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Oz

Bu ¢aligmada, biyolojik ve farmakolojik olarak aktif bilesiklerin potansiyel kaynagi olabilecek olan Zhamnobryum alopecurum’an
sporlarindan ve gametofit yapilarindan in vitro doku kiltirt teknigiyle gametofit tiretimi gergeklestirilmigtir. Ayrica dogadan toplanan
ve in vitro doku kiltiri ile tretilen 6rneklerde, 12 farkli fenolik bilesigin kantitatif miktarlar: belirlenmistir. Ayni zamanda herbaryum
ve dogadaki taze 6rneklerinin total fenol icerigi ve antioksidan aktivitesi yéniinden degerlendirilmistir.

Caligmada in vitro doku kiltird, gametofitin klorofilli u¢ sirgtinleri ve sporofit kapsillerinden elde edilen sporlarin modifiye
MS (Murashige ve Skoog) ortamlarina (farkli konsantrasyonlarda bitki buytime dizenleyicileri eklenmis) ekimiyle yapilmustir. 7
alopecurum’un spor kiiltiiriinde en iyi biiylimenin gerceklestigi ortam MS, iken gametofit kiiltiiriinde ise bu ortam MS 'dir.

Total fenol igerigi bakimindan gallik asit esdegerine gore 7" alopecurum’un 0,0065£0,0015 mg/g icerige sahip oldugu saptanmistir.
Herbaryum 6rnekleri ve in vitro doku kiltiird ile tretilen drneklerinde, 12 farkli fenolik bilesigin (gallik asit, kafeik asit, p-kumarik
asit, taksifolin, rosmarinik asit, kemferol, genistein, kersetin, biokanin A, daidzein, formononetin, sikimik asit) HPLC-UV ile kantitatif
miktar tayinleri yapilmugtir. 7" alopecurum spor ve gametofit kiiltiirlerinde en yiiksek miktarda sikimik asit MS_ ortaminda 120,92+41,4
olarak saptanmugtir. Herbaryum 6rneklerinde ise en yiiksek miktarda Nisan ayinda toplanan ekstraklarinda sikimik asit 3,52+1,84
mg/g olarak belirlenmistir.

T. alopecurum etkin bir sekilde iz vifro doku kiltiir ortamlarinda tretilmis, bununla beraber kayda deger antioksidan aktiviteye sahip
oldugu ve ayrica bazi fenolik bilegiklerin bulunmas: nedeniyle briyofit tirlerinin gelecekteki ileri biyoteknolojik ¢aligmalarda kaynak
olacag: kanaatini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: 7bamnobryum alopecurum, in vitro doku kiltirt, Antioksidan aktivite, Total fenol igerigi

Abstract

In this study, gametophyte production was performed from 7 alogpecurum spores which have a potential source of biologically and
pharmacologically active compounds, and gametophyte structures by in vitro tissue culture technique. In addition, quantitative amounts
of 12 different phenolic compounds were determined in samples both collected from nature and produced by in vitro tissue culture.
At the same time, fresh samples of 7. alopecurum and herbarium specimens were evaluated in terms of their total phenol content and
antioxidant activities.
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'The in witro tissue culture was implemented by planting the terminal shoots of gametophyte and spores of mature capsules into
modified MS (Murashige and Skoog Media (plant growth regulators added at different concentrations) medium. While the best

growth in 7" alopecurum spores culture was observed in MS; medium, in gametophyte culture it was MS, medium.

In terms of total phenol content, according to gallic acid equivalents, it was defined that 7 a/opecurum had the content of 0,0065+0,0015
mg/g on the average. On the herbarium samples of 7! alopecurum and the other ones that were produced by in wvitro tissue culture
techniques, quantitative analyses of 12 different phenolic compounds (gallic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, taxifolin, rosmarinic
acid, kaempferol, genistein, quercetin, biochanin A, daidzein, formononetin, shikimic acid) were determined by means of HPLC-UV.
'The highest amount of shikimic acid of iz vitro spores and gametophyte culture was in MS, medium as 120,92+41,4 mg/g. However,
in herbarium samples collected in April, the highest amount of shikimic acid was determined as 3,52+1,84 mg/g.

With this study, 7" alopecurum is effectively produced in in vitro tissue culture media. The results also show that it has considerable
antioxidant activity, which suggests that because of the presence of some phenolic compounds bryophyte species will be the source of

future biotechnological studies.
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1. Giris

Tohumlu bitkilerden sonra bitkiler aleminin en buytik ikinci
grubu olan bryofitler ile ilgili yapilan molekiler ¢aligmalar
sonucunda, briyofitler Bryobiotina alt alemi (subkingdom)
altinda 3 bélime (divisio) ayrilmugtir. Bu bolimler; Bryoph-
yta (yaprakli karayosunlari, yaklagik 13.000 tiir), Marchanti-
ophyta (cigerotlari, yaklagik 7200 tiir) ve Anthocerotophyta
(boynuzotlari, yaklagik 215 tir)den olusmaktadir (Konrat
vd. 2008, Glime 2009, Goffinet ve Shaw 2009, Villarreal
vd. 2010, Soderstrom vd. 2016). Calisma materyali Zham-
nobryum alopecurum (Hedw.) Gangulee dendroid gekilli
bir yapiya sahiptir. Bincil govdeler substrata paralel olarak
gelisirken, dallanma yapan ikincil govdeler substrata diktir.
Sporofit ana gévde veya dallar tizerinde kii¢lik tomurcuk
benzeri clice yan dallarda gametofite dik olarak bulunur
(Smith 2004).

Briyofitlerdeki in wifro doku kiltird tUzerine yapilan
caligmalar, [IUCN kriterlerine gore kirmizi liste kategorisinde
yer alan tirlerin korunmasi, biyolojik aktif bilesiklerin
belirlenmesi ve yeni bilesiklerin tespiti i¢in son zamanlarda
hizla artmaktadir (Gonzalez vd. 2006). Gegmiste, bitki
biiyiime dizenleyicilerinin briyofitlerin gelisimi tizerindeki
etkisi ile ilgili birka¢ ¢alisma yapilmistir. Bu c¢aligmalarda
yalnizca in vitro kiltiiri yapilan karayosunu tiirleri tizerinde,
etkisi

bitki buyime dizenleyicilerinin aragtirilmigtur

(Sabovljevi¢ vd. 2010a, b).

Gegmiste fenolik bilesiklerle yapilan ¢aligmalar karmagik
yapilarindan dolayr ertelenmis, ginimizde ise hiz
kazanmistir. Hayvan model deneyleriyle yapilan ¢ok sayidaki
arastirma, diyete eklendiklerinde kanser, kardiyovaskiler
hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, diyabet ve osteoporoz

gelisimini sinirladiklarini gostermistir (Scalbert vd. 2005).
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Sabovljevi¢ vd. 2012 T alopecurum’™un in wvitro kiltird
caligmasinda, 10 farkli besin ortami, 2 farkli 151k periyodu
(16/8 ve 8/16), 18, 20, 25+2 °C sicakliklarda ve ylizey
sterilizasyonu i¢in 6 farkli NaOCl (%3, %5, %7, %10,
%13 ve %15) konsantrasyonlarinda denemeler yapmustur.
Yiizey sterilizasyonu icin en iyi %10’luk konsantrasyonda,
en iyi MS ortamlari arasinda MS_de (MS mineral tuzlari,
0.1pM IBA ve 0.03pM BAP), 16/8 gindiiz/karanhk 151k
peryodunda ve 20+2 °Cde elde etmistir. Ayrica, ortamlara
seker eklendiginde spor ¢imlenmesini tesvik ettigi fakat
gametofit gelisimini durdugunu gozlemlemistir.

Bu ¢aligmada, biyolojik ve farmakolojik olarak aktif
bilesiklerin potansiyel kaynag olabilecek 7" alopecurum’a ait
sporlardan ve gametofit yapilarindan in vitro doku kultiri
teknikleriyle ¢ogaltilmasi amaglanmigti. Bu agamada
dogadan toplanan taze ve herbaryum o6rneklerinin farkl
biytime dizenleyicileri ile desteklenmis MS ortamlarinda
gelisimi gozlenmistir. Sonraki agamada dogadan toplanan
ornekler ile doku kiltirt ile dretilen o6rneklerde 12
farkli fenolik bilesigin kantitatif miktar:1 kromatografik
yontemlerle belirlenmistir. Ayrica, herbaryum ornekleri
ile doku kultirt orneklerinin antioksidan aktivitesi ve
total fenol icerigi de saptanmustir. 77 alopecurum spor ve
gametofitlerinden doku kiltiri teknikleriyle tretilmesi ve
potansiyeli yiiksek biyolojik aktif bilesiklerin bir kaynagi

olabileceginin aragtirilmasi amaglanmigtir.

2. Gereg ve Yontem
2.1. Bitki Materyali

Thamnobryum alopecurum’un taze 6rnekleri (2012 Nisan ve
Kasim aylarinda) Zonguldak'in Degirmenagz: mevkiinden
toplanmistir. Zoguldak Biilent Ecevit Universitesi Briyofit
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Herbaryumu'nda (ZNG) kesin teshisi yapildiktan sonra bir
kismu bitki doku kultir materyali olarak buzdolabinda -20
°Clde saklanmugtir.

2.2. T: alopecurum in vitro Doku Kiiltiri

T alopecurum’an in witro kiltir denemeleri gametofitin
klorofilli
kapsiillerindeki sporlar ile yapilmustir. Sporofit ve gametofit

vejetatif  strginleri ve agilmamis olgun
kisimlari ince uglu pens yardimiyla dikkatlice ayrilarak
cesme suyunda 30 dak. bol suyla yikanmistir. Laboratuvarda
yikanan dokular bir damla tween 20 damlatilmig ve %5’luk
sodyum hipoklorid ¢ézeltisinde 5 dk. steril edilmistir. Daha
sonra laminar flow kabin icinde kapsiller ve gametofit
surgtinleri, 4 kez distile steril su ile durulanmigtir. 8 farkl
MS (Murashige ve Skoog) ortami, B5 gamborg vitamin,
farkli konsantrasyonlarda 2,4 D (2,4-diklorofenoksiasetik
asit), Kinetin, 30 g/l siikroz veya sekersiz, 6 g/l agar icerecek
sekilde modifiye edilmistir (Murashige ve Skoog 1962,
Gamborg vd. 1968) (Cizelge 1). Her petriye beser adet 2-5
mm boyunda gametofit siirglin uglar1 ekilmistir. Sporlar ise
her petriye 5 farkli noktaya serpilerek ekimleri yapilmugtir. 4
haftalik periyotlarla alt kiltire alinmigtir. Biytime odasinin
15181 27,5 pmol/m?s (yaklagik 2200 lix) 151tk yogunlugunda
olacak gekilde cool floresans lambalarla (Serin beyaz 151k)
2442 °C'de 16/8 saat fotoperiyodunda saglanmugtir.

Cizelge 1. 8 farkl: MS ortam igerigi.

Ortam  Seker(g/l) 2,4D (mg/l) Kinetin (mg/1)

MS: Sekersiz -
MS, 30 - -
MS, 30 0,5 0,5
MS, Sekersiz 0,5 0,5
MS, 30 0,5 1
MS, Sekersiz 0,5 1
MS, 30 0,5 1,5
MS, Sekersiz 0,5 1,5

Tim ortamlar 121 °Cde 15 dakika otoklavlanmadan 6nce
pH:5.8 olarak ayarlanmugtir. Kiilttirlerin aylik olarak biiytime
miktarlari ise ¢ap olarak Sl¢tilmustir.

2.3. Ekstraksiyon Metodu

Bitkinin gametofit kisimlar1 topraklarindan arindirihip
cesme suyunda temizlenmistir. Herbaryum ve in vitro kiltir
ornekleri liyafilizatorde kurutularak toz haline getirildikten
sonra Ter gr tartilmustir. Ornekler 10 ml %80 MeOH ile 1

saat ¢alkalayicida ¢alkalanarak filtre edilmis ve yine 6rnekler
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15 ml %80 MeOH ile 24 saat tekrar ¢alkalanmis ve filtre
edilmistir. %80 MeOH rota evaporatérde ugurulmustur.
Biitiin 6rnekler %100 MeOH ile 2 ml'ye tamamlanmugtr.
Bu ekstraktlar antioksidan aktivite ve total fenol miktari
tayini ¢caligmasinda da kullanidmigtir.

2.4. Standartlar ve Kimyasallar
HPLCde kullamilan standartlar (Kafeik asit, p-kumarik

asit, taksifolin, rosmarinik asit, kemferol, genistein, kersetin,
biokanin A) (Sekil 1), DPPH, BHT, BHA, folin reaktif,
gallik asit, asetonitril (Sigma-Aldrich)ten; Metanol ve

Etanol (Merck)’ten temin edilmistir.
2.5.Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi Analizleri
2.5.1.Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

Dionex  Ultimate

WPS-3000SL  Analitik

Deneylerde  Thermo  Scientific
3000 Dalgaboylu Dedektor,

Otodrnekleyici kullanilmistur.
2.5.2. Kolon

Yiiksek Performansli Sivi  Kromatografisinde Thermo
Scientific Acclaim TM 120 C18 3pul 120 A 4,6x150 mm
kolon kullanilmigtir.

2.5.3. HPLC Gradiyent Eliisyon Programlar:

Standartlar i¢in 3 farkhi gradiyent elisyon programi
uygulanmigtir. RP-HPLC-UV ' cihazinda dokuz fenolik
bilesik standard: (kafeik asit, p-kumarik asit, taksifolin,
rosmarinik asit, kemferol, genistein, kersetin, biokanin A
ve gallik asit) icin hazirlanan gradiyent eliisyon programi
agagida gosterilmistir (Cizelge 2). HPLC gradiyent eliisyon
programi akis hiz1 dakikada 0,9 ml/dk, 20 pl enjekte edilerek
maksimum absorbans 254 nmde Sl¢tlmistir. Daidzein,
formononetin ve sikimik asit i¢in farkli gradiyent eliisyon
programlar: kullanilmis ve farkli degerlerde maksimum
absorbanslar uygulanmistur.

2.6. Antioksidan aktivite ve Total fenol igerigi

Antioksidan ve total fenol igerigini belirlemek igin,
herbaryum 6rnek ekstraktlart %100 MeOH ile 1 mg/ml,
0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml konsantrasyonlarda
¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢aligmada Tetra Marka T80+
UV/VIS Spectrometer PG Instruments kullanilmgtar.

2.6.1. DPPH Metodu

Dogadan taze toplanan 6rneklerin antioksidan aktivitesi
tayin  yontemi DPPH  (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
kullanilarak ol¢tilmistir. Ekstrelerin DPPH tzerindeki

Karaelmas Fen Mih. Derg., 2019; 9(1):142-151
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Sekil 1. A) 100 ppm konsantrasyonlarda 9 farkli standardin kromatogrami, B) 250ppm daidzein ve formononetin standardinin

kromatogrami (254 nm), C) 100 ppm sikimik asit standardinin kromatogrami (230 nm).
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Cizelge 2. Gradiyent Eliisyon Program1

%B (Ultra
Gradient Zaman %A Saf Su)+ %1
Eliisyon (dakika) (Asetonitril) Formik Asit
(874%)
00 mi/ih 0 95 5
é\yl;fﬁfﬁ 3 85 15
é“;‘fﬁfli 13 75 25
é“;lil?ﬁ 25 70 30
OAI;‘fn I;;Zli 35 65 35
‘(/il;‘fni‘fli 39 60 40
‘églfnll{/;i 42 55 45
‘églii/lﬁ 44 50 50
?glfnll‘/lzﬁi 47 45 55
é?;ﬁi 50 30 70
ooy | s6 2 75
élg“ii/lzi 60 20 80
OA,glnt;fﬁ 70 10 90
serbest radikal stptirtci etkileri Sanchez-Moreno

metoduna goére yapilmistir (Wang vd. 1996). Orneklerin
absorbansindaki degisimler metanoliin kullanildigi Tetra
T80+UV/VIS spektrofotometrede 517nmde ol¢tilmistiir.
Serbest radikal stiptirme aktivitesi DPPH radikalinin ytizde
inhibisyonu (%) olarak ifade edilmis ve asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanmigtir (Ellnain-Wojtaszek vd. 2003,
Yen ve Duh 1994, Abdille vd. 2005).

A b control

2.6.2. Total Fenol Metodu

Inhibisyon (%) = x 100

Taze 6rneklerin total fenol miktar: Singleton (1965)a gore
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yapilmistir. Folin-Ciocalteu stok ¢ozeltisi 1:3 oraninda
su ile seyreltilmigtir. 20 g sodyum karbonat 250 ml suda
¢ozdurilip 1 gece bekletilerek filtre edilmistir. 250 mg
gallikasit %10 etanolde ¢ozilerek 15.62, 31.25, 62.5, 125,
250, 500 mg/1 konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmgtr.
1 g’lik numuneden 2 mg/ml'lik bir ¢6zelti hazirlanmistir.
Numune/Gallik asit ¢ozeltilerinden her birinden 20 pl
alinarak tzerine 1,58 ml distile su, 100 pl Folin-Ciocalteu
cozeltisi eklenerek 5 dk. beklenmistir. Daha sonra, herbirine
300 pl %20’lik sodyum karbonat eklenerek karanlikta 2
saat bekletilmis ve 765 nmde absorbanslari 6l¢iilmusgtir.
Gallik asitin absorbsiyonlarina gére kalibrasyon egrisi
olusturulmugtur (Singleton ve Rossi 1965).

2.7. Istatistik

Kiiltiire alinan bitkilerin biiytimeleri, antioksidan aktiviteleri
ve icerdigi fenolik bilesiklerin standart sapma hesaplamala-
rinda Microsoft Office 2013 Excel programindan yararlanil-
mistir. Tanimlayic: istatistikler aritmetik ortalama+standart
sapma bi¢iminde verildi.

3. Bulgular
3.1. T. alopecurum’an in vitro Spor ve Gametofit Kiltiirii

T alopecurum’un olgun kapsillerinin yizey sterilizasyonu
sonrasi spor kiltirlerinde %100%e yakin bagar: saglanmgtir.
Gametofitlerinden hafif sert dokuya sahip apikal uglarin
filizlenmeye bagslayan kisimlarinin yilizey sterilizasyonu
sonrast in vitro kiiltirlerinde %90-95 civarinda mantar, alg ve
bakteri kontaminasyonuyla kargilagiimigtir. Kontaminasyon
baslayan petrilerde, temiz dokular kurtarilarak yeniden
ayni MS ortamlarma aktarilmistir. 77 alopecurum’un
spor ve gametofitin apikal ug¢ kiltirleri her 4-5 haftalik
dénemlerde alt kiltire alinarak 6 aylik siireyle buyime
verileri kaydedilmistir. Ekimleri yapilan spor kiltirlerinin
baslangicindan 2-4 haftalik siire igerisinde protonemal
fazin baglangiciyla kloronema ve kaulonema olusumlari
gozlenmistir. Gametofit kiltilerinde ise 8-10 haftalik
sure icerisinde direkt olarak sert doku eksplantlarindan
filizlenerek yan stirgiinler gelismeye baglamistir (Sekil 2).

Biyumeleri sirasinda kiltiirlerin 4-5 haftalik ¢ap 6l¢timleri
yapimugtir. 77 alopecurum’un spor kiltirlerinde en iyi
biyime MS, iken, gametofit kiltirlerinde ise en iyi
bliyime MS, ortaminda gorilmustir. Ayrica en iyi gelisim
gorilen ortamlardaki aylik ortalama ¢ap biytime miktarlar:

da agagida verilmigtir (Sekil 3).
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Sekil 2. T alopecurum in vitro spor kiiltiirii gelisiminin gosterilmesi A,B) 2-4 haftalik; C,D) 8-10 haftalik; E,F) 14-16 haftalik; G) 22
haftalik; ve in vitro gametofit kiiltiiriiniin gelisiminin gésterilmesi H) ilk ekim; 1,J) 8-10 haftalik; K) 20 haftalik gametofit kiiltirleri.
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3.2. DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi ve Total
Fenol I¢erigi

serbest  radikalleri
olgtide DPPH  metoduna
gore yapilan radikal giderme deneylerinde 517 nm de
ol¢iilen absorbanslara bagl olarak DPPH serbest radikal

giderme aktivitesi'nin %inhibisyon degerleri Cizelge 3’te

ortamdaki
kuvvetlidir.

Antioksidan maddeler
giderebildigi

gosterilmistir.

Cizelge 3. Yiiksek antioksidan aktiviteleri oldugu bilinen BHT,
BHA, askorbik asidin ve briyofit tirleri ekstraksiyon DPPH
serbest radikal giderme aktivitesi ytizdeleri (%)

Cozelti DPPH Serbest Radikal
Giderme Aktivitesi (%)

BHT 88,92+0,81

BHA 91,25+0,69

Askorbik Asit 92,81+0,04

T. alopecurum (1. Deneme) 48,24+3,78

T. alopecurum (2. Deneme) 53,79+0,85

Folin-Ciocaltaeu yontemine goére yaptigimiz —toplam
fenolik madde konsantrasyonlari, gallik aside esdeger
bazda gallik asidin kalibrasyon grafiginden hesaplanmugtir
(y=0,00084x+0,06473, 1>=0,99). Bu hesaba gore T
alopecurum’un 0,0065+0,0015 mg/1 (gallik asit esdegeri)

oldugu belirlenmistir.
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3.3. Oniki farkli Fenolik Bilesigin Kantitatif olarak
HPLC-UV ile Belirlenmesi

T alopecurum’an dogadan toplanan taze 6rnekleri, herbaryum
ornekleri ve in vitro doku kiltirtiyle tretilen 6rneklerinden
12 standarda ait (gallik asit, kafeik asit, p-kumarik asit,
taksifolin, rosmarinik asit, kemferol, genistein, kuersetin,
biokanin A,daidzein, formononetin, sikimik asit) lineer
cevaplar r*>0,97-0,99 araliginda kantitatif madde miktarlar
belirlenmistir.

3.3.1. Taze 6rnek ve herbaryum 6rnekleri arasinda elde
edilen en yiiksek miktarlar

* Gallik asit haziran ayinda toplanmis herbaryum
orneginde 0,04098+0,031 mg/g

* Kafeik asit temmuz ayinda toplanmig herbaryum
orneginde 0,0151+0,01 mg/g

* p-kumarik asit nisan ayinda toplanmis herbaryum
orneginde 0,02461+0,012 mg/g

e Taksifolin temmuz ayinda

orneginde 0,01418+0,014 mg/g

toplanmig  herbaryum

* Rosmarinik asit nisan ayinda toplanmig herbaryum

orneginde 0,0086+0,007 mg/g

* Kemferol nisan ayinda toplanmig herbaryum 6rneginde

0,00447+0,004 mg/g

* Genistein  dogadan
0,00068+0,0002 mg/g

toplanmis  taze  Orneginde
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* Kersetin ekim ayinda toplanmis herbaryum 6rneginde

0,00105+0,001 mg/g

* Biokanin A ekim ayinda toplanmig herbaryum 6rneginde
0,08053+0,04 mg/g

* Daidzein nisan ayinda toplanmis herbaryum 6rneginde
0,02558+0,01 mg/g

* Formononetin ekim ayinda toplanmig herbaryum
6rneginde 0,0139+0,01 mg/g

e Sikimik asit
orneginde 3,52319+1,84 mg/g olarak belirlenmigtir.

nisan ayinda toplanmig herbaryum

Biyolojik dokulardaki stresin, ¢esitli antioksidan bilesiklerin
seviyelerinde veya antioksidan metabolitlerin yenilenme-
sinden sorumlu enzimlerin aktivitesinde bir artis iceren bir
biyokimyasal tepkimeye yol a¢tig1 bilinmektedir. Genistein
disinda diger bilesiklerin herbaryum &rneklerinde yiiksek
olmasi, dogal ortamindan uzaklagtirilan 6rneklerin, strese
bagli olarak biyokimyasal aktiviteler sonucunda fenolik bile-
sik miktarlarinda degisiklige neden oldugu s6ylenebilir.

3.3.2. Spor ve Gametofit in wvitro kiltirleri arasinda elde
edilen en yiiksek miktarlar

¢ Gallik asit MS, spor kiiltiriinde 0,02935+0,029 mg/g
* Kafeik asit MS, spor kiiltiiriinde 0,00365+0,002 mg/g
* p-kumarik asit MS, spor kiiltirinde 0,045+0,034 mg/g
* Taksifolin MS, spor kiiltiirinde 0,01463+0,012 mg/g

* Rosmarinik asit MS, spor kiiltiriinde 0,00493+0,002
mg/g

* Kemferol MS, spor kiiltiiriinde 0,00992+0,009 mg/g

* Genistein MS

rastlanmadi

spor ve gametofit kiltirlerinde

* Kersetin MS spor ve gametofit kiiltiirlerinde rastlanmads
* Biokanin A MS, spor kiiltiiriinde 0,11483+0,081 mg/g

* Daidzein MS, spor kiiltiirinde 0,05315+0,042 mg/g

* Formononetin MS; spor kiiltiirinde 0,0627+0,05 mg/g

e Sikimik asit MS, spor kiiltiriinde 120,92086+41,37
mg/g olarak belirlenmistir.

MS ortamlarindaki gametofitin, in vitro kiltirleri ile spor
kaltirleri kargilastirnldiginda spor kiltirlerindeki fenolik
bilesik miktarlarinin daha fazla oldugu gorilmistir.
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4. Tartisma

Sabovljevi¢’in 2012 yilinda yaptigy 7" alopecurum’un in vitro
kultir ¢caligmasinda, spor kiiltirleri yiizey sterilizasyonu igin
%10'luk NaOCI kullanarak basar: saglarken ¢aligmamizda
%5’lik NaOCl konsantrasyonunda bagarili sonug elde edi-
lerek alt kiiltirlerde bagari saglanmistir. Yine Sabovljevi¢
aragtirmasinda, MS ortam iceriklerini oksin olarak 0.1uM
IBA ve sitokinin olarak 0.03pM BAP ile zenginlestirir-
ken, ¢aligmamizda spor kiltiriinde oksin olarak 0,5 mg/l
2,4 D ve sitokinin olarak 0,5 mg/l kinetin, bitki biyime
dizenleyicileri kullanilmis ve spor kiltirlerinde bagarili
sonu¢ elde edilmistir. Ayrica Sabovljevi¢ arastirmasinda
gametofit kultirlerinde yasamis oldugu kontaminasyon
problemi dolayisiyla kiiltiirlerini sporlardan baglatmis ve
gelisen sporlardan olusan gametofitlerin ug siirgiinlerinden
in vitro kiltir yaparak basarili sonug elde etmistir. Bu arag-
tirmamizda ise dogadan toplanan taze 6rnegin gametofit ug
surgtinleri yiizey sterilizasyonu bagariyla gerceklestirilerek
protonemal evre goriilmeden strgiin olusumu gergeklesmis-
tir. Sabovljevi¢ in vitro kiltirlerde biyiime verilerini nitel
olarak degerlendirmis, bizim ¢alismamizda ise kantitatif
olarak biyime ¢aplar: 6l¢ilmistir.

Schofield 1981 bir¢ok briyofit tirinde iyi bir ortam
saglandiginda sporlarin ¢imlenmesinin 7-30 giin sonrasinda
ortaya ¢ikmasindan bahsetmektedir. Calismamizda 7
alopecurum spor kiiltirinde benzer sekilde spor ¢cimlenmesi
sekersiz ortama gore sekerli ortamda daha hizli (7-14 giin)
gerceklesmistir.

Glime 2009 yeterli miktarda kinetin benzeri bitki
biyime  dizenleyicilerinin ~ bulunmasinin  siirgiin
olusumu veya ipliksi yapidan meristemal biyiime gegisi
sagladigindan bahsetmistir. Calismamizda kullandigimiz
tarkli konsantrasyonlardaki kinetin 7. alopecurum spor
kaltirinde biyimelerinde protonemal evreden kloronema
ve kaulonema, sonra normal gametofiti meydana getirmede
etkili oldugu gorilmiistiir. 7" alopecurum spor ve gametofit
kiltirleri dogadaki gelisim evrelerini gdsterecek kadar kiltir
devam ettirilememigtir. Literatiir taramasinda bu tire ait
dogadaki biylime parametreleri i¢in (spordan — protonema
((kloronema — kaulonema) — gametofit gelisimi — sporofit
gelisimi) blylime strelerine iligkin bilgiye rastlanmamugtur.
Bu nedenle normal dogadaki buytime ile iz vitro biyiime
gercek anlamda karsilagtinlamamigtir. Ancak in vitro
kiltirdeki bliylime parametreleri gametofit biiyime ¢ap1
olarak 6l¢tilebilmistir. Aragtirmamizda 6 aylik siire sonunda
in vitro kiltiirlerde gametofitlerde yaprak ve govde yapilari

olugumu gorilmistir.
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Bulgulara gére, 7" alopecurum’un kayda deger miktarda
ekstraktlarinda
miktarda fenolik bilesiklerden kaynaklanabilecegi gibi,

antioksidan  aktivitesi, bulunan ¢ok
farkli bilesiklerin bulunmasindan da kaynaklanabilecegi

distintlmektedir.

Fenolik bilesikler, bitkilerde en bol bulunan sekonder
Bu bilesikler, yiiksek bitkilerde ve

mikroorganizmalarda sikimat biyosentez yolag: ile meydana

metabolitlerdir.

gelirler. Bu nedenle sikimik asit merkezi bir metabolittir
(Santos-Sanchez vd. 2019). Yapilan HPLC analizleri
sonucunda yiksek miktarda bulunan sikimik asit diger
fenoliklere 6nct olacag: anlagilmaktadr.

Son on yilda dikkat ¢eken fenolik bilesikler, antioksidan
mekanizmalar yoluyla diyet Uzerinde farmakolojik etkileri
tetikledigi dustntlmektedir. Dogal fenolik bilesiklerin
antioksidan etkilerinin yan: sira kan sekeri tizerinde de
terap6tik potansiyeli aragtirilmas: gerektigi anlagilmaktadur.

Mevcut yaptigimiz ¢alisma ile 70 alopecurum spor ve
gametofit kiiltiiri biyime sonuglari, briyofitlerin in wvitro
doku kilturi teknigiyle yiiksek dlgekte de tretilebilecekleri
konusunda bize temel veriler saglamistir. Kantitatif
sonuglara gore, in vitro kiltirler ile de bu fenolik bilesiklerin
briyofitlerde tiretilebilecegi séylenebilir. Briyofitlerin i¢erdigi
bazi bilesikler, bazi timor hiicrelerini baskilamada ve
saglik problemlerinin tedavisinde etkili olmasindan dolayi,
gelecekte ilag¢ sanayiinde kullanilmasi ve yapilacak bilimsel
caligmalara kaynak olusturmas: agisindan glinden giine 6nem
kazanmaktadir. Yaptigimiz bu ¢alismanin sonuglari, briyofit
tirlerinin ileri biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilabilecek
trler arasinda olacag: kanaatini ortaya koymaktadur.
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