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Abstract: Lemon grass (Melissa officinalis L.) is a species used as a medicinal and aromatic plant, marketed on the domestic
market and also exported. Lemon grass has many uses in the pharmaceutical, perfumery, cosmetics and food industries. The
prominence of M. officinalis is due to the essential oils found in citronelal and citral. In addition to these two components,
compounds such as linalool, geraniol, d-pinene and terpinene are contained at a lower rate. Callus cultures and cell suspension
cultures are in vitro propagation pathways for medical and aromatic plants. It is possible to obtain metabolites of plant secondary
in the same quality and in high quantity. In this study, total phenolic substances and flavanoid amounts of calli produced in vitro
were determined. M. officinalis nodes were used as explant source. Nodules were promoted with different plant growth regulator
combinations for callus formation in Murashige Skoog medium. The highest phenolic substance content was determined from 1523
mg/gto1.5mg/L 24-D+0.5mg/L BAP-induced callus. 1.356 mg / g and the lowest phenolic substance was found in cultured
calli containing 2 mg/ L 2,4-D + 0.5 mg/ L BAP. In the culture medium with the highest amount of flavanoid (4.392 mg / g), there
is a plant growth regulator of 2 mg/ L 2,4-D+1mg/LPIC+0.5mg/ L KIN..

Keywords: Melissa officinalis L., phenolic compound, flavanoid, antioxidant, callus.

Farkl bitki biiyiime diizenleyicilerle stimule edilen limon otu (Melissa officinalis L.) kallus
kiiltiirlerindeki toplam fenolik bilesikler ve flavanoidlerin belirlenmesi

Ozet: Limon otu (Melissa officinalis L.), tibbi ve aromatik bir bitki olarak kullamlan tiirlerden olup, i¢ piyasada pazarlanmakta ve
ihracati yapilmaktadir. Limon otu eczacilik, parfiimeri, kozmetik ve gida sanayinde ¢ok sayida kullanim alanina sahiptir. M.
officinalis’in onemi igerisinde bulunan ugucu yaglar olan citronelal ve citral *den kaynaklanmaktadir. Bu iki bilesenin yaninda daha
diistik oranlarda linalool, geraniol, d-pinen, terpinen gibi bilesikler icermektedir. Kallus kiiltiirleri ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri
tibbi ve aromatik bitkilerin in vitro gogaltim yollaridir. Bu sayede ayni kalitede ve yiiksek miktarda bitki sekonder metaboli tlerini
elde etmek miimkiindiir. Bu c¢aligmada in vitro olarak iretilen kalluslarin toplam fenolik madde ve flavanoid miktarlart
belirlenmistir. Eksplant kaynagi olarak M. Officinalis nodlar1 kullanilmgtir. Nodlar Murashige Skoog besiyerinde kallus olusumu
icin farkli bitki biiylime diizenleyici kombinasyonlari ile tesvik edilmistir. En yiiksek fenolik madde miktar1 1523 mg/g ile 1.5
mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP ile tegvik edilen kallusta tespit edilmistir. 1.356 mg/g ile en diisiik fenolik madde ise 2 mg/L 2,4-D +
0.5 mg/L BAP igeren kiiltiir ortamindaki kalluslarda goriilmiistiir. Flavanoid miktarinin en yiiksek oldugu (4.392 mg/g) kallusun
bulundugu kiiltiir ortaminda ise bitki biiyiime diizenleyicisi olarak 2 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PiC + 0.5 mg/L KiN bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Melissa officinalis L., fenolik bilesik, flavanoid, antioksidan, kallus.

1.Giris

Tibbi ve aromatik bitkilerin insan sagligi ,lizerinde ¢ok
onemli etkileri oldugu bilinmektedir. Bu bitkiler ilk
caglardan beri sifa kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Tiirkiye’de bulunan 9000 civarindaki bitki tiiriiniin bunlarin
yaklasik bin kadar1 tibbi ve aromatik bitki olarak kabul
edilmaktedir (Arslan ve ark., 2002). Bu tibbi aromatik
bitkilerden biri de Melissa officinalis 'tir. insanlar tarafindan
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uzun yillardir tedavi amaciyla kullanilan bu bitki iizerinde
yapilan in vitro, in vivo ve klinik ¢aligmalar, M. officinalis
bitkisinin terapétik etkisinin esas olarak salgi tliylerindeki
ucucu yagdan kaynaklandigini ve bu ugucu yagin cesitli
biyolojik aktivitelere sahip oldugunu gdstermistir.

M. officinalis  bitkisinin ugucu yagmin antiviral,

antibakteriyel ve antispazmodik bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Farahani ve ark., 2009). Bitkinin ugucu yag1
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iyi bilinen bir antimikrobiyal maddedir ve hafif antidepresif
ve antispazmolitik 6zellikleri de bildirilmistir (Basta vd.,
2005; Hussain ve ark., 2011; Vitullo ve ark., 2011;). Ayrica
Melissa officinalis” in antioksidatif (Spiridon ve ark., 2011),
antiinflamatuar, agr1 dindirici (Birdane ve ark., 2007),
antidiabetik (Chung ve ark., 2010) ve gastrointestinal
hastaliklardaki tedavi edici etkileri de (Beloued, 2009)
yapilan arastirmalarla gésterilmistir.

M. officinalis iizerindeki fitokimyasal arastirmalarla,
terpenler (monoterpenler, seskiterpenler ve triterpenler) ve
fenolik bilesikler (fenolik asitler, flavonoidler ve tanenler)
de dahil olmak iizere cesitli fitokimyasal maddelerin
varligini ve miktarlar1 belirlenmistir (Allahverdiyev ve ark.,
2004; Moradkhani ve ark., 2010). M.officinalis'in ana aktif
bilesenleri ugucu bilesikler (6rnegin geranial, neral,
sitronelal ve geraniol), triterpenler (6rnegin ursolik asit ve
oleanolik asit) ve fenoliklerdir (6rnegin cis ve trans-RA
izomerleri, kafeik asit tiirevleri, luteolin, naringin ve
hesperidin) (Argyropoulos ve Miiller, 2014; Awad ve ark.,
2009). Bu bitkideki ugucu yag orani, %0.02 - %0.30
arasinda degismekte olup bu oran Lamiaceae ailesinin diger
tyeleriyle karsilagtirildiginda oldukga disiiktiir. Bu
sebeple, ugucu yagin iiretim maliyeti ve fiyat1 piyasada gok
yiiksektir. Ugucu yagm temel bilesenleri, yag igeriginin
yaklasik %96'sim1 sitral (geranial ve neral), sitronelal,
linalool, geraniol, B-pinen, a-pinen, B-karyofilen ve f-
karyofilen oksit olusturmaktadir (Sar1 ve Ceylan, 2002;
Saglam ve ark., 2004).

Calismamizin amaci, M. officinalis bitkisi nodlarmni farkl
bitki biiyime diizenleyicileriyle (BBD) uyararak,
gelistirilen kalluslarin toplam fenolik ve toplam flavonoid
kapasitesini belirlemektir.

2. Materyal ve Metot

Arastirmamizda, M. officinalis bitkisinin saksida yetistirilen
fideleri kullanilmigtir. Fidelerin kurumamasi igin kiiltiire
alinacaklar1 giin yipratilmadan toplanmustir. Caligmada
kullanilan M. officinalis fideleri musluk suyuyla
yikandiktan sonra, eksplant kaynagi olarak kullanilacak
olan nod kisimlar1 bisturiyle alinmis ve %70 lik etil alkolde
yavasca karistirilarak 30  saniye silireyle  ylizey
sterilizasyonu iglemine tabi tutulmustur. Etil alkoldenden
¢ikarilan eksplantlar 3 defa steril saf suda yikandiktan sonra
5 dakika da %50 lik ticari sodyum hipokloritte (NaOHCI)
bekletilmistir. Sodyum hipoklorit olarak ticari gamasir suyu
(Ace) kullanmilmistir. Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu
bittikten sonra ¢amasir suyunun uzaklastirilmasi i¢in 3 kez
steril saf sudan gegirilmistir.

2.1. Kallus Olusumu

Caligmada bitki doku kiiltiirlinde en yaygin olarak
kullanilan MS ortamu kullanilmistir (Murashige ve Skoog,
1962). Besiyerleri hazirlamasinda 4.4 g/ MS, 30 g/L
sakkaroz olacak sekilde tartilip, ¢alkalayici yardimiyla
¢Oziinmesi saglanmistir. Coziinen besiyerleri pH degeri 5.7-
5.8 sekilde ayarlanmis ve katilagmasi i¢in 8 g/L plant agar
eklenmistir. Tablo 2.1 ‘de goriildiig gibi 12 farkli BBD
kombinasyonu igeren besiyerleri her bir kombinasyonda 5
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paralel olacak sekilde
hazirlanmusgtir.

(12x5= 60 petri besiyeri)

Calismada MS ortaminda 2,4-Diklorofenoksiasetik asit
(2,4-D), Indol Asetik Asit (IAA), Kinetin (KIN) ve
Picloram (PIC), 6-Benzylaminopiirin (BAP) BBD’ lerinin
cesitli konsantrasyon ve kombinasyonlari kullanilmistir
(Tablo 2.1.).

Ekimi ger¢eklesen bitkiler £22 °C de, 2500 lux floresan 11k
altinda, 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik sartlarda iklim
odalarinda bekletilerek, giinliik olarak kallus gelisimi
gozlenmistir. Bu arada kontamine olan kiiltiir kaplar1 kiiltiir
ortamindan uzaklastirilip, otoklavda steril edilmistir.

Tablo 2.1:Bitki bilylime diizenleyicilerin yogunluklar1.

Besiyeri 2,4-D IAA BAP KIN PIC
ortam (mgiL) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
1 1 1 0.5

2 15 1 0.5

3 2 1 0.5

4 1 - 0.5

5 15 - 0.5

6 2 - 0.5

7 1 1 0.5
8 15 1 0.5
9 2 1 0.5
10 - - 05 - 1
11 - - 0.5 - 15
12 - - 05 - 2

2.2. Kallus Ekstraksiyonu

Besiyerinde yetistirilen M. officinalis kalluslar1 pens
yardimiyla dikkatli bir sekilde petriden alinmistir.
Uygulanan bitki biiylime diizenleyicilere gore ayrilan
kalluslar saf sudan gecirilerek 50 °C etiivde kurumaya
birakilmigtir. Kuruyan kalluslar hassas teraziyle 0.1 gram
olacak sekilde tartilmis ve falkonlara aktarilmistir.
Kalluslarin tizerine 4 ml % 99.9 luk etanol pipetle eklenmis
ve falkonlarin etrafi parafimle sarilmistir. Cozeltinin
Ozdeslesebilmesi i¢in 72 saat buzdolabinda saklanmistir.
Zamani dolan ¢ozeltiler blender yardimiyla 1-2 dk kadar
parcalanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiler huniye yerlestirilen
Whatman filtre kagitiyla siiziilmiis ve madde tayininde
kullanilacak ekstraktlar elde edilmistir.
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2.3. Toplam Fenolik Madde Analizi

Toplam fenolik madde analizi Singleton ve Rossi
(1965)’nin uyguladigi Folin-Ciocalteu metoduna gore
yapilmistir. Bu yonteme gore, 300 pul M. officinalis kallus
ekstresi ve 1.5 ml 2 N ‘lik Folin-Ciocalteu reaktifi cam
tiplerde kanigtirilmugtir.  Bu  karigim  1-2 dakika
bekletildikten sonra %7.5 ’lik sodyum karbonat
¢ozeltisinden 1.2 ml eklenip, vortekste karistirilmis ve 25
°C de karanhkta 90 dk bekletildikten sonra UV-VIS
spektrofotometrede 765 nm de absorbans kdre (su) karst
olgiilmistiir. Toplam fenol igerigi gallik asit kalibrasyon
egrisinden yararlanilarak gallik asit esdegeri olarak
verilmistir. Kalibrasyon egrisi gallik asidin 5 farkh
konsantrasyonlarina (0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5 mg/ml) karsi
hesaplanan absorbans degerleriyle okunmustur. Gallik asit
kalibrasyon egrisinden elde edilen y= 0,0471x + 0,0405
formiiliine gore sonuglar hesaplanmistir.

2.4, Toplam Flavonoid Analizi

Flavonoid igeriginin saptanmasinda metanolik form
kullanilmstir (Lamaison ve ark., 1990). Bu analiz i¢in bitki
ekstresinden 1 ml ve 1 ml %2 °‘lik AICIz ¢ozeltisi
karigtirilmistir.  Tepkime karisimi 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Orneklerin absorbanslar1 394
nm dalga boyunda UV-VIS spektrofotometrede, kontrol
ornek %?2 lik AICI3 ‘e kars1 okunmustur. Flavonoid derisimi
kuersetinin  kalibrasyon  egrisi ile karsilastirilarak
hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisi kuersetinin 5 farkli
konsantrasyonlarma (0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5 mg/ml) kars1
hesaplanan absorbans degerleriyle okunmugtur. Kuersetinin
kalibrasyon egrisinden elde edilen sonuglar mg kuersetin
esdeger / g ekstre seklinde ifade edilmistir. Elde edilen
grafik denklemi y = 0,0029x -0,1044 olarak bulunmustur

3. Sonuglar

Bu calismada M. officinalis bitkisinden elde edilen kallus
ekstrelerinin toplam fenolik madde ve toplam flavonoid
verileri hesaplanmustir.

3.1. Toplam Fenolik Madde Analizi

M. officinalis bitkisinden elde edilen kallus ekstrelerinin
toplam fenolik madde igerigi analiz edilmistir. Sonuglar
gallik asit kalibrasyon egrisine gore mg gallik asit esdeger /
g ekstre seklinde ifade edilmistir (Tablo 3.1.1).

M. officinalis eksplantlarindan 12 farkli bitki biiyiime
diizenleyicisi kombinasyonlariyla elde edilen kalluslarin
her birinin toplam fenolik madde igerigi, cok yiiksek
degerler olmamakla beraber birbirlerinden farkli olarak
tespit edilmistir. Bu sonuglara bagli olarak, en yiiksek
toplam fenolik madde igerigi 1.523 mg GAE/ g olarak 1.5
mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP hormon kombinasyonundaki
kallus etanol ekstresinden elde edilmistir. En diisiik toplam
fenolik igerigi ise, 1.178 mg GAE/ g olarak 1 mg/L PIC +
0.5 mg/L BAP bitki biiyiime  diizenleyicisi
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kombinasyonundaki kallus etanol ekstresinden elde

edilmistir.

Tablo 3.1.1. Kallus etanol ekstrelerinin toplam fenolik madde
miktari.

Toplam fenolik madde
Besiyeri ortamu
(ng GAE/mg)
1 1.493
2 1.496
3 1.395
4 1.445
5 1.442
6 1.391
7 1.498
8 1.523
9 1.356
10 1.178
11 1.392
12 1.389

3.2. Toplam Flavanoid Analizi

M. officinalis kallus ekstrelerinde bulunan toplam flavonoid
bilesiklerin ~ konsantrasyonlar1 analiz edilmistir. M.
officinalis kallus etanol ekstrelerinin farkli bitki biiylime
diizenleyicilerine gore toplam flavonoid igerikleri tablo
3.2.1 de gosterilmistir. Kuersetin kalibrasyon egrisine gore
kallus etanol ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri
2.709-4.930 mg Kkuersetin/g ekstre arasmda oldugu
belirlenmistir.

Tablo 3.2.1 deki verilere gore toplam flavonoid igerigi
karsilastirildiginda, en yiiksek icerik 2 mg/L PIC + 0.5 mg/L
BAP hormon kombinasyonunda, en diisiik igerik 1.5 mg/L
24-D + 1 mg/L PIC + 05 mg/L KIN hormon
kombinasyonundan elde edilen M. officinalis kallus etanol
ekstresinde saptanmustir.
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Tablo 3.2.1. Kallus etanol ekstrelerinin toplam flavonoid miktari.

Besiyeri ortami Toplam flavonoid madde (pg/mg)
1 2.985
2 4.157
3 3.330
4 3.137
5 2.709
6 4.392
7 3.206
8 3.288
9 4.295
10 4.199
11 2971
12 4.930
4. Tartisma

Flavonoid ve diger fenolik maddelerin icerikleri, kanser ve
kalp hastaliginin gelisiminde 6nleyici bir rol oynamaktadir
(Kahkonen ve ark., 1999). Hiicre kiiltiirii ve Kkallus
olusumunda yapilan literatiir arastirmasinda, bitkinin
gelisimini uyaran bitki biiylime diizenleyicileri, 151k etkisi,
sicaklik gibi faktorlerin etkisiyle fenolik ve antioksidan
ozelliklerinin degistigi gozlenmistir. Giri ve ark., yapmig
olduklar ¢alismada, MS ortaminda BA ve metil jasmonat
(MeJA)  bitki biliyime  diizenleyicilerinin  farkl
konsantrasyonlarinda Habenaria edgeworthii bitkisinin
kalluslar1 iiretmis ve toplam fenolik igeriginin BA
hormonun konsantrasyon artisiyla yiikseldigini, MeJA
hormon konsatrasyonu atigiyla ise diistiigiinii tespit
etmislerdir. Toplam fenolik igerigini en yliksek 14.70 mg
GAE/ g olarak, 10 pM MeJA hormon takviyesindeki
H.edgeworthii kallusunda elde etmislerdir (Giri ve ark.,
2012). Asteraceaec familyasina ait seker otu (Stevia
rebaudiana) bitkisi kalluslar1 farkli renklerde 1siklarin
etkisiyle {retilip, bitkide toplam fenolik ve toplam
flavonoid igerigi incelenmistir. Calisma sonucunda, toplam
fenolik icerigin maksimum degeri mavi 151k altinda
yetistirilen kalluslarda 0,102 mg GAE/ g olarak
belirlenmistir (Ahmad vd., 2016). Lamiaceae familyasina
ait biberiye (Rosmaricus officinalis) kallus kiltiirleri

10
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iizerine yapilan bir c¢alismada ise, radyasyona maruz
birakilan kalluslarin toplam fenolik madde igerigi 6nemli
miktarda artis gostermistir. Bu caligmaya gore, isinlama
yapilmayan biberiye kalluslarinin (kontrol grup) toplam
fenolik igerigi 0.89 mg GAE/ g olurken, 1smnlama dozu (Gy)
maksimum 20 Gy’de 4.38 mg GAE/ g ulastigi tespit
edilmistir ( E1-Beltagi ve ark., 2011).

M. officinalis, fenolik bilesiklerinin zenginligi ile ¢ok
belirgin bir antioksidan potansiyeline sahip oldugunu
gostermistir. Mabrouki ve ark., M. officinalis bitkisinin
farkli ¢oziiciilerdeki ekstraktlariim toplam fenolik igerigini
incelemistir. Raporlarina gore toplam fenolik igerigi, en
yiiksek 63.00 mg GAE/ g kuru etanol ekstraktinda, en diisiik
1.01 mg GAE/ g kuru hekzan ekstraktinda tespit etmislerdir
(Mabrouki ve ark., 2017). Capecka vd. taze M. officinalis
bitkisinde, toplam fenolik maddeyi 2253 mg / 100 mg, L-
Askorbikasiti 53.2 mg / 100 mg ve karotenoidi 46.3 mg /
100 mg seklinde bulmuglardir (Capecka ve ark., 2005).
Ivanova ve ark. ise, M. officinalis ekstraktinin ortalama
1370.09 mM toplam fenol icerdigini ve 4.06 mM TEAC
(Trolox esdegeri antioksidan kapasite) bir antioksidan
kapasitesine sahip oldugunu bulmuslardir (Ivanova ve ark.,
2005).

5. Sonug¢

Yapilan bu ¢alismada da tibbi ve aromatik bitki olan M.
officinalis bitkisinin in vitro kosullarda cesitli bitki bityiime
diizenleyicileriyle kallus {iretimi saglanarak toplam
flavanoid ve toplam fenolik madde miktarlar1 belirlenmistir.
Sonuglar genel olarak incelendiginde toplam flavonoid
miktarmin verilerinin sinir degerleri igerisinde, toplam
fenolik madde verilerinin sinir degerlerin bir miktar altinda
oldugu goriilmektedir. Ayrica BBD’ lerin kombinasyon ve
konsantrasyon degisimlerinin hem toplam fenolik madde
hem de toplam flavonoid miktarmi etkiledigi goriilmiistiir.
Bitki ¢esidi, bitkiden alinan miktar, ektraksiyon segimi,
¢oziicii ve ¢oziinen polaritesi gibi seceneklerin farkliligi bu
sonucun nedenleri olarak sayilabilir.
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