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Acinos rotundifolius Pers. BITKISINDEN in vitro KALLUS URETIMI
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Fen Bilimleri Enstitiisii
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In vitro kosullarda kallus olusumu saglamak 6zellikle bitkiler tarafindan iiretilen sekonder
metabolitlerin liretimi ve bu metabolitlerin iiretiminin artirilmasi agisindan biiyiik deger
tagimaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada birkag farkli eksplant kullanilarak daha 6nce hig
calisilmamis olan Acinos rotundifolius Pers. igin kallus olusum protokoliinii gelistirmek

amagclanmistir.

Calismada dogal yetisme ortamindan toplanan Acinos rotundifolius Pers. bitkisinin
tohumlart  kullanilmistir. Tohumlarin  ¢imlendirilmesinde hormonsuz MS  ortami
kullanilmigtir. Kotiledon bogum ve hipokotil eksplantlari birkag mm uzunlugunda steril

parcalara ayrilarak rejenerasyon ortamina aktarilmigtir.

Kullanilan biitiin hormon konsantrasyonlar1 kotiledon bogumun eksplantlarinin tamaminda
%100 kallus olusumunu saglamistir. Kallus agirligi agisindan en verimli ortam 0,04 mg/L
TDZ + 0,2 mg/L IBA igeren MS besin ortami olmustur. TDZ miktarindaki artis kallus

agirligini azaltmistir.

Kullanilan biitiin hormon konsantrasyonlar1 hipokotil eksplantlarinda kallus olusumunu

%100 saglamis, bu konsantrasyonlarda siirgiin rejenerasyonu olusmamistir. En agir kalluslar



1 mg/L BAP+ 05 mg/L 24-D igeren MS besin ortaminda gelismistir. BAP

konsantrasyonundaki artisa bagli olarak kallus agirlig1 azalmistir.

Calismamizda Acinos rotundifolius Pers.’in kotiledon bogum ve hipokotil kisimlar1 eksplant
kaynag1 olarak kullanilip farkli oranlardaki TDZ-1BA ve BAP-2,4-D kombinasyonlarinda in
vitro kallus olusumu i¢in ilk defa bir kallus olusum protokolii gelistirilmistir. Bu protokol
Oonemli bir tibbi ve aromatik bitki olan Acinos rotundifolius Pers.'in sekonder

metabolitlerinin biiyiik 6lgekli tiretiminde de iyi bir protokol olma potansiyeli tasimaktadir.
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Acinos rotundifolius Pers.; BAP; IBA; kallus; TDZ; 2,4-D

Bilim Kodu
401.01.03
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ABSTRACT
M.Sc.Thesis
In vitro CALLUS PROPAGATION of Acinos rotundifolius Pers. (CALAMINT)
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Thesis Advisor: Asst. Prof. Dr. Fethi Ahmet OZDEMIR

Bartin-2015, Pp: xiii + 51

In-vitro callus propagation is extremely important both for generation of a plant’s secondary
metabolites and for increasing production of these metabolites. In this study we tried to
develop a protocol for callus formation in Acinos rotundifolius Pers. using several different

explants. Callus induction in this species has not been studied before.

Seeds of Acinos rotundifolius Pers. plants that were collected from their natural habitat were
used as plant material. Hormone-free MS medium was utilized to germinate seeds.
Cotyledon node and hypocotyl explants were cut in a few mm long sterile pieces and were

transferred to the regeneration medium.

All hormone concentrations we used for the cotyledon node explants formed callus (100%).
We found that the most productive medium for callus weight was the MS medium
containing 0.04 mg/L TDZ + 0.2 mg/L IBA. Increased TDZ concentration decreased the

callus weight.

All hormone concentrations we used for the hypocotyl explants formed callus (100%). No
shoot regenerated at these hormone combinations. The heaviest calli formed in the MS
medium that contained 1 mg/L BAP+0.5 mg/L 2,4-D. Increase of the BAP concentration

decreased the callus weight.

In our study, cotyledon nodes and hypocotyls of Acinos rotundifolius Pers. (Calamint) were
used as explant sources. Different combinations of TDZ-IBA and BAP-2,4-D concentrations
were tested and an in vitro callus propagation protocol was established for the first time.

This protocol presumably will be a potentially good protocol for large scale production of

vii



secondary metabolites of Acinos rotundifolius Pers., an important medicinal and aromatic

plant.

Key words
Acinos rotundifolius Pers.; callus; BAP; IBA; TDZ; 2,4-D
Science Code
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BOLUM 1

GIRIS

Bir iilkenin floristik zenginligi, o ililkede yayilis gosteren tiirlerin, 6zellikle de endemik
tiirlerin sayis1 ve cesitli vejetasyon tiplerine sahip olmasiyla dlgiilebilir. Anadolu, birgok
tibbi bitkinin yetigsmesi i¢in uygun iklim ve toprak ozelliklerine sahip olup, yurdumuz bu
nedenle, floristik acidan ¢ok zengindir. Ulkemiz sahip oldugu bitki zenginligi ile kita
Ozelligi gosterirken, mevcut bitkilerin olusturdugu bitki Ortiisti bakimindan da bu
zenginligi devam ettirmektedir (Umay ve Ugurlu, 2010). Tirkiye’de yetisen 9000
civarinda vaskiiler bitki tiiriiyle iilkemiz diinya {lizerinde zengin bir floraya sahiptir. 3000
kadar1 (Ekim vd., 1989) endemik olan bu bitkiler arasinda, Lamiaceae familyasinin hem
endemik hem de tibbi ve aromatik bitkiler agisindan énemi biiyiiktiir. Yeryliziiniin biitlin
bolgelerine yayilmis olan bu familya, 6zellikle Akdeniz bolgesi vejetasyonunun énemli bir

kismin1 olusturur (Lawrence, 1963).
1.1 Lamiaceae (Labiatae) Familyasi

Lamiaceae (Labiatae veya Ballibabagiller), kozmopolit bir dagilim gésteren bir ¢igekli
bitkiler familyasidir. Ozellikle Kuzey yarmmkiirede ve en ¢ok da Akdeniz g¢evresinde
yayilis gosteren, tek ya da cok wyillik, genellikle otsu, nadiren c¢alilar veya
agaclar1 kapsayan (Hyptis) ve nadiren tirmanici (Scutellaria) bir ailedir (Heywood
vd.,1993). Hemen hemen tiim habitat tipleri ve tim yiiksekliklerde yetisebilen Lamiaceae
familyasi iiyelerinin diinyada yayilis gostermedigi ¢ok az bolge bulunmaktadir (Watson ve
Dallwitz, 1978). Hedge (1992) familya iiyelerinin diinya lizerinde ozellikle alti genis
bolgede yayilis gosterdiklerini belirtmistir:

1. Akdeniz ve Glineybat1 Orta Asya

2. Shael’in giineyi, Afrika ve Madagaskar
3. Cin

4. Avustralya

5. Giiney Amerika

6. Kuzey Amerika ve Meksika.



Buna ayrica Symphorematoideae ve c¢ogu Viticoideae tiirlerinin yayilis merkezi olan
Endonezya- Malezya Bolgesi de eklenebilir (Harley vd., 2004; Karabacak, 2009).

Familya tiyeleri ¢ok farkli yiikseklik ve habitatlarda (nemli alan, orman alt1 ve i¢i, step,
kayalik, kurak alanlar, yol ve tarla kenarlar1 gibi) yetisebilirler. Cogunlukla yiiksek
endemizm oranina sahiptirler. Salvia, Scutellaria gibi kozmopolit cinsler diinyanin hemen
her yerinde yayilis gostermektedir. Bu familyaya ait bitkiler genellikle agik arazi
bitkileridir; sadece birka¢ cins tropikal yagmur ormanlarinda yayilis gostermektedir
(Watson ve Dallwitz, 1978). Ornek olarak Gamphostemma cinsi sadece tropikal yagmur

ormanlarinda bulunur (Hedge, 1986).

Lamiaceae familyas1 yaklasik 236 cins ve 6900-7200 tiir igerir. (Heywood vd. 1993;
Raymond vd., 2004). World Checklist of Selected Plant Families’de Lamiaceae
familyasina ait 7534 tiir listelenmektedir (URL-1, 2015). En ¢ok tiir i¢eren cinsler Salvia
(900), Scutellaria (360), Stachys (300), Plectranthus (300), Hyptis (280), Teucrium (250),
Vitex (250), Timus (220) ve Nepeta (200) cinsleridir. (Raymond vd., 2004) . Clerodendrum
cinsi 400'den fazla tiir igeriyordu, ancak 2010°da yapilan diizenlemeden sonra, bu cinse ait

tlir sayis1 yaklasik 150°ye indirilmistir (Yuan vd., 2010).

Lamiaceae familyasi, tilkemizde 45 cins, 546 tiir ve 731 takson ile temsil edilmektedir
(Davis, 1982; Baytop, 1991). Ayni zamanda iilkemiz Lamiaceae familyasi i¢in 6nemli bir
gen merkezi durumundadir ve endemizm oran1 %42°dir (Baser, 1994). Bu 06zelligi
dolayisiyla endemik tiirler acisindan {ilkemizde ilk ii¢ biiyiikk familya arasina girmektedir.
Bu tiirlerin ¢ogunlugu dogal olarak Akdeniz fitocografik bolgesinde yogunlagmaktadir
(Hedge, 1992). Familyanin Uluslararas1 Tehlike Kategorilerine (IUCN) giren ¢ok
tehlikede (CR) ve tehlikede (EN) kategorilerinde de 6nemli sayida taksonu bulunmaktadir
(Ekim vd., 2000).

Yapraklar karsilikli, ¢igekleri iki kanatli, tek bakisimli ve hemen her zaman erdisi, saplart
dort koselidir. Yapraklarinda, kokulu yag salgilayan kiiclik salgi bezleri bulunur.
Dolayisiyla basta nane, kekik, adagayr ve lavanta ¢igegi olmak iizere bu familyaya ait

cigekler bol 1tirl olur.



Bitkilerin genelde tiim organlari aromatik bilesikler igerir. Familya iiyeleri ugucu ve
aromatik yag igermelerinden dolayi, farmakoloji ve parfiim sanayinde de kullanilirlar.
Birgok tiirtinden eterik yaglar elde edilir. Aromatik koku ve lezzetleri ile baharat olarak
kullanilir, ¢ay seklinde tiiketilir ve Coleus gibi bazi cinsler ise siis bitkisi olarak
yetistirilirler. Ev bitkileri olarak taninan Coleus ve Plectranthus renkli ve alacali
yapraklari i¢in tropik iklimlerde dogal ortamda yetistirilmektedir (Watson ve Dallwitz,
1978).

Yurdumuzda yetisen ve ev ilaci olarak kullanilan ugucu yag yoniinden zengin bitkilerin
birgogu Lamiaceae familyasina aittir. Feslegen, nane, biberiye, adacayi, kekik,
mercankosk, ¢ordiik ve lavanta gibi yaygin olarak kullanilan birgok aromatik bitki bu
aileye dahildir.

Ailenin birgok iiyesinin yaygin olarak kiiltliri yapilmaktadir. Bunun sebebi sadece bu
bitkilerin aromatik nitelikleri degil, ayn1 zamanda yetistirilmelerinin kolay olmasidir.
Altmis1 agkin cins 1liman bolgelerde yetistirilmektedir. Bunlarin en iyi bilinenleri Mentha,
Monarda, Nepeta, Origanum, Phlomis, Salvia, Stachys, Thymus ve Ajuga’dir. Ozellikle
Mentha, Origanum, Thymus cinsleri aromatik 6zellikleri nedeniyle gidalarda lezzet verici
olarak kullanilir. Bununla birlikte bazi tiirlerin kiiltiirii yapilmamakta, kullanim i¢in
ozellikle dogal olarak yetisen bitkiler tercih edilmektedir. Ornegin hos kokusu ve
goriintiisiiyle yaygin olarak “Lavanta” adiyla bilinen ve kullanilan Lavandula cinsinden
elde edilen temel yaglar cogunlukla yabani bitkilerden elde edilmektedir. Pogestemon ve
Lavandula cinslerine ait bazi tiirler parfiimeri sanayinde ¢ok sik kullanilmaktadir (Watson

ve Dallwitz, 1978; Baytop, 1991).

Tirkiye’de de dogal olarak yayilis gosteren Thymus, Mentha, Origanum, Salvia gibi
cinsler besin veya baharat olarak tiiketilmektedir (Baytop, 1991). Ajuga genevensis L.,
Ajuga reptans L., Lavandula dentata L., Lavandula lanata Boiss, Lavandula vera DC,
Physostegia virginiena Benth, Monarda fistulosa L., tiirleri yurdumuzdaki park ve

bahgelerde siis bitkileri olarak yer alan tiirlerdir (Oguz ve Yayintas, 1987).

Lamiaceae ailesi bazi galilari, tik gibi bazi agaclari ve bazi sarmasiklar1 da igerir.
Genellikle bir st dudak ve alt dudak goriiniimiindeki tag yapraklar1 sebebiyle aileye

Labiateae adi verilmistir. Bu hala kullanilan bir alternatif isim olmakla birlikte, ¢ogu
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botanik¢iler simdi bu aileyi "Lamiaceae" olarak adlandirmaktadirlar (Hill, 2000). Labiatae
seklindeki isimlendirme ilk kez 1789 yilinda De Jussieu tarafindan kullanilmistir.
Lamiaceae ismi ise ilk kez 1836 yilinda Lindley tarafindan onerilmistir (Hedge, 1992).
Diinyanin belli basli biiyiik ve eski familyalarindandir. Familya ile ilgili fosil kayitlar
yoktur. Kokenini Oligosen’e veya 70-90 milyon yil 6ncesine dayanir (Hedge, 1986).

1.1.1 Lamiaceae (Labiatae) Familyasina Ait Bitkilerin Morfolojisi

Yapraklar genellikle basittir, daima karsilikli olarak ¢ikarlar ve her ¢ift yaprak bir dnceki
ciftle dik ac1 olusturur. Buna “decussate”, “opposite” veya “whorled” ad1 verilir. Govdenin
enine kesiti genelde kare seklindedir, ancak bu ailenin tiim tiyeleri igin gegerli degildir. Bu
dort koseli govde yapist familya icin ayirt edici bir 6zelliktir. Fakat bazi diger bitki
ailelerinde de bu govde kesiti sekli goriilebilir. Ozellikle gdvde kdselerinde iyi gelismis bir
kollenkima dokusu bulunmaktadir (Metcalfe ve Chalk, 1972; Ozérgiicii vd., 1991).

Lamiaceae stomalar1 genel olarak diasitiktir (Segmen vd., 1998).

Cigekler 5 birlesik petal ve 5 birlesik sepal ile bilateral simetrik gériiniimdedir. Yapraklar
stipulasizdir. Basit yapraklar bazen pennat, daima zit (opposit), sekilleri ovat, eliptik,
rotundat yapidadir. Temel ¢igek durumu brakte veya floral yapraklarin koltugunda tasinan
vertisillastrum seklindedir. Ayrica vertisillastrumlar spika, kapitulum (bas), rasemus
(salkim) veya kimoz seklinde diizenlenmis olabilir. Cigekler hermafrodit veya erkek
sterildir. Erkek steril tiirlerin c¢iceklerindeki erkek organlarinin indirgenmis ve steril
olmasindan dolay1 ¢igekler disi ozelliktedir. Mentha, Thymus, Nepeta, Ziziphora gibi
cinslerin birgok tiiriinde bdyle ciceklerin oram1 %50’ye varmaktadir. Boyle ciceklerde

korolla genellikle daha kiigiik ve daha agik renklidir (Watson ve Dallwitz, 1978).

Brakteler yapraklara benzer veya belirgin sekilde farklilagmistir. Brakteoller mevcut veya
eksiktir. Kaliks genellikle 5 loplu, iist lop 3, alt lop 2 dislidir. Kalikste 5 sepal bir ¢an
olusturacak sekilde birlesmistir. Kaliks bazen iki lobludur. Nadiren loplar veya disler 1-1
veya 1-4 seklindedir ya da kaliks aktinomorftur ve disleri yumusak veya dikensi ¢ikintilidir
(Stachys L., Galeopsis L.). Kalikste damarlar 5-20 arasindadir. Tiirlerin ayiriminda bu
damarlarin sayis1 ve baglantilar1 kullanilmaktadir. Cigekler braktelerin veya {ist yapraklarin

koltugunda, genellikle halkalar olusturacak sekilde diizenlenmistir (Metcalfe ve Chalk,



1950; Watson ve Dallwitz, 1978; Davis, 1982; Davis ve Leblebici, 1982; Tekeli , 2006;
Deniz, 2007; Ersoy 2009)

Korolla gamopetal, zigomorfik ve bilabiat, tiipsii, genellikle iist dudak belirsiz (migfer) 2
loplu, diiz ya da ¢ok az konkav, alt dudak genelde 3 loplu, nadiren {ist dudak indirgenmis
ve alt dudak 5 loplu (Teucrium), ya da stte 1 ve altta 4 loplu veya iist indirgenmis belirsiz
2 disli, alt dudak 3 disli (Ajuga) yapidadir. Bazen korolla iki dudakli degildir ve 5 esit dise
ayrilmistir (Mentha L., Lycopus L. ve Lavandula L.). Bu durumda Mentha’da arkadaki iki
disin birlesmesiyle, 4 dis bulunur veya korolla aktinomorftur. Androkeumda arkadaki
stamen iz birakmadan kaybolmustur (nadiren bazi egzotik tiirler disinda). Stamenler
birlesik bes petalden olusan korolla yiizeyine yapisiktir. Petallere birlesik 2 ya da 4 stamen
bulunur. Stamen sayis1 4 ve didinam (ender olarak Mentha’da birbirine esit), ya da stamen
sayist iKidir ve isteki ¢ift genellikle alttaki ¢iftten daha kisadir. Bu durumda indirgenmis
stamen yani staminodlar bulunur (Salvia L., Rosmarinus L.). Didinam tip andrekeumda, 2
biiyiik stamen 6nde (Lavandula L., Melissa L., Thymus L.) veya arkada (Nepeta L.) olur.
Anter tekalar1 2 ya da 1 gozlii, paralel ya da divergent, nadiren (Salvia’ da) konnektiflerin
uzamasiyla birbirinden ayrilmistir. Korolla sekli ve stamen pozisyonu g¢ok degisik
olabilmektedir. Genellikle {ist dudak ve alt dudak arasinda belirgin bir ayrim mevcuttur.
Iliman bolgelerde yayilis gosteren cinslerin ¢ogunda iist dudak kancalidir ve iki lobdan
olusur; alt dudak ise boceklerin nektar emmesine uygun bir platform olusturacak sekilde ii¢
lobludur (Metcalfe ve Chalk, 1950; Watson ve Dallwitz, 1978; Davis, 1982; Davis ve
Leblebici, 1982; Tekeli, 2006; Deniz, 2007; Ersoy 2009).

Ovaryum st durumlu, 2 karpelli ve 4 oviillii, 4 lopludur. Stilus genelde ginobaziktir,
nadiren de ginobazik olmayip, tepede iistten hafifce ikiye yarilmistir (bifiddir). Ginobazik
stilus familya i¢in karakteristik bir 6zelliktir. Meyve 4 nutletli (nadiren daha az), genelde
kuru, nadiren etlidir. Meyvenin 4 nutletli olmasi Lamiaceae familyasi igin tipiktir.
Nutletler 1slatildiginda miisilajli veya degildir. Miisilajli nutlet yapisina sahip cinsler:
Acinos Miller, Dracocephalum L., Elsholtzia Willd.,, Glechoma L., Hyssopus L.,
Lallemantia Fisch. & Mey, Lavandula L., Melissa L., Melittis L., Mentha L., Micromeria
Bentham, Nepeta L., Ocimum L., Origanum L., Prunella L., Rosmarinus L., Salvia L.,
Satureja L., Thymbra L., Thymus L. ve Ziziphora L’dir. Tohumlarda genelde besi dokusu

bulunmaz. Embriyo genelde diizdiir veya nadiren kampilotrop tohum taslagina karsilik



olarak, egri bir embriyo bulunur (Metcalfe ve Chalk, 1950; Watson ve Dallwitz, 1978;
Davis, 1982; Davis ve Leblebici, 1982; Tekeli, 2006; Deniz, 2007; Ersoy 2009).

Trakeler genel olarak demetler seklinde gruplasmistir. Odun yar1 porludur. Trakeler kiiglik
ve genellikle 1smnsal bir bant seklinde yerlesmistir. Perforasyonlar basit gegitli, bazi
cinslerde ise bolmelidir. Parankima ¢ogunlukla 1s1nsal bant seklinde ve paratrakeal tiptedir.
Ismnlar heterojen, bir veya ¢ok siralidir (Ozorgiicii vd., 1991). Geng¢ govdede primer
vaskiiler dokular birer tane koselerde olmak lizere demet halkalarim1i meydana getirir

(Watson ve Dallwitz, 1978).

Lamiaceae familyasina ait bitkiler genellikle biitiin yiizeylerinde tiiylere sahiptir. Bu tiiyler
hem ortii hem de salgi tiiyleri seklindedir. Bu bitkilerin baglica salgi organi olan salgi
tiiyleri generatif organlarda da bulunabilmektedir (Mihalik, 1992). Familya iiyelerinde ¢ok
hiicreli basli kapitat salgi tiiylerinin yaninda degisik tipte tiiylere de rastlanmaktadir
(Ozérgiicii vd., 1991).

Salg: tiiyleri, familyay1 karakterize eden ugucu yaglarin kaynagidir (Ozyurt, 1986).
Lamiaceae bitkilerinde, epidermis hiicrelerinden gelisen salgi tiiyleri, genellikle ugucu
yaglarin sentezlendigi ve biriktirildigi organlardir. Olgun bir salgi tiiyili bir sap ve bir bas
kismindan meydana gelir. Hiicre ¢eperleri ince ve seliiloz yapisindadir. Kutikula ince ve
diizdiir. Salgr maddesi tliylin bas kismindaki hiicreler ile kutikula arasinda toplanir. Bu
bakimdan kutikula olduk¢a siskindir. Bazen kiiciik bir darbe ile kutikula pargalanir ve salgi
disar1 atilir (Ozyurt, 1986).

Genellikle boceklerle bazen de kelebeklerle veya kuslarla ilgili cesitli tozlasma
mekanizmalart mevcuttur. Bunlardan en gelismis olan1 Salvia’da goriilmektedir. Bocek
nektara girisi engelleyen uzun kivrik staminal konnektif dokunun bir ucuna kafasiyla
vurur. Diger ug, eklem yerinin oynakligi vasitasiyla diiser ve bocegin sirtina polen
bulastirir. Lamiaceae’de tozlasma genellikle boceklerle olmaktadir. Fakat uzun korolla
tiipline sahip bazi tiirler kugslar vasitasiyla da tozlasabilmektedir (Watson ve Dallwitz,

1978).



1.1.2 Lamiaceae Familyasinin Kimyasal Yapisi

Lamiaceae familyas1 kimyasal igerik a¢isindan ¢ok zengindir. Familya iiyelerinde
terpenoid, iridiod, fenolik bilesikler ve flavonoidler yaygin bir sekilde bulunur. (Naghibi
vd., 2005). Familya {iyelerinin ¢ogunda ugucu yaglar bulunmaktadir. Ugucu yaglardaki
kisa zincir terpenoidlerin bazilari bu bitkilerin karakteristik koku ve tadini ortaya
cikarmaktadir. Bir¢ok Akdeniz ve Avrupa iilkelerinde iiretimi yapilan veya dogadan
toplanan Thymus, Lavandula, Melissa, Mentha tiirleri degerli ugucu yag kaynaklaridir.
Lavandula cinsine ait tiirler ¢esitli hos kokulu terpenoidler igermektedir ve bu ozellikleri
sayesinde parflimeri sanayisinde kullanilmaktadir. Lebdan diterpenoidleri Ballota, Coleus,
Lagichilus, Leonacite, Marrubium ve Sideritis’ in de yer aldig1 familyanin 20 cinsinde
bulunmaktadir. Ug halkali diterpenoidler Plectoranthus ve diger cinslerin yapraklarinda ve
cigeklerinde bulunmaktadir ve bunlar antioksidan ozelliklere sahiptir. Familya ayrica
biiyiikk oranda fenolik asit igeren bitki tiirlerine sahiptir. Rosmarinik asit Nepetaideae
altfamilyas1 tiirlerinde bulunmaktadir. Ayrica flavonlar, flavanollar, flavanonlar,
dihidroflavanollar ve galkon (chalcones) yapisinda flavonoidler de familyada yer alan
birgok bitkide bulunmaktadir (Naghibi vd., 2005).

Lamiaceae familyasina ait bitkiler tibbi tedavide dnemli bir role sahiptir. Ornegin Thymus
spp.’nin icerdigi thymol antibakteriyel oOzellige sahiptir. ~ Familyanin bir¢ok tiirii
farmakolojik agidan arastinnlmistir ve bu sekilde bir¢ok geleneksel uygulamanin etkinligi

kanitlanmigtir (Naghibi vd., 2005).

1.1.3 Simiflandirma

Lamiaceae familyasi, genellikle 4 koseli olan gbvde yapisi, yapraklarin dekussat dizilisli
olusu, ¢icek durumlarindaki vertisillaster yapisi, kaliks ve korollanin bilabiat olusu,
ginobazik stilus yapisi, 4 nutletli meyve yapisi ile diger familyalardan ayrilir. Anatomik
acidan bag kismu 8 hiicreli olan salgi tiiyii yapisi (labiat tip salgi tiiyll) familya icin
karakteristiktir (Ersoy, 2009).

Lamiaceae familyasinda salgi tliylerinin morfolojisi, dagilimi ve siklig1 subfamilyalar

ayirt etmeye yarayan karakterler olarak kullanilmaktadir (Ascensao vd., 1995). Ayrica bazi



tiirlerin taksonomik iligkilerinin belirlenmesinde tiiy yapisi ve morfolojisi ek bir kriter

olarak kullanilabilmektedir (Isakova, 1972).

Familya i¢indeki cinslerin ayrilmasinda ise: bitkinin tek veya ¢ok yillik olusu, otsu, ¢calimsi
veya aga¢ seklinde olusu, tiiylerin varlig, tiiy tipleri, tiiylerin konumu, durumu ve yapisi,
kaliks boyu ve damarlanma durumu, dislerin yapisi, korollanin bi¢imi ve rengi, korollanin
dudak ve dis yapilarindaki say1 ve sekil farklari, indirgenmis veya korelmis kisimlari,
stamen sayist ve yapisi, stamenlerin korollanin iist dudagina gore konumu ayirt edici
karakterler olarak kullanilir. Thymus, Ziziphora ve Mentha cinslerinde eseysel dimorfizm
goriiliir. Bu cinslerde popiilasyonun %50’sinde erkek verimsizdir. Boyle bir durumda disi
bitkiler genellikle kii¢iik ve daha soluk renkli bir korolla yapisina sahiptir (Watson ve
Dallwitz, 1978; Ersoy 2009)

Tim Lamiaceae ailesi en son 2004 yilinda revize edilmis ve 236 cinse ayrilmistir
(Raymond vd., 2004). Bu siniflamaya gore Lamiaceae yedi alt aileye ve bu alt ailelerin hig
birine dahil edilmeyen on cinse ayrilir. Alt aileler Symphorematoideae, Viticoideae,
Ajugoideae, Prostantheroideae, Nepetoideae, Scutellarioideae ve Lamioideaedir. Herhangi
bir alt aileye ait olmayan cinsler ise Tectona, Callicarpa, Hymenopyramis, Petraeovitex,
Peronema, Garrettia, Cymaria, Acrymia, Holocheila ve Ombrocharis’dir (Harley vd.,
2004).

2004’den sonra siniflamada bazi degisiklikler yapilmistir. Tsoongia, Paravitex ve
Viticipremna cinsleri Vitex’e dahil edilmistir (Bramley vd., 2009). Huxleya cinsi
Volkameria’ya dahil edilmistir (Yuan vd., 2010). Kalaharia, Volkameria, Ovieda ve
Tetraclea , Clerodendrum cinsinden ayrilmistir (Yuan vd., 2010). Rydingia cinsi de

Leucas’dan ayrilmistir (Scheen ve Albert, 2007).

1.2 Acinos Miller Cinsi

Lamiaceae familyasinin bir iiyesi olan Acinos cinsinin diinya lizerinde 10-11 kadar tiirti
kayitl olup, tiim Avrupa’da, Orta Asya’da, Akdeniz’de, Kuzey Afrika ve Kuzey
Amerika’da yayilis gosterir (Bonnier, 1927; Bown, 1995). Acinos ismi Yunanca kiigiik

aromatik bitki anlamina gelen akinos kelimesinden gelmektedir. Kabul edilen tiirlerin



listesi lizerinde botanikgiler arasinda fikir birligi yoktur. IOPI (The International
Organisation for Plant Information) Acinos Miller cinsini 11 tiire ayirmaktadir. Bunlar
Acinos arvensis (Lam.) Dandy, Acinos corsicus (Pers.) Getliffe, Acinos graveolens,
Acinos hungaricus (Simonkai), Acinos majoranifolius (Miller), Acinos orontius (K.Mal’y),
Acinos rotundifolius Pers., Acinos suaveolens (Sm.), Acinos troodi (Post) Leblebici ve
Acinos villosus Jim.Perss. tiirleridir (Stojanovic vd., 2009). Her tiir i¢in kullanilan birden
fazla sinonim mevcuttur. Ulkemizde ise basta Bat1 Anadolu olmak iizere, Anadolu’nun her
yerine yayilmig 5 tiirii kayithidir. Bunlardan biri, endemik 2 alt tiirle temsil edilmektedir
(Davis, 1982; Davis vd., 1988). Bu tiirler Acinos alpinus (L.) Moench, Acinos suaveolens
(Sm.) G.Don fil., Acinos arvensis (Lam.) Dandy ve Acinos rotundifolius Pers. tiirleri ile
Acinos troodi Leblebici subsp. vardaranus Leblebici ve Acinos troodi Leblebici subsp.
grandiflorus Hartvig&Strid alt tiirleridir (Davis, 1982; Davis vd., 1988; Kaya, 1997).

Acinos cinsinin bazi tiirleri kuvvetli veya hafif aromatik Ozellikler gostermekte,
birbirlerinden bu yoniiyle de ayrilabilmektedir. Yine baz: tiirlerin halk arasinda ¢ay olarak
ve tibbi amagla kullanilmasi bakimindan da 6nemlidir. Acinos cinsi iiyeleri siis bitkisi
olarak da kullanilabilirler. Ayrica kurak alanlarin yesillendirilmesinde ve kentlerde
bahgivanlikta da kullanilabilir. Dolayisi ile az sayida tiir igermekle birlikte Acinos cinsi,

ekonomik agidan Lamiaceae ailesinin énemli bir genusunu olusturur.

Acinos cinsi genel olarak, tek veya ¢ok yillik bitkiler olup, siklikla burusuk (krispat) tiiylii
veya ince tiyliidiir (puberulos). Yapraklar1 sapli, eliptik lanseolat (mizraksi) sekilden
orbikular sekile kadar degisir. Yapraklar diiz, 2-5 kivrimli damarli , tam veya testere
dislidir (serrat). Vertisillasterler 1-12 adet olup, floral yapraklarin koltuklarinda yer alir.
Cigekler 2-12 adet olup, sapsiz dorso-ventral olarak basik olan saplardan ¢ikmis sekildedir.
Brakeoller lanseolatdan (mizrak seklinde), subuluta (biz seklinde) kadar degisen sekillerde
olabilir. Kaliks tiipii hafif sigmoid (S seklinde), tabana dogru siskinlesmis (nadiren
kanatli), ortaya yakin kisimlarda daralmis, 13 damarli, hemen hemen iki dudakl
(subbilabiat), bogazi kalin sakal seklinde tiiyliidiir. Korolla glimiisi ya da benzer renkli, tist
dudagin ortasi derin (emerjinat), alt dudak 3 lopludur. Stamenler 4 adettir, alt ¢ift {ist
ciftten uzundur, fakat stamenler korolladan kisadir. Tekalar degiskendir. Stilus boylar1 esit
degildir. Nutletler obovoid ile oblong arasinda degisen sekillerde ve tiiysiizdiir (Aktas,
2001; Ersoy, 2009).



1.2.1 Acinos rotundifolius Pers.

Acinos rotundifolius Pers., degisik kaynaklarda Acinos forminii, Acinos graveolens,
Calamintha exigua, Calamintha forminii, Calamintha graveolens (Bieb.) Benth., Satureja
graveolens Caruel olarak da adlandirilmistir (Stajenovic vd., 2009; URL-2, 2015).

Halk arasinda dag nanesi, filiskin ve kir yarpuzu olarak bilinir. Soguk alginligina karsi ¢ay

olarak kullanilir (Kaya, 1997).

Acinos rotundifolius Pers. bitkisi tek yillik, 2-34 ¢cm boyunda, govdeler dik ya da yiikselici,
dort koseli, genellikle tabandan itibaren dallanmis, yesil ya da morumsu renkli, genellikle
diizensiz dalgali, kivrik ve yogun uzun tiyll, tiyleri 0,1-1,5 mm, salgi tiiyli var veya
eksiktir. Yapraklar yesil, yesil-mor, lanseolat- ovat ya da, obovattan orbikulata kadar
degisen sekillerde, 5-22 x2-16 mm, 2-13 mm’ye kadar sapli, tepede akut ya da mukronat,
kenarda diiz ya da tepeye dogru hafif veya belirgin serrat, tabanda genellikle kuneat-
atenuat, nadiren obtus, damarlanma {ist ylizde belirsiz, alt ylizde belirgin, ortii tiiyleri her
iki yiizde de yogun ya da seyrek, diiz ya da diizensiz dalgali, salgi tiiyleri alt yiizde
genellikle yogun, iist yiizde ise yalniz yaprak tabaninda veya eksiktir. Saplarda az ya da
cok sillidir. Floral yapraklar ovat- obovattan, lanseolata kadar degisen sekillerde, uzunlugu
4,5-25 mm, genisligi 2-13 mm, ¢igekleri asar, 3-12 mm’ye kadar sapli, tepede akut veya
mukronat, kenarda diiz ya da st kisim hafif veya belirgin serrat ve silli, tabanda kuneat-
atenuat, damarlanma, ortii ve salgi tiiyleri bakimindan gévde yapraklar: gibidir. Brakteoller
0,5-1,5 mm, subulat-lanseolat, kenarlar1 sillidir. Cicek durumu vertisillerden olusmus,
uzunca bir halde, versitiller 1-20 tane, 2-20 ¢igekli, aralar1 2-65 mm, ¢i¢ekler 1-5,5 mm’ye
kadar saphdir. Kaliks yesil, bazen yesil-mor, 5-11 mm, kaliks tiipii dik, tabanda belirgin
siskin, bes disli, alt disler iki, 2-3,8 mm, iist disler ii¢, 1-2,5 mm subulat, kenarlar silli, {ist
disler alt disleri astyor, alt dislere paralel ya da geriye kivrik, ortii tiiyleri yogun ve uzun,
krispat, hirsut, salgi tiiyleri yogun olup uzun ya da kisa tiptedir. Korolla kaliks icinde
beyaz, kaliks disinda ise mor-leylak renkte olup alt dudak orta kisimda beyaz iizerine mor
lekeli, tiibiin tist kismi kaliks disinda, 6,5-12 mm boyunda, bilabiat, {ist dudak dik, hafif
emarginat, genisligi 1,2-2,8 mm, uzunlugu 1,8-3,5 mm, alt dudak {i¢ loblu, uzunlugu 1,8-3
mm, genisligi 2,8-5,5 mm, orta lob yan loblardan biraz daha uzun ve genis, ugta obtus-

trunkat ya da nadiren emarginat, kenarlar diiz, dis ylizey tiiylii, tiiyler tiibiin alt kisminda
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daha kisa, dudaklarin altinda salg: tiiylii, alt dudak icte birbirine paralel iki sira uzun ve
kalin tiiyld, tist dudak ince ve seyrek tiiyliidiir. Korolla tiibii kismen ya da tamamen yogun
ya da seyrek tiiyliidiir. Stamenler 4, didinam yapidadir. Filamentler beyaz, alt stamenlerde
0,6-3,5 mm, st stamenlerde 0,1-1,8 mm, tiiysiizdiir. Anterler mor-beyaz, 0,2-1 mm dir.
Ovaryum 0,3-0,5 mm ¢apindadir. Stilus beyaz, ucu mor renkte, 8-13 mm, {ist kisimda
hafif tiiylii, tepede 2 esit olmayan loblu, kisa lob subulat, dik, 0,3-0,5 mm, uzun lob daha
genis ve geriye kivrik olup, 0,8-1 mm dir. Nuks kahverengi, ylizeyi ags1 goriiniimde, 1,5-2
x 0,8-1 mm, obovoid-oblong, diiz, tepede obtus- rotundatdir. Nisan- Agustos aylarinda
cicek acar. Kalkerli, tagh yamaglar, stepler, dere kenarlari, misir tarlalar1 ve nadas tarlalar,
yol kenarlar1 ve kayaliklarda yetisir. 0- 2200 m’ye kadar rakimda yetisir. Giiney Avrupa,
Giiney Rusya, Kafkasya, ve I¢ Asya’da bulunur. Tiirkiye’de ise tim Anadolu’da yaygin
olarak bulunur (Davis, 1982; Davis vd., 1988; Kaya, 1997).

1.2.2 Acinos Cinsinde Sekonder Metabolitler

Lamiaceae familyasi iiyelerinin ¢ogu ugucu yaglar, aromatik yaglar ve benzeri sekonder
metabolitler bakimindan zengindir ve bu sebeple tip, eczacilik, gida, kozmetik ve

parflimeri gibi alanlarda oldukga biiyiik 6neme sahiptir (Baser, 1993).

Kendine has renk, koku, tat ve goriiniime sahip ugucu yaglarda terpenik hidrokarbonlar ve
bunlarin oksijenli tiirevleri ile, organik asitler (benzoik asit, sinnamik asit, setik asit),
fenoller (timol, karvakrol, kavikol), ketonlar (karvon, kafur, pulegon), aldehidler
(benzaldehid, sitral, sinnamik aldehid), esterler (benzil benzoat, bornil asetat, geranil
asetat, fenol esterleri (anethol, eugenol, safrol) ve diger bilesikler (indol, kumarin) bulunur.

Ugucu yaglarin koku ve tadi oksijenli bilesiklerden ileri gelmektedir (Kaya, 1997).

Ucgucu yaglarda 2000’1 askin kimyasal madde tespit edilmistir. Bunlarin %90 kadarim
terpenik maddeler olusturur. Pek azi aromatik tiirevlerin terpenlerle karisimi halindedir.
Diiz zincirli hidrokarbondan olusup kokulu olan ve etken maddeyi olusturanlar ¢ok azdir.
Terpenler iki izopren molekiiliiniin kondensasyonu ile olusurlar ve (CsHg), genel
formiiliine uyarlar. Izopren bir hemiterpendir. Iki izopren molekiilinden olusan on
karbonlu terpenlere monoterpen, ii¢c izopren molekiiliinden olusan onbes karbonlu
terpenlere seskiterpen, dort izopren molekiiliinden olusan yirmi karbonlu terpenlere

diterpen, yirmibes karbonlulara sesterpen, otuz karbonlulara triterpen adi verilir. Otuzdan
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fazla karbon atomu igeren terpenler ise politerpen olarak isimlendirilir (Tyler vd., 1988;
Tanker ve Tanker, 1990).

Ugucu yaglarda 6zellikle monoterpen ve seskiterpenlere sik rastlanir. Ugucu yaglarda
bulunan 150’yi agkin monoterpen ve 1000 kadar seskiterpen yapili bilesik saptanmigtir.
Monoterpenlerden dogada en sik bulunanlari a ve B pinenlerdir ve 6zellikle ¢gam agacinda

bulunurlar; plastik ve parfiimeri sanayinde kullanilirlar (Tyler vd., 1988).

Biitlin bitki metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak bulunan ve ¢ok sayida farkl
nitelik ve miktarlarda ¢esitli fenolik bilesikler mevcuttur (Saldamli, 2007). Bu bilesiklerin
bitkileri bazi1 zararlilara karsi korumada rolleri vardir. Bitkilerin ikincil metabolizma
iriinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler bitkilerde en yaygin bulunan maddeler grubu
olup, glinimiizde binlerce fenolik bilesigin yapisi tamimlanmigtir (Kafkas vd., 2006).
Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, ¢icek, yaprak, dal ve gdvdelerinde
bulunabilirler. Fenolik bilesiklere, beslenme fizyolojisi acisindan olumlu etkilerinden
dolay1 “biyoflavonoid” adi da verilmektedir. Bazi kaynaklarda P faktorii (permeabilite
faktorli) veya P vitamini olarak da adlandirilmaktadirlar (Saldamli, 2007). Ayrica gida
bileseni olarak fenolik bilesikler, enzim inhibisyonuna neden olmalar1 ve degisik gidalarda

kalite kontrol kriteri olmalar1 gibi nedenlerle de 6nem tagimaktadirlar (Saldamli, 2007).

Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki
gruba ayrilirlar. Fenolik asitler de hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olarak iki

gruba ayrilirlar.

Hidroksibenzoik asitler, bitkisel gidalarda genellikle eser miktarda bulunurlar. C8-C1
fenilmetan yapisindadir. Bunlar arasinda salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik asit,
vanilik asit sayilabilir. Hidroksisinamik asitler ise C6-C3 fenilpropan yapisindadirlar.
Fenilpropan halkasina baglanan OH grubunun konumu ve yapisina goére farkli 6zellikler
gosterirler. Bunlar arasinda ; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asitleri
sayilabilir (Saldamli, 2007; Erbil, 2012).

Flavonoidlerin karbon iskeleti ise, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (C6-C3-C6) yapisindadirlar. Yapisal
olarak bes gruba ayrilirlar (Saldamli, 2007; Erbil, 2012):

12



1. Antosiyanidinler

2. Flavonlar ve flavonollar

3. Flavanonlar

4. Katesinler ve lIoykoantosiyanidinler

5. Proantosiyanidinler

Antosiyanidinler dogada serbest halde bulunmazlar, sckerlerle glikozit yapmis olarak
bulunurlar ve antosiyanin adini alirlar. Antosiyanidinler meyve ve sebzelerin pembe,
kirmizi ve mor tondaki ¢esitli renklerini veren suda ¢oOziilebilir nitelikteki renk
pigmentleridir. Antosiyaninler baglanan sekerlere ve baglanma pozisyonuna gore
adlandirilirlar. Antosiyaninler bir aglikon (antisiyanidin), seker ve bazen fenolik ve mindr
organik asitlerden olusur. Seker kismi genellikle ramnoz, galaktoz, ksiloz ve arabinozdan
meydana gelir. Ayrica p-kumarik, kafeik ve ferrulik asit gibi asitlerle de agillenmis olabilir
(Erbil, 2012).

Flavonlar ve flavonollar da Antosiyanidinler gibi sekerlerle glikozit halinde baglanmis
olarak bulunurlar (Saldamli, 2007).

Flavanonlar o6zellikle turunggillerde yaygin olarak bulunurlar. En 6nemlileri naringin,
hesperidin ve naringenindir. Ozellikle elma ve armutlarda bulunan dihidrokalkon

yapisindaki bilesiklerden floretin ve floridzin 6nemlidir (Saldamli, 2007).

Katesinlerin kimyasal yapilari, flavon-3-ol’diir. Katesinler gidalarda yaygin olarak bulunan
flavonoid grubunu olustururlar. Hem kimyasal hem de enzimatik olarak hava oksijeni ile

kolaylikla kondanse olarak proantosiyanidinleri olustururlar (Saldamli, 2007).

Katesinlerden veya l6koantosiyanidinlerden olusan polimerik yapilara proantosiyanidinler
denir. Sadece epikatesin/katesin  kondensasyonu ile olusuyorsa prosiyanidin,
katesin/gallokatesin kondensasyonu ile olusuyorsa prodelfinidin denir. Bitkisel gidalarda
yaygin olarak bulunan proantosiyanidinler, epikatesin ve katesin konbinasyonlarindan

olusan dimerlerdir (Saldamli, 2007).

Fenolik bilesikler bitki ve hayvansal kokenli pek ¢ok gidanin tat ve aromasina katkida

bulunabilirler. Gidalarda acilik ve buruklugun kaynagi olan fenolik bilesiklerin 6nemli bir
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bolimii meyve, sebze ve bunlardan elde edilen iirlinlerin lezzetinin olusmasinda c¢ok
onemlidir. Fenolik bilesikler bazi baharat ve otlarin lezzeti lizerine de etkili olabilmektedir.
Anethol, estragol, eugenol, timol ve karkavol ¢ogu baharat ve otlarin toplam duyusal

karakteristiklerine katkisi olan ugucu fenolik bilesiklerdir (Erbil, 2012).

Acinos tiirleri sekonder metabolitler agisindan oldukg¢a zengindir. Tirkiye’de yetisen
Acinos tiirlerinde A. Kaya (1997) tarafindan, gaz kromatografisi/kiitle spektrometrisi

teknigi ile tespit edilmis olan ugucu yag bilesikleri sunlardir:

a-pinen, B-pinen, limonen, 1,8-sineol, y-terpinen, p-simen, nonanal, 1-okten-3-ol, a-
kubeben, menton, a-kopaen, a-kamfolen aldehit, pentadekan, dekanal, a-burbonen, kafur,
B-burbonen, benzaldehid, a-gurjunen, linalool, linalool-pB-kubeben, oktanol, linalil asetat,
pinokarvon, bornil asetat, hekzadekan B-elemen, B-elemen, B-karyofillen, p-karyofillen-
terpinen-4-ol, alloaromadendren, [-siklositral, tuyopsen, mirtenal, mentol, pulegon,
nonanol, cis-verbenol, trans-pinokarveol, p-menta-1,5-dien-8-ol, trans-verbenol, vy-
gurjunen, heptadekan, heptadekan-a-terpineol, -a-terpineol, y-muurolen, a-terpenil asetat,
leden, borneol, verbenon, germakren-D, o-muurolen, trans-p-ment-2-en-1,8-diol, o-
kadinen, bisiklogermakren, (E)-2-undekenal, dekanol, 6-kadinen, vy-kadinen, oktadekan,
mirtenol, 3,7-guayadien, (E,E)-2,4-dekadienal, tridekanal, B-demaskon, B-demaskenon,
(E)-anethol, trans-karveol, kalamenen, p-simen-8-ol, (E)-geranil-aseton, benzilaseton,
nonadekan, epikubebol, tetradekanal, a-kalakoren-1, 1,5-epoksi salvial-4 (14)-en, siobunol,
kubebol, B-iyonon, 1-endo-burbonanol, 1-dodekanol, , 1-dodekanal , a-kalakoren-II,
izokaryofillenoksit, karyofillenoksit, metil 6jenol, 11-norburbonan-1-on, ledol, germakren
D-4-ol, kubenol, oktanoik asit, 1-epikubenol, globulol, heneikosan, viridiflorol,
hekzahidrofarnesil aseton, spatulenol, hekzahidrofarnesil aseton+ spatulenol, nonanoik
asit, t-kadinol, dokosan, timol, t-muurolol, é-kadinol, trans-a-bergamotol, karvakrol, a-
kadinol, selin-11-en-4-a-ol, okso-a-ylangen, dekanoik asit, dekanoik asit-izofitol, trikosan,
karyofilladienol, izopimaradien, manoiloksit, farnesil aseton, karyofillenol-Il, tetrakosan,
4-isopropil-6-metil-1,2,3,4-tetradihidronaftalen-1-on,  pentakosan, dodekanoik asit,
abietatrien, 9-hekzakosen, hekzakosan, fitol, epi-3-manool, heptakosan, tetradekanoik asit,
oktakosan, pentadekanoik asit, nonakosan, , hekzadekanoik asit, trikontan, a-humulen,
eremofilen, geranilasetat, 2-tridekanon, 8,13-epoksi-15,16-dinorlabd-12-en,
sandarakopimaradien, 1-hegzadekanol, 8-a-13-0ksi-14-en-epilabdan, sabinen, 6-3 karen,

mirsen, mirsen-a-fellandren, a-terpinen, o-tuyen, kamfen, hekzanal, B-fellandren, (E)-2-

14



hekzenal, amilfuran, (Z)-B-osimen, , (E)-B-osimen, 5-metil-3-heptanon, m-simen,
terpinolen, oktanal, tridekan, 3-oktanilasetat, 6-metil-5-hepten-2-on, 1-hekzanol,
alloosimen, 1-oktenil asetat, 6-metil-3-heptanol, (E)-2-oktenal, a-p-dimetilstiren, 1-
heptanol, trans-1,2-limonenepoksit, (A,Z)-2,4-heptadienal, a-ylangen, 2-etil hegzanol, a-
kopaen +o-kamfolen aldehit+ dihidroedulanll, a-kopaen+ pentadekan+ izomenton, a-
kopaent a-kamfolen aldehit, (E,E)-2,4-heptadienal, (E)-2-nonenal, cis-sabinen hidrat,
trans-p-ment-2-en-1-ol, a-trans-B-bergamoten, (EZ)-2,6-nonadienal, 6-metil-3,5-heptadien-
2-on+ timol metil eter, terpinen-4-ol, karvakrol metil eter, 2-okten-1-ol,
alloaromadendren+ cis-dihidrokarvon, trans-dihidrokarvon, (E)-2-dekenal, pulegon+ cis-
verbenol, (E)-p-farnesen, p-menta-1,5-dien-8-ol, &-terpineol, trans-verbenol, p-vinilanisol,
p-menta-1,8-dien-4-ol, a-terpinil asetat, y-muurolen+ borneol, a-muurolen+p-bisabolen, -
bisabolen, geranial, trans-p-ment-2-en-1,8-diol, eremofilen, a-selinen, karvon, (E,E)-a-
farnesen, geranilasetat, geranilasetat+ naftalen, naftalen, B-seskifellandren, metil salisilat,
kadina-1,4-dien, kumin aldehit, mirtenol+nerol, mirtenol, nerol,3,7-guayadien, kabreuva
oksit VI, kalamenen+ geraniol, geraniol, (E)-geranil-aseton+ timil asetat, hekzanoik asit, 1-
metil-naftalen, karvakril asetat, dodesil asetat, geranil isovalerat, (E)-nerolidol, humulen
epoksit-11, kumin alkol, etil hegzadekanoat, sandarakopimaradien, etil linoleat, geranil
linalool, eikosanal, etil linolenat, benzil benzoat, metil pimarat, 3-metil- siklopentanon, 6-
metil-3-heptanol, cis-1,2-limonen epoksit, trans-1,2-limonen epoksit, izomenton, cis-
isopulegon, trans- isopulegon, terpinen-4-ol, p-ment-3-en-8-ol, neoisomentol, piperiton,
perilla aldehit, piperitenon, pentanal, junipen, aromadendren, (Z)-3-hekzen-1-il-benzoat,

nonanoik asit+ t-kadinol, neoizomentol ve asetofenon.

Acinos tiirlerini, essansiyel yag asidi verimi ve kompozisyonu agisindan iki gruba ayirmak

miimkiindiir (Stojanovic vd., 2009):

1. Cok miktarda essansiyel yag asidi sentezleyen, ve 6zellikle de temel bilesen
olarak, pulegon, menton ve isomenton gibi monoterpenlerden zengin olanlar
(A. Majoranifolius, A. Suaveolens).

2. Az miktarda essansiyel yag asidi sentezleyen, ve Ozellikle de temel bilesen
olarak, seskiterpenlerden zengin olanlar. (Bir istisna olarak, bu grupta yer alan
A. Arvensis’in Yunanistan’dan toplanan tiirleri, temel bilesen olarak, pulegon,

menton ve isomenton gibi monoterpenlerden zengindir).
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Acinos tiirlerinden elde edilen seskiterpenler arasinda en fazla germakren-D bulunur. ( Bir
istisna olarak, Jovanovic vd. (2002) A. Hungaricus’da temel bilesenin karyofillen oksit
oldugunu; Skaltsa vd. (1999) ise A. Alpinus’da major bilesenin germakren-A oldugunu
bildirmislerdir.) (Stojanovic vd., 2009; Jovanovic vd., 2002; Skaltsa vd., 1999)

Ayni tiiriin degisik bolgelerden toplanan popiilasyonlarinda essansiyel yaglarin miktar ve
kompozisyonu da degismektedir (Kaya ,1997; Kaya vd., 1999a; Kaya vd., 1999b; Kaya
vd., 1999c).

Jovanovic vd. (2008), A. Hungaricus ve A. alpinus’da kloroform-metanol ekstraktindaki
temel bilesenin linolenik asit oldugunu bildirmistir. a-linolenik asit, bir n-3 essansiyel yag
asidi olup kardiyovaskiiler riski azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica bu bilesigin beyin
iskemisi ve epilepsiye karsi koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir (Stojanovic vd., 2009;
Jovanovic vd., 2008).

Acinos tiirlerinden birgok flavonoid ve flavonoid glikozidi izole edilmistir. Acinos
tirlerinin metanol ekstraktlarinda, en sik rastlanan flavonlar, apigenin, luteolin ve
krisoerioldur. Flavon glikozidleri olarak ise en ¢ok, luteolin-7-O- rutinosid, sinarosid,
linarin ve fortunalin bulunur. Kampferol ve kersetin gibi flavonollara ise daha az rastlanir.
Flavanonlarin glikozidik formlar1 olan, narirutin, hesperidin, neoponsirin, pauserin,
portsirin gibi bilesikler de Acinos tiirlerinde mevcuttur. Flavonoidlerin bir ¢ogu, 7. karbon
atomunda sekerlerle birlesmistir. En sik goriilen monoglikozidler, O-glukozidlerdir.
Diglikozidler arasinda rutinosidler sayilabilir. Gerek flavonoidler, gerekse onlarin
glikozidleri, besin takviyesi olarak kullanilmaktadir. Bu bilesiklerin, kanser, kalp hastaligi,
prostatit, katarakt, allerji, inflamatuar hastaliklar ve KOAH’a karsi koruyucu etkisi

oldugunu destekleyen caligmalar mevcuttur (Stojanovic vd., 2009).

1.3 Bitkilerde Kallus Kiiltiirii

Aseptik kosullarda yapay bir besin ortaminda hiicre, doku veya organ gibi bitki
kisimlarindan kontrollii ¢evre kosullarinda yeni doku, bitki veya bitkisel {iriinlerin
tiretilmesi, bitki doku kiiltiirii olarak adlandirilir. Bitki doku kiiltiirii, bitki biyoteknolojisi
ve bitki genetik miihendisliginde kullanilan temel arastirma metotlar1 arasinda yer alir.

Bitki doku kiiltiirlerine, yeni bitki cesitleri gelistirilmesi ve var olan ¢esitlerde genetik
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degisim olusturulmasinda, kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda, ¢ogaltilmas1 zor olan
tirlerin tiretiminde, tiirler aras1 melezlemelerden sonra embriyo kiiltiirii eldesinde, haploid
bitki iiretiminde anter (polen) veya yumurtalik (oviil) kiiltiiri temininde, somaklonal
varyasyon olusturulmasinda, in vitro seleksiyon, in vitro déllenme, in vitro germplazm
korunmasi, somatik hiicre melezlemesi (protoplast flizyonu), gen transferi, sekonder
metabolit tiretimi, Kimeralar, mikrogogaltim ve sentetik tohum tiretimi gibi bir¢ok degisik
amacla bagvurulmaktadir. Bitki kiiltiirleri bitki 1slah1 uygulamalarinda kullanildig1 gibi,
hastaliksiz bitki tiretiminde de biiyiik 6l¢iide kullanim alan1 bulmustur (Goziikirmizi, 2015;

Babaoglu vd., 2001).

Bitki doku kiiltiirli yapilirken, apikal meristem ve mezofil gibi dokular; kok, gévde ve
yaprak gibi organlar; meristematik hiicreler, kallus hiicreleri gibi hiicre ve hiicre kisimlari
bitkiden ayrilir ve bunlar steril kosullarda yapay besin ortamlari iistiinde in vitro olarak
yetistirilir. Bu sekilde elde edilen degisime agik hiicre ve dokulardan (kallus) yeni bitkiler
yani klonlar ya da bitkisel tiriinler (primer ve sekonder metabolitler) elde edilir. Bitki doku
kiiltiiri galismalarinda bitkiden ayrilarak ortama konulan parcaya eksplant denir. Eksplant,
kiiciik bir bitki olabilecegi gibi organ, embriyo, tek hiicre ve hatta ¢eperi kaldirilmis hiicre
(protoplast) olabilir. Onemli olan eksplanttaki hiicrelerde totipotensi yeteneginin
bulunmasidir. Totipotensi ise zigotta goriilen ve mitoz boliinmelerle somatik hiicrelere

gecen tam bir bitki olusturma 6zelligidir.

Giiniimiizde kiiresel 1sinma ve iklim degisikligi nedeniyle toprak veriminin azalmasi,
stirdiiriilebilir olmayan tarim uygulamalari ile topragin fakirlesmesi, diinya niifusunun hizla
cogalmas1 ve besin ihtiyacinin artmasina paralel olarak, tahillar basta olmak iizere sebze,
meyve ve tiim bitkisel {iriinleri yetistirmek i¢in tarim alanlarinin kisith olmasi, bilim
insanlarini, insanligi bekleyen beslenme sorununu ¢6zmeyi amaglayan arastirmalara
yoneltmistir. Tarimsal sorunlarin ¢oziilmesi i¢in mikrogogaltim, gen aktarimi ile bitkilere
cesitli 6zellikler (kuraklhiga direncli, pestisitlerden etkilenmeyen veya vitamin, protein ve
diger besleyici dgelerce igerigi zenginlestirilmis tahillar vb.) kazandirarak verimi artirmak
gibi biyoteknolojik yollar kullanilmasi sorunun ¢oziimii yolunda atilan en 6nemli adimi

olusturmaktadir.

Tibbi ve aromatik bitkilerin ilag ve kozmetik sanayinde kullanimi da ¢ok yaygindir. Tibbi

bitkilerin ila¢ sanayinde hammadde olarak kullanilmasi, bu bitkilerin dogadan asiri
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miktarda toplanmasina neden olmakta ve tiirlerin nesilleri tehlike altina girebilmektedir.
Bilim insanlar1 bu soruna da biyoteknolojik yontemlerle ¢6ziim Onerileri sunmus Ve
basarili uygulamalarla ilag etken maddesi olan sekonder metabolitler bitki doku veya

hiicrelerince sentezlenmesi saglanmistir (Curtin, 1983).

Kallus kiilttrii kok, govde, apikal meristem, kotiledon, yaprak gibi organlardan alinan
kiiglik parcalarin (eksplant), kallus (bitki yara dokusu) olusturmak igin besin ortamlarina
ekilmesiyle yapilan yontemdir. Kallus olusumu inkiibasyon siiresine, ortam sicakligina,
fotoperiyoda, bitkinin kallus olusturabilme yetenegine gore degisir. Elde edilen
kalluslardan sekonder metabolit {iretimi, siispansiyon kiiltiirii, protoplast kiiltiiri ve

fiizyonu, mikrogogaltim yapilabilir (Yage1 vd., 2008; Yagei, 2011).

Bitki doku ve hiicre kiiltiirii teknikleri kullanilarak yapilan sekonder metabolit iiretiminin
avantajlart sunlardir (Ramachandra-Rao ve Ravishankar 2002; Razdan, 2003; Yagci vd.,
2008; Yagc1, 2011):

. Uretim daha giivenilir, basit ve tahmin edilebilirdir.
. Normalde ana bitkide bulunmayan bilesiklerin iiretilebilmesine olanak saglar.

. Politik, cografik ve mevsimsel engellerden bagimsiz iiretim yapilabilir.

A ow N R

. Karmasik bitki ekstraksiyonlariyla karsilastirildiginda fitokimyasallarin

1zolasyonu daha cabuk ve etkili yapilabilir.

5. In vitro olarak tiretilen bilesikler tiim bitkideki bilesikler ile dogrudan
paraleldir.

6. Tarlada yetisen bitkide istenmeyen bilesikler hiicre kiiltiiriinde elimine
edilebilir.

7. Hiicre kiiltiirleriyle bitkinin kendisinden elde edilen fitokimyasallarin miktari
karsilastirildiginda hiicre kiiltiirlerinden ¢ok daha fazla miktarda {iriin elde
edilebilir, hatta iiretim endiistriyel boyuta taginabilir.

8. Hiicre kiiltiirleri deney kurmak i¢in miikemmel bir modeldir.

9. Hiicre kiiltiiriinde genetik uygulamalara yonelik isaretlemeler ve degisimler
yapilabilir.

10. Temel arastirmalara (6rnegin metabolik ve biyokimyasal yollarin

anlasilmasinda) yol gosterici tayinler yapilabilir.
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11. Ucuz 6ncii molekiiller kullanilarak, yeni bilesiklerin tekli veya ¢oklu enzim

sistemleriyle biyotransformasyonu gergeklestirilebilir.

Bitki doku ve hiicre kiiltiirii teknikleri kullanilarak sekonder metabolit iiretiminin bazi
dezavantajlar1 da vardir. Sekonder metabolit tiretiminde stabil olmayan hiicre hatlari, diisiik
verim, yavas gelisme ve tretimi arttirmada yasanan sorunlar gibi gelistirilmesi gereken
konular bu dezavantajlarin  baslicalarin1  olusturmaktadir (Ramachandra-Rao ve
Ravishankar, 2002).

Bitkilerde sekonder metabolitlerin in vitro {iretimi cosku uyandiran bir alandir (Smith,
1996). Ancak, bu kimyasallarin uygun ekonomik iretimi yiiksek verimli hiicre
kiiltiirlerinin - gelistirilebilmesi ile miimkiindiir (Smith, 1996). Diger yandan doku
kiiltiirleri, dogal bitki pigmentleri ve farmasétiklerin sentezine giden metabolik yollarin
ortaya ¢ikarilmasi amaciyla yapilan laboratuvar ¢alismalarinda da kilit dnemdedir (Smith,
1996). Cesitli tibbi bitkilerde degerli sekonder metabolitler bitki kiiltiirti teknikleri ile in
vitro olarak iiretilebilmektedir (Tripathi ve Tripathi, 2003).

Bitki hiicre kiiltiirleri, biyoaktif sekonder metabolitlerin biyolojik Gneminin in vitro
arastirilmasinda ve bioprocessing uygulamalari icin dogal {riinler iiretiminde de biiyiik

onem tagimaktadir (Walker vd., 2002).

Bitki kaynakli kimyasallar uzun zamandir yetistirilen bitkilerden in vivo olarak elde
edilmektedir, ama gilinlimiizde artik genel egilim bu sekonder metabolitlerin iiretilmesinde
cesitli in vitro kiiltiir teknikleri kullanilmasi yoniindedir (Smith, 1996). Bu in vitro kiiltiir
tekniklerinin bir¢ok avantaji vardir. Bitki iiretimindeki potansiyel siyasi ve cografi
sinirlarin  ortadan kaldirilmasi, iklim kosullarindaki dalgalanmalardan korunulmasi,
hastaliklar, zararlilar ve toprak sorunlarindan kaginilmasi en 6nemli avantajlardir. In vitro
kiiltiir teknikleri kullanilarak, sekonder metabolitlerin ekstrakte edilecegi kallus ve hiicre
stispansiyon kiiltiirleri hizlica elde edilebilir. Buna ek olarak, bitki kaynakli kimyasallar

diisiik maliyetle ve seri sekilde iiretilebilir.

Ayrica, bu triinlerin in vitro iiretimi, kontrollii mikro ¢evre sartlarinda, bitki metabolik

yollarinin derinlemesine arastirilmasi i¢in miikemmel yol olusturmaktadir. Sekonder
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metabolitler, bitki yapraklari ve ciceklerinden elde edilebildigi gibi kallus-hiicreleri ve
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden de elde edilebilirler (Pepin vd., 1995).

Cesitli faktorlerin kallus hiicrelerinde sekonder metabolitlerin birikimine etki ettigi
gosterilmistir. Bunlardan en Onemlisi kiiltiir ortamimin kimyasal yapisidir. Bitki
hormonlari, karbon kaynagi ve konsantrasyonu, azot kaynagi ve konsantrasyonu en dnde
gelen faktorlerdir (Mori ve Sakurai, 1994). Bunun disinda kiiltiir ortaminin fiziksel

durumu, ortamin pH degeri, nem, 1s1k ve sicaklik 6nemli faktorlerdir (Goziikirmizi, 2015).

Sonug olarak, in vitro kosullarda kallus olusumunun saglanmasi, o6zellikle bitkiler
tarafindan {retilen sekonder metabolitlerin {iretimi ve bu metabolitlerin iiretiminin
artirllmasi acisindan biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu nedenle bu calismada birkag farkl
eksplant kullanilarak daha once hi¢ ¢alisilmamis olan Acinos rotundifolius Pers. i¢in kallus

olusum protokolii gelistirmek amaglanmaistir.

20



BOLUM 2

MATERYAL ve YONTEM

2.1 Bitki Materyali

Bu calismada dogal yetisme ortamindan toplanmis olan Acinos rotundifolius Pers.
bitkisinin tohumlar1, bitkisel materyal olarak kullanilmistir. Bitkinin tiir teshisi Firat
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji boliimiinde yapilmustir. Bitki ornegi Firat Universitesi

herbaryumunda mevcuttur.

2.2 Sterilizasyon

Cam malzeme ve ekipmanlarin sterilizasyonu, besin ortami ile hormonlarin sterilizasyonu

ve tohumlarin sterilizasyonu i¢in kullandigimiz teknikler asagida ayr1 ayr1 agiklanmistir.

2.2.1 Cam Malzeme ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu

Kullanilacak petri, erlen gibi cam malzemeler ile pens, bisturi gibi ekipmanlar 160 °C de 4

saat Pasteur firininda tutularak sterilizasyonlart saglanmistir.

2.2.2 Besin Ortam ve Hormon Sterilizasyonu

Bu ¢alismada, kullanilmis olan MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortam1 1,5 atmosfer
basing altinda 121 °C de 20 dakika tutularak sterilizasyon saglanmistir. Besin ortamlarinin
1,5 atmosfer basing altinda 121 °C de 25 dakika tutulmalar1 sonucunda besin ortamlarinin
karamelize oldugu goriilmiistiir. Hormonlarin stok soliisyonlar1 hazirlanarak bunlardan
IBA ve TDZ’ nin yapisi sicaklik etkisiyle bozulacagindan filtre sterilizasyonu sonucu besin
ortammma otoklavlama sonrasinda eklenmistir. 2,4-D ve BAP ise besin ortami
otoklavlanmadan once ilave edilmis ve besin ortamiyla birlikte sterilizasyona tabi

tutulmustur.
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2.2.3 Tohumlarin Sterilizasyonu

Her bitki tohumunun yiizeysel olarak bakteri, mantar ve benzeri organizmalardan
temizlenebilmesi i¢in gerekli dezenfektan dozu ve sterilizasyon stiresi farklidir. Dolayisiyla
en uygun dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresinin belirlenmesi onemlidir (Yildiz,
2000). Tohum yiizey sterilizasyonunda hidrojen peroksit, civa, giimiis nitrat ve
antibiyotikler kullanilabilir. Ancak ticari sodyum hipoklorit (¢camasir suyu) en yaygin
kullanima sahiptir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Tohumlarinin yiizey sterilizasyonunda % 100
ticari camasir suyu (ACE-Tirkiye, % 5 NaOCl) ile 20 dakika muamele edilmistir. Bu siire
sonunda tohumlar 3 defa steril saf sudan gegirilerek durulanmistir. Durulanan tohumlar MS
ortaminda ¢imlenmeye almmistir. Bu sterilizasyon sekli sonunda kontaminasyon

gbzlenmemistir. Bu nedenle ¢alismada bu yontemin kullanilmasi tercih edilmistir.

2.3 Biiyiime Ortamlan ve Kiiltiir Kosullari

Denemelerde MS mineral tuz ve vitaminleri ile % 3 sukroz iceren ve % 0,65 plant agar ile
(Duchefa) katilastirilan temel besin ortami kullanilmistir (Tablo 1). Ortam hazirlandiginda
cift distile saf su kullanilmig olup, gerektiginde (2,4-D ve BAP kullaniminda) besin
ortamina farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri ilave edilmistir. Besin
ortaminin pH’st 1 N NaOH ve 1 N HCI kullanilarak 5,8’¢ ayarlanmigtir. Tim kiiltiirler
16/8 1s1k/karanlik fotoperyodunda 500 pmol m-=2sec~! beyaz floresans 1siklandirmasinda
iklim dolabinda 2442 °C sicaklikta inkiibe edilmislerdir. Denemeler 3 tekerriirlii olacak

sekilde planlanmis ve bu tekrarlarin standart sapma degerleri hesaplanmaigtir.

2.4 Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

Calismada kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri Duchefa sirketinden temin edilmistir.
Bitki biiylime diizenleyicileri uygun ¢oziiciilerde ¢ozdiiriildiikten sonra istenilen miktarda
ve oranda stok soliisyonlari hazirlanmistir. Hormonlardan IBA ve TDZ’nin yapist 1s1
etkisiyle bozuldugu icin ortamlar steril edildikten sonra, filtre sterilizasyonuna tabi
tutularak ortama ilave edilmistir. Stok ¢ozeltiler 1g/L olarak hazirlanmistir. Calismanin
amacina uygun konsantrasyon ayarlanarak ortama ilave edilmistir. 2,4-D ve BAP ise

ortamlar otoklavda steril edilmeden Once ilave edilmistir. Hazirlanan hormonlarin stok
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soliisyonlar1 +4 °C de saklanmistir. Kullanilacak bitki biiyiime diizenleyicilerinin gesit ve

konsantrasyonlart literatiirden yararlanilarak belirlenmistir.

2.5 Acinos rotundifolius Pers. Tohumlarimin in Vitro’ da Cimlendirilmesi

Yiizey sterilizasyonundan sonra tohumlar steril magentalar icerisinde %3 sukroz iceren ve
%0,65 agar ile katilastirllan MS besin ortaminda 2442 °C de g¢imlendirilmistir. Bu
calismada kotiledon bogum ve hipokotil eksplantlar1 tohumlarin ¢imlenmesinden sonra

gelisen fidelerden eksplant olarak kullanilmak iizere alinmistir.

2.6 Kotiledon Bogum ve Hipokotil Eksplantlarimn In Vitro’ dan Elde Edilen

Fideciklerden izolasyonu

Kotiledon bogum ve hipokotil eksplantlar1 steril sekilde yetistirilen fidelerden elde
edilmistir. Bu eksplantlar birkag mm uzunlugunda pargalara ayrilarak kallus olusum
ortamina aktarilmistir. Steril magentalar igerisinde MS besi ortaminda uygun bitki biiyiime
diizenleyicileri konsantrasyonlar1 eklenerek 16/8 1sik/karanlik fotoperyodunda 500 pmol
m-2sec~! floresans 1siklandirmasinda iklim dolabinda (Fitotron, Sanyo, Gellenkamp PLC,

UK) inkiibe edilmistir. Biitiin calismalar steril hava akisli kabin igerisinde yapilmustir.

23



Tablo 1: Temel Murashige ve Skoog (1962) (MS) ortami

Bilesikler
CaCI2.2H20

KNO3

NH;NO;
KH,PO,
MgSO,47H,0
MnSQO,4.4H,0
ZnS04.7H,0
H3BO3

KI
CuS04.5H,0
Na;Mo00,4.2H,0
CoCl,.6H,0
Na,EDTA.2H,0
FeS0O,4.7H,0
Glycine
Nicotinic Acid
Thiamine-HCI
Pyridoxine-HCI
Myo-inositol

Konsantrasyon (mg/l)

440
1900

1650
170
370
22,3
8,6
6,2
0,83
0,025
0,25
0,25
37,3
27,8
2,0
0,5
0,1
0,5
100
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BOLUM 3

BULGULAR

Bu c¢alismada Acinos rotundifolius Pers. bitkisinin tohumlar1 in vitro ortamda
cimlendirilmis, 10 gilinliik fidelerden alinan kotiledon bogum ve hipokotil kisimlari
eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Kotiledon bogum eksplantlar1 0,04, 0,08, 0,12, 0,16,
0,2, 0,24, 0,28, 0,32 mg/L TDZ ve 0,2 mg/L IBA igeren MS besin ortaminda, hipokotil
eksplantlar1 ise 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 mg/L BAP ve 0,5 mg/L 2,4-D iceren MS besin
ortaminda kiiltliire alinmistir. Bu hormon konsantrasyonlarinin kallus olusum orani, siirglin
olusum orant ve kallus agirhigr iizerindeki etkileri gozlemlenmistir. TDZ ve IBA
konsantrasyonlarinin kotiledon bogum eksplanti tizerindeki etkileri Tablo 2 de, BAP ve
2,4-D konsantrasyonlarinin hipokotil eksplanti1 {izerindeki etkileri ise Tablo 3 de

gosterilmistir.

Tablo 2: TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin kotiledon bogum eksplanti iizerindeki etkileri.

Hormonlar Kallus  olusum Rejenere siirgiin  Kallus agirhigi
orant (%) oran1 (%) (mg)*

TDZ (mg/L) IBA (mg/L)
0,04 0,2 %100 0 463,40+1,66
0,8 0,2 %100 0 446,20+2,54
0,12 0,2 %100 0 435,90+1,57
0,16 0,2 %100 0 286,30+1,65
0,2 0,2 %100 0 274,60+0,07
0,24 0,2 %100 0 249,80+1,36
0,8 0,2 %100 0 232,51+0,70
0,32 0,2 %100 0 216,27+0,49

* En az lig tekrarla elde edilen ortalama+ standart sapmay1 ifade etmektedir.

Kullanilan biitiin  hormon konsantrasyonlarinda, kotiledon bogum eksplantlarinin
tamaminda %100 oraninda kallus olusumu goézlenmis olup siirglin rejenerasyonunun

olugmadig: tespit edilmistir (Sekil 1). Kallus agirligr agisindan en verimli ortamin 0,04

25



mg/L TDZ + 0,2 mg/L IBA igeren MS besin ortami oldugu, bu ortamda 463,40+1,66 mg
agirliginda kallus olusumu oldugu gozlemlenmistir. TDZ miktarindaki artisa bagli olarak
kallus agirliginda azalmanin oldugu tespit edilmistir. 0,08 mg/L TDZ+0,2 mg/L IBA igeren
MS besin ortaminda 446,20+2,54 mg agirliginda, 0,12 mg/L TDZ+0,2 mg/L IBA igeren
MS besin ortaminda 435,90+1,57 mg agirliginda, 0,16 TDZ+0,2 mg/L IBA igeren MS
besin ortaminda 286,30+1,65 mg agirliginda, 0,2 TDZ+0,2 mg/LL IBA igeren MS besin
ortaminda 274,60+0,07 mg agirhiginda, 0,24 TDZ+0,2 mg/LL IBA iceren MS besin
ortaminda 249,80+1,36 mg agirliginda, 0,28 TDZ+0,2 mg/L IBA igeren besin MS
ortaminda 232,51+0,70 mg agirliginda, 0,32 TDZ+0,2 mg/L IBA igeren MS besin
ortaminda 216,27+0,49 mg agirhiginda kallus olusumunun oldugu belirlenmistir.
Kullandigimiz TDZ ve IBA konsantrasyonlarinin kotiledon bogum eksplantinda, kallus
olusumu ig¢in iyi bir kallus olusum protokolii olusturdugu ancak siirgiin rejenerasyonunun
bu kombinasyonlarda gézlenmemesinden dolayi, siirglin olusumu i¢in iyi bir kombinasyon

olmadigi sonucuna varilabilir.
Hipokotil eksplantlar1 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 mg/L BAP ve 0,5 mg/L 2,4-D igeren MS besin

ortaminda kiiltiire alinmig olup hormon Konsantrasyonlarinin kallus olusumu orani, siirgiin

olusum orani ve kallus agirligi tizerindeki etkileri Tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo 3: BAP ve 2,4-D konsantrasyonlarinin hipokotil eksplanti izerindeki etkileri.

Hormonlar Kallus  olusum Rejenere siirgiin - Kallus agirhg:
oran1 (%) orani (%) (mg)*

BAP(mg/L) 2,4-D (mg/L)

1 0,5 %100 0 479,28+0,96
2 0,5 %100 0 452,18+1,26
3 0.5 %100 0 361,86+0,72
4 0,5 %100 0 395,48+2,03
5 0,5 %100 0 3083,16+1,63
6 0,5 %100 0 252,09+0,47
7 0,5 %100 0 201,06+1,80
8 0,5 %100 0 196,37+1,05

* En az lig tekrarla elde edilen ortalama# standart sapmayi ifade etmektedir.

Kullanilan biitiin hormon konsantrasyonlarinda, hipokotil eksplantlarinda kallus olusumu
%100 oraninda olup, bu konsantrasyonlarda siirgiin rejenerasyonu olusmamistir (Sekil 2).
Kallus agirliklarina bakildiginda en agir kalluslarin 1 mg/L BAP+0,5 mg/L 2,4-D igeren
MS besin ortaminda 479,28+0,96 mg agirliginda oldugu belirlenmistir. BAP
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak kallus agirliginin azaldig1 ancak 4 mg/L BAP+0,5
mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminin bir istisna olusturdugu goézlemlenmistir. 2 mg/L
BAP+0,5 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda 452,18+1,26 mg agirliginda, 3 mg/L
BAP+0,5 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda 361,86+0,72 mg agirliginda, 4 mg/L
BAP+0,5 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda 395,48+2,03 mg agirhiginda, 5 mg/L
BAP+0,5 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda 303,16+1,63 mg agirliginda, 6 mg/L
BAP+0,5 mg/L 2,4-D iceren MS besin ortaminda 252,09+0,47 mg agirliginda,7 mg/L
BAP+0,5 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda 201,06+1.80 mg agirliginda, 8 mg/L
BAP+0,5 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda 196,37+1,05 mg agirliginda kallus
olusumunun oldugu gozlemlenmistir. Kullandigimiz BAP ve 2,4-D konsantrasyonlarinin
hipokotil eksplantinda kallus olusumu i¢in iyi bir kallus olusum protokolii olusturdugu
ancak siirgiin rejenerasyonunun bu kombinasyonlarda gézlenmemesinden dolayi, siirgiin
rejenerasyonu i¢in iyl bir hormon kombinasyonu olusturmadigi sonucuna ulagilabilir.
Hipokotil ve kotiledon bogum eksplantlari, kallus agirliklar1 agisindan karsilastirilacak

olursa genel olarak hipokotil eksplantindan daha agir kalluslarin olustugu belirlenmistir.
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Tedavi amagh kullanilan tibbi ve aromatik bitkilerin kiiltlirii cok az yapilmakta olup dogal
yetisme ortamlarindan toplanilmaktadir. Eczacilik sanayinde de ilag etken maddesi olarak
tibbi ve aromatik bitkilerden biiyiik oranda yararlanilmaktadir. Bu ¢alismamizda tibbi ve
aromatik bir bitki olan Acinos rotundifolius Pers.’in kotiledon bogum ve hipokotil kisimlari
eksplant kaynagi olarak kullanilip farkli oranlardaki TDZ-IBA ve BAP-2,4-D
kombinasyonlarinin etkisiyle in vitro kallus olusumu igin ilk defa bir kallus olusum
protokolii gelistirilmistir. Bu protokoliin 6nemli bir tibbi ve aromatik bitki olan Acinos
rotundifolius Pers.’in sekonder metabolitlerinin biiyiik Slgekli iiretiminde de iyi bir

protokol olacagini iimit etmekteyiz.
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Sekil 1: 0,32 mg/L TDZ+0,2 mg/L IBA igeren MS besin ortaminda kotiledon bogum
eksplantindan olusan kalluslar (A).0,08 mg/L TDZ+0,2 mg/L IBA igeren MS
besin ortaminda kotiledon bogum eksplantindan olusan kalluslar (B). 0,04mg/L
TDZ+0,2mg/L IBA igeren MS besin ortaminda kotiledon bogum eksplantindan
olusan kalluslar (C).
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Sekil 2: 1 mg/L BAP+0,5 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda hipokotil eksplantindan
olusan kalluslar (D). 8 mg/L BAP+0,5 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda
hipokotil eksplantindan olusan kalluslar (E).
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BOLUM 4

TARTISMA

Lamiaceae familyasinin hem endemik hem de tibbi ve aromatik bitkiler agisindan 6nemi
biiyiiktiir. Bu familyaya ait olan Acinos Miller cinsi ¢ok sayida dnemli sekonder metabolit
sentezlemekte olup (Kaya ,1997; Kaya vd., 1999a; Kaya vd., 1999b; Kaya vd., 1999c),
Acinos tiirleri bircok Akdeniz iilkesinde tibbi bitki olarak kullanilmaktadir (Stojanovic vd.,
2009). Bu cinse ait bitkilerin halk tibbinda antiemetik, antiinflamatuar, analjezik,
antiseptik, ditiretik, antidiyareik, sindirim diizenleyici, antiastmatik, kilo verdirici,
stimiilan, afrodiziak, antivertigo, tasit tutmasina karsi proflaktik, antimigren, agiz
antiseptigi, antiromatizmal, sedatif, spazmolitik, antidiyabetik, safra kesesi sikayetlerini
yatistirict ve dismenoreyi giderici olarak kullanildigi bildirilmistir (Karousou vd., 2007;
Bown, 1995). Acinos tiirlerinin tibbi bitki olarak kullanimini destekleyen yeterli

biyokimyasal ve klinik ¢alisma yapilmamistir (Stojanovic vd., 2009).

Kaya (1997), Acinos rotindofolius’un kompleks bir tiir oldugunu ve degisik bolgelerden
toplanan orneklerde gaz kromatografisi/ kiitle spektrometrisi teknigi ile yapilan ugucu yag
analizi sonuglariin biiyiik olgiide farklilik igerdigini tespit etmistir. Germakren D ve
hekzadekanoik asit ana bilesikler olmakla birlikte, 6rneklerin birgogunda tanimlanamayan
cok sayida bilesik oldugu sonucuna varilmistir. Sivrihisar, Arag, ve Susurluk’dan toplanan
orneklerde tanimlanabilen bilesik yiizdeleri sirasiyla % 65,34, 72,86, 81,51 diizeyinde
kalmistir. Yeni veya tanimlanamamis bilesiklerin varligi bu tiir lizerinde daha kapsamli
arastirmalar yapilmasi gerektigini gostermektedir. In vitro kosullarda kallus olusumu
saglamak oOzellikle bitkiler tarafindan {iretilen sekonder metabolitlerin {iiretimi, bu
metabolitlerin {iretiminin artirilmasi ve tanimlanabilmesi agisindan biiyiik bir Oneme
sahiptir. Bu nedenle bu ¢alismada kotiledon bogum ve hipokotil eksplantlari kullanilarak
daha once hi¢ ¢alisitilmamis olan Acinos rotundifolius Pers. igin kallus olusum protokolii

gelistirmek amaglanmistir.

In vitro kallus olusturma protokolii her bir tiiriin her eksplanti i¢in, besleyici ortam,
sicaklik, 1s1k, kiiltiir siiresi ve gerekli fitohormonlar agisindan farklilik gosterir. Bu
calismada dogal yetisme ortamindan toplanmis olan Acinos rotundifolius Pers. bitkisinin

tohumlari, bitkisel materyal olarak kullanilmistir.

31



Birgok tibbi bitkide degerli sekonder metabolitlerin eldesi amaciyla kallus olusumunu
saglamak ve bunun i¢in en iyi sonug¢ veren hormon konsantrasyonlarini belirlemek biiytik
Onem tasimaktadir. Literatiirde cesitli sitokinin ve oksin kombinasyonlarmin kallus
olusumu Tlzerine etkilerini degerlendiren ve en uygun kallus olusturma protokoliinii

arastiran 6nemli sayida ¢alisma mevcuttur.

Negi (2011), kanser tedavisinde kullanilan vinkristin, vinblastin ve vindisklinin elde
edildigi Catharanthus roseus bitkisinde en verimli kallus olusturma protokoliinii
belirlemek amaciyla, sitokininler grubundan Kinetin ve BAP ile oksinler grubundan [AA,
IBA, NAA, ve 2,4-D hormonlarinin g¢esitli kombinasyonlarinin etkilerini aragtirmistir. MS
besin ortaminda yapilan ¢alisgmada, 1mg/L Kinetin veya 1mg/L BAP ile birlikte 1mg/L
2,4-D veya 1mg/L IAA kullanimimin iyi sonu¢ verdigi tespit edilmistir. Ayrica 2mg/L
Kinetin veya 2mg/L BAP kullanilan tim kombinasyonlar ile 0,5 mg/L 2,4-D veya 0,5

mg/L 1AA kullanilan tiim hormon kombinasyonlarinda yesil kallus olusumu gézlenmistir.

Catharanthus roseus bitkisini arastiran diger bir grup ise en verimli kallus olusturma
protokoliiniin 1,5 mg/L 2,4-D ve 0,5 mg/L Kinetin ile olustugunu bildirmislerdir (Saifullah
ve Khan, 2011). Bizim sonuglarimiz da 1mg/L BAP + 0,5 mg/L 2,4-D kombinasyonunun
Acinos rotundifolius Pers. bitkisinde kallus olusumunda en etkili kombinasyon oldugunu
gostermektedir. En etkili BAP konsantrasyonunun 1 mg/L olmasi seklindeki bulgumuz

Negi ile uyugmaktadir.

Ahmad ve arkadaglar1 (2010), Ruta graveolens L. bitkisinde 10 uM 2,4-D kullanimu ile
maksimum kallus olusumu gozlemlemis, artan ve azalan 2,4-D konsantrasyonlarinda
kallus olusumunun azaldigini bildirmislerdir. Degisik konsantrasyonlarda tek baslarina
veya kombinasyon halinde, 2,4,5-trichlorophenoxyacetic asit (2,4,5-T), 2,4-
dichlorophenoxy acetic asit (2,4-D), 6-benzyladenine (BA), kinetin, indole-3-acetic asit
(IAA), indole-3-butyric acid (IBA), a-naphthalene acetic asit (NAA) kullaniminin
arastirlldigt  ¢alismada maksimimum kallus indiiksiyonunun 10 uM 2,4,5-
trichlorophenoxyacetic asit (2,4,5-T) iceren MS ortaminda oldugu bulunmustur.
Sitokininlerden BA’nin kallus indiisiyonunda kinetinden daha etkili oldugu bulunmustur.
2,4,5-T hormonunun in vitro kallus olusumuna etkisi literatiirde ¢ok az arastirmaya konu
olmustur. Bu yiizden Acinos rotundifolius Pers. dahil olmak {izere diger bitkilerde de 2,4,5-

T etkisi ile kallus olusumunun arastirtlmasinda yarar vardir.
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Nurul vd. (2013), geleneksel Cin tibbinda kullanilan bir bitki olan Goji (Lycium barbarum)
yaprak ve nodal eksplantlarinda g¢esitli BAP ve 2,4-D kombinasyonlarinda Kkallus
olusumunu incelemis, 0,3 mg/L 2,4-D ile birlikte 0,1 veya 0,3 mg/L BAP kullanilan MS
ortaminin yaprak eksplantlarinda, 0,1 mg/L BAP ile birlikte 0,3 veya 0,5 mg/L 2,4-D

iceren MS ortaminin ise nodal eksplantlarda en iyi sonucu verdigini bulmuslardir.

Vinothkumar vd. (2006), Hindistan’da oksiiriige kars1 kullanilan Pseudarthira viscida (L.)
Wight and Arn. bitkisinde 0,2-1 mg/L lik BAP konsantrasyonlari1 ile kallus olusumu
izlendigini, en fazla kallus olusumunun 0,2 mg/L konsantrasyonunda olustugunu, diisiik

BAP konsantrasyonlarinda siirglin gelisimi olmadigini bildirmislerdir.

Mukherjee vd. (2013) Hindistan’da yetisen ve agir metalleri ortamdan uzaklastirma
calismalarinda inceleme konusu olan Clerodendrum indicum (L.) bitkisinde NAA+Kinetin
ve 2,4-D+ Kinetin kullaniminin sonuglarini degerlendirmisler ve kallus formasyonu igin en
uygun kombinasyonun 1 uM NAA + 3,0uM Kinetin ve 0,5 uM 2,4-D + 3,0 uM Kinetin

oldugunu bulmuslardir.

Sinha ve Bandyopadhyay (2011), Endonezya’da aft ve hemoroid tedavisinde kullanilan
tibbi bir bitki olan Ipomoea obscura (L.) Ker-Gawl’da kallus olusturma amaciyla 0,5-10
mg/L IAA+5-10 mg/L BAP, 0,5-10 mg/L IBA+5-10 mg/L BAP, 0,5-10 mg/L NAA+1,25-
10 mg/L BAP, 0,5-10 mg/L 2,4-D+10 mg/L BAP kombinasyonlarinin etkisini
arastirmiglardir. Yaprak eksplantlarinda en iyi kallus olusumunun 10 mg/L 2,4-D+10mg/L

BAP ile olustugunu gézlemisler, nodal eksplantlardan kallus elde edememislerdir.

Bae vd. (2012) Kore’de yetisen ve nesli tikkenme tehlikesi altinda olan, Iris dichotoma Pall.
bitkisinde kallus olusturmak tizere yaptiklari ¢alismada, 0-3 mg/L 2,4-D kullaniminin ve 0-
3 mg/L NAA kullaninminin etkisi aragtirilmistir. En yiiksek kallus olusum orani yaprak
eksplantlarinda 1 mg/L 2,4-D ile 10,2%, 0,5 mg/L NAA ile 11,6% oraninda, rhizom
eksplantlarinda 0,1 mg/L 2,4-D ile 73,8%; 0,5 mg/L 2,4-D ile 73,7%, 1 mg/L NAA ile
90,4% oraninda, kok eksplantlarinda 0,1 mg/L 2,4-D ile 45,5% ve 0,1 mg/L NAA ile
51,4% oraninda elde edilmistir. En biiylik kallus uzunlugu 3 mg/L NAA kullanimu ile elde

edilmistir.
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Brezilya savanlarinda yetisen bir agac olan ve halk tibbinda skatrizan olarak kullanilan
Euphorbiaceae ailesinden Croton urucurana Baill.’de kallus olusturma amactyla yapilan
bir calismada, 2,4-D oksininin 4,0 mg/ L konsantrasyonda BAP yoklugunda en iyi kallus
olusumunu sagladigi, ortama 2 mg/L BAP eklendiginde kallus olusumunun daha az ve
agirliginin degisken oldugunu bulunmustur (Lima vd., 2008). Aymi sekilde Santos vd.
(2005) de Salix humboldtiana’da kallus olusturmak ic¢in en iyi protokolin 4 mg/L
konsantrasyonda 2,4-D kullanimi oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda da 2.4-D

kullanilmas1 kallus olusumunu saglamistir.

Bizim ¢alismamiz da Nurul vd. (2013) ile ve Vinothkumar vd. (2009) ile uyum igindedir.
Hipokotil eksplantlarimizda 0,5 mg/L 2,4-D kullanilmis ve Acinos rotundifolius Pers.
bitkisi igin 1-8 mg/L BAP ile kombine edildiginde 100% oraninda kallus olusumu
gozlenmistir. En yiiksek kallus agirligi 1 mg/L BAP + 0,5 mg/L 2,4-D kullanimu ile elde
edilmistir. Ayrica Lima’nin ve Santos’un dnerdigi sekilde BAP igermeyen ve degisik 2,4-

D konsantrasyonlarinin ¢alisilmasi da gereklidir.

Ozias-Akins ve Vasil (1983), Triticum aestivum (bugday) bitkisinde Gamborg BS5
ortaminda 2,4-D’nin farkli miktarlarinin (0; 0,4; 1,0; 4,0 ve 8,0 mg/l) kallus olusumu ve
gelisimi iizerine etkilerini aragtirmiglardir. Bulgularina gore 2,4-D miktarindaki artisla
birlikte eksplant bagina kallus taze agirligi ve hiicre sayis1 artmaktadir. 2,4-D’nin 2 mg/L
ve daha ytliksek miktarlarinda kalluslarin diizensiz biiyiidiikleri, ancak hiicre boliinmesinin
arttigi, ayn1 zamanda kallus olusumu ve gelisimi i¢in 2 mg/L 2,4-D miktarinin optimum

oldugu bildirilmistir.

Ozdemir ve Tiirker (2014a) tarafindan yabani aspir (Carthamus persicus Wild) bitkisi ile
yapilan bir calismada eksplant kaynagi olarak siirgin uglart kullanilmis,  kallus
olusumunun en fazla 1 mg/L BAP + 1 mg/L NAA ve 2 mg/L BAP + 1 mg/L NAA igeren
MS besin ortaminda oldugu, siirgiin rejenerasyonu i¢in en uygun ortamin 0,50 mg/L BAP
+ 0,25 mg/L NAA igeren MS besin ortam1 oldugu; eksplant basina diisen ortalama siirgiin
sayisi, slirglin uzunlugu, eksplant basina diisen ortalama kok sayist ve ortalama kok
uzunlugu ag¢isindan en verimli ortamin 0,50 mg/L BAP+ 0,25 mg/L NAA igeren MS besin
ortamimin oldugu belirlenmistir. Aym1 yazarlar 16 Lens culinaris Medik. (mercimek)
cesidinin bes farkli eksplantini kullanilarak Murashige ve Skoog (MS) ortaminda farkli
bitki biiylime diizenleyicileri (BBD) ile yaptiklari ¢alismada kotiledon eksplantlarinda 4
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mg/L BAP ile 16 gesidin altisinda kallus elde ederken, 4 mg/L BAP+ 1mg/L 2,4-D ile 16
cesitten 15 inde kallus olusumu gdzlemislerdir (Ozdemir ve Tiirker, 2014b).

Zheng vd. (1998) Allium cepa’da kallus olusumunda en 6nemli faktoriin besin ortamindaki
2,4-D konsantrasyonu oldugunu bildirmislerdir. Bizim de ¢alismamizda da 2,4-D igeren

MS besin ortaminda kallus elde etmemiz bu bulguyu desteklemektedir.

Jabeen vd. (2006), Himayala bolgesinde, Kasmir- Kumaon arasinda yetisen tibbi bir bitki
olan Aconitum heterophyllum’da 2,4-D hormonunun 0,1-0,4 mg/L konsantrasyonda kallus
olusumuna yol actigini, NAA kullanimimin ise kallus olusumu i¢in daha yliksek
konsantrasyonda (0,6 mg/L) etkili oldugunu, fakat bu yiiksek konsantrasyonda
kullanildiginda tiim 2,4-D deneylerine goére daha yiliksek oranda kallus olusumu
gozlendigini tespit etmislerdir. Nodal segmentlerden yapilan kiiltiirlerde, BAP (1 mg/L) ve
NAA (1 mg/L) kombinasyonunun siirgiin rejenerasyonuna yol agtigini, fakat BAP (1
mg/L) ve 2,4-D (1 mg/L) kombinasyonunun siirgiin rejenerasyonunda basarisiz oldugunu
bildirmislerdir. Bu sonuglar bizim bulgularimiz ile uyum igindedir. Hipokotil
eksplantlarimizda 1-8 mg/L BAP ve 0,5 mg/L 2,4-D igeren MS besin ortaminda kallus
olusumu goézlenmis olup, siirgiin rejenerasyonunun bu konsantrasyonlarda olusmadigi
belirlenmistir. Giri vd. (1993), Aconitum heterophyllum ve Watad vd. (1995) Aconitum

napellus ile benzer sonuglar elde etmislerdir.

Aslam vd. (20006), ekstrakti antiseptik, antipiretik, diiiretik ve vasodilatator etkiye sahip
Artemisia scoparia’da kallus olusturmak igin ¢esitli konsantrasyonlarda 2,4-D, 2,4-D+BA,
2,4-D+Kinetin, 2,4-D+IAA, 2,4-D+NAA, Kinetin, BA, BA+IBA, BA+NAA, BA+IAA,
Kinetin+IBA, KinetintNAA kombinasyonlarinin etkisini degerlendirmislerdir. Aymni
calismada oksinlerin siirgiin olusumuna etkisi de arastirilmistir. 2,4-D ile NAA
kombinasyonunun ¢esitli konsantrasyonlarda siirglin ucu eksplantlarindan kallus
olusumunda etkili oldugunu, tek basina 2,4-D kullanimi ile de kallus olustugunu ama
kallojenik cevabin diisiik ve yapisinin bozuk oldugunu bildirmislerdir. 2 mg/L BA + 0,5
mg/L NAA ve 1 mg/L Kinetin + 0,5 mg/L NAA ile yiiksek oranda siirgiin olusumu

1zlenmistir.

Tarafimizdan yapilan ¢aligmada kotiledon bogum eksplantlarinda IBA ile birlikte ¢esitli
konsantrasyonlarda TDZ kullaniminin ve hipokotil eksplantlarinda 2,4-D ile birlikte ¢esitli
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konsantrasyonlarda BAP kullaniminin 100% oraninda kallus olusumuna yol actigi ve
kullanilan kombinasyonlarda siirgiin olusumu olmadigi saptanmistir. Aslam’mn yukarida
Ozetlenen ¢alismasinin da destekledigi gibi, bir¢ok baska calisma ile de uyumlu olarak
(Bennici vd., 1988; Chawla ve Wenzel, 1987) yiiksek oksin konsantrasyonlari, diisiik
sitokinin konsantrasyonlar1 ile kombine edildiginde abondan hiicre proliferasyonu ve
kallus formasyonuna yol ag¢maktadir. Ayrica TDZ kullanimmin kiiltiirde stirgiin
rejenerasyonunu sagladigi ve artan TDZ konsantrasyonunun kallus olusumunu baskiladigi

bilinmektedir (Ahmed ve Anis, 2012). Sonuglarimiz bu literatiir verisi ile uyumludur.

Pankreastan insiilin salgilanmasin1 uyardigi tespit edilen (Krishna vd., 2012) ve Sri
Lanka’da tip II diyabet tedavisinde kullanilan Gymnema sylvestre R. Br. (Retz.) bitkisi
tizerinde yapilan bir ¢alismada 4 mg/L’ nin altindaki 2,4-D konsantrasyonlarinda kallus
olusumu olmadigl, 5 mg/L konsantrasyonda maksimum kallus formasyonu izlendigi ve
daha yiiksek 2,4-D konsantrasyonlarinda kallus olusumunun hizla azaldig tespit edilmistir
(Kaushalya ve Senarath, 2013). BAP Kkallus olusturmakta Kinetin’den daha etkili
bulunmustur (Kaushalya ve Senarath, 2013). Bizim ¢alismamizda hipokotil eksplantlar1 0,5
mg/L lik sabit 2,4-D konsantrasyonuna maruz birakilmistir. Arastirdigimiz tim BAP
konsantrasyonlarinda kallus olusumu gdzlenmistir. flerki ¢alismalarda Acinos rotundifolius

Pers. icin de daha yiiksek 2,4-D konsantrasyonlar1 arastirilabilir.

Van Eck ve Kitto (1990), Mentha piperita L. ve Mentha spicata L.’de kallus ve siirgiin
olusumunda 2,4-D, BA, Zeatin, NAA, 2,3,5-triiodobenzoic asit (TIBA), hindistancevizi
sitic (CW) ve adenin siilfatin etkilerini arastirmistir. Calismada kotiledon ve hipokaotil
eksplantlarindan kallus olusturmanin zor oldugunu, en fazla kallus olusum oraninin
Mentha spicata L. i¢in kotiledonlarda 0,5 mg/L BA+0,5 mg/L 2,4-D; 2 mg/L BA; 2 mg/L
BA + 0,5 mg/L 2,4-D; 2 mg/L BA + 2 mg/L 2,4-D; 2 mg/L BA + 5 mg/L 2,4-D; 5 mg/L
BA + 2 mg/L 2,4-D; 5 mg/L BA + 10 mg/L 2,4-D kombinasyonlari ile 20% oraninda,
hipokotillerde 0,5 mg/L 2,4-D; 2 mg/L 2,4-D; 0,5 mg/L BA + 0,5 mg/L 2,4-D; 0,5 mg/L
BA +2 mg/L 2,4-D; 0,5 mg/L BA + 5 mg/L 2,4-D; 2 mg/L BA; 2 mg/L BA +2 mg/L 2,4-
D; 2 mg/L BA + 5 mg/L 2,4-D; 5 mg/L BA + 0,5 mg/L 2,4-D; 5 mg/L BA + 2 mg/L 2,4-D;
10 mg/L BA; 10 mg/L BA + 0,5 mg/L 2,4-D; 10 mg/L BA + 2 mg/L 2,4-D ile 20%
oraninda oldugu tespit edilmistir. Mentha piperita L. i¢in kotiledonlarda 5 mg/L 2,4-D ve
2 mg/L BA+2 mg/L 2,4-D ile 40% oraninda kallus olusumu saglanmistir. Hipokotillerde
ise 5 mg/L BA + 0,5 mg/L 2,4-D ve 10 mg/L BA + 0,5 mg/L 2,4-D kullanimu ile kallus
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olusumu gergeklesmistir. Sadece Mentha piperita L.’dan siirgiin olusumu elde edilmistir.
Acinos Miller cinsi gibi Lamiaceae familyasina ait olan Mentha cinsine ait iki yakin tiir

arasinda bu denli farklilik olmasi ilgi ¢ekicidir.

Pal vd. (1985), yine Lamiaceae familyasina ait olan, Leucosceptrum canum tiiriinde 0,5
mg/L 2,4-D ve CW kullanimu ile regeneratif kallus olusumu gézlemislerdir. Frangoise vd.
(2007), rosmarinik asit elde etmek i¢in Lamiaceae familyasindan Zataria multifora Boiss.
bitkisinden kallus olusturmuslardir. Bu calismada 2,4-D ve kinetin ile MS ortaminda
kahverengi kallus olustugu, en iyi sonucun Gamborg ortaminda (BS5), 0,75mg/L BAP
kullanim1 ile meydana geldigini, Gamborg ortaminda olusan kalluslarin yesil renkli ve MS
ortamina gore 3,6 kez fazla oldugunu tespit etmislerdir. Lamiaceae familyasina ait,
ayurveda tibbinda yara merhemi ve ates diistiriicii olarak kullanilan Coleus vettivereoids
K.C. Jacob bitkisi ile yapilan bir calismada MS ortaminda yaprak eksplantlarindan 2 mg/L
IAA ilavesi ile veya 1,5 mg/L 2,4-D ilavesi ile kallus olustugu goriilmiistiir (Kamal vd.,
2013).

Yaptigimiz c¢alismada tiim kombinasyonlarda 100% oraninda kallus olusumu
gerceklesmistir.  Yukarida alintilanan ¢aligmalarin  da ispatladigi gibi Lamiaceae
familyasinda degisik cinslerde oldugu gibi, tiirler arasinda da gerekli hormonlar agisindan
biiyiik farklilik vardir. Kallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu igin gerekli hormon
konsantrasyonlar1 her tiir i¢cin bagimsiz olarak belirlenmelidir (Narayanaswamy, 2005).
Kullandigimiz BAP ve 2,4-D konsantrasyonlarinin Acinos rotundifolius Pers. bitkisinin
hipokotil eksplantlarinda, TDZ ve IBA kombinasyonlarinin Kkotiledon bogum
eksplantlarinda kallus olusumu i¢in iyt bir kallus olusum protokol olusturdugu

goriilmektedir.

Tedavi amacl kullanilan tibbi ve aromatik bitkilerin kiiltiirii cok az yapilmakta olup,
bunlar dogal yetisme ortamlarindan toplanilmaktadir. Eczacilik sanayinde de ilag etken
maddesi olarak tibbi ve aromatik bitkilerden biiyliik oranda yararlanilmaktadir. Bu
calismamizda tibbi ve aromatik bir bitki olan Acinos rotundifolius Pers. in kotiledon
bogum ve hipokotil kisimlart eksplant kaynag1 olarak kullanilip farkli oranlardaki TDZ-
IBA ve BAP-2,4-D kombinasyonlarinin etkisiyle in vitro kallus olusumu i¢in ilk defa bir

kallus olusum protokolil gelistirilmistir. Bu protokoliin 6nemli bir tibbi ve aromatik bitki
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olan Acinos rotundifolius Pers. in sekonder metabolitlerinin biiyiik 6lgekli liretiminde de

Iyi bir protokol olacagini iimit etmekteyiz.
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