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Abstract: Melissa officinalis L. is a Mediterranean plant from the family of the Labitae, and has lemon fragrance. Melissa is a
perennial herbaceous plant that forms the plant size between 60-100 cm. It is a known and used plant for a long time, because of
its pleasant smell. Because it is effective in beekeeping, this plant is called as the swarm plant. It is a medicinal and aromatic plant,
since it contains essential oils containing citral, stranellal, linalool and pinemia and flavonoid and resin. The antioxidant activity of
the in vitro produced calli was determined in this study, which was also determined by previous studies. Melissa officinalis L.
nodals were used as an explant source. Nodules were promoted with different plant growth regulator combinations for callus
formation in Murashige Skoog medium. The antioxidant activity of the resulting callus was determined by the ABTS method and
the results were given as "TEAC (tropoxyl equivalent antioxidant capacity) equivalent”. The highest antioxidant capacity (0.365
mmol / L) was seenin 1.5mg/ L 2,4-D + 1 mg/ L PIC + 0.5 mg/ L KIN-induced callus. The lowest value (0.191 mmol / L) was
obtained from calli promoted with 1.5 mg/ L 2,4-D + 0.5 mg/ L BAP.
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Melissa officinalis L. kallus kiiltiirlerinin antoksidan ozellikleri

Ozet: Melissa officinalis L., Labitae familyasindan, Akdeniz bitkisi olup limon kokuludur. Melisa 60-100 cm arasinda bitki boyu
olusturan ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Hos kokusu nedeniyle uzun zamandir bilinen ve kullamlan bir bitkidir. Aricilikta ogul ekmede
etkili oldugu icin, halk arasinda bu bitkiye ogul otu da denilmektedir. Sitral,stranellal,linalol ve pinemi iceren ugucu yaglar ile
flavonoid ve recine igerdiginden dolayr tibbi ve aromatik bir bitkidir. Calismamizda antoksidan 6zelligi oldugu da daha 6nce
yapilan caligmalarla belirlenmis olan bu bitkiden, in vitro olarak iiretilen kalluslarin antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Explant
kaynagi olarak Melissa officinalis L. nodlari kullanilmistir. Nodlar Murashige Skoog besiyerinde kallus olusumu i¢in farkli bitki
biiylime diizenleyici kombinasyonlari ile tesvik edilmistir. Sonucta olusan kalluslarin antioksidan aktivitesi ABTS yontemi ile
belirlenmis ve sonuglar “TEAC (troloks esdeger antioksidan kapasite) esdegeri” olarak verilmistir. En yiiksek antioksidan kapasite
(0.365 mmol/L), 1.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L PiC + 0.5 mg/L KiN ile indiiklenmis kalluslarda goriilmiistiir. En diisiik deger ise (0.191
mmol/L), 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP ile tegvik edilmis kalluslardan elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Melissa officinalis L, kallus, antioksidan.

1.Giris

Melisa officinalis L. Lamiaceae familyasina mensup, ¢ok
yillik limon kokulu bir bitkidir. Lamiacae (eski adiyla
Labiatae) ailesinin iiyelerinden Melisa officinalis L. (M.
officinalis) yurdumuzda Akdeniz bolgesinde yetisen
yenilebilir bir bitkidir. Bitki, diinyanin gesitli bolgelerinde
ozellikle de Bati Asya, giliney bat1 Sirbistan ve Kuzey
Afrika’da yetistirilmektedir (Simon ve Chatwick,1984). M.
officinalis'in subsp. officinalis, subsp. inodora ve subsp.
altissima olmak {izere ii¢ alt tiirli bulunur. Bunlardan sadece
subsp. officinalis'in ticari degeri ve karakteristik limon
kokusu vardir. Bu bitkinin taze veya kurutulmus yapraklari
ilag olarak kullanilir. Yapraklar, ¢icek agmadan dnce veya
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dallanmadan 6nce hasat edilmektedir (Zeybek ve Haksel,
2010). M. officinalis bitki boyu, gévde ve yaprak boyutu
gibi morfolojik 6zellikleri esas olarak genotip, gevre veya
kiiltiirel uygulamalara bagli olarak degisim gostermektedir.
Genel olarak 1.5 m yiikseklige kadar biiyiiyebilir ve 0.5-1.0
m boyunca yayilabilir. Bitki kare saplari, limon kokulu ve
sarmagik kenar yapraklari, beyaz veya saridan soluk mora
kadar olgunlasan ciceklerle karakterizedir. Bitkinin yesil
yapraklari yumurta veya kalp seklinde 2-8 cm
uzunlugundadir ve saplar tizerinde karsit ¢iftler halinde
diizenlenmistir. Ust yaprak genellikle alt yapraklardan daha
biiyliktiir. Yapraklardaki damarlar kolayca goriilebilir.
Kiigiik ¢igekler (0.5-1.5 cm boyutunda) biitiin yaz boyu
iiretilmektedir. Saplarm {izerinde yapraklarda aksillerden
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kiiciik dallar seyrek halde biiyiimektedir (Sar1 ve Ceylan,
2002).

M. officinalis bitkisinin ugucu yag antiviral, antibakteriyel
ve antispazmodik bir etkiye sahiptir (Farahani ark., 2009).
Bitkinin ugucu yagi iyi bilinen bir antifungal ajandir ve hafif
antidepresif ve antispazmolitik ozellikleri de bildirilmistir
(Basta ark., 2005). M. officinalis tizerindeki fitokimyasal
arastirmalarla, terpenler (monoterpenler, seskiterpenler ve
triterpenler) ve fenolik bilesikler (fenolik asitler,
flavonoidler ve tanenler) de dahil olmak {izere g¢esitli
fitokimyasal —maddelerin  varligini  ve  miktarlan
belirlenmistir (Allahverdiyev ark., 2004; Moradkhani 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 ark., 2009). Bu bitkideki ugucu yag orani,
%0.02 - %0.30 arasinda degismekte olup bu oran
Lamiaceae ailesinin diger iyeleriyle karsilastirildiginda
oldukga diisiiktiir. Bu sebeple, ugucu yagin iiretim maliyeti
ve fiyati piyasada c¢ok yiiksektir. Ucucu yagin temel
bilesenleri, yag iceriginin yaklasik %96'sin1 sitral (geranial
ve neral), sitronelal, linalool, geraniol, $-pinen, a-pinen, -
karyofilen ve fB-karyofilen oksit olusturmaktadir (Sar1 ve
Ceylan, 2002; Saglam ark., 2004).

Calismamizin amaci M. officinalis bitkisinin farkli bitki
biiylime diizenleyicileriyle (BBD) yetistirilen kalluslarin
toplam fenolik ve toplam flavonoid kapasitesini
belirlemektir.

2. Materyal ve Metot

Bu calismada, eksplant kaynagi olarak M. officinalis
bitkisinin saksida yetistirilen fideleri kullanilmistir.
Fidelerin kurumamasi igin kiiltiire alinacaklar1 giin
yipratilmadan toplanmigtir. Calismada kullanilan M.
officinalis fideleri musluk suyuyla yikandiktan sonra,
besiyerine ekilecek olan nod kisimlari bisturiyle alinmis ve
30 saniye siireyle %70 lik etil alkolde yavasca karistirilarak
bekletilmistir. 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 ¢amasir suyu (Ace) kullanilmistir.
Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu bittikten sonra ¢amasir
suyunun uzaklagtirilmasi i¢in 3 kez steril saf sudan
gegcirilmistir.

2.1. Kallus Olusumu

Bu calismada bitki doku kiiltiirii i¢in temel gereksinimleri
karsilayan ve siklikla kullanilan MS ortami kullanilmigtir
(Murashige ve Skoog, 1962). Besiyerleri hazirlamasinda
4.4 g/ MS, 30 g/L sakkaroz olacak sekilde tartilip,
calkalayict yardimiyla ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinen
besiyerleri pH degeri 5.7-5.8 sekilde ayarlanmig ve
katilasmast icin 8 g/L katilagtirici plant agar eklenmistir.
Tablo 2.1 ‘de goriildiigi gibi 12 farkli BBD kombinasyonu
iceren besiyerleri her bir kombinasyonda 5 tekrarli olacak
sekilde (12x5= 60 petri besiyeri) hazirlanmistir.
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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.).

Tablo 2.1:Bitki biiyiime diizenleyicilerin yogunluklari.

Besiyeri 24D IAA _BAP __KIN _ PIC
ortamt (ML) oy (gl (mgl)  (mg/L)
1 1 1 05

2 15 1 0.5

3 2 1 05

4 1 - 0.5

5 15 05

6 2 - 05

7 1 1 05
8 15 1 05
9 2 1 05
10 05 . 1
11 05 15
12 05 . 2

Ekimi gerceklesen bitkiler £22 °C de, 2500 lux floresan 151k
altinda, 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik sartlarda iklim
odalarinda bekletilerek, giinliikk olarak kallus gelisimi
gozlenmistir. Bu arada kontamine olan kiiltiir kaplar1 kiiltiir
ortamindan uzaklastirilip, otoklavda steril edilmistir.

2.2. Kallus Ekstraksiyonu

Besiyerinde yetistirilen M. officinalis kalluslar1 pens
yardimiyla dikkatli bir sekilde petriden alinmistir.
Uygulanan bitki biiyiime diizenleyicilere goére ayrilan
kalluslar saf sudan gecirilerek 50 °C etiivde kurumaya
birakilmistir. Kuruyan kalluslar hassas teraziyle 0.1 gram
olacak sekilde tartilmigs ve falkonlara aktarimustir.
Kalluslarn iizerine 4 ml % 99.9 luk etanol pipetle eklenmis
ve falkonlarin etrafi parafimle sarilmistir. Cozeltinin
Ozdeslesebilmesi igin 72 saat buzdolabinda saklanmustir.
Zamani dolan ¢ozeltiler blender yardimiyla 1-2 dk kadar
pargalanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiler huniye yerlestirilen
Whatman filtre kagitiyla stiziilmiis ve madde tayininde
kullanilacak ekstraktlar elde edilmistir.

2.3. Antioksidan Kapasite Analizi

Ekstrelerin antioksidan kapasitesi, ABTS+[2,2’-
azonobis(3-etilbenzothiazoline-6-sulfonat] radikal katyon
yakalama kabiliyetine dayanilarak Ol¢tilmiistiir.

Antioksidan kapasite analizi i¢in, ABTS stok ¢ozeltisi fosfat
tampon ¢ozelti ile absorbans 734 nm de 0.7-0.8 olana kadar
seyreltilmistir. Seyreltilmis ¢ozelti her zaman deneyden
once hazirlanmig ve 1siktan korunmustur. Daha sonra cam
tiiplere 1900 pl seyreltilmis ABTS ¢ozeltisi ve 100 pl
M.officinalis kallus ektresi eklenerek karistirilmstir.
Orneklerin absorbanslar1 6. dakikada 734 nm UV-VIS
spektrofotometrede kore(fosfat tamponu) karsi okunmustur.
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Antioksidan kapasitenin belirlenmesi i¢in kullanilan bu
yontem TEAC (Troloks esdeger antioksidan kapasite)
olarak adlandirilmakta ve sonuglar troloks standart olarak
kabul edilerek verilmektedir. Troloks [6-hidroksi-2-
Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit], E
vitamininin suda ¢o6ziniir esdegeridir. Troloks canli
sistemlerde dogal olarak bulunan bir bilesik olmamakla
birlikte pek c¢ok antioksidan kapasite tayin yonteminde
standart olarak kullanilmaktadir (Re ark., 1999). Troloks
antioksidan kullanilarak bir kalibrasyon grafigi hazirlanmig
ve antioksidan kapasitesi, bu grafikten elde edilen sonuglar
ile TEAC olarak verilmistir (Damar, 2010). Troloks
kalibrasyon egrisinden elde edilen y= 1,444x — 0,0004
formiiliine gore hesaplanmustir.

3. Sonuglar

Bu calismada M. officinalis bitkisinden elde edilen kallus
ekstrelerinin antioksidan kapasite verileri hesaplanmigtir.

3.1. Antioksidan Kapasite Analizi

M. officinalis kallus etanol ekstrelerinin farkl bitki biiyiime
diizenleyicilerine gore antioksidan kapasitesi Tablo 3.1 de
verilmistir.

Tablo 3.1.3: Kallus etanol ekstrelerinin antioksidan kapasiteleri

Biiyiime diizenleyici kombinasyonlar: Antioksidan
kapasite
(mM TEAC)

1mg/L 2,4-D + 1 mg/L IAA + 0.5 mg/L BAP 0.363

15 mg/L 2,4-D + 1 mg/L IAA + 0.5 mg/L BAP 0.304

2mg/L 2,4-D + 1 mg/L IAA + 0.5 mg/L BAP 0.329

1mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN 0.290

1.5mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN 0.365

2mg/L 2,4-D + 1 mg/L PIC + 0.5 mg/L KIN 0.216

1mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP 0.297

1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP 0.191

2 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L BAP 0.232

1 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP 0.326

1.5 mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP 0.329

2mg/L PIC + 0.5 mg/L BAP 0.223

Bu sonuglara gore kallus etanol ekstrelerinin antioksidan
kapasitesinde 0.191 — 0.365 mM TEAC arasi degerler elde
edilmistir. Sonuglar karsilagtirildiginda, en yiiksek 1.5 mg/L
24-D + 1 mg/L PIC + 05 mg/L KIN hormon
kombinasyonunda, en diisiik 1.5 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L
BAP hormon konsantrasyonunda olan kallus etanol
ekstreleri antioksidan kapasite gostermistir.
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4. Tartisma

Hormonlarin etkisiyle yetisen bitki kalluslarinin kimyasal
ozellikleri farkli oldugundan, ¢alismada yapilan antioksidan
kapasitesi ozellikleri elde edilen her bir kallus i¢in de farkli
olmustur.

Dogal antioksidan kaynagi i¢in daha fazla arastirilabilen in
vivo materyallere gore, kallus ekstraktlarinin 6nemli
antioksidan potansiyeli sagladigt bazi ¢alismalarda
bildirilmistir.  Salvia officinalis (S. officinalis) ve
Rosmarinus officinalisin  (R. officinalis) in vitro
kiiltiirlerinde, toprakta yetistirilen bitki materyallerine gore
daha  yiiksek  antioksidan  aktivite = gdzlenmistir
(Grzegorczyk ark., 2007, Yesil-Celiktas ark., 2007). Yesil-
Celiktas vd. Rosmarinus officinalis bitkisinin kalluslarini,
MS ve odunsu bitki ortaminda (WPM) 1 mg/L NAA (MS1
ve WPM1) ve 3 mg/L NAA (MS3 ve WPM3) ile
destekleyerek  yetistirip, kalluslarda TEAC analizi
yapmiglardir. Raporlarina gore R. officinalis kalluslarinda
TEAC degerini, WPM3’ te 0.0018 mmol/g ve MS3’ te
0.0016 mmol/g olarak belirlemislerdir (Yesil-Celiktas ark.,
2007). Giri ve ark., yukarida belirtilen ¢alismasinda, H.
edgeworthii kalluslarinin metanolik ekstraktlarmda ABTS
testinde en yiiksek antioksidan kapasite degeri 0,0671
askorbik asit esdegeri (AAE)/ g kuru agirlik (DW) olarak,
BA 3 uM konsantrasyonunda tespit etmislerdir (Giri ark.,
2012). Kousalya ve Bai tarafindan yapilan bir ¢alismada,
Canscora decussata bitkisinin kallus kiiltiirleri farkli bitki
biiyime  diizenleyicileriyle  desteklenen  ortamlarda
iretilmistir. Caligma verilerine gore antioksidan kapasitesi
en yiiksek 12.234 mmol/g TEAC olarak 1/2MS+0.5NAA
ortamindaki kalluslarda, en diisiik 1.191 mmol/g TEAC
olarak 0.5BAP+2KIN+3 gibberellik asit (GA3) ortamindaki
kalluslarda elde etmislerdir (Kousalya ve Bai, 2016). Bahri-
Sahloul ark., Crataegus azarolus var. aronia (kirmizi
meyveli ali¢) bitkisinin kallus kiiltiirlerinin antioksidan
kapasitesinin belirlenmesinde ABTS metotuna gére TEAC
degerini 0. 0674 mmol/g olarak belirlemislerdir (Bahri-
Sahloul ark., 2014).

5. Sonug¢

Yapilan bu calismada tibbi ve aromatik bitki olan M.
officinalis bitkisinin in vitro kosullarda cesitli bitki bityiime
diizenleyicileriyle kallus iiretimi saglanmis ve antioksidan
Ozellikleri  belirlenmistir.  Sonuglar  genel  olarak
incelendiginde antioksidan verilerinin normal bir bitkiye
gore smir degerlerin bir miktar altinda oldugu tespit
edilmistir. Ayrica BBD’ lerin kombinasyon ve
konsantrasyon  degisimlerinin  antioksidan  miktarini
etkiledigi gortilmistiir. Bitki ¢esidi, bitkiden alinan miktar,
ektraksiyon secimi, ¢oziicli ve ¢dziinen polaritesi gibi
segeneklerin  farkliligit bu sonucun nedenleri olarak
sayilabilir.

Tesekkiir

Bu calisma Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Birimi’nin
MF 15.39 nolu projesi ile desteklenmistir.
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