T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERi ENSTITUSU

GEcici DALDIRMA BiYOREAKTORUNDE MIKROCOGALTIM
iLE URETILEN MELIsSA OFFiciNALis L. (OGUL OTU)
BiTKiSiNIN ANTIOKSIDAN KAPASITELERININ
INCELENMESI

Rabia OZTURK

Yuksek Lisans Tezi

BiYOMUHENDISLIK ANABILiM DALI

TEMMUZ 2024



T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERi ENSTITUSU

Biyomuihendislik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

GEcCici DALDIRMA BiYOREAKTORUNDE MiKROCOGALTIM iLE
URETIiLEN MELiISSA OFFICINALIS L. (OGUL OTU) BiTKIiSININ
ANTIOKSIDAN KAPASITELERININ INCELENMESI

Tez Yazari

Rabia OZTURK

Danisman
Dog. Dr. Aykut TOPDEMIR

TeEmmuz 2024
ELAZIG



T.C.
FIRAT UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Biyomuihendislik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Basligi:  Gegici Daldirma Biyoreaktdriinde Mikrogogaltim ile Uretilen Melissa
officinalis L. (Ogul Otu) Bitkisinin Antioksidan Kapasitelerinin Incelenmesi

Yazar::  Rabia OZTURK

Ik Teslim Tarihi: 13.06.2024
Savunma Tarihi:  08.07.2024

TEZ ONAYI

Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarina gore hazirlanan bu
tez asagida imzalar1 bulunan jiiri tyeleri tarafindan degerlendirilmis ve akademik
dinleyicilere agik yapilan savunma sonucunda OYBIRLIGI ile kabul edilmistir.

Imza
Damsman: Dog. Dr. Aykut TOPDEMIR Onayladim
Firat Universitesi, Mithendislik Fakiiltesi
Bagkan: Dog. Dr. Seving AYDIN Onayladim

Munzur Universitesi, Gastronomi ve Mutfak Sanatlari Fakiiltesi

Uye:  Prof. Dr. Mehmet KALENDER Onayladim
Firat Universitesi, Miithendislik Fakiiltesi

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulunun ....... | 120....... tarihli toplantisinda tescillenmistir.

Prof. Dr. Burhan ERGEN
Enstitd Midaru



BEYAN

Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarina uygun olarak hazirladigim “Gegici
Daldirma Biyoreaktoriinde Mikrogogaltim ile Uretilen Melissa officinalis L. (Ogul Otu) Bitkisinin
Antioksidan Kapasitelerinin Incelenmesi ” Baslikl1 Yiiksek Lisans Tezimin icindeki biitiin bilgilerin dogru
oldugunu, bilgilerin iiretilmesi ve sunulmasinda bilimsel etik kurallarina uygun davrandigimi, kullandigim
biitiin kaynaklar1 atif yaparak belirttigimi, maddi ve manevi destegi olan tiim kurum/kurulus ve kisileri
belirttigimi, burada sundugum veri ve bilgileri unvan almak amaciyla daha once higbir sekilde
kullanmadigimi beyan ederim.

08.07.2024

Rabia OZTURK



ONSOZ

Yapmig oldugum bu tez ¢aligmasinda, her tiirli yardimini ve destegini eksik etmeyen Saygideger
Hocam Dog. Dr. Aykut TOPDEMIR” e tesekkiirlerimi sunarim.

Calismam siiresince bilgi birikimiyle yardimim esirgemeyen Saymn Hocam Ogr. Gorevlisi Tuba
OKUTAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamda laboratuvar ortamindan ve tecriibelerinden faydalandigim Hocalarim Sayin Prof. Dr.
Okkes YILMAZ, Prof. Dr. inang OZGEN ve Arastirma Gorevlisi Abayhan BURAN’a tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez ¢aligmam boyunca ve daima biiylik bir fedakarlikla yanimda ve yiiregimde hissettigim canim
babam Kemal OZTURK e, canim annem Havva OZTURK’ e, canim ablam Ummiigiilsim ALICI’ ya ve
canim kardesim Hikmet OZTURK’ e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Rabia OZTURK
ELAZIG, 2024



ICINDEKILER

Sayfa

OINSOZ ...ttt e Rt R R R R R R R R R R Rt n e nenr e n e v
TCINDEKILER ...ttt sttt Y%
OZET et h bbb Vi
AABSTRACT ettt e s Vil
SERILLER LISTEST ...ctuttitte it ettt ettt ettt she e sttt ettt et et e e baeebbeenbeebe e Vil
TABLOLAR LISTEST .ttiiiiiiiiii ittt sttt et e st e e e st e e e e st e e e e sata e e e e sntaeeeestbaeeeataneaeane X
SIMGELER VE KISALTMALAR ....eiueitiitiertstesie sttt ne e sme s sresne e sre s ensnne e nnennes X
L 1 21 (TR 1
1.1, SeKONAEr METADONIT .......cvoiiiieiie et 3
0 O =T 5 o= 3 Vo o | =T S 4
1.0.20 ATKAIOTAIEN ...ttt b bbbt b et ne s 4

1.2, ANTIOKSIAANIA ......oiiiieieic et 5
IR R 1< 1 Vo) 1 531 (1314 (< SRS 6
T e Fo Y o] o o ] < TSSO RP PP S PSPPSR 6
1.5. Antioksidan Aktivite Tayin YONTEMIErT ........ccccovviiiiiiiiiee e 7
1.5.1. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilnidrazil) ........cccoooeiiiiiiiiiiieice e 7
1.5.2. ABTS [2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-SUIfonat)]..........ccccoeivireneiiiiceee e, 8

1.6. Bitki DOKU CalISMALATT...ueiiviiiiiiiiiiiiieiies sttt sb e st be e s be e e be e beeabeeseeas 8
1.7, MIKIOGOZAILIM ...ttt bbb sr bbbt e e nennenn b ene s 9
1.8. Gegici Daldirma Biyoreaktor SiSteIMIET.......c.civiiieiieriieiiiiesie e 10
1.9. Gegici Daldirma Biyoreaktor Sistemleri Ile Yiiriitiilen Calismalar.........cococoveveveveveeueuereereeeeenennnnn, 10
1.10. Doku Kiiltiirii ile Tlgili Yiiriitiilen CalISMAalar...........c..cccoeveueverruereiceeieseeeseeee e 13
- MATERYAL VE IMETOT ..ottt 16
2.1, IMIBLEIYAL. ... bbb bbbt bt 16
2.1.1. Calismada Kullanilan COZEILIIET ........oovviiiiiiiiiiiiiiiie it 16
2.1.2. Calismada Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar..........cccccoooviiiiiiiienienieece e 16

2.2, MMBLOT ... e 17
2.2.1. BitKilerin SteriliZaSyOnU..........ccociiiiriiiie e 17
2.2.2. Ortam ve Malzeme SteriliZaSYONU ........ccviveiieiiee it 18
2.2.3. Kiiltiir Ortam1 ve Eksplantlarin AKtartimast ..........cocovvviiiiiicicninse e 18
2.2.4, KallUS GOIISIMI . uuiiiirieiureeiiiieitiessiee et st st e see st e s sbeesbe e s sbeesbeeesbeesbeeabeeasbeeeabeeesbeeebeeeees 19
2.2.5. Kallus EKStrakte ISIEMmi ......ccovvrvivereieieeeeeecectete et ee ettt eee et en e st 19
2.2.6. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) Antioksidan Analizi............ccocooiviiiiiiiiiniiieneee 19
2.2.7. ABTS [2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)] Antioksidan Aktivite Analizi.......... 20
2.2.8. Toplam Fenolik Madde Miktarinin ANalizZi ..........ccocooiiiiiniiiieniiiseseeee s 20
2.2.9. Toplam Flavonoid Madde Miktarinin ANaliZi..........ccocerviieiieienininese e 20

e BULGULAR . ..ttt etttk e bt e s bt e et e e be et e nen e e 22
3.1. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid BileSiKIer...........ccocviiiiiiiiinieie s 22
3.2. DPPH ve ABTS Antioksidan AKEVITEIEI .........ccccooiiiiiiiiieeee e 24
. SONUGLAR VE TARTISMA ......uvviiiiiieiiieeiieeesiteeesieeeessaeesssaeesssseessnsessnsseesnsesssnsesesnssessnns 31
KCAYINAKLAR ..ttt ettt b bt s et 1 et et e e et e R e e b et b et es e e st e n e e nbeenbeennnennnennns 39

OzGECMIs



OZET

Gegici Daldirma Biyoreaktoriinde Mikrogogaltim ile Uretileq Melissa
officinalis L. (Ogul Otu) Bitkisinin Antioksidan Kapasitelerinin Incelenmesi

Rabia OZTURK

Yiksek Lisans Tezi

FIRAT UNiVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitlsi

Biyomuhendislik Anabilim Dali

Temmuz 2024, Sayfa: x +42

Bu ¢alismanin amaci, invitro kosullarda gegici daldirma biyorektor sistemi kullanilarak Melissa
officinalis L. bitkisinin nod kisimlarindan elde edilen kalluslarin toplam fenolik, toplam flavonoid ve
antioksidan kapasitelerini belirlemektir. Hazirlanan MS ortammin igerisine farkli bitki biiylime
diizenleyicilerinin kombinasyonu eklenerek kallus gelisimi saglanmistir. Ekimi gergeklesen M. officinalis
L. bitkisinin nod kisimlar1 +22 °C ‘de 2500 lux floresan 151k altinda iklimlendirme odalarinda 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik bir ortamda gelisimleri takip edilmistir. Biyoreaktdr sisteminde 30 dakika
araliklarla 2 dakika daldirma ve 2 dakika havalandirma siireleri olacak sekilde ayarlanmistir. M. officinalis
L. bitki eksplantlar1 2 hafta kiiltiirde bekletilmis ve 2 defa alt kiiltiire alinmistir. Kallus morfolojisinden en
iyi kallus gelisiminin 1BAP+1 2,4-D mg/L ve 1BAP+1,5 2,4-D mg/L konsantrasyonlarinda olustugu
gozlenmigtir. Kalluslari rengi koyu yesil olup sert bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir. IBAP+2 2,4-
D mg/L konsantrasyonunda ise renk gelisimi yesil-sar1 olarak gozlenmis olup kalluslarin kirilgan oldugu
tespit edilmistir. BAP ve IAA kombinasyonunda belirgin sekilde kok ve siirgiin gelisimi goézlenmis olup
kallus gelisimi gézlenmemistir. BAP ve picloram kombinasyonunda gelisim gosteren kalluslar ilerleyen
stireclerde kahverengi rengini alip daha yumusak ve kirilgan 6zellik gostererek gelisimini tamamlamadigi
goriilmiistiir. Caligmada etanol, metanol ve HIP ¢oziiciileri kullanilmistir. ABTS radikali giderme
yonteminde ¢oziiciilerle hazirlanmis ekstrelerin en yiiksek aktiviteleri kiyaslandiginda sirasiyla; Metanol >
Etanol > HIP ekstreleri olarak tespit edilmisti. DPPH radikali siipirme yonteminde, ¢oziiciilerle
hazirlanmis ekstrelerin en yiiksek aktiviteleri kiyaslandiginda sirasiyla; Etanol >Metanol > HIP ekstreleri
olarak tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismayla geleneksel doku kiiltiiriine alternatif olarak yeni nesil doku
kiltirii ¢aligmalarinin - gelisimi  amaglanmis olup yapilacak yeni c¢aligmalara katki saglayacagini

diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Melissa officinalis subsp. officinalis L., Gegici daldirma biyoreaktor, kallus, fenolik
madde , flavonoid madde, antioksidan
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ABSTRACT

Investigation of Antioxidant Capacities of Melissa officinalis L. (Lemon
Balm) Plant Produced by Micropropagation in a Temporary Immersion
Bioreactor

Rabia OZTURK

Master's Thesis

FIRAT UNIVERSITY
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Bioengineering

July 2024, Pages: x + 42

The aim of this study is to determine the total phenolic, total flavonoid and antioxidant capacities of
calluses obtained from the node parts of the Melissa officinalis L. plant using a temporary immersion
biorector system under in vitro conditions. Callus development was achieved by adding a combination of
different plant growth regulators into the prepared MS medium. The development of the node parts of the
cultivated M. officinalis L. plant was monitored in air-conditioning rooms under 2500 lux fluorescent light
at +22 °C in a 16-hour light and 8-hour dark environment. In the bioreactor system, 2-minute immersion
and 2-minute aeration times were set at 30-minute intervals. M. officinalis L. plant explants were kept in
culture for 2 weeks and subcultured twice. From the callus morphology, it was observed that the best callus
development occurred at the concentrations of 1BAP+1 2,4-D mg/L and 1BAP+1,5 2,4-D mg/L. It was
determined that the callus was dark green in color and had a hard structure. At the concentration of
1BAP+2 2,4-D mg/L, color development was observed as green-yellow and it was determined that the calli
were fragile. In the combination of BAP and IAA, significant root and shoot development was observed,
but no callus development was observed. It was observed that the calli that developed in the combination of
BAP and picloram did not complete their development, turning brown in time and becoming softer and
more fragile. Ethanol, methanol and HIP solvents were used in the study. When the highest activities of the
extracts prepared with solvents in the ABTS radical scavenging method are compared, respectively; It was
determined as Methanol > Ethanol > HIP extracts. In the DPPH radical scavenging method, when the
highest activities of extracts prepared with solvents are compared, respectively; It was determined as
Ethanol > Methanol > HIP extracts. This study aims to develop new generation tissue culture studies as an
alternative to traditional tissue culture, and we believe that it will contribute to new studies.

Keywords: Melissa officinalis subsp. officinalis L., Temporary immersion bioreactor, callus, phenolic
substance, flavonoid substance, antioxidant
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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cm : santimetre
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g :gram
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TIS : Gegici daldirma biyorektor sistemi
IBA . Indole butyric acid

GA3 : Gibberellic acid



1. GIRIS

Melissa officinalis L., (Ogul Otu) bitkisi, Orta ve Giiney Avrupa'dan iran ve Orta Asya'ya
yayilan Lamiaceae familyasina ait aromatik bir tibbi bitki tiiriidiir. Melisa bitkisinde ticari olarak
faydalandigimiz en 6nemli iilkeler Bulgaristan, Romanya ve Ispanya'dir. Melisa bitkisinin
Melissa officinalis subsp. altissima, Melissa officinalis subsp. officinalis ve Melissa officinalis
subsp. inodona olmak tizere 3 ayr1 alt tiirii kayit altina alimmustir. Bu alt tarlerin iginde Melissa
subsp. officinalis, ticari degeri ve limon kokusu 6zelligi agisindan Tiirkiye ve Balkan iilkeleri
acisindan biiyiik 6neme sahiptir (Ozturk vd., 2004).

Cok wyillik bir bitki olan melisa bitkisi giir bir bitki olup, dik olarak biiylimekte ve
yiiksekligi 1 m’yi bulmaktadir. 2-8 ¢cm uzunlugunda olan bu bitkinin yapraklari, yumusak ve
tiiylii olup, kalp seklindedir. Melisa bitkisinin yaprak yiizeyleri sert ve belirgin damarli olup,
yaprak kenarlar dislidir. Bu bitki yaz mevsiminde capraz tozlasma yapmakta ve yine bu
mevsimlerde 4-12 kiigiik salkimlardan olusan beyaz ya da uguk pembe ¢icekler agmaktadir. Bir
diger adi ise ‘Limon balsami’ olan bu bitkinin bu ismi almasinin temel nedeni, tadinin ve
kokusunun yogun bir sekilde limona benzemesidir. Tohumlari1 koyu kahverengi veya siyah olup,
yaklasik 1-1,5 mm uzunlugunda ve 0,5 — 0,7 g agirligindadir.

M. officinalis, bitkisinde, farkli ¢evre sartlartyla uyumlu hale gelmesine olanak saglayan
tiiylii bir kok sistemi mevcuttur. Sahip oldugu bu kok sistemi; bitkinin {ist kisimlarinin dlmesiyle
birlikte, bitkinin ilkbahar aylarinda tekrardan ¢ogalmasina olanak saglar (Moradkhani vd., 2010).

Melisa bitkisi, topraginin pH degerinin 5-7 arasinda olmasi gerekir ve kumlu ve tinl
topraklarda verimi yiiksektir. Bitki kismi bir golgede biiyiiyebilir, ancak tam bir gelisim
saglayabilmesi i¢in bol gilines alan bir ortamda yetistirilmelidir (Janina, 2003). Melisa bitkisi, 15 -
35°C’de hizla biiyiiyebilir ve 6zellikle tohumun gelisim doneminde ekimi yapilan alanin 500-600
mm yagis almasi gerekir, eger boyle bir durum miimkiin degilse toprak sulanmalidir. Bitki
gelisimini sagladik¢a kokleri gelisir ve buna bagli olarak su ihtiyaci azalir (Davis, 1988).

Melisa bitkisi, eski zamanlarda Rahibeler ile Isvigreli doktor ve kimyac1 olan Paracelsus
(1493-1541) tarafindan tonik olarak kullanilmis, bu tonigin ismini ise ‘“Yasam iksiri olarak
tammlamustir. Ingiliz bir yazar olan John Evelyn (1620-1706) Melisa bitkisini, melankolida
uzaklagtiric1 ve zihni giiclendirici etkisinden dolayr “beynin hiikiimdar1” olarak adlandirmustir.
Bu bitki, Ibranice'de ugucu yag olarak “bal smin” veya “yaglarin lideri” olarak belirtilmistir
(Moradkhani vd., 2010).

Dioscorides (MS 40-90) farmakolojinin babast olup, De Materia Medica eserinde bitkiyle
alakali su bilgiye yer vermistir: “Akrep, oOrimcek ve kopek isiriginda melisa bitkisinin
yapraklarmi kaynatmak iyi bir ¢oziimdiir.” Dizanteri, mantar, bagirsak iilserleri, yakinma, zor

nefes alma, eklem agrisi ve dis agrisi rahatsizliklarini iyilestirmede melisa bitkisinden



faydalanilmaktadir. Kanama, dis ve kulak agrisi, sabah bulantisi, kellik ve boyun egriliginin
tedavisinde melisa bitkisi Orta Cag’da kullanilmaktaydi. Danimarka iilkesinde bu bitki {iziintiiniin
neden oldugu uykusuzlugun tedavisinde yararlanilmaktadir. Awvusturya hekimlerince,
gastrointestinal, sinir, karaciger ve safra hastaliginda, Hirvatistan'da ise bogaz agrisi ve oksiiriik
rahatsizliginda faydalanilmaktadir. ispanya hekimleri, Islamiyet Cag’inda canlandirici, panzehir
ve agriy1 kesici etkilerinden dolay1 melisa bitkisinden faydalanmislardir. Liibnan bitki bilimcileri,
migren ve mide hastaliklarinda ve bunun yan sira kalp islevlerinde ve hafizay1 kuvvetlendirmede
bu bitkinin yapraklarindan faydalanmiglardir. Fas hekimlerince M. officinalis bitkisi sakinlestirici
ve kalp kasilmas tedavilerinde yararlamlmgtir. Eski Iran’lilarda melisa bitkisinin limon esansina
deginerek “Citron'un aromasi” olarak anilan Wadrangboy ve Wattrangboy kelimelerini
kullanmislardir. iranli en 6nemli bilim insanlarindan biri olan Jorjani (1042-1136), demans,
epilepsi, felg, titreme, migren ve bas donmesi vs. birgok norolojik rahatsizliklarda M. officinalis
bitkisinden faydalanmiglardir. Siddetli konjonktivit ve ak6éz hiimériin matligindan dolay1 gorme
yetisinin yitirilmesini tedavi etmede melisa bitkisinden faydalanilmaktadir (Shakeri vd., 2016).

Toksik mantar tiiketimiyle ortaya ¢ikan, kalp spazmalari, grip ve bagirsak iilseri
rahitsizliklar1 melisa bitkisin yapraklarinin natron ile oral yoldan verilmesi, tedavide etkili
olmustur. Ortopne hastaliginda, igerisinde melisa bitkisini bulunduran multiherbal ilaglardan
faydalanilmigtir. Skrofula, sislik, tilser, eklem agrist ve dis agrisi hastaliklarina ise M. officinalis
bitkisi ve tuz karistirilarak yapilan lapanin iyi geldigi goriilmiistiir (Ibn Beytar, 2001).

Heidar vd. (2010), melisa bitkisi i¢eriginde barman sitral, sitronelal, geraniol, B-pinen, a-
pinen, B-kariofilen gibi yag bilesenlerinin varligi % 96 kadar oldugu bilinmektedir. M. officinalis
yapraklarinda elde edilen ugucu yag bilesenleri Tablo 1.1.” de gdsterilmistir. Ayrica Carnat vd.
(1998), ogul otu bitkisinin ugucu yaglarinin ana bilesenlerinin %48'ini sitral, %39,47 sitronelal ve
%2,37 sini ise karyofilenin olusturdugunu belirtmistir. Taze limon balsaminin, fenolik bilesik,
askorbik asit ve karotenoidler i¢erdigi belirtilmistir (Davis, 1988).

M. officinalis bitkisini bu kadar 6nemli kilan spazmolitik, antimikrobiyal, antitimor ve
antioksidan aktiviteleri igerisinde bulunduran ugucu yaglaridir ve bu bitkinin en 6nemli fenolik
bilesigi RA’ dir. RA bileseni (Sekil 1.1.), herpes viriislerine kars1 virostatik olarak, sedatif olarak

ve farmasdtik preparasyonlarda sindirime yardimei olarak kullanilmaktadir (Encalada vd., 2011).
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Sekil 1.1. Rosmarinik asit kimyasal yapisi

Tablo 1.1. M. officinalis L. yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarmn bilesenleri (Heidar vd., 2010)

Bilesenler Alikonma Siiresi  Agirhk %
-ocimene Z 1020 0.2
B-ocimene E 1032 0.1
Sitronella 1086 0.01
Neral 1145 43.8
Geraniol 1221 5.3
Geranial 1246 5.2
Timol 1258 7.9
Karvakrol 1274 0.8
Sitronellil format 1276 0.2
Geranil asetat 1362 2.3
Germakren D 1375 0.3
B-karyofilen 1424 13.5
a-humulen 1448 0.7
Karyofilen oksit 1575 0.3
Globulol 1581 6.8
Humulen epoksit 1617 0.3
5-sedranon 1629 0.2
Toplam 89.01

1.1. Sekonder Metabolit

Sekonder metabolitler (ikincil metabolitler), bitkinin biiylimesine ve gelismesine
katilmayip, bitkinin yan iriinii olarak {iiretilen kimyasal bilesiklerdir. Sekonder metabolitler,
birincil metabolitlere kiyasla tiim bitkilerde bulunup, bitki i¢in gerekli olan metabolit islevleri
yerine getirirler (Croteau vd., 2000).

Ekonomik acidan da ¢ok biiyiik dneme sahip olan sekonder metabolitler ilaglar, kokular,
tatlar, bocek ilacilari, boyalar, fitokimyasallar, toksinler vs. ¢esitli uygulamalarda
kullanilmaktadir. Diger 6nemli rolleri ise bitkilerin ¢evreye uyum saglamalarini ve hayatta

kalmalarim1 saglamaktir. Fitoantisipinler, yanlizca enfeksiyonlarda ve yaralanmalarda ortaya



cikarken; fitoantisipinler, yapisal olarak bitkilerde bulunmaktadir. Sekonder metabolitlerin
biyosentetik kokenlerine gore, 3 gruba ayrilirlar: terpenoidler, alkaloidler ve fenilpropanoidler ve

miittefik fenolik bilesikler (Zarate vd., 2013).

1.1.1. Terpenoidler

Terpenoidler, bitkilerin yapisinda bulunan ¢ok ¢esitli dogal bir iiriin sinifidir. Terpenoid ya
da terpen denilmesinin sebebi terebentin (Almanca'da "terpentin")’nin ayristirilmasindan
kaynaklanmaktadir. Dallanmis 5 karbonlu birimlerin fiizyonu sonucu izopentan iskeletinin
biraraya gelmesiyle terpenler olusmustur. Monomerlerinin bir diger ismi izopren olup, bu ismi
almasinin nedeni birden fazla terpenoid maddenin termal ayrigsmasi ile alken gazinin izoprenin
ortaya ¢cikmasini saglamaktir. Uygun kimyasal kosullar saglanirsa izopren 5’in katlar1 sekinde
polimerlesip birden fazla terpenoidiin olusumunu saglayabilir. Asagidaki Sekil 1.2.’de dallanmis
5 karbonlu monemer birimlerin fiizyonu sonucu olusan polimerlere o6rnek bir terpenoid

verilmistir. Terpenoid’in kimyasal yapist Sekil 1.2.” de gosterilmistir (Croteau vd., 2000).

Sekil 1.2. Terpenoid kimyasal yapisi

1.1.2. Alkaloidler

Ismini sodanin ilk olarak ayristirildig1 bitki olan Arapga al-qali adindan alan alkaloid, 1819
yilinda Almanya'nin Halle kentinde eczaci olan Carl Meissner tarafindan bulunmustur. 3000
yildan fazla bir zamandir alkaloidler, insanoglunun hayatinda varligm siirdiirmektedir.
Insanoglunun yasaminda yeri olan bu bilesik gerek bitkinin nektar1 olarak, gerekse ilag ve zehir
yapinda yerini her zaman korumustur. Alkaloid igceren kodein afyon hashasindan elde edilmis
olup hem oksirik kesici hem de analjezik olarak kullanilmaktadir. Sekil 1.3.’te alkaloidin

kimyasal yapisi gosterilmistir (Croteau vd., 2000).



Sekil 1.3. Alkaloid’in kimyasal yapist

1.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, substratin oksidasyonunu biiyiikk oranda yavaslatan ve elimine eden
bilesiklerdir. Antioksidanlarin igerdikleri bilesikler, serbest radikal temizleyicileri, indirgen
ajanlar;, metal selatorleri ve eksimis kokular sebebiyet veren sekonder lipid oksidasyon
tiriinlerinin s6niimleyicileridir. Bu bilesikler; askorbik asit, fenolik bilesikler ve tokoferoller gibi
dogal bir sekilde bulunur ya da BHA olarak ifade edilen biitillenmis hidroksianisol, BHT olarak
ifade edilen biitillenmis hidroksitoluen, PG olarak bilinen propil galat ve TBHQ olarak ifade
edilen tenbiitilhidrokinon gibi sentezlenirler ve gidalarda 6nemli role sahiptirler. Gidasal iiriinlere
antioksidanlarin eklenmesiyle lipidlerin oksidatif bozulmasi elimine edilebilmistir. Viicudumuzda
ortaya c¢ikan saglik problemlerinde rol oynayan, reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve klorin (RCS)
hasarlarin1 engellemek igin antioksidanlar uygulanmistir. Etki mekanizmalarmma bagli olarak
antioksidanlar, birincil antoksidanlar ve ikincil antioksidanlar olarak ikiye ayrilir. Birincil
antioksidanlar, hidrojen bagini1 ve oksidasyon zincir reaksiyonunu kirip radikallerin kararli bir
hale gelmesini saglayan antioksidanlardir. ikincil antioksidanlar ise oksidasyon hizini
yavaglamasina neden olan metal iyon selatlanmasi, birincil antioksidanlarin yenilenmesi,
hidroperoksitlerin ayrigmast ve oksijenin armdirilmasini saglayan antioksidanlardir (Shahidi ve
Zhong, 2007).

Dogal bir antioksidan olan polifenolik bilesikler, antiglisemik, antiviral, antikanser ve
antiinflamatuar aktiviteler ile antialerjik ve antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 canlilik i¢in ¢ok
onemli bir bilesendir (Glindesli vd., 2019).

Insan viicudu igin ¢ok biiyiik fizyolojik dneme sahip olan serbest radikaller, reaktif oksijen
tirlerini ve reaktif nitrojen bilesiklerini igermektedirler. Dengeyi saglamak igin ise serbest
radikaller ile antioksidanlarin daimi bir uyum iginde olmasi sarttir. Bu uyumun bozulmasi

durumunda oksidatif stres meydana gelir ve bu da olumsuz bir durumdur. Eslenmemis elektronlar



icerip, kararsiz olan serbest radikaller, fagositoz sonucu olusurlar. Siiperoksit ve hidroksil
radikalleri, hidrojen peroksit ve ge¢is metalleri oksijenli solunum yapan hiicrelerde, serbest

radikaller olarak bulunurlar (Ozkok ve Yalgin, 2022).

1.3. Fenolik Bilesikler

Fenolik maddeler; bitkilerin c¢esitli organlarinda bulunurlar. Fenolik bilesiklerin
yapilarinda, bir hidroksil grubu ve bu hidroksil grubunun bagl oldugu en az bir aromatik halka
bulunmaktadir. Flavonoidler ve flavonoid olmayanlar seklinde iki ana gruba ayrilmakla birlikte
biiyiik yapisal degisiklik gosteren 8000°den fazla ¢esidi vardir (Laura vd., 2019).

Fenolik bilesiklerin kimyasal yapisina bakildiginda hidroksil grubu asitli§inde, benzen
halkas1 bazliginda rol oynar.  Fenolik bilesigin yapist sekil 1.4.° te gosterilmistir. Fenolik
bilesikler organik ¢oziiclide daha iyi ¢oziinmekle birlikte suda daha az ¢oziiniirler. Bitkilerin
hiicre duvari yapilarinda, ¢igeklere rengini vermede, patojen ve strese karsi savunmada, meyvenin
Ozelliklerinde (aroma, renk ve burukluk), tohumun yapisinda, tozlasmasinda, ¢imlenmesinde,
gelisiminde Onemli rol oynarlar. Fenolik bilesiklerin antioksidan &zellikleri, indirgeyici ve

hidrojen verici olmalarindan kaynaklanmaktadir (Sulusoglu, 2014).

O OH
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Sekil 1.4. Fenolik bilesigin genel yapisi

1.4. Flavonoidler

Flavonoidler; fenolik bilesiklerin i¢inde en biyoaktif grup olup, en temel yapisi flavon
olarak adlandirilmaktadir. Bitkilerde siklikla glikozit formlar1 halinde bulunup, oksijen igeren bir
piren halkasinin iki benzen halkasina baglanmastyla olusurlar. Kereviz, maydanoz, kekik, bazi
meyveler (kavun ve karpuz), sebzelerde bol miktarda bulunurlar. Kaempferol, kuersetin,
mirisetindir ve bunlarin glikozitleri baslica favonoidlerdir. Kaempferol, yaprakli sebzeler (tarhun,
maydanoz, dereotu vs.) ve meyvelerde; kuersetin, meyveler (Uzim, kiraz ve elma gibi) ve
sebzelerde (enginar, Cin lahanasi, aci biber marul, sogan vs.); mirisetin ise en fazla ¢ilek ve

cevizde bulunan flavonoidlerdir (Laura vd., 2019).



Flavoidler, serbest radikallerle reaksiyona girip onlar1 elimine ederler ve bdylece antioksidan
ozelliklerini gosterirler. Flavonoidlerin yapist Sekil 1.5. ‘te gosterilmistir. Etki mekanizmasi basit
bir sekilde siralanirsa;

1. Serbest oksijen radikali (O - ), hidroksil radikali (¢OH) ve singlet oksijeni (10y) ile
reaksiyona girerek bu molekiillerin zararli etkilerini elimine ederler.

2. Hiicrede meydana gelen lipid peroksil (LOOe) zincirini Peroksil radikalini (ROO¢) ve
alkoksil radikalini (ROe) yakalayarak kirarlar.

3. Gegis metallerini (demir, bakir vs.) selatlar.

4. Protein kinaz enzimini engeller.

5. Laktat transportunu elimine eder (Topdemir, 2019).

Sekil 1.5. Flavonoidlerin genel yapisi

1.5. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

1.5.1. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)

DPPH analizi ilk defa, 1958 yilinda Blois tarafindan ortaya atilmigtir. 1958 yilin1 takip
eden yillarda ise Brand-Williams ve arkadaslari bu metodu gelistirerek, birgok arastirmact
tarafindan kullanilacak sekilde revize etmiglerdir. DPPH radikalinin yapist Sekil 1.6.’da
gosterilmigtir (Karabakan, 2017).
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Sekil 1.6. DPPH radikalinin yapis1



1.5.2. ABTS [2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-stilfonat)]

Antioksidan kapasite yontemlerinden biri olan ABTS ilk kez Miller ve Rice-Evans
tarafindan ortaya konulmus ve zamanla bu analiz gelistirilereck metodlastirilmistir (Miller vd.
1993). Bu analizde giicli kimyasal yukseltgenler olan potasyum persulfat (K2S:0s), manganaz
dioksit (MnO), hidrojen peroksit (H.02) ABTS kimyasali ile reaksiyona girerek ABTS katyon
radikali (ABTSe-) sentezlerler (Sekil 1.7). H20; ile metmiyoglobinin etkileserek ferrilmiyoglobin
sentezlerler. ABTS radikalinin kararli kalabilmesi i¢in, 25 °C’de karanlik bir ortamda ve 2 giinii
gecmemesi gerekir. 660 nm, 734 nm ve 820 nm dalga boylarinda ABTS en yiiksek absorbansini
olusturur. ABTS radikali ve antioksidanlar reaksiyona gectiginde, absorbansindaki diisiis aktif ve

giiclii bir antioksidanin varligini gosterir (Huang vd., 2005).
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Sekil 1.7. ABTS katyon radikali

1.6. Bitki Doku Cahsmalar:

Son zamanlarda artan kullanim alanlariyla bitki doku kiiltiirii tekniklerinin popiilerliligi
fazlalagmigtir. Bitki doku kiiltiirli, hazirlanan besiyerlerine bitkinin hiicre, doku ve organ gibi
boliimlerini kullanarak aseptik kosullar altinda tam bir bitki elde etmeyi amaglayan bitki
biyoteknolojisi alaninin onemli bir dalidir. Kullanilan teknigin amaci dondr bitkiyi klonal
cogaltip; ticari degeri bulunan tiirleri iliretmenin yani sira nesli tiikenme tehlikesi bulunan
endemik tiirlerin korunmasinda da imkan saglamaktadir. Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda bitkinin
kiiltiirtiniin basarisi; kullanilan bitkinin hiicresini, dokusunu ve organim etkileyen etmenlere

baghdir. Besin bilesenleri ve biiylime diizenleyicilerinin se¢imi en biiylik etmenleri



olusturmaktadir. Doku kiiltiirii tekniginde kullanilan besin ortami; bitkinin tiiriine ve hatta o
bitkinin eksplant tiirline bagli olarak olusturulan protokoliin igerisinde bulunan bilesenlere
baglhdir. Kullanilan materyallerin gelisimlerinin en iyi sekilde olmasi icin, kullanilacak olan
ortamin besinleri optimum kosullarda saglanmalidir (Hiirkan, 2021).

Doku kiiltiirii besiyerini; inorganik bilesikler (mikro ve makro elementler), organik
bilesikler (sekerler, vitaminler, agar, aminoasitler, bitki biiytime dizenleyicileri, silikajel, aljinat,
nisasta ve jelatin) ve molekiiller mekanizmasi tanimlanmamis destek maddeleri (organik
ekstraklar) olusturmaktadir (Hiirkan, 2020).

Bitki doku kiiltiirii uygulamalari;

* Mikrogogaltim

» Embriyogenesis

« Organogenesis

* Meristem kalturt

* Germplazm muhafazasi

» Somoklonal varyasyon

* Hoploid ve diploid bitki tretimi

* Protoplast kultlr( ve Somatik melezleme

* Anter ve ovaryum kiiltiirii bagliklarindan olugmaktadir (Yenice, 2010).

1.7. Mikrog¢ogaltim

Bir bitkinin herhangi bir yerinden alinan eksplantin (embriyo, govde, siirgiin, kok, kallus
vs.) yapay bir kiiltiir ortaminda ¢ogaltilip, bunun sonucunda yeni bir bitkinin elde edilmesine
mikrocogaltim denilmektedir. Bir bitkinin mikrogogaltim olarak basarisini, materyalin genotipi,
yas1 ve hangi kosullarda yetistigi onemli kilmaktadir.

Mikrogogaltimin avantajlari;

* Hastaliklardan arindirilmig bitkilerin {iretilmesi potansiyeli

+ Kontrollii laboratuvar kosullarinda iiretim

» Uretimi zor olan bitkilerin daha kolay bir sekilde iiretilmesi

* Tek bir bitkiden hizlica ve fazla sayida bitkilerin iiretilmesi

* Biitiin bir y1l boyunca iiretim (Cengiz, 2018).

Mikrogogaltimin dezavantajlari,

« Ozel ekipman / tesisler gerekli

* Daha fazla teknik uzmanlik gerekli

* Tiim tiirler i¢in optimize edilmemis protokoller

« Uretilen bitkiler endiistri standartlarina uymayabilir

* Kurulumu nispeten pahali (Biiriin, 2021).



Mikrogogaltim olarak ilk calisma botanik¢i Haberlandt’in 1902 yilinda, tek bir hiicreden
tam bir canlinin elde etmeye calismasiyla baslamistir. Botanik¢i Haberlandt, izole ettigi bitki
hiicrelerini kiiltiir ortamina aktarmistir ancak hiicreler hacimlerini 11 kat arttirmalarina ragmen
cogalamamiglardir. Haberlandt ‘tan sonra yapilan ve olumsuz sonuglar doguran g¢aligmalarda
basarisizligi, o zamanlarda bilinmeyip bitki biiylime diizenleyicilerden kaynaklandiklarin
diisiinmiislerdir. Yapilan ilk basarili calisma White’ tin 1934 yilinda, B vitaminlerini igeren maya
0zii (yeast extract) igerisinde domates koklerini gelistirmesidir. 1939 yilinda ise Amerika’ da
White ve Fransa’ da Nobecourt ve Gautheret birbirlerinden bagimsiz olarak kallus dokusunun

besiyeri ortaminda ¢ogalabildigini kanitlamislardir (Taskara, 2021).

1.8. Gegcici Daldirma Biyoreaktor Sistemleri

Klasik doku kiiltiirii uygulamalarinda; in vitro ortamlarda elde edilen bitkilerin ¢ogaltilmasi
hem maliyet olarak hem de biiyiik bir oranda el emegi gerektirdiginden, bu sekilde bir iiretim
bitkilerin klonal olarak g¢ogaltilmasinda sinirhidir. Klasik doku uygulamalarina kiyasla, gegici
daldirma biyoreaktor sistemlerinde ortami katilagtiric agar kullanilmaz. Biyoreaktor sistemlerde
kullanilan siv1 kiiltiir ortami, agarli yari-kati (agarli) ortama kiyasla birgok avantaja sahiptir:

- Kiiltiir sartlarinin homojen olmasi ve bitki eksplantlarin ihtiyaci olan besinleri kolayca
alabilmesi agisindan, daha zahmetsiz bir uygulamayla ¢ok fazla miktarda bitkinin tretiminin
saglanabilmesi (Zhu vd., 2005),

- Kullanilan biiyiik 6lgekli reaktorler sayesinde, bitki eksplantlarinin alt kiiltiire alinma
siirelerini uzatmast,

- Bitkiciklerin gelisim asamasinda O:‘yi tam olarak alamamasi ve vitrifikasyon
(kristallesme) gibi durumlara daha az rastlanmasi,

- Bitkinin kahverengilesmesine (nekroz) sebep olan toksik maddelerin, sivi kiiltiirlerde
nadir olarak rastlanilmasi,

- Biyoreaktor sistemlerin daldirma ve havalandirma siirelerinin her bitki i¢cin optimum
kosullara getirilip o bitkinin gelisimine olanak saglamasidir (Maurizio vd., 2015).

Gegici daldirma biyoreaktor sistemleri ile ilgili yapilan caligmalarda basar1 saglanan ilk
bitkiler Solanum tuberosum ve Coffee arabicani somatik embiriyolarindan olup Harris ve Mason

(1983) adinda iki bilim insani tarafindan gelistirilmistir (Hasan Ali, 2019).

1.9. Gegcici Daldirma Biyoreaktor Sistemleri Ile Yiiriitiilen Calismalar

Zhu vd. (2005), gegcici daldirma biyoreaktor sistemini kullanarak RITA kaplarinda elma
anact M26 biiylimesi i¢in sartlarin optimizasyonunu amaglayan c¢alismanin sonuglarini rapor

etmiglerdir. Cesitli tiir ve boyut olarak alman eksplantlari, ¢esitli konsantrasyonlarda bitki
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bliylime diizenleyicilerini (BAP, IBA ve Kinetin) ¢ogalma ve uzama asamalarinda ve siirgiin
uzama zamaninda ortam degisikligi test edilmistir. En iyi siirgiin olusumunun yiiksek sitokinin
konsantrasyonlarindan elde edildigi gortilmiistiir.

Welander vd. (2014), gecici daldirma biyoreaktdr sistemine dayanarak olusturulan yeni bir
kiiltir kabi kullanarak Digitalis lutea Purpurea, Echinacea purpurea ve Rubus idaeus'un
mikrocogaltimi degerlendirilmistir. Stvi ortamda cogalma katsayisi ve siirgiin gelisimi yari-kati
ortama gore daha iyi sonu¢ vermistir. Sivi ve yari kati ortamda gelistirilen Digitalis ve Rubus
bitkisinin siirgiin sayis1 hemen hemen ayniyken, Echinacea bitkisi siv1 ortamda yari-kat1 ortama
kiyasla daha fazla siirgiin olusturmustur.

Daungban vd. (2017), calismalarinda 700 ml’lik iki adet siseyle gecici daldirma
biyoreaktor sistemi olusturup, bu sistemin igerisinde yer alan sivi kiiltiir ve muz eksplantlarim
temas ettirip olusan siirglinlerin sayisina etkilerini incelemislerdir. Baz1 eksplantlar1 kesilmeden
birakip veya uzunlamasma kesit alarak (2 ya da 4 parga) karsilastirmiglardir. Klasik doku
kiiltiiriinde ekimi yapilan muzlar, kap basina daha az siirgiin ve daha fazla kiigiik siirgiin
gelistirmiglerdir.

Mosqueda Frometa vd. (2017), yaptiklar1 ¢alismada gerbera bitkisinin siirglinlerini invitro
ortamda cogaltmak icin gegici daldirma biyoreaktdr sistemini kullanarak sistemin
uygulanabilirligini degerlendirmislerdir. IAA kullanilarak ayni ortam ile desteklenmis siirgilinler
7 ile 14 giin sonra, ayn1 ortam kullanilarak ancak TAA ile desteklenmis siirgiinler, gecici daldirma
bitoreaktor sisteminde koklenmesi tesvik edilmistir. Dis ortam igin gelisimini tamamlamisg
bitkicikler, dis ortama alistirilmistir. Gegici daldirma biyoreaktor sistemi ile yapilan bu c¢alisma,
gerbera bitkisinin koklendirilmesi ve iklimlendirilmesi agisindan yapilan ilk ¢aligmadir.

Welander vd. (2016) yaptiklar1 bu c¢alismada, gegici daldirma biyoreaktdr sistemi
kullanilarak birkag Vaccinium (Yaban Mersini) bitki ¢esitlerinin biiyiik 6lgekli mikro gogaltimini
degerlendirmeyi amaclamislardir. Agarin kullanilmamasi, kdklenme ve siirgiin olusumunun daha
az alt kiiltiire alinarak gelisiminin saglanmas1 hem maliyet hem de zaman agisindan daha avantajlt
olmustur. Biyoreaktérde bulunan havalandirma sistemi sayesinde, bitki kalitesi daha da
iyilestirilmigtir.

Ziv vd. (1998) yaptiklar ¢calismada, 6zellik olarak steril tek kullanimlik ve ayni zamanda
15181 gegirebilen plastik kaplardan olusan hava tasimali biyoreaktor sistemi kullanilarak birkag
bitkinin meristematik hiicresininin ¢ogalmasini amaglamiglardir. Hava kaldirmali cam
biyoreaktére dayandirilan plastik biyoreaktorler; sekil, boyut ve yapisal 6zellik bakimindan
birbirine benzemektedir. Plastik biyoreaktorler, tek asilama, toplama portu, dagitma ve karistirma
aksesuarlar1 kullanilarak gelistirilmistir. Plastik biyorektdrler, kullanilan bitkinin hiicre duvart ve

boyutundan kaynakli kesme hasari ve kopiirme sorunlarini 6nemli olgiide elimine etmistir.
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Yapilan ¢alismada kullanilan bu biyoreaktorler, patates, egrelti otu, muz ve glaydl meristem ve
tomurcuk hiicreleri kullanilarak propagiil gelisimi i¢in kullanilmistir.

Hanhineva vd. (2005), yaptiklar1 ¢alismada yeni bir siirgiin gelisimi icin ¢ilek yapragi
eksplantlarint gecici daldirma biyoreaktor sisteminin kullanilabilirligini test etmislerdir. Bitki
cesidi tiirlerinden Bounty, Jonsok, Korona, Polka ve Zephyr ticari olarak temin edildikten sonra,
hem gecici biyoreaktor sisteminde hemde yar1 kati ortamda ¢ogaltilmis ve her iki ortamin
eksplantin gelisimi agisindan karsilagtirilmas: yapilmistir. Calismada kullanilan c¢ilek bitkisi
gecici daldirma biyoreaktdr sistemi igin avantajli bulunmustur.

Gao vd. (2015), yaptiklart ¢alismada gegici daldirma biyoreaktdr sistemi kullanilarak Cin
su kestanesinin hem sogancik hem de siirgiin gelisimi incelenmistir. Bitki i¢in optimum sartlart
gozlendiginde; 36,5 kat cogalma orani ve 68,9 siirgiin olugturma kapasitesi artis1 ve vitrifikasyon
(camlagma) diisiikliigii agisindan en iyi siire her 8 saatte bir kiiltiir ortamina 15 dakika daldirma
olarak olarak faydali bulunmustur.

Ziv (1991), yaptig1 calismada gegici daldirma biyoreaktor sistemi kullanarak Nephro lepis,
Philodendron ve Gladiolus koltuk alti tomurcuk eksplantlarinin sivi kiiltiirde gelisimlerini
gozlemlemistir. Eksplantlar gegici daldirma biyoreaktorlerde meristemoid kiimeler iiretirken, yari
kat1 kiiltiirde yaprakli siirgiinler olusturdugu gozlenmistir. Sivi kiiltiirden ayrilan meristemoid
kiimeler, topraga aktarilmadan oOnce yar1 kati kiiltiire aktarilip slirglin gelisimi saglanmustir.
Yaptig1 calismada gegici biyoreaktor sisteminin daha uygun oldugunu belirlemistir.

Yenice (2010), su mercimegi ile yaptig1 calismada bitki biiylime diizenleyicilerinin protein
miktaria etkilerini incelemek icin gegici daldirma biyoreaktor sistemini kullanmiglardir. Bitki
eksplantlar1 farkli oranlarda bitki biiyiime diizenleyicileri (BAP, Kinetin, TDZ) iceren, sukroz
ilave edilen ve edilmeyen sivi kiiltiir ortamina aktarilmis ve olumlu yonde etkileri oldugu
gozlemlenmistir.

Bigen (2017), gelistirdigi bu protokolde mersin bitkisinde (Myrtus communis L.) Plantform
biyoreaktor sistemi ile yar1 katr kiiltiir ortaminin kiyaslamasini gergeklestirmistir. Yapilan bu
caligmada, iki ¢esit Mersin genotipinden yararlanilmigtir. Hem plantform biyoreaktor sistemi hem
de yari kati kiiltir ortaminda hazirlanmis besiyeri igerigi 1,0 mg/L BAP konsantrasyonlu,
koklendirme yapmak i¢in hazirlanan besiyerinde 1,0 mg/L IBA konsantrasyonlu besin ortamlari
uygulanmigtir. Plantfrom biyoreaktor sisteminde 4 ve 8 saat daldirma siireleri kullanilmis, yari
kat1 kiiltiir ortamiyla karsilastirilmasi yapilmigtir. Yapilan ¢aligmaya bakildiginda ise Plantform
biyoreaktor sisteminde gelisen bitkilerin yar1 kat1 kiiltiir ortaminda gelisen bitkilere kiyasla daha
basarili oldugu gézlenmistir.

Sacco vd. (2013), yaptiklar1 ¢alismada Stevia rebaudiana Bertoni (Seker Otu) bitkisinin
gecici daldirma biyoreaktor sistemi kullanarak sivi kiiltiirde mikrogogaltimini gézlemlemislerdir.

Yaptiklar1 bu caligmada siv1 kiiltiirleri (RITA ve Plantform biyoreaktor sistemleri) ve yari kati
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(agarh) kiiltirii karsilastirmislardir. Hem RITA hem de Plantform biyoreaktdr sistemlerinde;
hormonsuz sivi besin ortami, BA (0,3 mg/L) ilave edilmis siv1 kiiltiir ortam1 ve TAA (0,5 mg/L)
ilave edilmis s1v1 kiiltiir ortami kullanilmis ve bu iki reaktor sistemindeki ¢ogalma orani yari katt
kiiltiir ortama gore daha fazla oldugu goriilmiis, BAP ise materyal basina diigen siirgiin sayisinda
artig1 saglamistir.

Umarusman vd. (2020), yaptiklar1 ¢calismada gegici daldirma biyoreaktor sistemi ve yart
kat1 kiiltiir karsilastirllmasini kullanarak bes farkli bogiitlen ¢esidinin mikrogogaltim ve
koklendirme caligmasina bakilmistir. Yar1 kati kiiltiir mikrogogaltim denemelerinde MS besin
ortamina BA ve GAs kombinasyonu, kdklendirme denemelerinde ise MS besin ortamina NAA ve
IBA kombinasyonlar1 kullanilmistir. Yapilan ¢aligma sonunda en iyi mikrogogaltim degeri Img/L
BA, en yiiksek kok basaris1 1mg/L NAA kombinasyonlarinda gézlenmistir. Yapilan analizler bu
defa gecici daldirma biyoreaktdriinde calisilmis ve gerek mikrogogaltim gerekse kok geligimi
acisindan biyoreaktor sisteminin daha etkili oldugunu ortaya koymustur.

Ergetin (2013), yaptigi ¢alismada kallus kiiltiirii, stispansiyon kiiltiirii ve gegici daldirma
biyoreaktér sistemi kullanarak A. densiflora bitkisinde bulunan sikonin ve tiirevlerinin
miktarlarini arastirmistir. Besiyerleri olarak Murashige ve Skoog (MS), Gamborg (B5) ve Schenk
ve Hildebrandt (SH) ve bu besiyerlerine farkli bitki biiylime diizenleyicileri kullanilip bitki
eksplantlarinin ekimi yapilmistir. En iyi kallus gelisimi MS ortaminda gdzlenmis olup M9 ve
M10 ortamlarina (Sikonin i¢in kulanilan ortam) aktarilmustir. Geligimleri kallus kiiltiiri ve
siispansiyon kiiltiiriinde 50 giin ve biyoreaktorlerde 25 giin olarak gozlenip, analizleri yapilmistir.
Caligilan bitkinin kok ve kabuk kisimlarindaki sikonin, alkannin ve asatilalkannin degerleri
karsilagtirmali olarak kalitatif ve kantitatif analizleri yapilmistir. Yapilan bu analizde M10
ortaminin M9 ortamina kiyasla sekonder metabolit agisindan daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Orhan Fedekar (2015), yaptig1 calismada Prunus cerasifera L. bitkisini dogal sartlarda
yetistirmek zor oldugu i¢in yar1 kati kiiltiir ile gegici daldirma biyoreaktor sisteminde galigmalar
yapip, her iki ¢alismay1 da kiyaslamistir. Bu ¢alismada yeni nesil doku kiiltiirii geleneksel doku

kiiltiiriine kiyasla daha avantajli bulunmustur.

1.10. Doku Kiiltiirii ile flgili Yiiriitiilen Calismalar

Topdemir vd. (2023), yaptiklart ¢calismada oksin tiirevi olan NAA, sitokinin tiirevleri olan
BAP ile IBA igeren besin ortamlar1 hazirlanmis ve yetistirilen kivi bitkisinin (Actinidia deliciosa)
kolitedonlar1 eksplant kaynagi kullanilarak kallus indiiksiyonu igin kiiltiire alinmistir. Gelisen
kallus hiicrelerinin antioksidan kapasite ve antioksidan aktivite analizleri yapilmigtir. Kallus
ekstrelerinin toplam fenolik madde miktari igeriginde 0,5 mg/L NAA ve 1 mg/L BAP ile 0,5
mg/L IBA bulunan besin ortaminda gelisen kallus dokularmin kontrol grubuna ait kallus

dokularindaki aktiviteye kiyasla diisiik oldugu tespit edilmistir. Bunun aksine NAA ve BAP
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kombinasyonu iceren besiyeri gruplarinda gelisen kallus dokularinda yiiksek miktarda toplam
fenolik madde oldugu tespit edilmistir. Topdemir vd. (2018), yaptiklar1 bir baska calismada M.
officinalis bitkisinin nodlar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmigtir. Farkli bitki hormonu igeren
Murashige Skoog besiyerinde indiiklenen kallus dokularinda yapilan ABTS analizinde 0,191
mmol/L ile en disiik degerin 1,5 mg/L 2,4-D ile 0,5 mg/L BAP iceren besiyerinde, en yiiksek
degerin 0,365 mmol/L seklinde 1,5 mg/L 2,4-D vel mg/L PIC ile 0,5 mg/L KiN igeren
besiyerinde oldugu rapor edilmistir.

Topcu Bayram (2010), yaptigi ¢alismada M. officinalis L. bitkisinin farkli bitki biiyiime
diizenleyicileri bulunan MS ortamima aktarilip, bitki eksplant {izerinde etkileri incelenmistir.
Arastirmada Kazdag florasinda, Canakkale yoresinde ve yurtdisi kokenli (italya) genotipler
kullanilmigtir. Eksplantlarin aksiler meristemleri kullanilip, farkli bitki biiylime diizenleyicilerde
etkileri incelenmigtir. Bitki boyu, yesil siirgiin agirhigi, kok gelisimi ve bogum sayisina
bakilmigtir. Kullanilan kombinasyonlardan IBA ve IAA kombinasyonunda kok gelisimi olurken,
BA ve kinetin kombinasyonunda siirgiin gelisiminin oldugu bildirilmistir.

Basak ve Candan (2008), yaptiklart ¢alismalarda Lallemantia canescens bitkisini in vitro
ortamda kallus kiilttirii ¢alisilmigtir. Gelistirilen kallus dokularinda toplam fenolik ve flavonoid
bilesik tayinleri ile antioksidan aktivite etkileri incelenmistir Erdag vd. (2019), yaptiklart
calismada endemik bir tiir olan Dorystoechas hastata bitkisinin farkli ekplantlari ve bitki biiyiime
diizenleyicileri kullanilarak elde edilen kalluslarda etkisi arastirilmistir. Yapilan calismada
kontrol olarak sadece /2 MS ve bunun disinda 2 oraninda MS igeren besiyeri ortamina bitki
hormonlar1 olarak BA ile 2,4-D eklenip bu eksplantlarin iizerinde etkileri incelenmistir. Dogal
yetistikleri ortamdan ve in vitro ortamda elde edilen bitkicigin yaprak saplarindan alinan
eksplanlardan hicbir gelisim gozlenememistir. Yaprak saplarindan alinan eksplantlarindan sadece
% oraninda MS ve 2mg/L. BA iceren besiyeri ortaminda kallus gelisimi gdzlenmis olup, en
yiiksek kallus gelisiminin ise % oraninda MS ile 1lmg/L BA ve 2mg/L 2,4-D igeren besin
ortaminda (%55) oldugu goézlemlenmistir.

Beceren (2013), yaptig1 c¢alismada kallus ¢ogaltimi igin siyah havucun hipokotil
bolgesinden eksplant alip antioksidan aktivite tayini yapilmigtir. Yapilan c¢alismada kullanilan
eksplantlar farkli biiyiime diizenleyici kombinasyonlari ile hazirlanmis MS ortamina aktarilmistir.
Yiiksek kallus gelisiminin 0,5 mg/L oraninda 2,4-D iceren MS ortaminda 31,191 g agirliginda
oldugu bildirilmistir. Gelisimi gergeklesen kalluslarin 2,4-D ve kinetin icerikli 4 farkli besiyerine
uygulanmigtir. Olusan siyah havu¢ kallus dokularindan hazirlanan ekstraktlarin antioksidan
tayinleri yapilarak, dogal olarak yetistirilen siyah havug ile karsilagtirilmasi yapilmistir. Elde
edilen en yiiksek antioksidan aktivite degerlerinin 0,5 mg/L 2,4-D ve 0,5 mg/L Kinetinli

besiyerinde gelisim gosteren kallus dokularinda oldugu tespit etmistir.
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Karatas (2013)’1n yapt1g1 calismada da siyah havug bitkisinden kallus dokularini elde edip,
toplam fenolik, toplam flavonoid bilesik miktarlari ile antioksidan aktivite tayinlerini yapmustir.
Bitkinin hipokotil kisimlarindan elde edilen kalluslar 30 g/L siikroz, 2 g/L phytagel ve 2 mg/L 2,4
-D + 0,2 mg/L BAP iceren MS besiyeri ortaminda kiiltiire alinmistir. Elde edilen sonuglar toplam
fenolik bilesiklerin ve serbest radikal giderme aktivitesinin (DPPH) yiiksek oldugunu
gostermektedir.

Yapilan bu tez calismasinda, saksida yetistirilen M. officinalis fideleri materyal olarak
kullanilmigtir. Saksidan alinan fidelerin nod kisimlari yipratilmadan ve kurumasina imkan

verilmeden kallus indlksiyonu igin in vitro kosullarda kiiltiire alinmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Cahsmada Kullanilan Cozeltiler

2 normal degerinde Folin-Ciocalteu reaktifi: Calismada ¢ozelti 10 kat seyreltilerek
kullanilmistir.

%75 oraninda Sodyum Karbonat Cozeltisi: Na2COs kat1 kimyasal1 7,5 g tartimu1 yapilip 100
ml distile suya tamamlanarak hazirlanmstir.

%2 oraninda 1 ml hacminde AICI3 (metanol/glasiyel asetik asit (v/v)) ¢Ozeltisi: 2 g AICl3
kimyasal1 (Kat1) tartilip, totalde 100 ml hazirlanan metanol:glasiyel asetik asit (1:1) karisiminda
¢Ozdiirilmiistiir.

50 mmol/L Fosfat Tampon Cozeltisi: Calismada kullanilan ¢ozelti  0,615g
potasyumdihidrojenfosfat (KH.PO.) ve 3,57 g dipotasyumhidrojenfosfat (K.HPO.) 500 ml
hacmindeki balon jojede saf su ile ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH degeri 7,2-7,4
arasinda dengelenmistir.

7 mM ABTS stok ¢ozeltisi: 77 mg ABTS tartilarak balon jojeye alinmig ve iizerine 20 ml
hacminde fosfat tampon ¢ozeltisi eklenip ¢ozdiiriilmiistiir. Ayr1 bir balon joje daha kullanilarak 13
Mg potasyum persilfat tartilmis {izerine 20 ml hacminde fosfat c¢ozeltisi eklenerek
¢cOzdiiriilmiistiir. Hazirlanan bu iki ¢ozelti karistirilarak erlende karistirilip, 151k gegcmesini
onlemek amaciyla aliiminyum folyo ile sarilmigtir. Hazirlanan karigim koyu mavi bir renk
olusumunun gergeklesmesi i¢in 16 saat oda sicakligi ve karanlik kosullarda inkiibe edilmistir.

Gallik asit ¢ozeltisi: 50 mg agirhiginda gallik asit kimyasalina ¢dziinmesi amaciyla iki
damla etil alkol eklenmistir. Balon jojeye aktarilan bu ¢ozelti 100 ml saf suya tamamlanmustir.

Kuersetin ¢ozeltisi: 50 mg agirhigindaki kuersetin kimyasali balon jojeye aktarilip, 100 ml
¢Ozelti olacak sekilde saf su ile tamamlanmistir.

2,5mmol/L Troloks ¢dzeltisi: Balon joje icerisine 32 g troloks kimyasali tartilarak iizerine
¢Oziinmesi i¢in iki damla etil alkol eklenmistir. Coziinmesi gerceklesen ¢ozelti 50ml balon jojeye

aktarilip iizeri saf su ile tamamlanmustir.

2.1.2. Cahsmada Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre: Shimadzu, UV-1800
Hassas Terazi: Shimadzu TXB622L

pHmetre: Thermo Scientific Orion Star A111
Otoklav: JeioTech ST-85G



Sterilizator: JeoTech, ON-21E

Laminar Kabin (Laminarflow): Thermo Scientific S2020 1.2
Blender: Spice&Herb Grinder, IC-10B

Otomatik Pipetler: Brand Transferpette S, 100-1000 pl
Manyetik Karistirict: Isolab MS-010

Buzdolabi: Hotpoint, Ariston, A+Class

Sulikroz: BioShop

Murashige ve Skoog (MS): Merck

Agar: Duchefa

Etil alkol (EtOH) %96: Honeywell

Teksoll %96: Tekkim

Indol Asetik Asit (IAA): CDH

Benzilaminopirin (BAP): Caisson Biochemie
2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D): Duchefa
Picloram (PIC): Alfa Aesar

ABTS %98: Merck

Potasyum peroksidistlfat: Kimyalab

Trolox %97: Sigma-Aldrich
Dipotasyumhidrojenfosfat (K:HPO,): Kimyalab
Potasyumdihidrojenfosfat (KH2PQO,): Kimyalab
Gallik asit: Merck

Folin-Ciocalteu®s phenol reagent: AFG Sicientific
Sodyum karbonat: Kimyalab

Aliminyum Klorir: Edukim

Glasiyel asetik asit: Kimyalab

Metanol: Sigma-Aldrich

Kuersetin: Sigma-Aldrich

DPPH: Merck

Hexan: Carlo Erba

2-propanol: Carlo Erba

2.2. Metot

2.2.1. Bitkilerin Sterilizasyonu

Tez calismasinda kullanilacak olan melisa bitkisi fidelerinin 6n yikamasi akan su altinda

gergeklestikten sonra, ekimi igin bistiiri yardimiyla nod kisimlart alinmistir. Bitkiden alinan nod
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kisimlar1 % 70 degerinde hazirlanan etil alkolde 1dk siireyle bekletilmistir. Steril olan laminar
flow kabinin i¢ine alinan eksplantlar, ticari olarak satig1 yapilan %5° lik Sodyum hipokloritte
(NaOCl) 15 dakika boyunca steril edilmistir. Sterilizasyon isleminde son olarak ticari ¢camasir

suyundan arindirmak i¢in ise 3 tekrar (5 dakika) olmak iizere distile su ile muamele edilmistir.

2.2.2. Ortam ve Malzeme Sterilizasyonu

Laminer flow kabin ig¢i kiiltiire alma islemi gerceklesmeden once, etil alkol ve UV 15181
uygulanarak mikroorganizmalardan arindirilmistir. Ekim islemi asamasinda kullanilacak olan
petri alimtnyum folyo ile kaplanarak 170 °C ‘de 1 saat etiivde steril edilmistir. Calismada gerekli
olacak saf su, besi yeri, pens ve beher 121 °C, 1 atm basing ve 20 dakika olacak sekilde

sterilizasyonlar yapilmistir.

2.2.3. Kiiltiir Ortami ve Eksplantlarin Aktarilmasi

Yapilan ¢alisma igin in vitro kosullarda bitki eksplantlarinin ihtiyaci olan makro ve mikro
besin elementleri, vitaminleri ile suyunu kargilayan MS besiyeri ortami kullanilmigtir. MS

besiyeri ortaminin sahip oldugu icerik ve miktarlari Tablo 2.1.” de verilmistir.

Tablo 2.1. Murashige ve Skoog (MS) Bilesenleri ve Miktarlari

Kimyasallar Konsatrasyon (mg/L)
KNOs 1900
(NH4)NOs 1650
MgSQO47H.0 370
CaClx2H0 440
KH2PO, 170
Na;EDTA 33.6
FeSO47H,0 27.8
MnS0O.4H,0 22.3
ZnSO47H,0 8.6
H3BOs 6.2
Kl 0.83
Na;Mo0O42H,0 0.25
CoCl26H.0 0.025
CuS045H,0 0.025
Myo-inositol 100
Pyridoxin -HCI 0.5
Nicotinicacid 0.5
Thamin —HCI 0.1
Glisin 2
Sakkaroz 30000
pH 5.7
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Bu tez calismasi igin hazirlanan kiiltiir ortaminda, bitki biiylime diizenleyicileri olarak
Benzilaminoplrin (BAP), Indolasetikasit (IAA), picloram (PIC) ve 2,4-diklorofenoksiasit (2,4-D)
kombinasyonlarindan yararlanilmistir.

Besiyeri hazirlanirken icerik olarak 4,4 g/L. MS ile 30 g/L siikroz tartimi yapilip manyetik
karistiricida ¢ozdiiriilmiistiir. Homojen bir ¢ozelti halini aldiginda pH degeri 5,6-5,8 araligina
getirilmistir. Hazirladigimiz besiyerine farkli bitki biiylime diizenleyicileri eklenecegi icin
karistirmamak amaciyla Dbesiyerini ekledigimiz siseler etiketlenmistir. Bitki biiyiime
diizenleyicilerinde BAP sabit olarak alinip 24 farkli kombinasyon olusturulmustur. 5’er tekrarl
olmak tizere her konsantrasyon i¢in totalde 10 adet cam sise (1L) kullanilmistir (daldirma-
havalandirma). Besiyeri sterilizasyonunun isleminden sonra otoklavdan ¢ikardigimiz besiyeri ve
diger malzemeler ekim yapilacak kabine birakilmistir. Kabinin iginde bulunan 10 adet sisenin 5
adetine besiyerini (her siseye 300 mL) aktarip, kabinin i¢cinde sogumaya birakilmistir. Soguyan
besiyerine (s1v1 kiiltiir) her siseye 3 adet (5*3=15 eksplant) nod olacak sekilde ekim yapilmugtir.
Ekimi yapilan siseler ile bos siseler kabinin i¢inde birlestirilip hava kompresdriine baglanmak

tizere kabinin disina gikarilmustir.

2.2.4. Kallus Gelisimi

Ekimi gerceklesen M. officinalis eksplantlari 2500 lux floresan 1g1k altinda 22 +2 °C
sicakliga sahip iklimlendirme boliimlerinde 8 saat karanlik 16 saat aydinlik bir ortamda
gelisimleri takip edilmistir. Biyoreaktor sisteminde 30 dakikada 2 dakika daldirma siiresi ve 30
dakikada 2 dakika havalandirma siiresi olacak sekilde ayarlanmigtir. M. officinalis bitki

eksplantlar1 2 hafta kiiltiirde bekletilmis ve 2 defa alt kiiltlire alinmistir.

2.2.5. Kallus Ekstrakte islemi

Kiiltir ortaminda gelistirilen M. officinalis kalluslari cam siselerden pens yardimiyla
ayrilip, besiyerinden arindirilmak amaciyla saf sudan gegirildi. Arindirilan kalluslardan 1’er g
ornek tartildiktan sonra 10 ml etanol, methanol ve HIP eklendi. Elde edilen etanol, metanol ve
HIP karisimlar1 homojenizatérde parcalandi ve santifiriijlendi. Elde edilen siipernatantlardan
toplam fenolik bilesik tayini, toplam flavonoid bilesik tayini ile antioksidan aktivite tayinin

gostergesi olan DPPH ve ABTS tayinleri gergeklestirildi.

2.2.6. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) Antioksidan Analizi

25 mg/L DPPH radikali metil alkolde ¢oziinmesi saglandi. DPHH ¢ozeltisinden 4 ml ve
bitki ektratlarindan 100 pL alinip deney tiiplerine aktarilip, vortekslendi. Vorteksleme islemi

tamamlanan Ornekler karanlik bir ortamda ve oda sicakliginda inkiibasyonu saglandi. Bekleme
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stireleri tamamlanan 6rneklerin 517 nm’de kore kars1 absorbanslari 6lgiildii (Brand-Williams vd.,
1995). Orneklerin % serbest radikal siipiirme analizinde asagidaki formiilden yararlanilmistir:

% = [(Kontrol Absorbans - Ornek Absorbans) / Kontrol Absorbans x 100]

2.2.7. ABTS [2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)] Antioksidan Aktivite Analizi

M. officinalis kallus 6rneklerinin ABTSe radikal giderme aktivite tayini 7 mM degerinde
hazirlanan ABTS (2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiyazolin-6-stlfonik asit) cozeltisi ile 2,45 mM
oraninda hazirlanan potasyum persiilfat ¢ozeltisinin oksidasyonu sonucunda olusturuldu ve elde
eldilen ¢ozelti oda sicakliginda 16 saat siire boyunca karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda ¢dzelti, absorbansi 0,7-0,8 olacak sekilde 734 nm dalga boyunda etil alkol ile seyreltildi.
Etanol ile hazirlanan ABTS c¢d6zeltisinden 2 ml deney tiiplerine alip ilizerine 100 pL ekstrakt
eklendi. 15 dk oda sicakliginda karanlik ortamda bekletilen drneklerin absorbaslar1 734 nm dalga
boyunda okundu. Orneklerin ABTS radikal giderme aktivitesi asagidaki denkleme gore
hesaplanmigtir:

% ABTS radikal Giderme Aktivitesi = [(A0-Al) /A0] x 100

A0= Kontrol Absorbans Degeri

Al= Ornek veya standardin absorbans degeri (Pellegrini vd., 2003).

2.2.8. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Analizi

Yapilan deneyde toplam fenolik madde miktarinin tayini Singleton vd. (1999) tarafindan
uygulanan Folin-Ciocalteu metoduna goére belirlendi. Uygulanan metotta, 50 puL kallus ekstratlar
Uzerine 500 pL Folin - Ciocalteu reaktifi cam tiiplere aktarildi. 3 dk sonunda elde edilen
karigimlara % 2 oraninda hazirlanan Na,COs ¢ozeltisi 3 mL eklendi. Hazirlanan karisimlar
optimum 2 saat bekletildi. Bekleme sireleri dolan c¢ozeltilerin 760 nm dalga boyunda
absorbanslar1 okundu. Toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit ¢ozeltisi ile ¢izilen kalibrasyon

egrisine bagl olarak ¢ikarimi yapildi.

2.2.9. Toplam Flavonoid Madde Miktarinin Analizi

Hazirlanan kallus 6rneklerindeki toplam flavonoid madde miktarinin saptanmasi Kim ve
ark. (2003)’1n belirledigi yontemle analiz edildi. Bu analiz i¢in 200 pL kallus ekstrakt1 ile 300 pL
%5 oraninda hazirlanan NaNO; karistirilip, oda sicakliginda 5 dakika boyunca inkibe edildi. Elde
edilen karisimlara % 10 oraninda hazirlanan AlCls’den 0,3 mL, 1 M NaOH’ dan 2 mL ve 2,4 mL
distile su eklenerek, homojen bir karisim olmast icin vortekslendi. Orneklerin absorbans degerleri

spektrofotometrede, 510 nm dalga boyuna karsi olgtimii yapildi. (+)- katesin ile hazirlanan
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kalibrasyon egrisinde Kallus ekstratlarinin toplam flavonoid madde miktarlari yorumlanmasi

yapildi.

21



3. BULGULAR

Bu ¢alismada gecici daldirma biyoreaktor sisteminde kallus gelisimini saglayabilmek igin

M. officinalis bitkisinin nod kisimlari eksplant kaynag: olarak kullanilmistir. Farkli bitki bilytime

diizenleyicilerinde kallus gelisiminin gozlemlendigi Tablo 3.1.°de verilmistir.

Tablo 3.1. Bitki biiyiime diizenleyicileri kombinasyonlari

Besi yeri BAP IAA | Picloram | 2,4-D Kallus Gelisimi
ortami (mg/L) (mg/L) | (mg/L) | (mg/L)

1 0.50 - - - Geligim yok
2 0.50 1.0 - - Geligim yok
3 0.50 1.5 - - Geligim yok
4 0.50 2.0 - - Geligim yok
5 1.0 - - - Geligim yok
6 1.0 1.0 - - Geligim yok
I 1.0 15 - - Geligim yok
8 1.0 2.0 - - Geligim yok
9 0.50 - - - Geligim yok
10 0.50 - 1.0 - Geligim var, kararma gozlendi (sagliksiz kallus)
11 0.50 - 15 - Geligim var, kararma gozlendi (sagliksiz kallus)
12 0.50 - 2.0 - Geligim var, kararma gozlendi (sagliksiz kallus)
13 1.0 - - - Geligim yok
14 1.0 - 1.0 - Geligim var, kararma gozlendi (sagliksiz kallus)
15 1.0 - 15 - Geligim var, kararma gozlendi (sagliksiz kallus)
16 1.0 - 2.0 - Gelisim var, kararma gozlendi (sagliksiz kallus)
17 0.50 - - - Kontamine gozlendi.
18 0.50 - - 1.0 Kontamine gozlendi.
19 0.50 - - 15 Kontamine gozlendi.
20 0.50 - - 2.0 Kontamine gozlendi.
21 1.0 - - - Gelisim yok
22 1.0 - - 1.0 Gelisim gozlendi (koyu yesil)
23 1.0 - - 1.5 Gelisim gozlendi (koyu yesil)
24 1.0 - - 2.0 Gelisim gozlendi (acik yesil)

Kallus dokusundan elde edilen metanol, etanol, HIP ekstratlar1 ile toplam fenolik madde

miktari, toplam flavonoid madde miktar1 ve antioksidan aktivite tayinleri olan DPPH ve ABTS

metodlar1 yapilmistir.

3.1. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Bilesikler

Tablo 3.2.” deki analiz sonu¢larinda 1mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D ‘de 1,98 = 0,01 (mg
GAE/g) degerine gore, toplam fenolik madde miktar1 1 mg/LL BAP + 1,5 mg/L 2,4-D anlaml1 bir
sekilde artmistir (p<0,001), 1 mg/L BAP +2 mg/L 2,4-D ‘de azaldig1 bulunmustur (p<0,01).




Tablo 3.2. Farkli konsantrasyonlarda gelisen M. officinalis kallus dokularinin metanol ekstrelerindeki
toplam fenolik madde miktar1 (mg GAE/g) ve toplam flavonoid madde miktari(mg KE/g)

Gruplar (mg/L) Toplam Fenolik Madde Miktar1 Toplam Flavonoid Madde Miktari
1 BAP +12,4-D 1,98 +0,01 0,22 £ 0,00

1BAP +1524-D 1,99+ 0,04*** 0,27 £ 0,01***

1 BAP +2 2,4-D 1,44 £ 0,04** 0,23 £ 0,00

(): p>0.05 Gruplar arasindaki farklilik degeri istatistiki agidan 6nemsiz

(*): p<0.05 Gruplar arasindaki farklilik degeri istatistiki agidan kismen 6nemli

(**): p<0.01 Gruplar arasindaki farklilik degeri istatistiki agidan onem derecesi yiiksek
(***): p<0.001 Gruplar arasindaki farklilik degeri istatistiki agidan olduk¢a 6nemli

Analiz sonuglarinda 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D’de 0,22 + 0,00 (mg KE/g) degerine gore
toplam flavonoid madde miktar1 1 mg/L BAP +1,5 mg/L 2,4-D ‘de yiiksek miktarda bulunmustur
(p<0,001). 1 mg/L BAP +2 mg/L 2,4-D ‘de artis gozlense de anlamli bir sonu¢ bulunmamistir
(p>0,05).

Tablo 3.3.” teki analiz sonuglarinda 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D ‘de 0,49 £ 0,04 (mg
GAE/g) degerine gore, toplam fenolik madde miktar1 1 mg/L. BAP + 1,5 mg/L 2,4-D anlaml1 bir
sekilde artmustir (p<0,001). 1 mg/L BAP +2 mg/L 2,4-D ° de ise azaldigi bulunmustur (p<0,001).

Tablo 3.3. Farkli konsantrasyonlarda gelisen M. officinalis kallus dokularmin etanol ekstrelerindeki total
fenolik ve total flavonoid madde miktarlar

Gruplar (mg/L) Toplam Fenolik Madde Miktar1 (mg Toplam Flavonoid Madde Miktar1 (mg

GAE/Q) KE/g)
1BAP+124-D 0,49 + 0,04 0,38 +0,01
1BAP+1524-D 0,54 £ 0,00%** 0,40 + 0,01***
1 BAP +22,4-D 0,03 +0,01*** 0,37 +0,01

(): p>0.05 Gruplar arasindaki farklilik degeri istatistiki agidan 6nemsiz

(*): p<0.05 Gruplar arasindaki farklilik degeri istatistiki agidan kismen 6nemli

(**): p<0.01 Gruplar arasindaki farklilik degeri istatistiki agidan 6nem derecesi yiiksek
(***): p<0.001 Gruplar arasindaki farklilik degeri istatistiki agidan olduk¢a 6nemli

Analiz sonuglarinda 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D’de 0,38 + 0,01 (mg KE/g) degerine gore
toplam flavonoid madde miktar1 1 mg/L BAP +15 mg/L 2,4-D ‘de yiiksek miktarda artis
bulunmustur (p<0,001). 1 mg/L BAP +2 mg/L 2,4-D ‘de ise diisiis gozlense de anlamlilik tespit
edilmemistir (p>0,05).

Tablo 3.4.” teki analiz sonuglarinda 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D‘de 0,22 + 0,01 (mg
GAE/g) degerine gore toplam fenolik madde miktar1 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L
BAP +2 mg/L 2,4-D ° de ise her iki konsantrasyonda disiis gbzlense de anlamlilik tespit
edilmemistir (p>0,05).
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Tablo 3.4. Farkli konsantrasyonlarda gelisen M. officinalis kallus dokularinin HIP ekstrelerindeki total
fenolik ve total flavonoid madde miktarlar

Gruplar (mg/L) Toplam Fenolik Madde Miktar1 (mg Toplam Flavonoid Madde Miktar: (mg

GAE/g) KE/g)
1BAP+124-D 0,22 £0,01 0,02+0,01
1BAP+1524-D  0,09+0,02 0,04 +0,01*
1 BAP +22,4-D 0,05+0,01 0,00 + 0,04

(): p>0.05 Gruplar arasindaki farklilik degeri istatistiki agidan 6nemsiz

(*): p<0.05 Gruplar arasindaki farklilik degeri istatistiki agidan kismen 6nemli

(**): p<0.01 Gruplar arasindaki farklilik degeri istatistiki agidan onem derecesi yiiksek
(***): p<0.001 Gruplar arasindaki farklilik degeri istatistiki agidan olduk¢a 6nemli

Analiz sonuglarinda 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D ’de 0,02 £ 0,00 (mg KE/g) toplam
flavonoid madde miktar1 1 mg/L BAP +1,5 mg/L 2,4-D ‘de artig g6zlenip anlamli bulunmustur
(p<0,05). 1 mg/L BAP +2 mg/L 2,4-D ‘de azalma go6zlense de anlamli bir sonug tespit
edilmemistir (p>0,05).

3.2. DPPH ve ABTS Antioksidan Aktiviteleri

Analiz sonuclart metanol ekstratlarinin ABTS radikalini temizleme aktiviteleri agisindan
degerlendirildiginde; 50 uL degeri 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2.4-D olan konsantrasyonu, 1 mg/L
BAP + 1 mg/L 2,4-D ve 1BAP + 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonlarindan yiiksek tespit edilmistir.
1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D konsantrasyonundan
diisiik bulunmustur. 100 pL degeri 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D
konsantrasyonlar1 arasinda belirgin bir fark bulunmamigtir. Buna kars1 1,5 2,4-D mg/L
konsantrasyonu diisiik tespit edilmistir. 150 pL degeri 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D ve 1BAP + 2
mg/L 2,4-D konsantrasyonlar1 arasinda belirgin bir fark bulunmamistir. Buna kars1 1,5 mg/L 2,4-
D konsantrasyonu anlamli olmasada diisiik tespit edilmistir. 200 pL degeri 1 mg/L. BAP + 1
mg/L 2,4-D, 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP+ 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonunda
anlamli farklilik tespit edilmemistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1.  Farkli konsantrasyonlarda gelisen M. officinalis kallus dokularinin metanol ekstrelerinin ABTS
grafigi

Analiz sonuglar1 etanol ekstratlarinin ABTS radikalini temizleme aktiviteleri agisindan
degerlendirildiginde; 50 pL degeri 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D olan konsantrasyonu, 1 mg/L
BAP + 1 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonlarindan yiiksek tespit
edilmistir. 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D
konsantrasyonuna dugiik tespit edilmistir. 100 pL degeri 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D
konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 15 mg/L 24-D ve 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D
konsantrasyonlarindan yiiksek tespit edilmistir. 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1
mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D mg/L konsantasyonundan diisiik tespit edilmistir. 150 pL degeri
1BAP + 1 2,4-D mg/L ve 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonlar1 arasinda belirgin bir
fark bulunmamistir. Buna karst 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonu diisiik bulunmustur.
200 pL degeri 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D, 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP + 2
mg/L 2,4-D konsantrasyonlarinda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Farkli konsantrasyonlarda gelisen M. officinalis kallus dokularinin etanol ekstrelerinin ABTS
grafigi

Analiz sonuglar1 HIP ekstratlarinin ABTS radikalini temizleme aktiviteleri agisindan
degerlendirildiginde; 50 pL degeri 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonu, 1 mg/L BAP
+ 1 mg/L 2,4-D ve 1BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonlarindan yiiksek tespit edilmistir. 1 mg/L
BAP + 1 mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonundan diigiik
tespit edilmistir. 100 pL degeri 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 1
mg/L 2,4-D ve 1mg/L BAP+1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonlarindan yiiksek tespit edilmistir. 1
mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonundan
disiik tespit edilmigtir. 150 uL degeri 1 mg/L BAP + 1,5 2,4-D konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 1
mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonlarindan yiiksek bulunmustur. 1 mg/L
BAP + 1 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonlari arasinda belirgin bir
farklilik tespit edilmemistir. 200 pL degeri 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonu, 1
mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D tespit edilmistir. | mg/L BAP + 1
mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonundan diigiik tespit
edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Farkli konsantrasyonlarda gelisen M. officinalis kallus dokularinin HIP ekstrelerinin ABTS
grafigi

Analiz sonuglari metanol ekstratlarinin DPPH radikalini siipiirme aktiviteleri agisindan
degerlendirildiginde; 50 uL degeri 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D, 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D
ve 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonlari arasinda belirgin farklilik tespit edilmemistir.
1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP + 2
mg/L 2,4-D konsantrasyonlarina kiyayasla diisiik tespit edilmistir. 100 pL degeri 1 mg/L BAP +
2 mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D
konsantrasyonlarindan yiiksek tespit edilmistir. 1 mg/L BAP +1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1
mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonundan diigiik tespit edilmistir. 150 pL degeri 1 mg/L
BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L
2,4-D konsantrasyonlarindan yiiksek tespit edilmistir. 1 BAP +1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonu
1BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonundan diisiik tespit edilmistir. 200 pL degeri 1 mg/L BAP +
1 mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D
konsantrasyonlarindan yiiksek tespit edilmistir. 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1
mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonundan diisiik tespit edilmistir (Sekil 3.4).

27



120

100

80
6
4
- 1lE
0

50uL 100pL 150pL 200pL

mmol/g TEAC
o

o

o

®m1DM m1,5DM m2DM

Sekil 3.4. Farkli konsantrasyonlarda gelisen M. officinalis kallus dokularinin metanol ekstrelerinin DPPH
grafigi

Analiz sonuglar1 etanol ekstratlarinin DPPH radikalini siipirme aktiviteleri agisindan
degerlendirildiginde; 50 pL degeri 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D olan konsantrasyonu, 1 mg/L
BAP + 1,5 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D konsantrasyonlarindan yiiksek oldugu
belirlenmistir. 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D ile 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonlar1
arasinda belirgin farklilik tespit edilmemistir. 100 pL degeri 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D
konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 2,4-D ve 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonlarindan yiksek tespit
edilmistir. 1 mg/L BAP + 2 2,4-D konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 15 mg/L 2,4-D
konsantrasyonundan diigiik oldugu belirlenmistir. 150 pL degeri 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D
ve 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonlari arasinda belirgin bir fark tespit edilmemistir. 1
mg/L BAP+ 1 mg/L 2,4-D konsantrasyonundan yiiksek olduklari tespit edilmistir. 200 pL degeri
1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D, 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D

konsantrasyonlari arasinda istatiksel a¢idan farklilik tespit edilmemistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Farkli konsantrasyonlarda gelisen M. officinalis kallus dokularinin etanol ekstrelerinin DPPH
grafigi

Analiz sonuglari1 HIP ekstratlarinin DPPH radikalini siipiirme aktiviteleri agisindan
degerlendirildiginde; 50 pL degeri 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D konsantrasyonunun 1 mg/L BAP
+ 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonunun 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonundan yuksek
tespit edilmistir. 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonunun 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D
konsantrasyonundan diisiik oldugu tespit edilmistir. 100 uL degeri 1 mg/L BAP + 1 mg/L 2,4-D
ile 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonlari arasinda belirgin fark tespit edilmistir. 1,5
mg/L 2,4-D konsantrasyonundan yiiksek olduklari tespit edilmistir. 150 pL degeri 1 mg/L BAP +
1 mg/L 2,4-D konsantrasyonu 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D ve 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D
konsantrasyonlarindan yiiksek oldugu tespit edilmistir. 1 mg/L BAP + 1,5 mg/L 2,4-D
konsantrasyonunu ve 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonundan daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. 200 pL degeri 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonunun 1 mg/L BAP + 1 mg/L
2,4-D ve 1 mg/L BAP +1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonlarindan yiiksek tespit edilmistir. 1 mg/L
BAP + 1 mg/L 2,4-D ile 1 mg/L BAP +1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonlar1 arasinda fark tespit
edilmistir. (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Farkli konsantrasyonlarda gelisen M. officinalis kallus dokularimin HIP ekstrelerinin DPPH
grafigi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan ¢alismanin amaci, tilkemiz Akdeniz bélgesinde dogal olarak yetisen M. officinalis
(Ogul Otu) bitkisinin geleneksel mikrogogaltim yontemlerine alternatif olarak yeni nesil bir
yontem olan gegici daldirma biyoreaktor sistemi gelistirilmistir.

Calismada besi ortamina farkli bitki biiylime diizenleyicileri eklenerek M. officinalis bitki
eksplantlar1 besiyerine aktarilip kallus gelisimleri saglanmis ve kallus dokularinin farkli organik
¢oOziiciilerde olusturulan ekstreleri ile toplam fenolik madde miktari, toplam flavonoid madde
miktar1 ile antioksidan aktivite tayinleri icin DPPH ve ABTS analizleri yapilmistir. Elde edilen
analiz sonuglarinda en yiiksek ve en diisiik degerler belirlenmistir.

Yeni nesil doku kiiltiiri yontemleri ile yapilan litaretiir ¢alismalar1 arastirildiginda, bitki
gelisimini tesvik eden faktorler (bitki biiyiime diizenleyicileri, 151k etkisi, sicaklik, nem, daldirma
siiresi, havalandirma vs.) bitkinin yapilan analizlerinde farkli sonuglar verdigini ortaya
koymustur.

Ziv vd. (1998), plastik kaplardan olusan hava tasimali biyoreaktor sistemi kullanilarak
birka¢ bitkinin meristematik hiicresininin ¢ogalmasimi amacglamislardir. Bitkinin tiirline bagl
olarak 26-30 gunluk bir surede meristem hiicrelerinin biyokitlesi, 5-8 kat artmistir. Bigak
1zgarasindan yapilmis bir kesici yardimiyla meristem hiicreleri mekanik olarak ayrilmistir. Daha
fazla biiylimenin saglanmasi amaciyla kesilmis propagiiller, agarli ortama aktarilmigtir. Bitkinin
siirglin ve yaprak gelisimini takip edildiginde egrelti otunda 16 hafta, patates, muz ve glayolde
12-14 hafta siiresince gelisim gosterdigi gozlenmistir. Bitkilerin mikrogogaltimi agisindan bu
caligmaya bakildiginda, biiyiik 6lgekli siv1 kiiltiirlerin faydali olup olmadig: tartisilmaktadir.

Mosqueda Frometa vd. (2017), yaptiklari ¢alismada gerbera bitkisinin strgtnlerini in vitro
ortamda c¢ogaltmak i¢in gegici daldirma biyoreaktdr sistemini kullanarak —sistemin
uygulanabilirligini degerlendirmislerdir. 6, 8 ve 12 saat araliklarda daldirma sikligi, 2 saatte bir 1
dakika olacak sekilde ek havalandirma ve 14, 21, 28 ve 35 seklindeki farkli giin sayisinda siirgiin
kiiltiiriiniin  siiresi gibi faktorler arastirilmistir. 8 saatte bir daldirma ile beraber ek bir
havalandirma islemi gerceklestirilerek, kontrole kiyasla c¢ok daha iyi gelismis siirglinler
iiretilmistir. Ortalama ¢ogalma oranina bakildiginda 9 siirgiin/eksplant olusmustur. Siirgiinlerin
yiiksek taze ve kuru agirliga sahip olmasim saglayan ideal slire 6 saat olmasina karsin bu siire
hiperhidrisiteyi arttirmistir. 8 veya 12 saate ayarlanan daldirma frekanslarinda, siirgiin
gelisiminde higbir farklilik gozlenmemistir. 1 giin igerisinde 12 saat araliklarla yapilan ek
havalandirma, havalandirmasiz kontrole kiyasla siirgiin hiperhidrisitesini %31,37’den %5,24' e
diisiirmistiir. Bagil su igerigi agisindan diisiik taze ile kuru agirliga sahip olan siirgiinlerde %89,8'
lik diisiis olusma nedeni, 8 saatte bir ek hava beslemesi uygulanmasidir. 28. giiniin sonunda 6,7

ve 35. giiniin sonunda 6,1 degerinde siirgiin/eksplant sayis1 artmigtir. IAA kullanilarak ayni



ortam ile desteklenmis siirglinler 7 ile 14 giin sonra, ayni ortam kullanilarak ancak IAA ile
desteklenmis siirgiinler, gecici daldirma biyoreaktor sisteminde koklenmesi tesvik edilmistir.

Daungban vd. (2017), muz eksplantlarin her birini, 6 hafta stireyle ve 3 kiiltir dongiisii
seklinde 0,125 ve 0,250 mg/L tidiazuron (TDZ) ekleyerek analiz etmislerdir. Basarili veriler elde
etmek i¢in eksplantlar1 4 parcaya ayirmak ve 0,125 mg/ L TDZ ile gegici daldirma yeni nesil
doku kiiltiirii teknigini kullanmislardir. 3. kiiltiir dongiisiinde ise her eksplant basina 11,03'e kadar
yeni siirgiinle sonuclandigini gdstermislerdir. 1. dongiide kap basina siirgiin sayis1 2,08 ve 5,74
katina, 2. ve 3. dongiide ise kap basina siirgiin sayis1 48 ve 132 katina ¢ikmistir. Klasik doku
kiiltiirinde ekimi yapilan muzlar, kap basina daha az siirgiin ve daha fazla kiigiik siirgiin
gelistirmistir.

Welander vd. (2014), gecici daldirma biyoreaktor sistemine dayanarak olusturulan yeni bir
kiltir kabi kullanarak Digitalis lutea Purpurea, Echinacea purpurea ve Rubus idaeus' un
mikrogogaltimi degerlendirilmistir. Digitalis ve Echinacea en fazla sivi ortamda yas agirlik
kazanirken, Rubus yari-kati ortamda yas agirligi en fazla kazanmistir. Kuru agirlik bakimimdan
ise Digitalis, Echinacea ve Rubus tiirleri kuru agirlik benzerdir. Gegici daldirma biyoreaktor
sisteminin, yapilan bu ¢aligmada uygun oldugu gézlenmistir.

Gutiérrez vd. (2016), G. angustifolia’ nin mikrogogaltimini gegici daldirma biyoreaktor
sistemlerde degerlendirip, elde ettikleri sonuglari klasik doku kiiltiiriiyle elde ettikleri sonuclar ile
karsilastirmiglardir. Calismalar, giin igerisinde 3 veya 4 defa 2 dk’lik daldirma ve 3,0 mg/L
benzilaminopurin (BAP) ile hazirlanan MS ile olusturulan klasik doku kiiltiirii kullanilmistir.
Caligma, gecici daldirma sistemi i¢in 20 kap olusturulup, her bir kap i¢cin 200 ml siv1 kiiltiir
igermistir. Bu sistemde, 6 ve 8 saatlik frekanslar olusturulmus ve 2 dk’lik daldirmalar
gergeklestirilmistir. En iyi sonuglar ise giin i¢cinde 4 daldirma dongiisii (6 saatte bir) baz alinarak,
her eksplantta 2,7 siirgiinliik ¢cogalma ve ¢ok daha fazla rizom biiyiimesi elde edilmistir. Elde
edilen sonuglara bakildiginda; sivi ortam yar1 kat1 ortama kiyasla, siirglin ¢ogalma oranlar1 ve
rizom bilylimeleri agisindan daha fazla basar1 gostermistir.

Zhu vd. (2005), yaptiklar1 ¢alismada gecici daldirma biyoreaktor sistemi kullanilarak elma
anaglarinin siirgiin gelisimini incelenmistir. En iyi siirgiin uzamasinin 1,1umol BAP ve 0,25 pmol
IBA konsantrasyonunda ve en iyi siirgiin ¢ogalmasinin 4,4 pmol oraninda BAP ve 0,5 pmol
oraninda IBA konsantrasyonundan elde edilmistir. Daldirma siklig1 giinde 16 defa ayarlanarak,
siirgiinde giinde 8 defa ¢ogalma oldugu gozlenmistir.

Gao vd. (2015), gelistirdikleri bu protokolde gegici daldirma biyoreaktor sistemi ve yari
kat1 kiiltiir metodonu kullanarak, Cin su kestanesinin hem sogancik hem de siirgiin gelisimini
incelemislerdir. Bu ¢alismada, Cin su kestanesinin 3 ayri tiiri kullanilmigtir. Gegici daldirma
biyoreaktor sisteminde bu bitkinin optimum sartlar1 gozlemlendiginde; ¢ogalma oram (36,5 kat)

ve siirglin olusturma kapasitesi (68,9) artmasi ve vitrifikasyon oraninin diisiikliigli agisindan en
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iyi siire her 8 saatte bir kiiltiir ortamina 15 dakika daldirma olarak gézlenmistir. Siiriinen kdksap
siirglin uclari, korm siirgiin uclarindan biraz daha yiiksek siirgiin olusum kapasitesine sahiptir;
gecici daldirma biyoreaktor sistemlerde, 4 mg/L oraninda 6-benzilaminopurin ve 0,5 mg/L
oraninda 1-naftalinasetik asit (NAA) iceren Murashige—Skoog (MS) ortami kullanilarak en fazla
siirglin ¢cogalma oran1 43,7 kat olarak elde edilmistir. Kdklenme asamasina bakildiginda ise kok
olusturma kapasitesi, kok uzunlugu ve koklenme ylizdesi (sirayla 3,8, 8,5 cm ve %78 ) olarak
maksimum gelisim 2.0 mg/L NAA iceren ortamla saglandigr gézlenmistir; ayrica bu durum
daldirma sikhigim1 da azaltmistir. Diger tiirdeki bitkiciklere kiyasla E. dulcis Guiti No. 1 sp.
bitkicikleri siiriinen rizom, ¢ap ve %95 hayatta kalma orami ile en yiiksek gelisime sahip
olmuslardir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglara bakilacak olursa, Cin su kestanesi fidanlarinin
giivenirligi ve verimliligi agisindan, gegici daldirma biyoreaktor sistemi kullanmanin biiyiik bir
avantaj sagladig1 gézlenmistir.

Yenice (2010), ¢alismasinda gegici daldirma biyoreaktor sistemini kullanarak bitki biiylime
diizenleyicilerinin su mercimeginin {izerinde etkilerini incelemistir. Her materyal basina bitki
artist 0,2 mg/L BAP bulunan, sukroz bulunmayan sivi kiiltiirde 50,44 adet, 0,05 mg/L Kinetin
bulunan sivi kiiltiirde 57,82 adet ve 0,6 mg/L, TDZ bulunan sivi kiiltiirde 50,74 adet olarak
gbzlemlenmistir. Protein degeri %25,5 ¢ikan su mercimeginin azot analizi yapilirken Kjendahl
Yontemi kullanilmistir. 0,5 mg/L BAP uygulanan bitkinin protein miktarmmda %29,18 oraninda
bir artis goriilmiistiir. Yapilan bu tez calismasinda, gecici daldirma biyoreaktor sistemi teknigiyle
¢ogaltimin su mercimegi bitkisinde protein miktar1 i¢in olumlu sonuglandig tespit edilmistir.

Orhan Fedekar (2015), dogal yontemlerle koklendirilmesi zor olan Myrobolan B (Prunus
cerasifera L.) bitkisinin ge¢ici daldirma biyoreaktoriinde mikrogagaltim yapilmasi amaglanmustir.
Yar1 kati1 kiiltiirde elde edilen siirgiinlerde, gecici daldirma biyoreaktorii kullanilarak
optimizasyonu saglanmistir. Gegici daldirma biyoreaktdriinde daldirma siiresi 1 saat 20 saniye
ayarlandiktan sonra 250 ml s1v1 kiiltiire 6 adet eksplant ekilmis ve 40 giin alt kiiltiire alinmistir.
Bu ekimin sonunda 7,33 siirgiin gelisimi, 14,68 ortalama siirgiin artis1 ve % 8,33 vitrifikasyon
olarak sonuglanmistir. Yapilan ¢alismanin sonucu degerlendirildiginde gecici daldirma
biyoreaktor sisteminin klasik kiiltiire kiyasla daha avantajli oldugu goriilmiistiir.

Bigen (2017), yaptig1 calismada mersin bitkisini hem geleneksel hem de yeni nesil kiiltiirde
ayni hormonlar1 kullanmis olup yeni nesil kiiltirde 4 ve 8 saat daldirma siirelerini ayarlamistir.
Yapilan ¢alismanin sonucunda yeni nesil doku kiiltiiriiniin daha avantajli oldugunu gézlenmistir.

Hanhineva vd. (2005), calismalarinda ¢ilek yapragi eksplantlarinda siirgiin geligimini
gecici daldirma biyoreaktor sisteminin kullanilabilirligini test etmislerdir. Hem siirgiin ¢ogaltma
hem de gelisim gosteren bitkicikler alt kiiltiire alinmasi acisindan gegici daldirma biyoreaktor
sisteminin yar1 kat1 ortama kiyasla daha uygun bir sistem oldugu gozlenmistir. Gegici biyoreaktor

sistemi ile geleneksel kiiltiir ortamindaki is¢ilik siirelerini kiyasladiklarinda, gecici biyoreaktor
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sisteminin daha avantajli olup bu is¢ilik siiresinin yaridan daha aza indigi gézlemlenmistir.
Calismada kullanilan bu yeni sistem, ¢ilek ¢esitlerinin in vitro ortamda ¢ogaltilmasi agisindan
uygun bir yontem oldugu gézlenmistir.

Sacco vd. (2013), Stevia rebaudiana Bertoni (Seker Otu) bitkisinin gegici daldirma
biyoreaktor sistemi kullanarak sivi kiiltiirleri ( RITA ve Plantform biyoreaktor sistemleri) ve yari
kat1 (agarli) kiiltirii karsilagtirmiglardir. RITA biyoreaktor sisteminde 3 saatte bir daldirma
gergeklestirilirken, PLANTFORM biyoreaktér sisteminde 8 saatte bir daldirma
gergeklestirilmigtir. PLANTFORM sistemlerde 8 saatte bir daldirmanin siirgiin olusumunda en iyi
sonucu verdigi gozlemlenirken, 3 saatte bir daldirmanin eksplantta kallus ve camlagma
olusturdugu tespit edilmistir ve yar1 kati kiiltiire kiyasla daha iyi sonuglar elde etmiglerdir.

Ziv (1991), caligmasinda Nephro lepis, Philodendron ve Gladiolus koltuk alti tomurcuk
eksplantlarinin yeni nesil doku kiiltiiriinde gelisimini goézlemlemistir. Gladiolus eksplantinin
gelisimini arttirmak amaciyla siirgiin morfogenezi, tomurcuk ve protokorm iiretiminde kiiltiire
bitki biiyiime diizenleyiciler eklenmistir. Protokormlar ¢api; Benzyladenin (BA), naftalenasetik
asit (NAA), yiksek siikroz seviyeleri ve paclobutrazol uygulanarak 4-6 mm’ ye ulasmustir.
Meristemoid kiimelerden ayrilip agarli kiiltiire aktarilan protokormlar, hem dogrudan topraga
aktarilan ve depo edilen bitkicikler hem de soganciklar iiretilmistir. Philodendron eksplantlart;
sivi besiyerinde bulanan paclobutrazol nedeniyle cogalma orani artis gosterirken, yapraginin
gelisimi biiyiik bir oranda kisitlanmistir. Sivi kiiltiirden ayrilan tomurcuk kiimeleri yar1 kati
kiiltiire aktarilip stirglinler gelistirilmistir. Yapilan bu ¢aligmanin sonucunda, protokormlar agarsiz
ortamda gelistirilip mikro ¢cogaltimin siiresiz kisaltilmistir.

Bu tez ¢alismasimin sonuglari degerlendirildiginde ekimi gergeklesen M. officinalis
bitkisinin nod kisimlar1 2500 lux floresan 151k altinda, 22 + 2°C sicaklik altinda iklimlendirme
odalarinda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik fotoperiyodundaki gelisimleri takip edilmistir.
Biyoreaktor sisteminde 30 dakika araliklarla 2 dakika daldirma ve 2 dakika havalandirma siireleri
olacak sekilde ayarlanmigtir. M. officinalis bitki eksplantlar1 2 hafta kiiltiirde bekletilmis ve 2 defa
alt kiiltiire alinmistir. Calismada elde edilen kallus morfolojisinden en iyi kallus gelisiminin
1BAP ve 1 2,4-D mg/L igeren besiyeri ortami ile IBAP ve 1,5 2,4-D mg/L iceren besiyerinde
olustugu gozlenmistir. Kalluslarin rengi koyu yesil olup sert bir yapiya sahip oldugu tespit
edilmistir. 1BAP+2 2,4-D mg/L konsantrasyonunda ise renk geligimi yesil-sar1 olarak gozlenmis
olup kalluslarin kirilgan oldugu tespit edilmistir. BAP ve IAA kombinasyonunda belirgin sekilde
kok ve siirglin gelisimi gozlenmis olup kallus gelisimi gozlenmemistir. BAP ve picloram
kombinasyonunda gelisim gosteren kalluslar ilerleyen siireclerde kahverengi rengini alip daha
yumusak ve kirillgan 6zellik gostererek gelisimini tamamlamadigl goriilmiistiir (Tekdal, 2020).

Bitki biiylime diizenleyicilerinin oranlar1 doku kiiltiirii tekniklerinde, bitkinin gelisimi {izerine

34



etkileri cok 6nemlidir. Cogunlukla hizl1 hiicre gogalmasi ve kallus olusumu, yiiksek oksin diistik
sitokinin oraniyla tesvik edilmektedir (Chawla and Wenzel, 1987).

Geleneksel doku kiiltiiriinde kallus olusumuyla alakali yapilan literatiir arastirmasinda;

Hamid vd. (2012), turunggil anaglarinin kotiledon eksplantlartyla yaptiklar1 ¢alismada 2
mg/L oraninda hazirlanmis 2,4-D konsantrasyonunun kullanildigi ortam haricinde diger tiim
ortamlarda kallus olusumu gozlemistir.

Erdag vd. (2019), Dorystoechas hastata bitkisi ile yaptiklari ¢alismada tek basina BA ve
2,4-D konsantrasyonlar1 kallus olusumunu diigiikte olsa tesvik ettigi gozlenmistir. En yiiksek
kallus gelisimi 1mg/L BA ve 2 mg/L 2,4-D igeren besiyerinde gozlenmistir. Bu ortam sirayla 1
mg/L BA ve 0,5 mg/L 2,4-D igeren besin ortami, 1 mg/L BA ve 1 mg/L 2,4- D igeren besin
ortami ile 2 mg/L BA ve 1 mg/L 2,4- D igeren besin ortaminda oldugu izlemistir.

Franklin ve Dias (2006), Hypericum perforatum bitkisinin kok ve yapraklarindan kallus
elde etmek igin yaptiklar1 arastirma ¢alismasinda da 1 mg/L BAP ve 1 mg/L 2,4-D igeren besin
ortami ile 0,5 mg/L BAP ve 0,5 mg/L 2,4-D igeren besin ortami1 kullanilmis ve kallus gelisiminin
olmadig1 gézlenmistir.

M. officinalis L. bitkisi ile yapilan bu tez ¢alismasinda nod kisimlarindan alinan eksplant 1
BAP ve 1 2,4-D igeren besin ortami, 1 mg/L. BAP ve 1,5 mg/L 2,4-D igeren besin ortami ile 1
mg/L BAP ve 2 mg/L 2,4-D igeren besin ortamlarinda ekimi yapilmis ve Franklin ve Dias (2006)
calismasinin aksine kallus gelisimi gozlenmistir. Endemik bir tlr olan Hypericum spectabilenin
bitkisinin yapraklarindan 1 mg/L. BAP ve 2 mg/L 2,4-D igeren besin ortaminda gelisen kallus
dokularinin varlig1 mevcut tez ¢calismasinin bulgularini desteklemektedir (Karakus, 2011).

Bitkilerde sekonder metabolitler; tozlasma, c¢evresel kosullara uyum saglama,
mikroorganizma, bocek vs. kars1 kimyasal savunma ve diger bitkilerle rekabet halinde olma vb.
durumlarda varolduklar1 bilinmektedir (Vanisree vd., 2004). Bitkilerde ¢ok az bulunur ve
depolanirlar. Bitkilerin organize olmus dokularinda (gicek, meyve ve yapraklarinda)
ekstraksiyonlar1 zor elde edilirken organize olmamig kallus kiiltiirlerinde daha kolay elde edilir
(Oskay vd., 2009).

Kallus kiiltiirleri sekonder metabolit tiretiminde diger biyoteknolojik yontemlere kiyasla
daha fazla ¢alisgilmaktadir. Elde edilmek istenen bilesigin miktari, besiyerinde bulunan bitki
bliylime diizenleyicileri ve temel maddelerin ilavesi ile kallus kiiltiiri olusturularak elde
edilebilmektedir (Demir, 2018). Bu c¢alismada kallus kiiltiirii olusturulmasinin ve antioksidan
kapasite tayininin belirlenmesinin amaci hem sekonder metabolit elde edilmesinde hem de izole
edilmesinde 6nemli bir ¢alisma niteligi tagimaktadir.

Topdemir vd. (2018), yaptiklar1 geleneksel doku kiiltiirii ¢alismalarinda en yiiksek toplam
fenolik madde igeriginin 1,523+0,117 mg GAE/g degerinde 1,5 mg/L 2,4-D ve 0,5 mg/L BAP

iceren besin ortaminda yetisen kallus dokularindaki etanol ekstresinden elde etmiglerdir. En
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diisiik toplam fenolik madde icerigi ise, 1,178+0,064 mg GAE/g degeri ile 1 mg/L PIC ve 0,5
mg/L BAP iceren besin ortaminda yetisen kallus etanol ekstresinden elde edilmistir. Bu tez
calismasinda en yiiksek toplam fenolik madde igeriginin 0,54 + 0,00 mg GAE/g degeri ile 1 mg/L
BAP + 1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonu olup bir dnceki ¢alismadan sitokinin konsantrasyonu ve
toplam fenolik miktar1 degeri olarak diisiik oldugu gézlenmistir. En diisiik toplam fenolik madde
icerigi 0,03 £ 0, 01 mg GAE/g olarak 1 mg/L BAP + 2 mg/L 2,4-D konsantarasyonundan elde
edilmistir.

Sitokinin ya da oksin tiirlerinin, konsantrasyonu veya oksin/sitokinin orani, besi yerlerine
aktarilmig bitki hiicrelerinin gelisgiminde 6nemli farkliliklara yol acar (Mantell vd., 1983).
Sitokininlerin etkisi incelenen tiirlere ve bu tiirlerin bitki kisimlarinda farklilik gdstermektedir.
Kiiltiirlerde sekonder metabolitlerin artmasi ve azalmasi bitkinin tiirine gore farklilik
gostermektedir (Mok vd., 1976).

Toplam flavonoid madde miktar1 4,930+0,379 mg KE/g ile en yiiksek olarak 2 mg/L PIC
ve 0,5 mg/L BAP igeren besiyerinde, 2,709+0,157 mg KE/g degeri ile en diisiik olarak 1,5 mg/L
2,4-D ile 1 mg/L PIC ve 0,5 mg/L KIN igeren besiyerinde oldugu tespit edilmistir. Yapilan
mevcut ¢aligma da toplam flavonoid madde miktar1 0,40+0,01 mg KE/g degeri ile en yiiksek
olarak 1 mg/L BAP +1,5 mg/L 2,4-D konsantrasyonunda, en diisiik degerinin 0,37+0,01 mg KE/g
olarak 1 mg/L BAP ve 2 mg/L 2,4-D konsantrasyonunda gelisen kallus dokularinda oldugu
bulunmustur.

Bitkilerin antioksidan aktivitelerinin tayini icin ABTS aktivite ve DPPH serbest radikal
siipiirme yontemleri en sik kullanilan giivenilir ve ekonomik analizlerdir (Kogak vd., 2020).

Salehi vd. (2005), yaptiklari ¢alismada Ziziphora clinopodioides bitkisinin metanol
ekstratlarmin ABTS ve DPPH analizlerini incelemisler ve giiclii aktiviteye sahip oldugunu tespit
etmislerdir.

Ogretmen (2022), yaptigi ¢alismada Scilla bifolia bitkisinin bitki sap1, sogan, ¢igek ve
yaprak kisimlarini kullanarak elde edilen ekstrelerin antioksidan aktivitelerini incelemistir. DPPH
radikali giderme tayini skapus kisminda (%94,20 + 0,36) en fazla elde edilirken, sogan kisminda
(%32,01+0,06) en az elde edilmistir. %92, 65+0,27 ve %87,41+0,34 degerleri ise yaprak ve ¢icek
kisimlarindan tespit etmigtir. ABTS aktivite tayinine bakildiginda bitkinin farkli kisimlarinda
9,324+0,03 ve 2,59+0,00 umol/g arasinda degistigi tespit edilmistir. Bitkinin yaprak, sap ve ¢icek
kisimlarinin ABTS aktivite tayinine bakildiginda DPPH degerleriyle benzer olarak en yiiksek ve
sogan kisminda ise en diisiik oranda oldugu belirlenmistir.

Kaya (2022), yaptig1 ¢alismada Helichrysum plicatum bitki ¢igeklerini farkli ¢éziiciilerle
hazirlanmig ekstrelerin  antioksidan kapasitelerini arastirmigtir.  ABTS radikali giderme
yonteminde, ekstrelerin en yliksek konsantrasyondaki etkinlikleri karsilastirldiginda; Troloks>

BHT> BHA> etanol ekstrati> aseton ekstrati> su ekstrati> kloroform ekstrati> hekzan ekstrati
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olarak belirlemistir. DPPH radikali giderme yonteminde, ekstrelerin en yiiksek konsantrasyondaki
aktivitelerini karsilastirdiginda; BHA> Troloks > BHA > su ekstrati> aseton ekstratt >etanol
ekstrat1 >kloroform ekstratt >hekzan ekstrat1 olarak belirlemistir. Mevcut calismada ise etanol,
metanol ve BHT coziiciileri kullanilmistir. ABTS radikali giderme yonteminde ¢oziiciilerle
hazirlanmis ekstrelerin en yiiksek aktiviteleri kiyaslandiginda sirasiyla; Metanol> Etanol> HIP
ekstreleri olarak tespit edilmistir. DPPH radikali siipirme yonteminde, ¢oziiciilerle hazirlanmig
ekstrelerin en yiiksek aktiviteleri kiyaslandiginda sirasiyla; Etanol >Metanol> HIP ekstreleri
olarak tespit edilmistir.

Ekstraksiyon islemlerinde ¢0ziiciiniin polar veya apolar olmasi ekstraksiyon verimini
etkilemektedir. Bilim insanlarinin polar ve apolar ¢oziiclilerle yapmis olduklari arastirmalar
sonucunda, % ekstre oranlart {izerinden en etkili olanin polar ¢oziciiler oldugunu
gozlemlemislerdir. Radikal giderme aktivitelerin ise en iyi polaritenin apolar ¢oziiciilerden ziyade
polar ¢oziciilerde yliksek bulundugu tespit edilmistir. Metanol ve etanol polar ¢oziiciiler olup
eliisyon etkileri polariteleri ile artmaktadir (Hayouni vd., 2007; Ozcan vd., 2007).

Ozcan ve Acet (2022), yaptiklar1 calismada Lamiaceae familyasina ait bir tiir olan Stachys
macrantha bitkisinin toprak istii kisimlarindan alinan eksplantlari kullanmiglardir. Bitkiden
aldiklar1 eksplantlar1 metanol, etanol ve etil asetat ¢oziiciileri ile ekstrakte ettikten sonra toplam
fenolik madde miktar1 ve toplam flavonoid madde miktar1 ve antioksidan aktivite (ABTS, DPPH)
tayinlerini incelemislerdir. Elde ettikleri verilere gdre, metanol ekstraktlari, etanol ve etil asetat
ekstraktlariyla karsilastirdiklarinda aktivitelerinin belirgin derecede yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir.

Tirkmen vd. (2022), yaptiklar1 ¢aligmada metanol ve su ekstrelerinin antioksidan ve
antimikrobiyal 6zelliklerini incelemislerdir. Calismada en etkili ¢oziiciiniin (metanol ekstraktinin
% DPPH’" radikal giderme aktivitesi hari¢) metanol oldugunu tespit etmislerdir. Mevcut
calismada ise en etkili ¢dziiciiniin (metanol ve apolar HIP ekstratlarinda, %DPPH radikal giderme
ve toplam flavonoid madde miktari tayini hari¢ ) metanol oldugu tespit edilmistir.

Mevcut ¢aligmada % DPPH radikal giderme ve ABTS aktivite tayin yontemlerini ile
alakal grafikleri daha ayrmtili incelersek; Grafik 3.1.’de konsantrasyon arttikca metanol
ekstrelerindeki ABTS radikalinin giderilmeside de paralel olarak artig tespit edilmistir. Grafik
3.2. yi inceledigimizde konsantrasyon arttik¢a 1mg/L BAP +1mg/L 2,4-D ve 1mg/L BAP +1,5
mg/L 2,4-D bitki biiylime diizenleyicileriyle olusturulan kombinasyonlarin etanol ektrelerindeki
ABTS radikallerinin giderilmesinde de artis tespit edilmistir. Ancak 1mg/L BAP +2 mg/L 2,4-D
bitki biiylime diizenleyicisinin etanol ektrelerindeki ABTS radikallerinin giderilmesinde artig ve
azalis gorildiigii tespit edilmistir. Bu degiskenlik kullanilan ekstratin konsantrasyonundan,
kullanilan toprak ve mevsimsel farkliliktan kaynakli oldugu diistiniilmektedir. Grafik 3.3. ve

Grafik 3.6 y1 inceledigimizde her iki grafigin konsantrasyonlarindaki HIP ekstrelerinin

37



antioksidan aktivitelerinde (ABTS ve DPPH) artis ve azalis oldugu tespit edilmistir. Bunun
nedeni, ¢oziicli olarak HIP’ in bitki dokularinda kullaniminin hayvan dokularinda kullaniminda
oldugu gibi etkili olmamasi ve HIP apolar bir ¢dziicii oldugu icin polaritesinin diisiik olmast
olarak diistiniilmektedir. Grafik 3.4.” i inceledigimizde konsantrasyon arttikca 1mg/L. BAP
+1mg/L 2,4-D ve 1mg/L BAP +1,5 mg/L 2,4-D bitki biiyiime diizenleyicileriyle olusturulan
kombinasyonlarin metanol ektrelerindeki DPPH radikallerinin siipiiriilmesinde de de artis tespit
edilmistir. Ancak Img/L BAP +2 mg/L 2,4-D bitki buylme diizenleyicisinin etanol ektrelerindeki
ABTS radikallerinin giderilmesinde artis gozlenirken 200 pL azalis tespit edilmistir. Bu
degiskenlik kullanilan ekstratin konsantrasyonundan, kullanilan toprak ve mevsimsel farkliliktan
kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Grafik 3.5.” i inceledigimizde konsantrasyon arttik¢a etanol
ekstrelerindeki DPPH radikalinin siipiiriilmesinde de paralel olarak artig tespit edilmistir.

% DPPH radikal giderme ve toplam flavonoid madde miktarininin etanolde yiiksek
¢ikmasinin polarite digsinda nedenleride vardir. Bunlar; kullanilan ¢6ziicliniin farkliligi, ekstrat
isleminde kullanilan teknik, laboratuvar sartlarinin farkliligi, ekstraktin konsantrasyon farkliligi,
kullanilan toprak ve iklim sartlari, mevsimsel farkliliklar vs. bir ¢ok sebebin sonucu etkiledigi
diistiniilmektedir (Turkmen vd., 2023).

M. officinalis bitkisinin gegici daldirma biyoreaktor sistemiyle uygulanan kallus kiiltiirii
teknigi calismalarinda antioksidan aktivite tayinleri ilk defa incelenmistir. Sonuclarin mukayese
edilebilecegi analitik veri mevcut degildir. Mevcut ¢alismayi kiyasliyabilmek i¢in yeni nesil doku
kiiltiirii ile arastirilan bitkilerin siirgiin kok vs. (kallus hari¢) kisimlar1 ve geleneksel doku
kiiltiiriinde gelistirilen Melisa ve farkli bitki tiirleri ¢alismalar1 kiyaslanmastir.

Sonug olarak bu ¢alismada, M. officinalis bitkisinin gegici daldirma biyoreaktor sistemi ile
mikrogogaltimi gergeklestirilmis olup bitki dogal ortamindan ve geleneksel doku kiiltiirii (yari-
kat1 kiiltiir) ortamindan daha kisa siirede ve daha fazla sayida iiretilmistir. Geleneksel doku
kiiltiiriinde bitki dokularinin besi yeriyle siirekli temas etmesiyle bitkide hiperhidrasyon
(vitrifikasyon) gibi sorunlar ¢ok sik ortaya ¢ikmig olsa da yeni nesil doku kiiltiiriinde yapilan
caligmalarda bitki besi ortamiyla siirekli temas halinde olmadig1 igin bitki dokularinda daha az
hiperhidrasyon goérulmektedir (Niemenak vd., 2008). Geleneksel doku kulttriinde her bitkinin
gelisimini tesvik eden faktorler (sicaklik, 151k, nem vs.) farkli ve ¢ok dnemlidir. Yeni nesil doku
kiiltiiriinde ise optimum kogullar1 saglamak i¢in bu faktdrlere ek olarak her bitki i¢in daldirma ve
havalandirma siirelerinin optimizasyonunu saglamak gerekir. Yapilan literatiir aragtirmalarinda,
melisa bitkisi ile alakali geleneksel doku kiiltiiri galigmalar1 yapilsa da yeni nesil doku kiiltiirii ile
alakali bir ¢aligma yapilmamistir. Yapilan bu ¢alismayla geleneksel doku kiiltiiriine alternatif
olarak yeni nesil doku kiiltiirii ¢alismalarinin gelisimi amaglanmis olup yapilacak yeni ¢alismalara

katki saglayacagini diisliniiyoruz.
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