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OZET

Bu calismada, Elaz1ig yoresinden toplanan Ocimum basilicum (Reyhan) bitkisinin
yaprak ve yaprak saplari kullanilarak antimikrobiyal aktivite ve bazi biyokimyasal
ozelliklerinin arastirilmast amaglanmastir.

Ik olarak KIN, NAA, BAP ve 2,4D bitki biiyiime diizenleyicileri ile farkli oranlarda
hazirlanan besi ortamlarinda bitki ekstrelerinden kalluslar olusturulmustur. Hasat edilen
kalluslarin ve reyhan bitkisinin etanol, metanol, kloroform ve etil asetat ¢oziiciileri
kullanilarak antimikrobiyal aktivitelerine bakilmigtir. MIC yontemi kullanilarak
antimikrobiyal aktiviteleri tespit edilmistir. Aktimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda 5 adet
bakteri (Bacillus brevis, Esherichia coli, Pseudomonas aeroginesa, Klebsiella pneumonia,
Proteus vulgaris) kullanilmistir. Arastirma sonucunda Ocimum basilicum bitkisinin ve
kallus kiiltiirlerinin antimikrobiyal etkisinin 125ug/ml ile 1000pg/ml arasinda degistigi
tespit edilmistir.

Ayrica HPLC ve GC cihazlan kullanilarak kalluslarin ve reyhan bitkisinin bazi
biyokimyasal Ozellikleri aragtirilmigtir. Aragtirma sonunda bitkide en yiiksek yag asidi
Palmitik asit ve a linolenik asit olarak tespit edilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki bitki
biiylime diizenleyicileri ile hazirlanan kallus 6rneklerinde yag asidi ve vitamin oranlarinin
orneklerde farklilik gosterdigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Ocimum basilicum, Kallus, Antimikrobiyal Aktivite



ABSTRACT

Investigation of Antimicrobial Properties of Reyhan (Ocimum basilicum L.)

Kallus Cultures

In this study, it is aimed to search the antimicrobial activity and some biochemical
properties of Ocimum basilicum (Basil) plant collected from Elazig region by using leaf
and leaf stalks.

Firstly, KIN, NAA, BAP and 2,4D plant growth regulators and calluses were formed
from the plant extracts prepared in different nutrient media. The antimicrobial activities of
the harvested calli and basil plant were analysed by using ethanol, methanol, chloroform
and ethyl acetate solvents. Antimicrobial activity was determined by using MIC method.
During the aktimicrobial activity studies, 5 bacterias (Bacillus brevis, Esherichia coli,
Pseudomonas aeroginesa, Klebsiella pneumonia, Proteus vulgaris) were used. At the end
of the research, the antimicrobial effect of Ocimum basilicum plant and callus cultures
ranged from 125pg/ml to 1000pg/ml.

In addition, some biochemical properties of callus and basil plant were analysed
using HPLC and GC devices. At the end of the research, the highest fatty acid in the plant
was determined as Palmitic acid and a linolenic acid. It was observed that the fatty acid
and vitamin ratios differed in the samples of the callus samples prepared with plant growth
regulators at different concentrations.

Key Words: Ocimum basilicum, Callus, Antimicrobial Activity
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1. GIRIS

Tibbi ve aromatik bitkiler; gegmisten giliniimiize sahip olduklar1 6zelliklerine gore
halk hekimligi, eczacilik, beslenme, kozmetik, parfiimeri ve gida gibi oldukca fazla
kullanim alanina sahip olmuslardir (Ceylan, 1995). Ozellikle son yillarda tibbi ve aromatik
bitkilerin énemi anlasilmis ve bu bitkilere olan talep de artmistir. Gelismis iilkelerde
ilaglarin %25’ini bitki kokenli ilaglarin olusturdugu bilinmektedir (Farnsworth ve ark.,
1985).0teki taraftan gelismis iilkelerde saglik anlayisinin degismesi ile yiyeceklerde yag
ve tuzun azaltilmasi cabalar1 gidalara tat verici ve koruyucu olarak tibbi ve aromatik
bitkilerin kullaniminin artmasina neden olmustur (Aktar ve Cebe, 2014). Refah seviyesinin
yiikselmesi ve sosyal yasam standartinin deg8ismesiyle, bu bitkilerin parfiimeri, kozmetik
ve terapi alanlarinda da kullanimi giin gectikge artmaktadir (Faydaoglu ve Siiriictioglu,
2011).

Ulkemiz, tibbi ve aroma verici bitkiler agisindan diinyadaki en zengin iilkelerden
biridir. Bu zenginlik Asya ve Avrupa kitalari iizerinde bulunan ve 780.476 km? alam
kaplayan yurdumuzun iklimsel a¢idan farkliliklar gostermesinden ileri gelmektedir.
Ulkemiz florasinda dogal olarak yetisen ortalama 12.000 kadar bitki taksonundan yaklasik
3.700 kadar1 endemiktir. Endemikler ilk iizere tilkemizde dogal yollarla yetisen ¢ok sayida
bitki tiiriiniin tibbi degerleri ve aromatik oOzellikleri oldukca fazladir (Ceylan, 1995;
Baytop, 1999; Baydar, 2013).

Tiirkiye’nin ihragta bulundugu en 6nemli tibbi ve aromatik bitkiler; adacayi, defne,
anason, ¢emen, kimyon, biberiye, ¢oven, dagcayi, thlamur, ogul otu, ¢orek otu, defne,
kapari, kisnis, kekik, mahlep, meyan kokii, defne, rezene, kirmizibiber, sumak, bazi
yumrulu bitkiler ve reyhandir. Bu iiriinler arasinda kekik, defne yapragi, anason, kimyon
ve rezene yaklasik %90 oranindadir. Tiirkiye bu bitkilerin ihracatindan yilda yaklasik 100
milyon dolar gelir almaktadir (Baydar, 2013).

Bu bitkilerden reyhan (Ocimum basilicum), 6nemli bir ucucu yag ve baharat
bitkisidir. Diinyada 6zellikle tropikal ve sicak iklim bolgelerinde yayilis gosteren 35 kadar
reyhan tiiri bulunmaktadir (Baydar, 2013). Tiirkiye florasinda dogal olarak yetismeyen
reyhanin (O. basilicum) ve feslegenin (O. minimum) kiiltiirii yapilmaktadir. Bu bitkiler,
fransizca ‘basilic’, almanca ‘basilikum’, ingilizce ‘basil’ olarak isimlendirilmektedir

(Ceylan, 1996; Baydar, 2013).



Reyhanin ekonomik olarak en ¢ok kullanilan boliimii yapraklaridir. Yapraklarindan
ve cicekli dallarindan distilasyon ile yaklasik 9%0.05-1 arasinda ucucu yag elde
edilmektedir. Ucucu yag orani %1’in {lizerinde olan, bazen %2’ye yaklasan tipleri
bulunmaktadir. Reyhanin ugucu yagmin en Onemli ana bilesenleri linalol, &jenol,
metilkavikol ve 1,8-sineoldiir (Baydar, 2013).

Reyhan ugucu yag1 kozmetik, parfiim, aromaterapi, geleneksel tip ve gida aromasi
seklinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Sakinlestirici, balgam ve gaz soktiiriicii etkileri
vardir. Reyhan ucucu yaginin antimikrobiyal, nematisidal, insektisidal, fungistatik,
herbisidal ve antioksidan etkileri mevcuttur. Bu etkilere ugucu yagda bulunan
metilkavikol, 6jenol, metilsinnamat, linalol ve kafur gibi bilesenler neden olmaktadir
(Ceylan, 1996; Baytop, 1999; Baydar, 2013).

Ocimum basilicum (reyhan) ugucu yaginin, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli bakterilerine karsi antibakteriyal etki
gosterdigi bilimsel c¢alismalar sonucunda kanitlanmistir. Reyhan yag1 S.aureus, Serratia
marcescens, Proteus vulgaris, E. coli, Salmonella sp. ve Klebsiella pneumoniae
bakterilerine karsi da oldukca etkisi vardir. Reyhanin antibakteriyal etkisi orijini, yag
kompozisyonu gibi faktdrlere bagli olarak farklilik gosterir (Celebi,2010).

Bitkinin yaprak ve dallarinin hem taze hem de kurutulmus olarak baharat degeri
oldukca yiiksektir. Taze ve kurutulmus olarak kullanilan reyhan 6zellikle Uzakdogu ve
Akdeniz mutfaginda 6nemli bir yere sahiptir. Pizza, c¢orba, salata, sos, sirke ve peynir
aromast gibi cesitli besin maddelerinin yapiminda faydalanilmaktadir (Baydar, 2013).

Doku Kkiiltiirii arastirmalart; bitkilerin eseysel olarak cogalabilmeleriyle birlikte
govde, dal, yaprak gibi herhangi bir parcalarindan da eseysiz olarak da c¢ogalabilme
(totipotensi) Ozelligi onlarin laboratuvar kosullarinda, uygun besi ortami igerigiyle tam
bitki seklinde gelismelerini imkan saglamaktadir. Steril bir ortamda, dengeli sekilde
hazirlanmis besi ortamlari, tek bir 6rnekten istenildigi kadar ¢ogaltim yapilmasina imkan
vermektedir. Doku kiiltlirli uygulamalarinin, bitkileri genetik potansiyellerinin hedefe
uygun yonlendirilmesi bakimindan biiyiikk 6nem arzettii anlagilmaktadir (Acar 1997).
Ayrica iiretiminde zorluk cekilen dogal tiirlerimizin doku kiiltiirii ¢esitleri kullanilarak
etkili bir vejetatif c¢ogaltma metodunun gelistirilmesi, buna bagli olarak iiretimdeki
zorluklarmin elimine edilmesi, ayrica zamana baglh kalmadan daha hizli ve ayn1 anda ayni

ozellige sahip (doku, form) bir ¢ok bitkinin iiretilmesiyle peyzajimiza kazandirilmasi, ilag



ve besin sanayisi icin hammadde kaynagi olmasi gibi faktorler doku kiiltiiriiniin 6nemini
arttirmaktadir.

Ayrica son zamanlarda antibiyotiklere direngli suslarin ortaya c¢ikmasi ve dogal
kaynakli ilaclarda goriilmeyen veya az goriilen yan etkilerin yapay ilaclarda dikkati
cekecek kadar artmasi, arastirmacilart dogal kaynakli ilaglari arastirmaya yoneltmistir
(Diirger ve ark.1999).

Bu calismada Ocimum basilicum (Reyhan) bitkisinin yaprak ve yaprak saplarindan;
farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda bitki bliylime diizenleyicileri kullanilarak kallus
kiiltiirleri olusturulacaktir. Elde edilen kalluslarin ve gercek bitkinin antimikrobiyal

aktivitelerine ve bazi1 biyokimyasal igerikleri tespit edilecektir.



2. GENEL BILGI

2.1. Ocimum basilicum (Reyhan)’1n Morfolojik ve Botanik Bilgileri

Kullanilan Kisimlar @ Toprak Ustii Kisimlari

Alem : Plantae (Bitkiler)

Boliim (Division ) : Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Sinif (Class) : Magnoliospida (iki ¢enekliler)

Alt sinif (Subclass) @ Asteridae

Tiir (Order) : Lamiales

Familya (Family) : Lamiaceae (Ballibabagiller)

Cins (Genus) : Ocimum

Reyhan Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasindandir. Bu familya 200 kadar cins ve
2500-3000 kadar tiir bulundurur. Kismen kozmopolit olan bu familya Akdeniz ¢evresinde
cok sayida tiir icerir. Genellikle otsu veya agaccik, cok ender olarak aga¢ yada sarilict
olurlar. Govdeleri tipik olarak 4 koseli veya bazen degil, yapraklar stipulsuz, basit, bazen
pinnat veya karsilikli capraz salgi bezleri bulunur.

Cicekler yaprak koltuklarinda sim6z seklinde toplanmis olup kisa kiimeler olusturur.
Kaliks gamosepal olup genellikle yukarida 5 dise ayrilmistir. Korolla gamopetal, az ¢ok
cogu kez 2/3 2 dudakli, ¢igekler zigomorftur. Androkeum tetramer ve didinam; ginekeum
iki karpelli iki tohum taslakl1 olup her biri yalanci bir bdlme ve bir tohum taslakl: iki kiiiik
locaya ayrilmistir; dolayisiyla tek tohum taslakli dort bolmelidir. Stilus ginobazik,
ovaryumun tabanina yerlesmis veya (Ajuga hari¢) subterminaldir. Meyve dort merikarptan
olugmaktadir (Sekil 2.2).

Lamiaceae, genellikle tek yillik otsu bitkilerdir bazen stolonlu olabilmektedir.
Olduke¢a sik bir sekilde 6zellikle Akdeniz bolgesinde kiiciik kserofil karakterli ¢alilar
seklinde olabilmektedirler.

Yapraklar karsilikli veya karsilikli ¢apraz dizilme disinda bazen gdvdeyi saran
sekilde olusmuslardir. Yaprak sapinin uzunlugu tabandakilere gore kiiciiliir. Yaprak ayasi
¢ok cesitlidir, bazen seritsel olabilir ancak asla bilesik olamaz. Akdeniz tiirlerinde kurak

iklime bir adaptasyon goriilmiistiir: ylizeyleri indirgenmis odunlu formlar da, yaprak ayasi



sert, kalin ve tiiyliidiir stomalar ise genellikle derine gdmiilmiistiir. Govdedeki koklerle ve
dip siirgiinii ile vejetatif tireme Lamiaceae familyasinda sikc¢a goriilmektedir.

Cicekler ender olarak yapraklarin koltugundan ayr1 olarak bulunurlar. Genellikle her
biri bir yapragin koltugundan ¢ikan simozin dikazyumunda yalanci daireler seklinde
olusurlar ve simdz bazen tipik olarak 3 ¢icege indirgenmistir bunlar olagan bir sekilde
dallanir ve kisalmis kiimeler seklinde simoziin monokazyumunda helezon seklinde olurlar
(Sekil 2.1).

Ekseriya birbirini takip eden ¢icek daireleri birbirine yaklasir; koltuksal yapraklar
pulsu durumlara indirgenir ve ugta yalanci bir basak seklini alir yada kapitulum seklinde
olusurlar. Cicekler tamdir ve hermafrodittir ve zigomorfiye dogru gelisir. Boceklerle

tozlagsmaya ise ¢abuk bir adaptasyon goriiliir (Davis, 1965-1984).

Sekil 2.1:Ocimum basilicum “un yaprak goriintiisii (URL-4,2019)

Sekil 2.2: Ocimum basilicum ‘un ¢igek goriintiisii (URL-5, 2019)



2.1.2 Ocimum basilicum (Reyhan)’in Kimyasal Yapisi

Ocimumum basilicum tiirlerine bagli olarak farkli kimyasal yap1 bulundurmaktadir.
Iklime, hasat zamanina ve toprak yapisina paralel olarak hem ugucu yaglarm oranlari
hemde kompozisyonlar1 da degisebilir. En 6nemli aromatik bilesikleri 1,8 sineol, eugenol,
sitral, metilkavikol (estragol), linalool ve metilsinnamattir. Biitiin reyhanlar bu bilesiklerin
hepsini 6nemli oranlarda igerirler. Afrika kokenli tiirler genelde kamphor da igerirler.
Ayrica monoterpenler (ocimene, geraniol, camphor), sesquiterpenler (bisabolene,
caryophyllene) ve fenilpropanoidler (metil 6jenol) degisik miktarlarda bulunur ve aromay1

biiyii 6l¢tide degistirirler (URL-1, 2018).

2.1.3. Ocimum basilicum Y etistirilmesi

Reyhan humus bakimindan zengin, kumlu topraklada ve sicak iklimde optimum
gelisme gostermektedir. Ayrica mineralce zengin topraklarda yetistirilmesinin yanisira
iiretimde kimyasal ilaglarin da kullanilmas1 gerekmektedir ve tariminin iliman iklimde
yapilmasi tavsiye edilmektedir.

Tohumlarm 1000 tanesinin agirhigr 1,0 - 1,7 g arasinda farklilik gostermektedir.
Tohum ¢imlenmesi degisen sicakliklarda daha iyi gerceklesmektedir. Cimlenme yaklasik
14 giinde gerceklesir ve tohum ¢imlenme yetenegini yaklasik 5 yil korumaktadir.

Reyhan i¢in yabani bitki bulundurmayan ekim alani gerekir. Tarla iiretiminde tohum
direk olarak tarlaya ekilir. Tohumlar aras1 mesafe 30 — 40 cm olabilir.

Ekim islemi, soguk iklimlerde donma riski gegtikten sonra yapilmalidir. Bu ylizden
zorunlu olarak ilkbaharda yapilmaktadir. Bigme islemi ise genelde olarak cigceklenme
basladiginda gergeklestirilir. Uygun yillarda birden ¢ok bigme islemi yapilabilmektedir
(URL-2, 2018).

2.1.4. Ocimum basilicum ‘un Saghk Uzerine Etkileri
Bir ¢ok hastaligin tedavi edilebilmesi i¢in alternatif tibba olan ilgi giin gectikce

artmakta ve bitkilsel iyilestirme yontemleri ¢ogalmaktadir. Tiirkiyede de bitkilerle ilgili

farmakolojik ve toksikolojik ¢alismalar popiiler olmustur.



Ulkemize benzer olduk¢a yaygin bitki florasina sahip, ekonomik imkanlar1 yetersiz
ve ilag iiretim imkanlar1 istenilen diizeye ulasamamuis iilkelerde, dogal kaynakli ilaglarin
gelistirilmesi ve kullanilmasinin arttirilmasi, yeterli ve uygun ila¢ elde edilmesi acisindan
cagdas bir yaklasim olarak kabul gorebilir. Ocimum basilicum : Hazmi kolaylastirir ve
mideyi sakinlestirir , balgam, gaz ve idrar soktiiriiciidiir. Spazm gidericidir (Akgil 1993).
Ayrica oksiirigili tedavi eder (Katzung 1995).

Ocimum basilicum ugucu yaginin, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis bakteriler iizerine antimikrobiyal etkisi
bilimsel arastirmalar sonucunda kanitlanmistir. En yiiksek inhibisyon zonu 17.7 mm olan
B.subtilis bakterisine karst Janssen vd. (1986) tarafindan bulunmustur. Reyhan yagi
S.aureus, E.coli, Salmonella sp. Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae ve Proteus
vulgaris bakterilerine kars1 da oldukca etkisi vardir. Reyhanin antimikrobiyal aktivitesi,
yag kompozisyonu gibi faktorlere bagli olarak degiskenlik gosterir (Celebi,2010).

Genellikle reyhan yagi gram pozitif bakterilere karsi, gram negatiflerden daha
yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermistir (Prasad vd. 1986). O.basilicum’un yaprak
kloroform ekstraktlari, S.aureus mikroorganizmasina kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi,
Abdel-Sattar vd. (1995) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda tespit edilmistir. Ayrica
Caceres vd. (1990) yine reyhan yapraklarin %50 oraninda etanolik ekstraktinin Shigella
flexneri, E.coli ve Salmonella enteritidis mikroorganizmalarina karst antimikrobiyal
etkigosterdiklerini belirlemislerdir. Adigiizel vd. (2005) tarafindan Ocimum basilicum L.
‘un etanolik, metanolik ve hegzan ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi ¢alisilmistir. 55
bakteri, 4 fungus ve 1 mayadan olusan toplam 146 mikroorganizma, agar difiizyon ve MIC
metotlar1 kullanilarak arastirilmistir. Sonuglarda, calisilan 3 ekstrakttan hi¢bir 6rnegin
antifungal etki gdstermedigi buna ragmen antikandidal ve antibakteriyal aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir. Hegzan ve metanol ekstraktlar1 23 Candida albicans tiiriinden
3’line kars1 inhibisyon etkisi gosterirken, etanolik ekstrakti etkisiz kalmistir. O.
basilicum’un 3 tane ekstraktinda da farkli oranlarda antibakteriyal etki gdzlenmistir.
Hegzan ekstrakti, metanolik ve etanolik ekstraktlara gore daha giiglii ve genis oranda
antibakteriyel aktiviteye sahip olurken, test edilen 146 bakteri tiiriine kars1 sirasiyla %10,
%9 ve % 6 oranlarinda inhibisyon etkisi ortaya koymustur. Hegzan elstraktinin, metanolik
ve etanolik ekstraktlarin MIC sonuglari, 125-250 pl/ml, 62.50-500 pl/ml ve 125-250 pl/ml

arasinda tespit edilmistir.



Kolesterol, damar sertligi ve bunlara benzer diger rahatsizliklar, gelismekte olan
tilkelerdeki ciddi saglik sorunlari arasindadir. Amrani vd. (2006)’nin yaptig1 ¢alismada,
reyhanin (Ocimum basilicum) Fas’ta plazma kolestroliinii diisiirmek, damar sertligi ve
buna benzer hastaliklarin riskini en aza indirmek i¢in kullanilan baglica bitki oldugu
bilinmektedir.  Aynmi grup, kolesterole karsi reyhan ekstraktinin etkisini arastirmistir. Bu
amagla reyhan ekstraktinin lipid indirme etkisi, Triton Wr— 1339 tarafindan uyarilmis kan
yagt yiiksekligine sahip fareler iizerinde calisilmistir. Bu arastirmada reyhan ekstrakti
hipolipidemik etkisinin biiyiilk oranda fenofibrate ait olandan daha da giicli oldugu
belirlenmistir. Ayrica Ocimum basilicum sulu ekstraktinin oldukea yiiksek bir antioksidan
kapasite gosterdigi tespit edilmistir (Amrani vd. 2006).

Reyhan ugucu yagi, Aspergillus flavus ve A.parasiticus’un aflatoksin salgilayan
tiirlerine kars1 fungitoksik 6zellikler bulundurmaktadir (Celebi,2010). Jansenn vd. (1988),
reyhan ucucu yagimin 7. rubrum Trichophyton mentagrophytes ve T. verrucosum’a

mikroorganizmalarina karsi inhibisyon etkisi gosterdigini bulmuslardir.

2.1.5. Ocimum basilicum Antioksidan Kapasitesi

Tibbi ve aromatik bitkilerinin ticari amacl kullanimi bakimindan kontrolii giderek
artan bir sorun olusturmaktadir. Ornegin tibbi bitkiler kasten veya degil diger bitkilerle yer
degistirebilmektedir. Bu degisiklikler zararli da olabilmekte ve bu sebeple de kullanicilarin
bitkiyi test etmesi gerekmektedir.

Bitki ¢esitleri genelde meyve ve cigekleriyle bilinmektedir ancak kdk veya yapraga
gore tamimlama yapmak oldukca zordur. Bitki anatomisi ile bitki kimyas: tibbi ve
aromatik bitkilerin kimlik tespitleri i¢in farmakognozistler tarafindan uzun yillar
kullanilmisti. Gelismis teknikler HPLC ile fotodiyot dizileri tayini ve hacim spektrometrisi
sayesindede daha dogru bulgular alinmistir. Ayrica, kimyasal kimliklerini kullanarak bitki
tiirlerini tanimlayabilmek i¢in kimyasal degiskenlikleri bilmek gerekir. Reyhana ait tiirler ;
kimyasal profillerine ve yalmiz yaprak morfolojilerine bakilarak tespit edilebilmesi zor
olan bitkilerdendir. Ciinkii yaprak sekilleri ¢cogu tiirlerde birbirine benzemektedir. Bu
farkliligin nedenleri; tiirler arast degisim ve insanlar tarafindan gesitli sebeplerle kokulu
yaglarin, besinlerin, tibbi malzemelerin, bdcek Oldiiriiciilerin, vb. ylizyillarca

kullanilmasindan kaynaklanmaktadir.



Gidalarda beslenme kalitesinin diismesi bozulmus aroma degismesi yag bilesiminin
oksidatif bozulmasindan kaynaklanmaktadir. Besin kalitesini sabit tutmak ig¢in
antioksidanlarin da ilave edilmesi gerekir. Gida endiistrisinde genel olarak BHT, BHA ve
PG antioksidanlar1 kullanilmaktadir. Buna ragmen bunlarin giivenli olup olmadig1 hala
bilinmemektedir. Bu sebeple, kiiresel olarak yapay antioksidanlarin yerini tabii kaynaklara
birakmas1 giderek artmaktadir. Bu dogal antioksidanlar da tibbi ve aroma verici bitkilerdir.
Bunlar i¢inde en 6nemlilerinden biberiye, keklikotu (gliveyotu) , kekik ve reyhan muazzam
antioksidan etkiye sahiptir ve bir¢ok gida uygulamasinda kullanilir (Hirasa 1998). Tibbi
bitkilerdeki antioksidan kapasitesi fenolik bilesiklerdeki tepkime 6zelligine baghdir ve bu
da bitkilerin indirgen madde, hidrojen tutucu ve singlet oksijen doyurucusu gibi etki
gostermesine sebep olur. Bitkilerdeki fenolik bilesikler yiiksek antioksidan kapasitesine
sahip sekonder metabolitlerdir ve Lamiace tiirleri arasinda yaygin olarak bulunur (Caragay
1992). Dogal ortamda fazlaca bulunan antioksidanlar, flavonoitler, alkaloitler ve fenolik
asitlerin de aralarinda oldugu sekonder metabolitlerdir. Bu bilesiklerin antioksidan
kapasitesi ¢ogunluklu olarak kendi yapilariyla tespit edilir, dzellikle fenolik bilesiklere
sahip aromatik c¢ekirdek iizerinde bulunan hidroksil gruplarlariyla tespit edilir. El
degmemis bitki organlari sekonder metabolit bulundurmasina ragmen, degismis hiicre
kiiltiirii bir ¢cok sekonder metabolit {iretimi i¢in etkili bir yoldur. Hakkim vd. (2007)’nin
gerceklestirdikleri aragtirmada, kallus kiiltiirleri kimyasal yapist ve antioksidan kapasitesini
belirlemek amaciyla reyhan yaprak, dal ve ¢igeklerinden etkili bir sekilde uyarilmistir. 2,4-
D’ye KIN eklenmesiyle kallusun gelismesine ve sekonder metabolitlerin iiretimini
destekledigini rapor etmislerdir. Bununla birlikte kallusun endiiksiyonu bu kullanilan
konsantrasyon ve KIN’in 2,4-D ile birlesiminin yiizdesi ile dogru orantili oldugunu
bulmuslardir. 2,4-D ve KIN ile birlestirilmis Coleus blumei (kolyoz) yapraklarinin
eksplantlar1 en ¢ok kallus endiiksiyonu gosterir, fakat ayn1 hormonlarin bilesimi bu bitkinin
internodal kisimlarinda kallus dokusu iiretiminde yetersiz kalmistir. Ayn sekilde reyhan
yaprak eksplantlar1 da 2,4-D (1mg/L) ve KIN (0.1mg/L) ile birlestirildiginde ytiksek kiiltiir
etkisini % 99.1 olarak gostermis, fakat c¢icek ve dallarda bu kadar basar1 saglamamistir.
Yaprak kisimlarinin tersine, reyhanin cicek ve dal kisimlari 2,4-D (Img/L) ve KIN
(0.2mg/L) bilesimi ile desteklendiginde en yiiksek % 96.1 ve 94.6 olarak Kkiiltiir etkisini
gostermistir.

Giil¢in vd. (2007)’nin yaptig1 ¢alismada reyhanin (Ocimum basilicum) antioksidan

kapasitesi ve serbest radikal giderme etkileri degisik yontemler ve ekstrakt tiirleri



kullanilarak arastirilmistir. Bu ¢alismada, reyhanin su ve etanol ekstraktlar1 ile
etkinliklerini saptamak icin 1,1-diphenyl-2 pioryl-hydrazyl (DPPH) serbest radikal
giderme, siiperoksit negatif iyon giderme, ferrik tiyosiyanat yontemi, giic indirgeme,
hidrojen peroksit azaltma ve metal selatlama etkisi belirleme yontemlerini kullanmiglardir.
Analizler su ve etanol ekstraktlarinin konsantrasyona iligkili antioksidan kapasiteleri
oldugunu saptamistir. Toplam antioksidan kapasitesi ferrik tiyosiyanat yontemi ile
belirlenmistir. 50 pug/mL konsantrasyonda su ve etanolik ekstraktlarin linoleik asit
peroksidasyonu iistiindeki inhibisyon etkisi sirayla %94.,8 ve %95,5 olarak bulunmustur.
Ayrica  BHA, BHT ve o-tokoferol benzeri antioksidan maddelerin 50 pg/mL
konsantrasyonunda linoleik asit peroksidasyonu iizerindeki % inhibisyon etkisi sirasiyla
%97,1, %98,5 ve %704 olarak belirlenmistir. Ayrica su ve etanolik ekstraktlarin DPPH
radikal giderme, superoxid negatif iyon giderme, gii¢ indirgeme, hidrojen peroksit azaltma
ve metal selatlama etkilerinin etkili oldugu tespit edilmistir.

Bhamagar vd. (1993), reyhan ugucu yagmin temel bilesenlerinden methyl
chavicol’un A. stephensi, A. aegypti ve C. quinquefasdatus mikroorganizmalarina karsi
toksik etki gosterdigini, bu ylizden de hastaliga kars1 korunma konusunda etkili oldugunu
bildirmektedir.

Reiter ve Brandt (1985), reyhan ugucu yaginin soluk borusunda ve ince bagirsak alt
kisminda bulunan kaslar tizerinde rahatlatici etkisi oldugunu kobay hayvanlarini kullanarak
yaptiklari bilimsel ¢aligma sonucunda bulmuslardir.

Reyhanin su ve metanol ile hazirlanan ekstraktlari, aspirin ile uyarilmis tilserli kobay
fareler lizerinde calisildiginda antitilserojenik etki gosterdigi tespit edilmistir (Celebi,2010)
ve lilser indeksi azaltilmistir. Pepsin yiikselisi her iki ekstrakt ile azaltilmistir. Akhtar ve
Munir (1989) ‘in yaptiklar aragtirmada, kobay farelerinde reyhanin sulu ekstraktinin,
antiiilser etkisine katkida bulunan hexosamine konsantrasyonunu arttirdigi saptanmistir.
Reyhan yaprak ekstraktlarinin, ugucu yaglarinin ve flavonoid glikozidlerinin, asetik asit ve
stres ile uyarilmis iilserli farelerde antiiilserojenik etkisi konusunda ¢alismalar yapilmistir.
Gastrik asit, pepsin ve hexosaminlerin yiikselisi lizerindeki etkileri kaydedilmisitr. Sulu,
metanolik ve seu-metanolik ekstratlari ile flavonoid glikozidlerin tlser indeksini azalttigi,
gastrik asit ve pepsin salgilanmasini 6nledigi ve hexosaminleri arttirdigi tespit edilmistir
(Akhtar vd. 1992).

Bazi reyhan tiirleri, Tayvan da geleneksel bitkisel tedavilerde antiinflammantuar ve

detoksifikasyon etkileri nedeni ile yillardir kullanilmaktadir (Lin vd. 1995), bu bitkilerin
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ekstraktlarinin CC1 ve D-GalN ile uyarilmis hepaptit agidan ¢alisilmis ve hepatoprotektif

(karaciger koruyucu) etkisi oldugu saptanmastir.

2.2, Bitki Doku Kiiltiirii

Bitki doku kiiltiirli, bitkilerden izole edilen doku parcalarinin uygun kosullarda
siiresiz olarak yasatma islemidir (Onay vd., 2012). Bitki doku kiiltiir teknikleri; bitkilerin
neslini devam ettirebilmek bitki 1slahinda farkli tekniklerle yeni g¢esitler gelistirebilmek,
cesitli mikroorganizmalardan temizlenmis bitkiler ve dogal iiriinler elde etmek, ayrica
bitkileri istenilen zamanda ve istenilen miktarda iiretebilmek gibi farkli amaglarla kullanilir
(Pierik, 1990 ; Giirel vd., 2013).

Temel olarak in vitro bitki hiicre kiiltlirii; bitkiden (yaprak, kok gévde vb.) bir
parcanin (eksplant), daha onceden steril edilmis, bir kap igindeki (petri, erlen vb.) besin
ortamina yerlestirilmesi iglemidir. Farkli ortamlarda yapilan kiiltiirler genellikle kallus
kiiltiirti ile baslar. Kallus farklilagmamig bitki hiicrelerinin ¢cogalmis kiitlesidir. Direkt ve
indirekt organogenez, bitki rejenerasyonu, somatik embriyogenez ve hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin baslangi¢ noktasi esas itibari ile kallus kiiltiiriidiir (Topgu ve Colgegen 2015).

Kallus kiiltiirleri ana bitkiden kesilerek cikarilan organ ve doku parcalarmin bitki
bliylime diizenleyicileri ve karbon kaynagi iceren yari1 kati besin ortaminda, uygun
kosullarda biiyiitiilmesiyle olusan, belli bir morfolojik diizene sahip olmayan hiicre y1gim

olarak adlandirilmaktadir (S6kmen ve Giirel 2001).

2.3. Antimikrobiyal Aktivite Belirleme Metotlar

Mikroorganizmalar antibiyotiklere kars1 farkli bigimlerde duyarlilik gostermektedir.
Bu durum, antibiyotiklerin yapisina ve mikroorganizmalarin cinsine gore degisiklik
gostermektedir. Bu yiizden hem koruyucu amacla hemde sagaltim i¢in kullanilacak
antimikrobiyal ilaglarin 6nemli hastalik etkenlerine kars1 olan statik ve sidal etkilerinin ¢ok
iyi belirlenmesi ve boyle ilaglarin segilerek yeterli zamanda ve dozda, bir program
dahilinde kullanilmas1 gerekmektedir. Baz1 durumlarda bu da yeterli olmayabilir. Clinkdi,
tedavi esnasinda antimikrobiyal ilaglara kars1 hastalik ajanlarinin duyarlhiliginda degismeler

olabilmekte ve ilaglar yetersiz kalabilmektedir.
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Biitlin bu sebepler goz Oniine alinarak spesifik etkene karsi en etkili (sidal)
antibiyotigin secilmesi ve kullanilmasi gerekmektedir. Diger bir 6nemli nokta ise,
duyarlilik testlerinde mikroorganizma ile antimikrobiyal ila¢ direk olarak temasa girmekte
ve buna gore duyarlilik Olgiilmektedir. Halbuki, aym ilag viicuda alindiginda ayni
konsantrasyon her zaman saglanamayabilir ve ilacin etkinligi ¢esitli sebeplerle azalabilir.

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere duyarlilifin tespit edilmesinde, yaygin olarak
kullanilan 2 yontem vardir.

1) Tiip dilusyon teknigi: Bu teknik antimikrobiyal ilaglarin MIC (minimal inhibit6r
konsantrasyonu) ve MLK (minimal letal konsantrasyonlu) degerlerini tespit etmek i¢in
kullanilir. Bu amagla, Mueller-Hinton buyyonunda antimikrobiyal ilaglarin 2 veya 10 katl
dilusyonlar1 hazirlanarak gittikce azalan yogunlukta ilag igeren diliisyonlar yapilir. Orn.
ilag 1 ml'de 256 pg'dan baslayarak, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.12 pg/ml
giderek azalan sekilde iki katl olarak seyreltilir. Uzerlerine, hazirlanan test
mikroorganizmalarinin 24-48 saatlik sivi besiyeri kiiltiirinden 0.1 ml miktarinda ilave
edilir ve iyice karistirildiktan sonra 37 °C' de 24-48 saat inkubasyona birakilir. Tiiplerdeki
tireme gozle Olciilebilir. Boylece liremenin olmadigi son diliisyon MIC degeri olarak kabul
goriir. Ancak, bu degerin kesin olmasi i¢in, ¢alismanin iki paralelli yapilmasi uygundur.
Eger, siire az ise uygun bir siire yine inkubasyona birakilabilir.

Uremenin gozlenmedigi bu son dilusyondan alinan 0.1 mL miktarindaki inokulum 10
mL s1v1 besiyerine (veya agara) ilave edilerek uygun bir siire inkubasyona birakilir. Tiipte
tiremenin olmamas1 MLK degerini, iiremenin olmast MIC degerini gosterir. Agarda bazi
koloniler meydana gelebilir veya hi¢ koloni olusmayabilir. Koloni olusacak olursa MIC
degeri, olusmazsa MLK degeri belirlenir. Fakat antibiyotik, inokulum ile beraber agar
yiizeyine aktarilacagindan etkisi siirebilir ve koloni olusmayabilir. Bu nedenle broth
kiiltiirti daha uygun olacaktir.

2) Disk difiizyon teknigi: Kirby-Bauer teknigi olarak da bilinen bu teknikte, test
mikroorganizmanin 6-8 saatlik buyyon kiiltiiriinden (hafif bulanik) Mueller-Hinton agar
plaklarina 0,1-0,2 ml miktarinda ekilir ve iyice yayimasi saglanir. Agarin yiizeyi oda
sicakliginda kuruduktan sonra (5-10 dk), agarin yiizeyine ¢esitli konsantrasyonlarda farkli
antibiyotikleri iceren diskler yerlestirilir ve 24-48 saat inkiibasyona birakilir. Bu siirenin
sonunda diskler ¢evresindeki inhibisyon ¢aplar1 kompas veya cetvelle ol¢iiliir ve standart
cap tablosu ile karsilastirilarak duyarh (S), indermediate (1) ve duyarsiz (R) olarak tespit
edilebilir.
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Disk diflizyon yonteminde daha az masrafli, az zahmetli ve daha kolay
uygulanabilirligi yani sira, bir petri kutusunda 5-6 antibiyotige karst duyarliligi belirlemek
ve en etkili ilac1 belirlemek miimkiindiir. Bu sebeple daha ¢ok tercih edilmektedir. Burada
onemli olan, bulunan bu degerlere dayanarak kandaki ila¢ yogunlugunun ne kadar olmasi
gerektigini tespit etmek ve bu konsantrasyonun devamini yeterli vakitte olusturmaktir.
Genellikle, MIC degerinin iistiindeki MLK degerlerinden uygun olani secilir ve kisa zaman
icinde bu yogunluga ve infeksiyon kaynagina ulasabilmek i¢in verilecek zaman ve doz
ayarlanir.

3) Diger teknikler: Mikrotitrasyon ve agar difiizyon metotlar1 de kullanilan teknikler
arasindadir (URL-3, 2018).

Adigiizel vd. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada Ocimum basilicum L. “un etanolik,
metanolik ve hegzan ekstraktlarinin antimikrobiyal etkileri in vitro kosullarda ¢alisilmistir.
55 bakteri, 4 fungus ve 1 mayadan olusan toplam 146 mikroorganizma, agar difiizyon ve
MIC teknikleri kullanilarak ¢alisilmistir. Sonuglarda, test edilen 3 ekstraktin da antifungal
etki gostermedigi ama antikandidal ve antibakteriyal etkiye sahip oldugu saptanmistir.
Hegzan ve metanol ekstraktlar1 23 Candida albicans tiirtinden 3 tanesine karsi inhibisyon
etkisi gosterirken, etanolik ekstrakt etkisiz kalmistir. O. basilicum’un 3 ekstrakti da farkl
oranlarda antimikrobiyal etki gostermistir.

Hegzan ekstrakti, metanolik ve etanolik ekstraktlara gore daha giiclii ve daha genis
oranda antimikrobiyal etkiye sahipken, test edilen 146 bakteri tiiriine kars1 sirasiyla % 10,
9, 6 oranlarinda inhibisyon etkisi gosterdigi goriilmiistiir. Hegzan, metanolik ve etanolik
ekstraktlarin MIC sonuglar sirasiyla, 125-250 pul/mL, 62.50-500 pul/mL ve 125-250 pl/mL
olarak bulunmustur.

Nayeemulla ve arkadaslar1 (2006); Rauvolfia tetraphylla ve Physalis minima
bitkilerinin yaprak ve kallus ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini inceledikleri
calismada, kullandiklar1 bes ¢oziicii (alkol, benzen, kloroform, petrol eteri ve metanol)
arasinda, kloroform ile hazirlanan ekstraktlarin minimum inhibitér konsantrasyonunun
(MIC) 0.25 ila 6 mg / ml arasinda degistigini tespit etmislerdir.

Grzegorczyk-Karolaka ve arkadaslar1 (2009), Salvia viridis L. fenolik bilesiklerini ve
bunlarin antioksidan, antimikrobiyal potansiyelleri ilizerine aragtirma yapmislardir. Bu
aragtirmada, Salvia viridis’in metanolik kallus ekstraktlarinda hem gram pozitif hemde
gram negatif bakterilerine kars1 bliylimeyi engelleyici etkiyi belirlemislerdir. E.coli igin

1,25 mg/mL olarak bulmuslardir.
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Nalbantbas1 ve Golcii (2009) Kahramanmarag yoresine ait 18 farkli sifali bitkilerin
antimikrobiyal aktivitelerini tespit ettikleri calismalarinda Ocimum basilicum L. bitkisinin
en yiiksek etkiyi E. coli’ye kars1 agar difiizyon metoduyla inhibisyon zonunu 9 mm olarak
belirlemislerdir.

Tiizlin ve arkadaslar1 (2011) ; G. olivieri bitkisinin kok ve yaprak eksplantlarinin
karanlikta kallus iiretim kapasitesini arastirmiglardir. WPM ve MS ortamlarina kallus
dokusu olusumunu uyarmak i¢in 0.5 mg/mL BAP, Img/mL NAA ile 0.2 ve 0.5 mg/mL
KIN, 1 mg/mL NAA kullanmislardir. En iyi kallus gelisimini yaprak eksplantinda, 0.5
mg/mL BAP, 1 mg/mL NAA igeren WPM’de eksplant ekimini takiben 4 hafta sonra
gozlemlemislerdir.

Abbasi F. ve arkadaslarinin (2014) Ecballium elatarerium bitkisindeki fenolik
bilesiklerin gida kaynakli patojen bakteriler tizerindeki etkisini tespit ettikleri arastirmada
E. coli, P. aeruginosa, S. typhimarium, S. aureus, L. monocytogenes ve E. fecalis
bakterilerini kullanmiglardir. E. elaterium meyve ve yaprak olusumunda metanol
ekstrakrinin MIC degerini 0,31 — 0,04 mg/mL arasinda degistigini bulmuslardir.

Bitkinin yaprak ve gévdesinde kokiindeki fenolik bilesik miktarinin 6 kat daha fazla
oldugunu tespit etmislerdir. Shariff ve arkadaslari (2006) R. tetraphylla ve P. minima
bitkisinin kloroform ve metanol ¢dziiciileriyle hazirlanan yaprak ve kallus ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesini tespit ettikleri ¢alismada R. tetraphylla yaprak ekstraktinin MIC
degerini 2-4 mg/mL arasinda degistigini bulmusglardir.

Londa ve ark (2006) baz1 Nigella tiirlerinden elde edilen kallus kiiltiir ekstraklarinin
antimikrobiyal aktivitesini tespit ettikleri ¢alismada, en yiiksek MIC degerini Bacillus
cereus bakteri i¢in Nigella tiirlerine gore 25 pg/mL ile 50 pg/mL arasinda; S. aureus igin
25 pg/mL ile 125 pg/mL arasinda tespit etmislerdir. E.coli i¢in 50 pg/mL bulmuglardir.

Yildirim (2008), Centaurea balsamita ve Centaurea coronopifolia tiirlerinin
kloroform, etil asetat, aseton ve etanol ekstrelerinin Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Streptococcus
salivarius bakterileri suslarina karst antimikrobiyal etkileri MIC metodu kullanilarak
arastirdigt calismanin sonucunda, ekstrelerin test mikroorganizmalarina kars1 farkli
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gormiistiir. En yiiksek antimikrobiyal etkiyi C.
balsamita’nin kloroform ekstresi, B.cereus’a karst gostermistir. Calismasinda kullandigi
bitki ekstrelerinin S.aureus suslaria kars: yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigini, her

iki tiire ait etanol ekstrelerinin ise daha diislik aktiviteye sahip oldugunu belirtmistir.
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Srivastava ve arkadaslar1 (2013), yesil ve mor renkli reyhan (Ocimum basilicum)
populasyonlarinin ugucu yag bilesimini inceledikleri bu ¢alismada, yesil renkli reyhan
popiilasyonunun ugucu yag analizi sonucunda metilkavikol ve humulen epoksit IInin

oranlarini sirastyla; %40.5 ve %1.8 olarak belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Ornekleri

Ocimum basilicum (reyhan) bitkisi Elazig yoresinde bitki kiiltiirlerinin yapildig:

yerlerden temin edilmistir. Arastirmada bitkinin yaprak ve yaprak saplar1 kullanilmistir.

3.1.2. Kallus Olusumunda Kullanilan Besi Ortam, Bitki Biiyiime

Diizenleyicileri ve Kimyasallar

Besiyeri hazirlanirken karbon kaynagi olarak sukroz (Carlo Erba) (Applichem
Panreac ITW Componier 131621.1211), jellestirici olarak MS (Tablo 3.1) (Duchefa
M0222.0050) ve Plant Agar (Duchefa LAB Aneogen Company MC029 Q415861142)
kullanilmistir. Bitki biliylime diizenleyicisi olarak da; BAP (Carl Roth) (Art-Nr5552.2),
NAA(Also Aesar)(A11069), 2,4D (Duchefa) (010931.06) ve KIN (Caisson) (12152004)
(Tablo 3.2) kullanilmistir. Sterilizasyon calismasinda ise EtOH (Alkomed), NaOCI
(Camasir suyu), Tween-80 (Merck) (56449087 221) ve distile su kullanilmistir.



Tablo 3.1: Murashige Skoog (MS) Bilesenleri

g/L

Amonyum nitrat 1,650.0
Borik asit 6.20
Kalsiyum klorit (anhidrit) 332.20
Kobaltklorit 0.0250
Bakar siilfat pentahidrat 0.0250
Disodyum EDTA dihidrat 37.260
Demir siilfat heptahidrat 27.80
Glisin 2.0
Magnezyum siilfat (anhidrit) 180.70
Manganez siilfat monohidrat 16.90
Myo-inositol 100.0
Nikotinik asit 0.50
Potasyum iyodiir 0.830
Potasyum nitrat 1,900.0
Potasyum fosfat monobazik 170.0
Pridoksinhidroklorit 0.50
Sodyum molibdatdihidrat 0.250
Tiamindiklorit 0.10
Cinko siilfat heptahidrat 8.60

Tablo 3.2: Bitki biiyiime diizenleyiciler

Ornek No

ORNEKLER

0,5 mg/Lt BAP + 0,5 mg/Lt NAA

0,5 mg/Lt BAP + 1 mg/Lt NAA

0,5 mg/Lt BAP + 2 mg/Lt NAA

0,5 mg/Lt BAP + 0,5 mg/Lt 2.4D

0,5 mg/Lt BAP + 1 mg/Lt 2.4D

0,5 mg/Lt BAP + 2 mg/Lt 2.4D

0,5 mg/Lt KIN + 0,5 mg/Lt 2.4D

0,5 mg/Lt KIN + 1 mg/Lt 2.4D

S| R N | | Al W N -

0,5 mg/Lt KIN + 2 mg/Lt 2.4D

[
=

0,5 mg/Lt KIN + 0,5 mg/Lt NAA

[
[

0,5 mg/Lt KIN + 1 mg/Lt NAA

12

0,5 mg/Lt KIN + 2 mg/Lt NAA

BAP : Benzylaminopurin
KIN : Kinetin

NAA : Naphlasiasetik asit
2,4 D : 2.4- Diklorofenoksi asit
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3.1.3. Mikroorganizma Kiiltiirleri

Antimikrobiyal aktiviteleri belirlemek amaciyla Bacillus brevis FMC 3, Proteus
vulgaris FMC 1, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomons aeruginosa DSM 50071,
Klebsiella pneumoniae FMC 5, bakterileri kullanilmistir. Calisilan bakteriler Firat

Universitesi Fen Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.4. Mikrobiyolojik Testlerde Kullanilan Besiyeri Ve Kimyasallar

Bakterileri gelistirmek i¢in Nutrient buyyon (LAB A Neogen Company) (LAB 068
1452241213), antimikrobiyal etkinin tespiti i¢cin ise MHA (Miiller Hinton Agar) (Himedia
M173-5005) ve MHB (Miiller Hinton Buyyon) kullanilmistir. Ayrica kalluslarla bitki
Oziiti hazirlamak amaciyla ¢oziicii olarak da Metanol (Merck,1.13351.2500), Etanol
(Sigma Aldrich,32221), Etil Asetat (Honeywel, 141-78-6), Kloroform (Merck ,
1.02431.250) ve DMSO (Dimetil Siilfoksit) (Carlo Erba,P610171871) kullanilmistir.

3.1.5. Biyokimyasal Analizlerde Kullanilan Alet ve Kimyasallar

Hekzanol- Izopropanol Karisimi (VWR 24575.320,Riedel-de Haden R11-36-37),
Metanollii Siilfirik Asit (Sigma-Aldrich,34885-2,1-r,Merck K35659031 605), Sodyum
kloriir (NaCI) (Sigma-Aldrich 1.064404.1000), Hekzan, Potasyum Bikarbonat (KHCO3)
(Sigma-Aldrich 298-14-6), Potasyum Hidroksit (KOH) (Sigma-Aldrich 130-58-3),
Asetonitril/Metanol Karisimi (Carlo Erba 901.037.2501-2,5 L), Kloroform (Merck),
Vorteks (VWR), Etiiv (Memmert), Santrifiij (UNIVERSAL 322 Hettich) SHIMADZU GC
17 Gaz Kromatografisi, DAD-UV Dedektorii ve Nucleodur LC 18 Kolonu kullanilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Kallus Olusumu
MS ortami i¢in %3 sukroz hassas terazi (SHIMADZU TXB622L)’ de tartilarak

behere aktarilmistir. Daha sonra manyetik karistirict (DAIHAN SCIENTIFIC ve BANTE
INSTRUMENT) ile karistirilarak ¢oztiinmesi beklenmistir.
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pH-metre (THERMO SCIENTIFIC ORION STAR A111) ile 6l¢lim yapilarak pH ‘1
IN HCI veya 1IN NaOH ile 5.7-5.8 olmasi1 saglanmistir. pH ‘1 ayarlandiktan sonra 1 litre
besi ortami i¢in % 8’lik Plant Agar ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerinden 50mL
alinarak cam petrilere aktarilmistir. Daha sonra farkli konsantrasyonlardaki bitki biiyiime
diizenleyicileri mikropipetler (BRAND) ile ortama eklenmistir.

Hazirlanan besiyeri 121°C° de 15 dakika otoklavlanda (NUVE NC-90M) steril
edilerek katilagsmasi i¢in Laminer Flow kabin (BLULAB-Class 1)’ e konulmustur.

Ocimum basilicum (Reyhan)’un yaprak ve yaprak saplari musluk suyu altinda birkag
dakika yikanmigtir. Yiizey sterilizasyonunda ilk 6nce Reyhan bitkisinin eksplant kisimlari
steril beher icerisine alinarak iizerine %50 ‘lik EtOH eklenip 30 saniye bekletilmistir.
Ardindan saf su ile yikanarak tekrar steril beher igerisine alinmistir. Uzerine hazirlanmis
olan ve igerisine 2-3 damla Tween 80 damlatilan %50°lik ticari NaOCI konularak 5 dk
bekletilmistir. Son olarak saf su ile yikanarak sterilizasyon iglemi sonlandirilmistir.

Sterilize edilmis olan Ocimum basilicum bitkisinin yaprak ve yaprak saplart 50ml
hacimde Tablo1’ deki gibi farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri igeren
MS ortamina ekilmistir. Ekim islemi laminer flow kabin icerisinde yapilmistir. Ekim
islemi tamamlanmis cam petrilerin kapak etraflart stre¢ film ile sarilmistir. Deney gruplari
10’ar paralelli olarak hazirlanmistir. 22 £ 2 © C ve 3000 lux 151k aydinlatmali, 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik kiiltiir odasinda gelismeye birakilmistir. Yaklasik 4-5 hafta kallus

gelisimi izlenmistir.

3.2.1.1. Bitki ekstrelerinin Hazirlanmasi

Siire sonunda hasat edilen kalluslarin 1slak agirliklar1 alinmigtir. Kalluslar 50°C
etlivde (Memmert) kurutulmustur. Kurutulan kalluslardan 0,1 mg tartilarak porselen havan
icerisinde doviiliip toz haline getirilmistir. Toz hale gelen kuru kalluslar Etanol (Sigma-
Aldrich), Metanol (Merck), Kloroform (Carlo Erba) ve Etil Asetat (Honeywell)
coziiciilerinden 10’ar ml eklenerek falcon tiipler igerisine konulmustur. Tiipler 72 saat
sicak su banyosunda (Lab Companion) bekletilmistir. Siire sonunda banyodan ¢ikartilan
ornekler 110 mm’lik filtre kagidindan (Macherey-Nagel) gecirilerek etiive birakilmistir.
Daha sonra tiipler i¢cinde kalan tortuya DMSO eklenerek konsantrasyonlar 1000pg/mL ye

ayarlanmugtir.
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3.2.2 Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

3.2.2.1 Minimal Inhibitér Konsantrasyon(MIC) Metodu

Aktiflestirilen bakteri kiiltiirlerinden bir 6ze alinarak sivi besiyeri (Nutrient Broth)
icerisine aktarilmistir. Bakteriler 37 °C’de 24 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. 24
saatlik kiiltlirden hazirlanan siispansiyonlar 0.5 Mc Farland standartt (1x105cfu/mL)
kullanilarak ayarlanmistir. 1000pg/mL ile baslayip seri dilisyonlar hazirlanmustir. Ilk
ependorf tiipii bos kalacak sekilde 100 pL MHB tiiplere aktarilmustir. Ik iki tiipe 1000
ng/mL olacak sekilde farkli ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanmig olan kallus 6rneklerinden
100 pL mikropipet ile eklenmistir. Ilk iki tiipe 1000ug/mL olacak sekilde farkli
konsantrasyonlarda farkli ¢oziiciiler kullanilarak hazirlanmis olan kallus orneklerinden
100puL eklenmistir. Ayni oranda ikinci tiipten mikropipetle alinip 3. tiipe, 3ten alinan 4e ve
4 ten alman 5. tipe olacak sekilde seri dilisyonlar yapilmistir. 1000pg/mL
konsantrasyonlarindan baslayarak 2 pg/mL konsantrasyona kadar seyreltme yapilmistir.
Calisma sirasinda her defasinda pipet ucu degistirilmistir. Seyreltme islemi bittikten sonra
tiiplere hazirlanmis olan kiiltiirden bakteri asilanmustir. 37 °C’de etiive birakilip 18 saat

sonra sonuglar kontrol edilmistir.

3.2.3. Baz1 Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

Orneklerde yag asidi ile A, D, E, K vitaminleri, ekstraksiyonu, Hara ve Radin (1978)
tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir. Bunun igin, doku ornekleri 3:2 (v/v)
oraninda hekzan-izopropanol karigimi i¢inde 30 sn siireyle homojenize edilip daha sonra
bu homojenat 7000 rpm’de 10 dk siireyle santrifiij edilerek elde edilen supernatant kisim

yag asidi, A, D, E ve K vitaminleri, analizleri i¢in kullanilmistir (Hara ve Radin 1978).
3.2.3.1. Yag Asidi ve Metil Esterlerinin Analizi
Doku yag asidi bilesimini belirlemek icin ayrilan oOrneklerin iizerine %2’°lik

metanolik siilfirik asit ilave edilip vortekslenerek numune ile iyice karigsmasi saglanmistir.

Bu karisim 55°C’de 15 saat metillesmeye birakilmistir.
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Siire sonunda, tiipler oda sicakligina kadar sogutulup %5’lik sodyum kloriir (NaCl)
ilave edilerek iyice karigtiritlmistir. Tiipler i¢inde olugan yag asidi metil esterleri hekzan ile
ekstre edilip, hekzan fazi iistten pipetle alinip %2’lik potasyum bikarbonat (KHCO3) ile
muamele edilip faz ayrimi i¢in 4 saat beklenmistir. Daha sonra metil esterlerini igeren
karisimlar, 45°C’de, azot gazi kullamilarak ¢dziiciileri ugurulup kalan tortu 1,0 mL n-
heptanda ¢oziilmiistiir ve yag asidi metil esterleri SHIMADZU GC 17 gaz kromatografisi
ile analiz edilmistir (Christie,1990,1992).

3.2.3.2 A, D, E ve K Vitamin Miktarlarinin HPLC Cihazi ile Analizi

A, D, E ve K vitaminleri i¢in alinan 6rneklerin {lizerine %5’°lik metanolik potasyum
hidroksit (KOH) ¢dzeltisi ilave edilmistir. Ornekler vortekslendikten sonra 85°C’de 15 dk
bekletilmistir. Tipler oda sicakligina kadar sogutulup iizerine saf su ilave edilerek
karistirilmistir. Sabunlagmayan lipofilik molekiiller 2x5 mL hekzan ile ekstrakte edilmistir.
Hekzan fazi azot gazi1 kullanilarak ucurulup kalan tortu 1,0 mL (%60+%40,v/v)
asetonitril/metanol karisiminda ¢o6ziilerek otosampler viallerine alinmistir. Analiz,
Shimadzu marka HPLC cihaz1 ile yapilmistir. Analiz i¢in, mobil faz olarak
Asetonitriil/metanol (%60+%40,v/v) karigimi kullanilmistir. Mobil faz akis hiz1 1,0mL/dk
olarak belirlenip A, D, E ve K vitamin analizleri icin DAD-UV dedektorii kullanilmistir.
Kolon olarak da Nucleodur LC 18 (15%x4,6 cm, 5 pm; MN USA) kolonu kullanilip, A
vitamini i¢in dedeksiyon dalga boyu 326 nm, E, D, K vitaminleri ve fitosteroller i¢in 202

nm kullanilmistir (Sanchez-Machado vd., 2002; Lopez-Cervantes vd.,2006).
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4. BULGULAR

Ocimum basilicum (Reyhan) bitkisi ile yapilan bu ¢alisma 3 asamada
gerceklestirilmistir. Ik olarak bitki doku kiiltiirii yontemi ile laboratuvar kosullarinda
bitkinin yaprak ve yaprak sapi kullanilarak kallus olusturulmustur. Olusan kalluslar
kurutulmus ve farkli ¢ozeltiler kullanilarak ekstreler hazirlanmistir. Kallus ekstreleri ve
kuru reyhanin MIC yontemi ile antimikrobiyal aktivitesine bakilmistir. Son olarak ise

kurutulan kalluslar ile kuru reyhanin yag asidi ve vitamin analizi yapilmistir.

4.1. Kalluslarin Hasat Edilmesi

Siire sonunda kalluslar (Sekil 4.1)hasat edilerek 10 tekrarli yapilan ekimlerden
toplanan kalluslarin yas agirliklart alinmistir (Tablo 4.1). Daha sonra etiivde sabit tartima
getirilen orneklerin kuru agirliklari tespit edilmistir. (Tablo 4.1).

Yaprakta 12 nolu 6rnekte tiim biiylime faktorlerinden daha agir kallus olustururken

10 nolu 6rnekte en diistik agirlikta kallus (Sekil 4.2) olusturulmustur.

Tablo 4.1: Hasat edilen kalluslarin kuru ve yas agirliklar: (gr)

YAPRAK YAPRAK SAPI
Ornekler Yas Agirhk Kuru Agirhk Yas Agirhk Kuru Agirhk
1 9,19 24 3,46 1,44
2 6,78 1.8 3,11 1,76
3 6,75 1,6 2,9 1,05
4 8,33 1,92 4,9 1,9
5 9,91 1,83 3,65 1,65
6 8,47 1,79 4,79 1,46
7 8,57 1,77 4,21 2,27
8 9,75 2,13 3,92 1,2
9 8,17 1,91 5.1 1,6
10 5,7 0,8 3,25 1,25
11 6,09 2,9 3,94 1,18
12 11,71 2,9 3,24 1,58




Sekil 4.2: Ocimum basilicum yaprak ve yaprak saplarindan elde edilen kuru kalluslar
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4.2. Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal etkinin belirlenmesi amaciyla MIC metodu kullanilmistir. Bu amacla
B. brevis, E. coli, K. pneumoniae, P. vulgaris, P. aeruginosa gibi patojen bakteriler
secilmistir (Sekil 4.3).

Caligmada Reyhan ve farkli konsantrasyonlardaki biiylime faktorleri kullanilarak
yaprak ve yaprak saplarindan hazirlanan bitki Oziitlerine ait MIC sonuglar1 tablolarda
verilmisir (Sekil 4.4). Negatif kontrol olarak DMSO, standart antibiyotik olarak ise

amphicillin kullanilmistir.

Sekil 4.4: Antimikrobiyal ¢aligsma sonras1 goriintii
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Tablo 4.2: B.brevis lizerine yaprak ekstrelerine ait MIC sonuglar1 (pg/ml)

. . B.brevis

YAPRAK ORNEKLERI

Etanol Metanol Kloroform Etil asetat
Kuru Reyhan 250+0.0 125+0.0 250+0.0 250+0.0
1 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0
2 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
3 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
4 250+0.0 125+0.0 250+0.0 1000+0.0
5 250+0.0 125+0.0 1000+0.0 500+0.0
6 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
7 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
8 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0
9 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0 500+0.0
10 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0
11 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0
12 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0
DMSO >1000 >1000 >1000 >1000
Amphicillin 2

Hem kuru reyhan hemde yapraklariyla hazirlanan tiim ekstrelerin MIC degerleri 125-
1000 pg/ml arasinda degisiklik gostermistir.

Kuru reyhana ait yaprak 125 pg/ml ile B.brevis lizerindeki en diisiik MIC degeri olup
4 ve 5 nolu oOrneklerin yapraklarinda da ayni etki goriilmiistiir. Bu etki metanoliin
kullanildig1 ¢o6ziiciide olmustur. Negatif kontrol olarak kullanilan ¢oziicii B.brevis

tiremesini durdurmamustir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.3 : B.brevis lizerine yaprak sap1 ekstrelerine ait MIC sonuglar1 (pg/ml)

.. . B.brevis

YAPRAK SAPI ORNEKLERI
Etanol Metanol Kloroform Etil asetat

Kuru Reyhan 250+0.0 250+0.0 500+0. 500+0.0
1 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0 1000=0.
2 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0
3 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 500=+0.0
4 500+0.0 250+0.0 500+0.0 1000+0.0
5 500+0.0 250+0.0 500+0.0 500=+0.0
6 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 500=+0.0
7 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
8 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0
9 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0 500=+0.0
10 500+0.0 500+0.0 500+0.0 500=+0.0
11 500+0.0 250+0.0 1000+0.0 1000+0.0
12 500+0.0 250+0.0 1000+0.0 1000+0.0
DMSO >1000 >1000 >1000 >1000
Amphicillin 2

Kuru reyhan ve yaprak saplariyla hazirlanan tiim ekstrelerin MIC degerleri 125-1000

pg/ml arasinda degisiklik gostermistir.

Kuru reyhana ait yaprak saplarinda 250 pg/ml B.brevis lizerindeki en diisiik MIC

degeri olup 4, 5, 11 ve 12 nolu 6rneklerin yaprak saplarinda da ayni etki goriilmiistiir. Bu

etki kuru reyhanda etanol, kallus Orneklerinde ise metanoliin kullanildig1 c¢dziiciide

olmustur (Tablo 4.3).

26




Tablo 4.4: E.coli lizerine yaprak ekstrelerine ait MIC sonuglar1 (ug/ml)

.. . E.coli

YAPRAK ORNEKLERI
Etanol Metanol Kloroform Etil asetat

Kuru Reyhan 125+0.0 250+0.0 500+0.0 500+0.0
1 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
2 500+0.0 250+0.0 1000+0.0 1000+0.0
3 500+0.0 250+0.0 1000+0.0 500+0.0
4 125+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
5 125+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
6 250+0.0 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0
7 500+0. 0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
8 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
9 500+0.0 500+0.0 500+0.0 500+0.0
10 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
11 1000+0.0 500+0.0 500+0.0 1000+0.0
12 1000+0.0 500+0.0 500+0.0 1000+0.0
DMSO >1000 >1000 >1000 >1000
Amphicillin 2

Dogal bitki ve kallusa ait yaprak ekstresinin E.coli iizerine etkisine bakildiginda
etanolik ¢6zeltide 4 ve 5 nolu 6rneklerin MIC degeri 125ug/ml olup Ocimum basilicum
bitkisi ile ayni etkiyi gosterdigi ve diger Orneklerden daha iyi sonug¢ verdigi tespit
edilmistir.

Metanolik ¢ozeltide ise 2 ve 3 nolu drneklerin Ocimum basilicum bitkisi ile aym

sonucu verdigi goriilmiistiir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.5: E.coli lizerine yaprak sap1 ekstrelerine ait MIC sonuglar (png/ml)

YAPRAK SAPI ORNEKLERI Fcoll

Etanol Metanol Kloroform Etil asetat
Kuru Reyhan 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
1 1000+0.0 500+0.0 500+0.0 1000+0.0
2 1000+0.0 500+0.0 500+0.0 1000+0.0
3 1000+0.0 500+0.0 500+0.0 1000+0.0
4 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0
5 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0
6 250+0.0 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0
7 500+0.0 250+0.0 1000+0.0 500+0.0
8 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
9 500+0.0 500+0.0 500+0.0 500+0.0
10 1000+0.0 500+0.0 500£0.0 500+0.0
11 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
12 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
DMSO >1000 >1000 >1000 >1000
Amphicillin 2

Kuru reyhan ve yaprak sap1 kallusu ekstresinin E.coli iizerine etkisi incelendiginde

etanolik ¢ozeltide 6 nolu (0,5mg/Lt BAP+2mg/Lt 2.4D) 6rnegin MIC degerinin 250pg/ml

olup Ocimum basilicum bitkisinden ve diger 6rneklerden daha etkili sonu¢ verdigi tespit

edilmistir.

Metanolik ¢ozeltide ise 7 nolu (0,5mg/Lt KIN+0,5mg/Lt 2.4D) 6rnegin Ocimum

basilicum bitkisi ve diger 6rneklerden daha etkili sonug verdigi goriilmiistiir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.6: K.pneumoniae iizerine yaprak ekstrelerine ait MIC sonuglar1 (pg/ml)

. . K.pneumoniae

YAPRAK ORNEKLERI
Etanol Metanol Kloroform Etil asetat

Kuru Reyhan 125+0.0 250+0.0 500+0.0 250+0.0
1 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0
2 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0
3 500£0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
4 250+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
5 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
6 500+0.0 1000+0.0 500+0.0 500+0.0
7 125+0.0 500+0.0 500+0.0 1000+0.0
8 500£0.0 1000+0.0 500+0.0 500+0.0
9 500£0.0 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0
10 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
11 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
12 500+0.0 250+0.0 500+0.0 500+0.0
DMSO >1000 >1000 >1000 >1000
Amphicillin

Yaprak orneklerinin K.pneumoniae lizerine etkisi arastirildiginda Ocimum basilicum

bitkisi ve 7 nolu 6rnegin etanolik ¢ozeltide daha etkili sonug verdigi tespit edilmistir (125

pg/ml).

Dogal bitkinin metanolik ve etil asetat ¢oziiciilerine ait yapraklarla, 12 nolu 6rnegin

metanolik 6rnegi 250 pg/ml ile ayni etkiyi gostermistir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.7: K.pneumoniae lizerine yaprak sapi1 ekstrelerine ait MIC sonuglar1 (ug/ml)

. . K.pneumoniae

YAPRAK SAPI ORNEKLERI

Etanol Metanol Kloroform Etil asetat
Kuru Reyhan 250+0.0 250+0.0 500+0.0 500+0.0
1 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0
2 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
3 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 250+0.0
4 500£0.0 250+0.0 1000+0.0 500+0.0
5 500+000 500+0.0 500+0.0 250+0.0
6 1000+0.0 500+0.0 500+0.0 250+0.0
7 250+0.0 500+0.0 500+0.0 500+0.0
8 500+0.0 1000+0.0 500+0.0 500+0.0
9 500£0.0 1000+0.0 500+0.0 1000=0.0
10 500£0.0 1000+0.0 500+0.0 1000=0.0
11 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
12 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
DMSO >1000 >1000 >1000 >1000
Amphicillin

Kuru reyhan ve yaprak saplariyla hazirlanan tiim ekstrelerin MIC degerleri 125-1000

png/ml arasinda degisiklik gostermistir.

Kuru reyhana ait yaprak saplarinda 250 pg/ml ile K.pneumoniae iizerindeki en diisiik

MIC degeri olup 7 nolu 6rnekde de goriilmiistiir. Bu etki etanoliin kullanildig1 ¢oziiciide

olmustur. 4 nolu ornekte metanoliin kullanildig1 ¢6ziiclide etki goriiliirken 3,5 ve 6 nolu

orneklerde ise etil asetatin kullanildig1 ¢oziiciide ayni etki goriilmiistiir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.8: P.vulgaris iizerine yaprak ekstrelerine ait MIC sonuglar (pg/ml)

.. . P.vulgaris

YAPRAK ORNEKLERI
Etanol Metanol Kloroform Etil asetat

Kuru Reyhan 500+0.0 250+0.0 1000+0.0 1000+0.0
1 500+0.0 500+0.0 500+0.0 500+0.0
2 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0
3 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0 1000=0.0
4 500+0.0 500+0.0 500+0.0 1000=0.0
5 500+0.0 250+0.0 1000+0.0 1000+0.0
6 500+0.0 125+0.0 1000+0.0 1000+0.0
7 500+0.0 250+0.0 1000+0.0 1000£0.0
8 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
9 500+0.0 500+0.0 500+0.0 500+0.0
10 500+0.0 500+0.0 500+0.0 500+0.0
11 500+0.0 250+0.0 1000+0.0 1000+0.0
12 1000+0.0 250+0.0 1000+0.0 1000+0.0
DMSO >1000 >1000 >1000 >1000
Amphicillin 2

P.vulgaris tlizerine; hazirlanan kuru reyhan ve yaprak orneklerinde en etkili sonug
metanolik ¢ozeltide 6 nolu (0,5mg/Lt BAP+2mg/Lt 2.4D) 6rnekte 125ug/ml olarak tespit
edilmistir. Bu sonucun diger tiim ¢ozeltilerle hazirlanan 6rneklerden daha etkili oldugu

1zlenmistir (Tablo 4.8).
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Tablo 4.9: P.vulgaris iizerine yaprak sap1 ekstrelerine ait MIC sonuglar1 (pg/ml)

YAPRAK SAPI ORNEKLERI P.vulgaris

Etanol Metanol Kloroform Etil asetat
Kuru Reyhan 500+0.0 250+0.0 1000£0.0 1000+0.0
1 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
2 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
3 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
4 500+0.0 500+0.0 500+0.0 500+0.0
5 500+0.0 250+0.0 1000+0.0 1000+0.0
6 500+0.0 250+0.0 1000+0.0 1000+0.0
7 1000+0.0 250+0.0 1000+0.0 500+0.0
8 500+0.0 500+0.0 500+0.0 500+0.0
9 500+0.0 500+0.0 500+0.0 1000+0.0
10 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
11 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
12 500+0.0 250+0.0 1000+0.0 1000+0.0
DMSO >1000 >1000 >1000 >1000
Amphicillin

P.vulgaris lizerine hazirlanan kuru reyhan ve yaprak sapt 6rneklerinde ise en etkili

MIC degeri 250 pg/ml olup sonuglar metanolik ¢ozeltide izlenmistir. 5, 6, 7 ve 12 nolu

ornekler ile Ocimum basilicum bitkisinin ayni sonuglart verdigi tespit edilmistir (Tablo

4.9).
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Tablo 4.10: P.aeruginosae iizerine yaprak ekstrelerine ait MIC sonuglar1 (ug/ml)

YAPRAK ORNEKLERI P.aeruginosae

Etanol Metanol Kloroform Etil asetat
Kuru Reyhan 250+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
1 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0
2 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
3 500+0.0 500+0.0 500+0.0 500+0.0
4 500+0.0 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0
5 500+0.0 500+0.0 500+0.0 1000+0.0
6 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
7 500+0.0 1000+0.0 500+0.0 500+0.0
8 500+0.0 1000+0.0 500+0.0 500+0.0
9 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0
10 250+0.0 250+0.0 1000+0.0 500+0.0
11 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
12 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
DMSO >1000 >1000 >1000 >1000
Amphicillin

Kuru reyhan ve yaprak kallusu ekstresinin P.aeruginosae iizerine etkisi ¢alisildiginda

etanolik ¢ozeltide 10 nolu 6rnegin MIC degeri 250ug/ml olup Ocimum basilicum bitkisi ile

ayni etkiyi gosterdigi tespit edilmistir.

Metanolik ¢o6zeltide ise 10 nolu 6rnek Ocimum basilicum bitkisinden daha etkili

sonu¢ vermistir (Tablo 4.10).
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Tablo 4.11: P.aeruginosae iizerine yaprak sap1 ekstrelerine ait MIC sonuglar (pg/ml)

YAPRAK SAPI ORNEKLERI Paeruginosae

Etanol Metanol Kloroform Etil asetat
Kuru Reyhan 250+0.0 250+0.0 500+0.0 500+0.0
1 250+0.0 1000+0.0 500+0.0 500+0.0
2 250+0.0 1000+0. 1000+0.0 500+0.0
3 250+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
4 500+0.0 250+0.0 500+0.0 500+0.0
5 500+0.0 250+0.0 500+0.0 500+0.0
6 1000+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
7 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0
8 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0
9 1000+0.0 1000+0.0 1000+0.0 1000£0.0
10 1000+0.0 1000+0.0 500+0.0 500+0.0
11 500£0.0 500+0.0 1000+0.0 500+0.0
12 500+0.0 500+0.0 1000+0.0 1000+0.0
DMSO >1000 >1000 >1000 >1000
Amphicillin 2

Kuru reyhan ve yaprak sapi kallus ekstrelerinin P.aeruginosae iizerine etkisine
bakildiginda etanolik ¢ozeltide 1, 2 ve 3 nolu 6rneklerin MIC degerleri 250pg/ml olup
Ocimum basilicum bitkisi ile ayni etkiyi gostermistir.

Metanolik ¢ozeltide ise 4 ve 5 nolu Ornekler Ocimum basilicum bitkisi ile aym

sonuclar1 vermistir (Tablo 4.11).
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4.3. Baz1 Biyokimyasal Ozelliklerdeki Bulgular

4.3.1. Yag Asidi Ve Metil Esterlerinin Analizi

Tablo 4.12: Ocimum basilicum yapraklarinin ve kallus ekstrelerinin yag asidi ¢alisma sonuglar1 (%)

NO KR |[1]| 2 3 4 5 6 7 8 9 (10
Kaprik asit 1,61 | - 0 0 0 0 0 0 0 0 -
Miristik asit 1,89 | - | 1,38 | 1,14 | O | 0,79 | 0,59 0 0 0 -
Pentadeka noik asit 0 -1098| 0 |0,61|048 049 | 048 |0,61]0,50 | -
Palmitik asit 254 | - | 24,1243 | 23,1 | 23,4257 | 24,6 |20,5]|233| -
Palmitoleik asit 10,6 | - 13,00 (250|190 247|188 | 229 |230]232]| -
Heptadekanoik asit 0O (-] O [083]055|053]|0,58]| 0,51 0 050 -
Heptadekolinoeik asit 0 - 0 |066| O 0 0 0 0 0 -
Stearik asit 490 | - | 490 | 5,76 | 3,05 | 2,67 | 3,15 | 2,72 | 2,61 | 2,75 | -
Oleik asit 553 | -112319,82|624 713|341 | 7,39 | 11,1 | 9,02 | -
Linoleik asit 12,2 23,1 1263|214 | 23,6 |11,2|22,77 | 264|223 | -
o linolenik asit 2951-]1 0 0 0 |32,7]456| 33,5 | 30,7 |336] -
Y-linolenik asit 0 |-1241(21,7(357| 0 0 0 0 0 -
Tanimlanamayan yag 1,66 | - | 1,7 | 1,51 | 2,55 | 2,37 | 3,18 | 2,55 | 231|242 | -
asidi XX

Tammlanamayan yag 0 -] 1,7 |165]|146| 148|070 | 1,45 | 1,78 | 1,37 | -
asidi X

Arasidik asit 323 | -]1,05| 188 | 1,34 | 1,05 1,16 | 1,33 | 0,77 | 1,18 | -
Arasidik asit 1,55(-1 0 0 0 0 0 0 0 0 -
Dokosadienooik asit 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 -
Lignoserik asit 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 -
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Tablo 4.13: Ocimum basilicum yaprak saplarinin ve kallus ekstrelerinin yag asidi sonuglari

NO KR | 1 2 3 4 5 6 |7(8]|9] 10 11 12
Kaprik asit 161 0 |064| O 0 0 030 |-|-1-1]0 0 0
Miristik asit 1,89 1 0,88 1 0,67 [ 0,99 | O 0 1099 |-|-1-1] 0 0 10,58
Pentadeka noik asit 0 0 10,70 |10,79 | 043|057 | 046 | - | - | - 0 0 0
Palmitik asit 254 |21,8 1233|231 ]19,6 22,0233 |- |-|-|214]|21,2|215
Palmitoleik asit 10,6 | 2,61 | 2,25 | 2,51 | 2,17 | 2,25 | 243 | - | - | - | 2,60 | 2,39 | 2,69
Heptadekanoik asit 0 0 0 0 0,67 1055|048 | - |- | - 0 |0,51]0,54
Heptadekolinoeik asit 0 0 0 0 0,63 0 0 - - - 0 0 0
Stearik asit 4,90 | 3,40 | 5,26 | 3,00 | 2,47 | 2,62 | 3,56 | - | - | - | 3,15 | 2,53 | 2,98
Oleik asit 5,53 15,1988 |10,0 | 720|801 |7,79|-|-|-|10,6 | 10,2 | 8,08
Linoleik asit 12,2 1 23,1 | 22,2 (21,4232 |239 | 132 |- |-|-233]21,6 204
o linolenik asit 295| 0O 0 0 |37,1 32,7404 |-|-|-|321]359]|358
Y-linolenik asit 0 252|298 (320 O 0 O [-|-]-1]10 0 0
TanmnlansmeiEyas 1,66 | 1,83 | 2,03 | 2,26 | 2,88 | 2,55 | 2,87 | - | - | - | 2,28 | 2,40 | 2,50
asidi XX

Tannulauamayan yaz 0 | 1,74 1,42 (128 |145]1,66 |09 | -|-1|-1|135]|1,34] 1,20
asidi X

AraSidik asit 323 11,14 1,33 [ 1,28 | 0,94 | 1,04 | 090 | - | - | - | 097 | 1,07 | 1,23
Arasidik asit 1,55 0 0 0 0 0 0 -l - - 0 0 0
Dokosadienooik asit 0 1,30 | O 0 0 0 0 - - - 0 0 0
Lignoserik asit 0 0821 O 0 0 0 0,66 | - |- |- 0 0 |0,78

Ocimum basilicum dogal bitkisinin yaprak ve yaprak sapi ile kallus ekstrelerinin yag

asidi ve metil esterlerinin analizi sonucunda Palmitik asit, Palmitoleik asit, Linoleik asit ve

a linolenik asit degerlerinin yliksek ve birbiriyle paralel sonuclar verdigi tespit edilmistir

(Tablo 4.12).

Analizler sonucunda o linolenik asit degerlerinin % 29.5 ile % 33.6 arasinda,

palmitik asit degerlerinin % 25.4 ile % 23.3 arasinda, linoleik asit degerlerinin % 12.2 ile

%?26.4 arasinda degistigi tespit edilmistir (Tablo 4.13).
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4.3.2. A, D, E ve K Vitamin Miktarlarinin Analizi

Tablo 4.14: Ocimum basilicum yapraklarinin ve kallus ekstrelerinin vitamin ¢alisma sonuclari (%)

Ornekno | K2 | RTok | D2 | A Tok | Ergo-sterol | K1 | Stigma-sterol | Beta-streol | Retinol | R ast
K.R 4,45 0 9,2 3,7 0 0 741,6 352,55 0 0,2
1 2,5 2,2 1208 11 16,05 4,35 874,6 394.,6 0 0
2 1,2 0,3 11,6 8 0 4,65 2233 262,1 0 0
3 0,9 1,6 15,8 34 14,7 3,3 414,3 587,2 0 0
4 1,4 3,1 14,8 0 0 2,6 1286 913,65 0 0,1
5 0,9 1.4 10,9 | 6,0 0 1,45 666 354,75 0 0
6 3,2 3,6 16 4,2 22,9 6,0 1054,6 1508,8 0 0,1
7 2,7 3.5 244 14 0 0 2275 1319,3 0 0,1
8 3 2,5 18,9 8,8 0 0 928,8 686,5 0 0,1
9 1,2 0,9 885 | 17,2 0 0.4 1400 653,65 0 0
10 0,9 1,5 129 32 0 2,1 231,85 258.,6 0 0
11 1.9 2,1 14,7 51, 0 4,3 707,35 540,45 0 0
12 0,6 0,8 10,8 15, 0 3,8 259,2 531,35 0 0
Tablo 4.15: Ocimum basilicum yaprak saplarinin ve kallus ekstrelerinin vitamin ¢alisma

Ornekno | K2 | RTok | D2 | A Tok | Ergo-sterol | K1 | Stigma-sterol | Beta-streol | Retinol | R ast

K.R 4,4 0 92| 37 0 0 741,65 352,55 0 0,05

1 5 5.5 38 26 17,6 6,6 3090,55 744,75 0 0,05

2 1,9 2,5 19 65 42,1 3,9 1719,6 477,35 0 0

3 1,6 4 20 0 0,6 1,7 1182,45 346,7 0 0,05

4 0,9 1,0 |83 18 22,35 3,6 704,15 1057,35 0 0,1

5 1,8 2,3 4,1 15 0 4,2 882,5 1276,9 0 0,05

6 34 1,5 11 15 22,05 10 949,2 1594,7 0 0,05

7 1 1,5 9,2 18, 0 0 828,3 987,4 0 0

8 1,9 2.4 12 4,1 0 0 1655,65 649,8 0 0,05

9 1,1 2 2.9 10 0 5,8 654,45 952,7 0 0,05

10 1,7 3,8 20 65 0 3,0 1749,8 676,7 0 0

11 2,3 2 20 4,7 0 2,5 1834.,95 552,9 0 0,05

12 2 3,1 14, 3,6 0 1,1 1465,2 1013,35 0 0,1

Bitki biliylime diizenleyicileri ile hazirlanan kallus 6rneklerinde vitamin oranlarinin

bliylime faktorlerine bagli olarak degisiklik gosterdigi goriilmiistiir (Tablo 4.15, Tablo

4.16).
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5. TARTISMA VE SONUC

T1ibbi ve aromatik bitkiler hastaliklarin 6nlenmesi ve iyilestirilmesi i¢in ayrica gida,
parfiimeri ve kozmetik alanlarinda ge¢misten giiniimiize yaygin olarak kullanilmaktadir.
Calisma bitkimiz olan Ocimum basilicum Onemli bir tibbi ve aromatik bitki olup,
giiniimiizde bircok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Calismamizda Ocimum
basilicum bitkisi ve bitkiye farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda biiyiime
diizenleyicileri uygulanarak elde edilen kallus kiiltlirlerinin antimikrobiyal aktivitesi ve
biyokimyasal analizleri arastirilmistir. Aragtirmanin sonucunda, bu biliylime faktorlerinin
bazi kallus kiiltiirlerinde, antimikrobiyal aktiviteyi etkileyen etkenlerden biri oldugu ortaya
konmustur.

Adigtizel vd. (2005) tarafindan Ocimum basilicum L. ‘un etanolik, metanolik ve
hegzan ekstraktlarinin antimikrobiyal etkileri in vitro kosullarda ¢alisilmistir. 55 bakteri, 4
fungus ve 1 mayadan olusan toplam 146 mikroorganizma, agar difiizyon ve MIC
yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Sonuclarda, test edilen 3 ekstrakttan hi¢bir 6rnegin
antifungal etki gostermedigi ama antikandidal ve antibakteriyal etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Hegzan metanol ekstraktlar1t 23 Candida albicans tiirinden 3 tanesine karsi
inhibisyon etkisi gosterirken, etanolik ekstrak etkisiz kalmistir. O. basilicum’un 3 ekstrakti
da farkli oranlarda antimikrobiyal etki goOstermistir. Hegzan ekstrakti, metanolik ve
etanolik ekstraktlara gore daha giiclii ve genis oranda antimikrobiyal etkiye sahip olurken,
test edilen 146 bakteri tiirline kars1 sirasiyla %10, 9, 6 oranlarinda inhibisyon etkisi ortaya
koymustur. Hegzan, metanolik ve etanolik ekstraktlarin MIC sonuglar1 sirasiyla, 125-250
ul/mL, 62.50-500 pl/mL ve 125-250 pl/mL olarak bulunmustur. Bizim g¢aligmamiza
benzer bulgular veren ¢alismada arastirmacinin bulgulart bizim arastirmamizla benzerlik
gostermektedir. Bizim c¢alismamizda MIC degerleri 125 pl/mL ile 1000 pl/mL arasinda
degiskenlik gdstermistir.

Nayeemulla ve arkadaslar1 (2006); Rauvolfia tetraphylla ve Physalis minima
bitkilerinin yaprak ve kallus ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini inceledikleri
calismada, kullandiklar1 bes ¢oziicii (alkol, benzen, kloroform, petrol eteri ve metanol)
arasinda, kloroform ile hazirlanan ekstraktlarin minimum inhibitér konsantrasyonunun
(MIC) 0.25 ila 6 mg / ml arasinda degistigini tespit etmiglerdir. Calismamizda Ocimum
basilicum bitkisinin ve kalluslarin MIC degerinin 125 pg/mL (0.125 mg/ml) ile 1000
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pg/mL (1 mg/mL) arasinda degistigi sonuglarin daha etkili oldugu tespit edilmistir. Bu
farkliligin  sebebi farkli bitki ve mikroorganizma sec¢iminden kaynaklanabilecegi
diistiniilebilir.

Grzegorczyk-Karolaka ve arkadaslar1 (2009), Salvia viridis L. fenolik bilesiklerini ve
bunlarin antioksidan, antimikrobiyal potansiyelleri ilizerine arastirma yapmislardir. Bu
aragtirmada, Salvia viridis’in metanolik kallus ekstraktlarinda gram pozitif ve gram negatif
bakterilerine kars1 biiylimeyi engelleyici etkiyi tespit etmislerdir. E. coli i¢in 1,25 mg/mL
olarak bulmuslardir. Calismamizda da Ocimum basilicum bitkisinin ve kallus ekstrelerinin
etkisi E. coli i¢gin MIC degeri 125 pg/mL olarak tespit edilmistir.

Nalbantbas1 ve Golcii (2009) Kahramanmarag yoresine ait 18 farkl sifali bitkilerin
antimikrobiyal aktivitelerini tespit ettikleri ¢calismalarinda Ocimum basilicum bitkisinin en
yiiksek etkiyi E. coli’ye kars1 agar diflizyon metoduyla inhibisyon zonunu 9 mm olarak
belirlemislerdir. Yontem olarak farklilik gostermesine ragmen ayni bitkinin ayn1 bakteriye
kars1 antimikrobiyal etkisi yaptigimiz ¢aligmada da tespit edilmistir.

Tiiziin ve arkadaslar1 (2011) ; G. olivieri bitkisinin kok ve yaprak eksplantlarinin
karanlikta kallus tretim kapasitesini aragtirmislardir. WPM ve MS ortamlarina kallus
dokusu olusumunu uyarmak i¢in 0.5 mg/mL BAP, 1mg/mL NAA ile 0.2 ve 0.5 mg/mL
KIN, 1 mg/mL NAA kullanmiglardir. En iyi kallus gelisimini yaprak eksplantinda, 0.5
mg/mL BAP, 1 mg/mL NAA igeren WPM’de eksplant ekimini takiben 4 hafta sonra
gozlemlemislerdir. Calismamizda da Ocimum basilicum bitkisinden kallus iiretimi ayn
sekilde MS ortamlarinda BAP, KIN, NAA ve 2.4D bitki biiyiime diizenleyicileri
kullanilarak yapilmistir.

Abbasi F. ve arkadaslarinin (2014) Ecballium elatarerium bitkisindeki fenolik
bilesiklerin gida kaynakli patojen bakteriler lizerindeki etkisini tespit ettikleri arastirmada
E. coli, P. aeruginosa, S. typhimarium, S. aureus, L. monocytogenes ve E. fecalis
bakterilerini kullanmiglardir. E. elaterium meyve ve yaprak olusumunda metanol
ekstrakrinin MIC degerini 0,31 — 0,04 mg/mL arasinda degistigini bulmuslardir. Bitkinin
yaprak ve govdesinde kokiindeki fenolik bilesik miktarinin 6 kat daha fazla oldugunu tespit
etmislerdir. Benzer bakterilerle yaptigimiz yaptigimiz ¢aligmamizda yaprak ve yaprak
saplarinda en yiiksek MIC degeri 125 pg/mL (0,125 mg/mL) olarak tespit edilmis olup
benzer sonu¢ alinmistir.

Shariff ve arkadaslar1 (2006) R. tetraphylla ve P. minima bitkisinin kloroform ve

metanol c¢oziiciileriyle hazirlanan yaprak ve kallus ekstraktlarinin  antimikrobiyal
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aktivitesini tespit ettikleri calismada R. tetraphylla yaprak ekstraktinin MIC degerini 2-4
mg/mL arasinda degistigini bulmuslardir. Arastirmacilarin ¢alisma bitkisi Ocimum
basilicum’a gore daha diisiik antimikrobiyal aktivite gostermistir (1-0,125 mg/mL).

Landa ve ark (2006) baz1 Nigella tiirlerinden elde edilen kallus kiiltiir ekstraklarinin
antimikrobiyal aktivitesini tespit ettikleri ¢alismada , en yiiksek MIC degerini Bacillus
cereus bakteri i¢in Nigella tlirlerine gore 25 ng/mL ile 50 ug/mL arasinda ; S. aureus igin
25 pg/mL ile 125 pg/mL arasinda tespit etmislerdir. E. coli i¢in 50 pg/mL bulmuslardir.
Ocimum  basilicum bitkisi ve kallus ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitelerini
arastirdigimiz ¢aligmamizda en yiiksek MIC degeri calisilan tiim bakterilerde 125 pg/mL
olarak tespit edilmistir.

Yildirim (2008), Centaurea balsamita ve Centaurea coronopifolia tiirlerinin
kloroform, etil asetat, aseton ve etanol ekstrelerinin Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Streptococcus
salivarius bakterileri suslarina karsi antimikrobiyal aktiviteleri MIC kullanilarak aragtirdigi
calisma sonucunda, ekstrelerin test mikroorganizmalarina karsi farkli antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu gérmiistiir. En yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi C. balsamita’nin
kloroform ekstresi, B. cereus’a karsi gostermistir. Calismasinda kullandigi bitki
ekstrelerinin S. aureus suslarina karsi yiiksek antimikrobiyal aktivite gdsterdigini, her iki
tire ait etanol ekstrelerinin ise daha diisiik aktiviteye sahip oldugunu belirtmistir.
Arastirmacinin ¢aligmasi yontem olarak bizim arastirmamizla paralellik gostermesine
ragmen bulgular1 bizim arastirmamiza gore diisiik oldugu, benzer bir sekilde metanol ve
etanol ekstrelerinde daha 1y1 alinmigtir.

Yaptigimiz arastirma sonucunda MIC yonteminde kullandigimiz ¢oziiciiler
icerisinde, atimikrobiyal etkinin en yiiksek oldugu bulgular etanol ve metanole ait
coziiciilerde tespit edilmistir. 0,5mg/Lt BAP+2mg/Lt 2.4D ve 0,5mg/Lt KIN+0,5mg/Lt
2.4D hormon konsantrasyon ve kombinasyonunda gelisen kalluslarin metanolik ve etanolik
ekstraktlarinin gercek bitkiden daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit
edilmistir.

Srivastava ve arkadasalr1 (2013), yesil ve mor renkli reyhan (Ocimum basilicum)
populasyonlarinin ugucu yag bilesimini inceledikleri bu caligmada, mor renkli reyhan
popiilasyonunun ugucu yag analizi sonucunda metilkavikol ve humulen epoksitinin

oranlarint sirastyla; %40.5 ve %1.8 olarak belirlemislerdir. Calismamizda Ocimum
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basilicum bitksinin ugucu yag analizi yapilmis ve 18 yag asidi tespit edilmistir. %0,1 ile %
45 oranlar1 arasinda degistigi tespit edilmistir.

Ocimum basilicum ‘un yaprak, yaprak sap1 ve kallus ekstrelerinin yag asidi ve metil
esterleri arastirmasi sonucunda palmitik asit degerinin; gercek bitki ve kalluslarla benzer
sonuglar verdigi, palmitoleik asit degerinin gercek bitkide daha yiiksek oldugu, linoleik ve
a linolenik asit degerlerinde ise kallus ekstrelerinin dogal bitkiden daha etkili sonug verdigi

tespit edilmistir.
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6. ONERILER

T1ibbi ve aromatik bitkiler hastaliklarin 6nlenmesi ve iyilestirilmesi igin ayrica gida,
parfiimeri ve kozmetik alanlarinda ge¢misten giinlimiize yaygin olarak kullanilmaktadir.
Tibbi ve aromatik bir bitki olan reyhanin en ¢ok kullanilan boliimii yapraklaridir.
Yapraklarindan ve ¢igekli dallarindan distilasyon ile yaklasik 9%0.05-1 arasinda ugucu yag
elde edilmektedir. Reyhan ugucu yagi kozmetik, parflim, aromaterapi, geleneksel tip ve
gida aromasi seklinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica sakinlestirici, balgam ve gaz
soktiiriicii etkileri vardir. Reyhan bitkisinin antimikrobiyal, nematisidal, insektisidal,
fungistatik, herbisidal ve antioksidan etkileri mevcuttur.

Ayrica son yillarda antibiyotiklere direncli suslarin ortaya ¢ikmasi ve dogal kaynakli
ilaglarda goriilmeyen veya az goriilen yan etkilerin sentetik ilaclarda dikkati cekecek kadar
artmasi, bilim insanlarin1 dogal kaynakli ilaclar1 arastirmaya yoneltmistir.

Bu calismada giinlimiizde yaygin olarak kullanilan Ocimum basilicum (Reyhan)
bitkisine, farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri
uygulanarak yaprak ve yaprak saplarindan olusturulan kallus kiiltiirlerinin antimikrobiyal
ve baz1 biyokimyasal analizleri sonucunda bitkiye benzer veya daha etkin sonuglar elde
edilmesi yapilacak arastirmalara 6nemli referans olacaktir. Bulunan bulgular 1s18inda hem
ilag sanayi ham madde temini hemde eczacilik, bitki biyoteknolojisi ve kozmetik
alanlarinda ileride yapilacak ¢alismalara 151k tutacaktir. Ayrica bitki kiiltiire alinarak elde
edilecek kalluslarin istenilen 6zelliklerinin arttirilabilecegi, bu alanda farkli ¢calismalara da

temel olusturulabilecegi kanisina varilmistir.
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