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Yiiksek Lisans
OZET

THYMUS PSEUDOPULEGIOIDES KLOKOV&DES-SHOST’UN MIKROCOGALTIMI
VE FENOLIK BILESIKLERININ ANALIZI VE ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ
BELIRLENMESI

Mustafa GONAYDIN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danigsman: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2014, 61 Sayfa, 7 Sayfa Ek

Bu ¢alismada, T. pseudopulegioides tohumlarinin farkli besi ortamlarindaki
¢imlenme kabiliyetleri, ¢esitli bitki bliyiime diizenleyicileri iceren MS temel besi ortamina
yerlestirilen eksplantlardan dogrudan organogenezle fidelerinin iiretimi ve bu fidelerin
metanol Oziitlerinin toplam fenolik icerikleri ile antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi
amaglandi. Bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen besi ortaminda ¢imlendirilen fidelerden
alian eksplantlar (1 cm) 6-benziladenin, thidiazuron ve kinetin igeren ( 0,25; 0,5; 1,0 ve
2,0 mg/L MS temel besi ortamina ortamlarina aktarildi. Bu ortamlarda gelisen iki aylik
fidelerden elde edilen metanol Gziitlerinin toplam fenolik ve flavonoid miktarlart HPLC ile
fenolik igerikleri belirlendi. Ayrica antioksidan aktiviteleri, iki tamamlayici yontem, DPPH
ve B-karoten linoleik asit testleri, kullanilarak belirlendi. Farkli ortamlardan elde edilen
oziitlerin toplam fenolik miktarlar1 24,01-1083,74 mg/100g, flavonoid miktarlari ise 22,48-
92,08 mg/100g arasinda tespit edildi. En yiiksek toplam fenolik igerigi 1,0 mg/L KIN
iceren ortamda yetisen fidelerde (1083,74 mg/100g) ve toplam flavonoid igerigi 0,5 mg/L
6-BA igeren ortamda yetisenlerde elde edildi (92,08 mg/100g). En yiiksek radikal siipiiriicii
etkiye 2,0 mg/L KIN ortamda gelisen fidelerden elde edilen 6ziitte tespit edildi (1C50: 4,77
mg/mL). Orneklerin B-karoten testinden elde edilen lipid oksidasyonunu engelleme
derecelerinde en yiiksek aktiviteyi 0,5 mg/L 6-BA ortaminda gelisen fidelerin 6ziitlerinde
tespit edildi (%BAA: %100).

Anahtar kelimeler: Thymus pseudopulegioides, Mikrogogaltim, Fenolik bilesikler, HPLC,
In vitro, Antioksidan Aktivite
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Master Thesis
SUMMARY

MICROPROPAGATION OF THYMUS PSEUDOPULEGIOIDES KLOKOV&DES-
SHOST AND ANALYSIS OF PHENOLIC CONSTITUENTS AND ANTIOXIDANT
ACTIVITIES

Mustafa GUNAYDIN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Atalay SOKMEN
2014, 61 Pages, 7 Pages Appendix

The aims of this study are to determine the best germination medium for T.
pseudopulegioides seeds, as well as to produce seedlings via direct organogenesis from the
explants being placed on the Murashige & Skoog (MS) basal media, each supplemented
with various plant growth regulators and determine total phenolics and and antioxidant
activities of the extracts obtained from aforesaid plantlets. Explants (ca. 1 cm long) were
cut from the seedlings which were previously grown on MS with PGR free medium and
they were immediately placed on MS basal media supplemented with 6-BA, TDZ and KIN
with the concentrations of 0,25; 0,5; 1,0 and 2,0 mg/L, individually. After two months
culturing, methanol extracts of seedlings were evaluated for their total phenolic and
flavonoid contents as well as their antioxidant activities. The former was carried out by
using HPLC, while the latter was evaluated by two complementary test systems, namely
DPPH free radical scavenging and B-Carotene color bleaching test. Total phenolic contents
of all samples ranged from 24,01 to 1083,74 (mg/100 g) and whilst those of flavonoids
were from 22,48 to 92,08 (mg/100 g). The highest total phenolic content was observed in
medium including 1,0 mg/L KIN at the range of 1083,74 mg and the highest total
flavonoid content was observed in medium including 0,5 mg/L 6-BA at the range of 92,08
mg, respectively. The highest free radical scavenging activity was observed of 2,0 mg/L
KIN. In B-Carotene color bleaching test the highest activity observed of 0,5 mg/L 6-BA.

Key Words: Thymus pseudopulegioides, Micropropagation, Phenolics, HPLC, In vitro,
Antioxidant Activities
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Tarihin en eski kaynaklarina bakildiginda insanoglunun var olusundan bu yana
cevresindeki canli cansiz her tiirli kaynaktan faydalanma yoluna gittigi goriilir. Bu
kaynaklarin en Onemlisi siiphesiz bitkilerdir. Besin saglama gibi yasamsal degerler
tasimalarinin yan1 sira yiiksek bitkiler, basta ila¢ sanayi olmak {izere kimya, besin,
kozmetik ve zirai miicadele alanlarinda yararlanilan dogal iirlinleri {iretirler. Yasamsal
olarak onem tasimamakla birlikte tretildigi bitkilere bir takim uyumsal degerler ya da
avantajlar saglayan bu bilesiklere ise “sekonder metabolitler” adi verilir (Sokmen ve Giirel,
2001).

Bitkiler dogal yasam ortamlarinda ¢ok ¢esitli diismanlarla kusatilmis durumdadir.
Diismanlarindan kagmak igin yer degistirmeleri s6z konusu olmadigina gore, bitkiler
birtakim 6zel savunma mekanizmalar1 gelistirmek zorundadirlar. Bunlardan birisi de
iirettikleri 6zel kimyasallardir. Insanoglu ise, bu 6zellikten faydalanarak, eski ¢aglardan
beri ¢ok sayida bitkiyi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanagelmistir. Faydali gordiikleri
bitkileri tanimis, tanitmis ve cesitli hastaliklarda o bitkileri kullanmiglardir (Altan
vd.,1999). Bitkilerin tedavi amaci ile kullaniglarini tarif eden en eski eserler Cinlilerindir.
Chen-Nung’un “Materia Medica” adli eseri M.O. 3217 yilinda yazilmistir. Kitapta iki
yiiziin iizerinde tibbi bitkiden sdz edilmektedir (Oztiirk, 1986; Acartiirk, 1997). Tibbi
bitkiler konusunda en eski ve en dnemli belgelerden biri de Misir’da M.O. 1550 ve daha
eski zamanlarda yazilmis Papyrus Ebers’dir (Karamanoglu, 1977). Bunlarin yaninda
bitkilerin hastaliklara kars1 ilac olarak kullanilmas;, M.O. 50,000 yillarina kadar
uzanmaktadir. Kimya biliminin 18. yiizyildan sonra gelismesi bitkilerden elde edilen etken
maddelerin analizine olanak tanirken, bitkisel tedavi yontemleri yerine sentetik ilag
hammaddelerinin kullanimin1 da beraberinde getirmistir Modern ilaglarin istenmeyen yan
etkilere sahip olmasi, son yillarda dogal kaynaklardan elde edilen ilaglarin tercih
edilmesine sebep olmustur (Baytop, 1984).

Gelismekte olan birgok {ilkede niifusun biiylik bir oranmin birincil saglik
ihtiyaclarmi karsilamak icin geleneksel tedavi yontemlerine ve tibbi bitkilere agirlikli

olarak giivendigi ileri siiriilmektedir. Ayn1 zamanda gelismis {ilkelerde birgok insan



bitkisel droglar1 kullanarak, alternatif ya da tamamlayici tedavi yontemlerine
yonelmislerdir (WHO, 1999). “Yesil Dalga”, “Yesil ilag” adiyla anilan ila¢ ve tedavide
dogaya doniis akimi tiim Avrupa ve Amerika’y1 etkisi altina almistir (Tiimen vd., 1999).

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) iilkenin tibbi bitkiler iizerine yapilmis olan bazi
yayinlara dayanarak hazirladigi bir arastirmaya gore tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin
toplam miktar1 20,000 civarindadir (Baytop, 1999). Tirkiye’de 140 kadar tibbi bitki
kaydedilmistir (Baytop, 1999). Avrupa iilkelerinden Fransa, Isvicre ve ozellikle
Almanya’da bitkisel ilaglart modern tipla birlestirmek icin bir egilim vardir (Cubukgu vd.,
2002). Almanya’da 500 farkli bitkiden bitkisel ilag iiretimi i¢in yararlanilmakta ve bunlarin
200 ’i ¢ok sik kullanilmaktadir. Halkin % 52 ’si 6nemsiz hastaliklarin ilk tedavisi igin
bitkisel ilaglar1 kullanmaktadir. ABD’de ticari olarak bitkilerden elde edilen ilaglarin % 75
’1, etnobotanik bilgiler sonucunda elde edilmistir. Amerika’da regetelenmis ilaglarin % 25
’1 dogal trilinlerken, diger bir % 25 ’de dogal iiriinlerin ya kendisinden ya da model
olusturdugu maddelerden olusmaktadir (Cubukgu vd., 2002). Ayrica besinlere tat ve koku
verici (gesni) olarak kullanilan ve hatta parfim ve kozmetik alaninda “itriyat” olarak da
bilinen “aromatik” bitkilerin de ayr1 bir 6nemi vardir.

Tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen Oziitlerin veya bu etken maddelerinin
biyolojik aktiviteleri ile ilgili galismalara dair ¢ok sayida makale literatiirde yer almaktadir.
Cogu arastirmada, bitkilerin sekonder metabolizma {irlinii olan ugucu yaglarin ve
Oziitlerinin,  antimikrobiyal, antibakteriyel, antifungal, antitoksijenik, antiviral,
antiparazitik, antioksidan, antikarsinojenik ve insektisidal ozellik  gosterdigi
gozlemlenmistir (Deans, 1987; Dorman ve Deans, 2000; Semple, 2001; Ultee, 2001;
Rasooli ve MirMostafa, 2002; Juglal, 2002; Mari, 2003; Skocbusic, 2006;). Bundan dolayi
farmakolojide, fitopatolojide, ve koruyucu madde olarak da gidalarda giincel kullanimlari
s6z konusudur (Magiatis vd., 2002).

Sekonder metabolitler, bitki hiicresinin yapisinda bulunan ve devamlilifin
saglanmasinda temel goreve sahip olan karbonhidrat, lipid, protein ve niikleik asit gibi
birincil metabolizma {iriinlerinden farklilik gosterirler (Briskin, 2000). Bunlar terpenler,
fenolikler ve alkaloitlerdir (Hartmann, 1996). Sekonder metabolitlerin 6nemli ekolojik
islevleri, yani bitkinin ¢evresiyle olan etkilesiminde rolleri, aydinlatilmigtir. Gelinen son
noktada, sekonder metabolitlerin bitkiyi herbivor ve patojen saldirilarina karst korudugu,
allelopatide aktif rol oynadig1 ve palinatdrlerin ilgisini lizerinde toplamada 6nemli islevlere

sahip oldugu bilinmektedir (Babaoglu, 2002).



P13

Lamiaceae tiirlerinin {irettigi “terpen” sinifina giren kimyasallar bu bitkilerden elde
edilen ucucu yaglarin ana bilesenidir. Ancak bu bitkilerin {irettigi ekonomik agidan degerli
bilesikler ugucu terpenlerle smirli degildir. Ugucu olmayan diterpenler; karnosik asit,
karnozol ve tilirevlerinin giiglii antioksidatif aktivite goOsterdigi ve bu familyadan
Rosmarinus oficinalis (biberiye) bitkisinde bol miktarda bulundugu bildirilmistir (Frankel
vd, 1996). Bu bitkinin oziitleri, gida iiriinlerinin muhafazasi amaciyla kullanilir. Ayrica,
cesitli kanser tiirlerini ve 16semi’yi onledigi gosterilmistir (Ho vd., 2000).

Kimyasal olarak, fenolik bilesikler aromatik halkada bir veya daha fazla hidroksil
grubuna sahip bilesiklerdir (Harborne, 1967; Macheix vd., 1990; Shahidi ve Naczk, 1995).
Fenolik bilesikler fenilalanin aminoasitinden tiiretilen sekonder metabolitlerin biiyiik bir
grubunu olusturur (Mann, 1987; Harborne, 1994). Fenolik bilesikler meyvelere ve
yapraklara renk katma, bocek cekici veya itici olma, antimikrobiyal aktive, zararl
ultraviyole radyasyondan koruma ve ot¢ul hayvanlardan korunma gorev yaparlar
(Harborne, 1967; Macheix vd., 1990; Harborne ve Williams, 2000).

Tiiketim bazinda bir bitkinin potansiyeli degerlendirilirken bu tiir bilesiklerin
potansiyel antioksidan aktiviteleri de degerlendirilir. Bir bitkinin fenolik maddeler
yoniinden icerigi genellikle bitki tiirlerine 6zgiidiir (Manach vd., 2004).

Bitkilerde 8,000 'den fazla fenolik bilesik bulunur (Wrolstad, 2005). Baslica fenolik
bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidlerdir (Macheix vd., 1990; Robbins, 2003).
Bitkilerdeki fenolik asitler ¢ogunlukla hidroksinamik ve hidroksibenzoik asitlerin
tiirevlerinin yerini almaktadir. Fenolik bilesiklerin pek cogu bitkilerde vakuollerde yer alir
ve genellikle alkoller veya diger organik ¢oziiciilerle 6ziit edilir. Genellikle bir 6ziitleme
sisteminde fenolik bilesiklerin depolama sirasinda enzimatik bozunma ve polimerlesmeye
ugrayacagi olasiligindan dolayr kurutulmus veya dondurulmus halde ekstre edilir (Price
vd., 1997). Oziitleme ¢oziiciisii materyale dogrudan eklenir, parcalama ve homojenizasyon
yapilarak bulamag¢ haline getirilir. Bu islemler sirasinda oziitleme oranmni artirmak igin
ultrasonik ortam da yapilabilir. Bunun disinda perkolasyon veya soxlet extraksiyonunda
kullanilabilir (Cimpan ve Gocan, 2002).

Labiatae familyasi bitkilerinden Thymus cinsi iiyeleri diinya genelinde 400 tiir ile
temsil edilir. Tiirkiye florasinda ise 27’si endemik olmak iizere 64 takson bulunur (Davis,
1982). Thymus oziitleri geleneksel tipta, oral olarak dispepsi ve diger gastrointestinal
rahatsizliklarda; soguk alginligi, bronsit ve bogmacaya bagli Oksiiriigiin tedavisinde;

larenjit ve tonsillite kars1 gargara seklinde kullanilir. Ayrica, Tiirkiye’de Thymus tiirleri,



toprak iistii kistmlarinda bulunan ucucu yaglarindaki fenolik maddelerden dolay1 kuvvetli
antibakteriyel ve balgam soktiirlicii olarak etkilidir. Ugucu yagdaki timol (karvakrol
izomeri) bronslar tizerinde spazmolitik etki gosterir. Ayrica Thymus ugucu yaglari
antifungal antibakteriyel, sekretolitik ve bronkospazmolitik etkileri nedeniyle solunum
yollar1 enfeksiyonlarinda, soguk algmliginda kuru ve balgamli oksiiriiklerde cay veya
ekstrelerinden hazirlanmis bitkisel ilaglardan yararlanilmaktadir (Baytop, 1984; Cubukeu,
2002; Kandemir, 2002).

Insan viicudunun metabolik faaliyetler sonucu siirekli serbest radikaller, yani
“zararl1” oksijen tiirleri, iirettigi ve bu iirlinlerin bir dizi antioksidan savunma mekanizmasi
ile bertaraf edildigi gercegi 1970‘lerde ortaya c¢ikarilmistir. Kanser, dolasim bozukluklari,
yaslanma gibi olumsuz etkileri olan serbest radikallerin olusumunu 6nleyecek veya ortadan
kaldiracak dogal veya sentetik iiriinler arayisina gidilmistir (Zarzuelo ve Crespo, 2002). Bu
konudaki ilk literatiir bilgilerinde “fenolik” igerigi olan bitkisel Oziitlerin gii¢li radikal
stiptiricii etki gosterdigi rapor edilmistir (Alscher ve Hess, 1993). Aromatik bitkilerin
ucucu yaglar1 ve Oziitlerinin antioksidan aktiviteleri ile ilgili cok sayida arastirmanin
gergeklestirildigi  sOylenebilir. Sadece Thymus tiirleri degerlendirildiginde SCI, SCI-
EXPANDED dergilerde yayinlanmis makale sayis1 200’ii gegmektedir (Ornegin; Sékmen,
vd., 2004; Tepe, vd., 2004a; Tepe, vd., 2004b; Amarowicz, vd., 2009; Al-Fatimi, vd.,
2010; Viuda-Marcos, vd., 2010). Bu makalelere yenileri eklenmektedir.

Bitkisel kokenli antioksidanlar genellikle fenolikler sinifinda toplanir ve bu
kimyasallarin antioksidan etkileri redoks Ozelliklerine dayanir. Bu ylizden indirgeyici
ajanlar, hidrojen vericiler, tekli oksijen onleyiciler ve metal kelasyonu yapicilar olarak etki
ederler. Bitki fenolikleri, fenolik asitler, fenil propanoitler, monoterpenik fenoller,
flavonoitler, tanenler, vs. gibi maddelerdir (Baser, 2004). Labiatik asit ve diger fenolik
asitler, flavonoidler ve polifenoller; Lamiaceae tiirlerinde siklikla rastlanan nutrasétik
(besin) ve biyoaktif kimyasallardir (Exarchou vd., 2002; Mastelic ve Jerkovic, 2003). Polar
tabiatli fenolik bilesiklerin serbest radikaller iizerinde giiclii siipiiriicii etkileri ¢esitli
makalelerde vurgulanmistir (Komali, vd., 1999; Moller, vd., 1999, Vardar-Unlii, 2002,
Sokmen, vd., 2004). Ozellikle Thymus vulgaris’ te ilk kez gosterilen polifenoller,
rozmarinik asit ve metoksillenmis flavonoidlerin varligi bu tip 6ziitlerde giiglii antioksidatif
etkinin sorumlusu oldugu rapor edilmistir (Adzet, vd., 1988, Lu ve Foo, 2001; Sokmen,
vd., 2004).



Fenolik bilesiklerin belirlenmesi ve izolasyonu i¢in en yaygin kullanilan teknik
HPLC’ dir (Merken ve Beecher, 2000; Robbins, 2003; Hatipoglu vd, 2013). Fenolik
bilesikler oOziitlenme sirasinda filtre edilerek dogrudan ters faz HPLC kolonuna
uygulanabilir veya jel kromotografik tekniklerle bir 6n fraksiyonlama, sivi-sivi dziitlemesi
veya kat1 faz 6ziitlemesi uygulanabilir.

Dogal iiriinlerin tiikketimindeki artigsa bagl olarak tibbi ve aromatik bitkilerin Diinya
pazar hacmi hizli bir artis gostermektedir. Onceleri dogadan toplanan bu bitkilere olan
talebin artmasiyla birlikte tibbi ve aromatik bitkilerin tarimina yonelik ¢alismalara da hiz
verilmistir. Bugiin bir ¢ok tilkede tibbi ve aromatik bitkilerin tarim: yapilmakta ve birgok
bitki tiiriinde ¢esit gelistirilmektedir. Ulkemizde de son yillarda daha ¢ok baharat olarak
kullanilan ve digsatimda Onemli paylar1 olan tibbi ve aromatik bitkilerin tarimina
baslanmistir. Kaliteli, standartlara uygun ve siirekli bir tretim igin; dogadan toplanan
bitkilerden koruma-kullanma dengesi iginde yararlanilmal “siirdiiriilebilir kullanim”
ilkesine dikkat edilmeli, tarimi yapilan bitkilerde ise uluslararast gegerli “6zel tarim
uygulamalar:” ilkelerine uyulmalidir (Ozgiiven, 2005). Tarmmi yapilan tibbi ve aromatik
bitkilerin sayis1 belirli tiirlerle sinirli kalmaktadir. Bu tiirlerin disinda kalan aromatik
bitkiler tamamen dogadan, 6zellikle de tohumlar1 olusmadan ciceklenme donemlerinde
toplanmasi ekolojik tahribata neden olmaktadir. Ayrica, dogal ortamlarda yetisen tiirlerin
yilda bir kez ve kisith bir zaman araliginda toplanabilmesi de ayr1 bir sorundur. Tibbi
acidan onemli ve ekonomik degere sahip bu tiirlerin iiretiminde ortaya cikan bu tiir
kisitlamalarin Oniine gecebilmek ic¢in bitki biyoteknolojisi yontemlerinden bitki doku
kiiltiiri uygulamalari ile hem bitkilerin hem de sekonder liriinlerinin iiretimi, ilk akla gelen
alternatif ve etkili ¢coziim yoludur. Ayrica bitki doku kiiltiiri yontemleri, bu bitkileri, ihtiva
ettikleri aktif bilesikler bakimindan daha verimli hale getirilebilmek i¢in de
basvurulabilecek en etkili 1slah yoludur (Matkowski 2008; Zuzarte 2010). Bu nedenle
mevcut caligmada ekonomik degeri ylisek kimyasal bilesiklerin elde edilmesi

amagclanmustir.

1.2. Doku Kiiltirleri

Bitki doku kiiltiirii teknikleri uygulama alanlar1 bitki biyoteknolojisi’nin temelinin
olusturur. Cogu otsu ve odunsu bitki tiirii potansiyel olarak in vitro kosullarda iiretilebilir,

bilimsel yaklasimin yani sira ekonomik a¢idan art1 deger sunar (Babaoglu vd., 2001).



Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki,
hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni
doku, bitki veya bitkisel tlriinlerin (metabolitler gibi) iiretilmesidir. Yeni cesit gelistirmek
ve mevcut cesitlerde genetik varyabilite olusturmak doku Kkiiltiiriniin temel amaglari
arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetik iyilestirme ¢aligmalarinda
onemli bir rol oynar. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve ¢ogaltilmasi zor
olan tiirlerin {iretiminde, ¢esitli doku kiiltiirii yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir
(Babaoglu vd., 2001).

Tim doku Kkiiltiirlerinin baslangi¢ noktasi eksplant denen bitki dokularidir. Doku
kiiltiirii bitkilerin kok, govde, petiyol, yaprak veya cicek parcalarindan olabilmekte ve
basar1 orani tiirlere gore degismektedir. Onemli olan eksplant olacak bitki pargasi
yiizeyinin tiim mikrobiyal kontaminasyonlardan arindirilmasidir. Bitki hiicrelerinde
boliinme bakteri ve mantarlara kiyasla daha yavas olmaktadir (Collin ve Edwards,1998).

Kiiltiiri baslatmak ve kiiltiirdeki bitki hiicrelerini uzun siire korumak veya bitkileri
rejenere etmek icin gereken kosullar her bitki tiirii i¢in farklidir. Bir tiiriin her varyetesi i¢in
de bireysel olarak belirlenmis kiiltlirel gereksinimler farkli olacaktir. Yirminci ylizyilda,
bitki doku kiiltiirii hakkinda edinilen tiim bilgilere ragmen, her bir varyete i¢in denemeler
yapilarak, kiiltiir kosullarinin dogru olarak tanimlanmasi gerektigi belirtilmistir (Collin ve
Edwards, 1998).

Ilk topraksiz iiretim sekli olan hidroponikler (sulu ¢ozeltiler iginde bitkilerin
topraksiz ortamlarda yetistirilmesi), tiim bir bitkinin laboratuvarda tam olarak formiile
edilmis besin ortamlarinda yetistirilebilmesi diisiincesini ve daha sonra da bitki
organlariin benzer sekilde kiiltiire alinabilmesi fikrini dogurmustur. Bu yolda en 6nemli
adimlardan birisi besin ortamlarmin gelistirilmesi ve tamamen aseptik sartlarda doku
kiiltiirtinde kullanilmasidir. Ayrica zaman iginde ¢aligmalarin organ ve doku gibi daha
biiyiik pargalardan tek hiicre kiiltiiriine dogru yoneldigi goriilmektedir. Glinlimiizde bitki

doku kiiltiirleri bir ¢ok alanda uygulanmaktadir (Babaoglu ve ark., 2001).

1.2.1. Mikrog¢ogaltim

Mikrogogaltim; organize meristemlerden, heniiz olgunlasmamis veya olgunlagsmasini

tamamlamis somatik hiicrelerden dogrudan (organogenesis veya somatik embriyogenesis)



veya dolayli (kallus, protoplast vb.) yollarla bitkilerin, aseptik kosullarda ve yapay besi
ortamlarinda ¢ogaltilmas1 ve koklendirilmesi islemine genel olarak mikrogogaltim
denilmektedir. Eger bitkilerin uygun besin maddeleri ihtiyaclari, hormon ve kiiltiir istekleri
yeterince biliniyorsa, mikrogogaltim teknigi kullanilarak tiim bitki tiirlerinin {iretilmesi
miimkiindiir. ABD'de doku kiiltiirliniin ticari uygulamasi 1970' de baglamis (orkidelerde ve
stis bitkilerinde) ve bu yolla elde edilen iiriinlerin pazar degeri bu giin yilda 15 milyar
dolara ulagmistir. Daha az siirgiin elde edilmesine ragmen u¢ ve yan meristemlerden kitle
cogaltim ticari olarak digerlerinden daha fazla kullanilan bir metottur (Brown ve Thorpe,
1995).

Mikrogogaltim bitki yetistiriciligi ve genetigi yoniinden Onemli avantajlar
saglamaktadir. Bu avantajlar; hastalik ve zararlilardan arindirilmis bitkisel materyal elde
edilmesi, kitlesel tiretimde tiretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik (homojenite)
olmasi, alisilagelen yontemlerden daha kisa kiiltiir siiresine ihtiyag duyulmasi, zor tiretilen
tiirlerin daha kolay tiretimi, segilen belirli listiin genotiplerin hizli {iretimi, {iretimde daha az
verici (dondr) kullanilmasi gibi yararlart ve somoklonal varyasyonlardan dolayr yeni
cesitlerin elde edilmesi seklinde siralanabilir. Ayrica kisa siirede fazla bitkinin elde
edilebilmesi de diger bir avantajdir (Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Basarili bir mikrogogaltim 5 asamada gegeklesmektedir; 1) hazirlik asamasi, 2)
kiiltiir baglangic asamasi, 3) siirgiin cogaltim asamasi, 4) siirgiinlerin koklendirilmesi ve 5)
bitkilerin dis ortam kosullarina alistirilmasi (Debergh ve Read, 1993).

Hazirlik agamasi, esas olarak bulagma problemlerinin en aza indirilmesi amaciyla
verici (donor) bitkinin hijyenik kosullarda yetistirilmesini kapsamaktadir. Bulagmayi
onlemek i¢in doku kiiltiirlinlin ilk asamasi sayilan sterilizasyon {izerinde énemle durmak
gerekmektedir. Ortamdan ve eksplantlardan gelebilecek bulasmay1 dnlemek icin ¢ok 1yi bir
sterilizasyon prosediirii olusturulmalidir (Hu ve Wang, 1983). Verici (dondr) bitkinin
vejetatif gelisme evresinde olmasi mikrogogaltimda basariy1 etkileyen etkenlerden bir
digeridir. Kiltiir i¢in siirglin gelisiminin hizli oldugu ve aktif biiylimenin bulundugu
donemler secilmelidir. Mikrogogaltimin basarisi eksplantlarin alindigir verici (dondr)
bitkinin genotipi, saglik durumu ve yetisme kosullar1 (beslenme, 1sik, sicaklik, bitki
bliylime diizenleyicilerinin uygulanmasi, yetisme mevsimi) ile dogrudan iliskilidir.

Kiiltiir baslangi¢ asamasi, eksplant secimi ve sterilizasyonu, kiiltiir ortamlarinin
secimi  ve kiltlirlin  yiiriitiilecegi  c¢evresel kosullarin  belirlendigi  asamadir.

Mikrogogaltimda ¢ogunlukla eksplant olarak tepe (apikal) ve koltuk alti (aksiller)



tomurcuklar1 segilmekle birlikte, farkli organlar da eksplant olarak kullaniimaktadir.
Ormegin, 2-3 mm biiyiikliigindeki kok pargalar1 (Huang ve Chu, 1987), siirgiin ucu
(Mariska vd., 1991), yaprak, yaprak sap1 ve ¢igek sap1 pargalar1 (Chu and Huang, 1983;
Schwenkel ve Grunewaldt, 1988), rizomlarin terminal ve lateral uglar1 (Pierik vd., 1988),
yaprak ve govde eksplantlar1 (Nakano vd., 1999), sogan pullar1 ve yapraklar1 (Pelkonnen
ve Kauppi, 1999; Tipirdamaz vd., 1999; Cakirlar vd., 2000; Tipirdamaz, 2003) basariyla
kullantlmistir.

Arastiricilar, siirglin biiyiikliigiiniin de 6nemli oldugunu ve siirgiin ucundan alinan
eksplantin viriissiiz olacak kadar biiylik, rejenerasyon yetenegini yitirmeyecek kadar kiiglik
olmast gerektigini vurgulamaktadirlar. Terminal tomurcuk iceren celikler ve biitiin
tomurcuk, 0.5-1 mm’lik siirgiin uglarina nazaran daha yiiksek oranda kontamine
olmaktadir. Kiiciik siirgiin ucu eksplantlar diisiik canlilik oranina ve baslangigta yavas
gelisme Ozelligine sahip olmakla birlikte, viriislerle kontrol edilen baz1 karakterleri yok
etmektedir (Bhojwani ve Razdan, 1983).

Mikrocogaltimda kullanilan eksplantlar aseptik kosullara konulmadan oOnce tam
anlamiyla sterilize edilmelidir. Sterilizasyon yontemleri verici (dondr) bitkinin yetistigi
ortamin Ozelliklerine ve eksplantin alindigi organa gore farklilik gostermektedir.
Kullanilacak dezenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve uygulama siiresi
sterilizasyonun basarisin1 etkilemekte ve bitki tlirline gore degismektedir. Ayrica bitki
dokularinin zarar gérmemesine dikkat edilmelidir (Babaoglu vd., 2001).

Her bitki tiirii i¢in kullanilan besin ortamlar1 benzer maddeleri i¢ermektedir. Bunlar,
inorganik maddeler (makro ve mikro elementler), organik maddeler (myo-inositol,
thiamin-HCI, adenin siilfat, pridoksin-HCI, nikotinik asit), bitki biiyiime diizenleyicileri
(sitokininler, oksinler, gibberellinler) ve seker, agar gibi diger maddelerdir. Fakat kiiltiir
amacina ve bitki 6zelligine bagli olarak ortam bilesimi ve konsantrasyonlarinda degisiklik
olabilmektedir (Scholten ve Pierik, 1998).

Babaoglu vd., (2001) giiniimiizde en ¢ok kullanilan yapay besi ortaminin, 1962
yilinda Murashige ve Skoog tarafindan gelistirilen Murashige Skoog (MS) ortami
oldugunu belirtmislerdir. 1962 yilinda yine Murashige ve Skoog tarafindan tiitiin bitkisi
i¢in gelistirilen yliksek tuz igerikli MS ortaminin ise 6zellikle diisiik yogunluklarda birgok
bitki tiiriinde koklendirme ¢aligsmalarinda kullanildigini rapor etmislerdir. Gamborg-Bazal
Tuz 5 ortam1 (GBS) ise, Gamborg tarafindan 1968 yilinda, soya kallus kiiltiirleri i¢in

gelistirilmis, nitrat azotu yiliksek bir ortamdir. Linsmainer-Skoog (LS) ortami, Linsmainer



ve Skoog tarafindan 1965 yilinda gelistirilmistir ve MS ortaminin organik bilesikler
bakimindan farkli bir versiyonudur.

Kiiltiir odasindaki 151k, sicaklik ve nem gibi ¢evresel faktorler bitki tiirlerinin istegine
gore degismekle birlikte 18-28 °C arasinda fakat ¢cogunlukla 23 °C sicaklik, 16 saat 151k 8
saat karanlik fotoperyot, genellikle 30 p mol. m? sn? 11k ve cogunlukla beyaz floresan
lambalar optimum kosullardir (Werbrouck ve Debergh, 1994; Mansuroglu ve Girel, 2001).

Siirgiin ¢ogaltim asamasi, genel olarak baslangi¢ icin kullanilan ortamlar ¢ogaltim
asamasinda da kullanilmakla birlikte, bazi durumlarda degisiklik yapilabilmektedir. Bitki
dokularindan organ farklilasmasinda oksin ve sitokininler 6nemli rol oynamaktadir.
Sitokinin/oksin oraninin yiiksek olmasi siirgiin olusumunu, oksin/sitokinin oraninin yiiksek
olmasi kdk olusumunu, oksin ve sitokinin ayni miktarda kullanilmasi ise kallus olusumunu
desteklemektedir. 6-benzil amino piirin (BAP) ¢ok sik kullanilan ve genellikle olumlu
sonuglar veren bir sitokinindir. Genel olarak 1-2 mg/L sitokinin ¢ogu sistemde yeterlidir.
Yiiksek diizeyler, adventif siirglin olusumunu arttirma egilimindedir. Thidiazuron (TDZ)
diisiik konsantrasyonlarda (0,05-1,0 mg/l) etkili oldugu i¢in umut veren bir sitokinindir.
Indol-3-asetik asit (IAA) ortamda ¢ok az stabil oldugundan, sentetik oksinlerden naftalen
asetik asit (NAA) ve indol-3-butirik asit (IBA) tercih edilmektedir. Bunlarin siirgiin
cogaltim asamasinda kullanilan oranlar1 0,1-1,0 mg/L’dir. Kallus olusumunu artirma
egiliminde olan 2,4-Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D)’in kullanimindan ise kaginilmaktadir
(Werbrouck ve Debergh, 1994).

Koklendirme asamasi, tam bir bitki olusturmak icin siirgiinler, siirgiin olusturma
ortamindan farkli bir hormonal kompozisyona sahip olan yeni bir ortama aktarilmaktadir.
Siirgilinler belli bir uzunluga eristikten sonra kdklenme ortamina alinir. Tiirlerin ¢ogunda
koklenmenin desteklenmesi igin NAA ya da IBA (0,1-1,0 mg/L)’e gereksinim duyulur.
Makro ve mikro tuzlarin konsantrasyonu ve uygulama zamani bu yontemin basarisini
belirler. Yiiksek seker konsantrasyonu (% 3-4) koklenmeyi ve bitkilerin kalitesini artirir.
Adventif ve aksiller siirgiin gelisimi ortamlarinda sitokininin varligi koéklenmeyi
engellemektedir (Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Yapilan incelemeler neticesinde Thymus pseudopulegioides bitkisinin in vitro
cogaltimi hakkinda literatiir verilerine rastlanmamistir. Ancak diger Thymus, Satureja ve
Origanum tiirlerine ait in vitro ¢ogaltimi1 yapilmis bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Ornegin;
Ozkum, 2006; Ulukaps, vd., 2008; Ozkegeci, 2010; Kaya, 2011; Oztiirk, 2012; Tanriver,
2013). Yapilan bu ¢aligmalara her gecen giin yenileri eklenmektedir.



10

1.3. Thymus Cinsinin Genel Ozellikleri

Kiiciik calilar, yastiks1 veya en azindan tabandan odunsu g¢ok yillik bitkilerdir.
Yaprak kenarlar1 diiz veya revolut ve/veya kenarda kalinlasmistir. Yapraklar sapli veya
sapsiz, ¢cogu zaman laminanin tabanina dogru siliattir. Brakteler, kaliksler ve o6zellikle
yapraklar, renksizden parlak kirmiziya degisen renkte guddeler tasir; genellikle basit tiiyler
bulunur. Genellikle ginodioiktir (Davis, 1982). Ulkemizde tamami ¢ok yillik olan Thymus

cinsinin 38 tiirii kayithdir.

1.3.1. Thymus pseudopulegioides Klokov & Des- Shost Sistematikteki Yeri

T. pseudopulegioides’in halk arasinda Anzey ¢ayi, Anu ve Anuk gibi yerel isimleri
kullanilmaktadir. Midevi, yatistirict, kurt diisiiriicli, kan dolagimini uyarici etkileri olup
mutfakta baharat olarak ve iilkemizin c¢esitli yorelerinde cay olarak tiiketilmektedir
(Baytop, 1999). Cigekli u¢ kisimlar1 ve yapraklari, infiizyon, sivi 6ziit, tentiir, surup, toz ve
tibbi sarap halinde kullanilir. Antiseptik, balsamik, kasilmaya karst gaz giderici ve
antibiyotik 06zelliklere sahiptir. Kekik mutfaklarin, parfiim sanayinin ve igkilerin
destilasyanunda ¢ok sik kullanilir. Bogmaca, kancali kurtlarin tedavisinde, agiz gargarasi,
disetleri tedavisinde kullanilir (Glirsoy ve Giirsoy, 2004).

Bitki gevsek tiimsekler olusturur; dallar1 odunsu taban kisimlara sahiptir, yatiktan
hemen hemen dik sekle kadar degisir. Uzun siiriiniicii ¢igeksiz —siirgiinleri
bulunmamaktadir. Temmuz ve Agustos aylarinda ¢igeklenir. Cayirlarda, kayalik
yamaglarda, dag eteklerinde bulunur. Ulkemizde 1525-2800 m yiikseklikte yetistigi
kayithdir (Davis, 1982). A7 Giresun: Tamdere’nin yukarist 1620-1700 m, Trabzon:
Hamsikdy, 1525 m, A8 Trabzon: Soganli Dagi, Caykara’nin yukarisi, 1700 m, Rize:
Ikizdere, Batlas Tepe, 2800 m, Erzurum: Hunut Dagi, 1900 m. A8 Trabzon: Magka,
Ormaniistii Koyt yaylasi, 1850 m, AEF 23176!
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Tablo 1. Thymus pseudopulegioides Klokov & Des.- Shost. botanik 6zellikleri
(Davis, 1982)

Alem : Plantae

Alt Alem | : Tracheobionta

Boliim : Magnoliophyta

Simf : Magnoliopsida

Alt Smf | : Asteridae

Takim : Lamiales

Familya | : Lamiaceae

Cins : Thymus

Tiir : Thymus pseudopulegioides Klokov & Des- Shost

Sekil 1. Thymus pseudopulegioides Klokov & Des- Shost’un ¢igekli hali ( URL-1)

T

W e il

Sekil 2. T. pseudopulegioides taksonunun Tiirkiye’deki yayilis alanlar1 (TUBIVES)



http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1.jsp?taxon=18252
http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1.jsp?taxon=18252
http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1.jsp?taxon=18252
http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1.jsp?taxon=18252
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1.4. Amacg

Tez c¢alismasi kapsaminda, biiyiime diizenleyicileri olarak sadece sitokinin ve
sitokinin benzeri thidazuron ile desteklenmis temel besi ortamlarinda T. pseudopulegioides
bitkisinin mikrogogaltimi, in vitro kosullarda olusturulan fidelerin fenolik bilesiklerinin
analizi ve akabinde 6ziitlerinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Zira,
Thymus pseudopulegioides Klokov & Des- Shost bitkisinin in vitro doku kiiltiirleri ile
fenolik bilesiklerinin tespiti ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi hakkinda literatiir
bilgisi bulunmamaktadir.

Bu amag¢ dogrultusunda mikrogogaltimi degerlendirmek siirgiin boyu, yapraklanma
say1s1, coklu siirgiin olusumu (kardeslenme sayisi) ve % kuru agirlik bazinda biyokiitle
parametreleri degerlendirilmistir.

Fenolik igerikleri, toplam fenolik (Folin—Ciocalteu yontemi) ve toplam flavonoid
miktarlart metanol 6ziitlemesine tabi tutularak HPLC yontemi ile belirlendi. Ayrica elde
edilen metanol 6ziitlerinin antioksidan aktiviteleri, iki tamamlayic1 yontem olan DPPH ve

B-karoten linoleik asit aktivite testleri kullanilarak belirlendi.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki Materyali

T. pseudopulegioides Klokov&Des-Shost tohumlart Agustos 2011°de Rize-Anzer
(A8 Rize: Anzer, 1200m, Agustos, 40° 33' 04.4" E, 40° 39' 29.8" N) lokasyonunda dogal
olarak yetisen habitatlarindan toplandi. Tohumlar, kiiltiire alinincaya kadar kurutma
kagitlar1 icerisinde +4 °C’de bekletildi. Tohumlarin toplandig: bitkilerin teshisi Artvin
Coruh Universitesi Ars. Gor. Mehmet DEMIRALAY tarafindan yapildi. Teshiste bir
sonraki donem ayni lokasyonda yer alan ve tohumlarinin toplandigi ciceklenmis bitkiler
degerlendirildi. Teshiste P. H. Davis’in (1965-1988) “Flora of Turkey and the Aegean

Islands” adl1 eserinden yararlanildi.

2.1.2. Besi Ortamlari

Arastirma kapsaminda, Duchefa (Haarlem-The Netherlands) (katalog 2010-2012)
firmasindan temin edilen farkli igeriklere sahip hazir besi ortamlart kullanildi (Gamborg
B5 (G-B5), Linsmainer Skoog (LS), Murashige ve Skoog (MS), Schenk Hildebrant
Medium (SH), White Medium (WM). Kullanilan besi ortamlar1 ve igerikleri Tablo 2’de
verildi. Denemelerde besi ortamlari katilastirict ajan olarak %0,8 Phytoagar (Duchefa, The
Netherlands) ve karbon kaynagi olarak %2 sukroz (Sigma-Aldrich, Austria) kullanildi.
Besi ortamlari, amaca gore, asagida ayrintili verilen bitki biiylime diizenleyicileri ile

desteklendi.

2.1.3. Bitki Bilyiime Diizenleyicileri
2.1.3.1. Sitokininler

Bu tez c¢alismasinda, sitokinin grubu bitki biiyiime diizenleyicilerinden 6-

benzilaminopiirin (6-BA, diger adiyla BAP) ve 6-furfurilaminopiirin/KINetin (KIN)
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kullanildi. Ayrica sitokinin benzeri kimyasal olan Thidiazuron (TDZ) ¢alismalarda

sitokininler grubunda degerlendirildi. Kullanilan tim bitki biiyiime
Biochemie (Netherlands) firmasindan temin edildi.

Tablo 2. Calisma kapsaminda kullanilan temel besi ortamlar1 ve igerikleri

diizenleyicileri

Makro Elementler mg/L

(mg/L) G-B5 LS MS SH WM
CoCl,.6H,0 0,025 0,025 0,025 0,10 -
CuS0,4.5H,0 0,025 0,025 0,025 0,20 0,001
FeNaEDTA 36,70 36,70 36,70 19,80 -
H3BO3 3,00 6,00 6,00 5,00 1,50
KI 0,75 0,83 0,83 1,00 0,75
MnSQO4 H,0 10,00 16,90 16,90 10,00 5,31
Na;Mo00,42H,0 0,25 0,25 0,25 0,10 -
ZnS04.7H,0 2,00 8,60 8,60 1,00 -
FeS0,4.7H,0 - - - - 3,47
MoO3 - - - - 0,0001
Na,SO, - - - - 200,00
Mikro Elementler

(mg/L)

CaCl, 113,23 332,02 332,02 151,00 -
KNO; 2500,00 1900,00 1900,00 2500,00 80,00
MgSO, 121,56 180,54 180,54 195,05 351,60
NaH,PO, 130,44 - - - 16,80
(NH,4),SO4 134,00 - - - -
KH,PO, - 170,00 170,00 - -
NH;NO; - 1650,00 1650,00 - -
Ca(NOg);, susuz - - - - 208,47
(NH4)H,PO, - - - 300,00 -
Vitaminler

(mg/L)

miyo-Inositol 100,00 100,00 100,00 1000,00 -
Nikotinik asit 1,00 - 0,50 5,00 -
Piridoksin HCI 1,00 - 0,50 0,50 -
Tiyamin HCI 10,00 0,40 1,00 5,00 -
Gilisin - - 2,00 - -
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2.2. Metot

2.2.1. Tohumlarmin Yiizey Sterilizasyonu

T. pseudopulegioides’in olgunlasmis tohumlarinin yiizey sterilizasyonlari, iki farkli
yontem ile gergeklestirildi. Bu yontemler asagidaki Bolim 2.2.1.1. ve 2.2.1.2°de verildi.
Bu iki yontemden elde edilen tohumlarin canlilik yiizdeleri ve kiiltiir ortamlarindaki
kontaminasyon sikliklarma gore en uygun sterilizasyon kosulu belirlendi ve tim

denemelerde bu kriter izlendi.

2.2.1.1. Sodyum Hipoklorit Cozeltisi Kullanilarak Yapilan Sterilizasyon

Bu yontemde, tohumlar 10 dakika % 20’lik ticari ¢amasir suyu (Domestos) ile
manyetik karistirict iizerinde yavasca karistirllmak suretiyle muamele edildi. Bu
sollisyondan alian tohumlar, 3 kez steril saf sudan gegirilerek durulandi. Sterilize edilen
tohumlarin bir kismina canlilik testi uygulandi. Geriye kalan tohumlar belirlenen besi
ortamlarina ekildi ve ortamlardaki kontaminasyon olusumlar1 gbzlendi. Her bir deneme 3

tekerriir olacak sekilde tasarlandi.

2.2.1.2. Hidrojen Peroksit (H,O,) Kullamlarak Yapilan Sterilizasyon

Tohumlar, hazirlanan % 5’lik sukroz ¢ozeltisi icerisinde 12 saat bekletildikten sonra,
30 dakika da H,O; ile muamele edildi. Steril pipetor ile H,O’in ¢ekilmesinin ardindan
tohumlarin bir kismma canlilik testi uygulandi. Geriye kalan tohumlar belirlenen besi
ortamlarina ekildi ve ortamlardaki kontaminasyon olusumlar1 gozlendi. Her bir deneme 3

tekerriir olacak sekilde tasarlandi.

2.2.3. Tohumlarin Canhlik Testi

Tohumlarin sterilizasyon oOncesi ve sonrasi canlilik testleri literatiirde verilen
yonteme gore gerceklestirildi (Lauzer vd., 1994). Her bir deneme grubuna ait tohumlar,

%1’lik TTC (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchloride, Sigma-Aldrich, Austria) ¢ozeltisine
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konuldu ve karanlikta, 30 °C’de, 48 saat bekletildi. Bu siire sonunda, tohumlar binokiiler
mikroskop altinda incelendi ve turuncu-kirmizi renkte goriinen tohumlar canli olarak kabul
edildi. Elde edilen verilere gore, tohumlarin yiizey sterilizasyonunda kullanilan

yontemlerin tohumlarin canliliklar tizerindeki etkileri belirlendi.

2.2.4. Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi

Gamborg B5 (G-B5), Linsmainer Skoog (LS), Murashige ve Skoog (MS), Schenk
Hildeprant Medium (SH), White Medium (WM) temel besi ortamlari, 6nerilen prosediir
dogrultusunda hazirlandi. Karisima karbon kaynagi olarak % 2 sukroz ve katilastirict % 0,8
phytoagar ilave edildi. Eger gerekli ise bitki biiyiime diizenleyicisi ya da diizenleyicileri de
eklenerek, cozeltilerin pH’lar1 1 molar NaOH ve 1 normal HCI kullanilarak 5,7-5,8
aralifma ayarlandi. Hazirlanan ortamlar otoklavda 1 atm basingta 121°C’de 15 dakika siire
ile steril edildi. Otoklavdan ¢ikarilan besi ortamlari hafif¢ce ¢alkalanarak agarm homojen
olarak dagilmasi saglandi ve transfer odasinda sogumaya birakildi. Yiiksek sicaklikta
etkisini kaybeden bitki biiylime diizenleyicileri 0,22 um ¢apindaki filtrelerle sterilize edildi
ve otoklavdan sonra besi ortami sogumadan ortama eklendi. 40 C civarina kadar sogutulan

besi ortamlari, sterilize kabin igerisinde kiiltiir kaplarina aktarildi.

2.2.5. In vitro Uygulamalar ve Denemelerin Kurulmasi
2.2.5.1. In vitro’ da Tohumlarin Cimlendirilmesi

Herhangi bir bitki biiyiime diizenleyicisi kullanilmadan 5 farkli temel besi ortaminin
(G-B5, LS, MS, SH ve WM) tohumlarin ¢imlenmesi iizerine etkileri arastirildi. Yiizey
sterilizasyonlar1 gerceklestirilen olgun tohumlar c¢imlendirme c¢alismalar1 igin kiiltiir
ortamlarina (her bir kiiltiir kabinda 5 tohum olacak sekilde) ekildi. Kiiltiir kaplar1 24+2
°C’ye ve 16/8 saat fotoperyot rejime ayarlanmis beyaz floresan aydinlatmali (50 pmol m™
3-1) iklim dolaplarinda inkiibe edildi. Kiiltiire aliman orneklerin ¢imlenme siireleri ve 1
aylik siire¢ sonundaki ¢imlenme ylizdeleri belirlendi. Elde edilen sonuglara gore T.
pseudopulegioides Klokov&Des-Shost tiirinliin ¢imlenmesi i¢in en uygun besi ortami

belirlendi.
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2.2.5.2. Dogrudan Organogenez Calismalari

Bu ¢alismada oncelikle en etkili temel besi ortamini belirlemek amaciyla, daha 6nce
bahsi gegen, B5 (G-B5), LS, MS, SH ve WM 3 ve biiylime diizenleyici olarak sitokinin
icermeyen temel besi ortaminin ¢imlenme ve eksplant verimi tizerine etkisi arastirildi.

En etkili besi ortammin MS oldugu bulunduktan sonra, sitokinin ve benzeri
Thidiazuron (TDZ) nin farkli bitki biiylime diizenleyicisi olarak kullanildigi besin
ortamlarinda T. pseudopulegioides’in mikrogogaltimi {izerine etkileri arastirildi. Bu
asamada her biiylime diizenleyicilerinin her birinin 4 farkli derisimi hazirlandi.

In vitro kosullarda ¢imlendirilen Orneklerden elde edilen siirgiinlerden kesilen
yaklagik 1 cm boyunda govde pargalari eksplant olarak degerlendirildi ve belirlenen bitki
biiyiime diizenleyicileri ile desteklenen MS ortamina aktarildi. Bitki bliylime diizenleyicisi
olarak, sitokinin grubundan 6-BA (6- benzil adenin) ve KIN (KINetin) ve sitokinin benzeri
bitki biiylime diizenleyicisi olan TDZ (Thidiazuron)’nin, 0,25 mg/L, 0,5 mg/L, 1,0 mg/L ve
2,0 mg/L’lik derigimleri kullanildi. Kiiltiirler, 2442 °C’ye ve 16/8 saat fotoperyodik rejime
ayarlanmis beyaz floresan aydinlatmali (50 pmol m™ s) iklim dolaplarinda 2 ay boyunca
inkiibe edildi. Bu siire sonundaki fidelerin; ortalama siirgiin uzama miktarlari, yaprak
sayilar1 ve eksplant basina ¢oklu siirgiin sayilar1 belirlendi. Ayrica, hasat edilen fidelerin,
yas ve kuru agirliklari tizerinden % kuru agirliklart belirlendi.

Fidelerin yas agirliklar1 belirlendikten sonra, giines 15181 almayan ortamda, los oda
sicakliginda kurutuldu ve bu kuru agirliklar g6z 6niinde bulundurularak 100 g yas bitki
agirliklarina tekabiil eden kuru agirliklar hesaplandi. Sonra Oziitleme islemleri igin
kurutulan bitkisel materyal toz haline getirildi. Tiim kurutma islemlerinde ayni ortam ve
kosullar goz oOniine alindi. Bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen MS temel besi

ortamindan elde edilen veriler kontrol olarak kullanildi.

2.2.6. Oziitlerin Elde Edilmesi

In vitro’ da MS besi ortaminda 3 farkl bitki biiylime diizenleyicisi (KIN, TDZ ve 6-
BA) ve 4 farkli derisim (0,25 mg/L, 0,5 mg/L, 1,0 mg/L ve 2,0 mg/L) kullanilarak yetisen
T. pseudopulegioides fideleri uygun ortamda kurutulduktan sonra toz haline getirildi. Toz
haline getirilen bitkisel materyal kullanilarak yukarida bahsedilen her bir ortamdan elde

edilen ornekler 6ziitleme islemine tabi tutuldu. Elde edilen oziitlerin toplam fenolik ve
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flavonoid miktarlar ile fenolik igerikleri belirlendi. Her bir ¢alisma igin izlenen oziitleme

yontemleri, asagida ilgili baglik altinda verildi.

2.2.6.1. Toplam Fenol icerigi

Folin—Ciocalteu yontemi tungsten ve molibten elementlerinin bir karisimi olan
reaktifin kimyasal olarak indirgenmesini temel alan spektrofotometrik bir yontemdir.
(Singleton ve Rossi., 1965). Metal oksitin indirgenmesi sonucu 765 nm’de absorbsiyon
gosteren mavi bir renk olusur. Bu rengin siddeti fenollerin derisimiyle dogru orantilidir
(Monica Guisti, M. ve Wrolstad, R., E., 2001).

T. pseudopulegioides Klokov&Des-Shost bitkisinin 3 farkli bitki biiyiime
diizenleyicisinin farkli derisimlerindeki oziitlerden ayri ayri belli miktarlarda alinip filtre
kagidi iizerinde 25 mL metanole tabi tutuldu. Elde edilen siiziintii u¢urularak geriye kalan
kisim Folin- Ciocalteu yontemi kullanilarak toplam fenolik madde miktarinin tayini i¢in
hazirlandi.

Artan derisimler de gallik asit standartlar1 kullanilarak kalibrasyon grafigi elde edildi.
Bu amacla 10 mg gallik asit 1 mL metanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiden 1-40 pL’lik kisimlar
alinarak metanol ile 1 mL’ye seyreltildi. Seyreltilmis her bir ¢ozeltiden 50 pL’lik kisimlar
tiiplere alinarak tlizerine 750 puL Folin—Ciocalteu’s reaktifi/su (1:14) karistmi ve % 20’lik
sodyum karbonat (Na,CO3) ’dan 200 pL eklendikten sonra karanlikta 30 dk. bekletildi ve
olusan yesil renkli kompleksin 760 nm’deki absorbsiyonu 6lgiildii. Gallik asit derisimine
kars1 Olciilen absorbsiyon degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 3).
Her bir deney ii¢ kez tekrarlandi. Oziitlerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit

kalibrasyon grafiginden elde edilen veriler kullanilarak hesaplandi.
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Sekil 3. Toplam fenol tayini i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi

2.2.6.2. HPLC ile Fenolik Bilesenlerin Analizi

In vitro’da yetistirilen Thymus pseudopulegioides bitkisinin 3 farkli bitki biiyiime
diizenleyicisinden 4 farkli derisimlerde hazirlanan kuru 6rneklerinden 0,5’er g alinarak 3
saat boyunca metanolle ultrasonik banyoda oziitleme yapildi ve 40°C’de rotary
evaporatérde metanol ucuruldu. Kalinti 5 mL deiyonize suda ¢oziilerek etil asetat ve
dietileter ile kisimlandirildi ve organik fazlar birlestirilerek ¢oziiciiler uguruldu. Kalinti
uygun miktarda metanolde ¢oziilerek HPLC analizlerine ge¢ildi. Kromatografik analizler,
asetik asit ile modifiye edilen asetonitril ve sulu fazlara uygulanan gradient programa ile
C18 (Agilent) kolonu (150x4,6 mm 1d, 5p) kullanilarak 280 nm’de HPLC-UV (Agilent
1100 series) ve HPLC-DAD (Agilent 1200 series) ile 280 nm dalga boyunda
gerceklestirildi. Bilesenlerin nicel degerlendirmesinde enjeksiyon hacmi 20 pL olarak
kullanild1 ve her bir bilesenin bilinen derisimlerinde hazirlanan standart karistmi kullanildi.
Ayni sartlarda kosturulan 6rnek ve standartlarin pik alanlarinin integrasyonuyla miktar
analizi yapildi. Nicel hesaplamalarda propil paraben, HPLC’ de i¢ standart olarak
kullanildi.
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2.2.6.3. Toplam Flavonoid i¢erigi

Her oziitiin toplam flavonoid igerigi stok cozeltileri (4 mg ml'l) metanol i¢inde
hazirlanmistir. icinde AICI; » 6H,0 (% 2 metanol ¢ozeltisi) 1,5 mL ve 0,5 mL 6rnek ilave
edildi. Kapal1 sise 10 dakika boyunca karanlikta tutuldu. Absorbans 430 nm'de okundu ve
AICI3; metanol ¢ozeltisi bos olarak kullanildi (her bir 6l¢iim ii¢ tekrar halinde). Rutinin bir
dizi seyreltisi hazirland1 ve es zamanli olarak analiz edildi. Flavonoid 6ziit miktarlart mg/L

rutin esdeger flavonoid (Lamaison 1991) olarak ifade edildi.

2.2.7. Antioksidan Aktivite Testleri

Bitki ozitleri gibi pek ¢ok kompleks igerigin antioksidan aktivitesinin
belirlenebilmesi i¢in ¢ok sayida yontem bulunmaktadir. Bu ¢esitli yontemlerden sadece bir
tanesini uygulayarak Oziitiin veya kompleks karisimin olast antioksidan aktivitesini
belirlemek mimkiin degildir. Cilinkii sadece bir yontem antioksidan aktivite gosteren bir
maddenin tiim olas1 etki mekanizmalarin1 belirlemek i¢in yeterli degildir. Bu dogrultuda
bitkilerden elde edilen Oziitlerin ve ucucu yaglarin antioksidan aktiviteleri iki
komplementer yontem olan 2,2-Difenilpikrilhidrazil (DPPH) ve p-Karoten Renk Agilimi

Yontemi — Spektrofotometrik Yontem ile belirlendi.

2.2.7.1. Bitki Oziitlerinin Antioksidan Aktivite Deneyleri icin Hazirlanmasi
2.2.7.1.1. 2,2-Difenilpikrilhidrazil (DPPH) Yo6ntemi

Oda sicakliginda, los ortamda kurutulan fidelerden elde edilen toz hale getirilmis
materyal (50 mg) metanol (30 mL) iceren Erlenlere alindi. Calkalayiciya konulan 6ziit +
¢oOziicii karisimi 48 saat boyunca oda sicakliginda maserayona tabi tutuldu. Karisim daha
sonra filtre edildi (Whatman No: 40 Filtre kagidi). Filtrasyonun ardindan toplanan sivi
evaporasyonla ucuruldu. Elde edilen metanol 6ziitlerinden igerigi 30 pg/ml olacak sekilde

stoklar hazirlandi. DPPH testi i¢in hazirlanan stoklarda ¢oziicii olarak metanol kullanildi.
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2.2.7.1.2. B-Karoten Yontemi

Metanol Oziitlerinden igerigi 2 pg/ml olacak sekilde stoklar hazirlandi. -Karoten

yontemi i¢in hazirlanan stoklarda ¢6ziicii olarak etanol kullanildi.

2.2.7.2. 2,2-Difenilpikrilhidrazil (DPPH) Yontemi

Hazirlanan tiim oOziitlerin antioksidan aktiviteleri literatiirde tanimlanan yontem
izlenerek yapilmigtir (Cuendet, ve ark. 1997; Kirby ve Schmidt, 1997, Burits ve Bucar,
2000; Burits, ve ark. 2001).

Bu test yontemi, kararli serbest radikal 2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH")’in elektron
veya hidrojen atomlar1 veren antioksidan kimyasallarin varliginda, bu kimyasallar
tarafindan siipiiriilmesi (temizlenmesi) ile karakteristik mor renginin a¢ilmasinin
spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayanir. Yani, materyal ne kadar giiclii
antioksidan ozellige sahipse metanolik DPPH ¢o6zeltisinin rengini o kadar ¢ok agmasi
beklenir. Bu yontemde test edilecek olan Oziitlerin, gesitli derisimlerde hazirlanan 50
uL’lik metanol i¢inde hazirlanan ¢ozeltisi %0.004’liikk (w/v) DPPH c¢ozeltisinin 5 mL’si
ile kanistirilir. 30 dakikalik karanlikta inkiibasyon sonrasinda, orneklerin absorbansi 517
nm’de &lgiildii. Oziitlerin absorbans degeri bos kontrole (50 uL metanol) karst
degerlendirildi. Her bir 6ziitiin ve bos kontrol testlerinin absorbans degerleri kullanilarak

0ziit % inhibisyon degerleri asagida verildigi sekliyle hesapland: (Burits ve Bucar, 2000).

Akontrol _ Aémek
% inhibisyon = x 100
Akontrol (1)

Elde edilen % inhibisyon degerleri 6ziit derisimlerine kars1 grafige gegirilerek her bir
Oziitlin %50 renk agilimini saglayan derisimleri %50 inhibisyon (ICsp) degeri olarak
hesaplandi. Pozitif kontrol olarak BHT ve askorbik asit kullanildi. Aktivite belirlenen
oOziitlerin igeriklerine uygun saf maddelerle ayn1 testler tekrarlanarak aktiviteden sorumlu

bilesenler belirlenmeye calisildi.
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2.2.7.3. B-Karoten Renk A¢ilimi Yontemi — Spektrofotometrik Yontem

Gorsel olarak degerlendirilen  Oziitler daha anlamli olmasi  yoniinden
spektrofotometrik olarak da ¢alisildi. Biitiin 6ziitler ve pozitif kontrol BHT ¢6zeltileri 2 g/L
olacak sekilde etanolde ¢oziilerek test Ornekleri hazirlandi. Spektrofotometride
kullanilacak olan B-karoten-linoleik asit karisimi su sekilde hazirlandi: 0,5 mg B-karoten
ImL kloroformda ¢oziildi. 25 pL linoleik asit 200 mg Tween 80 ile emisyon haline
getirilerek pB-karoten ¢ozeltisine eklendi. Karisim iyice ¢alkalandiktan sonra evaporatorde
50 °C’de kuvvetli vakum uygulanarak kloroformu uguruldu. Karisim iizerine, linoleik
asitin oksidasyonunu saglayacak olan 6nceden 30 dakika boyunca oksijenle doyurulmus
(akis hiz1 100 mL dak™) distile sudan 100 mL eklendi ve 1 dakika boyunca hizli bir sekilde
karistirildi. Bu islem sonunda berrak, sar1 renkli -karoten-linoleik asit test karigimi elde
edildi. Bu karisimdan 250 pL’lik kisimlar, ¢oklu otomatik okuyucu tabaklarina (mikrotiter
plate) alindi. Her bir 6ziit ve kontrol igin ii¢ tekrarli seriler hazirlandi. 35 pL’lik test
cozeltileri, ilgili serilere ilave edildi. Ayni1 miktar etanol kontrol serisine uygulandi. Daha
sonra, ¢oklu tabaklar agizlar kapatilarak oda sicakliginda, karanlikta bekletildi ve belli
zaman araliklarinda hazirlanan serilerin absorbansi Mikrotiter okuyucuda (Bio-KINetics
EL312) 490 nm’de Ol¢iildii. Yine BHT nin ve oziitlerin absorbans degeri (li¢ tekrarin
ortalamasi) karsilagtirilarak bagil antioksidan aktivite (BAA) degerleri asagidaki
esitliklerden hesaplandi.

Oziitiin Absorbansi

BAA =
BHT’ nin Absorbansi @)

2.2.8. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Yapilan bu tez c¢aligmasinda 3 farkli bitki biiylime diizenleyicisinin 4 farkl
derisiminde kardeslenme sayisi, siirgiin boyu ve yapraklanma sayilar1 verileri elde edildi.
Bu verilerin istatistiksel analizi yapildi. Bunun i¢in SPSS 17,0 programinda ¢ok ydnlii
Duncan testi kullanildi. Olgiimleri yapilan degerler arasindaki istatistiki farklar ve
benzerlikler ortaya konuldu (P < 0,05)



3. BULGULAR

3.1. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu ve Canhlik yiizdeleri

Tohumlarin ¢amasir suyu ve H;O, ile yiizey sterilizasyonlar1 sonrasi elde edilen
canlilik ylizdeleri ve besi ortamlarindaki kontaminasyon sikliklar1 Tablo 3’te verilmistir.
Kontrol grubu olarak degerlendirilen tohumlarin (sterilize edilmemis) canlilik yiizdesi %
64,5’tir. Bu iki yontemden elde edilen canlilik oranlari; sodyum hipoklorit ile
sterilizasyona tabi tutulanlarda %59,7 ve H,O, ile olanlarda ise % 62,8 oldugu
hesaplanmustir. Iki farkli yontemden elde edilen canlilik yiizdelerinin, kontrolden elde
edilen degerlere yakin oldugu goriilmiistiir. Ancak besi ortamlarindaki kontaminasyon
sikliklarina bakildiginda; H,O; ile sterilize edilen tohumlarin %10, ¢amasir suyu ile
sterilize edilen tohumlarin %90 oraninda kontaminasyon goriilmiistiir. Bu sonuglardan
hareketle, H,O; ile yapilan sterilizasyon yonteminin, T. pseudopulegioides tohumlarinin
yiizey sterilizasyonlarinda kullanilmasinin daha uygun oldugu sonucuna varilmis (Tablo 3)

ve sonraki denemelerde H,0, (%62) ile sterilizasyon tercih edilmistir.

Tablo 3. Thymus pseudopulegioides tohumlarinin canlilik testi ve besi ortamlarindaki
kontaminasyon yiizdeleri

Sterilizasyon denemeleri Canli tohum orani (%) Kontaminasyon siklig1 (%)
Sodyum Hipoklorit 59,7+£2.0 90+2,0

H,0, 62,8+2,6 11£2,2

Kontrol* 64,5+3.6 100

' Yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmayan tohumlar kontrol grubu olarak degerlendirildi.

3.2. Farkh Besi Ortamlarinin Cimlenme Uzerine EtKisi

Denenen 5 farkli besi ortamindan elde edilen ¢imlenme verileri Tablo 4’te verildi.
MS, LS, WM, GB-5 ve SH besi ortamlarindan elde edilen ¢imlenme oranlari sirasiyla,
292,57, %90,19, %71,18, %90,93 ve %60,91 olarak belirlendi. Bu besi ortamlarindaki en
kisa ¢imlenme siireleri ise sirasiyla 5, 11, 6, 5 ve 7 giin olarak tespit edildi (Tablo 4). Bu

sonuglara gore en kisa zamanda ve en yiiksek ¢imlenme oranini veren besi ortaminin MS
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oldugu belirlendi. Bu olumlu sonuglardan dolayi, bundan sonraki denemelerde temel besi

ortami olarak MS tercih edildi (Sekil 4).

Tablo 4. Thymus pseudopulegioides tohumlarinin farkli besi ortamlarindaki ¢imlenme

verileri
% / Glin MS GB-5 LS WM SH
Cimlenme 92,57+2,3 | 90,93+2,8 | 90,19+3,1 71,18+2,6 | 60,91+3,2
orant (%)
Minimum
cimlenme 5 5 11 6 7

zamant (giin)

! |./';|”' }
o »

*l# u”*” *-'_

Sekil 4. Dogadan toplanan tohumlar (A), farkli temel besi ortamlarinda ¢imlenmeleri; MS
(Murashige & Skoog) (B), GB-5 (Gamborg’s B-5) (C), SH
(Schenk&Hildebrant)(D), WM (White Medium)(E) ve LS (Linsmaier &
Skoog)(F)
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3.3. Dogrudan Organogenez Calismalari

Calismanin bu safhasinda, en etKIN temel besi ortaminin secildigi, biiyiime
diizenleyicisi icermeyen agarla katilastirilmis MS ortamina, ¢imlendirilmis fidelerden elde
edilen ortalama 19.7+2,0 uzunlugunda olan siirgiinlerden 1’er cm boyutunda eksplantlar
yerlestirildi.

Eksplantlarda goriilen kararma {lizerine, yeni eksplantlar bu kez her bitki bir biiyiime
diizenleyicisinin (KIN, 6-BA ve TDZ) farkli derisimleri (0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L) ile
desteklenen MS ortamlarinda in vitro organogenez c¢alismalar1 baglatildi. T.
pseudopulegioides fidelerinin siirgiin uzamasi, yaprak sayisi, ¢oklu siirgiin olusumu ve %
kuru agirliklar: tizerindeki etkilerinin tespit edildigi denemelerden elde edilen sonuglar
Tablo 5’te sunuldu.

KIN’in yapilan ¢alismalar sonucunda alinan verilere gore siirgiin boyunda ve ¢oklu
siirglin olusumunda derisim arttik¢a (0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L) siirgiin boyu ve ¢oklu
siirgiin olusumunun arttig1 sadece ¢oklu siirgiin olusumunda 2,0 mg/L derisiminde bir
onceki derisime gore azalma oldugu saptandi (sirasiyla 34,1; 39,1; 43,4 ve 49,1 / 1,2; 2,1;
3,0 ve 2,5). % kuru agirlik ve yapraklanma sayilari incelendiginde derisim artik¢a % kuru
agirlik ve yapraklanma sayisinin azaldigi sadece % kuru agirligin 2,0 mg/L derisiminde bir
onceki derisime gore (1,0 mg/L) arttig1 goriilmiistiir (sirastyla %16,5; %14,1; %13,3 ve
%14,6/14,9; 12,4; 10,3 ve 8,7) (Sekil 5 ve Tablo 5).
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Sekil 5. MS besi ortamindaki T. pseudopulegioides siirgiinlerinin (A) baslangig, (B) 0,25
mg/L KIN, (C) 0,5 mg/L KIN, (D) 1,0 mg/L KIN ve (E) 2,0 mg/L KIN’in sekiz
hafta sonundaki goriiniimleri

TDZ’nin etkilerine bakildiginda; silirgin boyunda ve c¢oklu siirgiin olugsumunda
derigim arttik¢a (0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L) siirgiin boyu ve ¢oklu siirgiin olusumunun
arttig1 (swrastyla 17,25 20,6; 26,1 ve 30,2 / 1,4; 3,4; 3,9 ve 4,3), ancak % kuru agirligin
azaldig1 saptanmistir (sirasiyla 18,6; 10,4; 8,7 ve 6,9). Yapraklanma sayilar1 incelendiginde
ise 0,25 mg/L ve 0,5 mg/L derisimlerinin artisa, 1,0 mg/L ve 2,0 mg/L derisimlerinin ise
azalisa yol actig1 goriilmiistiir (sirasiyla 13,3 ve 14,9 /12,0 ve 10,1) (Sekil 6, Tablo 5).
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Sekil 6. MS besi ortamindaki T. pseudopulegioides siirgiinlerinin (A) baslangig, (B) 0,25
mg/L TDZ, (C) 0,5 mg/L TDZ, (D) 1,0 mg/L TDZ ve (E) 2,0 mg/L TDZ’nin
sekiz hafta sonundaki goriiniimleri

6-BA’da derisim arttikga siirgiin boyunda (0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L), yapraklanma
sayisinda ve c¢oklu siirgiin olusumunda artig, ancak 2,0 mg/L derisiminde degerlerde
azalisa neden oldugu gozlemlenmistir (sirasiyla 32,5; 35,3; 44,7 ve 40,5/ 9,4; 11,5; 13,0 ve
11,4/ 1,9; 2,3; 3,2 ve 2,4). % kuru agirlik verileri degerlendirildiginde ise derisim arttikca
% kuru agirhigin azaldigr sadece 2,0 mg/L derisiminde bir dnceki derisime gore (1,0 mg/L)

arttig1 verileri elde edildi (sirasiyla 23,8; 17,6; 12,1 ve 14,4) (Sekil 7, Tablo 5).
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Sekil 7. MS besi ortamindaki T. pseudopulegioides siirgiinlerinin (A) baslangig, (B)
0,25 mg/L 6-BA, (C) 0,5 mg/L 6-BA, (D) 1,0 mg/L 6-BA ve (E) 2,0 mg/L 6-
BA’nin sekiz hafta sonundaki goriiniimleri

Calisma neticesinde alinan sonuglara gére ortamlar ve derisimler kiyaslandiginda;
0,25 ve 0,5 mg/LL TDZ igeren ortamlardan elde edilen ortalama siirglin uzamalari, 1,0 ve
2,0 mg/L KIN ve 0,25 mg/L 6-BA igeren ortamlardan elde edilen yaprak sayilari hari¢
diger tiim derisimlerin kontrole gére olumlu etkiye sahip oldugu gozlendi. Ayrica, KIN’in
0,25 ve 1,0 mg/L derisimlerinden, 1,0 mg/L 6-BA derisiminden ve TDZ’nin tiim
derisimlerinden elde edilen % kuru agirlik miktarlar1 ise kontrolden daha diisiik
degerlerdedir.

En ytiksek siirgiin uzama miktar1 ve en fazla yaprak sayisi sirastyla 2,0 mg/L ve 0,25
mg/L KIN igceren ortamlarda tespit edildi. KIN’in artan derisiminin siirgiin uzamasinda

artisa, yaprak sayisinda azalmaya neden oldugu gozlendi. Ayrica, artan KIN derisiminin



29

kardeslenme sayisin1 1,0 mg/L derisimine kadar tesvik ettigi ve bu derisimden sonra inhibe
ettigi goriildii. KIN derisimlerinden elde edilen % kuru agirliklar1 13,3-16,5 araligindadir.

En fazla ¢oklu siirgiin olusumu 2,0 mg/L TDZ igeren ortamdan elde edildi. KIN’de
oldugu gibi TDZ’nin de artan derigiminin siirgiin uzamasini tesvik ettigi belirlendi. Aym
sekilde artan derisimin kardeslenme sayisinda artisa fakat % kuru agirlikta azalmaya neden
oldugu tespit edildi. TDZ derisiminleriyle desteklenen ortamlardaki en yiliksek ortalama
yaprak sayisi 14,9 ile 0,5 mg/L derisimindedir.

6-BA’nin artan derisimlerinden elde edilen siirglin uzama miktarlar1 sirasiyla 32,5;
35.,3; 44,7 ve 40,5, yaprak sayilar1 ise 9,4; 11,5; 13,0 ve 11,4’tiir. Coklu siirglin olusum
miktar1 1,9-3,2 adet araliginda iken % kuru agirliklar1 12,1-23,8 araligindadir.

KIN, TDZ ve 6-BA’nin 0,25 mg/L derisimleri incelendiginde, siirglin boyunda en
fazla uzamanin KIN ortaminda (34,4), yapraklanma sayisinda en fazla yaprak sayisinin
KIN ortaminda (14,9), kardeslenme sayisinda en fazla 6-BA ortaminda (1,9) ve % kuru
agirlikta ise en fazla 6-BA ortaminda (23,8) oldugu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise
0,25 mg/L derisimin daha avantajli oldugu anlasilmistir.

KIN, TDZ ve 6-BA’nin 0,5 mg/L derisim incelendiginde, siirgiin boyunda en fazla
uzamanin KIN ortaminda (39,1), yapraklanma sayisinda en fazla yaprak sayisinin TDZ
ortaminda (14,9), kardeslenme sayisinda en fazla TDZ ortaminda (3,4) ve % kuru agirlikta
ise en fazla 6-BA ortaminda (17,6) oldugu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise 0,5 mg/L
derisimin daha avantajlhidir.

KIN, TDZ ve 6-BA’nin 1,0 mg/L derisim incelendiginde, siirgiin boyunda en fazla
uzamanin 6-BA ortaminda (44,7), yapraklanma sayisinda en fazla yaprak sayisinin 6-BA
ortaminda (13,0), kardeslenme sayisinda en fazla TDZ ortaminda (3,9) ve % kuru agirlikta
ise en fazla KIN ortaminda (13,3) oldugu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise % kuru
agirhigi benzerlik gosterdigi, diger parametrelerin ise 0,5 mg/L derisimlerinin kontrol
grubuna gore daha iyi sonuclar elde edilmistir.

KIN, TDZ ve 6-BA’nin 2,0 mg/L derisim incelendiginde, siirgiin boyunda en fazla
uzamanin KIN ortaminda (49,1), yapraklanma sayisinda en fazla yaprak sayisinin 6-BA
ortaminda (11,4), kardeslenme sayisinda en fazla TDZ ortaminda (4,3) ve % kuru agirlikta
ise en fazla KIN ortaminda (14,6) oldugu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise 2,0 mg/L

derisimlerinin kontrol grubuna gdre daha iyi oldugu goriilmiistiir.
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Bu veriler 1s18inda genel bir degerlendirme yapildiginda, siirgiin boyunda KIN,
yapraklanma sayisinda 6-BA, coklu siirglin olusumunda (kardeslenme sayisi) TDZ ve %

kuru agirlikta ise KIN ve 6- BA 6n plana ¢ikmugtir.

Tablo 5. KIN, TDZ ve 6-BA’nin 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 mg/L derisimlerdeki kiiltiire
alinan stirglinlerin 8 hafta sonundaki kardeslenme sayilari, ortalama siirgiin

boyu, yapraklanma sayilar1 ve % kuru agirliklari

BBD' Derigim | Siirgiin Yaprak Kardeslenme | Kuru
(mg/L) boyu(mm) | sayisi sayi1sl agirlik %
KIN 0,25 34,4+1,8f | 14,9+1,8a | 1,2+0,4h 16,5+0,8d
0,5 39,1+1,3e | 12,4+1,6¢c | 2,1+0,8fg 14,1+1,0ef
1,0 43,4+1,5¢ | 10,3£1,3e | 3,0+0,7d 13,3+0,69
2,0 49,1+1,5a | 8,7+1,0g 2,5+0,5e 14,6+0,7¢e
TDZ 0,25 17,2+1,3k | 13,3+1,2b | 1,4+0,5h 18,6+0,5b
0,5 20,6+2,6j | 14,9+0,9a | 3,4+0,6C 10,4+0,5i
1,0 26,1+1,3i | 12,0+0,8¢cd | 3,9+0,6b 8,7+0,4j
2,0 30,2+2.2h | 10,1+0,8e | 4,3+0,7a 6,9+0,5k
6-BA 0,25 32,5+1,8g | 9,4+0,9f 1,9+0,19 23,8+0,6a
0,5 35,3+1,2f | 11,5+0,9d | 2,3+0,4ef 17,6+0,7¢c
1,0 44,7+1,6b | 13,0+£0,8b | 3,2+0,7cd 12,1+0,3h
2,0 40,5+1,6d | 11,4+0,8d | 2,4+0,5e 14,4+0,5ef
KONTROL 19,7+2,0j | 10,7+0,8¢e | 1,1+0,3h 13,8+0,7fg

'BBD: Bitki biiyiime diizenleyicisi

3.4. Toplam Fenol ve Toplam Flavonoid Miktarlarimin Belirlenmesi

Tiim 6rneklerin toplam fenolik miktarlar1 24,01-1083,74 mg/100g, toplam flavonoid
miktarlar1 ise 22,48-92,08 mg/100g degerleri arasindadir (Tablo 6). Bitki biiylime
diizenleyicisi igermeyen ortamlardan elde edilen fidelerden toplam fenolik ve flavonoid
miktarlart sirasiyla 57,12 ve 4,78 mg/100g’dir. Bitki biiyiime diizenleyicileriyle
desteklenen ortamlarda en yiiksek fenolik ve flavonoid madde miktarlar sirasiyla 1083,74

ve 92,08 mg/100g degerleriyle sirasiyla 1,0 mg/L KIN ve 0,5 mg/L 6-BA igeren
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ortamdadir. 0,5 mg/L KIN ile desteklenen ortamda flavonoid miktar1 belirlenememesine
ragmen, KIN igeren ortamlarin, ihtiva ettikleri fenolik ve flavonoid maddeler bakimindan
diger ortamlardan daha zengin oldugu belirlendi. Her bir bitki biiylime diizenleyicisinin
derisimlerinde yetisen fidelerin ihtiva ettikleri fenolik madde miktarlar1 kendi aralarinda
degerlendirildiginde, KIN, TDZ ve 6-BA’nin 1,0 mg/L derisiminlerinin digerlerine gore
daha verimli oldugu belirlendi. Buna paralel olarak, ayni ortamlardaki flavonoid madde
miktarlarinin da KIN ve TDZ’nin 1,0 mg/L, 6-BA’nin 0,5 mg/L. daha yiiksek oldugu

gorilldii.

Tablo 6. T. pseudopulegioides bitkisinin in vitro kosullarda iiretilen toplam fenol
ve flavonoid miktarlari

BBD! Derigim Toplam Fenol | Toplam Flavonoid
(mg/L) Miktari Miktar1

(mg/100g)” (mg/100g) "~

KIN 0,25 407,40 32,89
0,5 24,01 -

1,0 1083,74 37,33

2,0 940,38 31,44

TDZ 0,25 315,23 22,48
0,5 321,36 70,92

1,0 495,36 70,09

2,0 425,35 61,25

6-BA 0,25 317,23 61,54
0,5 556,20 92,08

1,0 663,23 46,36

2,0 458,31 60,92

Dogal Ortam 632,94 60,77
Kontrol® 57,12 4,78

'BBD: Bitki bityiime diizenleyicisi

“Kontrol: Bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortami
“ Gallik asit esdeger

™ Kuersetin esdeger
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3.4.2. HPLC ile Fenolik Bilesenlerin Analizi

HPLC analizleri sonucunda biitiin ortamlarda gelisen fidelerin 0Oziitlerinde
Protokatesik asit, Kafeik asit, Epikatesin, Rutin, Ferulik asit ve o-kumarik asit fenolikleri
bulundu (Sekil 8). Kontrol grubu ve 0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L KIN igeren ortamlarda
gelisen fidelerden elde edilen 6ziitlerde 0-kumarik asit bilesiginin sentezlenmedigi, ayrica
0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L TDZ ve 6-BA igeren ortamlarda gelisen fidelerden elde edilen
oziitlerde Epikatesin bilesiginin sentezlenmedigi tespit edildi. 0,25 mg/L KIN derisiminde
protokatesin, kafeik asit, rutin, epikatesin ve ferulik asit, 0,5 mg/L KIN derisiminde higbir
bilesigin sentezlenmedigi ve 1,0 mg/L ve 2,0 mg/L KIN derisimlerinde de protokatesin,
kafeik asit, rutin, epikatesin ve ferulik asit bilesikleri bulunmustur. En fazla protokatesin
bilesigi sentezlenmis ve en fazla 0,5 mg/LL 6-BA derisiminde tespit edilmistir (41,53
mg/100gr) ( Tablo 7).

0,25 mg/L TDZ derisiminde protokatesin, kafeik asit ve o-kumarik asit, 0,5 mg/L
TDZ derisiminde protokatesin, kafeik asit, rutin ve ferulik asit, 1,0 mg/L TDZ derisiminde
protokatesin, kafeik asit, rutin, ferrulik asit ve o-kumarik asit ve 2,0 mg/L TDZ
derisiminde ise protokatesin, kafeik asit, rutin, ferulik asit bilesikleri tespit edilmistir. En
fazla protokatesin bilesigi sentezlenmis ve en fazla 1,0 mg/L TDZ derisiminde goriilmiistiir
(32,64 mg/100g) (Tablo 7).

0,25 mg/L, 0,5 mg/L, 1,0 mg/L ve 2,0 mg/L 6-BA derisimlerinde protokatesin,
kafeik asit, rutin ve ferulik asit sentezlendigi goriilmiistiir. Bu bilesikler arasindan en fazla
protokatesin sentezlendigi ve en fazla 0,5 mg/L 6-BA derisiminde oldugu saptanmigtir
(41,53 mg/100g) (Tablo 7).
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Tablo 7. T. pseudopulegioides bitkisinin in vitro kosullarda iretilen fenolik bilesikler
(mg/100g kuru madde miktar)
BGD" | Derisim | Protokatesik | Kafeik | Epikatesin | Rutin | Ferulik o-
(mg/L) asit asit asit kumarik
asit
KIN |0,25 23,39 7,23 17,22 465 | 3,50 -
0,5 - - - - - -
1,0 25,51 7,89 18,78 50,74 | 3,82 -
2,0 22,13 6,84 16,30 44,03 | 3,31 -
TDZ |0,25 4,68 8,07 - - - 0,41
0,5 31,96 11,65 |- 6,54 |1,83 -
1,0 32,64 9,36 - 394 | 3,68 0,66
2,0 25,35 2,33 - 423 |4,08 -
6-BA | 0,25 23,40 16,15 | - 0,70 |13,16 |-
0,5 41,53 12,42 | - 1,45 1,48 0,61
1,0 18,26 10,16 | - 2,79 16,83 0,33
2,0 16,17 9,32 - 142 |216 2,36
Dogal Ortam 36,33 11,24 | 26,75 7,22 5,44 -
Kontrol” 3,29 1,01 | 242 0,65 [0493 |-

'BBD: Bitki biiyiime diizenleyicisi
K ontrol: Bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen MS ortan
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Sekil 8. T. pseudopulegioides bitkisinde HPLC ile tespit edilen fenolik bilesikler

3.5. Antioksidan Aktivite Testleri

3.5.1. DPPH Yontemi

Yapilan caligmalar boliimiinde ayrintilariyla anlatilan yontem izlenerek (Bolim
2.2.7.1) kararli DPPH radikalinin T. pseudopulegioides bitkisinden elde edilen metanol
ozitleri hazirlanarak incelendi. Tablo 8 ve Sekil 9’da goriilecegi gibi yapilan c¢aligma
sonucunda en yiiksek radikal siipiiriicii etkiye sahip olan 6ziit 2,0 mg/L KIN ortamda
gelisen fidelerden elde edildigi (ICso: 4,77 mg/mL), en diisiik aktiviteye ise 0,5 mg/L KIN
ortamda gelisen fidelerden elde edilen 6ziitlerde tespit edildi (ICso: 45,44 mg/mL).

3.5.2. B-Karoten Renk Ac¢ilim Testi-Spektrofotometrik Yontem

Antioksidan aktivitesinde uygulanan diger bir test yontemi de -karoten renk acilimi-
spektrofotometrik yontemidir. Bu yontemde B-karoten’in karakteristik sar1 renginin belli

bir periyotta korunumu esas alindi. 24 saatlik zaman siiresinde 6l¢iilen absorbans degerleri



BHT nin absorbansina kars1 degerlendirildi ve % BAA degerleri rapor edildi (Tablo 8 ve

Sekil 9).

Tablo 8. T. pseudopulegioides bitkisinden elde

35

edilen antioksidan aktivite

sonuglari
BBD' Derisim DPPH ICs B Karoten
(mg/L) mg/mL R %
KIN 0,25 12,50 45,74
0,5 45,44 46,99
1,0 21,76 48,58
2,0 4,77 76,06
TDZ 0,25 27,27 48,03
0,5 25,77 54,18
1,0 24,50 85,56
2,0 25,60 72,05
6-BA 0,25 26,90 47 47
0,5 25,83 100,00
1,0 24,20 76,18
2,0 27,37 64,12
Dogal Ortam 4,89 33,33
Kontrol® 22,38 43,09

BBD: Bitki biiylime diizenleyicisi
?Kontrol: Bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortami

Yapilan ¢alisma sonucunda Orneklerin P-karoten testinden elde edilen lipid
oksidasyonunu engelleme derecelerinde en yiiksek aktiviteyi 0,5 mg/L 6-BA ortaminda
gelisen fidelerin oOziitleri (%BAA: %100), en diisiik aktiviteyi kontrol (hicbir BBD
icermeyen MS ortami) ve 0,25 mg/L KIN ortaminda gelisen fidelerin oziitleri (sirasiyla
%BAA: %43,09 ve %BAA: %45,74) gosterdi (Tablo 8).
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Sekil 9. T. pseudopulegioides bitkisinden elde edilen antioksidan aktivite sonuglart (ICsg
mg/mL ve %BAA



4. TARTISMA

Bitki doku ve hiicre kiiltiirleri ile dogal triinlerin (sekonder metabolitlerin) {iretimi
bitki biyoteknolojisinin ilgi ¢ekici konularindan birisidir (S6kmen ve Giirel, 2001).
Insanoglu bu metabolitleri ilag, besin katki maddeleri, parfim ve kozmetik, zirai miicadele
gibi amaglarla kullanmaktadir. Bu bilesiklerin birgogu, kimyasal olarak sentezi zor ya da
tiretilmeleri veya miktarlarinin artirilmasi genetik miihendislik miidahaleleri ile dahi biiyiik
cabalar gerektirir (Zhong ve ark., 2001). Ekonomik deger tasiyan dogal {iriinlerin dogal
ortamlarda yetisen bitkilerden dogrudan elde edilmesi, bu bitkiler iizerinde tahribata neden
olmaktadir. Bu tahribatin oniine gecilmesi hususunda bitki biyoteknolojisinden yararlanma
olanagi giincel ve etkili bir yaklasimdir (S6kmen ve Giirel, 2001). Ayrica yeni ¢esit
gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik varyabilite olusturmak, kaybolmakta olan tiirlerin
korunmasinda ve ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin liretiminde, ¢esitli doku kiiltiirii yontemleri
rutin olarak uygulanmaktadir (Babaoglu ve ark.,2001).

Bununla beraber, doku ve hiicre kiiltiirii tekniklerini kullanarak sekonder metabolit
tiretimi gergeklestirme siireci de yogun emek gerektirir. Kaynak bitkinin se¢imi, bitkinin
uygun kisimlarindan doku ve/veya hiicre kiiltiirlerinin baslatilmasi, kiltiirlerin
stirdiiriilebilmesi, hedef {iriiniin kiiltlirler tarafindan tretilip tiretilmediginin tespit edilmesi,
eger lretilebiliyorsa iiriiniin miktarinin artirilmasi, yani kiiltiirli optimize etme olanaginin
arastirilmasi evrelerinin her biri bu siirecte doniim noktalaridir.

T. pseudopulegioides tohumlarindan baslatilan doku kiiltiirleri ile ilgili bu ¢aligma
0zgiin bir calismadir. Ciinkii doku kiiltiirleri ile ilgili bu bitkiden baslatilmis ve literatiire
kazandirilmis higbir bilgi yoktur.

Bu tez kapsaminda, T. pseudopulegioides bitkisinin in vitro’ da gelisim olanaklar
arastirilmigtir.  Dogal ortamlarindan T. pseudopulegioides tohumlarindan baslatilan
kiiltiirlerde; ilk olarak tohumlarin ¢imlenmesi i¢in en uygun besi ortami belirlendi ve daha
sonra olusan fidelerden almman eksplantlardan dogrudan organogenez ile fideler
olusturulmustur. Dogrudan organogenez c¢aligmalarinda, TDZ, 6-BA ve KIN’in, 0,25; 0,5;
1,0 ve 2,0 mg/L derisimlerinin siirgiin boyu, kardeslenme sayisi, yapraklanma sayisi ve
yiizde kuru agirlik tlizerine etkileri belirlenmistir. Ayn1 zamanda ekonomik degeri yiiksek

fenolik bilesikler arastirilmig analizler sonucu her bir ortamdaki toplam fenol, flavonoid
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miktarlart ve HPLC ile baz1 spesifik fenolik bilesikler ve antioksidan aktivite testleri tespit
edilmistir.

Mikrogogaltim caligmalarinin baslangici ve belki de en Onemli basamagi olan,
eksplant sterilizasyonu, bu calismada iki farkli yol izlenerek gergeklestirilmistir. Birinci
yolda %20’lik ¢amasir suyu ile tohumlarin ylizey sterilizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu
yonteme tabi tutulan tohumlarin canlilik yiizdeleri % 59,7 olarak hesaplanmistir. Ayrica,
sterilize edilen tohumlarin besi ortamlarina ekiminden sonra, ortamlardaki kontaminasyon
sikliklar1 da belirlenmistir. Bu yontemle sterilize edilen tohumlarin ekildigi ortamlardaki
kontaminasyon sikliginin %90 oldugu goézlenmistir. Denenen bu sterilizasyon sonrasi
gbzlenen kontaminasyon sikligimmin fazla olmasi, tohumlarin sterilizasyonu i¢in yeni bir
yontemin gerekliligini dogurmustur. Kullanilan ¢amasir suyu derisiminin ya da uygulama
stiresinin artirilmasinin, bu olumsuzlugu ortadan kaldirmada yeterli olabilecegi akla gelse
de, canlilik yiizdesinde neden olacagi azalma goz onilinde bulunduruldugunda, yeni bir
kimyasalin denenmesi ihtiyact dogmustur. Bu baglamda, tohumlar H,0, ile sterilize
edilmis ve camasir suyu ile yapilan sterilizasyondan daha olumlu sonuglar gézlenmistir. Bu
yontem sonucunda elde edilen canlilik yiizdelerinin (%62,8) daha yiiksek, kontaminasyon
sikliginin da (%11) ¢ok daha diisiik seviyelerde oldugu goriilmiistiir. Higbir sterilizasyon
yontemine tabi tutulmayan ve kontrol grubu olarak degerlendirilen tohumlarin canlilik
yiizdeleri %64,5 olarak tespit edilmistir. Bu tez ¢aligmasindan elde edilen sonuglara benzer
olarak, Srivastava ve arkadaslari (2010), tibbi bir bitki olan Aconitum heterophyllum
tohumlarinin yiizey sterilizasyonu i¢in NaOCl, HgCl, ve H,0, kimyasallarin1 kullanmiglar
ve HyO; ile yapilan yiizey sterilizasyonun digerlerine gére daha etkili oldugunu tespit
etmislerdir. NaOCl ile yapilan sterilizasyon sonucunda diisiik ¢cimlenme yiizdesi ve yiiksek
kontaminasyon siklig1 elde etmislerdir. Bir bagka ¢alismada da, benzer sonuclar elde
edilmis, sterilizasyonda kullanilan H,O, olumlu sonuglar gosterirken, camasir suyu
tohumlarin canliligin1 azaltmis ve kontaminasyon olusumunu engelleyememistir (Tanrver,
2013).

Doku kiiltiirii islemlerine baslarken verilecek en Onemli kararlardan birisi de
kullanilacak besi ortaminin belirlenmesidir. Cesitli arastiricilar tarafindan bildirilen bir ¢ok
besi ortam1 mevcut olmasina ragmen en sik kullanilanlart MS, LS, SH, G-B5 ve WM
ortamlaridir. MS yiiksek tuz icerigine, WM diisiik tuz igerigine, GB-5 nitrat azotu yliksek
bir ortamdir. LS ortami ise MS ortaminin organik madde bakimindan farkli versiyonudur

(Babaoglu vd., 2002).
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Bu calismada, yukarida bahsi gegen ve siklikla kullanilan 5 farkli besi ortaminin, T.
pseudopulegioides tohumlarinin ¢gimlenme yiizdesi ve siiresi lizerine etkileri belirlenmistir.
Calismanin bu asamasindan elde edilen sonuglar dogrultusunda, ¢aligilan tiiriin
tohumlarmin ¢imlenmesi i¢in uygun ortamin belirlenmesinin yaninda, sonraki ¢alismalarda
(dogrudan organogenez c¢alismalar1) kullanilabilecek en uygun temel besi ortami
belirlenmistir. Buna gore denenen ortamlardan MS’in hem en kisa ¢imlenme siiresine (5
giin) hem de en yiiksek ¢imlenme yiizdesine (%92,57) sahip oldugu saptanmis ve
tohumlarin ¢imlendirilmesi i¢in ve daha sonraki ¢alismalarda kullanilabilecek en uygun
ortam olduguna karar verilmistir. SH ortaminda ¢imlenme yiizdesinin en diisiik degerde
(%60,91), LS ortaminda ise tohumlarin ¢imlenmesi i¢in gereken siirenin (11 giin) daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. LS ve G-B5 ortamlarindaki ¢imlenme ylizdelerinin yakin
degerde oldugu fakat ¢cimlenme siirelerinin farklilik gosterdigi belirlenmistir. Literatiirde T.
pseudopulegioides tiirtintin in vitro ¢imlendirilmesine dair herhangi bir rapora
rastlanmamistir. Ancak Thymus cinsine ait farkli tiirler ile yapilan ¢alismalar mevcuttur
(Oziidogru, 2011; Shabnum ve Wagay, 2011; Nordine vd., 2013). Bu calismalarda
arastirmacilar, denemelerinde MS ortamini kullandiklarin1 ve yiiksek ¢cimlenme oranlarin
elde ettiklerini bildirmislerdir. Azot kaynag1 olarak besi ortamlarinda kullanilan NH4" ve
NOj3™ iyonlarinin énemi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Nongrum vd., 2007; Dohling
vd., 2008). MS ortam1 azot kaynagi olarak amonyum nitrat igerirken, WM ve G-B5
ortamlar1 amonyum siilfat formunu igerirler. Ayrica WM ve G-B5 ortamlarindaki NOs',
CaNO;z formunda bulunur. Bu CaNO; formundaki bilesiklerin ihtiva ettikleri azot
miktarlarmin, diger mineral elementlere gore daha diisiik oldugu bildirilmistir (Alan,
1989). MS ortamindaki amonyum nitratin varlii, bu bilesigin gelisimin en erken
safhalarindan itibaren asimile edilebilmesi ve biiylime ve farklilagsmay1 6nemli derecede
tesvik etmesinden dolayi, elde edilen yiiksek ¢imlenme oranlarinin sebebi olarak
gosterilebilir (Raghavan ve Torrey, 1964; Kramer ve Kozlowski, 1979). Literatiirden elde
edilen bu bilgilerin yani sira, MS ortammin diger ortamlara goére makro ve mikro
elementler bakimindan daha zengin olmasi, ¢cimlenmeyi artiran unsurlardan olabilecegi de
akla gelmektedir.

Mikrocogaltim, homojen bitkilerin yiiksek miktarlarda ve kisa siirelerde liretimine
olanak saglamaktadir. Ortama yeterli oranda bitki biiylime diizenleyicilerinin ilave
edilmesi biiylime ve gelismeyi tesvik etmekte ve boylece hem {iretim siiresinin daha da

kisalmasina hem de iiretilen miktarin artirtlmasi saglamaktadir. Calisma kapsaminda, in
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vitro’da ¢imlendirilen 6rneklerden alinan nodal eksplantlardan, TDZ, KIN ve 6-BA’nin
0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/LL derisimleriyle desteklenen MS ortamlarinda, dogrudan
organogenez yoluyla fideler olusturulmustur. 2 ay sonunda her bir ortamdaki fidelerin;
siirglin boyu, yapraklanma sayisi, kardeslenme sayis1 ve yiizde kuru agirliklar
belirlenmistir.

Elde edilen siirgiin boylar1 incelendiginde; KIN ve TDZ’nin artan derisimlerinin
fidelerin boylarinda uzamaya neden oldugu gozlenmistir. 6-BA’nin derigimleriyle
desteklenen ortamlarda ise boy uzunluklarinda, 1,0 mg/L derisime kadar artis ve bu
derisimden sonra azalig belirlenmistir. Siirgiin uzamasi iizerinde en olumlu etkiye sahip
olan bitki biiyiime diizenleyicisinin KIN ve derisiminin 2,0 mg/L oldugu tespit edilmistir.
TDZ’ nin diislik derisimlerinin (0,25 ve 0,5 mg/L) siirgiin uzamasinda inhibe edici etkisinin
oldugu goézlenmistir. Yaprak olusumunda ise 0,25 mg/L KIN ve 0,5 mg/L TDZ igeren
ortamlarin daha etkili oldugu belirlenmistir. KIN ve TDZ’nin 2,0 mg/L ve 6-BA’nin 0,25
mg/L derisimlerindeki yaprak sayilar1 kontrolden daha diisiik degerlerde Olctilmiistiir.
Kardeslenme sayilarina bakildiginda TDZ’ nin diger bitki biiyiime diizenleyicilerinden daha
olumlu sonuglar verdigi gézlenmistir.

Coelho ve arkadaglar1 (2012), MS ortaminin kullanilmasinin siirgiin olusumunu,
uzamasini ve ¢oklu siirgiin olusumunu tesvik ettigini rapor etmislerdir. Kumar ve
arkadaglar1 (2001), besi ortamlara sitokinin ilavesinin siirgiin olusumunu tesvik ettigini
bildirmislerdir. Elde ettigimiz verilere benzer olarak, daha once yapilan caligsmalarda,
TDZ’nin artan derisimin kardeslenme sayisini artirdigint bildirilmistir (Preece ve Imel,
1991; Heutteman ve Preece,1993). Bir baska caligmada ise 6-BA’nin siirglin uzamasini
TDZ’ye gore daha fazla tesvik ettigi tespit edilmistir (Ledbetter ve Preece, 2004). Bizim
calismamizin aksine, artan TDZ derigiminin siirglin uzamasini inhibe ettigine dair bir rapor
mevcuttur (Heutteman ve Preece,1993).

T. vulgaris ve T. hyemalis ile yapilan galigmalarda, siirgiin uzamasinda en etkili
sitokininin KIN oldugu belirlenmistir (Ozudogru vd., 2011; Nordine vd., 2013). Ayrica,
Tatari Vernosefadrani ve arkadaslari (2009), besi ortamlarmin 2,0 mg/L KIN ile
desteklenmesinin siirgiin uzamasini diger derisimlerden daha fazla tesvik ettigini rapor
etmislerdir. Ayrica 1,0 mg/L’ye kadar artan KIN derisiminin kardeslenme sayisinda artisa
neden oldugunu, daha yiiksek derisimlerin kardeslenme sayisim1  azalttigim

gozlemlemislerdir. Bizim ¢alismamizda da KIN’in siirgiin uzamasinda daha etkili oldugu
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goriilmiis ve en yiiksek siirgiin boyu 2,0 mg/L derisiminde Olcililmistiir. Artan KIN
derisimlerinin kardeslenme sayilarina etkilerinde de benzerlik tespit edilmistir.

Saez ve arkadaslar1 (1994), 6-BA’nin ¢oklu siirgiin olusumunda KIN’e gore daha
etkili oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica, 1,0 mg/L derisimine kadar artan 6-BA derisimin
kardeslenme sayisinda artisa ve bu derisimden sonra azalmaya neden oldugunu
belirlemislerdir. Buna benzer olarak, bu tez calismasinda, artan 6- BA derisimlerindeki
siirglin boyunun, yaprak sayisinin ve kardeslenme sayisinin 1,0 mg/L derisimine kadar
artt1g1 ve bu derisimden sonra azaldig1 gozlenmistir.

Dogrudan organogenez calismalar1 sonucunda incelenen parametrelerden bir tanesi
de, elde edilen fidelerin % kuru agirliklarinin belirlenmesi olmustur. TDZ’nin artan
derisimiyle, % kuru agirhigin azladigi, 6-BA ve KIN’in artan derisimlerinde ise 1,0 mg/L
derisimlerine kadar azalmanin oldugu ve bu derisimden sonra az da olsa artisin oldugu
gozlenmistir. Bu Ledbetter ve Preece (2004), TDZ’nin artan derisiminin bitkilerin % kuru
agirliklarinda azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglari, bu tez
calismasinda denenen TDZ derisimlerinden elde edilen sonuclar1 destekler niteliktedir.

% kuru agirlik miktarlarinin derisim artikga azalmasimnin nedeni mikrogogaltimda
karsilasilan sorunlardan olan vitrifikasyon veya hiperhidrasyon oldugu diistiniilmektedir.
Ciinkii elde edilen siirglinlerin sayisinin artirilmasi i¢in alt kiiltlirler yapilmakta ya da uzun
inkiibasyon siirelerine maruz birakilmaktadir. Vitrifikasyon (camlagsma), bu asamada
karsilagilan en 6nemli fizyolojik sorunlardan birisidir. Besin ortamindaki oksin, sitokinin,
minarel madde, seker ve agar miktar1 vitrifikasyonun nedenlerini olusturmaktadir (Hempel,
1985). Pasqualetto (1992) ise vitrifikasyonun bazi morfolojik (hiicrenin asir1 su almasi,
hiicre duvarmin yikilmasi, klorofil eksikligi, yaprak yapist ve besin kompozisyonu) ve
ekolojik (agarin niteligi ve konsantrasyonu, 6-BA konsantrasyonu, ortamdaki K ve Mg
bilesikleri ve kiiltiir kabi igerisindeki atmosferin durumu) etmenlere bagli oldugunu
bildirmistir. Coelho ve arkadaslar1 (2012), yaptiklart calismada higbir bitki biiylime
diizenleyicisi igermeyen MS ortaminda T. lotocephalus fidelerinin saglikli bir bigimde
gelistiklerini ve 6-BA eklenmesiyle vitrifikasyonla karsilagtiklarini bildirmislerdir.

Doku kiiltiirti yontemleri, ozellikle tibbi ve aromatik bitkilerin, ihtiva ettikleri
sekonder metabolitlerin {iretiminin artirilmasini ve optimizasyonunu miimkiin kilmaktadir.
Ozellikle, bitkilerden elde edilen 6ziit ya da ugucu yaglardaki fenolik maddelerin,
antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip olmalari,

doku kiiltiirii yontemlerini daha da 6nemli kilmaktadir. Literatiirde daha ¢ok kallus ya da
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hiicre kiiltiirleri kullanilarak sekonder metabolit iiretimi gerceklestirilse de, slirgiin
kiiltiirleri ile sekonder metabolit iiretiminden daha fazla verim elde edildigi bildirilmistir.
Hatta bazen iiretilen metabolit miktar1 ana bitkideKINden daha da yiiksek olabilmektedir
(Hirata vd., 1987).

Bu tezde, dolayli organogenez c¢alismalarinda denenen 3 bitki biiylime
diizenleyicisinin farkli derisimlerinden elde edilen fidelerin, ihtiva ettikleri toplam fenolik
ve flavonoid miktarlarinin ve bazi spesifik fenolik bilesiklerinin HPLC ile tayini
gerceklestirilmistir. Kontrol grubu olarak higbir bitki bliylime diizenleyicisi igermeyen MS
besi ortami kullanilmis ve ayrica elde edilen degerler, dogal ortamlarindan elde edilen
orneklerle kiyaslanmustir.

Elde edilen verilere gore, 1,0 mg/L KIN ile desteklenen ortamlardan elde edilen
orneklerin toplam fenolik madde miktarmin (1083,74 mg/100g) en fazla oldugu
belirlenmigtir. Toplam flavonoid miktart (92,08 mg/100g) ise 0,5 mg/L 6-BA igeren
ortamda tespit edilmistir. 0,5 mg/L KIN igeren ortamdaki toplam fenolik ve flavonoid
madde miktarlar harig, diger tiim 6rneklerden elde edilen degerler kontrolden yiiksektir.
Dogal olarak yetisen 6rneklerin toplam fenolik madde miktar1 1,0 ve 2,0 mg/L KIN ile 1,0
mg/L 6-BA’l1 ortamlardaKINden diisiik, toplam flavonoid miktari ise 0,5; 1,0 ve 2,0 TDZ
ile 0,25 ve 0,5 6-BA igeren ortamlardaki 6rneklerden daha diisiiktiir.

Bu g¢alismadan elde edilen toplam fenolik ve flavonoid miktarlarinin degiskenlik
gosterdigi belirlenmistir. Artan bitki bliylime diizenleyicisi derisimleriyle ya da artan ya da
azalan biiyiime parametreleriyle (siirglin boyu, yapraklanma sayisi, kardeslenme sayisi, %
kuru agirlik) toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlari arasinda herhangi bir iliski
tespit edilememistir. Bu farkliligin, farkli tohumlardan baglatilan kiiltiirlerden elde edilen
ve muhtemelen farkli genetik Ozelliklere sahip fidelerden alinan eksplantlarin
kullanilmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, kiiltiir ortamlarindaki
hiicrelerin igerdikleri biliylime diizenleyicilerinin ic¢sel diizeyleri de g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Hiicre ve hiicre gruplarinin boyutu; hiicreler arasi iliskiler, biiylime,
morfolojik farklilasma ve dolayisi ile sekonder metabolit mekanizmasi tizerinde dogrudan
etkili olmaktadir (Sakuta ve Komamine, 1987). Sitokinin grubu bitki biiyiime
diizenleyicileri, bitki biiyime ve gelismesinde O©nemli rolleri olan bilesiklerdir.
Sitokininlerin, sekonder metabolitler {izerindeki etkisi metabolit ¢esidine ve bitki tiiriine

gore degismektedir. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin in vitro sekonder metabolit
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tiretimindeki etkilerinin olduk¢a karmagik ve ¢eliskili oldugu goriilecektir (Sokmen ve
Gilirel, 2001).

HPLC’de, 14 farkli standart bilesigin kullanildig1 ve baz1 spesifik fenolik maddelerin
tespit edildigi ¢alismalarda, farkli ortamlardan elde edilen T. pseudopulegioides fidelerinin
genel olarak protokatesik asit, kafeik asit, epikatesin, rutin, ferulik asit o- kumarik asit
kimyasallarini ihtiva ettikleri belirlenmistir. KIN ile desteklenen ortamlarda, kontrol
grubunda ve dogal ortamlardan alinan 6rneklerde o- kumarik asit tespit edilememistir.
Epikatesinin ise TDZ ve 6- BA ile desteklenen ortamlarda sentezlenmedigi gozlenmistir.
Bu sonuglara gore; TDZ ve 6-BA’nin kullanilmasimin o- kumarik asit sentezlenmesine,
epikatesin sentezinin de inhibisyonuna neden oldugu sdylenebilir. 0,5 mg/L KIN igeren
ortamlardan gelisen fidelerin, analiz edilen 14 farkli standart bilesikten higbirini igermedigi
goriilmustiir. Farkli igerige sahip ortamlardan ve dogal ortamlardan elde edilen 6rneklerde
tespit edilen fenolik bilesik miktarlarinin kontrol grubundan daha yiiksek degerlerde
olduklar1 saptanmistir.

Literatiirde, T. pseudopulegioides’in fenolik bilesenlerinin HPLC ile tayinine dair
herhangi bir rapora rastlanmamustir. Ancak, Thymus cinsine ait diger tiirlerle yapilmis ve
literatiire kazandirilmis bir¢gok makale mevcuttur (Adzet vd., 1988; KurKIN vd., 1988;
Kulevanova vd., 1997; Kulevanova vd., 1998; Mouhajir vd., 2001; Zgorka vd., 2001;
Ziakova vd., 2003; Takeucki vd., 2004). Verilen bu raporlarda tespit edilen baslica fenolik
bilesikler arbutin (T. vulgaris), kafeik asit (T. aestivus, T. albanus, T. vulgaris) , kumarik
asit (T. vulgaris, T. carnosus), protokatesik asit (T. vulgaris, T. serpyllum), ferulik asit (T.
vulgaris), vanilik asit (T. vulgaris, T. carnosus), benzoik asit (T. vulgaris, T. carnosus),
siringik asit (T. vulgaris, T. carnosus) olarak belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda, daha
Ozceki c¢alismalarda Thymus tiirelerinde belirlenen fenolik bilesiklerden vanilik asit,
siringik ve benzoik asit, kullanilan standart bilesikler arasinda var olmalarina ragmen tespit
edilememistir. Yine bu caligsmalardan farkli olarak, ¢alismamizda, rutin (0,5 mg/L KIN
hari¢ geri kalan tiim orneklerde) ve epikatesin (sadece dogal drneklerde, kontrolde ve 0,5
mg/L derisimi hari¢ KIN ile desteklenen ortamlarda) fenolik bilesiklerine rastlanmistir.
Robby ve arkadaslar1 (2013), bu tez galismasindaki bulgularda farkli olarak, T. vulgaris’te
kafeik asit, kunik asit (Quinic acid), kumarik asit, karnosik asit, sinamik asit, rosmarinik
asit, metil rosmarinik, apigenin ve ferulik asit fenolik bilesiklerini, benzer olarak ta ferulik
asit, kafeik asit ve kumarik asit bilesiklerini tespit etmislerdir. Yine benzer olarak, T.

vulgaris oziitlerinde gallik asit ve klorojenik asit belirlenememistir.
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HPLC ile tayin edilen fenolik bilesiklerin toplam miktarlar1 ile toplam fenolik madde
miktarlar1 karsilastirildiginda, HPLC ydnteminden elde edilen verimin ¢ok daha diisiik
oldugu goriilmektedir. Oyle ki, bu sonug, elde edilen dziitlerde birgok tanimlanamayan
fenolik madde oldugunu akla getirmektedir. Bunun sebebi olarak, HPLC ile, var olan
bircok fenolik bilesigin, kullanilan kisith sayidaki standart bilesikten dolayr tespit
edilememesi oldugu soOylenebilir. 0,5 mg/L TDZ derisimden elde edilen fidelere ait
metanol Oziitlerinden HPLC analizleri sonucunda standart bilesiklerden higbirine
rastlanmamasi fakat toplam fenolik madde tayininde 24,01 mg/100g fenolik madde
miktarinin belirlenmesi bunun kanit1 olarak gosterilebilir.

Antioksidanlar serbest radikallerin etkilerini yok edici sistemlerdir. Gliniimiizde,
sentetik antioksidanlarin gilivenilirlikleri {izerinde artan endiselerden dolayi ¢esitli bitkisel
materyallerden dogal antioksidanlarin elde edilmesi lizerinde yogun bir ilgi olusmustur. Bu
durum, dogal antioksidan kaynagi olarak biiylik bir potansiyele sahip olan tibbi ve
aromatik bitkilerin kullaniminin giderek artmasina neden olmustur (Faydaoglu ve
Siirtictioglu, 2013). Fenolik bilesiklerde, bitkilerden elde edilen dogal antioksidanlarin bir
grubunu olusturmaktadir (Shahidi ve Wanasundara, 1992). Tibbi ve aromatik bitkilerin in
vitro antioksidan aktivitelerinin degerlendirildigi bir¢ok ¢alisma mevcuttur (S6kmen vd.,
2004; Tepe vd., 2004a; 2004b; Amarowicz vd., 2009; Al-Fatimi vd., 2010; Bektas, 2010 ;
Viuda-Marcos vd., 2010;). T. pseudopulegioides oziitlerinin antioksidan aktivitelerinin
arastirildigr sadece tek bir calisma mevcuttur (Bektas, 2010). Bu c¢alismada dogal
ortamlardan toplanan T. pseudopulegioides 6rneklerinin aktiviteleri arastirilmis, herhangi
bir doku kiiltiirli uygulamasi yapilmamustir.

Antioksidan aktivite testlerinde, DPPH testi ve beta karoten yontemi siklikla
kullanilan ve tamamlayic1 yontemlerdir. DPPH testi, kararli serbest radikal olan DPPH’in,
antioksidanlarin varliginda siipiiriilmesi (temizlenmesi) esasina dayanmaktadir (Burits ve
Bucar, 2000). Ayrica, lipid oksidasyonu sonucunda da serbest radikaller olugsmaktadir. B-
karoten renk agilim testi spektrofotometrik yonteminde ise, bu lipid oksidasyonunun
onlenme derecesi belirlenmektedir. Yapilan DPPH testleri sonucunda, dogal ortamlarda
yetisen bitkilerin radikal siipiiriicii etkilerinin maksimum seviyede oldugu belirlenmistir.
Buna benzer olarak 2,0 mg/L KIN igeren ortamlardan yetisen fidelerin Oziitlerinin de
yiiksek aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Dogal T. pseudopulegioides bitkilerinin
oziitlerinin, DPPH testinde gosterdikleri yiiksek aktivitenin aksine, - karoten testinde en

diisiik aktiviteye sahip olan Oziitler oldugu gozlenmistir. Yine DPPH testinde yiiksek
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aktivite gosteren 2,0 mg/L KIN derisiminden elde edilen 6ziitlerin ¢ok yiiksek olmasa da
kayda deger aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. 0,5 mg/L 6-BA ile desteklenen
ortamlardan elde edilen 6ziitlerin lipid oksidasyonunu tamamen engelledigi goriilmiistiir ve
dolayisiyla olusmasi muhtemel serbest radikallerin olusumunu engellemistir.

Polar tabiatli fenolik bilesiklerin serbest radikaller iizerinde giiclii siipiiriicii etkileri
bircok raporda sunulmustur (Komali vd., 1999; Moller vd., 1999; Vardar-Unlii., 2002;
sokmen vd., 2004). Calismamizda, uygun kosullarda kurutulan ve toz haline getirilen
fidelerin, metanol ile muamele edilmesiyle oziitleri elde edilmistir. Bu metanol oziitleri
hem polar hem de apolar tabiathh fenolik bilesikleri ihtiva etmektedir. Hatta bazi
calismalarda elde edilen bu metanol oziitleri, kloroform (apolar faz) ve su (polar faz)
olmak tizere fraksiyonlanmistir. Polar 6ziitlerin géstermis oldugu yiiksek radikal siipiiriicii
etkinin yaninda, lipid oksidasyonunu onlemede 6zellikle apolar 6ziitlere (Hekzan oziitleri
gibi) gore daha etkisiz olduklari bildirilmistir (Bektas, 2010; Hatipoglu vd., 2013).

Robby ve arkadaslar1 (2013), T. vulgaris metanol 6ziitlerinin yiiksek DPPH radikal
stiptiriicii etkiye sahip oldugunu bildirmistir. Bunu da HPLC analizleri ile belirlenen,
metanol Oziitlerinin igerdigi sinamik asit, ferulik asit, rozmarinik asit ve metil rozmarenat
varligina baglamistir. Bu hidroksi-fenolik bilesiklerin sahip olduklari hidrojen atomlarini
DPPH radikaline verdikleri ve bdylece serbest radikallerin temizlenmesini sagladiklar
bildirilmistir (Lu ve Foo, 2001). Bu tezde, HPLC ile tanimlanan fenolik bilesikler ile
antioksidan aktivite arasinda herhangi bir iligski kurulamamistir. Tanimlanan bilesiklerden
herhangi birinin varlig1 ya da yoklugu ve varsa miktarinin fazla ya da az olmasi, hem
DPPH hem de B- karoten yonteminden elde edilen aktivite sonuglarina olumlu ya da
olumsuz etki gostermemistir. Antioksidan aktivite testlerinden alinan farkli sonuglara,
HPLC analizlerinde kullanilan 14 standart bilesigin disinda kalan ve elde edilen metanol
oziitlerinde yiiksek ihtimalle bulanan diger fenolik bilesiklerin neden oldugu
diistiniilmektedir. 0,5 mg/L KIN igeren ortamlardan elde edilen 6ziitlerde, yapilan HPLC
analizleri sonucunda test edilen standart bilesiklerin bulunmamasi, fakat toplam fenolik
miktar1 tayininde fenolik maddelerin var oldugunun belirlenmesi ve ayrica antioksidan
aktivite testlerinde de orta derecede aktivite gOstermesi, bu diislincenin ispati
niteligindedir. Ayrica, Robby ve arkadaslarinin (2013) bildirdigine goére bizim
calismamizda tespit edilemeyen fakat Oziitler igerisinde olmasi muhtemel sinamik asit,
rozmarinik asit ve metil rozmarenat’in da bu aktiviteye neden olabilecegi de akla

gelmektedir.
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Yapilan bu tez ¢alismasiyla, T. pseudopulegioides tiiriiniin fenolik madde igeriginin
ve biiylime kosullarinin optimizasyonu gercgeklestirilmistir. Daha 6nceki literatiir bilgileri
incelendiginde, bu tiire ait doku kiiltiirii ¢alismalarina, hem dogal hem de in vitro ortamda
yetisen bitkilerin fenolik igeriklerinin ve miktarlarinin belirlenmesine dair herhangi bir
kayit mevcut degildir. Bu bakimdan, bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalar bir ilk ve elde

edilen veri ve sonuglar 6zgiin deger tagimaktadir.



5. SONUCLAR

1- Camasir suyu ile yapilan sterilizasyon sonrasi canlilik tohumlarin canlilik
yiizdeleri 9%59,7, kontaminasyon sikligt %90 olarak belirlendi. H»O, ile yapilan
sterilizasyonda ise canlilik oraninin ¢amasir suyuna goére daha yiiksek (%62,8),
kontaminasyon olusumunun ise daha diisiik seviyede oldugu belirlendi. Bu sonuglara gore,
T. pseudopulegioides tohumlarin yiizey sterilizasyonlart igin Hy0, ile yapilan
sterilizasyonun daha uygun olduguna kara verildi.

2- T. pseudopulegioides’in tohumlar1 kullanilarak denenen 5 farkli besi ortamindan
elde edilen ¢imlenme verilerine goére, en iyi ¢imlenme ortami1 MS (Murashige & Skoog)
%92,57 ve en disiik ¢imlenme ise %60,91 ile SH (Schenk&Hildebrant)’ dir. Dolayisi ile
bu asamadan sonra yapilan tiim ¢alismalarda MS tercih edilmistir.

3- Yapilan dogrudan organogenez calismalarinda en uzun siirgiin boyu 2,0 mg/L
KIN ortaminda (49,13), en fazla yapraklanma sayisi 0,5 mg/L TDZ ve 0,25 mg/L KIN
(swrasiyla 14,90 ve 14,91) ortamlarinda, en iyi kardeslenme sayis1 2,0 mg/L TDZ ortaminda
(4,3) ve en yiiksek % kuru agirlik ise 0,25 mg/L 6-BA ortaminda (%23,88) tespit edildi.
Ayrica yapilan ¢alismalar neticesinde KIN, TDZ ve 6-BA’nin 0,25 mg/L derisimlerinden
elde edilen % kuru agirlik miktarlar1 6n plana ¢ikmaktadir.

4- Metanol oziitleri ile hazirlanan T. pseudopulegioides oziitlerinin toplam fenolik
miktarlar1 24,01 mg ile 1083,74 mg arasinda, toplam flavonoid madde miktarlari ise 22,48
mg ile 92,08 mg arasinda tespit edildi. En yiiksek toplam fenolik icerigi 1,0 mg/L KIN
iceren ortamda, en yiiksek flavonoid igerigi ise 0,5 mg/L 6-BA ortaminda yetisen fidelerde
sirastyla 1083,74 ve 92,08 mg/100g olarak belirlendi.

5- HPLC analizleri sonucunda, genel olarak farkli ortamlardan elde edilen 6ziitlerde
6 adet fenolik bilesik kalitatif ve kantitatif olarak tespit edildi (Protokatesin, Epikatesin,
Kafeik asit, Rutin, Ferulik asit ve o-kumarik asit). Protokatesin 4,68-41,53, Kafeik asit
2,33-16,15, Epikatesin 16,30-17,22, Rutin 0,70-50,74, Ferulik asit 1,48-13,16 ve o-
kumarik asit 0,33-2,36 arasinda degerlere sahip oldugu goriilmiistiir.

6- HPLC analizler sonucunda, KIN’in biitiin derisimlerinde ve kontrol grubunda o-
kumarik asit sentezlenmedigi, TDZ ve 6-BA’nin tiim derimlerinde de epikatesin bilesigi

sentezlenmedigi tespit edildi.
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7- Omneklerin B-karoten testinden elde edilen lipid oksidasyonunu engelleme
derecelerinde en yiiksek aktiviteyi 0,5 mg/L. 6-BA ortaminda gelisen fidelerin oziitleri
(%BAA: %100) ve en diisiik aktivitede 0,25 mg/L KIN ortaminda gelisen fidelerin
Oziitlerinden (ICsp: 45,74) elde edildi. Yapilan DPPH testinde ise en yiiksek radikal
stipiirticii etkiye sahip olan 6ziit 2,0 mg/L KIN ortamda gelisen fidelerden elde edilirken en
diisiik radikal siipiiriicii etki ise 0,5 mg/L KIN ortaminda gerceklesmistir (ICso: 4,77
mg/mL, ICso: 45,44 mg/mL).



6. ONERILER

Thymus pseudopulegioides bitkisinden baslatilan doku kiiltiirleri ve bu bitkinin
fidelerinden bazi fenolik bilesiklerin tespiti ve in vitro kosullarda yetistirilen fidelerin
antioksidan aktivitelerinin belirlendigi bu ¢alisma, bu bitki 6zelinde yapilan ilk ¢alismadir.

Tez kapsaminda calisilan tiirin ve diger tibbi ve aromatik bitkilerin, daha verimli
mikrogogaltim protokollerinin olusturulmasi, dogadan toplamanin ve sebep oldugu
ekolojik tahribatin Oniine gececektir. Bu baglamda, farkli sitokinin grubu bitki biiyiime
diizenleyicisinin denendigi bu tez calismasina ek olarak, diger sitokinin grubu bitki
biiyiime diizenleyicilerinin ve oksin grubu bitki biiylime diizenleyicilerinin farkli
derisimleri ve kombinasyonlar1 denenerek, T. pseudopulegioides’in hem biiyiime ve
gelisme hem de ihtiva ettikleri sekonder bilesiklerinin optimizasyonu ic¢in uygun
protokoller belirlenebilir.

Diger Thymus tiirleriyle ilgili literatiirde yer alan raporlar incelendiginde, genellikle
dogal ortamlardan toplanan bitkisel Orneklerin igerikleri belirlenmistir. Bu tez
caligmasindan elde edilen veriler ve uygulanan protokoleler 1siginda, diger Thymus
tiirlerinin de in vitro ortamlarda iiretimi yapilabilir.

Arastirmamizda HPLC analizlerinde kisithh sayida standart fenolik bilesik
kullanilmistir. Bu standart bilesiklerin sayisinin artirilmasi, tibbi agidan 6nemli diger
metabolitlerin de tanimlanmasini saglayacaktir. Tanimlanan yeni bilesiklerden hangisi ya
da hangilerinin antioksidan aktiviteden sorumlu oldugu tespit edilebilir.

Dogrudan organogenez calismalariyla elde edilen fidelerin yani sira bu tiiriin ¢esitli
kisimlarindan alinan eksplantlardan kallus kiiltiirleri baslatilabilir. Bu kallus kiiltiirleri
tizerinden hiicre siispansiyon kiiltlirlerde olusturulabilir. Boylelikle kitlesel {iretim
gerceklestirilebilir ve elde edilmek istenen sekonder metabolitin daha fazla miktarda
iretimi saglanabilir.

Kallus kiiltiirlerinin ya da hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin biyoreaktorler gibi biiytik
sistemlerde uygulanabilir hale getirilmesi, iiretilmek istenen bilesigin kitlesel tiretimini
kolaylagtiracaktir ve mevsimsel ve iklimsel kosullara bagli kalmaksizin, yilin her

doneminde iiretim gerceklestirilebilecektir.
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8. EKLER

Ek 1. 500 mikromolarlik standart karisiminin 280 nm’ deki kromatogrami

Ek 2. T. pseudopulegioides’in dogal ortamdan alinan 6ziitiiniin 280 nm’ deki

kromatogrami
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Ek 3. 0.25 mg/L KIN’in 280 nm’ deki kromatogrami
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Ek 5. 1.0 mg/L KIN’in 280 nm” deki kromatogrami
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Ek 6. 2.0 mg/L KIN’in 280 nm’ deki kromatogrami
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Ek 7. 0.25 mg/L TDZ’nin 280 nm” deki kromatogrami

12
10 10
8 8
fl
) “ ]
| 2
! E
|
|
|
|
|
2 \ 2
‘\
|
|
o o — £ 0
| R
i —
2 2
0 2 4 6 8 10 2 1 16 8 20 2 % % Z‘B 30 32 Kl 3% K] 4 Q2 “ 4% i;i 50
9 mt 2 .
Ek 8. 0.5 mg/L TDZ’nin 280 nm’ deki kromatogrami
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Ek 9. 1.0 mg/L TDZ’nin 280 nm’ deki kromatogrami1
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Ek 10. 2.0 mg/L TDZ’nin 280 nm’ deki kromatogrami
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Ek 11. 0.25 mg/L 6-BA’nin 280 nm’ deki kromatogram1
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Ek 12. 0.5 mg/L 6-BA’nin 280 nm” deki kromatogrami
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Ek 13. 1.0 mg/L 6-BA’nin 280 nm” deki kromatogrami
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Ek 14. 2.0 mg/L 6-BA’nin 280 nm” deki kromatogrami
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OZGECMIS

1985 yilinda Trabzon’un Tonya ilcesinde dogdu. ilkdgretimini Meliksah Koyii
[k gretim Okulunda tamamladi. Orta 8gretimini Tonya Atatiirk Cok Programli Lisesin’de
tamamladi. 2005 yilinda Karadeniz Teknik Universitesi, Rize Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimiinde lisans 6grenimine bagladi ve 2009 yilinda mezun oldu. 2011 yilinda
Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali, Botanik
Bilim Dalinda Tezli Yiiksek Lisans egitimine basladi. 2012 yilinda Giimiishane
Universitesinde, Is Saghig1 ve Giivenligi egitimine bagladi. Is Saghg ve Giivenligi ve Ik
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