ZONGULDAK BULENT ECEVIT UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

MEDICAGO SATIVA L. CV. ELCIi (ELCI YONCASI’NDA BUYUK OLCEKLI
HUCRE SUSPANSIYON KULTURLERINDE BAZI FITOOSTROJENLERIN
ANALIZI

BIYOLOJI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZI

TAYFUN AKTAS

HAZIRAN 2018



ZONGULDAK BULENT ECEVIT UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MEDICAGO SATIVA L. CV. ELCI (ELCi YONCASI)NDA BUYUK OLCEKLI
HUCRE SUSPANSIYON KULTURLERINDE BAZI FITOOSTROJENLERIN
ANALIZI

BIYOLOJI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZI

Tayfun AKTAS

DANISMAN : Prof. Dr. Hatice COLGECEN

ZONGULDAK
HAZIRAN 2018






“Bu tezdeki tiim bilgilerin akademik kurallara ve etik ilkelere uygun olarak elde
edildigini ve sunuldugunu; ayrica bu kurallarin ve ilkelerin gerektirdigi sekilde, bu
calismadan kaynaklanmayan biitiin atiflart yaptigimi beyan ederim.”

Tayfun AKTAS



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MEDICAGO SATIVA L. CV. ELCI (ELCI YONCASI’NDA BUYUK OLCEKLI
HUCRE SUSPANSIYON KULTURLERINDE BAZI FITOOSTROJENLERIN
ANALIZI

Tayfun AKTAS

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Tez Damismani: Prof. Dr. Hatice COLGECEN

Haziran 2018, 80 sayfa

Medicago sativa protein, vitamin ve mineral (folik asit, kalsiyum, potasyum vb.) bakimindan
zengin bir bitkidir. Vicut i¢in kuvvet ve enerji verici, kant ve karacigeri detoksifiye edici,
toksik madde uzaklastirici, enfeksiyonlara karst savasci, kansizlik i¢in oldukg¢a faydali oldugu
bilinen bir bitkidir. Turkiye’de eklem iltihaplarina, ABD’de ise kanser hastaliklarina kargt
kullanilmaktadir. M. sativa’nin Ostrojen seviyesini artirarak kadinlarda menopoz donemi
semptomlarini azalttigi da bilinmektedir. Bu ¢alismada Medicago sativa L. cv. El¢i (El¢i
yoncast)’nda bitki doku kultiri yontemleriyle biyiik 6lgekli hiicre siispansiyon kiiltirleri
kurulmugtur. Biyiik olgekli hiicre stispansiyon kiiltiirlerinde tretilen kalluslardan HPLC de
formononetin analizi yapilmistir. Ayrica canli hiicre sayimi, DPPH siipiirme aktivitesi ve
toplam fenol madde miktar tayini yapilmistir. Yaptigimiz ¢alisma sonucu biyik olcekli

hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde tirettigimiz kalluslarin tarladan toplanan herbaya gore daha

il



OZET (devam ediyor)

fazla formononetin urettigi belirlenmistir. Formononetin miktart en yiiksek ¢ikan 6rnek 1000
ml’lik hiicre stispansiyon kultirinde 4.99 mg/g’dir. Toplam fenol madde miktari sonuglarina
gore en yilksek madde miktarina sahip siispansiyon kiltiirti 6rnegimiz 250 ml’lik olanda 40.2
mg/g olarak belirlenmistir. DPPH siiptirme aktivitesi en yiiksek 6rnegimiz 1000 ml’lik hiicre
stspansiyon kulturinde % 51.36 canlilik orani en yuksek olan 6rnek % 75 ile yine 1000
ml’lik hticre stispansiyon kultiriadir.

Anahtar Kelimeler: Medicago sativa L. cv. El¢i (El¢i Yoncast), formononetin, total fenol,
DPPH, hiicre canlilik testi.
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Medicago sativa is rich in protein, vitamins and minerals (folic acid, calcium, potassium,
etc.). Powerful and energetic for the body, detoxifying blood and liver, removing toxic
substances, fighting against infections, a plant known to be quite useful for anemia. Turkey
inflammation in the joints, are used against cancer in the United States. It is also known that
M. sativa decreases menopausal symptoms in women by increasing the level of estrogen. In
this study, Medicago sativa L. cv. El¢i (El¢i Yoncasi) in large scale cell suspension cultures
have been established by plant tissue culture methods. Formononetin analysis was performed
on HPLC from calli produced in large scale cell suspension cultures. In addition, total phenol
substance content, DPPH sweeping activity and viable cell count were determined. It has been
determined that we produce more formononetin in callus we produce in large-scale cell
suspension cultures, which we have made, compared to herbivorous herbs. The highest
amount of formononet in the sample is 4.99 mg/g in 1000 ml cell suspension culture.
Suspension culture with the highest amount of substance according to the total phenol

substance results was reported as 40.2 mg/g in our 250 ml sample. DPPH sweeping activity



ABSTRACT (continued)

the highest in our 1000 ml cell suspension culture with 51.36%. The cell suspension culture is
again 1000 ml with 75% of the sample with the highest viability.

Keywords: Medicago sativa L. cv. El¢i (El¢i Yoncast), formononetin, total phenol, DPPH,
cell viability test.
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BOLUM 1

GIRIS

Fabaceae (Leguminosae / Baklagiller), Fabales takimindan ¢ogunu otsu bitkilerin olusturdugu
cali ve agag tirlerini de igeren biyiik bir familyadir. 700 cins ve 20 bin civarinda tiir igerir.
Phaseolus vulgaris (fasulye), Vicia faba (bakla), Cicer arietinum (nohut), Glycine max (soya),
Lens culinaris (mercimek), Pisum sativum (bezelye) gibi gida olarak kullanilan tirler bu
familyaya aittir. Fabaceae familyast Uiyeleri ayni zamanda hayvan yemi olarak, farmakolojik

acidan insan sagligi igin ve sis bitkisi olarakta kullanilmaktadir.

Medicago sativa (yonca) farkli iklimlere uyum saglama kabiliyeti, yiksek yem verim
kapasitesi ve kalitesiyle tim diinya tUzerinde 6nemli bir yem bitkisidir. “Yem bitkilerinin
kraligesi” olarak adlandirilan yonca hemen hemen tim yem bitkilerinden daha verimli olup
hayvanlarin yem rasyonlarinda (bir hayvamin gunlik almasi gereken yem miktar1) temel
bileseni olusturmaktadir. Medicago kokunin gugli olusu ve yilda 3-7 kere bigilmesi
sayesinde zengin ot kaynagidir ve M. sativa bulundugu topragi en ekonomik sekilde kullanir
(Elgi, 2005). Medicago ayrica bitki doku kiltiriinde in vitro rejenerasyon kabiliyetinden
dolay1 model bitki olarak bilinmektedir (Erisen 2005).

Bitki sekonder metobolitlerinin tretimi amaciyla son 30 yilda bitki doku kiiltirt teknikleri en
onemli yontemlerden biri olmustur. Tibbi bitkilerin Uretiminde karsilagilan zorluklar
nedeniyle bitki doku kiltiriiniin 6nemi giin gectik¢e artmaktadir. Bitki doku kiiltiirii; aseptik
sartlarda, niteligi belli fiziksel ve kimyasal ortamlarda bitki, organ, doku ve hiicrelerin in vitro
kualtiire alinmasi olarak tanimlanir. Bitki doku kulturiniin; kallus kiltird, hiicre stispansiyon
kualtira, sagak kok kiltiri ve biyoreaktorde tretim gibi farkli galisma alanlart mevcuttur.
Bitki doku kultiiri ¢aligmalan ile bitkiler klonlanarak ¢ogaltilmakta, transgenik bitki tiretimi
saglanmakta, ila¢ sanayinde hammadde olarak kullanilan sekonder metobolitlerin iretimi

gercekleslestirilmektedir.



Flavonoidler, sar1 renkli olmalart nedeniyle Latince sar1 anlamina gelen flavus sozciigiinden
turetilerek ismini almiglardir. 15 C atomlu 2-fenil benzopiron (difenil propan) yapist (Cs-Cs-
Cs) gosterirler ve polifenolik bilesikler olarak bilinirler (Kahraman et al. 2002).
Flavonoidlerde, serbest radikal uzaklastirict (antioksidan), kardiyovaskiler, karaciger
koruyucu, antiviral ve son zamanlarda da antikanserojen aktiviteleri lizerinde g¢aligsmalar

devam etmektedir (Birman 2012).

Yapilan bu calismada M. sativa L. cv. El¢i (El¢i yoncast) bitkisinde bitki doku kiiltiri
teknikleri kullanilarak kallus olusturulmasi ve bu kalluslarin biyiik 6l¢ekli hiicre siispansiyon
kaltarlerine (100 ml, 250 ml, 500 ml ve 1000 ml) alinmasiyla flavonoid olan formononetin’in

HPLC*de analizlerinin yapilmast amaglanmistir.

1.1 BITKI DOKU KULTURU

Bitki doku kiiltiriiniin tanimt1: aseptik sartlarda yapay bir besin ortaminda (in vifro), butiin bir
bitki, hiicre (meristematik hiicreler, sispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (eksplant) veya
organ (apikal meristem, hipokotil vb.) gibi bitki kistmlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel
urinlerin Uretilmesidir. Bitki doku kiiltiirii, yeni ¢esit gelistirmek ve mevcut ¢esitlerde genetik

farkliligr olusturmak i¢in 6nemli bir alandir (Babaoglu 2001).

Bitki doku kiiltirinde ilk ticari ilgi alanini siis ve gida bitkileri olusturmustur. Bitki doku
kultariindeki 6nemli ¢alismalar; 1902 Haberlandt ilk izole edilmis hiicrelerin kalturi, 1904
Hanning olgun embriyolarnn kultiri, 1907 Ereky biyoteknoloji teriminin ilk defa kullanimi,
1922 Kotte ve Robbins kok ve siirgiin uglarinin laboratuvarda ¢ogaltimi,1934 Gautheret ilk
kallus kultirleri, 1942 Gautheret ilk kallus kultirlerinden sekonder metobolit tiretimi, 1946
Ball surgin uglarindan ilk bitki eldesi, 1953 Watson ve Crick DNA’min yapisinin
belirlenmesi, 1958 Steward ve arkadaslar ilk somatik embriyo tretimi, 1962 Murashige ve
Skoog MS ortaminin gelistirilmesi, 1983 Murai ve ark. transgenik ilk bitkinin elde edilmesi

tarihsel olarak onemlidir.



1.1.1 Kallus Kiiltiirii

Kallus, in vitro kultir ortamlarina birakilan bitki hiicresi veya dokusundan meydana gelen
farklilagmamig, sar1 ve dagilabilen (friable) hiicre yigimidir. Kallus yiginlart morfolojik
dizensizlige sahiplerdir. Cogu bitki dokusu kallus olusturabilir ama her in vifro ortam her
bitkiye uygun olmayabilir. Kallus kaltirinin olusturuldugu eksplantin baglangict sekonder

metobolit tretiminde 6nemli yer tutmaktadir (Babaoglu 2001).

Farkli ortamlarda yapilan kultirler genellikle kallus kultiri ile baglar. Direkt ve indirekt
organogenez, bitki rejenerasyonu, somatik embriyogenez ve hiicre siispansiyon kiltiirlerinin

baslangi¢ noktasi kallus kultiradur.

1.1.2 Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii

Hiicre suspansiyon kiiltiirleri, ¢alkalanmakta olan in vifro sivi ortamda friable olan hiicreler
ile agregatlardan (hicre kiimesi) meydana gelir. Kallus kiiltiir ortamindan fark:i katilagtirict
jellerin bulunmamasidir. Bu inkiibasyon boyunca hiicre ve agregatlar belli bir siire artar ve
maksimum noktaya ulagir. Stspansiyon kiiltiirlerinden daha iyi sonug alabilmek i¢in kalluslar
kullanilir. Ana bitkiden alinan eksplantlara kiyasla kallus hiicreleri in vifro ortama uyum
saglamistir ve sivi ortama da adaptasyonu kolay olacaktir. Kalluslar genellikle cam
erlanmayer igindeki katilagtirici element igermeyen besin ortaminin igerisine alinir ve
calkalayicida inkiibasyona birakilir. Kallus hiicreleri sivi igerisinde dagilarak tek tek besinle
daha ¢ok temas halinde bulunur ve biiyiimeleri daha hizli olur (Ak¢am-Oluk 2006, Babaoglu
2001).

1.1.3 Sacak Kok Kiiltiirii

Sagak kok kultirleri hizli gelisim, genetik ve biyokimyasal kararlilik gibi ozelliklere sahip
olmasindan dolay1 sekonder metobolit iretiminde avantajli bir konumda bulunmaktadir.
Sagak kok kulturleri bitki metabolizmasi ve fizyolojisi i¢in model sistemler
olusturmaktadirlar. Ozel kimyasal madde, ilag¢ iretimi, transgenik bitki rejenerasyonunda

kullanilmaktadir (Shanks and Morgan 1999).



Sacak kok kulturlerinde genel olarak Agrobacterium rhizogenes bakterisi kullanilarak

sekonder metabolit Giretimi yapilmaktadir (Babaoglu 2001).

1.1.4 Biyoreaktor ile Uretim

Biyoreaktor, igerisindeki canli organizma, hiicre ve hiicre kiimelerinin sivi in vitro ortam
igerisinde kultir ortamina zarar vermeden pH, sicaklik, hava temini, karigtirma ve taze
besiyeri ile degisim islemlerinin yapilabilmesine olanak taniyan elektronik metal, cam veya
plastikten yapilmig tanktir. . Biyoreaktorler igerisindeki besin ortaminin sartlarini yakindan
takip etmeyi sagladigi gibi fiziksel ve kimyasal miidahaleye de elverigli bir sistemdir.
Biyoreaktorler genelde endiistriyel fermantasyon, bitki doku kiltiirii, gida endustrisi, ilag ve
rekombinant proteinlerin (antikor, biytme faktori, asi, antibiyotik vb.) buyik olcekli

uretimlerinde kullamlmaktadir (Topgu and Colgegen 2015).

1.2 BESIN ORTAMLARI

Kallus, hiicre siispansiyonu, protoplast kiiltirleri ve bitki rejenerasyonu gibi doku kultira
islemlerinde en 6nemli agsama besin ortamina karar vermektir. Farkli bitki ttrlerinde farkli
besin ortamlarinin daha iyi sonu¢ verdigi yapilan aragtirmalarla ortaya konulmustur. Besin
ortamlarinin formiilasyonunda farkli doz ve kombinasyonlarda su, makro ve mikro
elementler, vitaminler, sekerler, katilastiricilar, bitki biiyime dizenleyiciler, tamponlar ve
amino asitler kullanilir. Siklikla kullanilan besin ortamlari; MS (Murashige and Skoog 1962),
LS (Linsmaier and Skoog 1965) ve B5 (Gamborg at al. 1968) dir.



Cizelge 1.1 Kultir ortamlarindaki konsantrasyon miktarlart (mg/l) (Babaoglu et al. 2001).

Bilesenler MS B3 SH LS White NN Nitseh’s KM LM SI
S-3 H
KNO; 1900 | 2500 | 2500 | 1900 | 80 950 950 1900 | 1900 | -
NH,NO; 1650 | - - 1650 | - 720 720 600 1650 | -
NH4H,PO, - - 300 - - - - - - -
(NH,),S0. - 134 - - - - - - - -
MgS0,.7H,O | 370 250 400 370 720 185 185 300 1850 | 370
CaCl,.2H,0 440 150 200 440 - 220 166 600 22 440
Ca(NOs),.4H,0 | - - - - 300 - - - - -
KCl - - - - 65 - - 300 - 1400
KH,PO, 170 - - 170 68 68 68 170 340 170
NaH,POHO | - 150 - - - - - - - -
NaH,PO, - - - - 16,5 | - - - - -
Na,S0, - - - - 200 - - - - -
MnSO.H,0 - 10 10 16,89 | - - - 10 21 -
MnSO,4H,0 |223 |- - - 7 25 25 - - 223
KI 083 (075 |1 0,83 (0,75 |- - 0,75 | 4,15 | 0,83
H;BO; 6,2 3 5 6,2 1,5 10 10 3 31 6,2
ZnS0,.7TH,0 | 8.6 2 1 10,58 | 3 10 10 2 43 8.6
CuSO,5H,0 | 0,025 | 0,025 | 0,2 0,025 | - 0,025 | 0,025 0,025 | 0,50 | 0,025
Na,MoQ04.2H,0 | 0,25 | 0,25 |0,1 0,25 |- 0,25 10,725 025 | 1,25 |0.25

>

>

>

>

>

>

>

>




Co(Cl,.6H,0 0,025 | 0,025 | 0,1 0,025 | - - - 0,025 | 0,125 | 0,025
FeSO,.7H,0 |27.8 |278 |15 27,85 | - 278 | - - 27,8 | 278
Fe,(S04); - - - - 2.5 - - - - -
Sequestrene330 | - - - - - - - 28 - -
Fe
Na,EDTA 373 (373 |20 - - 373 |- - 37,3 | 373
Nikotinik asit | 0,5 1 5 - - 5 - - 0,5 0,5
Pridoksin-HC1 | 0,5 1 0,5 - - 0,5 - 1 0,1 0,5
Thiamin-HCI | 0,1 10 5 0,4 - 0,5 - 1 0,1 0,1
Biotin - - - - - 0,05 |- 0,01 |- -
Folik asit - - - - - 0,5 - 0.4 - -
myo-inositol 100 100 1000 | - - 100 - 100 100 100
l-inositol - - - 100 - - - - - -
Glisin 2 - - - - 2 - 0,1 - 2
Glutamin - - - - - - - - - 1462
Sakkaroz 30000 | 20000 [ 30000 [ 30000 | - 20000 | - 20000 | 30000 [ 10000

1.2.1 Major elementler

Temel besin ortaminda en 6nemli bilesenlerden birisi azottur. Bazi besin ortamlarinda fazla
miktarda ve degisik formlarda azot bulunurken bazi ortamlarda da diisik miktarlarda azot
bulunur. Nadir ortamlarda ise hi¢ azot bulunmaz. Farkli major elementlere 6rnek olarak ise

magnezyum, fosfor, kikiirt, sodyum ve kalsiyum verilebilir (Babaoglu 2001).




1.2.2 Minor Elementler

Demir, manganez, ¢inko, bor, molibden, kobalt ve iyot en ¢ok kullanilan minér elementlerin

basinda gelmektedir (Gamborg and Philips 1995).

1.2.3 Sekerler

Sekerler besin ortaminda en 6nemli bilegenlerden biridir. Kultir altinda tutulan bitki veya
eksplantlar yeterli karbonhidrat sentezi yapamadiklart i¢in enerji ihtiyacini sekerlerden
karsilar. Besiyerlerinde en ¢ok kullanilan seker sakkarozdur. Ayrica glikoz, maltoz, rafinoz ve

fruktoz da kaltiir ortaminda siklikla kullanilir (Babaoglu 2001).

1.2.4 Vitaminler

Thiamin (B1 vitamini), nikotinik asit (B3 vitamini) ve pridoksin (B6 vitamini) bitki doku
kualtird i¢in en gerekli vitaminlerdir. Ayrica myo-inositol, d-biotin, askorbik asit, folik asit, d-
pantotenik asit ve retinol gerekli goruldiigii zamanlarda besiyerine ilave edilebilir (Babaoglu

2001).

1.2.5 Yar1 Kat1 Hale Getiren Maddeler

Besiyerini yar1 katt hale getiren maddelerdir. Genellikle kirmizi deniz alglerinin polisakkarit
bilesimlerinden tretilir. En ¢ok kullanilan jel yapict maddeler agar, agaroz, sea-kem agaroz,
aljinat, silikajel, phytagel, jelatin ve nisastadir. Olusturulan jel bitkiler tarafindan alinamaz ve

besiyerindeki diger bilesenlerle reaksiyona girmezler (Babaoglu 2001).



1.2.6 Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Oksinler; bitki doku kulturiinde tek kullanildiklarinda kallus uyarimint ve somatik embriyo
olusumunu saglar sitokininlerle beraber kullanildiklarinda ise siirgiin olustururlar. Ornek
olarak; IAA (organik), IBA, NAA ve 2,4-D(sentetik tiirev)’dir. Organik oksin elde edilen
surginlerin koklendirilmesinde, sentetik oksin tiirevleri ise ticari alanlarda meyve dokiimiiniin

onlenmesinde siklikla kullanilir (Babaoglu 2001).

Sitokininler; hiicre bolinmesi, strgin g¢ogaltimi ve bitki rejenerasyonunda kullanilir.
Surgiinlerde koklenme ve embriyogenezi Onler ve antioksidan etkisi sebebiyle yaglanmay1
ertelerler. Ornegin; zeatin(organik) kinetin, BAP (sentetik tiirev)’dir. Dogal sitokininler

sentetik tiirevlerine gore sirgiinlerin koklendirilmesinde daha gigludur (Babaoglu 2001).

Oksinlerin ve sitokininlerin diginda absisik asit ve gibberellinler de bitki buyiime diizenleyicileri
icerisine girer. Absisik asit somatik embriyo olgunlagtirilmasinda, gibberellinler ise bitki

rejenerasyonunun uyarilmasinda ve siirgiin boyunun uzamasinda kullanilir (Babaoglu 2001).

1.3 ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanlar, serbest radikallerin oksidasyonunu onleyen, yakalayan ve stabilize etme
kabiliyetine sahip olan maddelerdir. Oksidasyon yavaglatma iglemlerinde en ¢ok kullanilan ve
en etkili olan maddeler antioksidanlardir (Sevim 2011). Serbest radikaller biyolojik
sistemlerde ve gidalarin bozulmasinda rol oynar. Serbest radikallerin zararli etkilerinden

korunmak i¢in antioksidanlar kullanilmaktadir (Sachdeva et al. 2014).
Antioksidanlarin etki mekanizmalari iki sekilde olusur:

a) Serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi,

b) Serbest radikal olusumunun engellenmesi (Sevim 2011).












1.6 TOPLAM FENOLIK MADDE TAYINI

Toplam fenolik madde miktar1 belirlemede farkli yontemler kullanilmaktadir (TRAP metodu,
Folin Ciocalteu metodu, TEAC metodu, CUPRAC metodu) (Karadag et al. 2009). Bizim
calismamizda toplam fenolik madde tayini Folin Ciocalteu yontemiyle yapilmistir.
Omneklerdeki toplam fenol madde miktan belirlemede, antioksidan aktivite saglayan hidroksil
gruplarinin hakkinda bilgi verici niteliktedir. Su ve organik ¢oziicilerde ¢oziinen fenolik
bilesiklerin Folin Ciocalteu reaktifiyle renkli bilesik olusturmasi olayidir. Bu bilesik 765 nm
absorbansta maksimuma ulagir. Bu fenolik madde tayini yontemi Singleton ve arkadaslar

tarafindan yapilmistir (Singleton and Rossi 1965, Singleton et al. 1999).

1.7 YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI (HPLC)

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) Yiksek performansli sivi
kromatografisidir. Son donemde genellikle biyolojik, farmakolojik, endustriyel ve ilag sanayi

gibi alanlarda 6rneklerin ayrilmasi ve belirlenmesinde kullanilmaktadir.

HPLC analizi sonuglarinin tekrarlanabilirligi yiiksek olan cihazdir. Tim kromatografik
tekniklerin uygulanmast i¢in ihtiya¢ duyulan uygun kolondur. Amino asitler, proteinler,
nukleik asitler, hidrokarbonlar, karbohidratlar, ilaglar, terponoidler, pestisitler, antibiyotikler
ve steroidler gibi birgok urtine uygulanabilir. HPLC kolonlarinda duyarlilik ¢ok yiiksektir ve
rejenerasyon gerekmeden birgok kez kullanilabilir. 10 ug’lik bir érnekte dahi floresans veya
elektron yakalama dedektorleri yardimiyla tayin iglemi uygulanabilir. Dezavantaj olarak

goriilen ise hareketli faz olarak kullanilan yuritiiciilerin (solvan) pahali olmasidir.

HPLC ekipmanlari bir hareketli faz deposu, pompa, enjektor, ayirma kolonu, dedektor,
bilgisayara verilerin aktarma portu (USB) ve bilgisayar programidir. HPLC analiz iglemi,
¢oziicudeki 6rnegin cihaza enjekte edilmesiyle baglar. Sistemin en énemli bolimi kolondur.
Ormnek ile hareketli fazin kolona pompalanmaya baslamasiyla kolon igerisinde bilesenlere
ayirma islemi baglar. Her bilesenin gonderdigi sinyaller dedektor tarafindan ayri ayn

kaydedilir ve bilgisayara aktarilir. Bu sonuglar kromatogram olarak isimlendirilir.
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BOLUM 2

LITERATUR OZETI

2.1 MEDICAGO SATIVA L. CV. (ELCI YONCASI)’NIN GENEL OZELLIKLERI

2.1.1 Medicago L. Cinsinin Ozellikleri

Medicago dunyada ve ilkemizde en onemli yem bitkilerinden birisidir. Matenears’in
deyimine gore “yonca yem bitkilerinin kraligesidir.” Yonca kokii ¢ok kuvvetli olmakla
beraber yilda 3-7 kere bicilme kapasitesi sayesinde bol ot verme giicii vardir. Uzun émurli bir

bitki olmasinin yan1 sira M. sativa Gstin kalitede yem bitkisidir.

Yoncalar 1, 2 veya ¢ok yillik otsu nadiren ¢alimsi bitkidir. Yaprak tipik 3 yaprakg¢iktan olugan
trifoliattir. Yaprakgiklar uzun ve eliptik sekilde ve orta yaprakgik sapi belirgin bir gekilde
uzundur. Erkek organ Diadelphous’dur. Meyve diiz, orak ve helezon sekildedir. Igerinde 1

yada birden ¢ok tohum bulunur (Elgi 2005).

El¢i (2005)’de belirtilen Medicago tir sayisi dinyada 64 Turkiye’de ise 30 iken giiniimiizde

bu say1 artmistir;

Diinya tizerinde bulunan Medicago tirleri:

Medicago arabica, Medicago arborea, Medicago archiducis-nicolai, Medicago astroites,
Medicago aurantiaca, Medicago biflora, Medicago blancheana, Medicago bonarotiana,
Medicago brachycarpa, Medicago cancellata, Medicago carstiensis, Medicago ciliaris,
Medicago citrina, Medicago constricta , Medicago coronata, Medicago crassipes, Medicago
cretacea, Medicago daghestanica, Medicago disciformis, Medicago doliata, Medicago
edgeworthii, Medicago falcata, Medicago fischeriana, Medicago granadensis, Medicago
heyniana, Medicago huberi, Medicago hybrida, Medicago hypogaea, Medicago intertexta,
Medicago italica, Medicago laciniata, Medicago lanigera, Medicago laxispira,
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Medicago lesinsii, Medicago littoralis, Medicago lunata, Medicago lupulina, Medicago
marina, Medicago medicaginoides, Medicago minima, Medicago monantha, Medicago
monspeliaca, Medicago murex, Medicago muricoleptis, Medicago noeana, Medicago
orbicularis, Medicago orthoceras, Medicago ovalis, Medicago pamphylica, Medicago
papillosa, Medicago persica, Medicago phrygia, Medicago pironae, Medicago platycarpos,
Medicago plicata, Medicago polyceratia, Medicago polymorpha, Medicago popovii,
Medicago praecox, Medicago prostrata, Medicago radiata, Medicago rhodopea, Medicago
rivtidiocarpa, Medicago rigidula, Medicago rigiduloides, Medicago rostrata, Medicago
rotata, Medicago rugosa, Medicago ruthenica, Medicago sativa, Medicago sauvagei,
Medicago saxatilis, Medicago schischkinii, Medicago scutellata, Medicago secundiflora,
Medicago shepardii, Medicago sinskiae, Medicago soleirolii, Medicago sphaerocarpos,
Medicago strasseri, Medicago suffruticosa, Medicago syriaca, Medicago tenoreana,
Medicago tornata, Medicago truncatula, Medicago tuberculata, Medicago turbinata,
Medicago sp. (NCBI 2018).

Turkiye’de bulunan Medicago tirleri:

Medicago radiata, Medicago orbicularis, Medicago lupulina, Medicago sativa, Medicago x
varia, Medicago falcata, Medicago papillosa, Medicago arborea, Medicago scutellata,
Medicago noeana, Medicago blancheana varyete blancheana, Medicago blancheana varyete
bonarotiana, Medicago rotata varyete rotata, Medicago rotata varyete eliezeri, Medicago
coronata, Medicago praecox, Medicago minima varyete minima, Medicago minima varyete
brevispina, Medicagodisciformis, Medicago polymorpha varyete polymorpha, Medicago
polymorpha varyete vulgaris, Medicago arabica, Medicago marina, Medicago shepardii,
Medicago littoralis varyete littoralis, Medicago truncatula varyete truncatula, Medicago
truncatula varyete longiaculeata, Medicago rigidula varyete rigudula, Medicago rigidula
varyete cinerascens, Medicago rigidula varyete submitis, Medicago rigidula varyete agrestis,
Medicago constricta, Medicago doliata varyete muricata, Medicago turbinata varyete
turbinata, Medicago turbinata varyete chiotica, Medicago turbinata varyete aculeata,
Medicago murex varyete murex, Medicago intertexta varyete ciliaris, Medicago granadensis
(TUBIVES 2018).

2.1.2 Medicago Cinslerinde Yapilan HPLC Analiz Calismalar:

Baklagil familyas: hem hayvanlar hemde insanlar agisindan oldukga fazla tuketilen, tarimsal
ve ticari 6nemi bulunan besin kaynagidir. Bu besinler arasinda Medicago’nun da 6nemi
fazladir. Farag ve arkadaslarinin yaptigi M. fruncatula cv. Jemalong caligmasinda bitki 6rnegi
ile hiicre siispansiyon kultirinde yetistirdikleri ornekleri karsilagtirmiglardir.  Hiicre

stuspansiyon kiltirinde SH (Schenkand Hildebrandt ) ortami kullanilmistir. Bu ¢aligmada
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farkli flavonoid ve izoflavonoidler kiyaslanmistir. Ornegin HPLC calismasinda bitkide
belirlenemeyen daidzein, genistein, biokanin A, naringenin gibi maddeler hiicre siispansiyon
kultirinde belirlenmigtir. Ayrica formononetin miktarinda bitkiye kiyasla hiicre siispansiyon

kaltirinde azalma oldugu ortaya konmustur (Farag et al. 2007).

M. truncatula (Turface’de yetistirilmis)’nin 8-9 haftalik bitki érneklerinden yapilan ¢aligmada
bazi flavonoidlerin varligi ve miktarlar1 lzerinde g¢alisma yapilmigtir. Yapilan g¢aligma

formononetinin bitkide bulundugu yoéniindedir (Modolo et al. 2007).

Yapilan 9 farklt Medicago (M. arabica, M. doliata, M. minima, M. murex, M. orbicularis, M.
polymorpha, M. rigidula, M. tornata and M. truncatula) cinsi ¢aligmasinda aralarindaki
flavonoid madde miktarlann farklarn caligtlmigtir. 11 farkli izoflavonoid kullanilmisgtir;
Puerarin, daidzin, genistin, daidzein, glisitein, genistein, pratensein, formononetin, irilone,
prunetin, biokanin A. Yapilan HPLC analizlerinde 9 farkli cinsin birbirlerinden ¢ok farkl

madde miktarlarina sahip olduklari bulunmustur (Visnevschi-Necrasov et al. 2015).

2.1.3 Medicago sativa L. cv. El¢i (El¢i yoncas1)’min Morfolojik Ozellikleri

Saplar, kok tacindan strgun verirler. Bazal tomurcuktan 20-25 arasi sap olusabilir. Geng
surgunlerin i¢i dolu, yash strglnlerin i¢i bostur. Bitki boyu ¢evre sartlarina bagli olarak
degisebildigi gibi ortalama 60-100 cm arasindadir. Dik olarak yetigebildigi gibi bazi

durumlarda yatik olarak da gortlebilir.

Yapraklar trifoliattir. Ortadaki yaprak sapi digerlerinden uzundur. Yapraklar 0.5-2 cm
uzunluk, 0.2-1 cm genisligindedir. Kulakgiklar genelde mizrak gibi, kenarlar derin disli ucu

sivridir.
Cigekler 0.5-1 cm uzunlugunda, her ¢igek 2-3 mm’lik saplarla salkima baglidir. Her salkimda

10-30 aras1 ¢igek vardir. Meyveler yaprak koltuklarinda salkim bigimindedir. Her meyvede 2-
3 tohum vardir. Tohumlar parlak ve kahverenklidir. Boyu 2-3 mm civarindadir (El¢i 2005).
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M. sativa L. diinya tizerinde 1liman bolgelerde yayilis gosteren (ABD, gliney Kanada, Avrupa,
Cin, Guney Amerika ve Giiney Afrika) bir bitkidir. Genel olarak 2400 m rakima kadar yayilig
kabiliyeti gosterir. Diger yem turlerine gore kurakliga daha fazla dayaniklidir (FOA 2018).

Cizelge 2.1 Medicago sativa L. cv. El¢i (El¢i yoncast) nin taksonomosi (USDA PLANTS

2018).
Alem Plantae
Alt alem Tracheobionta
Sube Magnoliophyta
S f Magnoliopsida
Takim Fabales
Aile Fabacecae
Cins Medicago L.
Tiir Medicago sativa L.
Alt tiir Medicago sativa L. cv. Elgi (El¢i yoncast)

2.2 CANLI HUCRE BELIRLEME CALISMALARI

Canli hiicre belirleme ¢aligmalart igin literatir taramast yapilirken M. sativa’ daki siispansiyon
kaltira ¢aligmalarinin  az oldugu gorilmistir. Biz calismamizi  biyoreaktore tagimak
istedigimizden hiicre canliligl bizim i¢in 6nemlidir. Ayrica farkl tirlerdeki hiicre canlilik

testleri ¢aligmalarina bu bolimde yer verilmistir.

Hiicre stspansiyon kultiirlerinde iki ¢esit hiicre tipi vardir. Bu hiicre tipleri; silindirik ve
kureseldir (Carpita 1985). Bizim ¢aligmamizda da bu iki tip hicre gozlenmistir. Zhao ve
arkadaglarimin  yapmus oldugu (Saussurea medusa) ¢aligmada hiicre stspansiyon
kultirlerindeki agregat boylar olgiilerek farkli boylardaki agregatlarin jaceosidin iiretimine
etkisi aragtirllmigtir. 3 ve 4 mm’lik agregatlarin 6 mm’lik agregata gore 10 giiniin sonunda
daha fazla jaceosidin trettigi belirlenmistir. Ayrica 12 glin sonunda ise jaceosidin tretimi her

agregat tipinde ayni oldugu ortaya konulmustur (Zhao et al. 2003).
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M. sativa L. (Chaubet tarafindan tretilen)’de yapilan hiicre siispansiyon kultirt ¢aligmasinda
hicreler MS ortaminda yetistirilmistir. Hiicre canliligr belirlemek tizere % 0.375’lik trypan
blue boyast kullamlmistir. Yapilan bu hiicre canlilik testinde 11 gunlik periyot takip
edilmistir ve en 1yi oranin % 80’le ilk giin oldugu belirtilmigtir. Ayrica giin gegtikge hiicre
canlilik oraninda disis oldugu 11. ginde ise bu oranin % 20’ye dustigu belirlenmisgtir

(Steward et al. 1999).

Baker ve Mock’un ¢alismasinda Glycine max ve Nicotiana tabacum uzerinde Pseudomonas
syringae bakterisinin hticre canliligi tizerine etkisi incelenmistir. Canlilik tayini ig¢in Evans
Blue kullanilmistir. Pseudomonas syringae’in huicre stuspansiyon kiltiriindeki o6rnekler
tizerinde canliligt olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir. 15 saatlik periyotta hiicre

canliliginda % 70’in Gizerinde dists oldugu belirtilmistir (Baker and Mock 1994).

Glycine max tUzerinde yapilmig bir bagka hiicre canlilik testi aragtirmasinda fenosafranin
boyast kullanilmigtir. Fenosafranin ile o6lu hicrelerin boyandigi ve bunlarin sayildig
belirtilmistir. Glycine max hucreleri Uzerine Fusarium solani fungal hastalik etmeni
birakilarak hiicre canliligindaki degisim kiyaslanmuistir. Fusarium solani maruziyeti sonucu

olu hticre orani % 80’e yaklagmistir (Li et al. 1999).

Trypan blue boyast bitki hiicrelerinin yant sira hayvan hicrelerinin canlilik testlerinde de
siklikla kullanilir. Patel ve arkadaslarinin Solanum nigrum’un Hela hiicrelerindeki antikanser
aktivitesi arastinlmistir. Solanum nigrum ekstresi Hela hicrelerine enjekte edilerek
inkiibasyon sonunda hiicre canliligina aktivitesi arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda Hela

hicrelerinin canlilik orant % 70-72 ¢ikmistir (Patel et al. 2009).

Keller ve arkadaglari yapmig olduklart Momordica charantia g¢aligmasinda hiicre canliligt
tespiti igin Trypan Blue kullanmislardir. Oli ve canli hiicreleri ayr ayn sayarak sonuglar
olusturduklarini belirtmislerdir. Momordica charantia’min etanollii ekstraktlarinda canlilik
orant diigiikk konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru dustiglt yonde belirlenmistir

(Keller et al. 2011).
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2.3 MEDICAGO SATIVA’DA YAPILAN TOPLAM FENOLIK MADDE MiKTARI VE
DPPH CALISMALARI

M. sativa Linn. (NISCAIR tarafindan taksonomik teshisi yapilmig “Himalaya herbs store”dan
temin edilmig)’in 200 gramlik oda sicakliginda kurutulmus herba 6rnekleri 48 saat boyunca
MeOH’le ekstrakte edilmistir. Ornekler 517 nm absorbansta spektrofotometrede
okutulmugtur. DPPH suiptirme aktivitesi galigmasinda etki % 71.05 olarak tayin edilmistir
(Bora and Sharma 2010).

M. sativa Linn. (NISCAIR tarafindan taksonomik teshisi yapilmig “Himalaya herbs store”dan
temin edilmis)’de yapilan bir diger DPPH ¢aligmasinda herbaryumdan temin edilen kuru 100
g omek 24 saat boyunca MeOH’le ekstrakte edilmistir. Spektrofotometrede 517 nm
absorbansta ¢rnekler okutulmustur. Yapilan ¢alisma sonucu DPPH stptrme aktivitesi % 70

olarak ortaya konulmustur (Bora and Sharma 2011).

Karimi ve arkadaslarinin M. safiva (Iran’da Taghavi ¢iftliginden temin edilmis)’ da yaptigi
caligmada herba ornekleri liyofilizatorde kurutulmustur. Kurutulan 6rnekten 2 g ile
ekstraksiyon islemi % 80’lik MeOH kullamlarak yapilmigtir. Spektrofotometrede 765 nm
absorbansta okutulan toplam fenolik madde miktart 45.2 mg/g olarak tayin edilmigtir. DPPH

stipturme aktivitesi de % 54 olarak belirlenmistir (Karimi et al. 2013).

M. sativa L. (Kanada’da “Healt store”dan temin edilmig)’de yapilan toplam fenolik madde
miktart (Folin Ciocalteu metodu) ve DPPH calismasinda 2 ile 7 gin arasindaki fideler
kullanilmigtir. Total fenol ¢aligmasinda en iyi sonucu 4 giinlikk fideden 0.9 mg/100 g olarak
elde etmiglerdir. DPPH analizleri sonucunda ise 6 giinlikk fideden % 64 giderim aktivitesi

oldugunu belirlenmistir (Zinca and Vizireanu 2013).

Silva ve arkadaglarinin yapmis oldugu M. sativa L. (marketten temin edilmis) ¢aligmasinda

herba 6rnegi liyofilizatorde kurutulmustur ve 3 g kuru ornekle saf suda ekstraksiyon iglemi
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yapilmigtir. Herba 6rneginin DPPH siipiirme aktivitesinin % 56 oldugu belirlenmistir ( Silva

et al. 2013).

2.4 MEDICAGO SATIVA L’DE YAPILAN HPLC ANALIZ CALISMALARI

Medicago sativa protein, vitamin (A, C, E, K, B;, Bs) ve mineral (folik asit, kalsiyum,
potasyum vb.) bakimindan zengin bir bitkidir. Sindirimi kolaylastirict etkisinin yaninda
saponin ve demir igerigi bakimindan zengindir (Gulen 2013).

Viicut i¢in kuvvet ve enerji verici, kani ve karacigeri detoksifiye edici, toksik madde
uzaklastirici, enfeksiyonlara kars1 savasci, kansizlik i¢in oldukga faydali bir bitkidir. Irak ve
Turkiye’de eklem iltihaplarina, ABD’de ise kanser hastaliklarina kargi kullanilmaktadir. M.
sativa’nin 6strojen seviyesini artirarak kadinlarda menopoz dénemi semptomlarini azalttig

bilinmektedir (Giilen 2013).

Son yillarda Medicago sativa oOkaryotik 6zel molekiillerin tiretiminde ¢ok kullamlan bir
bitkidir. Ayrica flavonoid igerigi bakimindan zengin olan Fabaceae familyasinda fazlaca in
vitro uretim stratejileri uygulanmaktadir (Fritzemeier et al. 1983, Rolfs et al. 1987,

Luczkiewicz and Daniel Glo'd 2003, El-Beltagi et al. 2011, Colgecen et al. 2014).

M. sativa L. cv. Moapa 69 ’da yapilan bir bagka ¢aligmada hidroponik ¢ozelti ile yetistirilen
bitkiler Rhizobium meliloti bakterisine maruz birakilarak igerisindeki flavonoid degisiklikleri
gozlemlenmistir. R. meliloti bulunan bitki 6rnegiyle bulunmayan bitki 6rnegi HPLC ile 6l¢im
yapilarak kiyaslanmigtir. Bakteriye maruz birakilan bitkide, R. meliloti bulunmayan bitkiye
gore 3 farkli flavonoid gozlenmistir. Farkli gézlenen flavonoidlerden biri de formononetindir.

Diger ikisi medikarpin ve medikarpin glikosittir (Dakora et al. 1993).

M. sativa L.”de yapilan hiicre stspansiyon kilturt ¢alismasinda medikarpin varligt analizler
sonucu ortaya konulmustur. Ayrica medikarpin fungal elisitore 4 saatlik maruziyeti sonucu
enzim aktivitesini indukledigi belirlenmistir. Huicre suspansiyon kultirlerinde yuksek
seviyelerde biriken medikarpinin fitoaleksin biyosentezini uyardigi belirtilmistir (Orr vd.

1993).
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M. sativa L. cv. Euver’da yapilmis olan bakir kloriir stresine karst ¢alismada normal sartlarda
bitkide bulunmayan formononetin ve medikarpinin 1 mM bakir kloriir uygulanan bitkide
formononetin ve medicarpin tespit edilmigtir. Bakir klorir bitkiye hipokotillerinden kesit
alinarak hidroponik yontemle eklenmistir. Bakir klortir eklenen bitkide formononetin
miktarinin en yiksek olgimt 1 gramlik yas bitki 6rneginde 3,3 nmol olarak ol¢tlmistiir

(Parry et al. 1994).

Coronado ve arkadaglarinin yapmig oldugu M. sativa cv. Nagyszenas caligmasinda azot
oranlarindaki degisikliklerle bitkideki formononetin miktarinin farkliliklarint  ortaya
koymugslardir. Aeroponik sistemle gelistirdikleri bitkilere iki farkli potasyum nitrat (KNO3)
konsantrasyonu (0.25 mM ve 10 mM) kullanmiglardir. Sinirh azot kullandiklart bitki
ekstresinde yaptiklart HPLC analizi sonucu formononetin madde miktarinin daha fazla

oldugunu belirtmislerdir (Coronado et al. 1995).

Fitoaleksinler, bitki biinyesinde mikrobik, fungal ve fiziksel stres faktorlerine kargt tiretilen
antimikrobiyal ve antifungal etkili bilesiklerdir. Bir izoflavonoid olan medikarpin
Medicago’daki en 6nemli fitoaleksindir. Xian-Zhi He ve arkadaglan kallus kultira teknigiyle
SH (Shenk ve Hildebrandt) ortaminda g¢ogalttiklart M. safiva cv. Apollo hiicrelerini hiicre
stuspansiyon kiltirlerine alarak tretime devam etmiglerdir. Elde ettikleri hiicrelerin
analizlerini gerceklestirdiklerinde medicarpinin 6nemli olgide arttigini ve formononetin

varligini tespit etmislerdir (He et al. 1998).

Larose ve arkadaslarinin yapmis oldugu M. safiva cv. Sitel g¢aligmasinda mikorizal mantarin
flavonoidler tzerine etkisi incelenmigtir. Bitki koklerine Glomus intraradices mantari
uygulanmigtir. Bitkiden 0.5-2 g arasindaki kuru 6rneklerden hazirlanan ekstraktlardan yapilan
analizlerde daidzein miktarinda artig gorillirken formononetin miktarlar1 azalmistir (Larose

et al. 2002).
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M. sativa cv. Lucerne’de yapilan LC-MS c¢alismasinda 2 g kuru o6rneklerden hazirlanan
ekstrakttan yapilan analizlerde biyokanin A, komestrol, daidzein, formononetin ve genistein
analizleri yapilmistir. Bitkideki formononetin miktart 40 mg/kg olarak tespit edilmistir

(Martin et al. 20006).

(Colgecen ve arkadasglarinin yaptig Medicago sativa L.cv. Elgi (Elgi yoncast) ¢aligmasinda
normal kosullarda daidzein varlig: bitkide tespit edilememisken kallus kiiltirleriyle yapilan
analizlerde uretilebildigi gosterilmigtir. Calismanin devaminda kallus kiltirlerini hiicre
suspansiyon kiltirlerine tagiyarak hiicre ¢ogaltmasina devam etmislerdir. Hiicre stispansiyon
kualtirlerinden gergeklestirdikleri analizler sonucu da daidzeinin yani sira formononetinin de
bitki tarafindan uretildigi belirlenmigtir. Bu arastirma sonunda ise dogal ortamindaki bitkiye
ve kallus ortamina kiyasla hiicre siispansiyon kultirinde daidzein ve formononetin

miktarlarinin daha yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir (Colgecen et al. 2014).

Aralarinda M. safiva cv. Azurara’ninda bulundugu 6 farkli Medicago cinsinden HPLC
analizleri yapilmig ve farkli flavonoid miktarlari ¢aligtlmistir. 1 gramlik kuru 6rneklerden
hazirlanan, farkli ekstraktsiyon yontemleride kiyaslanan galigmada sulu ¢ozelti ile hazirlanan
M. sativa ekstraktsiyonunda formononetin ve daidzein tespit edilememistir. Ancak etanollu
ekstraktraksiyonda daidzein 1.48 mg/kg, formononetin ise 2.40 mg/kg olarak tespit edilmigtir
(Rodrigues et al. 2014).
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3.1.1 Eksplant

Bitki buytime maddesi igermeyen MS ortamlarina 10-12 tane tohum ekilerek 15 gunlik
aseptik geng fideler elde edilmistir. Daha onceki caligmada (Colgecen et al. 2014) en iyi
tretim saglanan hipokotil, kotiledon ve apikal meristem olmak tizere 3 farkli eksplant alinarak

kallus Gretimi yapilmistir.

3.2 YONTEM

3.2.1 Calismada Kullamilan Malzemelerin Sterilizasyonu

Laboratuarda kullanilan kavanozlar, filtre kagitlan, aliminyum folyolar otoklavda 121 °C’de
1 atm basing altinda 20 dk, petriler, pensler, bisturiler ve mezurlar ise aliminyum folyoya

sartlarak 190 °C’de etiivde en az 2 saat sterilize edildi.

3.2.2 Besin Ortamlarimin Sterilizasyonu

Tohum ¢imlendirme, kallus kiltir ortami ve buyik olgekli hiicre stuspansiyon kiltiri

ortamlari otoklavda 121 °C’de 1 atm basing altinda 20 dk sterilize edildi.

3.2.3 M. sativa L. cv. El¢i (El¢i yoncasi) Tohum Sterilizasyonu

Tohumlar yiizey sterilizasyonu igin 96 %’lik etil alkolde bir dakika bekletildi. Tohumlar 3
defa, otoklavlanmig distile su ile yikand: ve 10 %’luk ticari sodyum hipoklorit (NaOCI)
icerisinde 5 dakika bekletildi. Daha sonra tohumlar 3 kere, otoklavlanmig distile suyla

durulanarak hormonsuz MS (Murashige and Skoog 1962) ortamina ekildi.

3.3 MS ORTAMI

MS ortam1 hazirlamak i¢in 6ncelikle asagidaki cizelgelerde belirtilen 6l¢tlerde stok ¢ozeltiler
hazirlandi.
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3.3.1 Major elementler

Cizelge 3.1 MS ortaminda kullanilan major tuzlar.

MAJOR STOK g/It
KNO; 19
NH,NO; 16,5
CaCl.H;0 4.4
MgSOy4 3,7
KH,PO, 1,7

Cizelge 3.1°de belirtildigi ol¢iilerde major tuzlar hassas terazide tartilarak balon jojedeki saf
suya sirastyla eklendi. Hacim 1 litreye tamamlandi ve manyetik alan karigtiricist yardimiyla

¢oziinmeleri saglandi. Elde edilen major stok ¢ozeltisi amber renkli sisede etiketlenip
buzdolabinda saklandi.

3.3.2 Minor elementler

Cizelge 3.2 MS ortaminda kullanilan minér tuzlart.

MINOR STOK g/It
H;BO; 0,62

K1 0,083
MnSO4.4H20 1,68
Na2NaO4.2H20 0,025
ZnSO4.7H20 0,86
CoCl2.6H20 0,025
CuS04.5H20 0,025
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Cizelge 3.2°de belirtilen olgtulerde minér tuzlar tartildi. Balon jojedeki saf suya sirasiyla
eklendi. Hacim 1 litreye tamamlandi ve manyetik alan karistiricist yardimiyla ¢oziinmeleri
saglandi. Elde edilen minor stok c¢ozeltisi amber renkli sisede etiketlenip buzdolabinda

saklandi.

3.3.3 Demir stok

Cizelge 3.3 MS ortaminda kullanilan demir stok.

DEMIR STOK g/It
FeS04.7H20 2,78
Na,EDTA.2H,0 3,72

Cizelge 3.3’de belirtilen olgillerde Demir silfat (FeSO4.7H20) ve Sodyum EDTA
(Na,EDTA.2H,0) hassas terazide tartildi. Balon jojedeki saf suya sirasiyla eklendi. Hacim 1
litreye tamamlanarak manyetik alan karistiricist yardimiyla ¢ozduraldia. Elde edilen demir

stok ¢ozeltisi amber renkli sisede etiketlenerek buzdolabinda saklandi.

3.3.4 Vitamin stok

Cizelge 3.4 MS ortaminda kullanilan vitamin stok.

VITAMIN STOK g/It
Nikotinik asit (B3 vitamini) 0,025
Piridoksin-HCI (B6 vitamini) 0,025
Tiamin-HCI (B1 vitamini) 0,025

Vitamin elementleri ¢izelge 3.4’deki miktarlarda hassas terazide tartilarak balon jojedeki saf

suya sirastyla eklendi. Hacim 1 litreye tamamlanarak manyetik alan karistiricist yardimiyla
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cozduruldi. Elde edilen vitamin stok ¢ozeltisi amber renkli sisede etiketlenerek buzdolabinda

saklandi.

3.3.5 Bitki biiyiime diizenleyicilerinin stoklar

a) 2,4 dikloro fenoksi asetik asitin (2,4-D) stok ¢ozelti olarak hazirlanmasi (mg/ml)

2,4 dikloro fenoksi asetik asit (2,4-D) 50 mg tartilip temiz bir behere alindi. Igerisine 2-3
damla 1M NaOH eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Uzerine 50 ml saf su eklendi ve manyetik

alan karigtiricisinda ¢oziildu. Etiketlenerek amber renkli sisede buzdolabinda saklandi.
b) Kinetin stok ¢ozelti olarak hazirlanmasi

Kinetin 50 mg tartilip temiz bir behere alindi. Igerisine 2-3 damla 1M HCI eklenerek
¢ozdiiriildii. Uzerine 50 ml saf su eklendi ve manyetik alan kanstiricisinda ¢ozildi.

Etiketlenerek amber renkli sisede buzdolabinda saklandi.
c¢) Naftalin asetik asit (NAA) stok ¢ozelti olarak hazirlanmasi

Naftalin asetik asit (NAA) 50 mg tartilip temiz bir behere alindi. Igerisine 2-3 damla 1M
NaOH eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Uzerine 50 ml saf su eklendi ve manyetik alan

karistiricisinda ¢oziildi. Etiketlenerek amber renkli sisede buzdolabinda saklandi.

3.3.6 pH ayarlamasi

Besin ortamlarina agar eklenmeden once pH ayar bitki i¢in optimum olan 5.8’e ayarlandi.

1 M NaOH ve 1 M HCI ¢ozeltileri yardimiyla ayarlama yapildi.

3.3.7 Agar eklenmesi

pH ayar1 yapilmig MS ortamina en son olarak otoklava birakilmadan once 7 g/l olacak sekilde
agar eklendi.
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3.4 KULLANILAN BESIYERLERININ ICERIKLERI

3.4.1 Tohum Yetistirme Besin Ortami

Tohum ¢imlendirme (standart MS ortami) ortamint hazirlamak igin (1 litre);

Cizelge 3.5 Tohum yetistirme ortami1 (standart MS ortami).

Siikroz 20g
Major stok 100 ml
Minor stok 10 ml

Vitamin stok 10 ml
Demir stok 10 ml

1 litrelik erlanmayerin i¢ine goz karar1 biraz saf su eklendi. Cizelge 3.5’te belirtilen maddeler
sirastyla miktarlarinca eklendi. Sonrasinda ortam 1 litreye tamamlanarak pH 5.8’e ayarlandi.
pH ayanindan sonra 7 g agar eklendi. Ortamlar 121 °C’de 1 atm basing altinda 20 dakika

sterilize edildi.

Otoklav sonrast besin ortaminin vicut 1sisina yakin sicakliga diigmesi beklenerek 8x14 cm

boyutlarindaki kavanozlara dokuldii. Yaklagsik 24 saat donmast beklendi.

Tohum ekimi i¢in hazirlanan ortamlara kavanoz basi 10-12 adet tohum ekimi yapildi. Ekim
islemi yapilan kavanozlar 24+2°C’de karanlik ortama alindi. Burada 3-4 giin bekleyen
tohumlar filizlenme gosterdi. Filizlenmeden sonra 16/8 saat fotoperiyot uygulamasinda 15

giinlik aseptik fideler olmast beklendi.
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3.4.3 Biiyiik Olcekli Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii Ortanu

Hiicre stispansiyon ortami hazirlamak i¢in (1 litre);

Cizelge 3.7 Hucre stispansiyon kiiltiir ortami.

Siikroz 20g
Major stok 100 ml
Minor stok 10 ml

Vitamin stok 10 ml
Demir stok 10 ml
Kinetin 1.5 ml
NAA 1.5 ml
24D 0.7 ml

1 litrelik erlanmayerin igine g6z karan biraz saf su eklendi. Cizelge 3.7°de belirtilen
maddeler sirasiyla miktarlarinca eklendi. Sonrasinda ortam 1 litreye tamamlanarak pH’1 1 M
HCl ve 1 M NaOH ile damla damla ayarlanak 5.8’e sabitlendi. Hazirlanan ortamlar 121
°C’de 1 atm basing altinda otoklavda 20 dakika sterilize edildi.

Otoklav sonrasinda uygun sicakliga diisen ortamlar 100 ml’lik, 250 ml’lik, 500 mI’lik ve
1000 ml’lik erlenmayerlere dokuldu. Erlenmayerlerin olgiileri; 100 ml’lik 6x10 cm, 250
ml’lik 8x14 cm, 500 ml’lik 10x18 cm ve 1000 ml’lik 13x22 cm’dir.

Uygun gelisim gosteren sart dagilabilen (friable) kalluslar 100 ml’de 2.5 g olacak sekilde
hiicre siispansiyon ortamina alindi. Hiicre siispansiyon kiiltiiriine alinan kalluslar 180 rpm’de

20 giin boyunca 16/8 fotoperiyotta ¢alkalayicida tutuldu.
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ile 6rnekler 3 giin kurutuldu ve égiitiict yardimiyla toz haline getirildi. Toz halindeki 6érnekler
1’er gram tartilarak ayn ayr paketlendi. Deneyde kullanilacak cam malzemeler yikandiktan
sonra % 99,9’luk MeOH’tan gegirilerek kurutuldu. Ekstrakt i¢in kullanilmak tizere % 80’lik
MeOH hazirlandi. Kullamlacak erlenmayerler etiketlendi. 1’er gramlik toz Ornekler
erlanmayerlere bosaltildi. Uzerlerine 100 ml % 80’lik MeOH eklendi. 24 °C’de 180 rpm’de
calkalayicida 1 saat ¢alkalamaya birakildi. Bu esnada siizme islemini yapmak i¢in silifli balon
jojelerin bos daralart alindi ve etiketlendi. Siizme iglemi i¢in filtre kurutma kagitlari huni
gorevi gorecek sekilde hazirlandi. 1 saat ¢alkalamadan sonra ekstraksiyon silifli balon jojelere
huni seklindeki filtre kagitlant yardimiyla sizilda. Suzuntiden kalan toz ornekler tekrar
erlenmayere alinarak % 80’lik 150 ml MeOH eklendi ve 24 °C’de 180 rpm’de 24 saat
calkalanmak tzere calkalayiciya birakildi. 24 saatin sonunda ayni ornekler aym silifli balon
jojelere tekrar siiziildi. BUCHI marka rotaevaporatorde 45 °C banyoda % 80’lik MeOH’iin
ucurma islemi yapildi. Ugurma isleminden sonra silifli balonlarda kalan ekstraktlarin kuru
agirhigint 6grenmek icin brit agirhiklar hassas terazide olguldi. Silifli balon dibindeki
ekstrakti ¢ozmek amaciyla 10 ml % 99,9’luk MeOH kullanilarak vorteks yardimiyla

coziinmeleri saglandi. Elde edilen 10 ml’lik ekstraktlar buzdolabinda muhataza edildi.

3.8.2 Toplam Fenolik Madde Tayininde Kullamilan Cihaz

Toplam fenol miktar tayininde 4 kiivet gozli VWR marka V-1200 spectrophotometer model

cihaz kullanmldi.

3.8.3 Toplam Fenolik Madde Tayini Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Folin-Ciocaltaeu yontemiyle toplam fenol miktari belirlenmistir (Singleton and Rossi 1965).
Bitki ekstraktlari % 75’lik EtOH’de ¢oziildii. Ornekler 1 mg/ml olarak hazirlandi. Ornekten
20 pl alinarak tzerine 100 pl Folin-Ciocalteau, 300 pul % 20’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi ve
en son olarak 1580 pl saf su eklendi. Kalibrasyon egrisi i¢in 15.62 mg/l, 31.75 mg/l, 62.5
mg/l, 125 mg/l, 250 mg/l, 500 mg/l ve 1000 mg/l konsantrasyonlarda gallik asit hazirlandi.
Omek yerine bu kez gallik asitten 20 ul alinarak diger cozeltiler aym oranda eklendi.
Sonrasinda biitiin érnekler karanlik ortamda 30 dk inkiibasyona alindi. Inkiibasyon sonunda

ornekler 765 nm dalga boyunda spektrofotometrede okutuldu. Gallik asit dilisyonlarindan
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kalibrasyon egrisi ¢ikarildi. Kalibrasyon egrisi kullamilarak diger orneklerin toplam fenol

madde miktar1 hesaplandi.

3.9 DPPH SERBEST RADIKALI GIDERIM AKTIVITESI YONTEMI

3.9.1 M. sativa L. cv. El¢i (El¢ci Yoncas1)’nin Taze Ornekleri ve Biiyiik Olcekli Hiicre

Siispansiyon Kiiltiirii Orneklerinin Ekstraksiyon Céozeltilerinin Hazirlanmasi

M. sativa L. cv. Elgi (Elgi yoncasi)’ nin Biilent Ecevit Universitesi Biyoloji Boliimii deneme
bah¢emizde mayis ve eylil aylarinda iki farkli herba toplandi. 100 ml’lik, 250 ml’lik, 500
ml’lik ve 1000 ml’lik siispansiyon kultirlerinden elde edilen kalluslar stzilldi. Liyofilizator
ile 6rnekler 3 giin kurutuldu ve égiitiict yardimiyla toz haline getirildi. Toz halindeki 6érnekler
1’er gram tartilarak ayr ayn paketlendi. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayini i¢in 2
adet 1 gramlik 6rnek kullamildi. Deneyde kullanilacak cam malzemeler yikandiktan sonra %
99,9’luk MeOH’tan gegirilerek kurutuldu. Ekstrakt i¢in kullanilmak tzere % 80’lik MeOH
hazirlandi. Kullanilacak erlenmayerler etiketlendi. 1’er gramlik toz 6rnekler erlanmayerlere
bosaltildi. Uzerlerine 100 ml % 80°’lik MeOH eklendi. 24 °C’de 180 rpm’de ¢alkalayicida 1
saat calkalamaya birakildi. Bu esnada stizme islemini yapmak igin silifli balon jojelerin bog
daralart alindi ve etiketlendi. Stizme islemi i¢in filtre kurutma kagitlart huni gorevi gorecek
sekilde hazirlandi. 1 saat calkalamadan sonra ekstraksiyon silifli balon jojelere huni
seklindeki filtre kagitlari yardimiyla sizildi. Stzintiden kalan toz ornekler tekrar
erlenmayere alinarak % 80’lik 150 ml MeOH eklendi ve 24 °C’de 180 rpm’de 24 saat
calkalanmak tzere calkalayiciya birakildi. 24 saatin sonunda ayni ornekler aym silifli balon
jojelere tekrar siiziildi. BUCHI marka rotaevaporatorde 45 °C banyoda % 80’lik MeOH’iin
ucurma islemi yapildi. Ugurma isleminden sonra silifli balonlarda kalan ekstraktlarin kuru
agirligr 6grenmek i¢in brit agirliklar hassas terazide olgiildi. Silifli balon dibindeki ekstrakti
¢ozmek amaciyla 10 ml % 99,9’luk MeOH kullanilarak vorteks yardimiyla ¢oziinmeleri
saglandi. Elde edilen 10 ml’lik ekstraktlar buzdolabinda muhafaza edildi. Deney igin
ekstraktlardan 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml olarak flakonlarda 4 farkll
dilisyon hazirlandi. Ayrica yapay antioksidan olan BHT (Biitilhidroksi toluen) ve BHA
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(Butilhidroksianisol) ve dogal antioksidan olan Askorbik Asit 4 farkli diliisyon olarak (1000
ug/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml) hazirland:.

3.9.2 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Icin Kullamlan Cozeltilerin

Hazirlanmasi

a) Askorbik Asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Hassas terazide 1 g Askorbik Asit tartilarak 10 ml
% 99,9’luk MeOH ile ¢ozildi. 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pug/ml, 125 pg/ml olarak 4 farkli

diliisyon hazirlandi.

b) BHT (Biitil hidroksi toluen) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Hassas terazide 1 g BHT tartilarak
10 ml % 99,9’luk MeOH ile ¢ozuldi. 1000 ug/ml, S00 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml olarak 4

farkli diltisyon hazirland:.

c) BHA (Biitil hidroksi anisol) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Hassas terazide 1 g BHA tartilarak
10 ml % 99,9’luk MeOH ile ¢ozuldi. 1000 ug/ml, S00 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml olarak 4

farkli diltisyon hazirland:.

d) DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: DPPH serbest radikalinin
1s1kla temasint 6nlemek amaciyla erlenmayer aliuminyum folyo ile sarilarak 1siktan korundu.
Hassas terazide Sigma-Aldrich marka DPPH 2,4 mg tartilarak 100 ml % 70’lik EtOH’de
¢ozuldi.

3.9.3 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesinde Kullanilan Cihaz

DPPH serbest radikali giderim aktivitesinin belirlenmesi i¢in 4 kiivet gozli VWR marka V-

1200 spectrophotometer model cihaz kullanildi.
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3.9.4 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesinin Spektrofotometrede Okunmasi

Oncelikle spektrofotometrede kullanilmak iizere disposable kiivetler % 99,9’luk MeOH’den
gecirilerek hazirlandi. Flakonlarda hazirlanan 1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.125 mg/ml
bitki ekstraksiyon ¢ozeltileri ve Askorbik Asit, BHA, BHT ¢ozeltilerine 2 ml DPPH eklenerek
30 dk karanlik ortamda bekletildi.

Spektrofotometrede autozero iglemi igin blank zero goziine disposable kiivet ile 4 ml %
99,9’luk MeOH koyularak sifirlama yapildi. DPPH serbest radikali eklenmis olan 4 farkli
diliisyon ¢ozeltilerinin 1. goze 1000 pg/ml, 2. gdze 500 pug/ml, 3. goze 250 ug/ml, 4. goze 125
ug/ml olacak sekilde yerlestirildi. Spektrofotometre 517 nm absorbansa ayarlanarak 3 tekrarli

okuma yapildi.

3.9.5 DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesinin Hesaplanmasi

M. sativa L. cv. El¢i (El¢i yoncasi)’ nin taze bitki 6rnekleri ve biyik olgekli stispansiyon
kultirinde yetistirilmis kallus orneklerinin serbest radikal giderim aktivitesi DPPH radikali
kullanilarak 6l¢uldiu. Ekstraktlarin DPPH serbest radikali giderim aktivitileri Sanchez-Moreno
yontemine gore hesaplanmistir (Wang and Lee 1996).

Ab(kontrol)— Ab (t‘>rnek)X 100

Inhibisyon(%) = Ab( kontrol)

3.10 HPLC-UV ANALIZLERI

3.10.1 HPLC-UV Analizleri M. sativa L. cv. El¢i (El¢i Yoncasi)’nin Ekstraksiyon

Cozeltilerinin Hazirlanmasi

M. sativa L. cv. El¢i (Elgi yoncasi)’ nin Biilent Ecevit Universitesi Biyoloji Boliimii deneme
bahgesinden mayis ve eylil aylarinda iki farkli herba toplandi. 100 ml’lik, 250 ml’lik, 500
ml’lik ve 1000 ml’lik stispansiyon kultirlerinden elde edilen kalluslar stiziildii. Liyofilizator
ile ornekler 3 giin kurutuldu ve o6gutiici yardimiyla toz haline getirildi. Toz halindeki 6érnekler

I’er gram tartilarak ayrn ayr paketlendi. Deneyde kullanilacak cam malzemeler yikandiktan
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3.10.4 HPLC-UV Analizi Gradiyent Eliisyon Programlari

HPLC-UV analizi igin kullamlan gradiyent elisyon programi 0,35 ml/dk akis hizinda %
70’lik MeOH kullanilarak yapilmistir. Formononetin 20 pl olarak enjekte edilmistir. Cihazin
maksimum absorbansi 254 nm olarak ayarlanmistir.

Cizelge 3.8 Standartlarin gradiyent eliisyon programi.

Standart Zaman (dk) Akis Hiz1 (ml/dk) % A (MeOH+Ultra
Saf Su)
Formononetin 35 0,35 70

3.11 ISTATISTIKSEL ANALIZ

HPLC ile miktar tayini, toplam fenolik igerigi, DPPH siiptirme aktivitesi ve canli hiicre
sayimi caligmalarinda SPSS 13 ve Microsoft Office 2010 Excel programindan yararlanildi.
P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Cizelge 4.1 Agregat 6l¢im sonuglart (mm) (p<0,05).

Ekstrakt Sonug (mm)
100 ml 4.67+0.1
250 ml 5.18+0.08
500 ml 4.95+0.09
1000 ml 5.81+0.06

4.3 CANLI HUCRE SAYIMI SONUCLARI

Calismamizda kurdugumuz buyiik olgekli hiicre stspansiyon kultirlerindeki kalluslardan
canlt hiicre sayimi yapilmistir. Canli hiicre sayimi hiicre stispansiyon kultirindeki verimi ve
kaliteyi gostermek i¢in yapilmigtir. Canli hiicre sayimi sonuglan ¢izelgesi asagida verilmisgtir

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Canli hiicre orani (%) (p<0,05).

Ekstrakt Canlilik oran1 (%)
100 ml 71.40+4.1
250 ml 67.80+2.2
500 ml 62.40+1.8
1000 ml 75+0.9

Hiicre canlilik testleri analizlerinde en 1yi sonu¢ 1000 ml’lik hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
% 75 olarak belirlenmistir. 100 ml’lik stispansiyon kiiltirt onu takip ederken canlilik orant %
71.40°dir. 250 ml’lik suspansiyon kiltird % 67.80 son olarak ise 500 ml’lik hiicre

stspansiyon kiilturiinde canlilik oran1 % 62.40°dir.
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Toplam fenol madde miktari analizlerinde en iyi sonu¢ eylil ay1 herbasindan 44.2 mg/g
olarak elde edilmistir. En az toplam fenolik madde miktarina sahip 6rnek ise 100 ml’lik hiicre
stspansiyon kiltiirii olmustur. Hiicre stspansiyon kiltiiri 6rneklerimizde ise en iyi sonug

40.2 mg/g ile 250 mI’lik 6rnegimiz olmustur (Cizelge 4.3).

4.5 DPPH SERBEST RADIKALI GIDERIM AKTIVITESI SONUCLARI

DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuglarinin grafigi agsagida verilmigtir (Cizelge 4.4).
Dogal antioksidan olan askorbik asit, yapay antioksidan olan BHT ve BHA sonuglarn ve

orneklerimizin DPPH serbest radikali giderim aktivitileri karsilagtirtlmigtir.

Cizelge 4.4 DPPH serbest radikal giderim aktivitesi sonuglari (%) (p<0,05).

Ekstrakt DPPH giderim aktivitesi(%)
100 ml 41.63+3.1
250 ml 4522411
500 ml 47.26+1.3
1000 ml 51.36%1.2
Mayis ay1 herba 80.51+£2.5
Eylil ay1 herba 85.69+2.1
Askorbik asit 97.83+0.9
BHT 95.244+0.9
BHA 9529411

Mayis ve eylil ay1 herbalarinin DPPH serbest radikali giderme aktivitesi bakimindan oldukga
iyi oldugu gorilmektedir. Hiicre suspansiyon kiiltirlerinin birbirleri arasinda ¢ok buyuk
farkliliklar olmamasina ragmen en iyi sonu¢ 51.36 % olan 1000 ml’lik hiicre siispansiyon

kultarudir.
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BOLUM 5

SONUC VE TARTISMA

Calismamizda Medicago sativa L. cv. El¢i (El¢i yoncast) tohumlarindan in vitro sartlarda 15

gunluk aseptik fideler uretilerek kullanildi.

Colgecen et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada kallus olusturmak ve bazi flavonoidlerin
uretimi i¢in farkli bitki biiyime duzenleyicileri igeren ortamlar hazirlanmig ve en basarili olan
MS3 ortamt (1,5 ml/L Kinetin, 1,5 ml/L NAA, 0,7 ml/L. MS ortami) bizim ¢aligmamizda da
kullanilmistir. Fidelerden 3 farkli eksplant (hipokotil, kotiledon ve apikal meristem) alinarak
bitki bluyime diizenleyicileri igeren MS ortaminda kalluslar tretilmistir. Kallus iiretimi daha
yavag ve az olan epikotil ve ilk yaprak eksplantlarina ilk denemeden sonra devam
edilmemigtir. Olgunlasan sar1 renkli friable (dagilabilen) kalluslar agarsiz ayni bitki biiytime
diizenleyicileri igeren MS3 biiyiik 6l¢ekli hiicre stispansiyon ortamlarina (100 ml, 250 ml, 500
ml, 1000 ml) alinmistir. 20 giinliik kultir siiresi sonunda hiicre canlilik testi, toplam fenol
miktar1 belirleme, DPPH siiptirme aktivitesi ve HPLC’ de formononetin tayini ig¢in

stizalmustir.

Hiicre canlilik testleri Trypan Blue ile gergeklestirilmigtir. Buytk 6lgekli hiicre siispansiyon
kiltarlerinde en yiiksek canliliga sahip olan % 75 ile 1000 ml’lik hiicre siispansiyon kiiltira
olmugtur. 100 ml’lik hiicre siispansiyon kultiri % 71.40’1a ikinci sirada yer almaktadir. 250
ml’lik ve 500 ml’lik hiicre stispansiyon kiiltiirlerinde sirasiyla canlilik oranlart % 67.80 ve %
62.40 olmustur. Canlilik oranlarina bakildiginda aralarinda ¢ok biytik farklarin bulunmadigt
gorilmektedir. 500 ml’lik hicre sispansiyon kulturindeki % 62.40 oramt hicresel
homojenitenin  saglanamamasi nedeniyle ortaya ¢kmig bir yizde olabilecegi

diasuntlmektedir.
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Toplam fenol yoniinden en zengin 6rnek eylul ay1 herbasinda 44.2 mg/g olarak belirlenmistir.
Buytk olgekli hiicre siispansiyon kilturleri arasinda en fazla total fenol miktarina sahip 6érnek
ise 250 ml’likte 40.2 mg/g’dir. May1s ay1 herbast 32.2 mg/g, 100 ml’lik, 500 ml’lik, 1000
ml’lik 6rneklerde sirasiyla 30.2 mg/g, 32.2 mg/g, 34.2 mg/g total fenol icerigine sahiptir.
Mayis ve Eylul ay1 herbalar arasindaki miktar farkliligi anlamlidir. Toplam fenol miktar

tayininde 6rneklerimiz arasinda ¢ok buiyiik farkliliklar olmamugtir.

Mayis ay1 herbast % 80.5 eylil ay1 herbast ise % 85.69 DPPH serbest radikali giderim
aktivitesine sahiptir. Buyiik olgekli hiicre stispansiyon kultirleri arasinda en yiiksek DPPH
serbest radikali giderim aktivitesine sahip olan 6rnek 1000 ml’lik hicre stuspansiyon
kaltaradir ve % 5136 giderim aktivitesine sahiptir. Hiicre sispansiyon kilttrlerinin
hacimleri azaldikca DPPH stptrme aktiviteside azalmigtir. Buna gore 500 ml’lik % 47.26,
250 ml’lik, % 45.22, 100 ml’lik hiicre stispansiyon kiltiirii de % 41.63 DPPH serbest radikali
giderim aktivitesine sahiptir. Biytk o6lgekli hiicre siispansiyon kiltiirlerinin DPPH stptrme

aktiviteleri ise tarladan may1s ve eylil aylarinda toplanan herbaya oranla dustktiir.

HPLC analizlerinde formononetin madde miktarina sahip en yitksek ¢rnek 1000 ml’lik hticre
stuspansiyon kiltiri olmustur. 1000 ml’lik hiicre stispansiyon kultirinde 4.99 mg/g
formononetin belirlenmistir. Mayis ay1 herbasinda 2.07 mg/g, eylil ay1 herbasinda 1.84 mg/g,
100 mI’lik 3.72 mg/g, 250 ml’lik 3.46 mg/g ve 500 ml’lik hiicre stispansiyon kiltiirinde ise
3.36 mg/g olarak formononetin bulunmugtur. Tarladan toplanan 6rneklerle kiyaslandiginda

hiicre stispansiyon kilturiindeki tiretimlerimizde formononetin miktarinda artig gérialmustur.

Steward et al. (1999) yaptigt M. sativa L. (Chaubet tarafindan tretilen)’de hiicre canlilig
belirleme ¢aligmasinda % 0.375’lik trypan blue boyasi kullanmiglardir. Bizim ¢aligmamizda
trypan blue % 0.2’lik kullanilmigtir. Hiicre siispansiyon kiiltirtinde 11 giinliik periyotta takip
ettikleri hicre canlilik testinde en iyi sonuglari ilk giin % 80 olarak belirlenmistir. Giin
gectikce canlilik oranminda azalma gozlemislerdir. 11. giin sonunda ise canlilik % 20’ye
digmustir. Bizim c¢alismamizda ise 20 giniin sonunda siispansiyon kiltirlerinde sayim

yapilmistir ve en yiiksek oran 1000 ml’lik kalluslarda % 75 olarak belirlenmistir.
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Hiicre canlilik testleri M. satfiva’da az bulundugu i¢in farkli tirlerde metod kiyaslama
acisindan tartisma bolimiine alinmistir. Trypan Blue ile benzerlik gostererek o6li hiicre
boyayan Evans Blue ile Baker and Mock (1994), Glycine max ve Nicotiana tabacum tizerinde
Pseudomonas syringae bakterisinin hiicre canliligina etkisini ¢alismiglardir.  Pseudomonas
syringae’nin sispansiyon kultirtindeki hiicre canliligim disirdagiina belirtmisglerdir. Boyama
i¢cin hicreleri 5 dk Evans Blue’da bekletmislerdir. Bizim yaptigimiz 6n denemelerde ise 5 ve
10 dakika boyama igin yeterli gorilmemis ve 20 dk boyama siiresi optimum olarak
belirlenmigtir. Ayrica Baker and Mock her bir 6rnek i¢in 50 rastgele hiicre saymis bizim
caligmamizda ise her bir stspansiyon kultir(i i¢in en az 100 hiicre sayilarak 5 tekrar

yapilmustir.

Li et al. (1999) yapmis oldugu Glycine max Uzerinde Fusarium solani fungal hastalik
etmeninin hiicre canliligi tzerine etkisi ¢aligmasinda fenosafranin boyast kullanilmigtir.
Fenosafranin bizim ¢alismamizda kullandigimiz Trypan Blue gibi 6li hiicreleri boyamaktadir.
Ancak boyama rengi koyu kirmizi geklindedir. Bu ¢alisma sonucu Fusarium solani’nin
hucreleri oldirdugi belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda siispansiyon hacminin canlilik tizerine
etkisi incelenmistir. En iy1 sonucunda en yiiksek hacime sahip 1000 ml’lik stspansiyon

kaltirimuzde oldugu ortaya koyulmustur.

Zhao et al. (2003) yapmis oldugu Saussurea medusa g¢aligmasinda hiicre siispansiyon
kultirlerindeki agregat boylart olgiilerek farkli boylardaki agregatlarin jaceosidin iiretimine
etkisi aragtirllmistir. 3 ve 4 mm’lik agregatlarin 6 mm’lik agregata gore 10 giiniin sonunda
daha fazla jaceosidin urettigi belirlenmistir. Ancak 12 giin sonunda jaceosidin tretimi her
agregat tipinde aynt oldugu gozlenmistir. Bizim g¢alismamizda agregatlar ortalama 5 mm

civarinda olmustur.

Bora and Sharma (2010)’min yapmis oldugu M. sativa Linn. (NISCAIR tarafindan
taksonomik teshisi yapilmis “Himalaya herbs store”’dan temin edilmis) DPPH siipiirme
aktivitesi ¢aligmasinda sonuglarini % 71.05 (200 g kuru 6rnek) olarak belirtilitken bizim

yaptigimiz ¢aligmada herba orneklerimizde en iyi sonucumuz eylil ay1 herbamizda % 85.69
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(1 g kuru ornek) olarak ol¢ilmistir. Bizim calismamizda ¢ok daha az miktarda kuru

ornekden ekstraksiyon yapilmistir.

Yine Bora and Sharma (2011)’nin yapmis oldugu M. sativa Linn. (NISCAIR tarafindan
taksonomik teshisi yapilmis “Himalaya herbs store”dan temin edilmig) ¢alismasinda DPPH
stupurme aktivitesi Uzerine durulmustur. Bu sefer 100 g kuru 6rnegi saf metanolle 24 saat
ekstrakte ederek analizlerini gergeklestirmiglerdir. Bizim ¢alismamizda ise ekstrakte islemi %
80’lik metanolle gerceklestirilmigtir. DPPH stpirme aktivitesi % 70 bulunmusg bizim

calismamizda ise eylil ay1 herbast % 85.69 olarak belirlenmistir.

Karimi et al. (2013) yaptigi M. sativa (Iran’da Taghavi ciftliginden temin edilmis)
calismasinda kuru yaprak ornekleri kullanilmigtir. Bizim g¢alismamizda ise M. sativa’nin
toprak ustiinde bulunan butiin bolimleri (herba) kullanilmistir. Toplam fenolik madde miktar
45.2 mg/g olarak belirtilirken bizim ¢aligmamizda herba 6rnegimizdeki en 1yi sonug eylal ay1
herbamizda 44.2 mg/g olarak bulunmustur. Her iki ¢alismada da ekstraksiyon i¢in % 80’lik
MeOH kullanilmigtir. Ayrica DPPH stipiirme aktivitesini % 54 olarak belirlemiglerdir. Bizim
caligmamizda ise bu sonug¢ daha yuiksek % 85.69 olarak tespit edilmistir.

2 ile 7 ginlik M. sativa L. (Kanada’da “Healt store”dan temin edilmis) fidelerinden analiz
gergeklestiren Zinca and Vizireanu (2013) toplam fenolik madde miktarinda en iyi sonucu 4
gunlik fideden 0.9 mg/100 g olarak elde etmislerdir. DPPH stiptirme aktivitesi sonuglarina
gore ise en 1yi sonucun 6 gunlik fidede % 64 oldugunu belirtmiglerdir. Bizim ¢alismamizdan
farkli olarak geng fideler kullanilmigtir. Calismamizda herba total fenol sonuglarinda eylul ay1

herbast 44.2 mg/g, DPPH stuptrme aktivitesi ise % 85.69’dur.

M. sativa L. (marketten temin edilmig)’de Silva et al. (2013) herbada yaptigt DPPH siipiirme
aktivitesi ¢aligmasinda sonuglarin % 56 oldugu bulunmustur. Ekstraktlarint 3 gram kuru
ornekten hazirlarken ¢oziicii olarak saf su kullanmiglardir. Bizim ¢alismamizda ise 1 gram
kuru ornek kullanilmakla birlikte ¢oziici olarak % 80’lik MeOH kullanilmigtir ve en 1yi

sonucumuz % 85.69 ile eylil ay1 herbamiz olmustur.
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Dakora et al. (1993) yapmis oldugu M. sativa L. cv. Moapa 69 ¢alismasinda bitki hidroponik
yontemle yetistirilmis ve Rhizobium meliloti bakterisine maruz birakilmistir. Caligmalarinda
HPLC yiriticisi olarak metanol, saf su ve asetik asit kullanirken akig hizi 2 ml/dk olarak
verilmig ve formononetin tutunma zaman1 37-38. dakikalar arasi oldugu belirtilmistir. Kontrol
grubunda formononetin tespit edilemezken, Rhizobium meliloti bakterisine maruziyet sonucu
formononetin tespit etmisler ancak kantitatif tayin yapmamiglardir. Bizim ¢alismamizda
HPLC yiuriticisi olarak %70’1lik metanol-ultra saf su kullanilmistir ve formononetin tutunma
zamani 16. dakika olarak belirlenmistir. Ayrica bizim ¢aligmamizda herba 6rneklerinde diigik

miktarda formononetin tespit edilmisgtir.

Parry et al. (1994) yaptigr M. sativa L. cv. Euver galigsmasinda bitki hidroponik yoéntemle
yetistirilmistir. Bitki hipokotillerinden kesit alinarak yarali dokuya bakir klortir uygulanmistir.
Yapilan bu g¢alismada bitki ekstraktlar1 bizim g¢alismamizdan farkli olarak 1 gramlik yag
orneklerden hazirlanmistir. Analizlerinde bitkide normal sartlarda formononetin olmadigini
tespit etmiglerdir, Colgecen et al. (2014)’de daha 6nce belirlenemeyecek seviyede oldugunu

bildirsede mevcut ¢alismamizda formononetin kantitatif olarak ol¢ilmustir.

Coronado et al. (1995) tarafindan yapilan M. sativa cv. Nagyszenas caligsmasinda bitki farkli
konsantrasyonlarda Potasyum Nitrat (KNO3;) maruziyetine birakilmis ve HPLC tayiniyle
formononetin miktar analizleri yapilmigtir. Bitki ekstraktlari 1 g taze ornekten hazirlanmis ve
kolon olarak C18 3.9 x 150 mm tip kolon kullanmislardir. Coronado et al. (1995)in
verilerine gore formononetin 1 mg’dan disik olarak gosterilmistir. Belirtilen veride diisuk
konsantrasyonda uygulanan KNOs miktarinin yiiksek konsantrasyona oranla formononetin
miktarini daha ¢ok artirtigi yonde olmustur. Bizim ¢aligmamizda bitki ve kallus ekstraktlart 1
g liyofilizatorde kurutulmug érnekten hazirlanirken, kullandigimiz kolon C18 4,6 x 250 mm
kolondur. Bizim yaptigimiz ¢alismada formononetin miktarinin daha fazla oldugu (yaklagik
2.5 kat) ve suspansiyon kiltiirinde en iyi sonucun 1000 ml’lik siispansiyon kultiriinden 4.99

mg/g elde edildi.

He et al. (1998) yapmis olduklart M. sativa cv. Apollo galismasinda kallus kiltir ve
stispansiyon ortamlarini bizim ¢alismamizdan farkli olarak SH (Shenk ve Hildebrandt)

ortaminda hazirlamiglardir. Hiicre siispansiyon kultiri ortamlarinin 6lgegt 50 ml’dir.
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Yetistirdikleri kalluslardan yapilan HPLC analizlerinde formononetin oldugunu gostermisler
ancak kantitatif miktar belirtmemislerdir. HPLC metodunda yuritiici (solvan) olarak ise saf
su ve tetrahidrofuran kullanmiglardir. Bizim g¢alismamizda ise yurttict (solvan) olarak 70
%’lik MeOH-ultra saf su kullanilmigtir. Bizim c¢alismamizda MS ortami kullanilmistir ve
kantitatif tayin yapilarak formononetin miktari belirlendi. Formononetin miktar en yiiksek

1000 mlI’lik hiicre stispansiyon kultirinde 4.99 mg/g olarak tespit edildi.

M. sativa L. cv. Sitel’de yapilan mikorizal mantar ile flavonoid miktarlarindaki farkliliklart
tespit etme ¢aligmasinda Larose et al. (2002) tarafindan bitkiye Glomus intraradices cinsi
mantar uygulanmistir. Herba 6rnekleri liyofilizatérde kurutulmustur. Yapilan ekstraktsiyonda
bizim g¢alismamizdan farkli olarak aseton kullanilmig ve HPLC tayin metodunda saf su ve
asetonitril yuratici (solvan) olarak kullanilmigtir. C18 4.6 mm x 150 mm kolon kullanan
Larose ve arkadaglan daidzein miktarinda kontrol grubuna gore artis goriilirken formononetin
miktarinda azalma tespit etmiglerdir. Bizim c¢alismamizda ise dogadan toplanan orneklere
kiyasla hiicre stspansiyon kiiltirlerinde urettigmiz 6rneklerde formononetin miktarinda
onemli artig (yaklagik 2.5 kat) goriildi. Formononetin miktari en yiiksek 1000 ml’lik hiicre
stspansiyon kiiltiirinde 4.99 mg/g olarak tespit edildi.

Martin et al. (2006) yaptigr M. sativa cv. Lucerne ¢aligmasinda LC-MS yontemiyle bazi
flavonoidlerin analizleri yapilmigtir. Bizim g¢alismamizdan farkli olarak analizde kullanilan
cithaz LC-MS olmustur ve ekstraktlarim1 2 g kuru 6rnekten hazirlamiglardir ve 6rneklerini 260
nm dalga boyunda analiz etmiglerdir. Yurutiiciler (solvan) metanol ve sodyum fosfattir
Martin ve arkadaglarinin herba analizlerinde formononetin miktar1 40 mg/kg olarak tespit
edilmistir. bizim ¢aligmamizda analizler 254 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Bizim
calismamizda formononetinin en yuksek tespit edildigi miktar 4.99 mg/g (4.99 g/kg) dir.
Bizim ¢aligmamizdaki mayis ay1 herba ornegimiz 2.07 mg/g (2.07 g/kg) eylil ay1 ise 1.84
mg/g (1.84 g/kg) formononetine sahiptir.

M. sativa diginda farkli tirlerin de tartismada yer almasinin nedeni HPLC analizlerinde farkli
metodlan da géz ontinde bulundurmak ve tirler arasindaki farkliliklari gérebilmek igindir. Bir
baska calisma olan Modolo et al. (2007) yaptig1 M. truncatula (Turface’de yetistirilmis)

aragtirmasinda bazi flavonoidlerin varlig1 tizerinde c¢aligma yapilmistir. C18 4.6 x 250 mm
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kolon kullanilan ¢aligmada 1 ml/dk akis hizt uygulanmig ve yuritici olarak asetonitril
kullanilmigtir. Bizim ¢alismamizda akig hizi 0,35 ml/dk, yuritici olarak ise %70’°lik
metanoldiir. Formononetin tespit dakikast bizde 16 iken bu ¢alismada 41. dakika olarak

belirlemigtir. Formononetin varlig bitkide tespit edilmistir kantitatif sonu¢ sunulmamagtir.

Farag et al. (2007) yaptig1 M. truncatula cv. Jemalong ¢alismasinda herba ile 500 ml’lik SH
(Schenkand Hildebrandt) siispansiyon ortaminda yetistirdikleri oérnekleri karsilagtirmiglardir.
Bizim c¢aligmamizda ise 4 farkli hacimde MS suspansiyon kultirti kalluslar, herba ile
kiyaslanmistir. Farag ve arkadaslart HPLC analizlerinde C18 4.6 x 250 mm kolonu ve 0.8
ml/dk akis hizi kullanmiglardir. Analizlerinde bitkide belirlenemeyen daidzein, genistein,
biokanin A, naringenin gibi maddeler hiicre siispansiyon kultiirinde yetistirdikleri 6rneklerde
belirlenmistir. M. fruncatula’da 0.6 mg/g tespit edilen formononetin miktart bizim
calismamizda M.sativa L. cv. El¢i (El¢i yoncasi)’nda 1000 ml’lik hiicre stispansiyon
kultirinde 4.99 mg/g olarak tespit edilmistir. Ancak stspansiyon kultirinde yetistirdikleri

orneklerde herbaya kiyasla daha dusiik formononetin tespit etmislerdir.

M. sativa cv. Azurara ve 6 farkli Medicago tirinde yapilan analizlerde 1 g kuru (3 giin 65
°C’kurutulmusg) herba 6rnegiyle yapilan analizlerde Rodrigues et al. (2014) C18 150 mm x
460 mm kolon tipi kullanmiglardir. Farkli flavonoid analizleri yapan Rodrigues ve
arkadaglant M. sativa’da sulu ¢ozelti ile hazirlanan ve etanollii ¢ozelti ile hazirlanan
ekstraktsiyonlar kargilastirmiglardir.. Sulu ¢ozelti ile hazirlanan M. safiva ekstraktsiyonunda
formononetin ve daidzein tespit edemeyen Rodrigues et al. etanollii ekstraktraksiyonda
formononetini 2.40 mg/kg olarak tespit etmislerdir. Bizim g¢aligmamizda ise metanolli
ekstraksiyon olarak formononetin miktar1 en yuksek 1000 ml’lik hiicre stspansiyon
kaltirinde 4.99 mg/g (499 g/kg) olarak tespit edildi. Yapilan literatir taramasinda
ekstraksiyon igleminde genellikle MeOH kullaniimaktadir.

Colgecen ve arkadaslarinin (2014) yapmis oldugu M. sativa L. cv. Elg¢i (Elgi yoncast)
calismasinda formononetin 28. dakikada belirlenmis, analizlerinde akis hiz1 0,8ml/dk olarak
yaptlmistir. Yapmis olduklart HPLC analizinde 10 pL enjeksiyon yapilmistir. M. sativa L. cv.
El¢i (El¢i yoncast) herba analizlerinde daidzein ve formononetin varligt HPLC’de tespit

edilemezken hiuicre stuspansiyon kiltiri  analizlerinde  uretilebildigi  goralmistiir.
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Formononetin miktar1 100 ml’lik siispansiyon kiiltiirlerinde 0.32 mg/100 mg tespit edilmistir.
Bizim g¢aligmamizda formononetin 16. dakikada belirlenmistir ve akis hiz1 0,35 ml/dk olarak
yapitlmistir, HPLC analizlerinde ornekler 20 pL enjekte edilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise
formononetin herba analizlerinde diisiik miktarda tespit edilmistir ve 100 ml’lik stispansiyon

ortaminda formononetin miktart 0.37 mg/100 mg olarak belirlenmistir.

Sonug olarak M. sativa L. cv. Elgi (Elgi yoncasi)’min buytk olgekli siispansiyon kultiirinde
formononetin Uretimi artirtlmigtir. Formononetinin antioksidan etkisi oldugu bilinmektedir.
Bu baglamda tibbi 6nemi olan formononetinin fazla miktarda Uretimi igin yontem
gelistirilmistir. Bu ¢aligsma 1g18inda ileride daha iyi tretim saglamak amaciyla biyoreaktor

asamasina gecilebilir.
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