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Ajuga vestita BOISS. bitkisi, tibbi 6neme sahip, endemik ve “EN-Tehlikede kategorisinde olan
Ajuga cinsine ait bir tirdiir. Bu ¢aligmada Ajuga vestita BOISS.’in in vitro siirgiinlerinden elde edilen
fidelerin farkli kisimlarindan, literatiir taramalarinda daha 6nce hi¢ ¢alisilmamis olan kallus kiiltiirlerinin
baglatilmasi ve optimizasyonu ile kallustan siirgiin elde etme potansiyelinin belirlenmesi amaglandi.

Bu amagla 6ncelikle yiizey sterilizasyonu tamamlanan Ajuga vestita BOISS.’in olgun tohumlar1
hormonsuz 1/4 MS besi ortaminda ¢imlendirildi. Aksenik siirgiin uglari, 0.125 mg/L* Kin igeren 1/1 MS
besi yerinde ¢ogaltilarak kallus olusturma ¢aligsmalarinda baslangi¢ materyali olarak kullanilacak in vitro
stirgiinler elde edildi.

In vitro ortamda yetistirilen siirgiinlerin yaprak, govde, kok kisimlari ve testasi gatlatilmis olgun
tohumlar, sitokinin (Kin, BAP) ve oksinin (2,4-D) farkli konsantrasyonlarinin bulundugu 1/1 MS besi
ortaminda ayr1 ayr kiiltiire alindi. Calisma sonucunda, kiiltiire alinan tiim eksplant gesitlerinde kallus
olusumu gozlendi. Ancak, tiim eksplant tiplerinde en iyi kallus olusumunun 0.5 mg/L! Kin+2.0 mg/L™*
2,4-D igeren besi ortaminda oldugu belirlendi. Bununla birlikte, 0.5 mg/L* Kin+2.0 mg/L* 2,4-D besi
ortaminda kiiltiire alinan yaprak ve testasi catlatilmis tohumlarin kallus kiiltiiriine en iyi cevap veren
eksplant tipleri oldugu saptandi.

Kallus gelistirme ve kallustan siirgiin olusturma potansiyeli i¢in tiim materyallerden elde edilen
kalluslar, dnce hormonsuz besi yerinde 4 hafta kadar bekletildi. Kok ve govde eksplantlarinda olusan
kalluslarin tamamiyla karardigi, buna karsin yaprak ve tohum eksplantlarinin sar1 ve agik yesil renkte
kallus olusturdugu gozlendi. Bu nedenle yaprak ve tohum ekspklantlarindan elde edilen kalluslar siirgiin
elde etme ¢alismalarinda kullanilmak tizere, BAP ve Kin’in farkli konsantrasyonlarin1 (0.125, 0.5, 1.0,
2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.0 mg/L) ayr1 ayri igeren 1/1 MS besi ortamlarmda kiiltiire alind1. 0.125 ve 0.5 mg/L-
1 BAP iceren besi ortamlarinda kiiltiire alindiktan 5 hafta sonra siirgiin olusumu goriildii. 4.0-10.0 mg/L™*
BAP iceren besi ortaminda ve Kin konsantrasyonlarinin ¢ogunda olusan kalluslarda ise kok olusumu
tespit edildi.

Calismamizda, BAP ve Kin’in farkli konsantrasyonlarindan elde edilen kalluslarin toplam
fenolik ve flavonoid miktarlar1 gallik asit ve kersetine es deger olarak belirlendi. Aseton ekstresinin
fenolik ve flavonoid miktarinin metanol ekstresinden daha fazla oldugu tespit edildi.

Bununla birlikte, DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi kullanilarak Kkalluslardan
hazirlanan aseton ve metanol ekstrelerinin total antioksidan aktivite tayini gergeklestirildi. En yiliksek
antioksidan aktivite %88.91 inhibisyon ile 500 pg/L! konsantrasyonundaki metanol ekstresinde tespit



edildi. 250 ve 500 pg/ Lt konsantrasyonundaki aseton ve metanol ekstrelerinin ayn1 konsantrasyonlardaki
pozitif kontrol olarak kullanilan BHT den daha yiiksek etkiye sahip olduklar1 tespit edildi.

Anahtar Kelime: Ajuga vestita BOISS., endemik, kallus, total fenol, total flavonoid, DPPH
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Ajuga vestita BOISS. is a species of genus Ajuga which is medical importance, endemic and in
the category of “’EN-dengered’’. In this study which have not been studied before in literature, it was
aimed to determine the potential of shoots regeneration from callus by establishment and optimization of
callus cultures from different explants of in vitro shoots of Ajuga vestita BOISS.

For this purpose; firstly surface- sterilized seeds of Ajuga vestita BOISS. were germinated in a
hormone-free 1/4 MS medium. Axenic shoots tips were propagated in MS medium supplemented with
0,125 mg/L! Kin and obtained in vitro shoots were used as a starting materials for callus initiation
studies.

The leaves, stem and roots of in vitro shoots, and broken seeds were cultured in 1/1 MS medium
containing differents concentrations of cytokinin (Kin, BAP) and oxin (2,4-D). As a result; callus
formation was observed in the hormone combinations tested for all of explants types.

However; it was determined that the best callus formation was MS medium supplemented with
0,5 mg/L? Kin+2.0 mg/L™* 2,4-D in all explants. However, leaf and broken seeds cultured in 0.5 mg/L™*
Kin+2.0 mg/L* 2,4-D medium were found to have the best response to callus culture.

The callus obtained from all explants were cultured in the hormone-free MS medium (4 week) to
development of callus and shoot regeneration from callus. It was observed that the callus formed in root
and internod explants completely darkened, where as leaf and seed explants were create yellow and light
green callus. For this reason, the callus obtained from leaf and seed explants were cultured in MS medium
containing different concentrations of BAP and Kin (0.125, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.0 mg/L™) for
shoot regeneration studies.

Shoot formations was occured in MS medium supplemented with 0.125 ve 0.5 mg/L* BAP 5
weeks after culturing. In 4.0-10.0 mg/L™? BAP containing medium and in most of the Kin treatments, root
formation was detected in the callus.

In addition, the total phenolic and flavonid contents of the callus obtained from different
concentrations of BAP and Kin were determined as equivalent to gallic acid and quercetin respectisely
The total phenolic and flavonoid content of acetone extract was higher then methanol extract.

However, total antioxidant activity of acetone and methanol extracts prepared from callus was
determined by using DPPH free radical activity method. The highest antioxidant activity was detected in

Vi



the methanol extract at a concentration of 500 pg/ Lwith 88.91% inhibition. Acetone and methanol

extracts at a concentration of 250 and 500 ug/ L* were found to have a higher effect than BHT which is
used as positive control at the same concentrations.

Keywords: Ajuga vestita BOISS., endemic, callus, total phenolic, total flavonoid, DPPH
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1. GIRIS

Iliman iklim kusagi igerisinde bulunan iilkemiz, endemik bitkiler agisindan
diinyanin en zengin iilkelerinden biridir. Cicekli bitki ve egreltilerde 3022’yi bulan
endemik tlir sayisi; alttiir, varyete ve hibritlerle birlikte bu say1 3403’¢ yiikselir. Bagka
bir deyisle Tiirkiye’de dogal olarak yetisen yaklasik 12.000 bitki tiirliniin dortte biri
endemiktir. Iliman iklim kusaginda, Tiirkiye’den baska hicbir iilkede bu endemizm
orani goriilmez. Ornegin bu kusakta yer alan Iran’da endemizm oran1 %17.5 italya’da
%12.7 Fas’ta ise %17°dir (Ozhatay ve ark., 2005).

Endemik tiirler, yasama alanlarina 6zgii, hassas, nadir bulunabilmesi muhtemel
ve korunma geregi duyulan tiirler olup ¢esitli faktorler endemik bitki yasamini tehdit
etmektedir (Erdogan, 2010). Ayrica nadir veya lokal endemik tiirler yaygin tiirlerden
daha az genetik cesitlilige sahiptirler. Bu nedenle ¢evre kosullarindaki degisimlere
duyarli olup; bu kosullarin degismesi durumunda daha fazla yok olma tehlikesiyle karsi
karsiyadirlar (Primarck, 1993). IUCN 2001 kriterlerine gore endemik tiirlerimizin
yaklasik 600 kadar1 “Cok tehlikede CR”, 700 kadar1 da “Tehlikede EN” kategorisinde
yer almaktadir (Anonim, 2007). Bu nedenle koruma ve ¢ogaltma yontemleri ile ilgili
calismalar daha fazla 6nem kazanmaktadir.

Ajuga cinsi, diinyada 300’{in tizerinde taksonu bulunan Lamiaceae familyasina
ait bir cinstir. Bu cinsin iilkemizde, 23 taksonu (12 tiir, 9 alttiir, 2 varyete)
bulunmaktadir (Hasimi, 2012). Tek yada ¢ok yillik otsu bitkiler olan Ajuga iiyeleri
genellikle Avrupa Asya ve Afrika’da dagilis gostermektedirler. Cift dudakli, mavi, mor
ve sar1 renkte ¢icekleri olan bitki 5-50 cm uzunluga sahiptir (Israili ve Lyoussi, 2009).
Ust dudak (galea) belirsiz ve iki loblu, alt dudak (labellum) ise 3 lobludur; ikisi
yanlarda, kii¢iik biri ortada ve biiyliktiir. Nutlet genellikle 4 tanedir, ylizeyi ¢ukurcuklu
veya enine burusuktur. Taban yapraklar1 var veya yoktur. Govde yapraklari tam
kenarli, disli veya ti¢ disliye kadar degisen sekillerdedir. Brakteler govde yapraklarina
benzer veya farklilasmislardir. Demetler 2-6 ¢iceklidir. Kaliks aktinomorftur. Korolla
kisa veya uzun, tabaninda genellikle yiiziiklii bir tlipe sahiptir, tiip ucta iki dudakli bir
yapi ile sonlanir (Davis, 1982).

Ajuga cinsinin farmakolojik ve tibbi 6nemi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, eski
yillardan giimiize kadar ozellikle birka¢ tiirli geleneksel yontemlerle birgok amacta
kullanilmistir. Ozellikle idrar arttirma, kuvvet verme, terletme, yara iyilestirme zehirli
akrep ve yilan sokmalarinda panzehir amaclh yararlanildigr vurgulanmistir (Tekeli,

2006). Yapilan etnofarmakolojik ¢alismalarda Ajuga tiirlerinin Afrika ve Asya’da ates,



dis agrisi, dizanteri, yiiksek tansiyon, diyabet ve hipertansiyon gibi bazi hastaliklarda
geleneksel tedavi amaciyla kullanildigi belirtilmistir (Baytop, 1984; Aliotta ve Pollio,
1994).

Bu bitkiler, yapisinda fenol grubu (aromatik halkasinda islevsel bir hidroksil
grup iceren kimyasallar) tasiyan ¢ok c¢esitli sekonder triinler iretirler. Bu kimyasallar
fenolik bilesikler olarak siniflandirilirlar. Kimyasal cesitliliklerine uyacak sekilde,
fenolikler bitkilerde ¢ok farkli roller istlenirler. Bu bilesiklerin ¢ogu herbivor ve
patojenlere kars1 savunma bilesikleri olarak, digerleri ise mekanik destek veren, polen
ve meyve dagilimini saglayan, canlilari geken veya ayni ortamda yetisen rakip bitkilerin
biiyiimesini azaltan iglevleri bulunmaktadir. Bitkilerde renkli pigmentler karotenoidler
ve flavonoidler olmak iizere iki ana grupta toplanirlar. Karotenoidler, sari, turuncu ve
kirmizi rengi veren terpen yapida bilesikler olup fotosentezde yardimci pigmentler
olarak i goriirler. Flavonoidler ise ¢ok gesitli, renk verici kimyasallar1 igeren ve ¢esitli
bitkisel kokenli {iiriinlerde bulunan fenolik bilesiklerdir. Flavonoidlerin en Onemli
etkilerinden biri serbest oksijen radikallerine karsi koruma saglamalaridir. Cesitli
flavonoid tiirleri, pigment olusumu ve savunmada dahil, bitkilerde ¢ok farkli islevleri
yerine getirmektedirler. Yapilan in vitro calismalar flavonoidlerin anti-inflamatuvar,
anti-alerjik, anti-viral, anti-mutajenik ve anti-kanserojenik etkilerine sahip oldugunu
gostermektedir (Tshikalange ve ark., 2005; Cimanga ve ark., 2006; Kuete ve ark., 2008;
Gulluce ve ark., 2010).

Oksidasyonu baslangi¢ ya/yada gelisme basamaginda engelleyen yada geciktiren
maddeler olan antioksidanlar dogal ve sentetik olarak ikiye ayrilirlar. Sentetik olanlar
arasinda biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), troloks,
propil galat (PG), tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ) yer almaktadir (Mavi, 2005).
Genellikle bitkilerde dogal olarak olusan antioksidanlar ise glutatyon, karotenoidler,
flavonoidler, fenoller ve vitaminlerdir (Larson, 1988).

Ajuga cinsine ait tlirlerin kimyasal icerigiyle ilgili pek ¢ok calisma yapilmis ve
flavonoid, trigliserid, ugucu yag fitosteroid, diterpen gibi biyolojik, tibbi ve
farmakolojik 6zellige sahip bilesik izole edilmistir (Kokdil ve ark., 2002; Castro ve ark.,
2008; Israili ve Lyoussi., 2009; Hasimi, 2012).

Son yillarda sekonder metabolitlerin doku kiiltiirleri yontemleri ile tiretimi
lizerine akademik ve ticari ilgi artmistir. Ozellikle tibbi ve aromatik bitki 6ziitlerinin ve
stispansiyon kiiltiirii ile etken maddelerinin {iretilmesi aragtirmacilarin énemle durdugu

konulardir. Sekonder metabolitler geleneksel yontemle elde edilebilirler, fakat bu



yontemler bitkilerin ¢ogu i¢in iklim, biliylime kosullari ve cografi konum gibi
dezavantajlara sahiptir. In vitro kiiltiir yontemleri bu metabolitlerin dogal yollardan
elde edilmesinde karsilasilan so6z konusu bu sorunlarin asilmasinda farkli bir alternatif
sunmaktadir. Bu ¢alismalarla, iiretilecek bitkinin ¢ok sayida elde edilmesi, daha sonra
bazi1 sekonder uygulamalar ile endiistriyel boyutta ve az maliyette iretilebilmesi
amaclanir ( Giiven ve Giirsul, 2014 ).

Ajuga bracteosa’nin in vitro siirgiin kiiltiirlerinde toplam fenolik ve flavanoid
icerigi ile serbest radikal giderme aktivitesi incelenmis bitkisel hormonlarin tibbi 6nemi
olan sekonder metabolit iiretimi iizerine olumlu etkilerinin oldugu bildirilmistir (Ali ve
ark., 2018). Ayrica Ajuga multiflora’nin in vitro kiltiirlerinde yiiksek tokoferol ve
karotenoid igeriginin 11k etkisiyle arttirildigi rapor edilmistir (Jeong ve ark., 2018).

Bitki doku kiiltiirti, bitkilerden alinan canli bir doku pargasini (eksplant) sentetik
besi ortaminda siiresiz olarak yasatma teknigidir. Bu teknik daha az zaman, yer ve
materyal kullanilarak ayn1 genetik karakterleri tasiyan milyonlarca bitkinin tiretilmesini
olanakli kilar. (Ozen ve Onay, 2013) Yeni cesit gelistirmek ve mevcut cesitlerde
genetik varyabilite olusturmak doku kiiltliriiniin temel amaclar1 arasinda sayilabilir.
Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve cogaltilmasit zor olan tiirlerin
tiretiminde, ¢esitli doku kiiltiirii yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir (Babaoglu ve
ark., 2002). Birgok degerli kimyasal bilesik, gerek farmasotik ve gerekse endiistriyel
kullanim i¢in, bitki doku kiiltiirleri yoluyla in vitro sartlarda iiretilebilirler.

Bitki doku kiiltiirleri ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan kallus kiiltiird,
somatik embriyogenez, indirekt organogenez, hiicre siispansiyon kiiltiir ¢aligmalarindan
ozellikle sekonder metabolit iiretiminde yararlanilmaktadir. Ayrica istenilen iriinlerin
mevsime bagli kalmadan yil boyunca {iretiminde de kallus kiiltlirlerinden
faydalanilmaktadir (Aktas ve Colgecen, 2017; Erdemen ve Aygiin, 2016; Sokmen ve
Giirel, 2001).

Kallus, bitkilerin farkli kisimlarindan steril kosullar altinda ¢ogunlukla esit
oranda oksin/sitokinin kombinasyonlarini igeren besi ortamlarinda olusturulan gelen
farklilasmamus hiicre toplulugudur. Kallus elde etmek igin genellikle kdk, kotiledon,
hipokotil, yaprak ayasi/damar, ¢icek durumu, embriyo (olgun ve olgunlasmamis),
govde segmentleri gibi bitki kisimlar1 eksplant olarak kullanilmaktadir. Ayrica kallus
olusumu inkiibasyon siiresine, ortam sicakligina, fotoperiyoda gore degismektedir.
Kallus Kkiiltlirlerinin  mevsimsel degisimlerden etkilenmeden {iretim imkaninin

bulunmasinin yani sira, tehlike altindaki tiirlerde metabolit {iretimini miimkiin kilmasi



onemli bir avantaj saglamaktadir (Isikalan et al., 2011; Adiyaman Akbas et al., 2009;
Sokmen ve Giirel, 2001; Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Yagc1 ve ark., 2008).

Lamiaceae familyasina ait ¢ok yillik otsu bir bitki olan Ajuga vestita 900-1200
m yiikseklikte yetismektedir. Pembe veya beyaz gigekleri bulunan bitkinin gigeklenme
donemi Mayis’da baglayip Haziran ayinda son bulmaktadir. Endemik olan bitki
tilkemizde sadece Giliney Dogu Anadolu Bolgesi’nin Diyarbakir ve Mardin yoresinde
dagilis gostermektedir. Ancak Tirkiye’deki tek beyaz c¢igekli Ajuga tiiri, Mardin
cevresinde yayilis gosteren Ajuga vestita’ dir (Hasimi, 2012; Anonim, 2013). Ajuga
vestita’nin, endemik ve tehlike durumu, Ulusal Kirmizi Listede EN “Tehlikede”
kategorisi olarak belirlenmistir (Anonim, 2018).

Son yillarda nadir ve tehlike altindaki bitki tiirlerinin koruma altina alinmasinda,
genotipin muhafazasi ve gerektigi zaman tekrar dogaya kazandirabilmek i¢in materyal
teminini mimkiin kilmasi gibi birgok avantaj sagladigindan, in vitro doku kiiltiirii
tekniklerinin kullanilmasi yayginlasmistir (Sarasan ve ark., 2006; Cenkgi ve ark., 2009).
Bununla birlikte, tilkemizdeki endemik Ajuga tiirlerinin in vitro kiltiirii ve igerdikleri
bilesenler lizerine yok denecek kadar az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Hasimi, 2012;
Akbag ve ark., 2015). Bu bilgiler 1s18inda, sunulan tez ¢alismasinda, tibbi 6neme sahip,
endemik ve EN “Tehlikede” kategorisinde olan Ajuga cinsine ait, Ajuga vestita
bitkisinin, in vitro ortamda ¢imlendirilen tohumlarindan elde edilen fidelerin farkli
kisimlarindan, literatiir taramalarinda daha Once hi¢ c¢alisiimamis olan kallus
kiltlirlerinin baglatilmas1 ve optimizasyonun yani sira kallustan siirgiin elde etme
potansiyelinin belirlenmesi amaclanmistir. Ayrica olusan kalluslarin toplam fenolik,

flavonoid ve total antioksidan aktiviteleri incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Genetik ve molekiiler tekniklerin gelisimi ve destekleri ile bitki biyoteknolojisi
son zamanlarda 6nem kazanmis ve ekonomik 6neme sahip, nesli tiikenme tehlikesi
altinda olan endemik bitki tlirlerinin ¢ogaltimi agisindan en kolay, giivenilir ve verimli
bir yol olmustur (Erdogan, 2010). Ulkemizde klasik koruma metotlarina alternatif
olarak bitki biyoteknolojisi uygulamalarina 1970’li yillarin ikinci yarisinda baglanmigtir
(Ekim ve ark., 2000). Farmakolojik 6zellige sahip olan Ajuga tiirlerine slis ve ilag
sektorii gibi birgok alanda kullanim nedeniyle talep hizli bir sekilde artmaktadir.
Bununla birlikte bu genis kullanim alaninin bir sonucu olarak dogadan asir1 toplanmasi
bitkilerin hizla tiikkenmesine sebep olmaktadir. Bu tehlikeyle karsi karsiya olan Ajuga
cinsine ait tiirler; Ajuga boninsimae, A. bracteosa, A. ciliate, A. genevensis, A. incisa, A.
makinoi, A. multiflora, A. pyramidalis, A. shikotanensis, A. reptans ve A. vestita’dir
(Park ve ark., 2017). Yapilan literatiir taramalarinda, endemik ve tehlike durumu, Ulusal
Kirmiz1 Listede EN “Tehlikede” kategorisi olarak belirlenen Ajuga vestita’nin in vitro
kallus kiiltirt ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle yapilan kaynak
arastirmasinda Ajuga cinsine ait tiirlerle ilgili yapilan ¢alismalar yer almaktadir.

Lineberger ve Wanstreet (1983), A. reptans’in mikrogogaltilmasi {izerine Bitki
Biiyiime Diizenleyici’lerinin (BBD) etkisini arastirmislardir. Arastiricilar, 2.5 mg/L™?
BA ve 0.1 mg/L™? NAA iceren MS besi ortamindan siirgiin ucu bagina 47.6 adet siirgiin
olusturdugunu belirlemislerdir.

Preece ve Huetteman (1994), A. reptans’in nodal eksplantlarini kiiltiire alarak
siirglin olusturma potansiyelini arastirmiglardir. 10 pM BA igeren MS besi ortaminda
kiiltiire alinan nodal eksplantlardan maksimum kallus ve adventif siirgiin (5.6 adet) elde
ettiklerini rapor etmiglerdir.

Callebaut ve ark. (1997), Ajuga reptans’in gigeklerinden elde ettikleri kallus ve
hiicre silispansiyon kiiltiirlerinde antosiyanin iiretimini karsilastirmiglardir. Arastiricilar
metabolik olarak iiretilen antosiyaninlerin, kati besi ortamindan sivi besi ortamina gecis
sirasinda azaldigini ve bunun sivi kiiltiirlerdeki havalandirma sisteminden etkilendigini
rapor etmiglerdir.

Bremner ve ark. (1998), yaptiklar1 ¢alismada, Ajuga reptans’in toprak distii
kisimlarindan elde edilen bazi bilesiklerin bazi boceklere karst etkili oldugunu
bildirmislerdir.

Konoshima ve ark. (2000), bitki kaynaklarindan kanser onleyici ajan olarak

kullanilabilecek bilesikler tizerine arastirmalar yapmuslardir. Bu kapsamda Ajuga



decumbens’den izole ettikleri, iridoid glikozit tiirevi olan 8-asetilharpagid (8-AcHarp)
bilesigini fare deri tlimorleri lizerine etkisini incelemislerdir. Sonug¢ olarak 8-AcHarp
bilesiginin, farenin iki asamal1 karsinojenez testi tizerinde giiclii anti-timdr destekleyici
aktivite sergiledigini bildirmislerdir.

Kuria ve ark. (2001), Kenya’da halk arasinda yaygin olarak kullanilan Ajuga
remota’nin farkli ekstrasyonlarinin antimaleryal 6zelligini incelemisler ve o6zellikle
etanol ekstratinin aktif bir sekilde Plasmodium falciparum susu tizerinde etkili oldugunu
saptamiglardir.

Coll (2002), Ajuga cinsine ait bazi tiirlerin kimyasal igerigini NMR araciligiyla
incelemistir. Arastirici, Ajuga orientalis L. Ajuga parviflora, Ajuga reptans, Ajuga
australis tiirlerinin ¢esitli neo-clerodane diterpenlere sahip oldugunu tespit etmistir.

Kuria ve ark. (2002), Ajuga remota ve Ajuga decumbens’ten izole edilen
maddelerin antiplazmodial aktivite gosterdiklerini tespit etmislerdir.

Kokdil ve ark. (2002), Ajuga relicta ekstrelerinden dort steroid, bir monoterpen,
bir iridoid glikozit, iki diterpen, iki triterpen yapida olmak iizere on madde izole
ettiklerini bildirmislerdir.

Filippova ve ark. (2003), Ajuga reptans L. ve Serratula coronata L. bitkilerinin
kallus kiiltiirlerinden hiicre siispansiyon kiiltiirlerini elde etmislerdir. Arastiricilar, Ajuga
reptans’in hiicre siispansiyon kiiltiiriinde, 20-hydroxyecdyson (20E) igeriginin dogal
bitkiden 4-8 kat daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

How ve Smith (2003), 151tk ve karanlik uygulamasinin Ajuga reptans’in
gelismesi ve antosiyanin liretimi lizerine etkisini kallus kiiltlirii yoluyla incelemislerdir.
Arastiricilar, 0.75 mg/L? Kin+0.5 mg/L™? 2,4-D iceren WPM besi ortaminda kiiltiire
aldiklar1 in vivo yapraklardan elde ettikleri kallus olusumu iizerinde isik/karanlik
periyodunun ¢ok 6nemli olmadigini bildirmislerdir.

Fekete ve ark. (2004), Ajuga reptans, Ajuga bracteosa, Ajuga chamaepitys (L.)
Schreber ve Ajuga genevensis L. tiirlerinden elde edilen ekstrelerde emici boceklere
etki eden maddeler bulduklarini rapor etmislerdir.

Goren ve ark. (2005), Ajuga postii bitkisinden hazirlanan ekstrelerde bazi
sekonder bilesikleri izole ettigini bildirmislerdir. Arastiricilar daha sonra izole edilen
bilesiklerin DNA hasar1 olusturma aktivitesini arastirmis ve Ozellikle reptoside
glikositinin DNA hasarina sebep oldugunu ancak sitotoksik etki gostermedigini

saptamiglardir.



Marc ve ark. (2008), Libnan'da antiromatizmal ve antialerjik hastaliklar1 tedavi
etmek i¢in halk arasinda geleneksel olarak kullanilan bitkileri tespit etmek icin
etnobotanik ve etnofarmakolojik arastirma yapmuslardir. Sonug olarak; Ajuga chia
Schreb ve Ajuga iva (L.) Schreb’in toprak iistii kisimlarinin antiromatizmal etkiye sahip
oldugunu ve bu amagla halk arasinda kullanildigin1 bildirmislerdir.

Cheng ve ark. (2008), metabolizmayr hizlandirict 6zellige sahip sekonder
metabolit olan fitotekdisteroidi elde etmek icin Ozbekistan endemigi olan Ajuga
turkestanica'min sagak kok kiiltiirii ve siirgiin kiiltlirlerini olusturmuslardir. Farkli
elisitorler kullanarak olusturduklar sagak kok kiiltiirii ortaminda metabolik olarak aktif
fitotekdisteroid tiretiminin saglanabilecegi sonucuna varmislardir.

Hemcinschi ve ark. (2009), Ajuga genevensis ve Ajuga reptans’in histo-
anatomik Ozellikleri ve kimyasal igeriklerini incelemislerdir. A. genevensis'in metanol
ekstresinin daha yiiksek flavonoid icerigine sahip oldugunu belirlemislerdir. Ayrica A.
reptans ekstresinin antioksidan aktivitesinin daha kuvvetli (%88.11) oldugunu
bildirmislerdir.

Israeli ve Lyoussi (2009), Ajuga tiirlerinin biyolojik aktiviteye sahip bilesikler
icerdigini saptamislardir. Ayrica arastiricilar tarafindan Ajuga cinsinin etnofarmakolojik
ozellikleri arastirilmig, bircok Ajuga tlirtiniin farmakolojik ve fitokimyasal 6zelliginden
dolay1 geleneksel tipta, diyabet, ates, karaciger problemleri, sitma tedavisi, pndmoni,
romatizma, deri hastalii, mide agrisi, dis agrisi, tliberkiiloz, yara iyilesmesinde,
dizanteri, malarya, gastroinstestinal, helmintik, ditiretik, yiiksek tansiyon, iltihap
Onleyici, antifungal olarak ¢ok cesitli hastaliklara kars1 kullanildigini ve bahgecilikte de
kritik bir rol oynadigini ifade etmislerdir.

Tirkoglu ve ark. (2010), Ajuga chamaepytys bitkisinden hazirlanan bazi
ekstrelerin biyolojik aktivitesini arastirmislardir. Sonug olarak su ekstresinin metanol ve
kloroform ekstrelerinden daha aktif oldugunu bildirmislerdir.

Sivanesan ve ark. (2011), A. multiflora’nin yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarini
0.5-16.0 uM oraninda ii¢ farkl sitokinin [benziladenin (BA), N6- (2-izopentenil) adenin
(2iP) veya thidiazuron (TDZ) veya 1-fenil-3- (1,2,3, -tiadiazol-) 5-il) iire] igeren MS
besi ortaminda kiiltiire alarak adventif siirgiin olusturma potansiyelini incelemislerdir.
Sonug olarak; ii¢ sitokinin icerisinde 4 uM TDZ iceren besi ortaminda yaprak sapi
eksplantlarindan maksimum sayida siirgiin olusturdugunu bildirmislerdir.

Sahakyan ve ark. (2010), Ajuga genevensis ve Ajuga chia dogal ortamdaki

bitkilerinin yapraklarindaki ve kallus Kkiiltiirlerindeki nétr lipitlerin ve bunlarin yag



asitlerinin miktarin1 ve kompozisyonunu inceleyerek karsilastirmiglardir. Lipitlerin ve
yag asitlerinin igeriginin tiirlere, kallusun kokenine ve alt kiiltlir sayisina bagli olarak
degistigini ortaya koymuslardir.

Ghita ve ark. (2011), Ajuga reptans ve Ajuga genevensis’in fitokimyasal
ozelliklerini inceleyerek HPLC varliginda iki tiirii karsilastirmiglardir. Sonugta Ajuga
reptans’in Ajuga genevensis'den daha fazla immiinomodiile, hepatoprotif iridoid, daha
yiiksek antioksidan, polifenollere, pedo-klimatik intraspesifik, luteolin-7-O-glucosyde,
apigenol, klorojenik ve kafeik asit i¢erdigini tespit etmislerdir.

Chandel ve Bagai (2011), Ajuga bracteosa bitkisinden hazirlanan etanol
ekstresinin  antiplazmodiyal aktivite (IC50:10pg/L™?) olduk¢a yiiksek oldugunu
saptamislardir.

Delazar ve ark. (2012), Ajuga chamaepytys tiiriiniin metanol ekstresinden izole
ettikleri 5 maddenin antioksidan aktivitelerini (DPPH) arastirmiglardir. Test edilen
ekstreler igerisinde en yiiksek aktivitenin metanol ekstresinden elde edildigini
bildirmislerdir.

Hasimi (2012), Ajuga xylorrhiza KIT TAN ve Ajuga vestita BOISS. tiirlerinin
Antikolinesteraz aktivitesini Ellman yontemini kullanarak belirlemistir. Arastirici, her
iki bitkiden elde edilen ekstrelerin yiiksek derecede antikolinesteraz aktiviteye sahip
oldugunu saptamaigstir.

Kaul ve ark. (2013), Ajuga bracteosa’nin yaprak, yaprak sapt ve kok
eksplantlarmi TAA (2 mg/L) ve BA (5 mg/L?) ile desteklenmis MS besi ortaminda
kiiltiire alarak, in vitro mikrocogaltilma potansiyelini arastirmislardir. Ug eksplant
arasindan yapragin en hizli, yaprak sapmin ise en yavas tepkiyi verdigini
gozlemlemislerdir. Arastiricilar en iyi sonucun, eksplant bagina ortalama 41.4 adet
stirgiin ile yaprak eksplantlarindan elde edildigini ve siirgiin rejenerasyonunda %100
basar1 elde ettiklerini bildirmislerdir. Elde edilen siirgiinlerin, MS+IBA (0.5 mg/L™?)
iceren besi ortamina aktarildiginda yaklasik 20.2 cm uzunlugunda 20 adet kok
olusturdugunu belirlemislerdir. Kokli fidelerin topraga adaptasyonunu saglayarak
rejenere edilen bitkilerin RAPD analizi ile %100 monomorfizm gosterdigini ve genetik
stabiliteyi korudugunu bildirmislerdir.

Mamadelieva ve ark. (2013), Ajuga turkestanica bitkisinin bazi ekstrelerinin
biyolojik aktivete potansiyelini aragtirmislardir. Sonug olarak; su ve biitanol ekstresinin
en 1iyi antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve ayrica antimikrobiyal aktivite

bakimindan da aktif oldugunu bildirmislerdir. izole edilen bu bilesiklerin analjezik,



antibakteriyal, antiviral, antimikrobiyal, antiplazmoidal, antitimdr, antifungal gibi bir
cok aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir.

Sivanesan ve Jeong (2014), A. multiflora’nin yaprak ve yaprak sap1
eksplantlarini, 12.2 uM 2iP, 5.7 uM indol-3-asetik asit (IAA) ve 7.2 mM'de silisyum
iceren MS besi ortaminda kiiltiire almiglardir. En iyi silirglin olusumunun yaprak
eksplantinda (eksplant basina 23 siirgiin) gézlendigini belirlemislerdir. Ayrica MS bazal
ortamina silisyumun ilave edilmesinin kok uzunlugunun énemli 6l¢iide artmasina sebep
oldugunu tespit etmislerdir.

Jan ve ark (2014), 6nemli bir tibbi bitki olan Ajuga bracteosa Wall ex. Benth’in
farkli eksplantlarini kullanarak kallustan siirgiin rejenerasyonu igin etkili ve hizli in
vitro protokol gelistirmiglerdir. Maksimum kallus olusumunun yaprak eksplantlarinda
5.0 mg/L! BAP, petiyol eksplantlarinda 2.0 mg/L™* BAP+3.0 mg/L? IAA ve internodal
eksplantlarda 2.0 mg/L*BAP+5.0 mg/L™* NAA iceren MS besi ortamlarinda olustugunu
rapor etmiglerdir. Arastiricilar siirgiin rejenerasyonu i¢in, yaprak eksplantlarindan elde
ettikleri kallusu farkli oksin (IAA, NAA) ve sitokinin (BAP, Kinetin) igeren besi
ortamma aktardiklarmi ve 5.0 mg/L BAP ile desteklenmis MS besi ortaminda
maksimum siirgiin elde ettiklerini bildirmislerdir.

Sivanesan ve Park (2015b), A. multiflora'nin nodal eksplantlarindan itibaren
aksiller siirgiin proliferasyonu iizerine BBD’lerinin etkisini incelemislerdir. Arasticilar,
2 mg/L BA ile desteklenmis MS besi ortaminda eksplant basmna ortalama 9.3 adet
siirgiin olustugunu ayrica 2 mg/L™ BA ve 0.5 mg/ L NAA igeren MS besi ortaminda
eksplant bagsina olusan ortalama siirgiin sayisinin (21.3) 6nemli Slgiide yiikseldigini
rapor etmiglerdir.

Akbas ve ark. (2015), Ajuga vestita BOISS.’in olgun tohumlarint in vitro
ortamda ¢imlendirmisler ve elde ettikleri in vitro siirgiinlerin ¢ogaltilmasi {izerine BAP
(0.125, 0.25, 0.5, 1.0 mg/L") ve Kinetinin (0.125, 0.25, 0.5, 1.0 mg/L?) farkh
konsantrasyonlarinin etkisini arastirmiglardir. Test edilen, BAP ve kinetin oranlarinin
tiimiinde bir¢ok sayida saglikli siirgilin elde ettiklerini ancak en iyi slirgiin gelisiminin
0.125 mg/L™! Kinetin iceren MS besi ortaminda oldugunu tespit etmislerdir.

Sonmez (2016), endemik tiirler olan Ajuga postii Brig. ve Ajuga relicta P.H.'nin
morfolojik ve anatomik 06zelliklerini inceleyerek molekiiler akrabalik iliskilerini
Ribozomal DNA ITS bolgelerinin dizi analizleriyle ortaya koymustur. Ayrica toplam
fenol, flavanoid ve flavanol madde miktarlari ile fenolik bilesiklerini tanimlayarak,

ucucu yag analizleri ve antioksidan aktivitelerini aragtirmistir. Arastirict yaptigi
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antioksidan aktivite ¢alismalarinda en yiiksek degerlerini A. relicta'nin %70 metanol
iceren ekstresinden elde etmistir. Ayrica ucucu yaglarin analizinde safa yakin
bilinmeyen maddeler tespit ettigini bildirmistir.

Kayani ve ark. (2016), A. bracteosa'nin, 0.45-3.6 mg/L™* BA ilave edilmis MS
besi ortamindaki eksplantlardan ¢ok sayida siirgiin elde ettiklerini bildirmislerdir. Elde
edilen siirgiinlerin 0.5 mg/L™ IBA ile desteklenmis MS besi ortaminda en iyi (%100)
koklenme gosterdigini belirlemislerdir. Arasticilar daha sonra olusan kokli bitkileri
saksilara aktararak 2 hafta boyunca sulamis ve bitkilerin %82’sinin hayatta kaldigin1
bildirmislerdir. Ayrica yaprak sapindan elde edilen kallusun 3.6 mg/L™? BA igeren MS
besi ortaminda adventif siirglin olusturdugunu bildirmislerdir.

Sivanesan ve ark. (2016), A. multiflora’nin siirgiin ucu eksplantlarindan itibaren
stirglin proliferasyonu iizerine BBD’lerinin etkisini incelemislerdir. En yliksek siirgiin
sayisini, 8 uM BA ve 2.7 uM NAA igeren MS besi ortaminda (17.1) elde etmislerdir.
Ayrica maksimum koklenme oraninin (%100) siirglin bagina 7.2 adet kdk ile MS bazal
besi ortaminda oldugunu saptamislardir. Arastiricilar elde ettikleri koklii fideleri, %100
canlilik orani ile topraga adaptasyonunu saglamislardir. Bununla birlikte arastiricilar
topraga aktarilan ve iIn vitro ortamda rejenere edilen siirginlerin yapraklarinin,
karotenoid, yag asidi ve tokoferol igerigini karsilagtirmiglardir. Sonug olarak; en ytliksek
karotenoid, yag asidi ve tokoferol igeriginin MS bazal besi ortaminda kiiltiire alinan
stirglinlerin yapraklarindan elde edildigini bildirmislerdir.

Sahakyan ve ark. (2016), A. genevensis’in yaprak ve kok eksplantlarini 0.2
mg/L! Kin ve 2 mg/Lt IAA 2 mg/L? glisin bulunan MS besi ortaminda kiiltiire alarak
kallus elde etmislerdir. Elde ettigi kalluslar ile dogal ortamdaki bitkilerin biyolojik
aktivitelerini ve kimyasal igerigini karsilastirmislardir. Sonu¢ olarak; hem yaprak
hemde kok orjinli kallus dokusunun dogal ortamdaki bitkilerden daha yliksek
antioksidan aktivite gosterdiklerini belirlemislerdir.

Jeong ve ark. (2018), A. multiflora'nin in vitro siirgiin kiiltiirlerinde, adventif
sirgiin rejenerasyonu ve sekonder metabolit igerikleri {izerine 151k ve sukroz
konsantrasyonunun etkisini aragtirmiglardir. Yaprak bagina en yiiksek siirgiin
tomurcugunun (34.8), beyaz floresan 151k (WFL) altinda %2 sukroz ile desteklenmis
ortamdan elde ettiklerini bildirmislerdir. Arastiricilar, en yiiksek karatenoid igeriginin
ise WFL altinda %3 sukroz igeren MS ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerden elde
edildigini rapor etmislerdir. Ayrica en yiiksek tokoferol igerigini, WFL altinda %3

sukroz iceren MS ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerden elde etmislerdir.
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Ali ve ark. (2018), Ajuga bracteosa’nin hiicre kiiltiiriinde fotoperiyod ve hormon
uygulamasinin biyoaktif sekonder bilesiklerin biyosentezi iizerine etkisini ayrica
biyomas iiretimi ve antioksidan aktivitesi tizerinde etkisini incelemislerdir. Maksimum
toplam fenolik (TPC; 4.5mgGAE/gDW) ve flavonoid igerigini (TFC; 3.5mgQE/gDW),
1.2 ppm TDZ+2.0 ppm BAP hormon kombinasyonunu igceren MS besi ortaminda
kiiltiire alinmig siirgiinlerden elde etmislerdir. GC-MS ile yapilan analizlerde, in vitro
hiicre kiiltiirlerinde 29 yeni bilesigin biyosentezlendigini tespit etmislerdir. En énemli
bilesikler arasinda B-pinene, f-ocimene, 1-terpinene-4-ol, B-farnesene gibi monoterpen
hidrokarbonlar; myrtenal, citronellyl acetate gibi oksinlenmis monoterpenler ve
caryophyllene oxide, B-elemene gibi sesqui terpenlerin yer aldigini bildirmislerdir.

Ali ve ark. (2018), Ajuga bracteosa’da yaptiklar1 biyokimyasal analizlerde, 0.5
metil jasmonat (Me-J) varliginda, siirekli karanlikta yetistirilen hiicre kiiltiirlerinin, daha
yiiksek stiperoksit dismutaz (SOD:4.5 U/mg), peroksidaz (POD: 3.1U/mg) aktivitelerine
sahip oldugunu gostermislerdir.

Chen ve ark. (2018), Ajuga decumbens Thunb’den izole edilen neoclerodane
diterpenlerin ve fitosteroidlerin siiperoksit anyon olusumu ve elastaz salinimi tizerindeki
sitotoksik etkisini in vitro ortamda incelemislerdir. Arastiricilar izole edilen dort yeni
diterpenoidlerin siliperoksit anyon olusumu iizerine Onemli etkilerinin oldugunu
bildirmislerdir.

Jan ve ark. (2018), Ajuga bracteosa’nin in vitro c¢ogaltma protokoliinii
gelistirmek ic¢in petiyol ve internod eksplantlarindan itibaren kallus kiiltiirlerini
kullanmiglardir. Farkli konsantrasyonarda oksin ve sitokinin igeren MS besi
ortamlarinda kiiltire aldiklari eksplantlarda olugan kalluslari BBD’lerinin bulundugu
MS besi ortaminda alt kiiltiire alarak siirglin rejenerasyonu elde etmislerdir. Petiyol
eksplantlarinda maksimum siirgiin sayisint 3 mg/L™* BAP igeren (%80) MS besi
ortaminda, internod eksplantinda ise 2 mg/L™* BAP ve 5 mg/Lt NAA igeren MS besi
ortaminda (%100) saglandigini rapor etmislerdir. Arastiricilar olusan siirgiinleri 2 mg/L"
1 JAA ile desteklenmis MS besi ortaminda koklendirdikten sonra sera kosullarinda
yaklagik 4 hafta kadar alistirdiklarini ve basariyla tarla kosullarina aktardiklarinm
bildirmislerdir.

Kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve cogaltilmast zor olan tiirlerin
tiretiminde gesitli doku kiiltlirii yontemleri uygulanmaktadir (Babaoglu ve ark., 2002).
Bununla birlikte tibbi éneme sahip, endemik ve EN “Tehlikede” kategorisinde olan

Ajuga cinsine ait, Ajuga vestita bitkisinin kallus kiiltiirii ile ilgili herhangi bir literatiire
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rastlanmamistir. Bu amagla, tez calismasinda in vitro siirgiinlerin farkli kisimlari
kullanilarak kallus olusturma ¢aligmalar1 ve olusan kalluslarin toplam fenolik, flavonoid

ve total antioksidan aktiviteleri incelenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitkisel Materyal

Calismada baglangi¢c materyali olarak kullanilan, Ajuga vestita’nin tohumlari
Mardin’in Savur ilgesinden yapilan arazi ¢aligmalar1 sonucu toplandi ve Prof. Dr. A.
Selcuk ERTEKIN tarafindan teshis edildi. Deneysel calismalar Batman Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Arastirma Laboratuvarinda yiiriittildi.

Taksonomik Hivyerarsi

Alem :Plantae (Bitkiler)

Altalem :Tracheobionta (Damarli Bitkiler)

Ustbéliim :Spermatophyta (Tohumlu Bitkiler)
Boliim  :Magnoliophyta (Kapali Tohumlular)
Sinif :Magnoliopsida (Cift Cenekliler)
Altsimf  :Asteridae

Takim  :Lamiales

Aile :Lamiaceae (Ballibagiller)
Cins :Ajuga (Mayasilotu)
Tiir :Ajuga vestita BOISS.(Anonim, 2013)

‘_‘..~ . ,‘.."{ l d _,»/. 2
Sekil 3.1. Mardin’in Savur il¢esinde dogal olarak bulunan Ajuga vestita’nin genel goriiniimi

Lamiaceae familyasindan olan Ajuga cinsi, halk arasinda bir¢cok hastaligin
tedavisinde kullanilmakta olup bu bitkilerden elde edilen bilesikler biyolojik,
farmakolojik ve tibbi 6zelliklere sahip oldugu i¢in olduk¢a 6nemli bir genustur. Ajuga
cinsinin, Giiney Amerika disindaki kitalara yayilmis 300’den fazla tiirli, Tiirkiye’de ise

13 tirt yetismektedir (Anonim, 2013). Bunlardan Ajuga vestita Giineydogu Anadolu
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Bolgesinde sadece Mardin ¢evresinde yetisen, endemik olarak bilinen ve Ulusal Kirmizi
Listede EN “Tehlikede” kategorisinde olan Ajuga tiiriidiir (Davis, 1982; Davis ve ark.,
1988; Saya ve ark., 2001; Anonim, 2018).

3.2. Yontem
3.2.1. In vitro Kkiiltiir 6n hazirhk uygulamalari
3.2.1.1. Sterilizasyon islemleri

In vitro Xkiiltiir calismalarinda kullanilan cam malzemeler, sicak su ile
yikandiktan sonra saf sudan gegirildi ve etiiv igerisinde 180 °C’de 3 saat boyunca
(meziir, balon joje ve pipetler ise 80 °C’de) bekletilerek sterilize edildi. Magenta GA-7
kiiltiir kaplart ayn1 sekilde yikanip kurutulduktan sonra aliiminyum folyolara sarildi ve
121 °C’de, 1 atm basing altinda 25 dakika boyunca otoklavda sterilizasyonlart saglandi.
Calismada kullanilan filtre kagitlar1 iki saat boyunca 180 °C’de, besi ortaminda
kullanilan saf sular ise {i¢ saat boyunca 180 °C’de etiiv igerisinde bekletilerek
sterilizasyonu yapildi. Inkiibasyon islemlerinde kullanilan bistiiri ve pensler once
%96°11ik alkol ile silindi daha sonra aliiminyum folyoya sarilarak 300 °C’de 30 dakika
boyunca kuru hava sterilizatorii i¢inde bekletilerek steril edildi.

Inkiibasyon islemlerinden bir giin &nce ropikaj odasinda bulunan dolaplar, kapi,
masa, duvarlar ve zemin sodyum hipoklorit (NaOCI) yardimiyla silindi. Ayrica
inkiibasyonun yapilacag: steril kabinin i¢i seyreltilmis alkolle (%70) temizlendi. Daha
sonra, ultraviyole lambasi birkag saat acik birakilarak ropikaj odasinin sterilizasyonu
tamamlandi.

Biiyiime odasinda; 30-60 um m? s?
lambalar (400 w, MBFR/U, Thorn) ve ortam sicakligin1 25+2°C de sabit tutan bir

151k siddetine sahip civali Fliioresan

sicaklik kontrol sistemi bulunmaktadir. Ayrica biiylime odasinin 151k periyodu 16 saat

aydnlik 8 saat karanlik olacak bi¢imde ayarlandi (3000-5000 liix).

3.2.1.2. Besi ortamlarinin hazirlanmasi ve sterilizasyonu
Bu arastirmada tiim deneylerde kullanilan Murashige ve Skoog (Murashige ve
Skoog, 1962-MS) besi yerinin stok soliisyonlar araciligiyla hazirlanmasi ve BBD’lerin

miktarlarina ait ¢izelgeler asagida verildi (Cizelge 3.1. ve Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.1. MS besi ortaminda kullanilan stok ¢ozeltiler ve miktarlari

MS Makro Elementler Ana Cozeltisi Kompleks Kelator Ana Cozeltisi
NHsNO3 1659 FeS04.7H.0 3.725¢
KNOs 1909 Na;EDTA 2.785¢
CaCl».2H.0 449 Distile su 1000 mI’ye tamamlanir
MgS0O4.7H20 3.7¢9 Vitamin Karisimi Ana Cozeltisi
KH2PO4 179 Nikotinik asit 50 mg
Distile Su 1000 ml’ye tamamlanir Glisin 200 mg
Pridoksin HCI 50 mg
MS Mikro Elementler-1 Ana Cozeltisi Tiamin HCI 10 mg
H3BO3 620 mg Distile su 100 mI’ye tamamlanir
MnS0,.4H,0 1690 mg MS Mikro Elementler-2 Ana Cozeltisi
ZnS04.7H0 860 mg Cu SO;4 .5H20 25mg
KI 83 mg CoCl,.6 H,0 25 mg
Na;Mo00,.2H,0 25mg Distile su 100 ml’ye tamamlanir
Distile su ile 100 ml’ye tamamlanir B1 Vitamini Ana Cozeltisi (10°°)
Tiamin HCI 100 mg
Distile su 100 ml’ye tamamlanir

Cizelge 3.2. Besi ortamlarina ilave edilen Bitki Biiytime Diizenleyicilerinin tip ¢esitleri

BAP Ana Cézeltisi (10%) Kinetin Ana Cézeltisi (10°°)

6-Benzilaminopurin 100 mg Kinetin(6furfuroaminopurin) 100 mg
1IN HCI 3-5cc Distile su ile 100ml’ye tamamlanir
Distile su 100ml’ye tamamlanir

2,4-Diklorofenoksi Asit (2,4-D)

2,4-D
%95 lik etil alkol ile

100 mg

100 ml’ye tamamlanir

Murashige ve Skoog (MS) besi ortaminin hazirlanmasi;

Calismada kullanilan MS besi yeri Cizelge 3.3.’de verildigi gibi hazirlandu.
Bunun i¢in bir litrelik erlenmayere 6nce 750 ml steril saf su eklendikten sonra sirasiyla
sakkaroz, ana soliisyon, MS-1, MS-2, kompleks kelator, vitamin karigimi, B1 vitamini
ilave edildi ve son olarak steril saf su ile bir L’ye tamamlandi. Daha sonra ¢alismanin
amacma uygun BBD’ler eklenerek pH’s1t 5.7 ‘ye ayarlandi. Kiiltiir besi ortamini
katilagtirmak icin 5.458 g agar ilave edildikten sonra 25 dakika siire ile 121 °C’de 1 atm
basing altinda otoklavda sterilizasyonu saglandi.

Sterilizasyonu saptanan besin ortami soliisyonu ropikaj odasinda steril kabin

icinde Magenta GA-7 kaplaria 50-60 ml olacak sekilde bolistiirtildii.
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Cizelge 3.3. Standart MS besi ortami igerigi (Murashige ve Skoog, 1962)

Agar 5.458 g

Sakkaroz 309

MS Ana Cozeltisi (Makro Elementler) 100 ml

MS Mikro Elementler-1 10 ml

MS Mikro Elementler-2 1 mi

Kompleks Kelator 10 mi

Vitamin Karisimi 1mi

B1 Vitamini Ana Cozeltisi 1mi

Distile Su 1000 ml’ye tamamlanir

3.3. Kiiltiir Baslatma Cahsmalari

Baglangi¢ materyali olarak kullanilan Ajuga vestita’ya ait olgun tohumlarin
¢imlenmesi igin yikandiktan sonra %70 lik alkolde 30 sn bekletilmek suretiyle 6n
sterilizasyonu yapildi. Tohumlar %5°lik NaOCI soliisyonunda 15 dk bekletildi ve steril
saf su iginde 5 kez 5’er dakika calkalanarak NaOCI’den arindirildi. Tohumlarin
cimlenmesi ve biiyiimesi i¢in 1/4 MS besi ortamina 30 g/L! sakkaroz ilave edilerek
pH’s1 5.8 olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra besi ortamina 5.465 g agar eklenerek 1
atmosfer basmgta 121 °C de 25 dakika siire ile otoklavda steril edildi. Hazirlanan besi
ortami, Magenta GA-7 kdiltiir kaplarina, steril kabin igerisinde yaklagik 50 ml olacak
sekilde boliistirildi (Sekil 3.2A.).

Steril tohumlar testasi ¢atlatilmis olarak, her bir kiiltlir kabinda yaklasik 5 tane
olacak sekilde kiiltiire aliarak, biiyiime odasinda (biiyiime odasimin sicaklig 25+2 °C,
151k periyodu 16 saat aydinlik 8 saat karanlik; 3000-5000 liix) ¢imlenmeye birakild:
(Sekil 3.2B.). Iki haftalik kiiltiir periyodu sonunda ¢imlenen tohumlarin siirgiin uglari,
Akbag ve ark. (2015) belirttigi gibi 0.125 mg/L™" Kinetin (Kin) iceren 1/1 MS besi
ortaminda kiiltiire alinarak c¢ogaltildi ve boylece kallus olusturma calismalarinda

baslangic materyali olarak kullanilacak in vitro siirgiinler elde edildi (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.2A. Besi ortaminin hazirlanmasi Sekil 3.2B. Ajuéa tohumlarinin biiyiime odasinda
¢cimlenmeye birakilmasi

Sekil 3.3. Olgun tohumdan elde edilen in vitro siirgiinler

3.4. Kallus Olusturma Cahismalari

Kallus olusturma ¢aligmalarinda, in vitro siirgiinlerin yaprak, gévde, kok kisimlar
ve testast ¢atlatilmis olgun tohumlar, Cizelge 3.4.’de belirtilen hormon
kombinasyonlariin bulundugu 1/1 MS besi ortaminda ayr1 ayri kiiltiire alindi. Biiyiime
odasinda gelismeye birakilan kallus kiiltiirlerinin 4 hafta sonra morfolojik gozlemleri

alinarak degerlendirildi (Sekil 3.4., Sekil 3.5., Sekil 3.6. ve Sekil 3.7.).
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Sekil 3.4. In vitro yaprak eksplantlarindan kallus Sekil 3.5. /n vitro kok eksplantlarindan kallus
baglatma baglatma

Sekil 3.6. /n vitro govde eksplantlarmdan kallus Sekil 3.7. Testasi gatlatilmig olgun tohum
baslatma eksplantlarindan kallus baglatma



Cizelge 3.4. Kallus olusturma c¢aligmalarinda test edilen hormon kombinasyonlari
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Eksplant Besiyeri Sitokinin Oksin
Tmi -0.5 mg/L™! Kin 2.0 mg/L™ 2,4-D
Tmz2 -0.5 mg/L' BAP 2.0 mg/L™ 2,4-D
Tws -1.0 mg/L™" Kin 2.0 mg/L™' 2,4-D
Twa -1.0 mg/L' BAP 2.0mg 1" 2,4-D
Tohum Tws 0.5 mg/L! Kin 1.0 mg/L-! 2,4-D
Twe -0.5 mg/L™' BAP 1.0 mg/L™' 2,4-D
T -1.0 mg/L" Kin 1.0 mg/L™' 2,4-D
Twis -1.0 mg/L' BAP 1.0 mg/L" 2,4-D
Y -0.5 mg/L~" Kin 2.0 mg/L ' 2,4-D
Ymz -0.5 mg/L™' BAP 2.0 mg/L™" 2,4-D
Yms -1.0 mg/L™" Kin 2.0 mg/L™" 2,4-D
Y va -1.0 mg/L™' BAP 2.0 mg/L™" 2,4-D
Yaprak Yus -0.5 mg/L-" Kin 1.0 mg/L- 2,4-D
Ywms -0.5 mg/L' BAP 1.0 mg/L™" 2,4-D
Ywmz -1.0 mg/L™* Kin 1.0 mg/L™* 2,4-D
Y -1.0 mg/L~' BAP 1.0 mg/L™' 2,4-D
Kwmz -0.5 mg/L™* Kin 2.0mg/L™ 2,4-D
Kw -0.5 mg/L™' BAP 2.0 mg/L™" 2,4-D
Kws -1.0 mg/L™" Kin 2.0 mg/L™" 2,4-D
) K -1.0 mg/L ' BAP 2.0mg/L " 2,4-D
Kok Kwms -0.5 mg/L™* Kin 1.0 mg/L™ 2,4-D
Kwms -0.5 mg/L™' BAP 1.0 mg/L™" 2,4-D
Kwmz -1.0 mg/L™* Kin 1.0 mg/L™* 2,4-D
Kwms -1.0 mg/L~' BAP 1.0 mg/L™ 2,4-D
Gm1 -0.5 mg/L™* Kin 2.0 mg/L™ 2,4-D
Gwm2 -0.5 mg/L™' BAP 2.0 mg/L™ 2,4-D
Govde Gwma -1.0 mg/L " Kin 1.0 mg/L" 2,4-D
Gma -1.0 mg/L™' BAP 1.0 mg/L™' 2,4-D
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3.5. Kallus Gelistirme Calismalari

Kallus gelistirme ve kallustan slirgiin olusturma potansiyeli i¢in tiim
materyallerden elde edilen kalluslar asagida belirtilen BBD’lerini i¢eren 1/1 MS besi
ortamlarinda ayr1 ayri kiltiire alinarak biliylime odasinda gelismeye birakildi. 4 hafta

sonra olusan kalluslarin morfolojik gozlemleri alinarak degerlendirildi.

e 0.125 mg/L' Kin e 0.125 mg/L' BAP
e 0.5mg/L"Kin e 0.5mg/L"'BAP

e 1.0mg/L"Kin e 1.0mgl'BAP

e 2.0mg/L'Kin e 2.0mg/L'BAP

e 4.0mg/L"'Kin e 40mg/L"'BAP

e 6.0mg/L ' Kin e 6.0mg/L'BAP

e 8.0mg/L"'Kin e 8.0mg/L"'BAP

e 10.0 mg/L ! Kin e 10.0 mg/L! BAP

Kallus ekstrelerinin hazirlamsi: /n vitro ortamda yetistirildikten sonra Kkurutulan
kallus 6rneklerinden 3’er g tartildi. Kalluslar havanda iyice toz haline getirildikten sonra
tizerine farkl erlenler igerisinde 50 ml metanol ve 50 ml aseton eklenerek 24 saat oda
sicakliginda 180 rpm’de orbital ¢alkalayicida karistirildi. Bu siirenin sonunda, ekstreler
Whatman No:1 filtre kagitlarindan siiziildii ve rotary evaporatorde ¢oziiciiler uguruldu.
Elde edilen ekstrelerden toplam fenolik, toplam flavonoid ve antioksidan aktivite

tayininde kullanilmak tizere stok ¢ozeltiler hazirlandi.

3.6. Toplam Fenolik Miktar Tayini

Kallus ekstrelerinin toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilmak
tizere gallik asite es deger olarak tespit edildi (Slinkard ve Singleton, 1977). Aseton ve
metanolde hazirlanmis olan ekstrelerin 1000 ppm konsantrasyonda ¢ozeltileri
hazirlanarak 100 ng ekstre igeren 6rnek ¢ozeltileri distile su ile 4.6 mL’ye tamamlandi.
Bu karisima 100 pL Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ve 3 dakika sonra %2’lik Na>COz3
¢ozeltisinden 300 pL ilave edilerek oda sicakliginda iki saat boyunca inkiibe edildi.
Farkli konsantrasyonlardaki gallik asit g¢ozeltileri i¢in de aym islem uygulanarak

inkiibasyon sonrasinda 760 nm dalga boyunda spektrofotometrik oOl¢tim alindi.
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Ekstrelerin toplam fenolik icerikleri standart gallik asit grafiginden elde edilen gallik
aside es deger (GAE) esitlik (Sekil 3.8.) olarak hesaplandi.

0,35
y=0,067x+ 0,035

0,3 R?=0,995 o

0,25

0,2

0,15

Absorbans
)

0,1 e

0,05 4.~

0] 1 2 3 4 5

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.8. Gallik asit standart egrisi grafigi

3.7. Toplam Flavonoid Miktar Tayini

Kallus ekstrelerinin toplam flavonoid miktarlar1 kersetine esdeger olarak
aliminyum nitrat yontemi ile belirlendi (Moreno ve ark., 2000).1000 ppm’lik kersetin
¢oOzeltisi hazirland1 ve bu c¢ozeltiden 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 ve 200 uL
alinarak hacimleri %80’lik etanol ile 4.8 mL’ye tamamlandi. Daha sonra karigimin
tizerine 0.1 mL 1 M potasyum asetat ve bir dakika sonra 0.1 mL %10’luk aliiminyum
nitrat ilave edildi. 40 dakika inkiibasyon siiresinden sonra 415 nm’de kontrole kars1 UV
spektrofotometresinde absorbanslari okundu. Ayni islem aseton ve metanol igeren
ekstrelerin tek konsantrasyonda (100 ppm) hazirlanan ¢ozeltileri icinde yapildi.
Ekstrelerin toplam flavonoid miktarlari standart kersetin grafiginden elde edilen esitlik
(Sekil 3.9.) kullanilarak belirlendi.
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Sekil 3.9. Kersetin standart egrisi grafigi

3.8. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi

Kallus ekstrelerinin  serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil serbest radikali (DPPH) kullanilarak belirlendi (Blois, 1958). Bitkilerin
metanol ve aseton ekstrelerinden 1 mg/L™ stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden
son konsantrasyon 10, 25, 50, 100, 250 ve 500 pg/ml olacak sekilde alinarak hacimleri 1
ml’ye tamamland ve iizerlerine 0.1 mM DPPH c¢ozeltisinden 4 mL ilave edildi. Cozelti
karisimi karanlikta oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 517 nm dalga
boyunda spektrofotometrik 6lg¢iim alindi. Standart olarak; Askorbik asit, BHA ve BHT
kullanildi.

Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiil degerine yerlestirilerek
inhibisyon yiizdesi (%]) hesaplandi.
%I=(Akontrol — Aérnek/Akontrol)x 100
Akontrol kontrol tiipiiniin (test bilesikleri disinda tiim ayiraglar1 igeren tiip) absorbans
degerini, Aornek ise her bir konsantrasyon i¢in hazirlanan tiipiin absorbans degerini

ifade etmektedir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Kallus Olusturma Calismalari
4.1.1. Tohum eksplantinda kallus olusumu
Testas1 ¢atlatilmis Ajuga tohumlart Boliim 3.4.°te belirtilen sekilde in vitro
ortamda kiiltiire alinarak kallus olusturma potansiyeli incelendi. 4 haftalik kiiltiir

periyodu sonunda elde edilen veriler Cizelge 4.1.’de gosterildi.

Cizelge 4.1. Testasi catlatilmis olgun tohumlarin farkli besi ortamlarinda kallus olusturma potansiyeli

Besiyeri Kallus Olusturma Kallus Morfolojisi
Yiizdesi

Twm1-0.5 mg/L'Kin+2.0 mg/L™'2,4-D %95 Sari, seffaf, taneli
Twmz-0.5 mg/L'BAP+2.0 mg/L'2,4-D %85 Acik kahverengi, seffaf, taneli
Twmz-1.0 mg/L'Kin+2.0 mg/L™! 2,4-D %75 Sar1, seffaf, taneli
Twma-1.0 mg/L'BAP+2.0 mg/L'2,4-D %50 Acik kahverengi, seffaf, taneli
Twms-0.5 mg/L'Kin+1.0 mg/L~'2,4-D %50 Sari, seffaf, taneli
Twme-0.5 mg/L'BAP+1.0 mg/L"'2,4-D %50 Sari, seffaf, daginik
Twmz-1.0 mg/L'Kin+1.0 mg/L~'2,4-D %50 Sari, seffaf, dagimik
Twms-1.0 mg/L'BAP+1.0 mg/L"'2,4-D %50 Sari, seffaf, dagimik

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 10 eksplantin ortalamasini gostermektedir.

Cizelge 4.1.’de gorildigi gibi, gesitli BBD ile desteklenmis 1/1 MS besi
ortaminda (Tm1, Tm2, Twma, Twms, Twms, Tms, Twmz, Twms) Kkiiltire alinan tohum
eksplantlarinda kallus olusumu gozlendi. Ancak en yiiksek kallus olusumu %95 oram
ile Tm1 besi ortamindan elde edilmistir. Genel olarak, olusan kallus 6rnekleri morfolojik
olarak incelendiginde, taneli/daginik dokulu, sari/agik kahverenginde olup seffaf
goriiniimlii oldugu belirlendi. 1 haftalik kiiltiir periyodu sonunda ilk kallus olusumu
Twm1, Tmz, Tms ve Twma besiyerlerinde inkiibe edilen eksplantlarda goriildii ve 4 haftalik
periyod sonunda olusan kalluslarin baslangi¢ materyalinin 4-5 kat1 biiytikliigline ulastigi
belirlendi (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.). Buna karsin Twms, Tms, Tm7 Ve
Twmsg besi ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlarda az miktarda kallus olusumu ise 3. ve
4 hafta sonunda goriildii (Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.). Kallus olusumuna oksin—sitokinin
kombinasyonunun etkisi karsilastirildiginda besi ortaminda kullanilan sitokininden
(BAP ve Kin) ziyade oksin (2,4-D) konsantrasyonunun daha etkili oldugu ve 6zellikle
oksin 2.0 mg/L™" 2,4-D’nin yiiksek konsantrasyonlarini iceren besi yerinde (Tm1, Twmz,

Twmz) daha yogun ve taneli yapida kallus olustugu belirlendi.
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Sekil 4.2. Tu besi ortaminda tohum eksplantlarinda

Sekil 4.1. Twm1 besi ortaminda tohum eksplantlarinda
kallus gelisimi kallus gelisimi

Sekil 4.3. Tz besi ortaminda tohum eksplantlarinda Sekil 4.4. Tz besi ortaminda tohum eksplantlarinda
kallus geligimi kallus geligimi
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Sekil 4.5. Tws besi ortaminda tohum eksplantlarinda ~ Sekil 4.6. Tvgs besi ortaminda tohum eksplantlarinda
kallus geligimi kallus gelisimi

4.1.2. Yaprak eksplantinda kallus olusumu

In vitro siirgiinlerden Béliim 3.4.’te belirtilen sekilde elde edilen yaprak
eksplantlar farkli hormon kombinasyonlarini igeren besi ortamlarinda kiiltiire alinarak
kallus olusturma potansiyeli incelendi. 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda elde edilen

veriler Cizelge 4.2.’de gosterildi.

Cizelge 4.2.Yaprak eksplantinin farkli besi ortamlarinda kallus olusturma potansiyeli

Besiyeri Kallus Olusturma Kallus Morfolojisi
Yiizdesi
Ywm1-0.5 mg/L'Kin+2.0 mg/L'2,4-D %96 Acik yesil, seffaf, taneli
Ym2-0.5 mg/L'BAP+2.0 mg/L"'2,4-D %75 Kahverengi, seffaf, taneli
Ywms-1.0 mg/L'Kin+2.0 mg/L'2,4-D %75 Acik yesil, seffaf, taneli
Ywma-1.0 mg/L'BAP+2.0 mg/L12,4-D %50 Acik yesil, seffaf, taneli
Ywms-0.5 mg/L'Kin+1.0 mg/L'2,4-D %70 Acik yesil, seffaf, taneli
Ywme-0.5 mg/L'BAP+1.0 mg/L'2,4-D %50 Acik yesil, seffaf, taneli
Ywm7-1.0 mg/L'Kin+1.0 mg/L'2,4-D %70 Acik yesil, seffaf, taneli
Ywms-1.0 mg/L'BAP+1.0 mg/L."'2,4-D %50 Kahverengi, seffaf, taneli

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 10 eksplantin ortalamasini gostermektedir.

Cizelge 4.2.°de goriildiigii gibi, 1/1 MS besi ortaminda kiiltiire alinan yaprak
eksplantlarinda test edilen tiim hormon kombinasyonlarinda (Ym1, Ymz2, Yms, Yms, Ywms,
Ywme, Ym7, Ymg) kallus olusumu gozlendi. Yapilan gozlemlerde kiiltiire alindiktan 1

hafta sonra yaprak eksplantlarinin giserek hacimlerinin arttigi daha sonraki giinlerde ise
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seffaf acik renkte kallus olusturdugu belirlendi (Sekil 4.7.). 4 haftalik kiiltiir periyodu
sonunda, test edilen hormon kombinasyonlar1 igerisinde en yiiksek kallus olusum
yiizdesi %96 ile Ymi besi ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.8.). Olusan kalluslar
morfolojik olarak incelendiginde genel olarak, taneli dokulu, yesil, sari/agik

kahverenginde ve seffaf goriiniimlii oldugu belirlendi.

Sekil 4.7. Y besi ortaminda kiiltiire alindiktan 1~ Sekil 4.8. Y besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4
hafta sonra yaprak eksplantlarinda kallus gelisimi ~ hafta sonra yaprak eksplantlarinda kallus gelisimi

Kallus olusumuna oksin—sitokinin kombinasyonunun etkisi karsilastirildiginda
besi ortaminda kullanilan sitokininden (BAP ve Kin) ziyade oksin (2,4-D)
konsantrasyonunun daha etkili oldugu ve ozellikle oksin 2.0 mg/L™! 2,4-D’nin yiiksek
konsantrasyonlarini iceren besi yerinde (Ywmi, Ymz, Yms) daha yogun ve taneli yapida
kallus olustugu belirlendi (Sekil 4.9., Sekil 4.10. ve Sekil 4.11.). Test edilen BAP ve
Kin konsantrasyonlar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ise Kin igeren hormon
kombinasyonlarinin  (Ywms-%70, Ywm7-%70) aynt miktarda BAP igeren hormon
kombinasyonlarindan (Ywme-%50, Yms-%50) daha yogun kallus olusturdugu tespit edildi
(Sekil 4.12. ve Sekil 4.13.). Bununla birlikte Ym1 besi ortaminda kiiltiire alinan yaprak
eksplantlarindan 2 materyalde inkiibasyondan yaklasik 2 hafta sonra Kkallus

olusturmadan dogrudan kok olusumu goriildi (Sekil 4.14.ve Sekil 4.15.).
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Sekil 4.9. Yu2 besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4 Sekil 4.10. Yvs3 besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4
hafta sonra yaprak eksplantlarinda kallus gelisimi ~ hafta sonra yaprak eksplantlarinda kallus gelisimi

Sekil 4.11. Yua besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4
hafta sonra yaprak eksplantlarinda kallus gelisimi

Sekil 4.12. Yys besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4 Sekil 4.13. Yvs besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4
hafta sonra yaprak eksplantlarinda kallus gelisimi hafta sonra yaprak eksplantlarinda kallus gelisimi
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Sekil 4.14. Ywm1 besi ortaminda kiiltiire alnan Sekil 4.15. Yw1 besi ortaminda kiiltiire alinan yaprak
yaprak eksplantlarindan dogrudan kok geligimi eksplantlarindan dogrudan kok gelisimi

4.1.3. Kok eksplantinda kallus olusumu

In vitro siirgiinlerden Boliim 3.4.’te belirtilen sekilde elde edilen kok
eksplantlar farkli hormon kombinasyonlarini igeren besi ortamlarinda kiiltiire alinarak
kallus olusturma potansiyeli incelendi. 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda elde edilen
veriler Cizelge 4.3."te gosterildi.

Cizelge 4.3. Kok eksplantinin farkli besi ortamlarinda kallus olusturma potansiyeli

Besiyeri Kallus Olusturma Kallus Morfolojisi
Yiizdesi

Kwm1-0.5 mg/L! Kin+2.0 mg/L™" 2,4-D %60 Sari, seffaf, taneli
Kmz-0.5 mg/L~! BAP+2.0 mg/L™! 2,4-D %25 Koyu kahve, seffaf, dagimik
Kms-1.0 mg/L~" Kin+2.0 mg/L" 2,4-D %50 Koyu kahve, seffaf, taneli
Kwma-1.0 mg/L™' BAP+2.0 mg/L™ 2,4-D %25 Koyu kahve, seffaf, daginik
Kwms-0.5 mg/L! Kin+1.0 mg/L™" 2,4-D %50 Koyu kahve, seffaf, dagimik
Kwme-0.5 mg/L~' BAP+1.0 mg/L™* 2,4-D %25 Koyu kahve, seffaf, daginik
Kwm7-1.0 mg/L™ Kin+1.0 mg/L™ 2,4-D %50 Koyu kahve, seffaf, daginik
Kwmg-1.0 mg/L~* BAP+1.0 mg/L™' 2,4-D %25 Koyu kahve, seffaf, daginik

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 10 eksplantin ortalamasini gostermektedir.

Cizelge 4.3.’te goriildiigii gibi, 1/1 MS besi ortaminda kiiltiire alinan kok
eksplantlarinda test edilen tiim hormon kombinasyonlarinda (Kmi, Kmz, Kms, Kms, Kws,
Kwms, Km7, Kms) kallus olusumu gozlendi. Tlk kallus olusumu 1 haftalik kiiltiir periyodu
sonunda Kmi, Kms, Kumsve Kmz besiyerlerinde inkiibe edilen eksplantlarda goriildii, 4



29

hafta sonunda ise gelisen kalluslarin baglangic materyalinin 3-4 kati biiyiikliigline
ulastig1 belirlendi. Buna karsin Kmz, Kma, Kms Ve Kmg besi ortamlarinda kiiltlire alinan
eksplantlarda az miktarda gelisen kallus olusumu 3. ve 4. hafta sonunda goriildii. En
yiiksek kallus olusumu %60 ile Kmihormon kombinasyonunu igeren besi ortamindan

elde edilmistir (Sekil 4.16.). Gelisen kalluslar morfolojik olarak incelendiginde, genel

olarak taneli/dagimik dokulu, koyu kahverenginde ve seffaf goriiniimlii oldugu belirlendi
(Sekil 4.17. ve Sekil 4.18.).

Sekil 4.16. Ky1 besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4  Sekil 4.17. Kwz besi ortaminda kiiltiire alindiktan
hafta sonra kok eksplantlarinda kallus gelisimi 4 hafta sonra kok eksplantlarinda kallus gelisimi

Sekil 4.18. Kys besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4 hafta
sonra kdk eksplantlarinda kallus gelisimi
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Besi ortaminda kullanilan oksin (2,4-D) konsantrasyonunun olusan kallusun
morfolojik yapisinda ve miktarinda etkili olmadigi belirlendi (Kmi, Kmz, Kms, Kwmr).
Test edilen sitokininler kendi aralarinda karsilastirildiginda ise Kin igeren hormon

kombinasyonlarinin  (Kms%50, Kwm7-%50) ayni miktarda BAP iceren hormon

kombinasyonlarindan (Kme-%25, Kmg-%25) daha yogun kallus olusturdugu tespit edildi
(Sekil 4.19., Sekil 4.20. ve Sekil 4.21.).

Sekil 4.19. Kys besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4 Sekil 4.20. Kye besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4
hafta sonra kok eksplantlarinda kallus gelisimi hafta sonra kok eksplantlarinda kallus geligimi

Sekil 4.21. Ky besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4 hafta
sonra kok eksplantlarinda kallus gelisimi
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4.1.4. Govde eksplantinda kallus olusumu

In vitro siirgiinlerden Boliim 3.4.’te belirtilen sekilde elde edilen govde
eksplantlar1 farklt hormon kombinasyonlarini igeren besi ortamlarinda kiiltiire alinarak
kallus olusturma potansiyeli incelendi. 4 haftalik kiiltiir periyodu sonunda elde edilen

veriler Cizelge 4.4.’te gosterildi.

Cizelge 4.4. Govde eksplantinin farkli besi ortamlarinda kallus olusturma potansiyeli

Besiyeri Kallus Olusturma Kallus Morfolojisi
Yiizdesi
Gwmi1-0.5 mg/L! Kin+2.0 mg/L™! 2,4-D %25 Acik kahve, seffaf, daginik
Gm2-0.5 mg/L! BAP+2.0 mg/L! 2,4-D %10 Koyu kahve, seffaf, daginik
Gwms-1.0 mg/L™" Kin+1.0 mg/L™ 2,4-D %15 Koyu kahve, seffaf, daginik
Gwma-1.0 mg/L™' BAP+1.0 mg/L™" 2,4-D %10 Koyu kahve, seffaf, daginik

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 10 eksplantin ortalamasini géstermektedir.

Cizelge 4.4.te goriildiigii gibi, 1/1 MS besi ortaminda kiiltiire alinan gévde
eksplantlarinda test edilen tiim hormon kombinasyonlarinda (Gmi, Gmz2, Gms, Gwma)
kallus olusumu gozlendi. Kok, yaprak, tohum eksplantlarindan farkli olarak ilk kallus
olusumu daha ge¢ (2 haftalik kiiltiir periyodu sonunda) Gmzbesiyerinde inkiibe edilen
eksplantlarda goriildii ve 4 haftalik periyod sonunda olusan kalluslarin baslangi¢
materyalinin 2-3 kat1 biiylikliigiine ulastigi belirlendi (Sekil 4.22.). Buna karsin Gm,
Gwmsz, Gma besi ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlarda az miktarda olusan kallus
olusumu 4. hafta sonunda goriildii (Sekil 4.23.). En yiiksek kallus olusum yiizdesi %25
ile Gm1 hormon kombinasyonunu igeren besi ortamindan elde edilmistir. Genel olarak
olusan kalluslar morfolojik olarak incelendiginde, daginik dokulu, koyu kahverenginde
olup seffaf goriinimlii oldugu belirlendi. Besi ortaminda kullanilan oksin (2,4-D)
konsantrasyonunun olusan kallusun morfolojik yapisinda ve miktarinda etkili olmadig1
belirlendi (Gm1, Gms). Test edilen sitokininler kendi aralarinda karsilastirildiginda ise
Kin iceren hormon kombinasyonlarmin (Gmi1-%25, Gmsz-%15) ayni miktarda BAP
iceren hormon kombinasyonlarindan (Gm2-%10, Gms-%10) daha yogun kallus
olusturdugu tespit edildi. Test edilen biitiin eksplantlarin gelisim ylizdesi (%)
karsilastinlldiginda; govde eksplantlarinda kallus gelisim yiizdesinin ¢ok diistiik

oranlarda oldugu belirlendi.
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Sekil 4.22. Gu1 besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4 Sekil 4.3. Gwm2 besi ortaminda kiiltiire alindiktan 4
hafta sonra gévde eksplantlarinda kallus geligimi hafta sonra gévde eksplantlarinda kallus gelisimi

4.2. Kallus Gelistirme Calismalari

Ajuga vestita nin farkli eksplantlarindan Boliim 4.1.’de belirtilen sekilde olusan
kallus dokulari, dnce 1/1 hormonsuz besi ortaminda kiiltiire alind1 ve yaklasik 4 hafta
bekletildi. Daha sonra gelisen kalluslar siirgiin elde etme potansiyelinin incelenmesi i¢in
BAP-Kin’in farkli konsantrasyonlarina, belirli araliklarla (4-5 hafta) birkac kere alt
kiiltiire alindi.

Hormunsuz besi ortamina aktarilan kalluslarin 4 haftalik kiiltiir periyodu
sonunda yogunluk bakimindan arttigi ve baslangi¢c eksplantinin yaklagik 2-3 katina
ulastig1 belirlendi. Kok ve govde eksplantlarinda olusan kalluslarin hormonsuz besi
ortamina aktarildiginda koyu kahverengine doniistiigii ve 4 haftalik kiiltiir periyodu
sonunda tamamiyla karardigi goriildii. Bu nedenle, bu eksplantlar kallus gelistirme ve
sirgiin elde etme c¢alismalarinda kullanilmadi. Buna karsin yaprak ve tohum
eksplantlarindan elde edilen kallus dokusunun hormonsuz besi ortaminda yesil renkte
kallus olusturdugu gozlendi ve olusan bu kalluslar siirgiin elde etme calismalarinda

kullanild1 (Sekil 4.24. ve Sekil 4.25.).



Sekil 4.24. Yaprak cksplantlarindan elde edilen Sekil 4.25. Tohum eksplantlarindan elde edilen

kalluslarin hormonsuz besi ortaminda gelisimi

Cizelge 4.5. Kinetin i¢eren besi yerinde kallus ve siirgiin elde etme potansiyeli
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kalluslarin hormonsuz besi ortaminda gelisimi

Besiyeri Kallus Morfolojisi Kok olusumu Siirgiin olusumu
0.125 mg/L™" Kin Yesil, taneli, seffaf Yok Tomurcuk olusumu
0.5 mg/L! Kin Yesil, taneli, seffaf Coksayida Tomurcuk olusumu
1.0 mg/L™* Kin Yesil, taneli, seffaf Yok Tomurcuk olusumu
2.0 mg/L™" Kin Acik kahverengi, taneli, seffaf Cok sayida Yok
4.0 mg/L! Kin Acik kahverengi, taneli, seffaf Cok sayida Yok
6.0 mg/L™" Kin Yesil, taneli, seffaf Cok sayida Tomurcuk olusumu
8.0 mg/L! Kin Agcik kahverengi, taneli, seffaf Yok Yok
10.0 mg/L™! Kin Acik kahverengi, taneli, seffaf Cok sayida Yok

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 10 eksplantin ortalamasini géstermektedir.

Siirgiin elde etme amaci ile Kin’in farkli konsantrasyonlarini igeren besi yerine

aktarilan eksplantlarin Cizelge 4.5.’de goriildiigii gibi yogun bir sekilde gelismeye

devam ettigi belirlendi (Sekil 4.26.). Olusan kalluslar morfolojik olarak incelendiginde,

yesil-agik kahverenginde, taneli ve seffaf oldugu goézlendi. Test edilen Kin’in tiim

konsantrasyonlarinda siirgiin olusumuna rastlanmadi. Ancak 0.5-2.0-6.0-10.0 mg/L™"

Kin iceren besi ortamlarinda olusan kalluslarda kisa (yaklasik 0.5-1.0 cm) ve ¢ok sayida
kok olusumu gozlendi (Sekil 4.27. ve Sekil 4.28.). Ancak 0.125-0.5-1.0-6.0 mg/L! Kin

iceren besi ortaminda olusan kalluslarin {izerinde yogun tomurcuk olusumu da

belirlendi (Sekil 4.29.). Bu besi ortamindaki eksplantlar 4 hafta araliklarla kendi besi

ortamlarinda alt kiiltiire alindiginda kok veya siirgiin olusumuna rastlanmazken koyu
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yesil ve taneli ¢ok yogun kallus gelisimine devam ettigi tespit edildi (Sekil 4.30. ve
Sekil 4.31.).

Sekil 4.26. 0.125 mg/L! Kin igeren besi ortaminda  Sekil 4.27. 0.5 mg/L™ Kin igeren besi ortaminda
kallus gelisimi kiiltiire alinan kalluslarda kok gelisimi

A’f ' b
Sekil 4.28. 4.0 mg/L™" Kin igeren besi ortaminda Sekil 4.29. 1.0 mg/L™" Kin igeren besi ortaminda
kiiltiire alinan kalluslarda kok gelisimi kallus gelisimi
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Sekil 4.31. 0.5 mg/L™" Kin igeren besi ortaminda alt

alt kiiltiire alindiktan sonra kallus gelisimi

kiiltiire alindiktan sonra kallus gelisimi

Cizelge 4.6. BAP igeren besi yerinde kallus ve siirgiin elde etme potansiyeli

Besiyeri Kallus Morfolojisi Kok olusturma Siirgiin olusturma
0.125 mg/L' BAP Acik kahverengi, taneli, seffaf Yok Cok sayida
0.5 mg/L' BAP Yesil, taneli, seffaf Yok Cok sayida
1.0 mg/L' BAP Yesil, taneli, seffaf Yok Tomurcuk olugsumu
2.0 mg/L' BAP Acik kahverengi, taneli, seffaf Yok Yok
4.0 mg/L' BAP Acik kahverengi, taneli, seffaf Cok sayida Yok
6.0 mg/L' BAP Yesil, taneli, seffaf Yok Tomurcuk olusumu
8.0 mg/L ! BAP Agik kahverengi, taneli, seffaf Yok Yok
10.0 mg/L ! BAP Agik kahverengi, taneli, seffaf Cok sayida Yok

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde 10 eksplantin ortalamasini géstermektedir.

BAP’in farkli konsantrasyonlarini igeren besi ortaminda siirgiin elde etme

potansiyelini incelemek amaciyla aktarilan kalluslarin Cizelge 4.6.’da goriildiigii gibi

kallus olusturmaya devam ettigi belirlendi. Olusan kalluslar morfolojik olarak

incelendiginde yesil-a¢ik kahverenginde, taneli yapida oldugu gozlendi. 0.125 ve 0.5

mg/L' BAP igeren besi ortamlarinda kiiltiire alindiktan 5 hafta sonra siirglin olusumu
(Sekil 4.32. ve Sekil 4.33.), 4.0 ve 10 mg/L! BAP igeren besi ortaminda olusan
kalluslarda ise kok olusumu tespit edildi (Sekil 4.34.). Tiim besi ortamindaki kalluslar 4

hafta araliklarla kendi besi ortamlarinda alt kiiltiire alindiginda kok veya siirgiin

olusumuna rastlanmazken koyu yesil ve taneli ¢ok yogun kallus gelisimine devam ettigi

tespit edildi (Sekil 4.35. ve Sekil 4.36.).
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Sekil 4.32. 0.125 mg/L' BAP igeren besi ortaminda  Sekil 4.33 0.5 mg/L™' BAP iceren besi ortaminda
kdiltiire alinan kalluslarda siirgilin gelisimi  kiiltiire alinan kalluslarda siirgiin gelisimi

Sekil 4.34. 4.0 mg/L ! BAP i(;ere besi ortaminda kiiltiire
alinan kalluslarda kok gelisimi

Y | Vs -y
Sekil 4.35. 6.0 mg/L™' BAP igeren besi ortaminda Sekil 4.36. 1.0 mg/L™' BAP igeren besi ortaminda
kallus gelisimi kallus gelisimi
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4.3. Olusan Kalluslarim Toplam Fenolik ve Flavonoid Miktari

BAP ve Kin’in farkli konsantrasyonlarindan elde edilen kalluslarin toplam
fenolik ve flavonoid miktarlar1 gallik asit ve kersetine es deger olarak belirlendi, veriler
Cizelge 4.7.’de verildi.

Cizelge 4.7. Kallus ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoid miktari

Ekstreler Toplam Fenolik igerigi Toplam Flavonoid f¢erigi
(ug GAE/mg ekstre) (ng QEs/mg ekstre)
Aseton 190.35+4.64 55.19+2.02
Metanol 164.39+3.40 44.49+1.53

Ajuga vestita’nin farkli kisimlarindan elde edilen kalluslardan hazirlanan aseton
ekstresinin toplam fenolik ve flavonoid miktarinin metanol ekstresinden daha fazla
oldugu belirlendi. Cizelge 4.7.’de goriildiigii gibi 1 mg aseton ektresindeki gallik asite
es deger toplam fenolik madde miktart 190 pg, kersetine es deger toplam flavonoid
miktart ise 55 pg olarak belirlendi. Ayrica 1 mg metanol ektresindeki gallik asite es
deger toplam fenolik madde miktar1 164 pg, kersetine es deger toplam flavonoid miktari

ise 44 ug oldugu tespit edildi.

4.4. Olusan Kalluslarin DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi

Ajuga vestita’nin farkli kisimlarindan elde edilen kalluslardan hazirlanan aseton
ve metanol ekstrelerinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi 6 farkh
konsantrasyonda (10-25-50-100-250-500 pg/L") belirlendi ve veriler Cizelge 4.8. ve
Sekil 4.37.¢de gosterildi.

Cizelge 4.8. Kallus ekstrelerinin ve pozitif kontrollerin serbest radikal giderim aktiviteleri (DPPH)

Konsantrasyonlar Aseton Metanol BHT BHA Askorbik Asit
10 pg/L 13.48+0.55 11.44+0.31 13.84+£0.49  70.40+0.43 91.07+0.24
25 pg/L™! 16.58+0.42 16.47+0.30 18.12+0.42  83.05+0.68 91.82+0.07
50 pg/L™! 23.50+0.24 18.86+0.47 27.27+0.90  85.45+0.25 92.05+0.18
100 pg/L! 33.88+0.67 31.99+0.30 37.46+0.70  88.05+0.23  92.37+0.55
250 pg/L! 67.13+0.76 69.65+0.83 53.73+0.87  89.85+0.20 92.57+0.11
500 pg/L! 86.79+0.20 88.91+0.31 70.20+0.49  91.54+0.30 93.00+0.18

Kallus ekstrelerinin Cizelge 4.8.’de goriildiigii gibi test edilen aseton
konsantrasyonlar1 arasinda, %86.79 inhibisyon ile 500 pg/L' konsantrasyonunda en
yiksek antioksidan aktiviteyi gosterdigi  belirlendi. Test edilen metanol
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konsantrasyonlar1  arasinda ise, %88.91 inhibisyon ile yine 500 pg/L!

konsantrasyonunda en yiiksek antioksidan aktiviteyi gosterdigi tespit edildi.
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Sekil.4.37. Kallus ekstrelerinin ve pozitif kontrollerin serbest radikal giderim aktiviteleri (DPPH)

Sekil 4.37.’de verilen sonuclara gore kallus ekstrelerinin, DPPH yontemiyle en
yiiksek antioksidan aktiviteyi 500 ug/L™' konsantrasyonundaki aseton ve metanol
ekstrelerinin gosterdigi bunun yaninda 250 ve 500 pg/L™' konsantrasyonundaki aseton
ve metanol ekstrelerinin ayni konsantrasyonlardaki pozitif kontrol olarak kullanilan
BHT’den daha yiiksek etkiye sahip olduklari tespit edildi.

Ajuga tiirleri sahip oldugu tibb1 6neminden dolay1 fitokimyasal ve farmakolojik
caligmalarda kullanilmak i¢in genellikle dogal habitat alanindan toplanmaktadir. Bu
durum doganin tahribati ile birlikte tiirlin yok olmasinda Onemli bir tehdit
olusturmaktadir. Genellikle zayif tohum ¢imlenmesi, yavas vejetatif ¢cogalma oranina
sahip olmast ve saglikli bitki materyalinin az olmasindan dolayr Ajuga bitkisinin
geleneksel yontemler ile cogaltilmasi olduk¢a zordur. Az sayida tohum iireten ve tohum
cimlenmesi giicliigii bulunan yada sera sartlarinda ¢imlenme sonrasit fide gelisimi
giicliigii yasayan tehlike altindaki tiirlerin exsitu tiretimi s6z konusu oldugu durumlarda
bitki doku kiiltiirii teknikleri yaygin olarak kullamlmaktadir. /n vitro bitki kiiltiirii, nadir
bitkilerin korunmasinda, klonal ¢ogaltilmasinda ve iyilestirilmesinde alternatif bir
teknik olarak yaygin bir sekilde kullanilmistir (Benson, 1999; Sivanesan ve Park,
2015a). Bu teknik kriyoprezervasyon, genetik mithendisligi, mutasyon 1slahi, hastaliksiz
bitki ve sekonder metabolitlerin {retimi, somaklonal varyasyon gibi g¢esitli

biyoteknolojik uygulamalarda ve dondr bitkide bulunan biyoaktif bilesiklerin
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tretilmesinde kullanilmistir (Park ve ark., 2017; Namli ve ark., 2018; Isikalan ve ark.,
2011).

Yaptigimiz literatiir taramalarina gore daha Once in vitro adventif siirgiin
rejenerasyonunun sadece li¢ Ajuga tiirii igin yapildigi belirlenmistir. Ajuga vestita
bitkisi ile ilgili yaptigimiz kallus ve kallustan siirgiin rejenerasyonunun sonuglari, bu
bitki tiirii i¢in bir ilk olma 6zelligi tagimaktadir.

Adventif siirglin rejenerasyonu potansiyeli tiir, kullanilan eksplant tipi, kiiltiir
besi ortami1, BBD’leri ve kiiltiir kosullar1 tarafindan etkilendigi, ancak tiim ¢alismalarda
ortak olarak MS besi ortaminin iyi sonuglar verdigi vurgulanmistir. Ajuga tiirlerinde
adventif siirgiin olusumunun besi ortamina ilave edilen BBD'lere bagimli olarak
farklilik gosterdigi bildirilmistir (Park ve ark., 2017). Literatiirle uyumlu olarak Ajuga
vestita bitkisi ile ilgili farkli eksplant tipleri ve BBD’leri igeren tiim ¢aligmalarda MS
besi ortamini kullandik ve olumlu sonuglar elde edildi.

In vitro kiiltiir ¢alismalarinda kullanilacak olan eksplantlarin se¢imi 6nemlidir,
clinkii eksplantlar tiirden tiire farklilik gosteren siirgiin rejenerasyonu potansiyeline
sahip olmaktadir. Bununla birlikte totipotent 6zelligin geng siirgiin ve organlarda daha
fazla oldugu bilinmektedir (Babaoglu ve ark., 2002). Matkowski (2004), steril geng
fidelerden alinan eksplantlarin daha giiclii ve erken kallus verdiklerini rapor etmistir.
Ajuga tiirlerinde dogrudan veya dolayl olarak siirgiin rejenerasyonunda yaprak, yaprak
sap1, internod ve kok eksplantlar1 yaygin olarak kullanilmistir (Sivanesan ve Jeong,
2014; Kaul ve ark., 2013; Jan ve ark., 2014; Sivanesan ve ark., 2011; Sivanesan ve ark.,
2016). Bu literatiir bilgisi 1s518inda Ajuga vestita bitkisi ile ilgili yaptigimiz kallus ve
kallustan siirgiin rejenerasyonu ¢alismasinda, olgun tohumdan elde edilen in vitro
aksenik stirgiinlerin yaprak, govde, kok kisimlari ile testas: ¢atlatilmis olgun tohumlari
baslangi¢ eksplantlar1 olarak kullandik. Genel olarak farkli oksin ve sitokinin
kombinasyonlarmin bulundugu besi ortaminda kiiltiire alinan tiim eksplant tiplerinde
kallus olusumu elde etmemiz ile birlikte yaprak (%96) ve testasi ¢atlatilmis tohumlarin
(%95) kallus kiiltiiriine en iyi cevap veren eksplant tipleri oldugunu belirledik. Kaul ve
ark. (2013) Ajuga bracteosa nin yaprak, yaprak sapi ve kok eksplantlarin1 [AA ve BA
iceren MS besi ortaminda kiiltiire aldiklarinda, ii¢ eksplant c¢esidi arasindan, yapragin
en hizli tepkiyi verdigini yaprak sapiin ise kallus olusumu bakiminda en kotii yaniti
verdigini bildirmislerdir.

Kallus olusumu iizerinde besi ortamina tek basina veya birlikte kullanilan oksin

ve sitokininler kallus miktar1 ve yapisi iizerinde etkili olmaktadir. Ornegin A.
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reptans’in nodal eksplantlarindan, 10 uM BA igeren MS besi ortaminda (Preece ve
Huetteman, 1994), Ajuga bracteosa’nin yaprak eksplantlarmda 5.0 mg/L BAP,
petiyoleksplantlarinda 2.0 mg/L™* BAP+3.0 mg/L™* IAA ve internodal eksplantlarda 2.0
mg/L? BAP+5.0 mg/L' NAA igeren MS besi ortamlarinda (Jan ve ark., 2014)
maksimum kallus tiretildigi bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismada Ajuga vestita bitkisinin
kiiltiire alinan eksplantlarinda (yaprak, tohum, kok ve govde) maksimum kallus
olusumunun test edilen hormon kombinasyonlar1 arasindan 0.5 mg/L* Kin+2.0 mg/L*
2,4-D igeren besi ortaminda oldugu belirlendi.

Doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan BBD’lerin cinsi ve dozu, amaca gore
degismekle birlikte, genellikle yiiksek sitokinin/diisiik oksin dozlar1 aksillar siirgiin
olusumunda olumlu sonuclar verebilmektedir. Bununla birlikte sitokinin bazen tek
basina kullanim1 da yeterli olabilmektedir. Yaprak ve tohum ekspklantlarindan elde
ettigimiz kalluslardan siirgiin elde etmek i¢in, MS besi ortamlarina BAP ve Kin’in farkli
konsantrasyonlarini (0.125, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.0 mg/L™?) ilave ettik. 0.125 ve
0.5 mg/L™? BAP igeren besi ortamlarinda kiiltiire alinan kalluslarda yaklasik 5 hafta
sonra siirgiin olusumuna rastladik. 4.0-10.0 mg/L™* BAP igeren besi ortaminda ve Kin
konsantrasyonlarinin ¢ogunda olusan kalluslarda ise sadece kok olusumu elde ettik.
BAP, mikrogogaltimda ¢ok kullanilan ve olumlu sonuglar verdigi bilinen bir sitokinin
cesididir. Yaptigimiz ¢alismada da BAP siirgiin rejenerasyonu bakimindan kinetinden
daha olumlu sonug¢ verdi. Sonuglarimizla paralel olarak Kayani ve ark.(2016), Ajuga
bracteosa’nin yaprak sapindan elde ettigi kallusun 3.6 mg/L? BA igeren MS besi
ortaminda adventif siirgiin olusturdugunu bildirmislerdir. Jan ve ark (2014), siirgiin
rejenerasyonu icin, yaprak eksplantlarindan elde ettikleri kallusu farkli oksin (IAA,
NAA) ve sitokinin (BAP, Kinetin) iceren besi ortamina aktardiklarmi ve 5.0 mg/L?
BAP ile desteklenmis MS besi ortaminda maksimum siirglin elde ettiklerini
bildirmiglerdir. Yine Jan ve ark. (2018), Ajuga bracteosa’nin in vitro ¢ogaltma
protokoliinii gelistirmek i¢in petiyol ve internod eksplantlarindan itibaren olusan
kalluslar1 BBD’lerinin bulundugu MS besi ortaminda alt kiiltiire alarak siirgiin
regenerasyonu elde etmislerdir. Petiyol eksplantlarinda maksimum siirglin sayisin1 3
mg/L? BAP igeren (%80) MS besi ortaminda, internod eksplantinda ise 2 mg/L™ BAP
ve 5 mg/L? NAA iceren MS besi ortaminda (%100) saglandigin1 rapor etmislerdir.
Preece ve Huetteman (1994), A. reptans’in nodal eksplantlarindan 10 uM BA igeren
MS besi ortaminda maksimum adventif siirgin (5.6 adet) elde ettiklerini rapor

etmiglerdir. Bununla birlikte Sivanesan ve ark. (2011), A. multiflora’nin yaprak ve
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yaprak sap1 eksplantlarinin ti¢ farkli sitokinin (BA, 2iP, TDZ) igerisinde 4 uM TDZ
iceren besi ortaminda maksimum sayida siirgiin olusturdugunu bildirmislerdir.
Sivanesan ve Jeong (2014), A. multiflora’nin yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarini, 12.2
uM 2iP, 5.7 uM TAA ve 7.2 mM'de silisyum igeren MS besi ortaminda en iyi slirglin
olusumunun (eksplant basina 23 siirgiin) gézlendigini belirlemislerdir.

Giliniimiizde sentetik maddelerin kullaniminin yan etkiler yapmasi, dogal
iirlinlere olan talebin artmasina yol agmistir. Buda kiiltiir bitkilerinin daha ¢ok ekimini
yada dogal olarak yetisen bitkilerin dogadan daha fazla toplanmasi demektir. Bu
durumda hem daha ¢ok arazi tarim amagli kullanima agilmak zorunda kalmakta hem de
bitkinin neslinin tiikkenmesine yol agabilmektedir. Ayrica elde edilecek iiriin ekonomik
acidan ¢ok degerli, buna karsilik elde edilen miktar ¢ok diisiik ise hem iiretim maliyeti
yiikselmekte hem de zaman ve emek kaybi artmaktadir. Bu nedenle gerek farmasotik
gerekse endiistriyel kullanim amaciyla bitkisel kokenli dogal bilesiklerin elde
edilmesinde zaman ve emek kaybinin Onlenmesi, maliyetin diistiriilmesi ve doga
tahribatinin 6nlenmesi bakimindan, bitki doku kiiltiirleri yoluyla in vitro sartlarda
tiretilebilirler (Babaoglu ve ark., 2002). Ajuga tiirlerinin antosiyanin, flavonoidler,
fenolikler ve fitoekstroidler gibi degerli biyoaktif bilesiklerinin verimini arttirmak igin,
biyoteknolojik yaklagimlar birgok arastirici tarafindan in vitro hiicre, organ, kallus ve
sagak kok kiiltiirleri yoluyla yapilmistir (Terahara ve ark., 1996; Callebaut ve ark.,
1997; Kim ve ark., 2005; Cheng ve ark., 2008; Sahakyan ve ark., 2010; Sivanesan ve
ark., 2016; Ali ve ark., 2018). Filippova ve ark. (2003), Ajuga reptans L. kallus
kiiltiirlerinden hiicre siispansiyon kiiltiirlerini, 20-hydroxyecdyson (20E) igeriginin
dogal bitkiden 4-8 kat daha fazla oldugunu bildirmistir.

Yaptigimiz c¢aligmada aseton ekstresinin toplam fenolik (190.35 pgGAE/mg
ekstre) ve flavonoid (55.19 pgQEs/mg ekstre) miktarmin metanol (164.19 ugQEs/mg
ekstre—44.49 ugGAE/mg ekstre) ekstresinden daha fazla oldugu tespit edildi. Hasimi
(2012), dogadan topladigi Ajuga vestita bitkisine ait petrol eteri, aseton ve metanol
ekstrelerinin toplam fenolik ve flavonoid igerigini incelemis ve metanol ekstresinin
diger ekstrelerden daha fazla oldugunu belirtmistir. Benzer sekilde Hemcinschi ve ark.
(2009), A. genevensis'in metanol ekstresinin daha yiiksek flavonoid igerigine sahip
oldugunu belirlemislerdir.

Calismamizda ayrica, DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi
kullanilarak kalluslardan hazirlanan aseton ve metanol ekstrelerinin total antioksidan

aktivite tayini incelendi. En yiiksek antioksidan aktivite %88.91 inhibisyon ile 500
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pg/L* konsantrasyonundaki metanol ekstresinden 57 elde edildi. Sonucumuzla benzer
sekilde Hemcinschi ve ark. (2009), Ajuga reptans ta, Delazar ve ark. (2012), Ajuga
chamaepytyste, Sonmez (2016), endemik Ajuga postii Brig. Ve Ajuga relicta P.H.
Davis''n DPPH yontemini kullanarak antioksidan aktivitesini arastirmislar ve metanol
ekstresinin yiiksek aktiviteye sahip oldugunu saptamislardir.

Sahakyan ve ark. (2016), A. genevensis’in yaprak ve kok eksplantlarindan elde
ettigi kalluslar ile dogal ortamdaki bitkilerin biyolojik aktivitelerini ve kimyasal
igerigini karsilastirmislar ve kallus dokusunun dogal ortamdaki bitkilerden daha yiiksek
antioksidan aktivite gosterdiklerini belirlemislerdir. Hasimi (2012), Ajuga vestita nin
dogal ortamdaki bitkilerinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yoOntemi
kullanilarak petrol eteri, aseton ve metanol ekstrelerinin total antioksidan aktivitesini
incelemis ve en yiksek antioksidan aktivitenin %86.09 ile 500 ug/L™!
konsantrasyonundaki metanol ekstresinden elde edildigini bildirmistir. Arastirict 500
pg/L™' konsantrasyonundaki aseton ekstresinin %70.67 aktiviteye sahip oldugunu
saptamustir. Yaptigimiz ¢aligmada ise, kallusun 500 ug/L™! konsantrasyonundaki aseton
ekstresinin %86.79 aktivite gosterdi. Bu sonug arastiricinin elde ettigi veriden anlamli
sekilde daha yiiksek oldugundan dolay1 yaptigimiz ¢alismanin sonuglari, Sahakyan ve
ark. (2016), kallus dokusunun dogal ortamdaki bitkilerden daha yiiksek antioksidan

aktivite gosterebilecegi savini destekler niteliktedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu aragtirmadan elde edilen sonu¢ ve Oneriler asagida maddeler halinde

Ozetlenmistir:

1.

In vitro siirgiinlerin yaprak, govde, kék kisimlar1 ve testasi catlatilmis olgun
tohumlar, sitokinin (Kin, BAP) ve oksinin (2,4-D) farkli konsantrasyonlarinin
bulundugu 1/1 MS besi ortaminda ayr1 ayr kiiltiire alindi. Calisma sonucunda,
kiiltiire almman tiim eksplant cesitleri test edilen hormon kombinasyonlarinda
kallus olusturdu.

Kallus baglatma ¢alismalarinda tiim eksplant tiplerinde test edilen hormon
kombinasyonlar arasinda en iyi cevap 0.5 mg/L? Kin+2.0 mg/L? 2,4-D igeren
besi ortamindan elde edildi.

0.5 mg/L! Kin+2.0 mg/L? 2,4-D besi ortaminda kiiltiire alinan yaprak (%96) ve
testas1 catlatilmis tohumlarin (%95) kallus kiiltiiriine en iyi cevap veren eksplant
tipleri oldugu saptandi.

Elde edilen kalluslar, 6nce hormonsuz besi yerinde 4 hafta kadar bekletildi. Kok
ve govde eksplantlarinda olusan kalluslar ise tamamiyla karardi.

Yaprak ve tohum ekspklantlarindan elde edilen kalluslar siirglin elde etme
calismalarinda kullanilmak {izere, BAP ve Kin’in farkli konsantrasyonlarini
iceren 1/1 MS besi ortamlarinda kiiltiire alind1.

0.125 ve 0.5 mg/L* BAP iceren besi ortamlarinda alt kiiltiire alindiktan 5 hafta
sonra siirgiin olusumu goriiliirken 4.0-10.0 mg/L™* BAP iceren besi ortaminda ve
Kin konsantrasyonlarmin ¢ogunda olusan kalluslarda ise sadece kok olusumu
tespit edildi.

BAP ve Kin’in farkli konsantrasyonlarindan elde edilen kalluslarin toplam
fenolik ve flavonoid miktarlar1 gallik asit ve kersetine es deger olarak belirlendi.
Aseton ekstresinin fenolik ve flavonoid miktarin metanol ekstresinden daha
fazla oldugu tespit edildi.

DPPH serbest radikal aktivitesi yontemi kullanilarak kalluslardan hazirlanan
aseton ve metanol ekstrelerinin total antioksidan aktivite tayini gergeklestirildi.
En yiiksek antioksidan aktivite %88.91 inhibisyon ile 500 pg/L™!
konsantrasyonundaki metanol ekstresinden elde edildi. 250 ve 500 pg/L™!
konsantrasyonundaki aseton ve metanol ekstrelerinin ayn1 konsantrasyonlardaki
pozitif kontrol olarak kullanilan BHT’den daha yiiksek etkiye sahip olduklar
tespit edildi.
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Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda in vitro ¢ogaltma yollarinin arastirilmasi
amaciyla Ajuga vestita ’nin kiiltiire alinan farkli eksplantlarindan kallus ve kallustan
siirgiin elde edildi. Ayrica olusan kalluslarin toplam fenolik ve flavonoid miktar ile
DPPH serbest radikal giderim aktivitesi belirlendi.

Ajuga vestita ‘nin ozellikle germplazminin korunmasi igin in vitro ortamda
cogaltilmasi ve tekrar dogaya aktarilmasi kritik dneme sahiptir. Bununla birlikte bu
konu ve sentetik tohum tiiretimi, kriyoprezervasyon, somatik embriyogenez gibi konular
ile ilgili yaymlanmis ¢ok az literatiir bulunmaktadir. Bu baglamda yaptigimiz
caligmadan elde edilen veriler hem diger Ajuga tiirlerine uygulanabilirligi acisindan
hemde nesli tehdit altinda olan bitkimiz a¢isindan biiylik 6nem tasimaktadir. Son olarak,
Ajuga tiirlerinin genis ¢apli ¢ogaltilmasi1 ve biyoaktif bilesiklerinin biyoteknolojik
yontemler ile tretilmesi igin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin gelistirilmesi faydali

olacaktir.
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