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Oz

Meveut ¢alisma, doku kiltirG teknigi ile tretilen Bacopa monnieri (L.) Pennellnin metanol ve su ekstraktlarinin antioksidan
bilesenlerini ve aktivitelerini sunmaktadir. Coklu siirgiin rejenerasyonu i¢in B. monnierinin siirgiin ucu eksplantlar: 0,05, 0,25,
0,50, 1,00 ve 2,00 mg/L 6-Benzilaminopurine (BAP) ve 0,25 mg/L Kinetin (KIN) kombinasyonlarin: i¢eren Murashige ve Skoog
(MS) besin ortaminda sekiz hafta boyunca kiltire alinmigtir. Ayrica eksplantlar kontrol amagl icerisinde bitki biytime diizenleyici
icermeyen MS besin ortaminda da kiiltiire alinmigtir. Maksimum eksplant bagina siirgiin sayst (24,39 adet) 1,00 mg/L BAP + 0,25
mg/L KIN igeren MS ortaminda elde edilmigtir. En yiiksek stirgtin uzunlugu (2,91 cm) 0,50 mg/L BAP + 0,25 mg/L KIN igeren
besin ortaminda kaydedilmistir. B. monnierinin antioksidan igerikleri bitkinin toplam fenol, flavonoid, B-karoten ve likopen oranlari
olctlerek belirlenmistir. Denemeler, su ekstraktinin antioksidan yénden zengin oldugunu gostermistir. B. monnierinin 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) ve metal selatlama aktiviteleri incelendiginde, en yiiksek aktivitelerin 4,31 ve 5,12 mg/mL medyan inhibitor
konsantrasyonu (IC, ) degerleri ile su ekstraktina ait oldugu ortaya gikarilmugtir. Elde edilen veriler, B. monnierinin yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip oldugundan dolay: oksidatif stres kaynakli hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Ekstrakt, Stirglin rejenerasyonu, Stirgiin ucu

Abstract

Present study presents antioxidant components and activities of methanol and water extracts of Bacopa monnieri (L.) Pennell
propagated by the tissue culture technique. For multiple shoot regeneration, shoot tip explants of B. monnieri (L.) Pennell were
cultured on Murashige and Skoog (MS) medium containing 0,05, 0,25, 0,50, 1,00 and 2,00 mg/L 6-Benzylaminopurine (BAP) and
0,25 mg/L Kinetin (KIN) combinations for eight weeks. The explants were also cultured on plant growth regulator-free MS
medium with the purpose of controlling. Maximum number of shoots per explant (24,39) was obtained on MS medium
supplemented with 1,00 mg/L. BAP + 0,25 mg/L KIN. The highest shoot length (2,91 cm) was recorded on MS medium
containing 0,50 mg/L BAP + 0,25 mg/L KIN. Antioxidant components of B. monnieri were determined by measuring total phenol,
flavonoid, B-carotene and lycopene rates of methanol and the water extracts of the plant. The treatments showed that the water
extract is rich in antioxidant compounds. When 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and metal chelating activities of B. monnieri
were investigated, it was revealed that the highest activity belonged to the water extract with 4,31 and 5,12 mg/mL median
inhibitory concentration (IC,)) value, respectively. Obtained data indicated that since B. monnieri had high antioxidant capacity, it
may play a critical role in the treatment of oxidative stress-induced diseases.

Keywords: Antioxidant, Extract, Shoot regeneration, Shoot tip

1. Giris

Insan viicudunda metabolik faaliyetleri bozan, hiicreleri
yaralanmalara ve hatta 6lime kadar gétiirebilen faktérlerin
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basinda oksidan maddeler gelmektedir. Oksidanlar olarak
adlandirilan maddelerin temelinde serbest radikaller yer
almaktadir. Serbest radikaller, ¢evrelerindeki her materyal
ile reaksiyona girebilen ve yapilarinda eslenmemis elektron
bulunduran molekiillerdir. Ayrica bu molekiillerdeki negatif
elektron ve cekirdekteki pozitif proton sayilar: esit degildir
(Fang vd. 2002). Bu sebeplerden dolay: serbest radikaller

insan viicudundaki genetik materyaller ve proteinler gibi
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onemli molekiillere hasar verebilirler. Ayni zamanda bu
molekiiller htcre zarimin segici-gegirgenlik  6zelliginin
artmasina, hicre zarimin yikimina ve en nihayetinde
hiicrelerin  6limiine yol agabilirler. Bu hicre olimleri
genellikle proteinler, karbonhidratlar, nikleik asitler ve

lipidler Gzerindeki olumsuz etkilerden kaynaklanmaktadir
(Wassmann vd. 2004, Niki vd. 2005).

Serbest radikallerin ortaya ¢ikardigi oksidatif stres gibi
olumsuz faaliyetleri engellemek icin vicudumuzda bazi
savunma mekanizmalar1 geligmistir (Wu vd. 2013). Reaktif
oksijen turleri tarafindan meydana gelen hasarlari ortadan
kaldirmak i¢in viicudumuzda olusan savunma sistemi anti-
oksidan savunma mekanizmasi olarak adlandirilmaktadir.
Antioksidanlar ilaglarin, kanserojen maddelerin ve toksik
radikal reaksiyonlarinin yiiksek orandaki yan etkilerine kargi
hiicreleri direkt veya dolayl: olarak koruyan savunma mad-

deleridir (Xiang vd. 2013).

Birgok alanda ozellikle gida endistrisinde, BHA (Butil-
lenmis hidroksianisol), BHT (Butillenmis hidroksitoliien),
PGE (propilgallat) ve TBHQ_ (ti¢tinciil-butilhidrokinon)
gibi bircok sentetik antioksidandan faydalanilmaktadir
(Lorenzo vd. 2013). Bu antioksidanlarin etkili, kalic1 ve ucuz
olduklar: bilinmesine ragmen bir¢ok potansiyel yan etkileri
tespit edilmigtir (Risch ve Ho 1997). Bu yan etkilerin asir1
boyutta olmas: ve eski ¢aglardan beri insanoglunun tedavi
amagl sayisiz aromatik bitkiden yararlanmig olmasi bir-
¢ok aragtirmacityr dogal antioksidanlar tizerinde ¢aligmaya
yonlendirmistir (Emsen vd. 2017). Son yillarda farkl: bitki
ekstraktlari ve onlarin aktif bilesenlerinin tedavi amagcli kul-
lanimlar: aragtirilmaktadir. Tibbi ve aromatik bitkiler dogal
antioksidan madde igeren bitkilerin basinda gelmektedir
(Karatas vd. 2015).

Bacopa monnieri (L). Pennell Hindistan, Nepal, Sri Lanka,
Cin, Florida, Hawaii ve ABD’nin giiney eyaletlerinde
sulak alanlarda yetisen ¢ok yillik bir bitkidir. B. Monnieri
kalin yapraklara sahiptir ve yapraklar1 gévde tizerinde zit
diizenlenmistir. Cigekleri dort ya da bes petalli kiicik ve
beyaz renklidir (Sandeep vd. 2013). B. monnieri igerdikleri
alkaloidler (brahmin ve herpestine), saponinler (d-mannitol
ve hersaponin, asit A ve monnierin), flavonoidler, betulinik
asit, stigmastrol, beta-sitosterol ve Bacopa saponinler gibi
aktif bilesiklerden dolay1 geleneksel tip sisteminde biiyiik
oneme sahiptir (Chatterji vd. 1965). Ayrica, B. monnieri
kendine has olan bacopasaponin F, bacopasaponin E,
bacopaside N1, bacopaside III, bacopaside IV ve bacopaside
V gibi diger onemli bilesikleri icermektedir (Anbarsi vd.
2006). B.monnieri Hindistan ve Pakistan'da bir beyin ve kalp
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tonigi olarak kullanilmakta olan tibbi bitkidir (Vijaykumar
vd. 2010). Yine bitkinin, astim ve epilepsi hastaliginin
tedavisinde kullanildig: bildirmistir (Rajani vd. 2004).

Genelde Brahmi olarak bilinen tibbi bitki bir bitki olan B.
monnieri, anti-depresan (Sairam vd. 2002), antiinflamatuar
ve anti-mikrobiyal etkiler gostermekte (Channa vd. 2006),
en poliler norotonik ve hafiza gliclendirici etkileye de
sahiptir (Vollala vd. 2010). Ayrica, rahatlama ile ilgili
fiziksel stireclere ve zihinsel algilamanin artmasina yardimei
oldugu ve bu bitkinin ekstraktlar: hayvanlarda biligsel etkiyi
artirdift bildirilmigtir (Uabundit vd. 2010). Bu bitkinin
etanolik ekstraktlarinin farelerin farkli beyin bolgelerinde
anti-oksidan enzim aktivitesini artirdii tespit edilmigtir

(Bhattacharya 2000).

Tibbi bir bitki olan B. monnieri bitkisinin insan saglig:
agisindan onemi bir¢ok aragtirma sonucuna yansimigtir. Bu
bitki tizerinde gerceklestirilen ¢alismalar genellikle bitkinin
dogal ortamindan toplanmas: suretiyle gerceklestirilmigtir.
Bu durum ekolojik dengenin bozulmasina yol agabilmektedir.
Mevecut ¢alismada  B. monnieri bitkisinin laboratuvar
kogullarinda tiretimi gerceklestirilmis ve bu sayede doganin
mevcut dengesinin korunmasina katk: saglanmistir. In vitro
kogullarda tretimin gergeklestirilmesinin bir diger avantaji
ise istenilen miktarda bitkinin elde edilebilmesidir. Bitki
miktarinin artmas: ile birlikte bitki biinyesinde bulunan
sayisiz bilesen istenilen oranlarda elde edilebilmigtir.
Tibbi bitki B. monnieri, yapisinda barindirdig: antioksidan
bilesenler aracihig: ile farmakoloji alaninda s6z sahibidir.
Mevcut ¢alisgmada, doku kultiri teknikleri ile istenilen
oranda ¢ogaltimi gerceklestirilen B. monnieri bitkisinin
antioksidan bilesenleri tespit edilmis ve bu bilesenlerin
insan viicudu tzerinde antioksidan kapasiteyi ne derecede
etkiledigi belirlenmistir. Bu sayede, bircok hastaligin tedavi
sirecinde oksidatif stresi azaltacak ila¢ gelistirme stirecine
katki saglanacag: Gimit edilmektedir.

2. Gereg ve Yontem

2.1. Bitki Materyali

Mevcut c¢aligmada, bitki materyali olan B. monnieri
Karamanoglu Mehmetbey Universitesi, Biyoloji Bélimi,
Biyoteknoloji Laboratuvari’'ndan temin edilmigtir.

2.2. Besin Ortami ve Doku Kiiltiirii Kogullar:

In vitro ¢ogaltum ¢aligmas i¢in kullanilan B. monnierinin
yizey sterilizasyonu daha once Karatas vd. (2013a)’nin
uyguladig: prosediir ile steril edilmistir. Denemelerde temel

besin ortam1 olarak MS (Murashige ve Skoog 1962) mineral,
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tuz ve vitaminleri iceren besin ortami kullanilmistir ve besin
ortamina bitki biiyime diizenleyici olarak 0,05-2,00 mg/L
6-Benzilaminopurin (BAP) ve 0,25 mg/L Kinetin (KIN)
ilave edilmigtir. Ayrica explantlar bitki biytime dizenleyici
icermeyen ortamda da kiiltiire alinmistir. Besin ortaminin
pH’st 1 N NaOH/KOH ya da 1 N HCI kullanilarak
ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve 121°C’de
20 dakika tutularak steril edilmistir. Stirgiin rejenerasyonu
i¢in steril bitkilerden izole edilen siirglin ucu mersitem
eksplantlar, bitki biytime dizenleyici igeren MS besin
ortamlarina yerlestirilmis ve kilttirler beyaz LED (Light
Emitting Diodes) 15181 altinda ve uygun fotoperiyotta 24 +
1°Cde tutulmugtur.

2.3. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Caligmada, iz vitro ortamda ¢ogaltilacak olan B. monnieri
bitkisi oda gartlarinda 7 giin siire ile kurumaya birakilmigtur.
Kuruyan bitkilerin 10 g’1 havan ile toz haline getirilmis ve
250 ml metanol ve su ¢ozicileri ile Soxhlet ekstraksyon
dizenegi ile ekstraksiyonlar: elde edilmigtir. Elde edilen
ekstraktlardaki ¢oziictler doner buharlastirict ile ugurulmus
ve etken maddeler %5’lik dimetil stulfoksit (DMSOQO) igeri-
sinde ¢ozilerek stok ¢ozeltiler olusturulmustur. Denemeler-
de kullanilacak stok ¢ozeltilerden konsantrasyon miktarina
gore ilgili seyreltmeler %5’lik DMSO ile yapilmis ve son
konsantrasyonlar 2, 4, 6, 8 ve 10 mg/mL olarak hazirlan-
migtir.

2.4. Toplam Fenolik I¢eriginin Belirlenmesi

B. monnieri ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik madde
icerigi belirlenmesi calismasinda standart olarak gallik
asit kullanilmigtir. Bu yoéntemde farkhi tir ve solvent
sistemlerinden elde edilecek maksimum konsantrasyondaki
ekstrakt ve standartlardan (0,1-5 mM) 20 pul mikro plaka
kuyucuklarina koyulmustur. Uzerlerine 20 pl folin reaktifi
(2N) eklenmis ve pipetajlama ile karigtirilan o6rnekler
karanlikta 3 dk inkiibe edilmistir. Ardindan uzerlerine
20 pl %351k (w/v) sodyum karbonat ve 140 pl dH,O
eklenerek 10 dk karanlik ortamda bekletilmigtir. 725 nmde
kor tupiine kars: absorbans degerleri okunmus, gallik asit ile
olusturulmus standart kalibrasyon egrisi kullanilarak her 1
mg ekstrakt icinde bulunan toplam fenolik igerik miktarlar
hesaplanmugtir.

2.5. Toplam Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi

Maksimum konsantrasyonda olan B. monnieri ekstrakt-
larindan 50 pl mikroplaka kuyucuklarina koyulmustur.
Uzerlerine sirastyla 215 pl %80’lik (v/v), 5 ul AINO, (%10
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w/v) ve 5 pl potasyum asetat (1 M) eklenecektir. 40 dakika
oda sicakliginda bekletildikten sonra spektrofotometrede
415 nm dalga boyunda absorbans degerleri kor tiipiine
karsi okunmus ve toplam flavanoid igerigi 1 mg ekstrakt
icerisindeki flavanoid miktar: olarak agagidaki formile gore
hesaplanmigtir.

Toplam Flavonoid Igerigi (pg/mg ekstrakt) = (A, +
0,01089) / 0,002108

2.6. § Karoten ve Likopen I¢eriginin Belirlenmesi

B. monnierinin metanol ve su ekstraktlar: igerisindeki f
karoten ve likopen miktarlar: belirlenmistir. 100 mg ekstrakt,
10 ml aseton:hekzan (4:6) ile karigtirtlip vortekslendikten
sonra filtre kagidinda stiztilmistir. Ardindan 453, 505 ve
663 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri kullanilarak
B karoten ve likopen miktarlar: asagidaki formiile gore
hesaplanmugtir.

B karoten igerigi (mg/100 mg) = 0.216 A~ 0.304 A, +
0.452 A,

Likopen igerigi (mg/100 mg) = -0.0458 A, + 0.372 A, . —
0.0806 A,

2.7. Metal Selatlama Aktivitesinin Belirlenmesi

B. monnierinin metal selatlama aktivitesi 6l¢limiinde stan-
dart olarak EDTA kullanilmistir. Yonteme gore degisik
konsantrasyonlardaki B. monnieri ekstraktlari ve standart-
lardan 50 pl mikroplaka kuyucuklarina koyulmustur. Uzer-
lerine sirastyla 10 pl ferrozin (5 mM), 5 pl FeClL, (2 mM)
ve 185 pl metanol eklenmis ve 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmigtir. K6r i¢in toplam hacim kadar su koyulmus ve
spektrofotometrik dl¢timler 562 nm'de yapilmistir.

2.8.2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Uzerinden
Serbest Radikal Yakalama Aktivitelerinin Belirlenmesi

B. monnieri ekstraktlarinin  serbest radikal giderme
aktivitesinin 6l¢timiinde standart olarak gallik asit ve farkli
konsantrasyonlarda B. monnieri ekstraktlar1 (2,4, 6,8,10 mg/
mL) hazirlanmustir. Yonteme gore B. monnieri ekstraktlar:
ve standartlardan, her bir mikro plaka kuyucuguna 20 pl
koyulmus ve tzerlerine 180 ul DPPH (metanol igerisinde
0,06 mM) eklenmistir. Karanlik ortamda 60 dk bekletildikten
sonra 517 nm de absorbans degerleri ol¢iilerek DPPH
serbest radikalinin indirgenmesi belirlenmigtir. Serbest
radikal yakalama aktiviteleri ylizde olarak agagidaki formiille
gore hesaplanmis ve DPPH radikal yakalama aktivitesi her
bir érnek i¢in medyan inhibitér konsantrasyonu (IC,)

degerleri hesaplanarak kargilagtirilmagtir.
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2.9. Verilerin Analizi

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 21.0 istatistik veri pa-
keti araciligy ile gerceklestirilmistir. Veriler arasindaki ista-
tistiksel farkhiliklarin belirlenmesinde post-hoc Duncan
coklu kargilagtirma testinden, degiskenler arasindaki iligki
seviyelerinin tespit edilmesinde ikili korelasyon analizinden
ve IC, degerlerinin hesaplanmasi amacryla probit analizin-
den yararlanilmigtur.

3. Bulgular ve Tartigma

In vitro sirglin rejenerasyonu i¢in B. monnierinin stirgiin
ucu ve bogum eksplantlar1 0,05 - 2,00 mg/L BAP ve
0,25 mg/L KIN kombinasyonlarini igeren MS besin
ortaminda sekiz hafta boyunca kiiltiire alinmustir. Tki hafta
sonra ortamlarda ¢oklu siirgiin olusumlari gézlenmeye
baglanmistir. Ayrica doérdinct haftada kiltiir ortamlarinda
kok olusumlar: kaydedilmistir. Sekiz hafta sonunda deneme
sonlandirilmis (Sekil 1) ve siirgiin rejenerasyon ytzdesi (%),
cksplant bagina slirglin sayis: (adet) ve slirglin uzunlugu
(cm) verileri alinarak varyans analizi uygulanmistir (Cizelge
1). Benzer sekilde Mentha viridis L. (Raja ve Arockiasamy
2008), Cryptocoryne wendtii ve Cryptocoryne beckettii (Stanly
vd. 2011), Hygrophila polysperma (Roxb.) T. Anderson
(Karatas vd. 2013b), Ceratophyllum demersum L. (Karatas vd.

2014; Dogan vd. 2015), Pogostemon erectus (Dalzell) Kuntze
(Dogan vd. 2016) gibi bazi su bitkilerinin doku kilttri
teknikleri ile tiretimi daha 6nce bildirilmigtir.

Cizelge 1'de gorildigi gibi sirgiin rejenerasyon orani
bakimindan ortamlar arasindaki istatistiksel olarak anlamli
bir faklilik bulunmazken, eksplant bagina siirglin sayist ve
stirgiin uzunlugu bakimindan ise istatistiksel olarak p <
0,01 dizeyinde anlamli bulunmustur. Bu farkhiligin 6nem
dizeyini belirlemek amaciyla Duncan testi (Cizelge 2)
yapilmugtir.

Stirglin rejenerasyon yiizdeleri tim ortamlarda %77,77 ile
9%100.00 arasinda tespit edilmistir. Yiksek oranda kullanilan
hormon kombinasyonunda siirgiin rejenerasyon oraninda
azalma kaydedilmistir. Genel olarak ise tim ortamlarda
yiksek oranda strgiin rejenerasyonu elde edilmistir
(Cizelge 2). Oztiirk vd. (2004) Ludwigia repens ile yaptig1
caligmada siirglin rejenerasyon oranint BAP ve NAA iceren
ortamda, slirgiin ucu meristeminde %37,50-%68,75, 1.
koltukalt: meristeminde %56,25-%100,00 ve 2. koltukalt:
meristeminde %14,00-%21,50 olarak bildirmistir. Yine
Dogan (2013) C. demersum ile yaptigi ¢alismada stirglin
rejenerasyon orant sirglin ucu eksplantinda %83,33-%91,67,
1. koltukalt: meristem eksplantinda %58,33-%91,67 ve 2.
koltukalt: meristem eksplantinda %50,00-%100,00 arasinda

Cizelge 1. Farkl: BAP ve 0,25 mg/L KIN dozlarinin B. monnierinin sirgin ucu eksplantlarindan siirglin rejenerasyonuna ait varyans

analizi.
Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Bagina Siirgiin Siirgiin Uzunlugu
Oram (%) Sayisi (adet) (cm)
KO F
Ortam 5 287,15 2,33% 175,23 36,51* 0,98 107,74
Hata 12 123,51 - 4,80 - 0,01 -
Genel toplam 17 - - - - - -

™ p < 0,01 diizeyinde onemli. * Onemsiz.

Cizelge 2. Farkli BAP ve 0,25 mg/L KIN dozlarinin B. monnierinin siirgin ucu eksplantlarindan stirgiin rejenerasyonuna etkisi.

o . o Siirgiin Rejenerasyon Eksplant Basina Siirgiin Uzunlug
Biiyime Dizenleyici (mg/L) guOrani] (%)% . Siirgiirf Sayis1 (§adet)** gu(cm)** =
BAP KIN
0 0 77,77 2,72¢ 1,26°
0,05 0,25 100,00 17,16° 2,184
0,25 0,25 100,00 19,30 2,48b¢
0,50 0,25 100,00 22,29% 2,91¢
1,00 0,25 88 89 24,39° 2,66°
2,00 0,25 83,33 16,45 2,364

“Ayni siitunda farkly iistel harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark p < 0,01 diizeyinde 6nemlidir. © Onemsiz.
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kaydettigini bildirmigtir. Vijayakumar vd. (2010) B. monnieri
ile yaptig1 ¢ogaltim ¢aligmasinda, BAP iceren ortamda %30-
95 oraninda, TDZ igeren ortamda ise %50-95 oraninda
slirgiin rejenerasyonu elde etmistir.

Eksplant basina siirgiin sayis: ile ortam arasinda p < 0,01
diizeyinde anlamli bir farkhilik tespit edilmis olup, MS
besin ortamlarinda stirglin sayilar: 2,72-24,39 adet arasinda
degismistir (Cizelge 2). En fazla strgtin sayis1 (24,39 adet)
1,00 mg/L BAP + 0,25 mg/L KIN kombinasyonlarini
iceren MS besin ortaminda, ardindan 22,29 adet ile 0,50
mg/L BAP + 0,25 mg/L KIN iceren MS besin ortaminda
belirlenmistir. En az sitirglin sayist (2,72 adet) hormon
icermeyen kontrol grubu bitkilerinde, ardindan ise 16,45
adet ile 2,00 mg/L BAP + 0,25 mg/L KIN igeren MS besin
ortaminda belirlenmistir. Stirgtin sayis1t BAP’in 1,00 mg/L
kullanildig1 orana kadar artis gosterirken, BAP oraninin
daha fazla kullanilmas: ile 6nemli oranda strgiin sayist
azalmigtir. Benzer sekilde, Banerjee ve Shrivastava (2008)
B. monnierinin etkili tretimi i¢in BAP (0,5-2 mg/L) ve
KIN (0,5-2 mg/L) oranlarini hem tek olarak hem de her
ikisinin kombinasyonlarini iceren MS veya %2 MS besin
ortamlarinda kiiltire almuglardir. Ug hafta sonra en fazla
strglin rejenerasyonu ve siirgin sayst 1,0 mg/L BAP - 0,5
mg/L KIN besin ortaminda kaydetmislerdir. Sharma vd.
(2010) B. monnieri bitkisinin in vitro ¢ogaltimi i¢in nodal
eksplantlarini 0,01-0,30 mg/L BAP igeren ortamda kultiire
almis ve en yiiksek siirglin sayisini 41.2 + 2.54 adet olarak
0,10 mg/L BAP igeren MS ortaminda elde edilmistir.

Kiltir ortamlarindaki eksplantlarin strgiin  uzunluklari
1,26-2,91 cm arasinda degismis olup, en uzun strgiinler
2,91 cm ile 0,50 mg/LL BAP + 0,25 mg/L. KIN iceren
MS besin ortaminda ardindan 2,66 cm ile 1,00 mg/L
BAP + 0,25 mg/L KIN igeren MS besin ortaminda tespit
edilmistir. En kisa strgtinler ise 1,26 cm ile hormonsuz
kiltiir ortamindaki eksplantlarda, ardindan 2,18 cm ile BAP
hormonunun en disik oranda kullanildig: (0,05 mg/L)
kiltir ortamlarindaki eksplantlarda belirlenmistir. Genel
olarak BAP hormonunun ortamda disik veya yiksek
olmasi stirgtin uzunlugunu olumsuz etkilemistir. Buna kargin
Gnanaraj vd. (2011) Alternanthera sessilis (L.)in in vitro
cogaltimi i¢in yurittikleri ¢alismada en uzun siirginleri
(6,3 cm) olarak 2,00 mg/L BAP iceren MS ortaminda elde

etmistir.

Maddelerin oksidasyonunu inhibe eden veya geciktiren
maddelere antioksidanlar denir ve son yillarda bitkisel ko-
kenli dogal antioksidanlarin kesfedilmesine yonelik calis-
malar giderek artmaktadir. Farkl bitki tiirleri tagidiklar: an-
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tioksidan bilesenler aracilig ile anti-inflamatuar, antialerjik,
antiviral ve antikanserojen gibi 6zellikler gosterebilmektedir
(Emsen vd. 2016). Antioksidan maddeler arasinda fenolik
bilesikler, flavonoidler, B-karoten ve likopen igerigi bitkile-
rin antioksidan potansiyeli ile iligkilidir (Fidrianny vd. 2014)
which were 2,2-diphenyl-1 picrylhydrazyl (DPPH).

Mevecut ¢alismada, B. monnieriden elde edilen metanol ve su
ekstraktlarinin antioksidan igeriklerinin incelenmesi ama-
ciyla B-karoten, flavonoid, likopen ve toplam fenol icerikleri
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde su
ekstraktinin tim antioksidan igeriklerinin metanol ekstrak-
tina kiyasla ytiksek oranda oldugu tespit edilmistir. Bilesen-
lerin oranlari kiyaslandiginda en ytiksek seviyenin toplam
tenole ait oldugu gorilmistiir. Metanol ekstraktinin toplam
fenol icerigi 70,84 pg/mg iken, su ekstrakt: 80,53 pg/mg
oraninda toplam fenol i¢erigine sahip olmustur. Fenol igeri-
ginin ardindan yiiksek oran gosteren igerik f-karoten olmus
ve bu degerler metanol ve su ekstraktinda sirastyla 14,12 ve

21,28 pg/mg olarak ol¢ulmistiir (Cizelge 3).
DPPH

serbest radikal stiipirme aktivitelerini degerlendirmek igin

radikalini yakalama modeli, antioksidanlarin
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. DPPH dengeli bir
serbest radikaldir ve antioksidanlar DPPH ile reaksiyona
girdiginde, eslesmeyen elektron eslenir ve DPPH ¢ozeltisi
renksizlestirilir. Bu nedenle renk giderme derecesi,
antioksidan iceren materyallerin radikal siiptirme aktivitesini

gosterir (Sharma ve Bhat 2009).

Test edilen B. monnieri ekstraktlarinin farkli konsantrasyon-
larinin serbest radikal olan DPPH’i yakalama aktivitelerine
bakildiginda her ekstrakt icin konsantrasyon orani arttik¢a
aktivite oraninin da yiikseldigi gézlemlenmistir.

Test edilen ekstraktlarin DPPH yakalama aktiviteleri
kiyaslandiginda en yiiksek oran (%72,76) su ekstraktinin
10 mg/mLD’lik konsantrasyonlu uygulamasinda goralmustiir.
Ayni zamanda su ekstraktinin 8 mg/mIlik konsantrasyon-
lu denemesinde ortaya ¢ikan DPPH yakalama aktivitesi
(%71,77) en yiiksek veriden istatistiksel olarak (p > 0,05)
farksiz bulunmugtur. Denemelerdeki en disik DPPH
aktivitesi (%12,67) ise metanol ekstraktinin 2 mg/mDlik
uygulamasinda belirlenmis ve ilgili degerin diger tim
uygulamalardan 6nemli derecede (p < 0,05) farkh oldugu
belirlenmistir (Sekil 2).

B. monnierinin farkli ekstraktlarinin denemelerde kulla-
nilan tim konsantrasyonlarinin ortaya ¢ikardizyn DPPH
radikallerini inhibisyon etkileri hesaba katilarak IC_  deger-
leri hesaplanmigtir (Cizelge 4). Bu degerler baz alindiginda
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Cizelge 3. Farkli ekstraktlarin antioksidan bilegenleri.

Ekstrakt Bilesen (pg/ms®)a

p-Karoten Flavonoid Likopen Toplam fenol
Metanol 14,12 £1,23 4,68 + 0,38 4,16 £ 0,28 70,84 + 1,85
Su 21,28 1,27 6,47 + 0,31 9,57 +0,54 80,53 + 1,68

“Her deger ortalama * standart sapma olarak ifade edilmistir (n = 3).

Cizelge 4. Farkli ekstraktlarin ve standardin (gallik asit) DPPH aktiviteleri i¢in IC, | degerleri (mg/mL).

Deneme IC, (sinrlar) Egim * Standart hata (sinirlar)
Metanol ekstrakt 8,14 (7,52-8,93) 2,22 +0,16 (1,91-2,53)
Su ekstrakt, 4,31 (3,87-4,75) 1,56 + 0,14 (1,30-1,83)
Gallik asit 0,03 (0,02-0,04) 0,64 + 0,06 (0,53-0,75)

Ayn siitunda farkh iistel harfler ile gosterilen degerler P < 0,05 diizeyinde birbirinden farkhidr.
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Sekil 1. 1,00 mg/L. BAP + 0,25 mg/L KIN igeren MS besin  Sekil 2. B. monnieri‘nin farkli ekstraktlarinin DPPH yakalama
ortamimda B. monnierinin strgiin ucu eksplantlarindan siirgiin =~ aktiviteleri (Ortalama + Standart Sapma, 7 = 3) (Farkli harfler ile
rejenerasyonu. gosterilen degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir).
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Cizelge 5. Farkli ekstraktlarin ve standardin (EDTA) metal selatlama aktiviteleri i¢in IC, degerleri (mg/mL).

Deneme IC,, (sinrlar) Egim + Standart hata (sinirlar)
Metanol ekstrakt 7,42¢ (6,63-8,51) 1,41 + 1,14 (1,14-1,69)
Su ekstrakt 5,12 (4,61-5,68) 1,46 = 0,14 (1,19-1,73)
EDTA 0,15 (0,13-0,17) 1,24 +0,07 (1,11-1,37)

Ayna siitunda farkly iistel harfler ile gisterilen degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidsr.

DPPH yakalama aktivitesi en yiliksek olan deneme su eks-
trakt: (IC, : 4,31 mg/mL) olarak tespit edilmistir.

Metal iyonlarinin 6zellikle Fe*?nin varligi, biyolojik sistem-
ler ve hucreler icerisindeki hidroksil radikallleri ve metal-
oksijen kompleksleri gibi reaktif tiirlerin tretimine 6ncilik
etmektedir (Soltaninejad vd. 2003). Metal iyonlarinin sebep
oldugu oksidatif stresten korunmak i¢in metal selatlama
kapasitesine sahip bitkilerden yararlanilabilmektedir. B.
monnierinin metanol ve su ekstraktlarinin metal selatlama
aktivitelerinin belirlenmesi stireci, sistemdeki demir komp-
lekslerinin tretiminden énce demir iyonlarinin yakalanmasi
ve selatlanmasi agamalarini icermektedir. Bir¢ok aragtirmact
da farkl bitki tirlerinin kimyasal iceriklerini de belirlemek
suretiyle metal selatlama aktivitelerini ortaya koymuslardir
(Liu vd. 2014) dried mycelia broth, and mycelia-free broth
of Laetiporus sulphureus submerged cultures were extracted
with ethanol and hot water under optimal culture conditi-
ons and investigated for their antioxidant properties. Etha-
nolic extracts from dried mycelia broth (EEM).

B. monnieriden elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin
metal selatlama aktivitelerine bakildiginda her ekstrakt i¢in
konsantrasyon orani arttik¢a aktivite oraninin da yiikseldigi
gozlenmistir. En ylksek metal gelatlama aktivitesi %64,38
ile su ekstraktinin 10 mg/mIlik ¢6zeltisinde gorilmistiir.
Metanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlari incelendigin-
de su ekstraktinda oldugu gibi en yiiksek aktivite (%56,52)
maksimum konsantrasyonda tespit edilmistir. Istatistiksel
analizler incelendiginde, su ekstraktinin 8 ve 10 mg/mLlik
konsantrasyonlarinin ortaya ¢ikardiklar: metal selatlama ak-
tivitelerinin p > 0,05 diizeyinde farksiz oldugu belirlenmistir
(Sekil 3).

Metal selatlama aktiviteleri baz alindiginda, ekstraktlarin
etkili konsantrasyonlar1 IC, | degerleri hesaplanarak tespit
edilmistir. Ayrica bu degerler hangi ekstraktin daha etkili
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. En diisiik IC, | degerinin 0,15
mg/mL ile EDTAya ait oldugu saptanmugtir. Metanol
ekstraktina (7,42 mg/mL) kiyasla ¢ok disiik seviyede IC,
degerine sahip olan su ekstraktinin (5,12 mg/mL) daha
etkili metal gelatlama diizeyine sahip oldugu gorilmustur.
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Sekil 3. B. monnierinin farkli ekstraktlarinin metal gelatlama
aktiviteleri (Ortalama + Standart Sapma, 7 = 3) (Farkli harfler ile
gosterilen degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir).

Standart olarak kullanilan EDTA ve ekstraktlarin sahip
oldugu IC,  degerlerinin istatistiksel olarak (p < 0,05)
birbirinden farkli oldugu ¢aligma sonuglarina yansimigtir

(Cizelge 5).

Doku kiltirt teknikleri ile tretimi gerceklestirilen B.
monnieri bitkisinden elde edilen metanol ve su ekstraktla-
rinin antioksidan bilesen yoniinden zengin oldugu ¢aligma
sonuglarina yansimistir. Onemli antioksidan molekiillerden
olan B-karoten, flavonoid, likopen ve toplam fenol igerikleri
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Cizelge 6. Antioksidan aktiviteler i¢in farkli degiskenler arasindaki korelasyon seviyeleri.

Konsantrasyon DPPH aktivite Selatlama aktivite
Konsantrasyon 1
DPPH aktivite 0.84 1
Selatlama aktivite 0.91 0.95 1

'Karelasyon 0,01 seviyesinde 6nemlidir.

baz alindiginda yiiksek oranda toplam fenole rastlanan B.
monnierinin antioksidan kapasitesinin oldugu saptanmis-
tir. Mevcut bu kapasitenin antioksidan aktiviteler ile ne
derece iligkili oldugu da arastirma igerisinde yer almugtir. B.
monnierinin antioksidan aktivitelerin belirlenmesi amaciyla
metal selatlama ve indirgeme giici kapasiteleri degerlendi-
rilmistir. Her iki aktivite icin de konsantrasyona bagl bir
artig goze carpmustir. Gergeklestirilen ikili korelasyon anali-
zi bu iligkiyi gézler oniine sermistir. DPPH aktivite-konsant-
rasyon ve selatlama aktivitesi-konsantrasyon ikili degiskenleri
arasindaki Pearson korelasyon katsayilarinin sirasiyla 0,84
ve 0,91 oldugu ve bu degerlerin p < 0,01 dizeyinde anlaml
goziktigu tespit edilmigtir (Cizelge 6).

4. Sonuglar

Sonug olarak, mevcut ¢aligma kapsaminda gergeklestirilen
tim denemeler gostermistir ki doku kiltirt teknikleri ile
uretimi gergeklestirilen B. monnieri bitkisinden elde edilen
metanol ve su ekstraktlari, yapisinda barindirdiklar: yuksek
orandaki antioksidan bilesenler sayesinde farkli antioksidan
aktiviteler gosterebilmektedir. Elde edilen sonuglar, yiiksek
oranda antioksidatif kapasiteye sahip olan B. monnierinin
oksidatif stres kaynakli hastalik tirlerinin kombine tedavi
metotlar1 igerisinde kullanilabilecek bir bitki oldugunu
ortaya ¢ikarmigtir.
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