve 

KS-5’te gözlenmiştir. Diğer iki uygulamada düşük verim elde edildi. 
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Şekil 34.  Farklı miktarda BAP uygulanan KS2-KS6-KS10-KS14 hatlarının çakıştırılmış  

kromatogramları. 

 

BAP ’nın farklı derişimlerde uygulandığı kültürlerden elde edilen ekstraktlarda 

uygulanan yöntemle tespit edilebilen fenolik bileşiklerin miktarı en fazla sırasıyla KS-10 

ve KS-6’da gözlendi. Diğer iki uygulamada düşük verim elde edildi. 

 

 
 

Şekil 35. Farklı miktarda TDZ uygulanan KS7-KS11-KS15 hatlarının çakıştırılmış 

kromatogramları. 
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TDZ’nin farklı derişimlerde uygulandığı kültürlerden elde edilen ekstraktlarda 

uygulanan yöntemle tespit edilebilen fenolik bileşiklerin miktarı en fazla sırasıyla KS-11 

ve KS-7’de gözlendi. Diğer iki uygulamada düşük verim elde edildi. 

 

 
 

Şekil 36.  Farklı miktarda zeatin uygulanan KS4-KS8-KS12-KS16 hatlarının çakıştırılmış  

kromatogramları. 

 

Zeatin’nin farklı derişimlerde uygulandığı kültürlerden elde edilen ekstraktlarda 

uygulanan yöntemle tespit edilebilen fenolik bileşiklerin miktarı en fazla sırasıyla KS-8 ve 

KS-12’de gözlendi. Diğer iki uygulamada düşük verim elde edildi. 

Bu karşılaştırmalı değerlendirme kinetin, BAP ve TDZ uygulamalarında 1,5 mg’lık, 

zeatin uygulamasında ise 1 mg’lık dozun en yüksek fenolik kompozisyon oluşturduğunu 

ortaya koymaktadır. Kullanılan hormonların tamamında derişim 1,5 mg’ın üzerine 

çıkıldığında fenolik miktarlarında çarpıcı seviyede azalma görüldü 

Eşit derişimlerde hormon uygulmalarının L. angustifolia fenolik kompozisyonuna 

etkisini karşılaştırmalı değerlendirebilmek için genelde yüksek verim elde edilen 1,5 

mg’lık dozlarla elde edilen ürünlerin kromatogramları Şekil 37’de çakıştırılarak verildi. 

Numunelerde ortak görülen piklerin de pik alanlarına bakılarak miktar sıralaması Tablo 

23’te verildi. 
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Şekil 37. 1,5 mg dört farklı hormonun uygulandığı KS9-KS10-KS11-KS12 

               hatlarının çakıştırılmış kromatogramları. 

 

Tablo 23. KS9-KS10-KS11-KS12 hatlarının ortak olan A-H bileşenlerinin numunelere 

göre sıralaması 

 

Pik Bileşik adı RT Büyükten küçüğe sıralama 

A  10:03 KS9 > KS 10 = KS 11 = KS 12 

B Klorojenik asit 11:10 KS 9 > KS 12 > KS 11 > KS 10 

C  15:20 KS 9 > KS 12 > KS 10 > KS 11 

D  19:15 KS 11> KS 9 > KS 10 > KS 12 

E Ferulik asit 20:85 KS 9 > KS 10 > KS 12 > KS 11 

F  23:10 KS 9 > KS 10 > KS 11 > KS 12 

G Rozmarinik asit 25:52 KS 9 > KS 12 > KS 10 = KS 11 

H  27:10 KS 9 > KS 10 > KS 11 > KS 12 

 

Çalışmada gözlemlenmiş bileşenlerin genel olarak 1,5 mg kinetin uygulamasında en 

yüksek oranda oluştuğu, diğer 1,5 mg uygulanan hormonlar açısından sıralamanın farklı 

bileşenlerde farklılık gösterdiği görülmektedir. 
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Şekil 38. En yüksek fenolik verimin elde edildiği dört farklı hormonun uygulandığı KS9-

KS10-KS11-KS8 hatlarının çakıştırılmış kromatogramları. 

 

Tablo 24. KS9-KS10-KS11-KS8 hatlarının ortak olan A-H bileşenlerinin numunelere göre 

sıralaması 

 

Pik Bileşik adı RT Büyükten küçüğe sıralama 

A  10:03 KS9 > KS 10 = KS 11 = KS 12 

B Klorojenik asit 11:10 KS 8 > KS 9 > KS 11 > KS 10 

C  15:20 KS 8 > KS 9 > KS 10 > KS 11 

D  19:15 KS 11> KS 9 > KS 10 > KS 8 

E Ferulik asit 20:85 KS 9 > KS 8 > KS 10 > KS 11 

F  23:10 KS 9 > KS 8 > KS 10 > KS 11 

G Rozmarinik asit 25:52 KS 8 > KS 9 > KS 10 = KS 11 

H  27:10 KS 9 > KS 8 > KS 10 > KS 11 

 

Hormonla en yüksek oranda bileşen oluşumu kinetin, BAP ve TDZ için 1,5 mg 

dozda (KS-9, KS-10, KS-11), zeatin için 1,0 mg dozda (KS-8) gerçekleştirildi. Bu dört 

numune değerlendirildiğinde 1,5 mg kinetin uygulaması daha çok oranda birinci sırayı, 

sonra 1,0 mg zeatin uygulaması ikinci sırayı almaktadır. Klorojenik asit ve rozmarinik asit 

1,0 mg zeatin uygulandığında (KS-8) en yüksek seviyeye çıkmış, ferulik asit ise 1,5 mg 

kinetin uygulamasında en yüksek seviyeye çıktı. BAP ve TDZ hormonlarının etkileri 

düşük oldu. 
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F pikini veren bileşen, aromatik halkada trisubstitue benzaldehit türü bileşiklerin 

spektrumuyla örtüşen bir spektruma sahiptir. Çalışılan standartlar arasında bu yapıya sahip 

bileşikler protokatekualdehit ve vanilindir, ancak F bileşiğinin alıkonma zamanı bu 

bileşiklerle uyuşmamaktadır. 

Lavanta numunelerdeki bileşenlerin tanımlanması amacıyla kullanılan alıkonma 

zamanı örtüşmesinin görülebilmesi için 100 μM konsantrasyonda bütün standartları içeren 

karışımla KS-9 klonun kromatogramları çakıştırıldı. (Şekil 39).  

 

 
 

Şekil 39. En yüksek fenolik verimin elde edildiği KS-9 numunesi ve 100 μM’lık standart 

karışımının çakıştırılmış kromatogramları. 

 

 Sadece B (klorojenik asit), E (ferulik asit) ve G (rozmarinik asit) pikleri hem RT 

değerleri, hem de spektrumları örtüşmesi nedeniyle belirlenebildi. 

 Alıkonma zamanları 15:20, 23:10 ve 27:10 dakikalarda olan major bileşenlerin 

hangi bileşik oldukları belirlenemedi. 
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Şekil 40. HPLC ile tespit edilen fenolik bileşiklerin pik yükseklikleri 

 

3.4.2.  Kuru Bitki Örneklerinden Elde Edilen Uçucu Yağ Verimleri 

 

L. angustifolia bitkisinin 16 farklı hatından elde edilen fideler 1 gün kurutma 

kağıdında oda sıcaklığında bekletildikten sonra sürgün örnekleri alınarak, etileter ve 

tetradekan karışımı ile uçucu yağ elde edildi. Uçucu yağ verimleri Tablo 13’ de gösterildi. 

 

 

Şekil 41. İn vitro da oluşan fidelerin uçucu yağ verimleri 

*3. Hatta gelişim görülmedi 

**14-15. Hatlarda kallus oluşumu yüksek olduğu için uçucu yağ verimine bakılmadı 

 

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

Klorojenik asit 3.5 17.5 4.3 42.6 7.3 7

Ferulik asit 5.9 67 8.7 123 169.3 20.8 5.4 18.4 2.2 2

Rozmarinik asit 49.9 376.2 64.4

Gallik asit 9.8 14.1 10.7
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Tablo 25. Uçucu yağ verimleri 

 

Numuneler 
Besi 

Ortamı 

Kuru Bitki Örneği 

(g) 
Verim (g) 

 

Yüzde 

 

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) - - 

15.Hat KS-15 - - - 

16.Hat KS-16 1,8090 0,0324 %1,79 

 
* 14. ve 15. Klonlar da kallus oluşumu yüksek olduğu için uçucu yağ verimine bakılmadı  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

4. TARTIŞMA  

 

İnsanların beslenmesi yönünden önem taşıyan bitkilerin, verimini, hastalık ve 

zararlılara karşı dirençlerinin arttırmak amacı ile gerçekleştirilen klasik ıslah metodlarının 

yanı sıra günümüzde doku kültürü ve biyoteknoloji sayesinde her yönü ile istenen 

özelliklere sahip bitki türlerinin eldesi çok daha kısa sürelerde ve kontrollü koşullarda elde 

edilerek bu bitkilerin doğa koşullarına uygun hale getirilmesi artık alışılan bir durum haline 

gelmek üzeredir. Biyoteknolojik metodlar, insan ve hayvanlarda olduğu gibi, bitkilerde de 

oldukça geniş bir uygulama alanına sahiptir. Çeşitli yöntemler bitkikler üzerinde 

denenmekte ve her gün yeni gelişmeler elde edilmektedir. 

Son yıllarda ilaç, kozmetik, parfümeri ve gıda olarak kullanılan ve ihracatta önemli 

payları olan tıbbi ve aromatik bitkilerin tarımı Türkiye de giderek yaygınlaşmaktadır. 

Alternatif olarak doku kültürü teknikleri kullanılarak bitki üretilmesi (mikroçoğaltım), bir 

çok bitki türünde olduğu gibi tıbbi ve aromatik bitkilerin de vejatatif olarak hızlı ve çok 

miktarda çoğaltılabilmesine olanak sağlayan bir üretim şeklidir (Hardman and Kester, 

1975; Mansuroğlu ve Gürel, 2001). Ayrıcakısa sürede sağlıklı ve çok sayıda bitki materyali 

elde edilmesi, geleneksel yöntemlerle kolay çoğaltılamayan bitkilerin çoğaltılması, üretilen 

bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik, yıl boyu üretim yapılabilmesini sağlanır 

(Hutchinson ve Zimmerhan, 1987; Gahan ve George, 2008). 

Farklı lavanta tür ve çeşitlerinin in vitro koşullarda mikroçoğaltım olanakları 

araştırılmış (Andrade vd., 1999; Nogueria ve Romano, 2002; Echeverrigaray vd., 2005), 

bu araştırmalarda in vivo koşullarda vejetatif olarak çoğaltılamayan tür ve çeşitler için 

ancak in vitro mikroçoğaltımın ekonomik olabileceği belirtilmiştir. Ayrıca Lavandula 

türlerinin tohum ve odunsu gövde çelikleri ile çoğaltımı oldukça yavaştır ve çeliklerin 

köklenme oranları düşüktür. Bu nedenle vegetatif çoğaltıma alternatif olarak koltuk altı 

tomurcukları ile mikroçoğaltım önerilmiştir (Andrade vd., 1999). 

Bu tez kapsamında, , insanlar arasında güçlü bir aromatik ve tıbbi bitki olarak bilinen 

L. angustifolia bitkisinin in vitro’da gelişim olanakları araştırıldı. İn vitro koşullarda 

çimlenmenin ardından sürgün oluşumunu teşvik etmek amacıyla kültüre alınan sürgün ucu 

eksplantları üzerinde yapılan çalışmalarda organogenez oluşumları görüldü. Sürgün 

ortamında oluşan 16 faklı hatının büyüme parametlerileri kaydedildi. Ayrıca in vitro da 

oluşturulan 16 hatın ekonomik değeri yüksek olan fenolik bileşikleri araştırıldı ve HPLC 
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ile bazı spesifik fenolik bileşikler analiz edildi ve aynı zamanda ekonomik değeri yüksek 

olan ticari amaçlı kullanılan uçucu yağların verimleri tespit edildi. 

 

Canlılık testi denemelerinde TZ testi (Patıl ve Malavika, 1968) uygulanmış 

tohumlardaki canlılık oranı; a) steril edilmeyen normal tohumlarda % 64, b) H2O2 ile 

steriledilen tohumlarda ise % 84 olduğu tespit edildi. Tohumlar sterilizasyon çözeltisinde 

daha uzun süre bekletildiklerinden dolayı tohum kabukları eriyerek uzaklaştı. Bunun 

sonucunda çözelti, eriyen tohum kabuğu sayesinde daha iyi tohumla etkileşime girerek 

renk oluşumuna sebep oldu ve canlı dokuların sayımında daha sağlıklı sonuçlar elde edildi. 

TZ testi hali hazırda hızlı, kesin sonuç veren ve canlı dokuya zarar vermeyen 

(çimlenmeyi etkilemeyen) avantajlarının olmasının yanı sıra; dormant (uykuda)-non 

dormant ayırımının yapılamaması, çimlenen tohumlardan oluşan fidelerin normal veya 

anormal olma durumlarının önceden bilinememesi, mikroorganizmalarca enfekte edilen 

tohumların çimlenip sağlıksız fideleri oluşturma ihtimalinin olması gibi dezavantajları da 

vardır. 

Bitki tohumlarını steril etmek için 2 farklı sterilizasyon yöntemi kullanıldı. Önce 

dH2O 1:4 çamaşır suyu çözeltisi (bölüm 2.2.5.1.) kullanıldı. Hızlı ve basit bir yöntem 

olmasına rağmen kontaminasyon oranının (% 50) yüksek olması başka bir yöntemin 

denenmesine sebep oldu. Diğer bir yöntem olan H2O2 kullanarak yapılan sterilizasyonda 

(bölüm.2.2.5.2.) kontaminasyon riskinin (% 15) yaklaşık 3 kat azalttığı tespit edildi. 

Tohumlar sterilizasyon çözeltisinde daha uzun süre bekletildiklerinden tohum kabukları 

eriyerek uzaklaşmıştı ve bu tohumlar kültür ortamında daha hızlı çimlendi. H2O2 

kullanarak yapılan bu sterilizasyon yönteminin iyi sonuç vermesi avantaj olarak göze 

çarparken, yaklaşık 12,5 saat (12 saat dH2O 1:20 sukroz çözeltisinde, 30 dk. H2O2’da) 

kadar süre alması dezavantaj olarak görülmektedir. 

Tohum çimlenmesi bitki yaşamının en önemli evrelerinden biri olup (Ghoulam ve 

Fares, 2001), yalnızca genotipik karakterler (dormansi, integüment kalınlığı, testanın sert 

olması gibi) tarafından değil aynı zamanda çevresel koşullar tarafından da kontrol 

edilebilmektedir (Sy vd., 2001). Tohum dormansisini kırmak amacıyla değişik 

uygulamalar yapılmaktadır. Değişik kimyasallar (kinetin, NAA gibi büyüme 

düzenleyicileri, potasyum nitrat (KNO3), polietilen glikol) kullanılmakta, yüksek sıcaklık 

veya düşük sıcaklık uygulaması ve mekaniksel uygulama gibi yollar izlenmektedir 

(Bewley ve Black, 1982).  
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L. angustifolia bitkisinin tohumları iki farklı deneme uygulanarak çimlendirildi. Bitki 

büyüme düzenleyicisi kullanmadan yapılan deneme MS-1 besi ortamında çimlenme oranı 

% 50 iken bitki büyüme düzenleyicisi olarak 0,5 mg/L NAA kullanılan MS ortamında 

yapılan denemede ise çimlenme oranı %65 olduğu tespit edildi. Areej (2007) L. 

angustifolia ve L. latifolia’da in vitro mikroçoğaltımı üzerine yaptığı çalışmada benzer 

sonuçlar elde edildi. 0,5 mg/l NAA içeren MS besi ortamında çimlenme yüzdelerini 

sırasıyla %72 ve % 78 olarak kayıt etmişlerdir. Sonuç olarak bizim yaptığımız denemede 

en iyi çimlenme ortamının MS-2 olduğu literatürle desteklenmektedir. Ayrıca MS-2 

ortamında yaplılan gözlemler doğrultusunda kök oluşumunun ve sürgün gelişiminin daha 

yüksek olduğu görüldü. MS-2 ortamında yaprak oluşumları daha büyük, parlak ve daha sık 

nodlu yapılara rastlanıldı. Çimlendirmenin ardından aktarılan sürgün gelişimi ortamında 

hem kök gelişimini teşvik etmiş hemde sürgün gelişimi daha iyi olduğu tespit edildi. 

Bitki dokularında organ farklılaşmasında oksin ve sitokinin önemli rol oynamaktadır. 

Bilindiği gibi sitokinin/oksin oranının yüksek olması sürgün oluşumunu düşük olması ise 

kök oluşumunu desteklemektedir. (Webrouck ve Debergh, 1994). Literatüre göre 

Lavandula  türleri için en uygun besi ortamının MS olduğu rapor edildi.(Jordan vd.,1998; 

Sanchez-Gras ve Calvo, 1994; Panizza, ve Tognoni 1988; Grosso. Jordan vd.,1998) Bu 

verilere dayalı olarak L. angustifolia için sürgün gelişimi ortamlarında MS besi ortamı 

kullanıldı. Araştırmamızda in vitro koşullarda oluşan çim fidelerden elde edilen sürgün ucu 

eksplantlarının farklı ortamlardaki büyüme parametrelerinin karşılaştırılması için farklı 

derişimlerde BBD içeren 16 MS ortamı kullanıldı. Çalışmamızda sürgün gelişimini teşvik 

etmek için sitokinin olarak kinetin, BAP, TDZ ve zeatin ‘nin farklı derişimleri ve oksin 

olarakta bütün ortamlarda stabil oranda NAA kullanıdı. Literatür verilerine göre BAP çok 

sık kullanılan ve genellikle olumlu sonuçlar veren bir sitokinindir. Genel olarak 1.0-2.0 

sitkinin çoğu sisteme yeterlidir. IAA ortamda çok az stabil olduğundan, sentetik 

oksinlerden NAA tercih edilmektedir. Bunların sürgün çoğaltım aşamasında kullanılan 

oranları 0.1-1.0 mg/L’dir (Skoog ve Miller,1957; Werbrouck ve Debergh, 1994). 

Farklı büyüme düzenleyicileri içeren ortamlarda kültüre alınan eksplantlarda kültür 

başlangıcından 8 hafta sonra bitki rejenerasyonu gözlemlenerek, somatik dokulardaki 

değişiklikler kaydedildi. Elde edilen verilere göre, büyüme parametresi olarak ele alınan 

ortalama boy uzunluğu, ortalama sürgün sayısı ve ağırlığı, ortalama nod sayısı, kök 

oluşumu ve kallus oluşturan eksplantların ortamlara göre farklılık göstermiştir. 
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Sürgün gelişimi için yapılan denemelerde BBD’ nin farklı derişimlerini dikkate 

alırsak: uygulamamız arasında kinetin ile yapılan çalışmalarda olumlu sonuçlar elde edildi. 

Kinetinin de yine farklı derişimleri kullanılmış ve elde edilen sonuçlara güre en verimli 

ortamın 1 mg/L kinetin + 0,05 mg/ L NAA ile 1,5 mg/L kinetin + 0,05 mg/L NAA içeren 

MS besi ortamında görüldü. Diğer BBD ile kıyaslandığında en uzun bitki boyu 1,5 mg/L 

kinetin + 0,05 mg/L NAA içeren MS besi ortamındaelde edildi. Areej (2007) L. 

angustifolia ve L. latifolia’da in vitro mikroçoğaltımı üzerine yaptığı araştırmada, L. 

angustifolia’ nın boğum arası eksplantından 0.05 mg/L NAA ve 1.5 mg/l Kinetin MS besin 

ortamında en uzun sürgün boyuna sahip oluduğu rapor edildi. Kinetin ve zeatin içeren tüm 

MS ortamlarında BAP ve TDZ’ ye göre bitki boyununun daha uzun oduğu görüldü. 

Literatüre görekinetin ile yapılan çalışmalarda verimin konsantrasyon artışına paralel 

olarak düştüğü ve çoğunlukla kallus oluştuğu gözlendi. Yine kinetinin konsantrasyonu 

arttıkça adventif sürgün patlamasının azalması genotip veya dolaylı olarak kinetinin sürgün 

oluşum sürecindeki bazı metobolik yolları baskılamış olabileceği akla getirmektedir 

(Kadıoğlu, 2004). 

En iyi çoklu sürgün oluşumu BAP’ın farklı derişimlerinde görüldüğü tespit edildi. 

BAP içeren MS ortamlarında en iyi sürgün gelişimi 1 mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA ve 2 

mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA içeren ortamlarda gerçekleşti. BAP’ ın farklı derişimlerinde 

kök oluşumları kısmen görüldü ve hormon miktarı arttıkça bununla birilikte sürgün 

ortamında kalus oluşum yüzdesi de arttı. Literatür verilerine dayalı olarak aynı şekilde 

Chishti vd. (2006) L. angustifolia türüne ait sürgün ucu eksplantlarının 2.0 mg/L BAP 

içeren besi ortamında çok sayıda sürgün verdiklerini gözlemişler, 2.0 mg/L BAP içeren 

MS ortamında yüksek oranlarda köklenme sağlamışlardır. 

Araştırmamızda TDZ ‘nin farklı derişimleri ile yapılan çalışmalarda daha kısa fideler 

ve çoklu sürgünler oluştu. Debnath (2005), sitokinin olarak bilinen ve aynızamanda oksine 

benzer etki gösteren thidiazuron’un üzümde, kivide, pek çok odunsu bitkide rejenerasyonu 

başarılıbir şekilde sağladığı, ancak TDZ’nin birçok odunsu bitkide sürgün uzamasını 

engellediği belirlenmiştir. TDZ’nin 0,5 mg/L TDZ + 0,05 mg L NAA içeren ortamında 

gelişim görülmedi. Bitki büyüme düzenleyicileri gereğinden fazla veya az kullanılmaları 

halinde bitkilerin gelişmesini olumsuz yönde etkilemektedir. En iyi sürgün gelişimi 1 mg/L 

TDZ + 0,05 mg/L NAA içrern MS ortamlarında gözlemlendi. BAP’a benzer şekilde 

hormon miktarının artmasıyla kallus oluşum kapasiteside arttığı görüldü. BAP’a benzer 

şekilde çoklu sürgün oluşumu ve en ağır sürgün oluşumuna sebep olduğu görüldü 
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(Andrade vd., 1999). L. angustifolia’nın in vitro koşullarda mikroçoğaltımı üzerine 

büyüme düzenleyicilerin etkisini araştırmak için yaptıkları araştırmada eksplant olarak 

boğum parçaları kullanmışlardır. En yüksek sürgün gelişiminin TDZ (2.25 μM) ve BA (2 

μM) içeren MS ortamında tespit etmişlerdir. TDZ içeren ortamlarda kök oluşumuna 

rastlanılmadı. 

Zeatin için ise en iyi sürgün gelişimi 1 mg/L zeatin + 0,05 mg/L NAA içeren MS 

ortamlarında tespit edildi. Kinetine benzer şeklide daha uzun boylu fidelerve 2-3’lü yada 

tekli sürgünler görüldü. 

Kallus oluşumunun görüldüğü bazı sürgün ortamlarında besi yerinde mavi renk 

oluşumuna rastlanıldı (Şekil.17) Literatüre göre L. angustifolia ‘nın kallus kültürlerinde 

kafeik asit izomeri olan 2-(3,4-dihidroksifenil)etenil, besi ortamında mavi pigment 

oluşumana sebep olduğu belirtilmektedir (Banthorpe vd.,1985). 

 

 

 

 

Şekil 42. Kallus oluşan eksplantlarda ki mavi pigment oluşumuna sebep 

 olan; bileşik kafeik asit izomeri 2-(3,4-dihidroksifenil) etenil ester 

 

 

 

Elde edilen bulgulara göre, büyüme parametresi olarak ele alınan ortalama boy 

uzunluğu, ortalama sürgün ağırlığı, ortalama sürgün sayıs ıve kallus oluşturan eksplantlar 

ortamlara göre farklılık gösterdi. In vitro koşullarında lavantanın mikroçoğaltımı üzerine 

yapılan araştırmamızda kullanılan değişik besin ortamlarında faklı veriler elde edildi. 

Bölüm 3.4.1’ de L. angustifolia’nın HPLC yöntemiyle belirlenen fenolik 

bileşiklerinin türleri ve nicel miktarları verildi. Şekil 38’ deki veriler göz önüne alındığında 

L. angustifolia’ nın 14 farklı hatında 4 değişik fenolik bileşik tespit edildi. Bunlar; 

klorojenik asit, ferulik asit, rozmarinik asit ve gallik asitir. 
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L. angustifolia’ nın in vitro da oluşturulan fidelerden analiz edilen bu fenolik 

bileşikler insanoğlunun yaşamında önem taşımaktadır. Örneğin gallik asit; anti mantar, 

antioksidan ve anti viral etkiye sahip olan gallik asit, hidroliz olabilen tanenlerden elde 

edilen, tıp ve eczacılıktan boya, kimya ve besin endüstrilerine kadar çok geniş bir alanda 

çeşitli amaçlarla kullanılan bir organik asittir. Gallik asitin antioksidan etkiye sahip olması, 

bu maddeyi içeren bitkileri değerli kılmaktadır (URL5). 

Rozmarinik asit antioksidan, antimikrobiyal ve iltihap kurutucu etkilere sahiptir. Anti 

oksidan etkisi E vitamininden daha kuvvetlidir. Damar tıkanıklığı ve kanser riskini azaltır. 

Rozmarinik asit aynı zamanda gıdaların bozulmasını önlemek amacıyla da 

kullanılmaktadır (URL6). 

Ferulik asit ise hücre duvarına ve DNA ya zarar veren süperoksit, nitrik oksit ve 

hidroksil radikali gibi serbest radikalleri etkisiz hale getiren bir antioksidandır. Bu özelliği 

ile gıda endüstrisinde önemli bir yere sahiptir (URL7). 

Kinetinin farklı derişimlerde uygulandığı kültürlerden analiz edilen fenolik 

bileşiklerin miktarı en fazla KS-9 ortamında, BAP’ ın ise KS-10 besi ortamında en yüksek 

miktarda fenolik bileşiğe rastlanıldı. TDZ’nin farklı derişimlerde uygulandığı kültürlerden 

analiz edilen fenolik bileşiklerin miktarı en fazla KS-11 besi ortamında zeatin için KS-8 

besi ortamında en yüksek oranda fenolik bileşiklere rastlanıldı. 

En yüksek oranda fenolik bileşik oluşumuna neden olan BBD; kinetin, BAP ve TDZ 

için 1,5 mg derişimlerinde (KS09, KS10, KS11), zeatin için 1,0 mg derişimlerinde (KS8) 

gerçekleşti. Bu dört örnek değerlendirildiğinde 1,5 mg kinetin uygulaması daha çok oranda 

birinci sırayı, sonra 1,0 mg zeatin uygulaması ikinci sırayı almaktadır. Klorojenik asit ve 

rozmarinik asit 1,0 mg zeatin uygulandığında (KS8) en yüksek seviyeye çıktı, ferulik asit 

ise 1,5 mg kinetin uygulamasında en yüksek seviyeye çıktığı tespit edildi. BAP ve TDZ 

hormonlarının etkileri daha düşük olduğu kaydedildi. L. angustifolia’nın sürgün ortamının 

tamamında kullanılan BBD’nin derişimleri 1,5 mg/L ‘nin üstüne çıkıldığında fenolik 

bileşiklerin miktarlarında çarpıcı seviyede azalma görüldü. 

14 hatında en fazla ferulik asit ve klorojenik asite rastlanıldı. L. angustifolia’nın 

özütlerinde en yüksek miktarda rosmarinik asit Ayrıca L. angustifolia’nın özütlerinde 

hemen hemen bütün ortamlarda yüksek miktarda göze çarpan bilinmeyen bir major bileşik 

görüldü. 
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Araştırmamızda doku kültürü ile sürgün ortamlarında yetiştirilen 16 farklı klondan 

elde edilen sürgünlerin uçucu yağ verimine bakıldı. 400 mL etileter ve 80 µL tetradekan 

bileşiği kullanılarak bir çözelti hazırlandı. Bu çözeltiden 3 tekrar olacak şekilde yaklaşık 

15 mL alınarak, 1 gün kurutma kâğıdında bekletilen bitki örnekleri üzerine eklendi. Bu 

işlem sonucunda elde edilen en yüksek uçucu yağ verimi % 3,372 oranla 1 mg /L Kinetin + 

0,05 mg/L NAA ve 1 mg/L zeatin + 0,05 mg/L NAA içeren MS besi ortamından elde 

edildi. BAP ve TDZ nin yüksek derişimlerinde (2 mg/L) kallus oluşumu görüldüğü ve 

TDZ nin en düşük derişiminde (0,5 mg/L) gelişme olmadığı için uçucu yağ verimine 

bakılmadı. En düşük uçucu yağ verimi TDZ ve TDZ’ yi izleyen BAP ‘ın farklı 

derişimlerini içeren ortamlardan elde edildi. 

Lavanta uçucu yağı, dünyada en fazla üretilen 15 uçucu yağdan birisidir. Chemat ve 

ark. (2006) lavander uçucu yağ verimi ve bileşenlerinin bitki kısımları, distilasyon zamanı 

ve ısı miktarına göre değiştiğini belirtmişlerdir. Wagner  (1980) lavander uçucu yağ 

oranının en az % 1.5, Ceylan (1996) ise en az % 1 olması gerektiğini bildirmişlerdir. 

Ceylan ve ark. (1988) lavander uçucu yağ oranının % 1.3 - 3.1, Baytop (1999) ise % 0.5 - 

1.0 arasında değiştiğini belirtmişlerdir. Arabacı ve Ceylan(1990) lavanderde en yüksek 

uçucu yağ oranını % 1.98 ile erken hasat döneminde yapılan damıtma ile elde etmişlerdir. 

Atalay (2008) kuru lavander çiçeğinde uçucu yağ oranını % 2.1 - 2.6, Arabacı ve Bayram  

(2005) % 1.5 – 2.3 arasında bulmuşlardır. Araştırmamızda in vitro koşullarda üretilen L. 

angustifolia’ ya ait fidelerin uçucu yağ oranları, literatürlerde belirtilen doğada oluşan 

lavander çeşitlerinin uçucu yağ oranlarına benzer yada daha yüksek değerlerde olduğunu 

ve in vitro koşullarda altarnetif olarak üretilebileceğini gösterdi. En yüksek uçucu yağ 

verimleri kinetin ve zeatin içeren sürgün ortamlarında oluşan hatlardan elde edilerek 

ortalama  % 1,4 - % 3,3 arasındaki değerlerde olduğu kaydedildi. Sonuç olarak elde 

ettiğimiz bulgular in vitro koşullarda L. angustifolia’ nın daha yüksek değerlerde uçucu 

yağ verimlerinin üretilebileceğini göstermektedir. Literatür verilerine göre Zuzarte vd. 

(2010) in vitro tekniği ile çoğaltılan lavantanın (Lavandula spp.) uçucu yağının yüksek 

endüstriyel ve ticari değere sahip olduğunu belirtmektedirler. Çelikle çoğaltılmış L. 

pedunculata’nın uçucu yağının ana bileşeninin 1,8-sineol, kafur ve fenkon’den meydana 

geldiğini, in vitro teknikleri ile üretilen L. pedunculata’nın ise benzer şekilde 1,8- sineol, 

kafur ve fenkonden oluştuğunu bildirmişlerdir. Ancak uçucu yağmiktarının in vitro tekniği 

ile elde edilen bitkilerin lehine hafif farklılıkların oluştuğunu bildirmişlerdir. Gonçalves vd. 

(2008) araştırmada in vitro tekniği ile üretilen bitkiler ile çelikle çoğaltılan bitkilerin uçucu 
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yağ miktarlarını karşılaştırmışlar; in vitro metodu ile üretilen L. viridis’in bazı uçucu yağ 

bileşenlerinini içeriği çelikle çoğaltımda daha yüksek olduğunu bildirmişlerdir.  
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5.  SONUÇ  

 

L. angustifolia’ nın tohumları iki farklı sterilizasyon yöntemine tabi tutulmuş ve en 

başarılı yöntemin H2O2 ile yapılan sterilizasyon yöntemi olduğu tespit edildi. Tüm çalışma 

boyunca tohumların sterilizasyonu % 85’ lik başarı sağlanan bu yöntemle geliştirilen 

prosedürle yapıldı. 

L. angustifolia bitkisin tohumlarının canlılık testleri iki farklı uygulamadan sonra 

belirlendi. Bu uygulamalar sonucunda; a) hiçbir müdahaleye tabi tutulmadan TZ testi 

uygulanan tohumlarda % 64, b) Sterilizasyondan sonra TZ testine tabi tutulmuş tohumlarda 

ise % 84’ lik canlılık tespit edildi. 

L. angustifolia bitkisinin tohumlarının çimlendirilmesi için kurulan denemelerde 2 

farklı yol denendi. a) NAA kullanılmadan yapılan çimlendirmede sonuçları MS-1 besi 

ortamında % 46 b) NAA kullanarak yapılan çimlendirme sonuçları ise MS-2 ortamında % 

65 olarak en iyi ortam olduğu tespit edildi. 

Sürgün oluşumunu ve gelişimini teşvik etmek için kurulan denemelerde % 2 sukroz 

içeren MS besi ortamında, sitokinin olarak kinetin, BAP, TDZ ve zeatin ‘nin farklı 

derişimleri ve oksin olarakta bütün ortamlarda stabil oranda NAA büyüme düzenleyicileri 

kullanıldı. Sürgün oluşumu ortamlarında 1-2 mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA ve 1 mg/L 

TDZ + 0,05 mg/L NAA içeren MS besi ortamında en iyi çoklu sürgün oluşumları görüldü. 

En ağır fide oluşumuna ort., 5,6 ile 1 mg/L TDZ + 0,05 mg/L NAA içrern MS ortamlarında 

gözlemlendi. En uzun fide boyları 1,5 mg/L kinetin + 0,05 mg/L NAA içeren MS besi 

ortamında görüldü. Eksplant başına kallus miktarı artan hormon derişimlerine göre artma 

gösterdi ve eksplant başına en fazla kallus oluşumu TDZ ve BAP’ ın yüksek deişimlerini 

içeren besi ortamlarında görüldü. Ayrıca kallus oluşumun görüldüğü bazı besi ortamlarında 

mavi renk oluşumuna rastlanıldı. 

HPLC cihazı ile 15 adet standardın kullanıldığı çalışmada 4 adet fenolik bileşik 

kalitatif ve kantitatif olarak tespit edildi. En yüksek oranda fenolik bileşik oluşumuna 

neden olan BBD’ leri; kinetin, BAP ve TDZ için 1,5 mg/L derişimlerinde uygulanan KS-9, 

KS-10, KS-11 ortamlarında, zeatin için 1 mg/L derişimlerinde uygulanan KS-8 ortamından 

elde edildi. Bu dört ortam değerlendirildğinde en yüksek fenolik bileşik oluşumuna 

kinetinin 1 mg’ lık derişimlerinden elde edildiği tespit edildi. Ayrıca Klorojenik asit ve 

rozmarinik asit 1,0 mg zeatin uygulandığında (KS-8) en yüksek seviyeye çıktı, ferulik asit 

ise 1,5 mg kinetin (KS-9)  uygulamasında en yüksek seviyeye çıktığı tespit edildi.  

1
Rectangle



 

 

 

66 

400 mL etileter ve 80 µL tetradekan bileşiği kullanılarak bir çözelti hazırlandı. Bu 

çözeltiden 3 tekrar olacak şekilde yaklaşık 17 mL alınarak, kuru bitki örnekleri üzerine 

eklendi. Bu işlem sonucunda elde edilen en yüksek uçucu yağ verimi % 3,372 oranla 1 

mg/L Kinetin + 0,05 mg/L NAA ve 1 mg/L zeatin + 0,05 mg/L NAA içeren MS besi 

ortamından elde edildi. 

Sonuç olarak bu tez kapsamında, insanlar arasında güçlü bir aromatik ve tıbbi bitki 

olarak bilinen Lavandula angustifolia bitkisinin in vitro’da gelişim olanakları araştırıldı ve 

başarılı bir şekilde mikroçoğaltımı gerçekleştirildi.  Ayrıca in vitro da oluşturulan 16 farklı 

ortamdan elde edilen sürgünlerin ekonomik değeri yüksek olan fenolik bileşikleri 

araştırıldı ve ekonomik değeri yüksek olan ticari amaçlı kullanılan uçucu yağların 

verimleri tespit edildi. 

 

 

 



 

 

6. ÖNERİLER 

 

1) Değeri yeni anlaşılmaya başlanan tıbbi ve aromatik bitkilerin mikroçoğaltımı, bu 

çalışma sonuçlarının değerlendirilmesiyle yapılabilir. Buna ilave olarak, elde edilecek 

bulgular, ileride gerçekleştirilmesi planlanan L. angustifolia bitkisine ait sekonder 

metabolitlerin hücre ve doku kültürü yöntemleri kullanılarak üretilmesiile ilgili çalışmalar 

için de kaynak olarak kullanılabilecektir. 

2) Araştırmamızda hem sürgün oluşumu ve gelişimi hem de köklenme açısından 

önemli bulgular elde edilmiş olup, L. angustifolia için mikroçoğaltım protokolü 

oluşturuldu. Mikroçoğaltım prosedürünün hızlandırılması için bundan sonra yapılacak 

çalışmalarda, büyüme düzenleyicilerinin farklı kombinasyonları ile yeni denemeler 

kurularak ya da en iyi denemeler ile çoğaltma katsayılarının arttırılması sağlanmalıdır. 

3) L. angustifolia içerdiği önemli sekonder metabolitlerin hücre kültürü yöntemiyle 

üretimi yapılacak araştırmalarda, tez çalışmasından elde ettiğimiz in vitro da fidelere ait 

fenolik bileşikler ve uçucu yağ ile ilgili bulgular kaynak olarak kullanılabilecektir. L. 

angustifolia bitkisinden elde edilen özütlerde (uçucu yağ veya eksraktlar) antimikrobiyal, 

antioksidant vb. aktivite testleri yapılabilir. 

4) Doku kültürü ile üretimin en son ve en önemli aşaması, elde edilen köklü 

bitkiciklerin dış koşullara aktarılmasıdır. Bundan sonraki çalışmalarda L. angustifolia’ ya 

sürgün ortamında yetiştirilen en iyi hatlar seçilerek kök oluşumunu teşvik edici ortamlar 

üzerine denemeler kurulmalıdır. Kök oluşumu gerçekleştirildikten sonra doğaya 

aktarılması gerçekleştirilebilir. 

5) Tıbbi ve aromatik bitkiler doğadan toplanarak soyları tüketilmektedir. Bunun 

üstesinden gelebilmek için doku kültürü ile çoğaltım için Ar-Ge faaliyetleri kapsamında 

devlet desteği alınarak firmalar tarafından üretim yapılması önerilecek bir yol olabilir. 
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