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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
DIS KOSUL VE In vitro KOSULLARDA YETISEN SARI KANTARON BITKISININ
(Hypericum perforatum L.) FITOKIMYASAL ICERIGININ KARSILASTIRILMASI
Didem TASTEKIN
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Sheida DANESHVAR ROYANDAZAGH

Sar1 Kantaron (Hypericum perforatum L.), yiiksek fitokimyasal igerigi ile farmasotik alanda kullanilan
O6nemli tibbi aromatik bir bitkidir. Gergeklestirilen bu ¢alisma kapsaminda; araziden toplanan sari
kantaron bitkisinin yaprak ve nod kisimlar1 kullanilarak; in vitro kosullarda oncelikli olarak uygun
sterilizasyon yontemi belirlenmistir. Daha sonra steril eksplantlardan siirgiin ve kallus
rejenerasyonlarinin - gergeklestirilmesi, devaminda ise in vitro kosullarda elde edilen bitkisel
materyaller ile dis kosullarda yetisen bitkilerin fitokimyasal iceriginin karsilastirilmasi ¢alisilmstir.
Aragtirmada her iki eksplant tiirii i¢in de iki farkli sterilizasyon yontemi denenmistir. En yiiksek
sterilizasyon basarisi, 6n yikama yapildiktan sonra %70’lik (v/v) etil alkolde 1 dk, ardindan %35’lik
(V/Vv) ¢camasir suyu cozeltisinde 3 dk bekletilmesi ile elde edilmistir. Bu sekilde her iki eksplant tiirii
icinde %100 sterilizasyon basarisi elde edilmistir. In vitro siirgiin kiiltiirlerinin kurulmasinda ise farkli
konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren 6 farkli ortam kullanilmistir. En iyi siirgiin gelisim ytizdesi
ve ortalama siirgiin sayist 0,5 mg/L BAP ve 2,5 mg/L NAA ile desteklenmis olan MS besin
ortamindan elde edilmistir. Yaprak eksplant1 i¢in siirgiin gelisimi %100 ve ortalama siirgiin sayis1 5,53
olarak bulunmustur. Nod eksplanti i¢in ise %80 siirgiin gelisimi goriilirken ortalama siirglin sayist
4,33 olarak tespit edilmistir. Kallus kiiltiirlerinin kurulmasi igin dort farkli ortam kullanilmigtir. En
yiksek yas ve kuru agirlik 1,0 mg/L NAA ile desteklenmis MS besin ortamindan elde edilmistir.
Koklendirme galigmasinin verilerine gore en iyi besin ortami 0,2 mg/L IBA ile desteklenmis ortamdir.
Calismanin devaminda dis kosul bitkileri ile in vitro siirgiinlerin ve gelisen kalluslarin fitokimyasal
igerikleri ucucu bilesenler acisindan karsilagtirilmistir. Dis kosullarda yetisen bitkilerde en ¢ok cis-
Osimen (%13,62) bileseni tespit edilmistir. In vitro stirgiinlerde en ¢ok 1-[3-methyl-3-(4-methyl-3-
pentenyl)oxiranyl]- Ethanone (%22,63) tespit edilmis olup, terpen ve terpen tiirevlerinden ise en ¢ok
Nerolidol Z ve E (%19,96) bilesenin bulundugu gorilmistiir. Kalluslarda ise en fazla bulunan
bilesenin 1,3,5-Cycloheptatriene (%12,14) oldugu gorilmiis, Farnesane (%7,94) en ¢ok bulunan
terpen bileseni olarak tespit edilmistir. Ugucu bilesenler agisindan en degerli grup olan terpen tiirevi
bilesikler agisindan degerlendirildiginde dis kosul bitkilerinde %40,84, in vitro siirgiinler igin %35,36
ve kalluslarda %29,39 degerleri elde edilmistir. Yapilan bu caligma literatiire katki saglayarak
¢alismanin devamm olan hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinin kurulmasina 1s1ik tutacaktir. In vitro
caligmalarin optimize edilmesi ile 6zel bir etken madde iizerinde bundan sonra yapilmasi planlanan
arastirmalara kaynak olusturacaktir.

Anahtar kelimeler: Sar1 kantaron, fitokimyasal, in vitro, ugucu bilesen, terpen, kallus
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ABSTRACT

MSc. Thesis
COMPARISON OF THE PHYTOCHEMICAL CONTENT OF ST. JOHN’S WORT
(Hypericum perforatum L.) GROWN IN EXTERNEL AND In vitro CONDITIONS
Didem TASTEKIN
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Sheida DANESHVAR ROYANDAZAGH

St. John's Wort (Hypericum perforatum L.) is an important medicinal aromatic plant used in the
pharmaceutical field with its high phytochemical content. Within the scope of this study; In vitro
conditions, using the leaf and node parts of the St. John's wort plant, firstly, determining the
appropriate sterilization method, performing shoot and callus regenerations from sterile explants, and
then comparing the phytochemical content of the plants grown in in vitro conditions with the plants
under external conditions. In the study, two different sterilization methods were tried in both explant
types. The highest sterilization success was achieved by standing in 70 % (v/v) ethyl alcohol for 1
minute after prewash, and then for 3 minutes in 35 % (v/v) blech solution. 100 % sterilization success
was achieved in both types of explants. Six different media containing different concentrations of BAP
and NAA were used to establish in vitro shoot cultures. The best shoot growth percentage and number
of shoots per explant were obtained in MS nutrient media supplemented with 0,5 mg / L BAP and 2,5
mg / L NAA. 100% shoot development for leaf explant and the number of shoots per explant was
found to be 5,53. For the node explant, 80% shoot growth was observed, while the number of shoots
per explant was 4,33. Four different medias were used to establish callus cultures. The highest wet and
dry weight was obtained in an media where MS nutrient medium supplemented with 1,0 mg / L NAA
was used. In the continuation of the study, the phytochemical contents of external conditions plants
and in vitro shoots and developing calluses were compared in terms of volatile components. The most
found component was cis-Osimen (13,62%) in plants grown in external conditions. In vitro shoots, 1-
[3-methyl-3- (4-methyl-3-pentenyl) oxiranyl] - Ethanone (22,63%) has been detected as most found
component and Nerolidol Z and E (% 19,96) component was found as terpene. The most found
component in callus was 1,3,5-Cycloheptatriene (12,14%), while Farnesane (7,94%) was the most
common terpene component. When evaluated in terms of terpene derivative compounds, which are the
most valuable group for volatile components, values of 40,84% in external plants, 35,36% for in vitro
shoots and 29,39% in calluses were obtained. This study will contribute to the literature and shed light
on the establishment of cell suspension cultures that are the continuation of the study. It will be a
source of research planned on a special active ingredient by optimizing in vitro studies.

Key words: St. John's Wort, phytochemical, in vitro, votalite compound, terpene, callus
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1. GIRIS

H.perforatum L. yaklasik 30 ila 90 cm araliginda biiyiiyebilen ¢ok yillik bir bitkidir
(Hisil, Sahin ve Omay, 2005). Yapraklar1 2-4 cm uzunlugunda olup ana sap iizerinde yer
almaktadir. Canak yapraklar ise 4-6 mm uzunlugundadir. Canak yapraklar iizerinde yer yer
siyah salg1 bezecikleri bulunmaktadir. Meyvesi ise 1-1.3 mm uzunlugunda tohumlar igeren ii¢
odacikli kapsiil seklindedir (Asgarpanah, 2012). Odunsu bir yapiya sahip, tiiysiiz ¢ok yillik bir
bitkidir. Haziran ayindan Eyliile kadar ¢igek agmaktadir. Mezofitik alanlarda kendiliginden
yetismekle birlikte deniz seviyesinden 2500 m’ye kadar bu bitkiyi gormek miimkiindiir
(Altan, Damlar, Aras ve Alpaslan, 2015). Diinya genelinde sicaklik bakimindan ne ¢ok sicak
ne de ¢ok soguk olmayan havanin degisken oldugu iklim kusaklarinda yetismektedir. Tropikal
iklimden biraz daha serin olan daglik tropikal bdlgelerde de yayilim gostermektedir
(Asgarpanah, 2012). Kayalik, tagh yerlerde, yol kenarlarinda, ¢imenli nehir kenarlarinda
bulunmaktadir. Yayilis gosterdigi yerlerin temel 6zelligi kisinin nemli yazlarmin kurak
olmasidir. Diinyada Bati Avrupa, Kuzey Afrika, Kuzey Amerika ve Asya’ da yayilig
gostermektedir. Ulkemizde de Ege, Akdeniz, Giineydogu Anadolu, Orta ve Dogu Anadolu,
Karadeniz ve Marmara bolgesinde yetistigi goriilmistiir (Asgarpanah, 2012; Altan, Damlar,
Aras ve Alpaslan, 2015).

Bitkisel ilag olarak yaygin sekilde kullanilmakta olup yaklasik olarak 2000 yildan beri
insanlar tarafindan ¢esitli hastaliklarin iyilestiricisi olarak kabul edilmektedir. Bitkinin bilinen
en biiyiik etkisi antidepresan olmasidir. Ancak antimikrobiyal etkisi ile yara iyilestirilmesi
icinde son zamanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu alanla ilgili olarak son yillarda ¢ok

sayida arastirma yapilmistir (Altan vd., 2015).

Hypericum cinsi bitkiler 6zellikle de H. perforatum L. biinyesinde aktif bilesikler
bulundurdugu ¢ok uzun yillardir bilinmesine ragmen bu cinsin igerisinde yer alan pek ¢ok
tiirlin biyoaktif yapist tam olarak kesfedilememistir (Napoli vd., 2018). Bu cinse ait bitkiler
sekonder metabolit agisindan zengindir ve sahip olduklari metabolitler biyolojik a¢idan

onemli aktiviteler gostermektedir.

H. perforatum temelde 3 ana grup bilesik icermektedir. Temel bilesenleri olarak kabul
edilen naftodiantronlar, floroglusinoller, ve genis aralikta bulunan flavonoidler (Alali,
Tahawa, Gharaibeh, 2009). Ayrica sahip oldugu tanen ve ugucu yag 6zelligi de yaygin olarak
bilinmektedir (Asgarpanah 2012).



H. perforatum farmakolojik agidan yaygm olarak kullanilmaktadir. Diinyada
antidepresan tedavisinde kullanilan en etkili bitkilerdendir. Antiviral, antimikrobiyal ve yara
iyilestirici etkisi nedeniyle de halk arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Alali ve ark.
2009). Bitkisinin ¢igeklerinden elde edilen ve iilkemizde halk arasinda “kantaron yag1” olarak

bilinen yag1 da ¢ok eski caglardan bu yana kullanilmaktadir (Ozcan, 2015).

Bati tilkelerinin birgogunda énemli bir tibbi bitki olarak tanimlanan bu bitkiye ihracat
ve ithalat konusunda ¢ok 6nem verilmektedir. Floramizda yaygin bulunan sar1 kantaron hem
i¢ tiiketimde kullanilmakta hem de ihra¢ edilmektedir. Tibbi ve ekonomik ac¢idan 6nemli olan
bu bitki floramizda yaygin olarak bulunmasina ragmen tarla kosullarinda iiretilmemektedir.
Tarla kosullarinda iiretimi yapilmak istendiginde de Tiirkiye’de gelistirilmis bir gesit
bulunmamaktadir (Ekren, Sonmez ve Bayram, 2010). H. perforatum diinyada oldukga fazla
tilkketilmektedir. Tiiketilen bu hammaddenin biiyiik bir bolimi bitkinin kiiltiirii yapilarak
saglanirken, belli bir kism1 da degisik iilkelerin florasindan toplanmaktadir. Ancak hem
tiretimle elde edilen ve hem de floradan toplanan ham materyalin belli kalite kriterlerine sahip
olmasi istenmektedir. Almanya’da yillik tiiketilen drog miktarinin 600 ton oldugu
bildirilmektedir (Bayram, Arabaci ve Cakmak, 2002). Bitkiden hazirlanan farkli formlardaki
antidepresif farmakolojik triinlerin yillik satis degerinin Avrupa pazarlarinda 100 milyon
dolari, ABD’de ise 500 milyon dolar1 astig1; diinya genelinde ise 1 milyar dolara yaklastig;
Hypericum driinlerinin standart antidepresan ilaglarin yerine ikame olarak depresyon
tedavisinin maliyetini 6nemli dl¢iide diisiirdiigii bildirilmektedir (Solomon, Adams ve Graves,

2013).

Tibbi bitkiler klinik acidan 6nemli pek ¢ok dogal iiriiniin temel kaynag: olarak kabul
edilmekte ve Ozellikle biinyelerinde bulundurduklar1 sekonder metabolitlerle endiistriyel
olarak dnemli kaynaklardir. Ilag sektdriinde kullanilan hammaddelerin biiyiik bir kism1 uzun
ve karmagik basamaklardan olusan kimyasal sentez yoluyla elde edilmektedir. Bu nedenle
maliyeti yiiksek islemlerdir. Aynm1 zamanda son yillarda dikkat edilen karbon ayak izi
kavramina gore ¢evresel acidan zararli olduklar1 raporlanmaktadir. Arastirmacilar karsilasilan
bu sorunlar1 ¢6zmek i¢in dogal kaynaklarm kullanildigi yontemler iizerine egilmeye

baslamistir.



H.perforatum L. bitkisi biinyesinde bulundurdugu bilesikler ile medikal agidan 6nemli
bir bitkidir. Yukarida belirtilen sebepler goz oniinde bulundurularak sahip oldugu sekonder
metabolit igerigini arttirmak ve kullanmak adina biyoteknolojik c¢alismalarda kullanimi
yaygmlasmistir. Yapilan biyoteknolojik ¢alismalarin pek ¢ogu igerdigi metabolitleri
kullanmak adma yapilmaktadir. Bu amagla da en c¢ok bitki doku ve hiicre kiiltiirii
calismalarinin yapildigi goriilmektedir. Bu ¢alismada, in vitro kosullarda farkli bitki kisimlari
kullanilarak oncelikli olarak sterilizasyon denemeleri yapilmis ve en uygun sterilizasyon
yontemi se¢ilmistir. Devaminda in vitro siirgiin ve kallus kiiltiirleri kurulmustur. Elde edilen
in vitro siirgiinlerden kullanilarak koklendirme ¢alismasi yapilmistir. In vitro materyaller ile
dis kosul bitkilerinin fitokimyasal bilesenler olan ugucu bilesenler agicisindan igerik
karsilastirmast GC-MS analizleri ile yapilmistir. H. perforatum L. tiirii ile yapilan bu
calismada, in vitro protokollerin gelistirilmesi, devaminda dis kosuldan toplanan bitkiler ile
karsilagtirmali fitokimyasal analizlerin yapilmasi ile biiylik 6l¢ekli tiretimlerde bitki doku
kiiltiiriintin  kullanilabilirliginin gosterilmesi amaglanmistir. Ayrica bu calisma ile bugiine
kadar gergeklestirilmis calismalara katki saglanmis, ileriki donemlerde de gerceklesecek olan

diger calismalara 151k tutmas1 hedeflenmistir.

1.1.  Hypericum Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Hypericum, Clusiaceae familyasina ait bir cins olup yaklasik 450 ¢ali ve ot formuna
sahiptir. Diinyanin pek c¢ok yerinde geleneksel tibbi uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu cinsin tiim iiyeleri “ Saint John’ wort” olarak bilinmektedir. Ayni1

zamanda “Rose of Sharon” ve “Tutsan” olarakta isimlendirilmektedir (Alali vd., 2009).

Hypericum ve St. John wort isimlerinin kokenleriyle ilgili bir takim agiklamalar
mevcuttur. Hypericum isminin Yunanca da yer alan hyper (yiiksek) ve eikon (goriintii)’dan
geldigi ifade edilmektedir. St. John’s wort olmasi ise ¢igek tomurcuklarinin ilk kez St. John

giiniinde (24 Subat) belirmesinden kaynaklanmaktadir (Barnes, Anderson ve Philipson, 2001).

Diinyada yaklagik 350-400 tiirii, Tiirkiye’de ise bu familyaya ait 70 farkli tiir tespit
edilmistir. En 1y1 yetisme gdsterdigi toprak yapisi ise hafif asidik-nétr topraklardir.



Hypericum tiirlerinin genel 6zellikleri:

e Siklikla siyah veya kirmizi glandular salgilar1 olan basit yar1 saydam yapraklar,
e 5 merouslu yesil ¢anak yapraklart ve agik sar1 petalleri, stamenleri 3-5 demet
seklinde, ovaryumu 3-5 adet ince uzun sekilde,

e Igerisinde pek ¢ok silindirik tohumlar igeren bir adet kapsiiler meyvedir.

1.2.  Sari Kantaron (Hypericum perforatum L.)

H.perforatum L. yaklagik 30 ila 90 cm araliginda biiyiiyebilen ¢ok yillik bir bitkidir
(Hisil ve ark. 2005).Yapraklari 2-4 cm uzunlugunda olup ana sap lizerinde yer almaktadir.
Canak yapraklar ise 4-6 mm uzunlugundadir. Canak yapraklar tizerinde yer yer siyah salgi
bezecikleri bulunmaktadir. Meyvesi ise 1-1.3 mm uzunlugunda tohumlar igeren ii¢ odacikl

kapsiil seklindedir (Asgarpanah, 2012).

Sistematigine bakilacak olursa:

Boliim: Spermatophyta

e Alt boliim: Angiospermae

e Sinif: Dicotyledoneae

e Alt sinif: Magnolipsida

e Takim: Theales

e Familya: Cluciaceae (Hypericaceae, Guttiferae)
e Cins: Hypericum

e Tiir: Hypericum perforatum L.(Kantaron otu, Binbirdelik otu) (Yiicel 2006).

Odunsu bir yapiya sahip, tiiysiiz ¢ok yillik bir bitkidir. Haziran’dan Eyliil’e kadar
cicek acmaktadir. Mezofitik alanlarda kendiliginden yetismekle birlikte deniz seviyesinden
2500 m’ye kadar bu bitkiyi gormek miimkiindiir (Altan vd., 2015). Diinya genelinde sicaklik
bakimindan ne cok sicak ne de cok soguk olmayan havanin degisken oldugu iklim
kusaklarinda yetismektedir. Tropikal iklimden biraz daha serin olan daglik tropikal bolgelerde
de yayilim gostermektedir (Asgarpanah, 2012).



Kayalik, tash yerlerde, yol kenarlarinda, ¢imenli nehir kenarlarinda bulunmaktadir.
Yayilis gosterdigi yerlerin temel 6zelligi kisinin nemli yazlarmin kurak olmasidir. Diinyada
Bati Avrupa, Kuzey Afrika, Kuzey Amerika ve Asya’ da yayilis gostermektedir. Ulkemizde
de Ege, Akdeniz, Giineydogu Anadolu, Orta ve Dogu Anadolu, Karadeniz ve Marmara
bolgesinde yetistigi goriilmiistiir (Asgarpanah 2012, Altan vd., 2015).

Glinlimiizde en ¢ok kullanilan sekli ise c¢icek iist kisimlarinin yag igerisinde
bekletilmesi ile elde edilen ekstraktin yara ve yaniklarda kullanimidir (Franchi, Nencini,

Collavoli ve Massarelli, 2011).

Bu tiir ve bagli oldugu familyadaki diger tiim tiirlerin farmasoétik alanda kullaniminda
baz1 kisitlamalar s6z konusudur. Icerdikleri aktif maddeler zamana kars1 stabil degildir ve

1sikta bozulmaktadir (Franchi vd, .2011).



Sekil 1.1. Sar1 kantoronun goriiniimii a.Bitkinin genel goriiniisii b.Cigeklerin iistten goriiniisii
c. Bitkinin yapraklarinin goriintiisii

1.3.  Sekonder Metabolitler ve Fitokimyasallar

Son yillarda gida endiistrisi hizli bir gelisme kaydetmistir. Literatiire giren bazi
kavramlar klasik yaklagimlarin ve tartismalarin yon degistirmesine neden olmustur.
Antioksidan ve fitokimyasal kavramlar: siklikla kullanilmaya baglanmistir. Tip diinyasinda
uzun yillardir yapilan arastirmalar diyetlerde yer alan sebze, meyve ve baklagillerin pek ¢ok
hastaligin 6nlenmesine katki sagladigini gostermistir. Bitkilerin bu faydalarinin antioksidan
ad1 verilen maddelerden kaynaklandig1 kesfedilmis olup mikro diizeydeki yaklasimlarda da
fitokimyasallar olarak ifade edilen pek ¢ok bilesen iizerinde durulmaya baglanmistir (Diindar,
2001).



Besin olmayan, ancak besinler gibi yararlar1 ve gorevleri olan tibbi agidan yararli,
fonksiyonel, 6zel amagl besinlerin yapisinda bulunan bitkisel kaynakli biyoaktif bilesiklere
fitokimyasallar denir (Evcimen ve Aslan, 2015). Diger bir tanimui ise bitkilerin ikincil
metabolik faaliyetleri yani sekonder metabolizmalar1 sirasinda olusarak depolanan, sadece
besin olarak kullanildiginda insan sagligina faydali etkilerde bulunan biyoaktif bilesiklere
fitokimyasallar denir (Uzunhan, 2014). Phyto Kkelimesi Yunanca bitki demektir.
Fitokimyasallar1 kisaca bitki bilesenleri, kimyasallar1 olarak tanimlayabiliriz. Terapotik
amaclarla kullandigimiz bu bilesenler bitkilerin yapraklarinda, koklerinde rizomlarinda,

govdelerinde, meyve ve tohumlarinda yer almaktadir (Doughari, 2012).

1.3.1. Sekonder Metabolit ve Fitokimyasallarin Tanimi, Stmiflandirilmasi

Tiim yasam formlarinda bulunan birincil metabolizmadan baska, yasam faaliyetlerinin
gerceklestirilmesinde yardimci olan baska bir metabolizma da mevcuttur. Biitiin bu
reaksiyonlar sekonder metabolizma olarak adlandirilirken, {iriinleri de sekonder tiriinler olarak
adlandirilir (Oluk, 2006). Bu kavram ilk defa primer metabolitlerin zit kavramlisi olarak ifade
edilmistir (Kossel, 1891). Sekonder metabolitler bitkiler tarafindan {iretilen ancak fotosentez
yolagi icerisinde bulunmayan, fizyolojik bir zorunluluk olusturmayan maddeler seklinde

tanimlanmaktadir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015).

Sekonder iiriinler, sekonder metabolitler olarak adlandirilirlar. Bitkilerin yasamsal
olaylar1 lizerinde primer metabolitler kadar etkili olmayan, ancak bitkideki savunma

sisteminin en énemli pargasini olusturan bilesiklerdir (Demirci, Ozdamar ve Baydar, 2015).

Sekonder metabolitler icin farkli isimlendirmelerde bulunmaktadir. Stres yoluyla
olusturulmus olan sekonder metabolitlere “fitoaleksin” denilmektedir. Stres metabolitleri
olarak bilinir ve bitki tarafindan iiretilebilmesi i¢in ortamda mutlaka bir stres faktori
bulundurulmalidir. Fitoaleksinlerin diginda morfolojik farklilagmaya bagli olarak {iretilen

sekonder metabolitlerde mevcuttur (Oluk, 2006).

Bitkilerin sekonder metabolizma faaliyetleri sirasinda ortaya ¢ikarak depolanan,
sadece besin olarak tiiketildikleri zaman insan sagligi i¢in yararl etkilerde bulunan biyoaktif
bilesiklere “fitokimyasallar” denmektedir (Uzunhan, 2014). Bitki doku kiiltiirleri, 30.000’den
fazla kimyasal bag igeren ¢ok degerli fitokimyasallar1 sentezleme potansiyeline sahiptir. Bitki

doku Kkiiltiirleri tarafindan sentezlenen fitokimyasal miktari, mikroorganizmalar tarafindan



sentezlenen fitokimyasal miktarinin yaklasik 4 katidir (Zhong, 2001). Fitokimyasallar, dogal
olarak tarimsal yontemlerle de elde edilebilirler. Ancak, tarimsal iiretim, pek ¢ok bitki i¢in
mevsimsel oldugu gibi, cografi konuma, iklim ve biiyiime kosullarina da baglidir (Gueven
and Knorr, 2011).

Primer metabolitler, canlilarda hayati oneme sahip olan bilesiklerdir. Biiylime,
metabolizma ve tireme gibi fonksiyonlar igerisinde kilit rol oynamaktadir. Sentezleri hemen
hemen her canlida aynidir. Sekonder metabolitler, biiylime ve gelismede temel role sahip
olmasa da eksiklik durumunda bitkinin zarar gérmesine neden olurlar. Cogu durumda
bitkilerde diisitk molekiil agirliginda bulunurlar (Topcu ve Colgegen, 2015). Bitkilerde temel

gorevleri ise su sekildedir:

e Bitkiyi patojen saldirilarina karsi korur. Boylece ayni ortamda bulunan bitkilere
kars1 rekabet giicii artar.
e Tozlagma sirasinda faydali organizmalari ¢ekerek tozlagmaya katki saglar.

e Bitkiyi abiyotik stres faktorlerine karsi korur (Oskay ve Oskay, 2009).

Sekonder metabolitler ve fitokimyasallar1 genel olarak {ic grup altinda
siiflandirilmaktadir. Farkli kimyasal yapilar gosteren bu bilesikler: fenolikler, terpenler-
steroitler ve alkoloitlerdir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015). Bitki sekonder metabolitlerinin
siiflandirilmasi biyosentetik yolaklarina gore gerceklesmektedir (Bourgaud, Gravot, Milesi

ve Gontier, 2001).

Fenolikler, bitkilerin tamaminda bulunan ve pigmentlerden olusan genis bir gruptur.
Fenolikler icerisinde lignin gibi hiicrede yapisal gorevi olan bilesiklerde bulunmaktadir. Bitki
savunmasinda, tozlasmada ve tohum olusmasinda gorev aldiklar1 tesbit edilmistir.
Kumarinler, stilbenler, isoflavonoitler ve taninler bitki savunmasinda énemli bir yere sahip
sekonder metabolitlerdir. Fenoliklerde kendi igerisinde flavonoitler ve stilbenler olarak
ayrilmaktadir. Flavonoitler, pek ¢ok ¢icek ve meyvenin renginin olugmasinda gorev alirken
ayni zamanda bitkiyi UV 1sigma karsi koruma goérevi de vardir. Yaralanma ve besin
yetersizligi durumunda bitkilerde sentezlenirler. Stilbenler ise daha ¢ok bitki savunmasinda

gorev alirlar (Topcu ve Colgegen, 2015).

Terpenler, bitkisel aromalarin olusmasinda gorevli sekonder metabolitlerdir. Gida ve
parfiimeri endiistrisinde kullanilan esansiyel yaglarin temel bileseni olduklar1 sdylenebilir.

Bitki de, glandular trikomlar, salgilama kaviteleri ve glandular epidermis gibi 6zellesmis
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yapilarda iiretilmektedir. Steroller, bitkilerde fitosteroller olarak ifade edilir. Bitki hiicre
membranlarinin yapisina katilan 6nemli bir bilesendir. Brassinosteroidler olarak adlandirilan
tiirleri; iletim farklilasmasini, kok gelisimini ve senesensi baskilayici dogal bitki biliyiime

diizenleyiciler olarak belirtilmistir (Topcu ve Colgecen, 2015).

Alkaloidler, uzun yillar boyunca insanlar tarafindan c¢ok farkli amagclarla
kullanilmistir. En ¢ok kullanildiklar1 alan agr1 kesici olarak kullanilmalaridir. Alkoloitlerin
bitkilerdeki temel gorevi herbivor, sinek ve mikroorganizmalara karsi savunma olusturmaktir.

Bazi doku hasarlarina cevap olarak iiretilmektedir (Topcu ve Colgecen, 2015).

Cizelge 1.1. Sekonder metabolit siniflarma ait olan bilesiklere Ornekler (Erkoyuncu ve
Yorgancilar, 2015)

Metabolit Cesidi Ornek
Terpenler
Monoterpen Mentol
Seskiterpen Limonen
Diterpen Taksol
Triterpen Digitanin
Tetraterpen Karoten
Politerpen Dolikol
Fenoller
Ligninler Lignin
Tanenler Gallik asit
Flavonoidler Antosiyanin
Kumarinler Furanokumarinler
Alkaloid
Alkoloid Nikotin




1.4.  Sar Kantaronun Fitokimyasi

Hypericum cinsi bitkiler 6zellikle de H. perforatum biiyensinde bulundurdugu aktif
bilesikler ile Avrupa farmakopesinde ¢ok eski zamanlarda raporlanmistir. Ancak bu cinsin
igerisinde yer alan pek ¢ok tiiriin biyoaktif yapisi tam olarak kesfedilememistir (Napoli vd.,
2018). Bu cinsine ait olan bitkiler sekonder metabolit acisindan zengin bitkilerdir. Sahip

olduklar1t metabolitlerde biyolojik acidan dnemli aktiviteler gostermektedir.

H. perforatum temelde 3 ana grup bilesiklerini icermektedir. Temel bilesenleri olarak
kabul edilen naftodiantronlar, floroglusinoller, ve genis aralikta bulunan flavonoidler (Alali
vd., 2009). Ayrica sahip oldugu tanen ve ugucu yag 6zelligi de yaygin olarak bilinmektedir
(Asgarpanah, 2012).

Yapilan bir ¢alismada 20 adet metabolit tanimlanmis ve miktarlar1 hesaplanmistir. Bu
tanimlanan metabolitlerin ii¢ ana bilesik sinifinda yer aldigi raporlanmigtir (Napoli vd., 2018).

Bu bilesikler:

¢ Naftodiantronlar (Hiperisin ve onun biyosentetik prekiirserleri olan pseudohiperisin
ve protohiperisin)
e Flavonoidler (rutin,kuarsetin, kuarsetrin, piagenin)

¢ Agilfloroglusinolller (hiperforin ve adihiperforin) (Napoli vd., 2018).

Bu ana gruplarin icerisinde ise belli bagl bilesenler yer almaktadir. Naftodiantronlar
icerisinde hiperisin, pseudohiperisin, protohiperisin ve protopseudohiperisin yer almaktadir.
Filoroglusinoller igerisinde ise hiperforin, adhiperforin, hiperforin ve adhiperforin
bulunmaktadir. Flavonoidler de ise hiperosit ve rutin en ¢ok bulunan bilesiklerdir (Alali vd.,
2009).
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H.perforatum kurumus ¢igeklerinde bulunan bilesik oranlari bitki yagina ve bulundugu

bolgeye gore farklilik gostermektedir. Ortalama igerigi (EMA, 2009).

e 9%0.2-4 oraninda Floroglusinol tiirevleri
¢ 900.06-0.4 oraninda naftodiantronlar

e 9%2-4 oraninda flavonoidler

e iz miktarda ksanten

e 90.1-0.25 esansiyel yag

e Az miktarlarda khloregenik asit ve serbest aminoasitler

Napoli vd. (2018)’ nin yaptigi ¢alismada ise H.perforatum tiirtine ve 10 farkl
Hypericum tiirline ait bitkilerin fitokimyasal 6zelliklerini incelemistir. Bunun igin yiiksek
basingli sivi kromatografisi ve spektrofotometrik yontemler kullanmiglardir. Bu ¢alismada 1
kg kurutulmus bitkiden 13,36 g naftodiantron tiirevi bilesikler, 45,64 g acilfloroglukinol
tirevleri, 1,59 g sinnamik asit tiirevleri, 8,88 g flavanoid ve 4,74 g biflavolon tiirevi bilesikler

elde edilmistir (Cizelge 1.2 ve Cizelge 1.3).
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Cizelge 1.2. Sar1 kantaronun igerdigi bilesikler ve miktarlar1 (Napoli vd., 2018; Cirak ve Kurt,

2014; Ciddi, 2005, Hisil vd., 2005)

Bilesik Grubu Bilesik Ad1 Miktan (g/kg kuru bitkisel
materyal)
Protopseudohiperisin 3,04
Naftodiantronlar Pseudohiperisin 5,14
Protohiperisin 1,50
Hiperisin 3,69
Agilfloroglusinoller Hiperforin 40,97
Adihiperforin 4,68
3-O-caffeoylquinic acid 0,28
SinnamikSggitler p-cumaroylquinic acid 0,05
5-O-caffeoylquinic acid 0,06
Katesin 0,02
Kuarsetin-3-O-galaktosit 4,94
Flavonoidler
Kuarsetin-3-O-glukosit 1,87
Kuarsetin -3-O-arabonosit 0,22
Kuarsetin-3-O-ramnosit 2,13
Kuarsetin 0,30
Biflavonlar Biapigenin 4,56
Amentoflavon 0,18
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Cizelge 1.3. Sar1 kantaronun biinyesinde bulundurdugu bilesik gruplar1 ve toplam miktarlari

(Napoli vd., 2018, Cirak ve Kurt 2014, Ciddi 2005, His1l vd., 2005)

Bilesik Grubu Miktan (g/kg kuru bitkisel materyal)
Naftodiantronlar 13.36
Acilfloroglusinoller 45.64
Sinnamik Asitler 1.59
Flavonoidler 8.88
Biflavonlar 4.74

1.4.1. Naftadiantronlar

Bitki yogun bir sarimsi ve kirmizi renge sahiptir. Bu rengini igerdigi
naftodiantronlardan almaktadir. Ayrica bu bilesikler bitkinin fitotoksik 6zelliklerine neden
olmaktadir (Altan vd., 2015; Ciddi, 2005). Cigek ve yapraklardaki kuru agirligimin %0.03-
%0.3 arasinda bir oranda hiperisin ve pseudohiperisin (Naftadiantronlar) bulunmaktadir.
Hiperisinler bu bitkinin temel bilesenleri olarak kabul edilir ve farmakolojik pek cok
ozelligide bu bilesikler sayesinde olur (Altan vd., 2015). Hiperisin bitkinin ta¢ yapraklarinda
yer alan siyah nodiiller i¢erisinde yer almaktadir (Napoli vd., 2018).

Naftadiantronlar ¢6ziicli maddeler icerisinde sinirli bir ¢dziiniirliige sahiptirler; saf
bilesikleri, 6zellikle hiperisin, oda sicakliginda, su i¢inde neredeyse hi¢ ¢dziinmez. Bununla
birlikte, ham bitki kurusundan, naftodiantron igeriginin % 40’dan fazlas1 60-80 °C'de su ile
cay hazirlanir gibi elde edilebilir (yaklasik % 35 psodohiperisin ve % 6 hiperisin). Sudaki
coziinlirliikte goriilen bu artis, bitki kurusunda naphthodianthronlarin ¢oziintirliglini
degistiren efektdor maddelerin varligimi gostermektedir. Hiperisin ve psddohiperisinin
potasyum tuzlari, Hypericum cinsinin ¢oziinlir pigmentleri olarak tanimlanmistir (Altan vd.,
2015).
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Sekil 1.2. a.Hiperisin bilesiginin molekiil yapis1 b. Pseudohiperisin bilesiginin molekiil yapisi

1.4.2. Floroglusinoller

Floroglusinollerin iki yaygin bilesimi hiperforin ve adhiperforindir. Bunlar toplam
floroglusinollerin %2.0-4.5 ve %0.2- 1.9 olusturur (Altan vd., 2015).

H. perforatum’un hiperforinleri, Ozellikleri ¢ok fazla bilinmemesine ragmen
farmakolojik acidan 1ilgi c¢ekici bilesiklerdir. Rus bilim adamlar1 yaptiklar1 calismada
hiperforinin antibakteriyel o6zelligini tespit etmislerdir. In vitro olarak hiperforinin ¢esitli
norotransmitter sistemleri inhibe ya da modiile ettigi gosterilmistir. Serotonin, dopamin ve
noradrenalinin kuvvetli bir alinim inhibit6riidiir, bu durum bitkinin antidepresan aktivitesinde
hiperforinin olas1 roliinii desteklemektedir. Antidepresan aktivitesinin mekanizmasi
norotransmitterlerin sinaptik geri aliminin inhibisyonu olarak kabul edilir. Bilesik, yeni bir
antineoplastik madde olarak, arastirilmaya baslanmistir. Ayrica hiperforinin anti-malarya
aktiviteye sahip oldugu ve Plasmodium falciparum tiiriine karsi mikromolar aktif oldugu
bulunmustur (Altan vd. 2015; Ozcan, 2015; Brondz vd.,1983)
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Sekil 1.3. Hiperforin bilesiginin molekiil yapist

1.4.2.1. Flavanoidler

Flavonoidler %2.0-4.0 arasinda degisken oranlarla bulunmaktadir. Bulunan
flavonoidler flavonol tiirevi olan kuarsetin ve bunun heterozitleri olan kuarsetrin, izokersitrin,

rutin ve hiperozittir (Barnes vd., 2001 ).

Flavonoidler ¢ogu bitkilerde bulunan diisiik molekiiler agirlikli polifenolik
bilesiklerdir. Ozellikle bitkilerdeki yesil, turuncu, kirmizi pigmentlerden sorumlu yapilar
olarak tanimlanirlar. In vivo, in vitro ve epidemiyolojik ¢alismalarla tespit edilmis birgok
biyoaktiviteleri bildirilmektedir. Flavonoidlerin antioksidan etkilerinin mekanizmalar1 gok
sayida bilimsel calismalarla arastirilmis ve farkli aktiviteleri oldugu goriilmiistiir (Birman,

2012).

Flavonoidler pek c¢ok bitkide yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerdir. Pek c¢ok
flavonoid grubu tespit edilmistir. Bunlardan en yaygin olarak bilinenleri flavonlar,
flavonollar, flavanonollar ve antiosianinlerdir. Besinsel flavonol olarak bilinen Kuersetin
H.perforatum da yaygin olarak bulunan ve pek ¢ok farmakolojik etkisi bulunan bir bilesendir
(Aluani vd.2016).
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Iceriginde bulunan flavonoidler su sekildedir:

e Flavonol grubunda yer alan kaempferol ve kuersetin
e Glikozit grubunda yer alan hiperosit, isokuarsetrin, kuarsetrin ve rutin

e Katesinler

Sekil 1.4. Kuarsetin bilesiginin molekiil yapisi

1.4.2.2. Ucucu Yag Bilesenleri

Bitkilerden elde edilen buharlagsmasi kolay olan belirgin kokuya sahip, keskin ya da
ac1 lezzeti olan, aromatik sivilara ugucu yag adi verilmektedir. Bitkilerin salgi tiiy, hiicre ve
ceplerinde yer almaktadir. Genellikle sap ve kabuklarda nadiren kok, meyve, yaprak ve
ciceklerinde bol miktarda bulunur. Ugucu yag iceren kurutulmus bitkisel materyaller en az
%0.1, yaygin olarakta %1-2 oraninda ugucu yag icermektedir. Nadir de olsa %20 oraninda

tespit etmek miimkiindiir ( Duru, 1993; Yasar, 2005).

Bitkilerde tibbi tedavi amaci ile kullanilan etken maddelerin pek ¢ogunun ugucu
yaglarda yer aldig1 tespit edilmistir. Yapilan caligmalarda elde edilen sonuglara gore ugucu
yaglardan 2000’den fazla bilesen bulunmustur. Bunlarin en Onemlileri terpenler ve

fenilpropanlardir (Umay, 2007).

Ugucu yaglart farkli ozelliklerine gore smmiflandirilir. Ug farkli grup altinda
degerlendirilebilir. Kimyasal bilesenlerine, aromatik 6zelliklerine ve farmakolojik terapik

etkilerine gore ayrilirlar. Kimyasal bilesenlerine gore de 4 alt gruba ayrilmaktadir:
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Terpenik maddeler

Aromatik maddeler

Diiz zincirli hidrokarbonlar

Azot ve kiikiirt tagiyan bilesikler (Sagir, 2016).

Ugucu yag bilesenlerinin genis bir kismi terpenik olan bilesenlerden olusmaktadir.
Terpenler, izopren birimlerinin farkl1 yollarla birlesmesiyle olusurlar. I¢erdigi karbon sayisina
gore monoterpenler (10 karbon), seskiterpenler (15 karbon), diterpenler (20 karbon),
sesterpenler (25 karbon), triterpenler (30 karbon), karotenoidler (40 karbon) ve kauguk (500

ve lizeri karbon) olarak siniflandirilir (Saragoglu, 2011).

Yapilan c¢aligmalarda H.perforatum bitkisinde pek ¢ok farkli ugucu yag bilesenleri
tespit edilmistir. Genellikle terpenik ve diiz zincirli hidorkarbonlar tespit edilmis olup piene,
kadinen gibi seskiterpenler gozlenmistir (Anonim, 2001). Aymi zamanda diiz zincirli
hidrokarbonlarinda elde edildigi raporlanmistir (Cirak, Bertoli, Pistelli ve Seyis, 2010)
(Cizelge 1.4).
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Cizelge 1.4. Hypericum perforatum bitkisinin Temmuz, Eyliil ve Kasim aylarinda ugucu yag
bilesenleri (Yildirim, Terzioglu, Okut, Ekici ve Ozgdkgce, 2009).

Temmuz Eyliil Kasim
Alpha-pinene 54,73 57,85 54,80
Alpha-fenchene 0,09 - -
Camphene 0,40 0,33 0,29
Beta-pinene 22,94 24,14 21,53
Sabinene 0,14 - -
Verbenene 0,07 0,23 0,31
Beta-myrcene 8,05 5,74 2,77
Alpha-terpinene 0,22 0,11 -
Limonene 4,92 3,33 2,68
Trans-sabinene 0,75 0,34 -
hydrate
Cis-ocimene 0,20 0,17 0,11
Gamma-terpinene 0,71 0,63 1,41
Trans-beta-ocimene 1,95 1,02 0,03
Thymene 0,71 0,63 1,41
Delta-2-carene 0,27 0,13 -
Alpha-pinene oxide 0,05 - -
Alpha-campholenal 0,24 1,61 3,57
Linalool 0,09 0,40 -
Pinicarvone 0,08 0,13 0,19
Borneol acetate 0,07 - -
Trans- 0,68 0,33 0,27
caryophyllene
Trans- pinocarveol 0,30 0,75 2,8
Verbenol 0,15 0,55 4,96
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Cizelge 1.4. Hypericum perforatum bitkisinin Temmuz, Eyliil ve Kasim aylarinda ugucu yag
bilesenleri (Yildirim, Terzioglu, Okut, Ekici ve Ozgokge, 2009) (devam).

Temmuz Eyliil Kasim
Alfa-terpineol 0,79 0,21 1,18
Borneol 0,08 - -
Germacrene D 0,19 - -
Verbenone 0,11 0,3 1,54
Isoaromadendrene 0,14 - -
Delta-cadinene 0,10 - -
Myrtenol 0,08 0,15 -
Trans-carveol 0,10 0,24 -
Caryophyllene 0,07 - -
oxide
Spathulenol 0,11 - -
Cembrene 0-19 - -
P-mentha-1,5-dien- - 0,65 0,93
8-ol
Thyme camphor - 0,10 -
3-pinanone - - 05,0
Carvone - - 0,13

Cirak vd. (2010), Tirkiye’nin kuzeyinde yer alan 10 farkli ilden yabani
popiilasyondan H.perforatum toplayarak essansiyel yaglarindaki dagilimi incelemistir. Cigek
kisimlar1 toplanarak GC-MS yardimiyla ugucu bilesenler analizlenmistir. Sonuglara gore 10
farkli lokasyonda da seskiterpen ve monoterpenler tespit edilmistir. B-karopilen (4.08—
5.93%), y-muurolen (5.00-9.56%), B-selinen (5.08-19.63%), a-selinen (4.12-10.42%), d-
cadinen (3.02-4.94%), a- and B-pinen, myrcen, linalool, cis- and trans-linalool oksit, and a-
terpineol gozlenen bilesenler arasindadir. Yaptiklar1 ¢alismada kimyasal igeriklerin genetik

Ozelliklere ve ¢evresel faktorlere bagli oldugunu raporlamistir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Gumis (1), Sarigazi (2), Bafra (3), Osmancik (4), Hacikdy (5), Merzifon (6),
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bitkisinin igerdigi temel terpenik bilesiklerin yiizdeleri (Cirak vd., 2010).

Yapilan bir ¢alismada, Antalya bolgesinde yetisen bazi medikal aromatik bitkilerin
fitokimyasal iceriklerini TOF-LC/MS ve GC-MS cihazi ile incelemistir. Echinacea pallida
Nutt., Melissa officinalis L., Hypericum perforatum L. ve Sideritis syriaca L.ile yaptiklari

calismada H.perforatum tiirline ait ekstrede %31.7 oran ile octadecatrienoic acid ana bilesen

olarak bulunmustur (Kiiciik, Tiifek¢i ve Demirtag, 2018).

Hypericum cinsine ait 6 farkli bitki ile yaptiklan bir ¢aligmada ise kullandiklarin
bitkilerin ekstraktlarina ait ugucu yag kompozisyonlarini ve antimikrobiyal etkilerini

incelenmistir. H.perforatum tiirlinde monoterpen olan alfa pinene ve seskiterpen olan beta

farnesene bilesenleri tespit edilmistir (Saroglu vd., 2007).
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Sekil 1.6. a.Beta-farnesene molekiilii b. Limonene molekiilii

1.5. Kullanim Alanlarn

Hypericum perforatum L. bitkisinin ¢i¢eklerinden hareketle hazirlanan ve tilkemizde
halk arasinda “kantaron yagi” olarak bilinen yag da, c¢ok eski c¢aglardan bu yana
kullanilmaktadir. Yagi hazirlamak amaciyla; giinesli havada toplanan bitkinin ¢igekleri,
gevsek bicimde bir siseye doldurulur ve istiine, sizma zeytinyagi ¢igekleri ortecek sekilde
eklenir. 3-5 giin siiresince sisenin kapagi acik tutulur ve arada bir calkalanarak, giinesli bir
yerde bekletilir. Daha sonra sisenin kapagi kapatilir ve 4-5 hafta boyunca, arada bir
calkalanarak tekrar gilineste bekletilir. Siire sonunda yag siiziiliir, ¢iceklerden sikilarak elde

edilen kirmiz1 renkli kantaron yag1 koyu renkli siselere doldurularak saklanir (Ozcan, 2015).
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Sekil 1.7. Sar1 kantaron bitkisinden zeytinyag1 igerisinde bekletilerek elde edilen yag

Son yillarda geleneksel yollarla ¢igekli kisimlarinin yagda bekletilmesi ile elde edilen
ektraktlarinin yara ve yanik tedavisinde oldukga etkili olduklar1 goriilmiistiir (Franchi ve
ark.2011). Bu bitkinin kanitlanmis yara iyilestirici etkisinin yani sira, antimikrobiyel.
antikanserojen ve antiviral etkisinin oldugu belirlenmistir (Cakmak ve Bayram 2003,Fiebich
ve ark.2011, Barnes ve ark.2000, Wurglics and Zsilavecz 2006, Orcic ve ark.2011, Silva ve
ark.2005, Celen ve ark. 2008, Ekren ve ark. 2011).

Kantaronun antidepresan aktivitesi kanitlanan ve diinyada kullanimi yaygin olan, tibbi
bir bitkidir. H. perforatum ekstraktlar1 yiizyillardan beri bitkisel tipta antidepresan olarak
kullanilmaktadir ve bitki 1990’lardan beri bu bakimdan yogun bir sekilde calisilmaktadir
(Celen 2008). Antidepresan etkisini hiperforin ve hiperisinden kaynaklandigi ispatlanmistir.
H. perforatum’un antidepresan aktivitesinin etkinligi ve giivenilirligi ile ilgili yapilmis bir¢cok
klinik ve deneysel ¢alisma vardir (Cirak ve Kurt, 2014; Fiebich vd., 2011; Barnes vd., .2000;
Wurglics and Zsilavecz, 2006).

Kantaron bazi alkollii iceceklerin (likor ve tonik gibi) hazirlanmasinda aroma verici
olarak da kullanilmaktadir. Avrupa Ekonomik Toplulugu (EEC)’nun 1988 yilindaki 88/388
sayili direktifiyle, dogal aroma wverici ekstraktlarin kullanilmasindan dolay1 hiperisin
miktarinin gidalarda 0.1 ppm, kek ve tathilarda 1 ppm ve alkollii igeceklerde 10 ppm’i
asmamasi istenmistir (Hisil vd., 2005).
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1.6. Bitki Hiicre ve Doku Kiiltiri

1.6.1. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Tanimi, Mikrogogaltim ve Kallus Kiiltiirleri

Bitki doku kiiltiirleri, steril kosullar altinda, yapay bir besin ortaminda tam bitkiden veya
bitkinin ¢esitli boliimlerinden elde edilen kiiltiirlerdir. Temel amaci tam bir bitki ya da bitkisel

iiriin elde etmek olan biyoteknolojik yontem olarak da tanimlanmaktadir. (Giiven ve Giirsul,
2014).

Bitki hiicre ve doku Kkiiltiirleri, aseptik kosullar altinda ve uygun besin ortamlarinda
bitki hiicre (meristematik hiicreler, hiicre siispansiyonu veya kallus hiicreleri) doku, organ
(apikal meristem, kok, govde, yaprak vb.) veya bitkiciklerin iiretildigi ya da iirlinlerin (meta-

bolitler) elde edildigi tekniklerdir (Babaoglu, Yorgancilar ve Akbudak, 2002).

Bitki doku kiiltiirleri genetik cesitlilik olusturmak, yeni cesit gelistirmek, hastalik
tasimayan bitkisel materyal elde etmek ve nesli tiikenmis olan tiirleri korumak amaciyla
alternatif bir yontem olarak dogmustur (Bourgard ve ark. 2001, Karakus 2011). Giiniimiizde
bitki hiicre ve doku kiiltlirleri genetik miihendisligi uygulamalariyla birlikte bitki
biyoteknolojisini olusturmaktadir (Giirel, Hayta, Nartop ve Fedakar, 2013).

Bitkiler sahip olduklar1 totipotensi 6zellikleri (yeni bir bitki olusturabilme) ile doku
kiiltiirleri alaninda genis kullanim alanina sahip olmaktadir. Bitki doku kiiltiirleri bitkilerin
totipotensi Ozelliginden faydalanmaktadirlar. Bu 06zellik yardimiyla tek hiicreden tam bir
organizma elde edilebilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri hayvansal dokulardan daha

avantajli durumdadir (Ulukan, 2003; Giiven ve Giirsul, 2014).

Mikrogogaltim, yapay besin ortamlari igerisinde aseptik sartlar (mikroorganizmalardan
arinmig) altinda bitkinin tam bitki olusturma kapasitesine sahip tohum, kok, siirgiin vb.
kisimlarindan birbirine benzeyen ¢ok sayida bitkiyi hizli ¢ogaltma teknigidir (Ozkaynak ve
Samanci, 2005).
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Mikrogogaltimda kullanilan bitkisel materyaller:

e Meristemler

e Siirgiin uglari

e Aksiler tomurcuklar
e Adventif siirglinler

e Somatik embriyolar

e Sogan pullaridir.

Mikrogogaltim; tohum kiiltiirleri, meristem kiiltiirleri, slirgiin ucu ve nod kiiltiirleri ile

yapilmaktadir (Giirel vd., 2013).

Mikrogogaltim temelde 5 asamada gerceklesmektedir (Sekil 1.8). ilk asama yani en
onemli asama dondr bitki adi verilen verici, anag bitkinin se¢imidir. Iyi bir kiiltiiriin baslamasi
uygun ve verimli dondr bitkinin segimine baghdir. ikinci asama aseptik kiiltiiriin
baslamasidir. Bu asamada eksplant izolasyonu gerceklestirilerek uygun sterilizasyon yontemi
ve kiiltiir ortamu belirlenir. Ugiincii asama maksimum siirgiin sayismi veren uygun ortam ile
kitlesel ¢ogaltimin gerceklesmesidir. Dordiincii asama ise bir onceki asamada elde edilen in
vitro siirgiinlerin koklendirilmesi islemidir. Son asama bitkinin dis kosullara (ex Vvitro)

alistirilmasi islemidir (Giirel vd., 2013).
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Bitkiciklerin topraga aktarilarak sera
kosullarina adaptasyonu(aklimatizasyon)
Sekil 1.8. Mikrogogaltimin asamalari (Giirel vd., 2013; Ozkaynak ve Samanci, 2005).

Kallus, diizensiz bitki hiicrelerinin kiimeleserek, kismen farklilagmis, hizli iireyebilen
halidir (Nunez vd., 2005). Tiim bitki dokulari, kallus indiiksiyonundan sorumludur. Basarili
kallus olusumu; genotipe ve biiyiime diizenleyicilerinin etkisine baglidir. Dokunun kallus
rejenerasyonu i¢in ihtiya¢ duydugu biiylime diizenleyici tipi ve besin ortamindaki miktari,
agirliklt olarak eksplantin tiirline ve bitki tipine gore farklilik gostermektedir. Kallus
dokusunun en oOnemli Ozelliklerinden biri, "ufalanabilirlik"tir. Ufalanabilirlik hiicre
siispansiyon kiiltiirleri i¢in istenen bir 6zelliktir (Chawla, 2002). Kallus kiiltiiriinii olusturmak
amactyla bitkinin ¢ok farkli kisimlart kullanilabilir. Genellikle vejetatif organlardan
yararlanilmaktadir. Yaprak, kok, nod, govde, petiol, siirgiin ucu ve kotiledon kisimlari
kullanilabilmektedir. Ozellikle geng vejetatif organlar, kallus olusumu agisindan oldukca

etkilidir (Biswas, Roy, Islam ve Hossain, 2010).
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1.6.2. Bitki Doku Kiiltiiriiniin Sagladig1 Avantajlar

Glinlimiizde, insanoglunun karsilagtigt en 6nemli sorunlardan birisi artan niifusun
beslenmesidir. Diinya niifusunun hizla artmasi ragmen niifus ihtiyacimi karsilayacak olan
tarim alanlarinin azligi, yeni tekniklerin arastirilmasini zorunlu hale getirmistir. Geleneksel
1slah teknikleriyle yeni bir ¢esit gelistirmenin ¢ok uzun bir zamana ve maddi kaynaga ihtiyag
en Onemli dezavantajlarindandir. Hastalik ve zararlilara dayaniklilik basta olmak {izere,
bitkilerin diger tarimsal 6zelliklerini iyilestirmede bir¢ok engellemelerle karsilagilmaktadir.
Aralarinda melezleme yapilabilen tiir sayisiin azligi, yapilan melezlemelerde istenen
karakterlerle birlikte istenmeyen oOzelliklerin de birlikte gecisinin Onlenememesi, arzu
edilmeyen karakterlerin geri melezleme yoluyla elemine edilmesinin ¢ok uzun zaman almasi,
totipotensiyi gerceklestirmenin ¢ok uzun ve zor olmasi geleneksel bitki 1slahinin 6nemli
dezavantajlar1 arasindadir (Cizelge 1.5). Geleneksel yontemlerden farkli olarak
gerceklestirilen biyoteknolojik teknikler siireyi kisaltarak zaman ve para kazanilmasina olanak
saglamaktadir. Ayrica geleneksel 1slah yoOntemlerinin  getirdigi  olumsuzluklardan

uzaklagilmasina olanak saglamaktadir (Kumlay ve Dursun, 2003).

Cizelge 1.5. Bitki doku kiiltiiriiniin avantaj ve dezavantajlar1 (Hepaksoy, 2005; Babaoglu vd.,
2001).

Avantajlar: Dezavantajlan

Bitkilerin mevsimden bagimsiz klonal olarak [k yatirim maliyeti yiiksekligi
hizli ¢cogalmasi

Geleneksel yontemlerle cogalmasi zor olan Egitimli personel ihtiyaci gerektirir.
bitkilerin kolaylikla ¢ogalmasinin saglanmasi

Hastalik etmenlerinden arinmais bitki eldesi

Haploid bitkilerin elde edilmesi

Biyokimyasal iiriinlerin kisa stirede kolaylikla
tiretilmesi

Uzun vadede yiiksek kazang elde edilmesi
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Biyoteknolojik yontemlerin, ilk uygulamasi olan doku kiiltiirii yontemleriyle viriisten
ari (temiz) materyal elde edilmesi (meristem Kkiiltliri), vejetatif hizli ¢ogaltim, genetik
materyalin muhafazasi, embriyo kiiltiirti, anter kiiltiirii, kallus kiiltiirii, degisik hiicre kiiltiirleri
ve protoplast kiltlirleri gibi yontemlerin bitki 1slahinda kullanilmasi miimkiin olmustur

(Gontilsen, 1991).

In vitro bitki kiltiirleri; aseptik sartlarda, niteligi belirli kimyasal ve fiziksel
ortamlarda hiicre, doku, organ ve bitkilerin kiiltiire alinmasi1 olarak tanimlanir. Bitkilerde in
vitro hiicre kiiltliriinde ilk caligma, Haberlandt’a aittir (1902). Bitki doku kiiltiirtinde ilk ticari
ilgi alanin1 slis ve gida bitkileri olmustur (Topcu ve Colgecen, 2015). Bitki doku kiiltiir
teknolojisinin amaci yiiksek miktarda, homojen, farklilagmamis hiicrelerin iiretimine olanak

saglamaktir (Giliven ve Giirsul, 2014).

2. KAYNAK OZETLERIi

Tibbi bitkiler klinik agidan énemli pek ¢ok dogal {iriiniin temel kaynagi olarak kabul
edilmekte ve Ozellikle bilinyelerinde bulundurduklar1 sekonder metabolitlerle endiistriyel
olarak 6nemli kaynaklardir. Ila¢ sektdriinde kullanilan hammaddelerin biiyiik bir kism1 uzun
ve karmagik basamaklardan olusan kimyasal sentez yoluyla elde edilmektedir. Bu nedenle
maliyeti yiiksek islemlerdir. Aym1 zamanda son yillarda dikkat edilen karbon ayak izi
kavramina gore ¢evresel acidan zararli olduklari raporlanmaktadir. Arastirmacilar karsilagilan
bu sorunlar1 ¢6zmek i¢in dogal kaynaklarin kullanildigi yontemler iizerine egilmeye

baslamistir.

H.perforatum bitkisi biinyesinde bulundurdugu bilesikler ile medikal agidan 6nemli bir
bitkidir. Yukarida belirtilen sebepler géz Oniinde bulundurularak sahip oldugu sekonder
metabolit igerigini arttrmak ve kullanmak adma biyoteknolojik ¢aligmalarda kullanimi
yaygilagsmistir. Yapilan biyoteknolojik calismalarin pek ¢ogu icerdigi metabolitleri
kullanmak adma yapilmaktadir. Bu amagla da en ¢ok bitki doku ve hiicre kiiltiirii

calismalarinin yapildig1 goriilmektedir.
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Yapilan bir ¢alismada, Italya’ da yaz doéneminde toplanmis olan sari kantaron
bitkisinin sicak metanol ekstraksiyonu yardimiyla aktif bilesiklerinin incelendigi HPLC-DAD
ve HPLC-MS yontemi gelistirmistir. Klorogenik asit, rutin, hiperosit, biagenin,
pseudohiperisin, hiperisin, hiperforin ve adihiperforin bilesikleri gelistirdikleri yontem ile

analizlenerek, toplanan bitkiler i¢erisindeki miktarlar1 belirlenmistir (Brolis vd., 1998).

Bir baska calismada Ege Bolgesi florasindan toplanarak Ege Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii’niin Bornova'da bulunan deneme tarlasinda yetistirilen H.
perforatum populasyonundan segilerek olusturulan klonlarinin bazi1 agronomik 6zellikleri ve
hiperisin oranlar1 belirlenmistir. Arastirmada bitki boyu minimum 51 cm, maksimum 73.7
cm, yesil herba verimi minimum 651 g/parsel, maksimum 3850 g/parsel, iist drog herba (ist
1/3’1iik kismi1) verimi minimum 188 g/parsel, maksimum 1202 g/parsel olarak elde edilmistir
Sar1 kantaron i¢in dnemli bir kalite kriteri olan hiperisin orani ise, iist drog herbadan elde
edilmis olan 6gltiilmiis materyalde saptanmig ve minimum %0.215, maksimum %0.290

bulunmustur (Bayram vd., 2002).

Mugla ilinden toplanan sar1 kantaron bitkisi ile yapilan bir calismada toplam fenolik
miktarin1 belirlenmis ve antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Iki farkli ekstraksiyon
yontemi kullanarak bitki igerisinde bulunan toplam fenol miktar1 ve polifenol miktart
arastiritlmistir. Ekstraksiyon i¢in yaklasik olarak 0,625 g kurutulmus ve toz hale getirilmis
bitkisel materyal kullanilmigtir. 25 mL distile su yardimiyla 45 °C’de 12 saat, 75 °C’de 5 saat,
100 °C’de 1 saat olmak tizere ekstraksiyon denemeleri yapilmistir. Toplam fenol miktar i¢in
Folin-Ciocalteu yonteminden, polifenol miktarini belirlemek i¢in ise TLC (ince tabaka
kromatografisi)’den yararlanilmistir. Elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi i¢in 6
farkli sus kullanilmistir ve Escherichia coli ve Bacillus subtilis mikroorganizmalari {izerinde

inhibitor etki yarattigi gdzlenmistir (Celen, Ayhan ve Ozkan, 2008).

Yildirim vd. (2009), Van ve yoresi dogal florasinda yaygin olarak bulunan kantaron
bitkisi, ucucu yag bilesenleri yoniinden arastirilmistir. Calismada dogal ortamdan bitkiler
temmuz ayinda cicekli donemde iken, Eyliil ve Kasim aylarinda meyve donemindeyken
toplanarak Clevenger aparati (su buhar distilasyon cihazi) ile kaynatilmis ve ugucu yagi elde
edilmistir. Daha sonra ugucu yag n-hekzan igerisinde ¢ozdiiriilerek, GC/MS cihaz1 yardimu ile
ucucu yag bilesenleri tespit edilmistir. Farkli donemlerde toplanan kantaron bitkisinde ugucu
yag miktar1 (%1,6) degismemekle birlikte ugucu yag bilesenlerinin oranlarinda degismeler

gozlenmistir.
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Tunus’ da yapilan bir baska calismada yetisen 3 farkli Hypericum tiiriiniin
(H.perforatum, H.perforatum, H.ericoides) biyoaktif bilesik miktarini karsilastirmistir.
Ekstraksiyon i¢in 1 gram ogiitiilmiis bitkisel materyal 20 mL metanol kullanilarak 30 dk
boyunca ultrasonik banyoda bekletilmistir. Cokme isleminden sonra kalan bitkisel materyal
tizerine 10 mL daha metanol eklenerek ultrasonik banyoda 15 dk sonikasyon islemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra organik kisimlar birlestirilmis, Wattman kagidindan siiziilmiis
ve 10 dk santrifiij edilmistir. Konsanrasyon islemi igin rotary vakum evaporator
kullanilmistir. Elde edilen ekstraktlarda biyoaktif bilesiklerin incelenmesi igin ters faz sivi
kromatografisi (RP-HPLC-DAD) yontemi kullanilmistir. 15 farkli fitokimyasal incelenmis
olup en yiiksek fitokimyasal miktari H.perforatum’da elde edilmistir (Hosni, Msaada, Taarit,

Hammami ve Marzouk, 2010).

H. perforatum ¢ok bilinen tibbi bir bitkidir. Ana farmakolojik 6zelligi naftadiantronlar
grubunda olan hiperisin ve pseudohiperisinden kaynaklanmaktadir. Ancak bu bilesiklerin
bitki igerisindeki miktar1 ¢evresel kosullardan ¢ok fazla etkilenmektedir. In vitro kiiltiirlerde
elisitasyon uygulamasi bu sorunun iistesinden gelebilecek bir yaklasim olarak goriilmektedir.
Bu caligmada da hiicre, kallus ve siirgiin kiiltiirleri kullanilarak elisitasyon uygulamasinin
hiperisin ve pseudohiperisin birikimine etkisi incelenmistir. Bu ¢alisma da yapilan analizler
icin elde edilen bitkisel materyaller liyofilize edilerek farkli ¢cozeltiler ile muamele edilmistir

(Gadzovska ve ark.2007).

Farkli bitylime diizenleyiciler kullanarak yapilan bir ¢calismada, H.perforatum igin in
vitro rejenerasyon metodu gelistirmis ve rejenerasyon sonunda elde edilen rejenere bitkilere
genetik stabilite analizi uygulanmistir. Kallus gelisimi i¢in farkli biiyiime diizenleyici
konsantrasyonlar1 ile desteklenmis MS besin ortami kullanilmistir. Siirgiin ve kok gelisimi
icin farkli bir besin ortami kullanilmistir. Genetik stabilite analizi i¢gin RAPD (random
amplified polymorphic DNA) ve RFLP (Restriction fragment length polymorphism)
yontemleri kullanilmistir. Yapilan ¢alismanin sonucunda elde edilen bilgiler in vitro olarak
rejenere edilen bitkilerde anlamli bir genetik ¢esitlilik gézlenmemistir. Bu ¢alisma sayesinde
in vitro yetistirilen bitkilerin tarla kosullarinda yetistirilen bitkilerden genetik acidan farkli
olmadiklart ve bu sayede endiistriyel kullanima uygun oldugu ispatlanmistir (Banerjee,

Bansyopadhyay ve Rychaundhuri, 2012).
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Sirvent ve Gibson (2002), calismalarinda in vitro kosullarda yetistirilen bitkicikler
tizerinde biyotik ve kimyasal elisitasyon uygulayarak HPLC yoOntemiyle hiperisin ve
hiperforin igerigini incelemistir. Meristem kiiltiiriine uygulanan salisilik asit ve metil jasmonat

sonucunda hiperisin ve hiperforin miktarinda artis oldugu gozlenmistir.

Xu vd. (2011), yaptiklar ¢alismada H.perforatum’ u kullanarak olusturduklari hiicre
stispansiyon kiiltiirlerine ozon uygulamasi yaparak hiperisin miktarin1  arttirmayi
amaglamistir. Farkli konsantrasyonlarda ozon wuygulamasi yapilarak hiperisin miktari
analizlenmistir. Ozon uygulamasinin hiperisin miktarinda 4 katlik bir artisa katki sagladigi

raporlanmistir.

H. perforatum bitkisinin kokleri ile yapilan bir ¢aligmada, kok kiiltiirlerinde hiperforin
iretimini tizerine c¢alhisilmistir. Hiperforin, 151k, sicaklik ve oksijenden c¢ok ¢abuk
etkilenmektedir. Tarla kosullarinda yetistirilen bitkilerde bu sebeple belirli bir kalite
yakalanamamaktadir. Bu ¢alismada H. perforatum kok kiiltiiriiniin yas ve kuru agirliklarinda
hiperforin miktarina bakilmistir. 5 hafta sonunda gelisen adventif kokler alinmis ve su
yardintyla kullanilmis besin ortamlarindan arindirilmis ve liyofilize edilmistir. 0,5 g liyofilze
toz materyal ve eter kullanilarak ardisik ekstraksiyon islemi yapilmistir. Stabil hiperforin elde

edildigi gézlenmistir (Gaid, Haas, Beuerle, Scholl ve Beerhues, 2016).

Sekil 2.1. (A) In vitro bitkicik (B) ve (C) TAA ve IBA ile desteklenmis MS/B5 besin ortami
icerisinde kallus ve kok formasyonu (D) Kok kiiltiiriiniin baglangic asamasi (E) 7 haftalik
kiiltiir sonucunda elde edilen biyokiitle (F) Dondurularak kurutulmus kok biyokiitle pelletleri
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Fenolikler ve flavonoidler H.perforatum bitkisinin temel biyoaktif bilesikleridir. Bu
fitokimyasallarin kalitesi ve miktar1 bitkinin yetistirildigi ¢evre sartlarindan ¢ok fazla
etkilenmektedir. Biiylik 6lgekte adventif kok kiiltiirlerinde biyoreaktorlerin kullanimi biiyiik
Olgekte standart kalite ve miktarda aktif bilesik elde edilmesine bir alternatif olusturmaktadir.
Cui vd. (2014), biyorekator kullanarak H. perforatum bitkisinin adventif kok kiiltiiriinden elde
edilen biyoaktif bilesiklerin pilot 6l¢ekte tiretimini incelemistir. Bu ¢alismada 500 L kapasiteli
pilot Olgek biyoreaktdr kullanilarak adventif kok kiiltiirii kurulmustur. Elde edilen kuru
biyokiitlede toplam fenol igerigine, toplam flavonoid igerigine, hiperisin ve kuarsetin
miktaria bakilmistir. Sonuglar farmasétik ve gida endiistrisi i¢in kullanilabilir fitokimyasal

miktarina ulasildigini gostermistir.

Sekil 2.2. a. 500 L biyoreaktor icerisindeki kiiltiir b. 500 L horizontal biyoreaktor igerisinde
biyokiitle gdriiniimii c. Hasat edilen ve kurutulan adventif kokler

Cui vd. (2010), yaptiklart ¢alismada H. perforatum adventif koklerinde farkli
konsantrasyonlarda oksin, oksin/sitokinin kombinasyonlari, inokulum miktar1 ve Murashige
ve Skoog (MS) ortami seyreltmelerinin biyokiitle ve toplam biriken fenolikler, flavonoid
miktarlar1 arastirilmistir. Kiiltlir biiylimesi ve sekonder metabolit iiretim miktar1 optimize
edilmistir. 0.1 mg/L Kinetin ile 1 mg/L IBA ilaveli ortamda inokulum yogunlugu 6 g/L yas
agirlikta kiiltiirler kullanilmistir. Inokulasyon 6 g/L yas agirlikta adventif kokler 3 L hacimde
balon tipte kabarcik biyoreaktdre yapilmistir. Reaktor i¢inde bulunan 2 MS ortami 0.1 mg/L
Kinetin, 1 mg/L IBA desteklenmistir. Analizler i¢in in vitro kokler 50 °C de 1 giin boyunca
kurutulmugstur. Kurutulan 0,2 g materyale %80’lik metanol yardimiyla 80 °C de reflux islemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen 104. 2 g/L adventif kokten kuru agirlik bazinda 56.47 + 0.22
mg/g toplam fenolik, 35.01 £ 1.26 mg/g flavonoid, 0.97 £0.06 mg/g klorogenik asit ve
1.389+0.80 mg/g hiperisin elde edilmistir. Bu ¢alisma Hypericum perforatum adventif kok

kiiltiriiniin kullanildig1 biyoreaktor teknolojisinde hiperisin tiretimi optimize edilmistir.
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Gadzovska vd. (2005), yaptiklart ¢alismada H. perforatum in vitro kiiltiirlinde
hiperisin ve pseudohiperisin iiretiminin artirilmasi igin etkili bir protokol gelistirilmesi
amaclanmistir. Biiyiime diizenleyicilerin aktiviteside bu calismada gosterilmistir. Siirgiin,
kallus ve geng¢ bitki kiiltiirleri c¢alisilmistir. Mikrogogaltim ve kallus olusumu igin steril
ortamda ¢imlenmis olan tohumlarin apikal segmentleri kullanilmistir. Bunun i¢in MS/BS5
kiiltiir ortamlar1 0,1 -5,0 mg/L BA biiylime diizenleyicisi ile desteklenmistir. Siirglinlerin
rejeneratif potansiyelleri i¢in ise 0,05 — 1,0 mg/L IAA ve IBA ile desteklenmis ortamlar
kullanilmistir. Biiylime diizenleyicilerin hiperisin ve pseudohiperisin {iretimine etkisinin
arastirtlmasi i¢in ise RP-HPLC metotlar1 kullanilmistir. Liyofilize edilen bitkisel materyaller
metanol ekstraksiyonu yapilarak analizlenmistir. Yapilan ¢alismanin sonunda IAA miktarinin
naftadiantron iiretimine bir katkis1 olmadig1 goriilmiistiir. IBA kullaniminin ise diisiise neden
oldugu goriilmistiir. Calismanin sonucunda uygun miktarlarda fitohormon ile desteklenmis
ortamlarda gelisen bitkiciklerde istenen miktarlarda hiperisin ve pseudohiperisin elde

edilebilecegi gosterilmeye calisilmistir.

Gadzovska vd. (2007), yaptiklar1 c¢alismada H.perforatum hiicre siispansiyon
kiiltiirlerine farkli konantrasyonlarda Jasmonik asit elisitasyonu yaparak fenilpropanoid ve
naftadiantron iiretimini amaglamaktadir. Fenolik bilesiklerin analizlenmesinde HPLC-DAD
ve ESI-MS kullanilmigtir. JA elisitasyonunun uygulanmasindan sonra 6 farkli fenolik
bilesikte artis oldugu goriilmiistiir. JA elisitasyonunun fenilpropanoid ve naftadiantron

miktarinin artmasina katkida bulundugu goriilmiistiir.

H. perforatum bitkisi ile yapilan baska bir arastirmada in vitro adventif koklerinden
diisiik besin ve oksin igerigindeki sivi ortamda mikrogogaltimini amaglamaktadir. Kokler
stirglinden gelismis olan kalluslardan elde edilmistir. Bunun i¢in 4.0 mg/L TAA igeren MS
ortam1 kullanilmistir. Sivi ortamda kok kiiltiirii i¢in ise 1.0 mg/L IAA iceren '2 MS ortami
kullanilmistir. 200 mg kok inokulumu ile 4.13+0.67 g (226+34.4 siirgiin) toplam biyokiitle
elde edilmistir. 2.0 mg/L 6n Kinetin uygulamasi siirgiin gelisimini desteklemistir. Siirgiinler
devaminda sivi ortam iceren Growtek kaplarina aktarilmistir. Morfolojik degisiminin
gozlenmesi i¢in RAPD analizi yapilmis ve ana bitkiye %84-99 oraninda benzerlik oldugu

goriilmiistiir (Goeli, Kukreje ve Bisht, 2009).
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Hiicre stispansiyon kiiltiirlerinin kullanilarak yapilan bir aragtirmada, kallus ve in vitro
rejenere edilmis siirgiin ve koklerin metanolik ekstraktlarindaki aktif metabolitleri
calistlmigtir. 1 g kurutulmus materyal i¢in 75 mL metanol kullanilmistir. Aeral boliimlerde

bulunan hiperisin, hiperforin ve flavonoid miktarlari incelenmistir (Pasqua vd., 2003).

H. perforatum tiiriiniin antiviral ve antidepresan etkisi nedeniyle son yillarda kullanimi
artmistir. Farmakolojik potansiyeli nedeniyle in vitro olarak da calisilmaya baslanmistir. Bu
calismada yaprak eksplantlar1 2,4-D(0.45-4.5 uM) ve BA (0.44-4.4 uM) MS igeren ortama
transfer edilmistir. Eksplantlar kallus olusumu i¢in karanlik ve 1s1kl1 ortamlarda bekletilmistir.
En iyi kallus olusumu 4.4 uM BA ve 4.5 uM 2,4-D igeren ve karanlikta bekletilen ortamda
elde edilmistir. Kalluslar 4.6 uM Kinetin ve 0.45 uM 2,4-D igeren ortama aktarilarak siirgiin
olusumu tesvik edilmistir. Kok olusumunun ardindan sera kosullarina aklimatizasyon

yapilmistir (Pretto ve Santern, 2000).

Hiicre stispansiyon kiiltiirlerine Colletotrichum gloeosporioides (CG) elisitasyonun
Hypericum perforatum bitkisinin fenol metabolizmasina etkisini incelemesi {izerine bir
caligma yapilmigtir. Ektraksiyon i¢in 50 mg/ mL olacak sekilde kurutulan H. perforatum
biyokiitlesi {izerine %90’likk metanolik soliisyon ilave edilerek sonikasyon islemi
gercgeklestirilmistir. Coziiniir fenolikleri HPLC-DAD ve HPLC-DAD-MS/MS ile analizlenmis
ve CG elisitasyonunun xantan birikiminde belirgin bir artis olusturdugu goriilmiistiir

(Conceigao, Ferreres, Tavares ve Dias, 2006).

H. perforatum bitkisi kullanilarak xantan iiretimi lizerine ¢aligmalar raporlanmistir. Bir
calismada kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde xantan {iretimini incelenmistir. Xantan
birikiminin bitki biiyiime diizenleyicilerden ¢ok fazla etkilendigi gézlenmistir (Dias, Seanra,

Andrade, Ferreres ve Ferreira, 2001).

Doku kiiltiirli kullanilarak yapilan bir ¢alismada, yaprak eksplantlarini kullanarak in
vitro da hiperisin tiretimini arastirilmistir. Hiperisinin farkli 6zel organellerde 6zellikle de
yaprak vakuollerinde biriktigi goriilmiistiir. Ayrica hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde aydinlik
ve karanlik kiiltiir kosullarinin, hiicre agregrat boyutunun biiylimeye ve hiperisin iiretimine

onemli katkisi oldugu tespit edilmistir (Bais, Walker, McGrew and Vivanco, 2002).
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Franklin ve Dias (2006), H.perforatum iizerinde organogenez ve somatik
embriyogenez caligmasi yapmistir. Dort farkli genotip ilizerinde ¢alisma yapilmistir (Helos,
Topas, Elixir, Numi). Dort farkli genotip igcinde aymi rejenerasyon ortami kullanilmis ve
benzer sonuglar elde edilmistir. Ancak ayni genotipin farkli eksplantlarinin kullanildigi
rejenerasyon caligsmalarinda farkli sonuglar goriilmistiir. Organogenez ve embriyogenez

gozlemleri elektron ve 151k mikroskobundan yararlanilarak gergeklestirilmistir.

Kili¢ ve Ozdemir (2016), yaptiklar1 ¢alismada endiistriyel uygulamalar i¢in Tiirkiye’de
yetisen H.scrabum’un on farkli yabani popiilasyonunda hipokotil eksplantlarindan elde edilen
kalluslarda esansiyel yag iiretiminin gelistirilmesini amaglamistir. Calisma kapsaminda kati
faz mikroekstraksiyon metodunu kullanilmig ve bunun i¢in 5 g kurutulmus, toz hale getitilmis
kalluslar kullanilmistir. Sonuglara gore esansiyel yag {iiretimi i¢in iyl bir deneysel sistem

olusturuldugu raporlanmistir.

Yapilan bir caligmada, Antalya bdlgesinde yetisen bazi medikal aromatik bitkilerin
fitokimyasal igeriklerini TOF-LC/MS ve GC-MS cihazi ile incelemistir. Ekstrakt hazirligi igin
metanol ve kloroform ile ekstraksiyon gerceklestirilmis, vakum altinda kurutulmustur. Elde
edilen ekstraklar metanolik potasyum hidroksit ¢ozeltisi ve hekzan uygulamasindan sonra
analizlenmistir. Echinacea pallida Nutt., Melissa officinalis L., Hypericum perforatum L. ve
Sideritis syriaca L.ile yaptiklar1 ¢alismada H.perforatum tiiriine ait ekstrede %31.7 oran ile

octadecatrienoic acid ana bilesen olarak bulunmustur (Kiigiik vd., 2018).

Murch vd. (2000), TDZ kullanarak in vitro rejenerasyon protokolii olusturmustur.
Diger bitki biiytime diizenleyiciler olan IAA ve BA hipokotil eksplantlarinda rejenerasyonu

tesvik etmedigi goriilmiistiir.

Metil jasmonatin (MeJA) elisator olarak kullanildigi bir calismada, elisitasyonun hiicre
siispansiyon Kkiiltiirlerinde hiicre biiyiimesine ve flavanoid sentezine etkisini arastirmistir.
Yaptiklan bu caligma hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde MeJA ile flavonoid iiretimini igin ilk

calisma oldugu raporlanmistir (Wang, Qian ve Yao, 2015).

Wojcik ve Podstolski (2007), H.perforatum yaprak eksplantlarinin kullanildig: siirgiin
rejenerasyon protokolii gelistirmistir. Bunun i¢in farkli bitki biiylime diizenleyicilerin

kullanildig1 ortamlar lizerinde denemeler yapilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.  Invitro Cahsmada Kullanilan Materyaller

Calismada bitki doku kiiltiirii icin kullanilan H. perforatum bitkisi Izmir’in Odemis
ilgesinde faaliyet gosteren bir seradan (Giirbiiz Candan Meyve Fidam ve Tarim Uriinleri
Uretim ve Tic.) temin edilmistir. Analiz i¢in toplanan dis kosul bitkiler ise Aydin ilinin
Kusadas1 ilgesinin Yavansu Mabhallesi lokasyonundan (37.838300 enlem, 27.255520
boylamda, 37° 49' 6.1752" Kuzey ve 27° 16' 8.6916" Dogu) toplanarak giin 1siginda
kurutularak goélgede bekletilmistir. Sterilizasyon ajan1 olarak ise antibakteriyel sabun, %15 ve
%35 (v/v)’lik camasir suyu ve %70 (v/v)’lik etil alkol ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu ¢aligmalar
Namik Kemal Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii Bitki, Hiicre, Doku ve Organ
Kiltirii Laboratuvari’nda yiiriitilmiistiir ve eksplantlarin  gelismesi i¢in Tarimsal

Biyoteknoloji Boliimiine ait iklim odalar1 kullanilmstir.

3.2.  Fitokimyasal Analizler icin Kullamilan Materyaller

Analizler i¢in Merck marka sodyum hidroksit, metanol ve hekzan kullanilmistir.
Fitokimyasal analizler i¢in Namik Kemal Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari
Enstriimental Analiz Laboratuvari’na ait Shimadzu-QP2010-Ultra Model GC-MS cihaz1

kullanilmistir.

3.3.  Bitkisel Materyallerin Eldesi

In vitro ¢alismada yaprak ve nod eksplantlar1 kullanilmistir. Calismaya baslamadan 6nce

canli bitkiden dikkatlice kesilerek sterilizasyon igin hazirlanmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. In vitro ¢alisma igin kullanilan bitkisel materyal

3.4. Yontem

3.4.1. Invitro Cahsmada Alet, EKipman ve Calisma Ortaminin Sterilizasyonu

Eksplantlarin sterilizasyonu ve kiiltiire edilmesi ile ilgili ¢calismalar laminar hava akimli
steril caligma kabini igerisinde gercgeklestirilmistir. Kabinin i¢ ve dig kismi g¢alismaya
baslamadan once %70’lik etil alkol (EtOH) ile silinmistir. Eksplantlarin steril edilmesi ve
kiiltiire alinmasi sirasinda kullanilan biitiin malzemeler 121 °C’de 1,2 atm basing altinda 20 dk
boyunca sterilizasyona tabi tutulmus ve sterilizasyon sonrasi malzemeler miimkiin oldugunca
hizl1 bir sekilde laminar hava akimli kabin i¢erisine alinmislardir. Kabin igerisine malzemeler
aralarinda bosluklar bulunacak sekilde zemine yerlestirilmistir. Kabinde ¢alismaya
baslamadan once el ve kollarin kabin icerisine giren kisimlar1 sabunlanarak yikanmig, daha

sonra %70’lik alkol ile de steril edilmistir.
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3.4.2. Besin Ortamlarimin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Yapilan ¢alismada, in vitro kallus ve siirglin gelistirme ¢alismalarinda mineral tuzlar ve
vitaminleri iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin ortami kullanilmistir. Sterilizasyon
denemesi i¢in 0 MS besin ortami kullanilmis olup, siirgiin ve kallus gelisimi igin farkli
konsatrasyonlarda bitki biiytime diizenleyici igeren 0 MS (with inculude vitamins, Duchefa
Biochemie) ortami kullanmilmistir (Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3). Besin ortaminin
hazirlanmasinda 1 L saf su igerisine hassas terazide tartilmis 30 g/L sukroz eklenmis ve
manyetik karistiric1 yardimiyla iyice karistirildiktan sonra igerisine 4,4 g/L MS (with inculude
vitamins, Duchefa Biochemie) eklenmistir. Hazirlanan besin ortaminin pH’1 1IN NaOH veya
HCL kullanilarak 5,6-5,8’¢ ayarlandiktan sonra otoklavlanabilir cam siselere doldurulup
tizerine 6,5 g/L Plant Agar (Duchefa Biochemie) eklenerek 121 °C’de 1,2 atm basigta 20 dk
boyunca otoklavlanarak sterilize edilmistir. Otoklavdan c¢ikarilan besin ortamlardan 0 MS
olanlar dogrudan petrilere dokiilmiistiir. Bitki biliylime diizenleyici igeren ortamlar ise 1
mg/mL olacak sekilde bitki biiyiime diizenleyicisi i¢eren filtre sterilizasyonu ile steril edilmis
stok soliisyonlardan yapilan ilaveler sonrasinda kiiltiir kaplarina (kavanoz ve petriler)

dokiilmis ve donma isleminden sonra tiim besin ortamlar: streglenerek etiketlenmistir.

3.4.3. Eksplantlarin Sterilizasyonu

Bitkisel materyal i¢in uygun bir sterilizasyon prosediirii belirlemek amaci ile sterilizasyon
denemeleri yapilmistir. Amag steril besin ortaminda kontaminasyona sebep olabilecek tiim
mikroorganizmalarin arindirilmasidir. Olgun bitkilerden alinan eksplantlar 6n sterilizasyon
amaciyla 3 damla (yaklasik 0.20 mL) antibakteriyel sabun damlatilmig 500 mL distile su
igerisinde 10 dk bekletilmis ve musluk suyu altinda 15 dk siireyle durulanmistir (Sekil 3.2).
Daha sonra laminar akigl kabin igerisinde sterilizasyon amactyla 1 dk boyunca %70’lik (v/v)
etanol c¢ozeltisinde bekletilmis, devaminda %15 ve %35’lik (v/v) ¢amasir suyu igerisinde 3
dk boyunca manyetik karistirict yardimiyla karigtirilmistir. Ardindan tiim eksplantlar 5 dk
siireyle 3 kez steril su ile durulanmustir (Cizelge 3.1, Sekil 3.3, Sekil 3.4).
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Cizelge 3.1. Yapilan sterilizasyon denemeleri

Deneme | Etil Alkol Cozeltisi Konsantrasyon | Camasir Suyu Cozeltisi

Adi ve Bekletme Siiresi Konsantrasyonu ve Bekletme
Siiresi

Deneme 1 | %70’ lik (v/v) ,1 dk %15’lik (v/v), 3 dk

Deneme 2 | %70’ lik (v/v) ,1 dk %35’lik (v/v), 3 dk

Sekil 3.3. a.0n yikama yapilan bitkisel materyaller b. Sterilizasyon icin laminar akisli kabinin
hazirlanmasi
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Sekil 3.4. Etil alkol (%70°lik) ile sterilizasyon agamasi

3.4.4. Sterilizasyon Denemelerinin Kurulmasi

Sterilize edilmis olan eksplantlar 3-4 cm uzunlugunda kesilmistir. Kesilen bitkisel
materyaller yaprak ve nod eksplantlarina ayrilarak bitki biiyiime diizenleyici icermeyen 0 MS
(with inculude vitamins, Duchefa Biochemie) besin ortamia aktarilmistir. Denemeler,
tesadiif parselleri deneme desenine goére 3 tekerriirlii olarak kurulmustur. Eksplantlarin
kiiltiiri, 1000 lux 151k siddetine sahip, 23+1°C” de 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot

kosullarinda gerceklestirilmistir. 2 hafta sonunda sterilizasyon gozlemleri yapilmistir.

3.4.5. Invitro Siirgiin ve Kallus Kiiltiirleri

Sterilizasyon denemesi sonucunda elde edilen verilere gore belirlenen yontem ile
eksplantlar sterilize edilmis ve farkli konsantrasyonda BAP (0.5 mg/L ve 1.5 mg/L) ve NAA
(0.5 mg/L, 1.5 mg/L ve 2.5 mg/L) igeren MS (with inculude vitamins, Duchefa Biochemie)
besin ortamlarina transfer edilmistir (Cizelge 3.2). Denemeler, tesadiif parselleri deneme
desenine gore 3 tekerrlirlii olarak kurulmustur. Eksplantlarin kiiltiirii, 1000 lux 151k siddetine

sahip, 23+1°C’ de 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot kosullarinda gerceklestirilmistir.

Elde edilen somatik embriyolardan kallus kiiltiirleri kurulmustur. NAA (0.5 mg/L, 1.0
mg/L, 1.5 mg/L ve 2.5 mg/L) ile desteklenmis MS besin ortamlarina transfer edilmistir
(Cizelge 3.3). Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak
kurulmustur. Eksplantlarin kiiltiirii, 1000 lux 1s1k siddetine sahip, 23+1°C’ de 16 saat
aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot kosullarinda gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.2. In vitro siirgiin elde etmek igin kullanilan besin ortami kompozisyonlari

Ortam | Temel Besin | BAP Konsantrasyonu | NAA Konsantrasyonu
No Ortam (mg/L) (mg/L)

Kontrol | MS* - -

Grubu

1 MS* 0,5 0,5

2 MS* 0,5 15

3 MS* 0,5 2,5

4 MS* 15 0,5

5 MS* 1,5 1,5

6 MS* 15 2,5

*MS (with inculude vitamins, Duchefa Biochemie)

Cizelge 3.3. Kallus elde etmek i¢in kullanilan besin ortam1 kompozisyonlari

Ortam No Temel Besin Ortamm NAA Konsantrasyonu (mg/L)

Kontrol Grubu | MS* -

1 MS* 0,5
2 MS* 1,0
3 MS* 1,5
4 MS* 2,5

*MS (with inculude vitamins, Duchefa Biochemie)

3.4.6. Invitro Siirgiinlerin Koklendirilmesi

35 giin sonunda elde edilen in vitro siirgiinler birbirinden ayrilarak farkli konsantrasyon
da IBA (0.1 mg/L, 0.5 mg/L ve 1.0 mg/L) ile desteklenmis MS ortamlarina transfer edilmistir
(Cizelge 3.4). Denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirli olarak
kurulmus ve her tekerriirde 5 eksplant olacak sekilde kiiltiirler yapilmistir. Eksplantlarin
kiltiri, 1000 lux 151k siddetine sahip, 23+1°C’ de 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyot

kosullarinda gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.4. Koklendirme besin ortami kompozisyonlari

Ortam No Temel Besin IBA Konsantrasyonu
Ortam (mg/L)

Kontrol Grubu - -

1 MS* 0,1
2 MS* 0,5
3 MS* 1,0

*MS (with inculude vitamins, Duchefa Biochemie)

3.4.7. Invitro Siirgiinlerde ve Kalluslarda Gelisimin Belirlenmesi

In vitro kosullarda bitki biiylime diizenleyicileri iceren MS (with inculude vitamins,
Duchefa Biochemie) ortamina aktarilan eksplantlarda 35 sonra siirgiinler ve 60 giin sonra
kalluslar gézlenmistir. Eksplantlar da siirgiin gelisimi ve eksplant basina diisen siirgilin sayisi
belirlenmis. Elde edilen kalluslar da ise analiz i¢in hazirlanmasi esnasinda kurutma oncesi yas
agirhik ve kurutma sonrasi kuru agirlik Olctimleri yapilmistir. Koklenen stirgiinlerde ise

kurutma 6ncesi kok gelisimleri gdzlenmistir.

3.4.8. Elde Edilen In vitro Siirgiin ve Kalluslarin Analiz i¢in Ekstraksiyona

Hazirlanmasi

Koklenen bitkicikler 55 giin, stirglinler 35 giin, kalluslar ise 60 giliniin sonunda kiiltiir
kosulundan ¢ikarilarak saf su yardimiyla temizlenmistir. Temizlenen bitkicikler ve kalluslar 2
hafta stirecince Whatman kagidi {izerinde oda kosullarinda kurumaya birakilmistir. Kuruyan

materyaller analize kadar 2-8°C soguk kosullarda (buzdolabinda) bekletilmistir.

3.4.9. Analiz Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.4.9.1. Metanolik Sodyum Hidroksit Cozeltisinin Hazirhg:

0,2 g sodyum hidroksit iizerine 250 mL saf su ilave edildikten sonra Karistirict tizerinde
karigtirilmistir. Karistirma isleminden sonra ekzotermik reaksiyon nedeniyle 1sinan ¢dzeltinin
sogumasi beklenmis ve daha sonra iizerine 250 mL metanol eklenerek manteyik karistiricida

kanigtirilmastir.
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3.4.9.2.  Ekstraksiyon

Dis kosullardan toplanip giin 1181inda kurutulan ve in vitro kosullardan elde edilen bitkisel
materyaller ev tipi 6giitiicii yardimiyla kiiglik parcalara bolinmiiglerdir (Sekil 3.5). 0.2 g
ogiitiilmis bitkisel materyal tizerine 6 mL metanolik sodyum hidroksit ¢ozeltisi eklenerek 3dk
boyunca vortekslenmistir (Sekil 3.6). Daha sonra 6 mL hekzan ilave edilerek 3 dk vorteks
islemi uygulanmistir. Faz olusumu i¢in 30 dk boyunca beklendi. Ust faz olan hekzan faz1 bir
pipet yardimiyla toplanarak GC-MS analizi i¢in 6rnek sisesine alimmistir (Kiigiik vd., 2018).

Sekil 3.5. Orneklerin ekstraksiyona hazirlanmasi a. Dis kosullardan toplanarak kurutulmus ve
ogitiilmiis sar1 kantaron b. Ekstraksiyon i¢in hazirlanan kalluslar c. Ekstraksiyon igin
hazirlanan in vitro siirgiinler

Sekil 3.6. a. Tartilan bitkisel materyal b. Metanolik sodyum hidroksit eklenmis in vitro ve dis
kosullardan alinan materyaller
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3.49.3. GC-MS Analizi

Ekstraksiyon ile elde edilen numuneler analiz siiresine kadar +4 °C’ de muhafaza
edilmistir. Numuneler Shimadzu Marka QP2010 Ultra Model GC-MS cihaz1 ile analiz
edilmistir. Tasiyict gaz olarak 1 mL/dk akis hizinda helyum gazi kullanilmistir. Enjeksiyon
sicakligr 25 °C, interface sicakligi 265 °C ve ion source sicakligi 260 °C olarak ayarlanmstir.
Kolon firn sicaklig1 programi ise 50 °C’de 5 dk beklenerek basglamigtir. Daha sonra dakikada
3°C artigla 240 °C’ye kadar c¢ikilmistir. Toplam analiz siiresi 68.33 dk olarak belirlenmistir.
Kolon olarak Teknokroma 5 MS (30 m x 0.25 mm, 0.5 p film kalinlig1) kullanilmistir.

3.4.10. istatistiksel Degerlendirme

Sterilizasyon denemeleri, in vitro siirgiin ve kallus denemeleri 3 tekerriirlii olarak
yapilnistir. Calismalardan elde edilen verilerin istatistiki degerlendirmesi SPSS ver. 22
istatistik programinda One -Way Annova post hoc. testlerinden Duncan testi ile yapilmistir
(Snedecor ve Cochran, 1967).

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1.  Sari Kantaron Bitkisinden Elde Edilen Eksplantlarin Yiizey Sterilizasyonu

Sterilizasyon denemelerinde kontaminasyon yiizdesi ve sterilizasyon basarisi
belirleme islemi 2 hafta siiresince yapilmistir. Gézlem sirasinda eksplantlarda ve ortamlarda
istenmeyen mikroorganizma biiylime ve gelismeleri tespit edilmeye calisilmistir. Gorsel
olarak elde edilen sonuglar kaydedilmis ve hesaplamalara dahil edilmistir. ki farkl
sterilizasyon denemesi yapilmistir. Sterilizasyon denemelerinde elde edilen ylizdeler

yardimiyla sterilizasyon basarisi tespit edilmistir.

2 numarali sterilizasyon denemesinde eksplantlar ilk olarak 6n yikama igin
antibakteriyel sabun igeren distile suda 10 dk bekletilmis ve devaminda 15 dk bounca musluk
suyu altinda durulanmistir. Daha sonra 1dk %70’lik (v/v) etanol ¢ozeltisinde bekletilmis,
devaminda 3 dk %15°lik (v/v) c¢amasir suyu igerisinde manyetik karistirict yardimiyla
karnigtirllmistir. Camasir suyu uygulamasindan sonra sterilizasyon ajaninin uzaklastirilmasi
amactyla 5 dk siireyle 3 kez steril distile su ile durulanmistir. Yaprak eksplantlar i¢in yapilan
gozlem sonucunda kontaminasyon yiizdesinin ise %16,50 oldugu belirlenmistir. Sterilizasyon

basaris1 ise % 83,50 olarak belirlenmistir. Nod eksplantlarinda ise % 44,54 kontaminasyon
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yiizdesi ve % 55,56 sterilizasyon basarist elde edilmistir. Bu deneme seti i¢in gozlemler 2

haftalik bir zaman dilimi igerisinde gergeklestirilmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil 4.2).

3 numara olarak ifade edilen sterilizasyon denemesinde, 2 numarali denemeden farkl
olarak c¢amasir suyu ¢Ozeltisinin Kkonsantrasyonu degistirilmistir. %35 (v/v) olarak
hazirlanmistir. Bu deneme seti i¢in gozlemler 2 haftalik bir zaman dilimi igerisinde
gerceklestirilmistir. Yapilan gozlemler sonucunda her iki eksplant tiirii iginde kontaminasyon
gbozlenmemistir. %0,00 kontaminasyon yiizdesi tespit edilmistir. Eksplanlarin tiimiiniin
saglikli oldugu, kararma ve vitrifiye olmadigi gézlenmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil 4.2).
Deneme sonunda elde edilen verilere yapilan varyans analizi sonucu Cizelge 4.1°de
verilmigtir. Cizelge 4.1’e gore NaOCl konsantrasyonu kontaminasyon Tlizerinde 0.01
diizeyinde farklilik gostermektedir. Farkliligin diizeyini belirlemek i¢in Duncan testi sonuglari

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkl sterilizasyon uygulamalarinin kontaminasyon iizerine etkisi

Camasir suyu | Kontamine yaprak Kontamine nod
Uygulama No. K‘(;gie(lir;gzii%c))n Sayisi ‘(Itf/o S){uzdes1 Sayisi \(7:)3/0 S)(uzdes1
Say1 % Say1 %
1 0 15b 100 15c 100
2 %15 la 88,9 4 ab 66,7
3 %35 Oa 0 Oa 0
F 0,00 0,00
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Sterilizasyon Basari Yiizdesi (%)

100 -
90 -
80 -
70 -
60 - B Yaprak Eksplanti

50 = Nod Eksplanti
40

30
20

%

Deneme 1 Deneme 2

Sekil 4.1. Sterilizasyon denemelerinden elde edilen basari yiizdeleri

Kontaminasyon Yiizdeleri (%)

40
35

30
o5 B Yaprak Eksplanti

%

20 - = Nod Eksplanti
15 -
10 -

Deneme 1 Deneme 2

Sekil 4.2. Sterilizasyon denemelerinden elde edilen kontaminasyon yiizdeleri
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4.2.  San Kantaron Bitkisinden Elde Edilen Eksplantlarmn In vitro Siirgiin

Kiiltiirleri

In vitro siirgiin gelisimi i¢in alt1 farkli ortam kompozisyonu denenmistir. Bitki biiylime
diizenleyici olarak BAP ve NAA kullanilmistir. MS temel besin ortamlarinda iki farkli BAP
konsantrasyonu, 3 farkli NAA konsantrasyonu belirlenerek bunlarin birbiri ile
kombinasyonlar1 denenmistir (Cizelge 3.2). Alt1 farkli denemede de siirgiin olusumu
gozlenmistir. Eksplant tiirlerine gore farkli yiizdelerde siirgiin olusumu ve gelisimi
belirlenmistir. Siirglin gelisimi Ol¢limlerinde 0.5 cm’den daha kisa olan siirgiinler ihmal

edilmistir.

1 numarali ortam olarak kullanilan 0,5 mg/L BAP ve 0,5 mg/L NAA iceren 0 MS
besin ortaminda her iki eksplant tiirlinde de siirgiin olusumu ve gelisimi gézlenmistir. 35
giinliik kiltiir siiresince eksplant tiirlerinde farkli oranlarda ve sayida siirgiinler elde
edilmistir. Yaprak eksplantindan %64,44 oraninda siirgiin gelisimi gozlenmistir ve ortalama
slirgiin sayis1 ise 1,68 olarak belirlenmistir. Siirglin boylarma bakildiginda ise mininumu
stirgiin boyu 0,8 cm iken maksimum siirgiin boyu 2,9 cm olarak olg¢iilmiistiir. Nod
eksplantinda ise %26,67 olarak belirlenen siirgiin gelisiminin yaprak eksplantina gére daha
diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil 4.3). Eksplant basina ortalama siirgiin sayisi ise 0,50 olarak

tespit edilmistir. 0,5 cm minimum ve 1,0 cm maksimum siirglin boyu olarak 6l¢tilmistiir.

Sekil 4.3. 1 numarali ortamda gelisen siirgiinler a. Yaprak eksplant1 i¢in siirgiin gelisimi b.
Nod eksplanti i¢in siirgiin gelisimi
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2 numarali ortam olarak kullanilan 0,5 mg/L BAP ve 1,5 mg/L NAA igeren 0 MS
besin ortaminda her iki eksplant tiiriinde de siirglin olusumu ve gelisimi goézlenmistir. 35
giinlik kiiltiir siiresince eksplant tiirlerinde farkli oranlarda ve sayida siirglinler elde
edilmistir. Yaprak eksplantindan %60,00 oraninda siirgiin gelisimi gozlenmis olup 2,93
eksplant bagina diisen siirgiin sayisi olarak hesaplanmistir. Siirgiin boylar1 1,2-1,3 cm
araliginda degiskenlik gostermektedir. Nod eksplantinda ise %73,33 olarak belirlenen siirgiin
gelisiminin yaprak eksplantina gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.4). Eksplant

basina ortalama siirglin sayis1 3,22 olarak hesaplanmistir. Minimum siirgiin boyu 0,5 cm,

maksimum siirgiin boyu 3,3 cm olarak dl¢tilmustiir.

Sekil 4.4. 2 numarali ortamda gelisen siirglinler a. Yaprak eksplant1 i¢in siirgiin gelisimi b.
Nod eksplanti i¢in siirgiin gelisimi

3 numarali ortam olarak kullanilan 0,5 mg/L BAP ve 2,5 mg/L NAA iceren MS besin
ortaminda her iki eksplant tiiriinde de siirgiin olusumu ve gelisimi gozlenmistir. 35 giinliikk
kiiltiir siiresince eksplant tiirlerinde farkli oranlarda ve sayida siirgiinler elde edilmistir.
Yaprak eksplantindan %100,00 oraninda siirgiin gelisimi gozlenmistir ve eksplant basina
diisen siirglin sayist 5,53 olarak hesaplanmistir. Maksimum siirgiin boyu 1,6 cm 0l¢iilmiis
olup minimum siirgiin boyu 0.8 cm olarak 6l¢iilmiistiir. Nod eksplantinda ise %80,00 olarak
belirlenen siirgiin gelisiminin yaprak eksplantina gore daha diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil
4.5). Eksplant basina ortalama siirgiin sayis1 4,33 olarak hesaplanmistir. 1,0 cm uzunlugunda
stirglinlerin gelisim gosterdigi goriilmiistiir. 6 ortam igerisinde en iyi sonuglara 3 numarali

ortam ile ulasilmstir.
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Sekil 4.5. 3 numarali ortamda gelisen siirgiinler

Sekil 4.6. 3 numarali ortamda gelisen siirgiinler a. Ortalama siirgiin uzunlugu diistiik olan
yaprak eksplantlar1 b. Ortalama siirgiin uzunlugu yiiksek olan yaprak eksplantlari

4 numarali ortam olarak kullanilan 1,5 mg/L BAP ve 0,5 mg/L NAA igeren MS besin
ortaminda her iki eksplant tiirlinde de siirglin olusumu ve gelisimi gozlenmistir. 35 giinliik
kiiltiir siiresince eksplant tiirlerinde farkli oranlarda ve sayida siirgiinler elde edilmistir.
Yaprak eksplantindan %46,67 oraninda siirgiin gelisimi gézlenmistir. Eksplant basina diisen
stirglin sayist ise 1,22 olarak belirlenmistir. Siirglin boylar1 0,5 cm olarak Ol¢iilmiistiir. Nod
eksplantinda ise %20,00 olarak belirlenen siirgiin gelisiminin yaprak eksplantina gore daha
diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil 4.6). Minimum siirgiin boyu 0,5 cm olup maksimumu ise

1,1 olarak ol¢iilmiistiir. Eksplant basina ortalama siirgiin sayisi 0,33 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. 4 numarali ortamda gelisen siirglinler a. Yaprak eksplant1 i¢in siirglin gelisimi b.
Nod eksplanti i¢in siirgilin gelisimi

5 numarali ortam olarak kullanilan 1,5 mg/L BAP ve 1,5 mg/L NAA igeren MS besin
ortaminda her iki eksplant tiiriinde de siirgiin olusumu ve gelisimi gozlenmistir. 35 giinlik
kiiltiir siiresince eksplant tiirlerinde farkli oranlarda ve sayida siirgiinler elde edilmistir.
Yaprak eksplantindan %100,00 oraninda siirgiin gelisimi gézlenmis olup eksplant bagina 3,67
stirgiin elde edilmistir. Minimum siirgiin boyu 0,5 cm olarak oSlgiiliirken 3,0 cm maksimum
olarak ol¢iilmiistiir. Nod eksplantinda ise %53,33 olarak belirlenen siirgilin gelisiminin yaprak
eksplantina gore daha diisiikk oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7). Eksplant basina ortalama
1,67 siirgiin hesaplanmistir. 2,2 cm maksimum siirgiin boyu olarak 6l¢iilmiis ve minimumu

0,8 cm olarak gozlenmistir.

Sekil 4.8. 5 numarali ortamda gelisen siirgiinler a. Yaprak eksplant1 i¢in siirgiin gelisimi b.
Nod eksplanti i¢in siirgiin gelisimi
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6 numarali ortam olarak kullanilan 1,5 mg/L BAP ve 2,5 mg/L NAA igeren MS besin
ortaminda her iki eksplant tiiriinde de siirgiin olusumu ve gelisimi gozlenmistir (Sekil 4.9). 35
giinlik kiiltiir siiresince eksplant tiirlerinde farkli oranlarda ve sayida siirglinler elde
edilmistir. Yaprak eksplantindan %40,00 oraninda siirgiin gelisimi gozlenmistir. Eksplant
basina 2,22 siirgiin sayis1 belirlenmis olup 1,0 cm uzunlugunda siirgiinler elde edilmistir. Nod
eksplantinda ise %20,00 olarak belirlenen siirgiin gelisiminin yaprak eksplantina gore daha

diisiik oldugu gozlenmistir. 0,5 cm uzunlugunsa siirgiinler elde edilmis olup eksplant basina

ortalama 0,67 eksplant hesaplanmustir.

Sekil 4.9. 6 numarali ortamda gelisen siirglinler a. Yaprak eksplant1 i¢in siirgiin gelisimi b.
Nod eksplanti i¢in siirgilin gelisimi

Elde edilen verilerin yaprak eksplant1 (Cizelge 4.2) ve nod eksplantt i¢in (Cizelge 4.3)

tablo halinde 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren besin ortamlarindaki yaprak
eksplant1 i¢in siirgiin gelisim verileri ve varyans analizi sonucu

Siirgiin Eksplant Saghkh
Gelistiren Basina R Gelisen
Deneme BAP NAA Siirgiin
Ads (mg/L) | (mgiL) Eksplant Sayisi “OrEaIama Gelisim Tgpla‘l-m
Siirgiin Sayisi . . | Siirgiin
Yiizdesi
Sayisi
1 0,5 0,5 10ab 1,7cd 64,40b 18cd
2 0,5 1,5 9b 3bc 60,00b 23bc
3 0,5 2.5 15a 6a 100,00a 83a
4 1,5 0,5 9b 1,2cd 46,00b 9cd
S 1,5 1,5 15a 4b 100,00a 55b
6 1,5 2.5 6b 2,2¢ch 40,00b 15bc
7 0 0 Oc 0d Oc od
(kontrol
grup 0
MS)
0,00 0,00 0,00 0,00

Cizelge 4.2°de goriildligi gibi yapilan varyans analizi sonucunda sari kantaron

bitkisinden alinan yaprak eksplantinda Siirgiin Gelistiren Eksplant Sayisi, Eksplant Basina

Ortalama Siirglin Sayisi, Siirgiin Gelisim Yiizdesi, Saglikli Gelisen Toplam Siirglin Sayis1

bakimindan bitki biiyiime diizenleyici kombinasyonlar1 ve konsantrasyonlar: arasinda 0,01

diizeyinde farklilik goriilmistiir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan

Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren besin ortamlarindaki nod
eksplant1 i¢in siirgiin gelisim verileri ve varyans analizi sonucu

Siirgiin Eksplant Saghkh
Gelistiren Basina - Gelisen
Deneme BAP NAA Siirgiin
Ads (mg/L) | (mg/L) Eksplant "Ort[.alama Gelisim Tgplqm
Sayis1 Siirgiin Sayisi Yii . Siirgiin
izdesi
Sayisi
1 0,5 0,5 4ch 0,50ch 26,67c 6b
2 0,5 1,5 1la 3,22a 73,33a 35a
3 0,5 2,5 12a 4,33a 80,00a 50a
4 1,5 0,5 3C 0,33c 20,00c 3b
5 1,5 1,5 8b 1,70b 53,33b 10b
6 1,5 2,5 3cb 0,70cb 20,00c 3b
7 0 0 0 0 Oc Ob
(kontrol
grup 0
MS)
F 0,00 0,00 0,0

Cizelge 4.3’de goriildligi gibi yapilan varyans analizi sonucunda sari kantaron
bitkisinden almman nod eksplantinda Siirgiin Gelistiren Eksplant Sayisi, Eksplant Basina
Ortalama Siirglin Sayisi, Siirgiin Gelisim Yiizdesi, Saglikli Gelisen Toplam Siirglin Sayis1
bakimindan bitki biiylime diizenleyici kombinasyonlar1 ve konsantrasyonlar: arasinda 0,01
diizeyinde farklilik goriilmistiir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan

Duncan testi sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.
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4.3.  Sar1 Kantaron Bitkisinden Elde Edilen Eksplantlarin Kallus Kiiltiirleri

Elde edilen in vitro siirgiinlerden siirgiin gelisimi olmamis somatik embriyolardan
kallus kiiltiirleri kurulmustur. NAA (0,5 mg/L, 1,0 mg/L, 1,5 mg/L ve 2,5 mg/L) iceren MS

besin ortamlarina transfer edilmistir (Cizelge 3.3).

Dort farkli denemede kallus gelisimi gézlenmistir. Kullanilan besin ortamlarinda farkl
agirliklarda kallus olusumu gozlenmistir. Dort denemede de benzer yapida kalluslar elde elde
edilmis olup yesil renkte ve sert (kompakt) yapili kallus gelisimi goriilmiistiir. Kalluslarin
degerlendirilmesi yas ve kuru agirlik parametrelerine gore yapilmistir. Her deneme igin iiger

tekerriir kurulmustur.

1 numarali kallus denemesinde alinan yas agirlik tartimlarinda 0,2013 g ile 0,2923 g
araliginda kalluslarin olustugu tespit edilmistir. Ortalama olarak 0,2487 g yas agirliga sahip
kalluslarin gelistigi gozlenmistir. 2 hafta oda sartlarinda kurumaya birakilan kalluslarin kuru
agirliklart alinmis, 0,0189 g ile 0,0327 g araliginda kuru agirlik 6l¢timleri alinmistir. Ortalama
kuru agirlik ise 0,0246 g olarak tespit edilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. 1 numarali ortamda gelisen kalluslar
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2 numaral kallus denemesinde alinan yas agirlik tartimlarinda 0,5322 g ile 0,6664 g
araliginda kalluslarin olustugu tespit edilmistir. Ortalama olarak 0,6284 g yas agirliga sahip
kalluslarin gelistigi gozlenmistir. 2 hafta oda sartlarinda kurumaya birakilan kalluslarin kuru

agirliklart alinmis, 0,0363 g ile 0,0772 g araliginda kuru agirlik 6lgtimleri alinmistir. Ortalama

kuru agirlik ise 0,0538 g olarak tespit edilmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. 2 numarali ortamda gelisen kalluslar a. Yesil renkli ve kismen kirilgan kallus
yapisi b. Koyu yesil-kahverengi sert kallus yapisi

3 numarali kallus denemesinde alinan yag agirlik tartimlarinda 0,3853 g ile 0,3010 g
araliginda kalluslarin olustugu tespit edilmistir. Ortalama olarak 0,3517 g yas agirliga sahip
kalluslarin gelistigi gozlenmistir. 2 hafta oda sartlarinda kurumaya birakilan kalluslarin kuru
agirliklart alinmis, 0,0325 g ile 0,0502 g araliginda kuru agirlik 6l¢timleri alinmigtir. Ortalama
kuru agirlik ise 0,0383 g olarak tespit edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. 3 numarali ortamda gelisen kallus

4 numarali kallus denemesinde alinan yas agirlik tartimlarinda 0,1180 g ile 0,1962 g
araliginda kalluslarin olustugu tespit edilmistir. Ortalama olarak 0,1643 g yas agirliga sahip
kalluslarin gelistigi gozlenmistir. 2 hafta oda sartlarinda kurumaya birakilan kalluslarin kuru
agirliklart alinmig, 0,0110 g ile 0,0208 g araliginda kuru agirlik 6lgtimleri alinmistir. Ortalama
kuru agirlik ise 0,0173 g olarak tespit edilmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. 4 numarali ortamda gelisen kallus
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Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda NAA iceren besin ortamlarindaki bitkilerden kallus
gelisim verileri ve varyans analizi sonucu

Deneme Adi Kullanilan Ortam Yas Agirhik (Q) Kuru Agirlik (g)
1.deneme 0,5 mg/L NAA 0,25¢c 0,025bc
2.deneme 1,0 mg/L NAA 0,66a 0,053a
3.deneme 1,5 mg/L NAA 0,36b 0,040b
4.deneme 2,5 mg/L NAA 0,20c 0,020c
Kontrol Grubu 0 0d 0d

F - 0,00 0,00

Cizelge 4.4’de goriildiigli gibi yapilan varyans analizi sonucunda sar1 kantaron
bitkisinden alinan eksplantlarda kallus (yas ve kuru agirlik) gelisimi bakimindan bakimindan
bitki biiylime diizenleyici kombinasyonlari ve konsantrasyonlar1 arasinda 0.01 diizeyinde
farklilik goriilmiistiir. Bu farkliliklarin 6nem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Duncan

testi sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

4.4.  Sari Kantaron Bitkisinden Elde Edilen Eksplantlardan In vitro Siirgiinlerin

Koklendirilmesi

Elde edilen in vitro siirgiinlerin bir kism1 35 giiniin sonunda koklendirme ortamlarina
transfer edilmistir. Koklendirme i¢in IBA (0,1 mg/L, 0,5 mg/L, 1,0 mg/L) igceren 0 MS besin

ortamlarima Kullanilmstir (Cizelge 4.5).

Kullanilan ii¢ farkli ortamda 20 giin sonunda yapilan gézlemlerde 0,1 mg/L IBA
iceren 1 numarali koklendirme denemesinde kok gelisimi goriilmiistiir (Sekil 4.14, Sekil 4.16
ve Sekil 4.17). 2 ve 3 numarali koklendirme denemelerinde kok gelisimi goriilmemistir (Sekil
4.15). Yapilan gozlemlerin sonucunda elde edilen verilere gore kok gelisim yiizdesi %53,33
olarak bulunmus olup eksplant basina kok sayist 1,11 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Eksplantlar 55 giiniin sonunda analiz i¢in ortamdan alinmstir.
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Cizelge 4.5. Farkhi
gelisim verileri

konsantrasyonlarda IBA

iceren besin ortamlarindaki bitkilerden kok

Kok Gelisim Eksplant Basina
Deneme Adi Kullanilan Ortam Yiizdesi (%) Kok Sayisi
1.deneme 0,1 mg/L IBA 53,33 1,11

Kok gelisimi -
2.deneme 0,5 mg/L IBA gozlenmedi.

Kok gelisimi -
3.deneme 1,0 mg/L IBA gozlenmedi.

Sekil 4.14. Koklendirme ortamina transfer edilen ve kok gelisimi olan in vitro siirgiinler
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Sekil 4.15. 2 numarali koklendirme ortaminda bulunan eksplantlar a. Kok gelisimi
bulunmayan eksplant b. Eksplantin ortalama uzunlugu

Sekil 4.16. 1 numarali koklendirme ortaminda bulunan eksplantlar a. Kok gelisimi
gerceklesen eksplant b. Eksplantin ortalama uzunlugu
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Sekil 4.17. 1 numarali koklendirme ortaminda bulunan eksplantlar a. Kok gelisimi
gerceklesen eksplant b. Gelisen koklerde ortalama uzunluk

45.  GC-MS Analizi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

4.5.1. Dis Kosullarda Yetisen Sar1 Kantaron Bitkisinin Analiz Sonug¢lar:

Yapilan analize gore dis kosullarda yetisen bitkide 26 adet farkli ugucu bilesen tespit
edilmisgtir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.18). Diiz zincirli hidrokarbonlar, siklik yapida
hidrokarbonlar ve tiirevlerinin, terpen ve terpenik bilesikler, diger yapida bilesikler (keton,
alkol, eter vb.) goriilmiistiir (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8). En ¢ok bulunan ii¢ bilesigin cis-
Osimen (%13,62), cis-myrtanol (%6,90) ve n-Nonane (%6.76) oldugu tespit edilmistir. Total
ucucu fitokimyasal igerigin %40,84°nli terpen ve terpenoik bilesiklerin olusturdugu
goriilmiistiir.  Monoterpen ve seskiterpenler elde edilmistir. Bu bilesiklerin Alpha-pinene
(%6,21), cis-Osimen (%13,62), 4-Thujen-2.alpha.-yl acetate (%4,54), Pseudolimonen
(%3,85), Longipinene epoxide (%2,35), Cis-myrtanol (%6,90), Beta-farnesene (%1,96) ve
Neryl acetone (%1,41) oldugu tespit edilmistir. Diiz zincirli ve siklik yapili bilesikler ise
toplam bilesenlerin  %25,37’sini  olusturmaktadir. Diger bilesiklerin ise 9%33,79’nu

olusturdugu gozlenmistir.
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Sekil 4.18. Dis kosullardan yetisen bitkilerde yapilan analiz sonucunda elde edilen GC-MS
kromatogrami

Cizelge 4.6. D1s kosuldan toplanan bitkilerin yapisinda bulunan ugucu bilesenler

Bilesik ad1 Alikonma Alan % Alan
Zamani (RT) | npeq (Area%)
2-methyl-octane 6,442 197343 2,32
n-Nonane 6,589 575022 6,76
Cyclohexene oxide 6.-,680 95375 1,12
Isobutyric acid allyl ester 6,737 140174 1,65
alpha-pinene 9,391 295275 3,47
cis-Ocimene 9,511 1157581 13,62
1-Methyl-3-nitro-5-phenoxy-1H- 9,570 286421 3,37
[1,2,4]triazole
4-Thujen-2.alpha.-yl acetate 9,600 385952 4,54
Spiro[3,4-diazatricyclo[5.2.2.0(2,6)Jundec- 9,645 294209 3,46
3-ene-5,1'-cyclopropane]
Alpha-pinene 9,685 233131 2,74
Pseudolimonen 9,730 326993 3,85
2,5-Dimethyl-3-methylene-1,5-hexadiene 9,775 474142 5,58
2,7-dimethyl-(E) 3-Octen-5-yne 9,920 368973 4,34
1-chloro- Decane 11,435 199288 2,34
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Cizelge 4.6. D1s kosuldan toplanan bitkilerin yapisinda bulunan ugucu bilesenler (devam)

Bilesik ad Allkonma Alan % Alan
Zamani (RT) (Area) (Area%o)
Spiro { 6,6-dimethyl-2,3-diazobicyclo 11,588 525568 6,18
[3.1.0] hex-2-ene-4,1'-cyclopropane }
3-Methyl-4-nitro-5-(1-pyrazolyl) 11,685 111392 1,31
pyrazole
5-bromo-1-Pentene 12,791 104329 1,23
2-Methyldecane 16,215 186436 2,19
Longipinene epoxide 30,591 813094 2,35
Cis-myrtanol 31,421 586406 6,90
Beta-farnesene 33,835 166805 1,96
2-chloro octane 64,901 420934 4,95
Neryl acetone 67,587 119567 141
Bilinmeyen 11,760 140814 1,66
Bilinmeyen 11,833 96521 1,14
Cizelge 4.7. D1s kosuldan toplanan bitkinin terpen ve terpen tilirevi bilesikleri
Alikonma Alan % Alan
Bilesik adi Bagh Oldugu Grup Z?gl_?)m (Area) (Area%o)
Alpha-pinene Monoterpen 9,391 295275 6,21
cis-Ocimene Monoterpen 9,511 1157581 13,62
4-Thujen-2.alpha.-yl acetate Terpen tiirevi keton 9,600 385952 4,54
Pseudolimonen Monoterpen 9,730 326993 3,85
Longipinene epoxide Seskiterpen tiirevi eter 30,591 813094 2,35
Cis-myrtanol Terpenoik alkol 31,421 586406 6,90
Beta-farnesene Seskiterpen 33.835 166805 1,96
Neryl acetone Monoterpenoik keton 67.587 119567 1,41
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Cizelge 4.8. D1s kosuldan toplanan bitkinin diiz zincirli hidrokarbonlar (alkan ve alkenler) ve
tiirevi bilesikleri

Bilesik ad1 Bagh Oldugu Alikonma Alan % Alan
Grup Zamani (RT) (Area) (Area%)
2-methyl-octane Alkan 6,442 197343 2,32
n-Nonane Alkan 6,589 575022 6,76
2,5-Dimethyl-3-methylene-1,5- Alken 9,775 474142 5,58
hexadiene
1-chloro- Decane Halojenize 11,435 199288 2,34
Alkan
5-bromo-1-Pentene Halojenize 12,791 104329 1,23
Alkan
2-Methyldecane Alkan 16,215 186436 2,19
2-chloro octane Alkan 64,901 420934 4,95

4.5.2. Invitro Siirgiinlerin Analiz Sonugclari

In vitro siirgiinler ile yapilan analizde ise 39 farkli ugucu bilesen tespit edilmistir. Diiz
zincirli hidrokarbonlar, siklik yapida hidrokarbonlar ve tiirevlerinin, terpen ve terpenik
bilesikler, diger yapida bilesikler (keton, alkol, eter vb.) goriilmiistiir (Cizelge 4.9 ve Sekil
4.19). En ¢ok bulunan ii¢ bilesigin 1-[3-methyl-3-(4-methyl-3-pentenyl)oxiranyl]- Ethanone
(%22,63), Nerolidol Z ve E (%19,96) ve D-Nerolidol (%5,73) oldugu tespit edilmistir. Total
ucucu fitokimyasal icerigin %35,36’sim1 terpen ve terpenoik bilesiklerin olusturdugu
gorlilmiistiir. Monoterpen ve seskiterpenler elde edilmis, seskiterpen iceriginin yiiksek oldugu
goriilmiistiir.  Bu Dbilesiklerin Farnesol (%2,91), Alpha-Santanale (%21,18), D-Nerolidol
(9%5,73), Ledol (%1,85), Nerolidol Z ve E (%19,96), ve Geranylacetone (%3,73) oldugu tespit
edilmistir. Diiz zincirli ve siklik yapili bilesikler ise toplam bilesenlerin %6,94’nii
olusturmaktadir. Diger bilesiklerin ise %57,70’ni olusturdugu gozlenmistir (Cizelge 4.9 ve
Cizelge 4.10).
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Sekil 4.19. In vitro siirgiinler ile yapilan analiz sonucunda elde edilen GC-MS kromatogrami

Cizelge 4.9. In vitro siirgiinlerin yapisinda bulunan ugucu bilesenler

Bilesik ad Abhkonma Zamam | Alan (Area) % Alan

(RT) (Area%o)
2,5-Dimethylpyrazine 17,574 77098 0,64
Chloroacetic acid, heptyl ester 52,570 75264 0,63
1-cyclopentyl-2-Propanone 54,520 76842 0,64
cis-1,5-Cyclooctanediol 55,027 86334 0,72
Oxalic acid 59,150 89617 0,75
1-[5-methyl-1-(4-methylfurazan-3-yl)-1H- 59,206 180665 1,50

[1,2,3]triazol-4-yl]- Ethanone

Isobutyroyl Pyrazine 59,235 153135 1,27
Farnesol 59,300 349594 2,91
2,3,5,6-Tetraethyl-2,5-Dibora-1,4-Dioxan 59,346 242876 2,02
3-butoxy-2-methyl-1-Butene 59,385 127869 1,06
5,8-Dimethyl Naphthalene 59,415 96231 0,80
Alpha-Santanale 59,440 141500 1,18
1-cyclohexyl-5-phenyl-3-Pentanone 59,480 192462 1,60
Methyl 2,2,3-trimethylcyclopentyl-ketone 60,285 258545 2,25
1-Bromodecane 60,325 110448 0,92
3-Octenoic acid, butyl ester 60,355 104707 0,87

63




Cizelge 4.9. In vitro siirgiinlerin yapisinda bulunan ugucu bilesenler (devam)

Bilesik ad1 Alikonma Alan (Area) % Alan
Zamam (RT) (Area%)
D-Nerolidol 60,447 688476 5,73
5,5-Dimethyl- Bicyclo[2.1.1]Hexane-1- 61,300 68219 0,57
Carboxylic Acid
1-Methylheptyl cis-2,2-dimethyl-3-(2- 61,336 90639 0,75
methyl-1-
propenyl)cyclopropanecarboxylate
Ledol 61,365 222190 1,85
1-(1,1-Dimethylethyl)-4-Methyl 62,151 71465 0,59
Cyclohexane
2-methyldecane 62,520 69948 0,58
1-[3-methyl-3-(4-methyl-3- 64,111 2717947 22,63
pentenyl)oxiranyl]- Ethanone
Nerolidol Z and E 64,271 2397438 19,96
1-butoxy-3-methyl-2-Butene 64,619 426852 3,55
1-Methyl-4-Phenylperhydro-1,4- 64,745 89037 0,74
Azaphosphorine
2-methylene-, (3.beta,5.alpha.) 65,505 108569 0,90
Cholestan-3-ol
19,19-Dimethyl-eicosa-8,11-dienoic acid 65,543 103264 0,86
Geranylacetone 65,651 447550 3,73
3,7,11-trimethyl-, (E,E)- 2,6,10- 65,825 444871 3,70
Dodecatrien-1-ol
Z-Citral 66,300 113552 0,95
3,5,5-trimethyl-1-Hexene 66,368 281467 2,34
3,3,5-Trimethylheptane 66,995 173826 1,45
5-Butylnonane 67,318 434882 3,62
Decahydroquinoline-10-ol 67,710 108607 0,90
Decanoic acid, 2-ethylhexyl ester 67,755 136822 1,14
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Cizelge 4.9. In vitro siirgiinlerin yapisinda bulunan ugucu bilesenler (devam)

Bilesik ad Alikonma Zamam Alan (Area) % Alan (Area%o)
(RT)
Cis-Syn 1,3-Dimethylthymine 67,815 117375 0,98
Dimer
2-propyl-1-Heptanol 68,200 146538 1,22
Bilinmeyen 65,405 188584 1,57

Cizelge 4.10. In vitro siirgiinlerin terpen ve terpen tiirevi bilesikleri

Bilesik ad1 Bagh Oldugu Grup Alikkonma Alan % Alan

Zamani (RT) (Area) (Area%o)
Farnesol Seskiterpenoik alkol 59,300 349594 2,91
Alpha-Santanale Seskiterpen 59,440 141500 1,18
D-Nerolidol Seskiterpen 60,447 688476 573
Ledol Seskiterpen 61,365 222190 1,85
Nerolidol Z and E Seskiterpen 64,271 2397438 19,96
Geranylacetone Mon?(terpenoik 656,51 447550 3,73

eton

4.5.3. Kallus Kiiltiirlerinin Analiz Sonug¢lari

Kalluslar ile yapilan analizde ise 40 farkli ugucu bilesen tespit edilmistir. Diiz zincirli
hidrokarbonlar, siklik yapida hidrokarbonlar ve tiirevlerinin, terpen ve terpenik bilesikler,
diger yapida bilesikler (keton, alkol, eter vb.) goriilmistiir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.20). En
¢ok bulunan ii¢ bilesigin 1,3,5-Cycloheptatriene (%12,14), 2-Methylundecane (%8,13) ve
Farnesane (%7,94) oldugu tespit edilmistir. Total ucucu fitokimyasal icerigin %29,39’unu
terpen ve terpenoik bilesiklerin olusturdugu goriilmiistiir. Monoterpen ve seskiterpenler elde
edilmis, seskiterpen igeriginin yiiksek oldugu gorilmiistiir (Cizelge 4.12). Bu bilesiklerin
Alpha-Pinene (%6,64), (-)-beta-Pinene (%2,11), Farnesane (%7,94), Farnesol (%6,94),
Nerolidol Z ve E (%3,43), ve Geranylacetone (%2,33) oldugu tespit edilmistir. Diiz zincirli ve
siklik yapili bilesikler ise toplam bilesenlerin % 65,77°ni olusturmaktadir (Cizelge 4.13).

Diger bilesiklerin ise %4,84’nii olusturdugu gézlenmistir.
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Sekil 4.20. Kalluslar ile yapilan analiz sonucunda elde edilen GC-MS kromatogrami

Cizelge 4.11. Kalluslarin yapisinda bulunan ugucu bilesenler

Bilesik ad Alikonma Zamam (RT) Alan (Area) | % Alan (Area%o)
1,3,5-Cycloheptatriene 3,699 19599040 12,14
Methylfulvene 4,200 780145 0,48
p-(benzyloxy) phenol acetate 4,260 459770 0,28
Toluene 4,365 1325134 0,82
2,6-Dimethylheptane 6,661 11183172 6,93
Alpha-pinene 9,507 10715366 6,64
(-)-beta-Pinene 11,507 3400838 2,11
2-methyldecane 16,208 695780 0,43
Guanidine carbonate 24,623 960640 0,60
4-ethyl-5-methyl- Nonane 26,309 494902 0,31
4-methyl- Tridecane 36,831 497272 0,31
n-Tetradecane 45,429 448448 0,28
1,2-Benzenedicarboxylic acid 51,143 540113 0,33
1-Chlorooctadecane 54,230 681350 0,42
Isooctane 54,584 378951 0,23
Farnesane 56,774 383696 0,24
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Cizelge 4.11. Kalluslarin yapisinda bulunan ugucu bilesenler (devam)

Bilesik ad Alikonma Zamam (RT) | Alan (Area) | % Alan (Area%o)
1-lodo-2-methylundecane 57,006 408021 0,25
5-butyl- Nonane 57,437 413959 0,26
2,3-dimethyl- Nonadecane 58,935 332288 0,21
Farnesol 59,538 6402779 3,97
1-lodo-2-methylundecane 59,793 3007069 1,86
5-Butylnonane 60,262 3850254 2,39
Farnesol 60,519 4794373 2,97
2-Methylundecane 60,994 2903611 1,80
4,6,8-trimethyl-1-Nonene 61,434 1420455 0,88
1-lodoundecane 61,785 369977 0,23
2,3,5,8-Tetramethyldecane 62,725 6129276 3,80
1-Chlorooctadecane 63,060 6845372 4,24
Farnesane 63,427 4693037 2,91
4-Methylundecane 63,799 3871032 2,40
2-Nitro-1,3-bis-octyloxy- 64,146 3774438 2,34
benzene
Nerolidol Z and E 64,377 5528495 3,43
3,7,11-trimethyl-6,10- 64,768 791783 0,49
Dodecadien-1-yn-3-ol
2-Methylundecane 65,338 13118934 8,13
1-lodo-2-methylnonane 65,662 8867870 5,49
1-lodo-2-methylundecane 66,033 4727663 2,93
Undecane 66,260 3053107 1,89
6-propyl- Tridecane 67,374 12072226 3,97
(2)-Geranylacetone 67,546 3764340 2,33
Farnesane 67,763 7728022 4,79
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Cizelge 4.12. Kalluslarin terpen ve terpen tiirevi bilesikleri

Bilesik ad Bagh Oldugu Grup Alikonma Zamani Alan % Alan

(RT) (Area) (Area%o)
Alpha-pinene Monoterpen 9,507 10715366 6,64
(-)-beta-Pinene Monoterpen 11,507 3400838 2,11
Farnesane Seskiterpen 56,774 383696 0,24
Farnesol Seskiterpenoik alkol 59,538 6402779 3,97
Farnesol Seskiterpenoik alkol 60,519 4794373 2,97
Farnesane Seskiterpen 63,427 4693037 2,91
Nerolidol Z and E Seskiterpen 64,377 5528495 3,43
(2)-Geranylacetone | Monoterpenoik keton 67,546 3764340 2,33
Farnesane Seskiterpen 67,763 7728022 479

Cizelge 4.13. Kalluslarda diiz zincirli hidrokarbonlar (alkan ve alkenler) ve tiirevi bilesikler

Bilesik ad1 Bagh Oldugu Alikonma Alan % Alan

Grup Zamamn (RT) (Area) (Area%)
1,3,5-Cycloheptatriene Siklo alken 3,699 19599040 12,14
Methylfulvene Siklo alken 4,200 780145 0,48
2,6-Dimethylheptane Alkan 6,661 11183172 6,93
2-methyldecane Alkan 16,208 695780 0,43
4-ethyl-5-methyl- Nonane Alkan 26,309 494902 0,31
4-methyl- Tridecane Alkan 36,831 497272 0,31
n-Tetradecane Alkan 45,429 448448 0,28
1-Chlorooctadecane Halojenize alkan 54,230 681350 0,42
Isooctane Alkan 54,584 378951 0,23
1-lodo-2-methylundecane Halojenize alkan 57,006 408021 0,25
5-butyl- Nonane Alkan 57,437 413959 0,26
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Cizelge 4.13. Kalluslarda diiz zincirli hidrokarbonlar (alkan ve alkenler) ve tiirevi bilesikler

(devam)
Bilesik adh Bagh Oldugu Grup | Alikonma Alan (Area) % Alan
Zaman (RT) (Area%)
2,3-dimethyl- Nonadecane Alkan 58,935 332288 0,21
1-lodo-2-methylundecane Halojenize alkan 59,793 3007069 1,86
5-Butylnonane Alkan 60,262 3850254 2,39
2-Methylundecane Alkan 60,994 2903611 1,80
4,6,8-trimethyl-1-Nonene Alken 61,434 1420455 0,88
1-lodoundecane Halojenize alkan 61,785 369977 0,23
2,3,5,8-Tetramethyldecane Alkan 62,725 6129276 3,80
1-Chlorooctadecane Halojenize alkan 63,060 6845372 4,24
4-Methylundecane Alkan 63,799 3871032 2,40
2-Methylundecane Alkan 65,338 13118934 8,13
1-lodo-2-methylnonane Halojenize alkan 65,662 8867870 5,49
1-lodo-2-methylundecane Halojenize alkan 66,033 4727663 2,93
Undecane Alkan 66,260 3053107 1,89
6-propyl- Tridecane Alkan 67,374 12072226 7,48
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4.5.4. Dis Kosullarda Yetisen Bitki ile In vitro Kosullarda Yetisen Bitkicikler ve

Gelisen Kalluslarin i¢eriklerinin Karsilastirilmasi

Dis kosullarda yetisen bitkiler ile in vitro kosullarda yetisen bitkicikler ve gelisen
kalluslar fitokimyasal agidan farklilik gostermektedir. En ¢ok bulunan bes bilesik agisindan

degerlendirildiginde farkli oranlarda bulunan farkl bilesikleri igcerdikleri goriilmiistiir.

Dis kosullarda yetisen sar1 kantaron biiyesinde en ¢ok cis-Osimen (%13,62), cis-
myrtanol (%6,90), n-Nonane (%6,76), Spiro {6,6-dimethyl-2,3-diazobicyclo [3.1.0] hex-2-
ene-4,1'-cyclopropane}(%6,18) ve  2,5-Dimethyl-3-methylene-1,5-hexadiene  (%5,58)
bilesiklerini icermektedir. Total ugucu bilesen igeriginin ise %40,84’i terpen ve terpen tiirevi
bilesiklerden olugsmaktadir. Alpha-pinene (%6,21), cis-Osimen (%13,62), 4-Thujen-2.alpha.-
yl acetate (%4,54), Pseudolimonen (%3,85), Longipinene epoxide (%2,35), Cis-myrtanol
(%6,90), Beta-farnesene (%1,96) ve Neryl acetone (%]1,41) bilesiklerinin bulundugu
goriilmustiir. Fitokimyasal igeriginin ugucu bilesenler agisindan tamamina bakildiginda ise
%40,84°1i terpen ve tiirevi hidrokarbonlardan, %25,37’si diger hidrokarbonlardan ve %33,79
ise diger bilesiklerden olusmaktadir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. D1s kosullarda yetisen bitkilerde bulunan terpen ve tiirevi bilesenler
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In vitro siirgiinlere bakildiginda ise 1-[3-methyl-3-(4-methyl-3-pentenyl)oxiranyl]-
Ethanone (%22,63), Nerolidol Z ve E (%19,96), D-Nerolidol (%5,73), Geranylacetone
(%3,73) ve 3,7,11-trimethyl-, (E,E)- 2,6,10-Dodecatrien-1-ol (%3,70) en fazla bulunan bes
bilesendir. Total ucucu fitokimyasal igerigin %35,36’sm1 terpen ve terpenoik bilesiklerin
olusturdugu goriilmiistiir. Farnesol (%2,91), Alpha-Santanale (%1,18), D-Nerolidol (%5,73),
Ledol (%1,85), Nerolidol Z ve E (%19,96), ve Geranylacetone (%3,73) oldugu tespit
edilmistir. Fitokimyasal iceriginin ugucu bilesenler agisindan tamamina bakildiginda ise
%35,36°s1 terpen ve tiirevi hidrokarbonlardan, %6,94’1 diger hidrokarbonlardan ve %57,70
ise diger bilesiklerden olugmaktadir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. In vitro siirgiinlerde bulunan terpen ve terpen tiirevleri
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Kallus kiiltiirlerinde de fitokimyasal icerikte farkliliklar goriilmiistiir. En ¢ok bulunan
bes bilesigin 1,3,5-Cycloheptatriene (%12,14), 2-Methylundecane (%8,13), Farnesane
(%7,94), 2,6-Dimethylheptane (%6,93) ve Alpha-pinene (%6,64) oldugu tespit edilmistir.
Total ugucu fitokimyasal icerigin %29,39’unu terpen ve terpenoik bilesiklerin olusturdugu
goriilmiistiir. Bu bilesiklerin Alpha-Pinene (%6,64), (-)-beta-Pinene (%2,11), Farnesane
(%7,94), Farnesol (%6,94), Nerolidol Z ve E (%3,43), ve Geranylacetone (%2,33) oldugu
tespit edilmistir. Fitokimyasal iceriginin ugucu bilesenler agisindan tamamina bakildiginda ise
%29,39’u terpen ve tiirevi hidrokarbonlardan, %65,77’s1 diger hidrokarbonlardan ve %4,84’1
ise diger bilesiklerden olugmaktadir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Kalluslarda terpen ve tepen tiirevleri

Ug farkli bitkisel materyalin fitokimyasal igeriklerini terpen ve terpen tiirevi, diger
hidrokarbonlar (terpen olmayan hidrokarbonlar) ve diger bilesikler agisindan karsilastirmak
miimkiindiir. Terpen ve terpen tiirevleri agisindan bakildiginda en yiiksek oran %40,84 ile dis
kosul (ex vitro) bitkilerinde elde edilmistir. %35,36 ile in vitro siirgiinler ikinci sirada yer
almaktadir. Kalluslarda ise bu oran % 29,39 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.14 ve Sekil
4.24).
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Cizelge 4.14. Ug farkli bitkisel materyalde igerik karsilastirmasi

Diger
Bitkisel Materyal Terpen ve terpen Hidrokarbonlar Diger Bilesikler
tiirevleri (Terpenler
olmayanlar)
Ex vitro (dis kosul) | %40,84 %25,37 %33,79
In vitro siirgiinler %35,36 %6,94 %57,70
Kallus %29,39 %65,77 %4,84
70,00 65.77
60,00
50,00
40,00 . .
B Terpen ve terpen tiirevleri
m Diger Hidrokarbonlar
30,00 Diger Bilesikler

20,00 -

Ex vitro (dis kosul)

In vitro siirgiin

Kallus

Sekil 4.24. Ug farkli bitkisel materyalde icerik karsilastirmasi

Terpen ve terpen tiirevi bilesiklere bakildiginda ise monoterpen ve seskiterpenlerin
tespit edildigi gorilmistiir. Disg kosulda yetisen sar1 kantaronda monoterpen igeriginin, in
vitro siirgiin ve kalluslarda ise seskiterpen igeriginin yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.15 ve Sekil 4.25).
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Cizelge 4.15. Ug farkli bitkisel materyalde iceriklerin terpenler agisindan karsilastiriimasi

Bitkisel Monoterpen Monoterpen Seskiterpen Seskiterpen
Materyal tiirevleri tiirevleri
Ex vitro (dis %23,68 %12,50 %1,96 %2,35
kosul)
In vitro %0,00 %3,73 %28,72 %2,91
siirgiinler
Kallus %8,75 %2,33 %11,37 %6,94
35,00
30,00 28,72
25,00 2368
20,00 | | Monoterpen
15.00 - 2 50 1137 B Monoterpen tiirevi bilesikler
10,00 - 8,75 5. Seskiterpen
500 - 35 3,73 291 Seskiterpen tiirevi bilesikler
0,00 -
Ex vitro (dis  In vitro siirgiin Kallus
kosul)

Sekil 4.25. Ug farkl1 bitkisel materyalde igeriklerin terpenler agisindan karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Gergeklestirilen bu calismada, farkli eksplant tipleri igin sterilizasyon protokollerinin
olusturulmasinin ardindan siirgiin ve kallus Kkiiltiirleri kurulmus. Yapilan ilk deneme
sonucunda eksplantlar lizerinde sadece somatik embriyo ve silirglin gelisimi goriilmiistiir.
Kurulan ilk ortamlarda kallus goriilmedigi i¢in 35 giiniin sonunda siirgiin gelisimi olmayan
somatik embriyolar kallus gelistirmek amaciyla kallus gelisim ortamlarina alinmigtir. Gelisen
stirgiinlerden bir kism1 koklendirme ortamina ihtiya¢ duyulmadan koklenmistir ancak gelisim
gostermeyen siirgiinler ise koklendirme ortamlarina transfer edilmistir. Calismanin devaminda
elde edilen in vitro siirgiinler ve gelisen kalluslarin fitokimyasal igerigi ugucu bilesenler
acisindan dis kosullarda (ex vitro) yetisen sari kantaron bitkisi ile karsilastirilmistir. Bu
sekilde doku Kkiiltiiriiniin temel avantajlarindan biri olan mevsimden bagimsiz bitki
yetistirilmesinin dis kosullar ile yetisen bitkilere olan benzerliklerinin karsilagtirilmasina
adma bir protokol belirlenmistir. Elde edilen bu protokol, daha sonraki hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde sekonder metabolit miktarinin arttirllmasina yonelik olan genis Olcekli
calismalarda bir yol gosterici olacaktir. Bu g¢alisma ile bugiine kadar gergeklestirilmis
calismalara katki saglanmais, ileriki dénemlerde de gergeklesecek olan diger caligmalara 151k

tutmasi1 hedeflenmistir.

5.1.  Sarn Kantaron Bitkisinden Elde Edilen Eksplantlarin Yiizey Sterilizasyonu

Calisma sonucunda elde edilen verilere gore en iyi sterilizasyon uygulamas: 2 numarali
sterilizasyon denemesi olarak bulunmustur. Bu denemede 6n yikama yapilmis ve devaminda
%70’1ik (v/v) etanol ¢ozeltisinde 1 dk bekletilmis ve %35’lik (v/v) ¢amasir suyu icerisinde 3
dk bekletilmistir. Her iki eksplant tiirii i¢inde %100 sterilizasyon basarisi oldugu goriilmiistiir.
Ekplantlarda herhangi bir kararma ve vitrifikasyon gozlemi yapilmamistir. In vitro siirgiin

kiiltiirlerinin kurulmasi i¢in bu protokol kullanilarak ¢aligmaya devam edilmistir.

Ik sterilizasyon denemesinden farkli olarak sterilizasyon ajanm konsantrasyonun
artmasinin kontaminasyon oranini diisiirdiigii soylenebilir. 1 numarali denemede ¢amasir suyu
icerisinde bekletme siiresi artilarak kontaminasyon orani diisiiriilebilir. Ancak eksplantarin
sterilizasyon ajani igerisinde uzun siireli olarak bekletilmesi eksplantlarin in vitro kosullarda
gelisimini olumsuz etkilemektedir. Bu protokol ile minimum zarar ile kisa siirede
sterilizasyon basarisinin her iki eksplant tiirii i¢inde gergeklestirildigi sdylenebilir. Benzer

sekilde sar1 kantaron ile yapilan bir calismada ise geng siirgiinler %70’lik (v/v) etil alkol
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¢ozeltisinde 30 s bekletilmis ve daha sonra %0,1 (w/v) HgCl, 3 dk bekletilerek sterilizasyon
saglanmistir (Goel vd., 2009). Yapilan baska calismada ise sar1 kantaronun tohum
sterilizasyonu icin %70’lik etanol ¢ozeltisi ve %1,5’lik ¢camasir suyu kullanilmistir (Wojcik
vd., 2007).

5.2.  Sari Kantaron Bitkisinden Elde Edilen Eksplantlarin In vitro Siirgiin ve
Kallus Kiiltiirleri

Genel olarak sar1 kantaron bitkisinde yapilan denemeler sonucu oksin miktarinin yiiksek
ve sitokinin miktarinin diisiik oldugu ortamlarda eksplantlarin tizerinde kallus yerine somatik
embriyo gelisimi gozlenmistir ve siirglin gelisiminde basarili sonuglar elde edilmistir. Siirgiin
gelisiminde ise her iki eksplant tiirii icinde en iyi sonuca 3 numarali ortam olarak kullanilan
0,5 mg/L BAP ve 2,5 mg/L NAA igeren 0 MS besin ile ulasilmistir. Yaprak eksplantinda
%100 siirgiin gelisimi gézlenmis olup nod eksplantinda ise %80 siirgiin gelisimi gézlenmistir.
En diistik siirgiin gelisim yiizdeleri ise 4 (1,5 mg/L BAP+0,5 mg/L NAA) ve 6 (1,5 mg/L
BAP+1,5 mg/L NAA) numarali ortamlarda, yaprak eksplantinda %46,67 ve %40,00 iken nod
eksplantinda ise %20,00 oldugu goriilmiistiir. 35 giin sonunda yapilan gozlem sonuglara gore
her iki eksplant tiirii degerlendirildiginde yaprak eksplantinin kullaniminin, siirgiin gelisim
yiizdesi ve eksplant basina diisen siirgiin sayisi agisindan daha avantajli oldugu goriilmiistiir.
Goel vd. (2009), yaptiklar1 calismada siirgiin gelisimi ve kallus baslangici i¢in 0,25 mg/L
Kinetin ve 0,5 mg/L 2,4-D ile desteklenmis MS ortami kullanarak 8 haftalik bir siirede
gelisim gozlemlemistir. Franklin ve Dias (2006), yaptiklar1 caligmada H.perforatum bitkisine
ait dort farkli genotipi kullanmis ve farkli eksplant kullaniminin organogenez ve
embriyogenez ¢alismalarinda rejenerasyon farkliligi olusturdugunu tespit etmistir. Baska bir
calismada ise TDZ kullanilarak in vitro rejenerasyon protokolii olugturulmustur. IAA ve BA
kullantmimin hipokotil eksplantalrinda rejenerasyonu tesvik etmedigi raporlanmistir (Murch
vd., 2000).

Kallus gelistirmek igin ilk denemelerde gelisen somatik embriyolar kullanilmistir.
Kurulan ikinci denemelerde sadece NAA ile desteklenmis 0 MS ortamlar1 kullanilmustir.
Kullanilan ortamlarda kallus yas ve kuru agirliklart degerlendirilmistir. En yliksek yas ve kuru
agirlik 2 numarali ortam olan 1,0 mg/L NAA iceren 0 MS ortamindan elde edilmistir. En
diisiik kallus agirhigina ise 2,5 mg/LL NAA igeren 4 numarali denemede ulagilmistir. Tim
kallus denmelerinde koyu renkli yesil-kahverengi kalluslar elde edilmistir. Pasqua vd. (2003),

in vitro siirglinlerden kallus gelisimi i¢in yaprak eksplantlarini kullanmig ve 1,105 mg/L 2,4-
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D, 0,215 mg/L Kinetin ve 0,186 mg/L. NAA igeren MS ortamini kullanmigtir. Kiiltiir kosulu
olarak karanlik ortam kullanimistir. Bes kez alt kiiltiir islemi gergeklestirerek kirllgan ve
beyaz yapili kalluslarin gelistigini raporlamistir. Gadzovska vd. (2005), in vitro ¢imlenmis
tohumlardan elde edilen aksiler tomurcuklar1 kullanarak kallus kiiltiirii olusturmustur. Yiiksek
konsantrasyonda (3,0-5,0 mg/L) BA igeren MS ortaminin kallus formasyonunu indiikledigini
raporlamisgtir. Gadzovska vd. (2013) yilinda yaptiklar1 ¢alismada ise kallus gelisimi i¢in 1,0
mg/L 2,4-D, 0,1 mg/L NAA ve 0,5 mg/L BA kullanmistir.

In vitro siirgiinlerin bir kismi analiz i¢in ayrilirken bir kismi1 koklendirme ortamlarina
transfer edilmistir. Koklendirme ortami olarak IBA igceren O MS besin ortamlari
kullanilmistir. Ug¢ farkli denemede kok gelisimi sadece 0,1 mg/L IBA igeren ortamda
goriilmiistiir. 2 ve 3 numarali ortalarda kok gelisimi goriilmemistir. Artan IBA
konsantrasyonun kok gelisimini tesvik etmedigi belirlenmistir. Wojcik vd. (2007), yaptiklari
caligmada IAA’in Hypericum perforatum i¢in koklenmeye etkisini arastirmistir. Bu ¢alismaya
gore ilk bes giinlik gozlem sonucunda kok gelisimi gozlenmemistir. Koklenme igin
kiiltiirlerin gozlem siireleri artirildiginda hem kok gelisiminin arttigi hem de kok yapisinin

giiclendigi raporlanmistir.

5.3. Dis Kosullarda Yetisen Bitki ile In vitro Kosullarda Yetisen Bitkicler ve

Gelisen Kalluslarin i¢eriklerinin Karsilastirilmasi

Dis kosullarda yetisen bitkiler ile in vitro kosullarda yetisen bitkicikler ve gelisen kalluslar
fitokimyasal agidan farklilhik gdstermektedir. En ¢ok bulunan bes bilesik agisindan

degerlendirildiginde farkli oranlarda bulunan farkli bilesikleri i¢erdikleri gozlenmstir.

Dis kosullarda yetisen bitkilerin fitokimyasal igeriklerinin daha yogun oldugu
goriilmektedir. Sekonder metabolit iceriklerinin bitkilerde artmasindaki en biiyiik etken stres
faktorleridir (Oluk, 2006). Ex vitro kosullarda bulunan bitkiler ¢evresel faktorlerin
tamamindan etkilenmektedir. Abiyotik ve biyotik stres faktorleri fitokimyasallarin artigina
neden olmaktadir. In vitro kosullar bitkilerin stabil kosullarda yetistirildigi yapay ortamlardir
(Giiven ve Giirsul,2014). Dolayisiyla ex vitro kosullara benzer sonuglarin elde edilmesi i¢in

farkli uygulamalar yapilmalidir.
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Ugucu yag bilesenlerin en 6nemlisi terpen ve terpen tiirevi bilesikleridir (Umay, 2007). Bu
acidan bakildiginda dis kosullarda yetisen sari kantaron bitkisinin ¢icek ve govde
kisimlarindan %40,84 ile en yiiksek oranda terpen bilesikleri elde edilmistir. Devaminda ise
%35,36 ile in vitro siirgiinlerin geldigi gorilmistiir. H. perforatum bitkisi biinyesindeki pek
cok fitokimyasali yaprak ve gigeklerinde bulundurmaktadir. Kallus formlar1 tam olarak yaprak
ve ¢igek formlarida olmadigi igin terpen ve tiirevleri agisindan in vitro siirgiinlerin ve ex vitro
bitkinin %5,48 oraninda altinda kaldig1 goriilmiistiir. Ancak total olarak bakildiginda ugucu
bilesenler agisindan kallus formlarinin iyi durumda oldugu sonuglarda gériilmiistiir. Ilerleyen
calismalarda Ozellikle hiicre silispansiyon Kkiiltiirlerinde yapilacak olan stres ¢alismasi
uygulamalarinin dis kosullarda yetisen bitkilere gére daha avantajli oldugu 6n goriilebilir. Dig
kosullarda yetisen bitkilerde monoterpen oranin yiiksek oldugu goriiliirken, in vitro kosullarin
(stirglin ve kallus olarak) seskiterpen agisindan yiiksek oldugu goriilmiistiir. Dis kosul
bitklerinde elde edilen sonuglarda bir monoterpen olan cis-Osimen miktarinin fazlaligi tespit
edilmistir. In vitro siirgiinlerde ise Nerolidol oranin yiiksek oldugu, kalluslarda ise Farnesane

seskiterpeninin yiiksek oldugu anlagilmistir.

Yapilan ¢alismalarda H.perforatum bitkisinde pek ¢ok farkli ugucu yag bilesenleri tespit
edilmistir. Genellikle terpenik ve diiz zincirli hidorkarbonlar tespit edilmis olup piene,
kadinen gibi seskiterpenler gozlenmistir (Anonim, 2001). Cirak vd. (2010), Tiirkiye’nin
kuzeyinde yer alan 10 farkli ilden yabani popiilasyondan H.perforatum toplayarak esansiyel
yaglarindaki dagilimi incelemistir. Cicek kisimlar1 toplanarak GC-MS yardimiyla ugucu
bilesenler analizlenmistir. Ornek hazirlig1 icin havayla kurutulmus 200 g bitkisel materyal
Clevenger aparati yardimiyla hidrodistilasyon yontemi kullanilmistir. Esansiyel yag ise
hekzan yardimiyla c¢ozdiiriilerek analizleme islemi gergeklestirilmistir. Sonuglara gore 10
farkli lokasyonda da seskiterpen ve monoterpenler tespit edilmistir. [3-karopilen (%4,08—
5,93), y-muurolen (%5,00-9,56), B-selinen (%5,08-19,63), a-selinen (%4,12-10,42), d-
cadinen (%3,02-4,94), a- and B-pinen, myrcen, linalool, cis- and trans-linalool oksit, and a-

terpineol gozlenen bilesenler arasindadir.
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Yaptiklar1 ¢alismada kimyasal igeriklerin genetik 6zelliklere ve ¢evresel faktorlere bagl
oldugunu raporlamistir. Yapilan bir ¢alismada, Antalya bolgesinde yetisen bazi medikal
aromatik bitkilerin fitokimyasal iceriklerini TOF-LC/MS ve GC-MS cihazi ile incelemistir.
Echinacea pallida Nutt., Melissa officinalis L., Hypericum perforatum L. ve Sideritis syriaca
L.ile yaptiklar1 ¢alismada H. perforatum tiiriine ait ekstrede %?31,7 oran ile octadecatrienoic

acid ana bilesen olarak bulunmustur (Kii¢iik vd., 2018).
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6. SONUC VE ONERILER

Tibbi kullanimi ve bulundurdugu fitokimyasallar agisindan degerli bir bitki olan sar1
kantaron bitkisi ile yapilan bu ¢alismada iki farkli eksplant tiirli i¢in ortak bir sterilizasyon
prosediirii olusturulmustur. In vitro siirgiin gelisimi i¢in 0,5 mg/L BAP ve 2,5 mg/L NAA ile
desteklenmis 0 MS (with inculude vitamins, Duchefa Biochemie) besin ortaminin en uygun
besin ortami oldugu goriilmiistiir. Yaprak eksplantlarinda yapilan 35 giinliik kiiltiir sonucunda
eksplant basina 5,53, nod eksplantinda ise 4,33 siirgiin elde edilerek sar1 kantaronun in vitro
yetistirilmesinde faydali bir protokol gelistirildigi ortaya konmustur. Denedigimiz ortamlarda
oksin miktar1 yiiksek olmasina ragmen kallus gelisim orani diigiilk bulunmustur. En iyi kallus
gelisimi 1,0 mg/L NAA ile desteklenmis 0 MS (with inculude vitamins, Duchefa Biochemie)
ortaminda elde edilmistir. Gelisen kalluslarin ise ¢calismanin devaminda yapilacak olan hiicre
siispansiyon kiiltiirlerinin kurulmasina kaynak saglayabilecegi goriilmiistiir. Yapilan analizler
ile ii¢ farkli bitki kosulunun igeriklerinin ¢ok farkli olmadigi in vitro kosullarda yetistirilen
strgiinlerin ve gelistirilen kalluslarin stres uygulamasi1 gerceklestirildiginde fitokimyasal

bilesen agisindan daha da zengin olacagi 6n goriilmiistiir.

Yapilan bu ¢alismanin temel amaci sterilizasyon protokoliiniin devaminda gelisen siirgiin
ve kalluslarin ex vitro ile uyumlulugunun arastirilmasidir. Bu amaca ek olarak in vitro
koklendirme calismasi da yapilmistir. Tlerleyen arastirmalarda farkli ortamlar kullanilarak kok
gelisimi arttirilabilir. Ayrica elde edilen kalluslar yesil-kahverengi ve kompakt yapidadir.
Kiiltiir siiresi ise 60 giindiir. Normal sartlarda kallus kiiltiirlerinin devami olarak yapilan hiicre
siispansiyon c¢alismalarinda beyaz-krem renkli ve dagilabilir kalluslarin gelismesi énemlidir.
Farkli bitki biiylime diizenleyiciler kullanilarak istenen Ozelliklere sahip kallus gelisimi

saglanabilir.

Sonug olarak tibbi aromatik agidan 6nemli sar1 kantaron bitkisinin digsaridan toplanmasina
ve mevsime bagl kalinmadan ekonomik bir ¢cogaltma protokolii saglanmis olup, gelistirilen
bu yontem ile standart fitokimyasal icerige sahip sar1 kantaronlarin elde edilebilecegi

gosterilmis oldu.
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Anadolu Lisesi’nde tamamladiktan sonra 2011 yilinda Ege Universitesi, Miihendislik
fakiiltesi, Biyomiihendislik Boliimii’nii kazandi. 2016 yilinda lisans 6grenimini 2. olarak
tamamlayarak Biyomiihendis iinvanini aldi. Ayn1 y1l Subat ve Haziran aylar1 arasinda Diploid
Biyoteknolojik Uriinler izolasyon Danismanlik Arastrma Gelistirme Sanayi ve Ticaret
Limited Sirketi’nde arastirmaci olarak calist1. 2016 yilinin Aralik ayinda Vem Ila¢ San. San
ve Tic. A.S.” de Arge Analitik Uzman Yardimcisi pozisyonunda calismaya basladi. 2017
yilmin Eyliil aymda Tekirdag Namik Kemal Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim
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oldugu Vem Ilag San. Ve Tic. A.S.’de Arge Analitik Uzmani olarak farmasétik endiistrisinde

calismaya devam etmektedir.
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