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OZET

Hypericum adenotrichum Spach’UN DOKU KULTURU TEKNIiKLERI iLE
COGALTILMASI VE IN VITRO KOSULLARDA SEKONDER
METABOLIT DEGiSiMINIiN ARASTIRILMASI

Omer YAMANER

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Bengi ERDAG
2011,137 sayfa

Bu c¢alismada, endemik ve tibbi bitki olarak potansiyel Onemi olan H.
adenotrichum’un in vitro ¢ogaltimi i¢in uygun bir protokol tanimlanmasi ve bazi
stres ve elisitor uygulamalarinin in vitro kosullarda bu bitkinin sekonder
metabolitlerinin Uretimi Uzerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Tohum
cimlendirme c¢aligmalarinda ¢imlenme tizerine 151k, stratifikasyon, sicaklik ve
ortamdaki tuz konsantrasyonunun negatif ya da pozitif etkilere sahip oldugu
bulunmustur. Ayrica, fide geligsimi igin en iyi ortamin % MS/Galzy ortam1 oldugu
belirlenmistir. Dogadan toplanan bitkilerden saglanan yaprak eksplantlarindan
kallus olusumu gézlenmistir. En yiksek kallus indiksiyon ytzdesi 4 mg/L BA +
0.2 mg/L NAA (%95) igeren MS ortaminda elde edilmistir. BA’nin tek basina
kullanildigt MS besi ortamlarindan elde edilen kalluslar, 0.5 mg/L KIN iceren MS
besi ortaminda alt kiiltiire alindiklarinda siirgiin olusumu gergeklesmistir. H.
adenotrichum’un yaprak eksplantlarindan, KIN’in tek basina kullanildigit MS besi
ortamlarinda, direkt siirgiin olusumu goézlenmistir. In vitro ortamda elde edilmis
direkt ve indirekt surgtnler, KIN’in tek basina kullanildigi MS besi ortamlarinda,
aksiller stirgin rejenerasyonu gostermislerdir. Ayrica, H. adenotrichum’un aksiller
stirglinlerinden 0.5 mg/L TAA iceren makro 2 MS ve makro Y4 MS ortamlarinda
kok olusumu gerceklesmistir. H. adenotrichum bitkisinin 6nemli sekonder
metabolitlerinin elisitasyonuna yonelik olarak, sukroz, polietilen glikol (PEG)
krom (Cr), pektin ve mannan in vitro fidelere uygulanmistir. In vitro da belirli
stirelerde ¢esitli stres ve elisitor uygulamalarina maruz birakilan fidelerin
metanolik ekstraktlarn1 HPLC ile analiz edilmistir. Analizler sonucunda,
hiperisinlerin elisitasyonunda pektin, flavonoidlerin elisitastonunda ise Cr en etkili
elisitorler olarak belirlenmistir.

Anahtar sozcikler: Hypericum adenotrichum, in vitro cogaltim, adventif siirgiin
rejenerasyonu, aksiller siirglin rejenerasyonu, elisitor, sekonder metabolitler



ABSTRACT

PROPAGATION OF Hypericum adenotrichum Spach USING TISSUE
CULTURE TECHNIQUES AND INVESTIGATION OF SECONDARY
METABOLITE VARIATIONS UNDER IN VITRO CONDITIONS

Omer YAMANER

Ph.D. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Bengi ERDAG
2011,137 pages

In this study, it has been aimed to describe an appropriate procedure for in vitro
propagation of H. adenotrichum which is an endemic plant and also has a potential
value as a medicinal plant, and to determine the effects of some stress and elicitor
treatments on production of secondary metabolites under in vitro conditions. In
seed germination studies, it has been determined that light, dark, stratification,
temperature and salt concentration of medium have positive or negative effects on
seed germination behavior. ¥4 MS/Galzy medium has been determined as the best
medium for seedling development. Callus formation has been observed from leaf
explants excised from the plants that were collected from their natural habitat. The
highest callus induction percentage has been obtained on MS media supplemented
with 4 mg/L BA + 0.2 mg/L NAA. Shoot induction has been observed from calli
induced on the MS media containing BA alone after subculturing the calli on MS
medium supplemented with 0.5 mg/L KIN. Directly shoots formation has been
observed on leaf explants of H. adenotrichum on MS media containing KIN alone.
Direct and indirect shoots of H. adenotrichum that were obtained from in vitro
experiments have showed axillary shoot regeneration on MS media containing
KIN alone. The highest axillary shoot number per explant has been obtained from
MS medium containing 0.5 mg/L KIN. The root formation has occurred from
axillary shoots of H. adenotrichum on media containing 0.5 mg/L IAA. Sucrose,
polyethylene glycol, chrome, pectin and mannan have been applied to in vitro
seedling intended for elicitation of important secondary metabolites of H.
adenotrichum. Methanolic extracts of in vitro seedlings exposed various stress and
elicitor treatments have been analyzed with HPLC. According to the results of
HPLC analysis, pectin for elicitation of hypericins and chrome for elicitation of
flavonoids have been determined as the most effective elicitors.

Key words: Hypericum adenotrichum, in vitro propagation, adventitious shoot
regeneration, axillary shoot regeneration, elicitor, secondary metabolites
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ONSOz

Hypericum adenotrichum iilkemiz floras: i¢in endemik ve ayni zamanda tibbi
olarak potansiyel 6neme sahip bir bitkidir. TUr ile ilgili olarak bu zamana kadar
herhangi bir in vitro doku Kkiiltirii ¢alismasi ve sekonder metabolitlerinin
elisitasyonuna yonelik bir ¢alisma yapilmamustir. Calisma H. adenotrichum icin bu
anlamda gergeklestirilen ilk ¢alisma olma niteligi tagimaktadir. Degerli sekonder
bilesikleri nedeniyle Hypericum tiirleri ile ilgili olarak tiim diinyada ¢ok sayida
caligma yapilmaktadir. Floramiz i¢in endemik olan Hypericum tlrleri ile ilgili
olarak sistematik ve sosyolojik ¢aligmalar, doku kiiltiirii teknikleri ile g¢ogaltim,
fizyolojik ve biyokimyasal c¢aligmalar, tibbi 0&zelliklerin  belirlenmesi
(antidepresan, antiviral, antikanser vb.,) ve sekonder bilesiklerinin analiz
edilmesine yonelik caligmalarin yapilmasi bilimsel ve ekonomik anlamda bu bitki
tiirlerinin daha iyi degerlendirilmesine ve bunlardan yararlanilmasina olanak

taniyacaktir.

Doktora tezimin her agamasinda biiylik destegini gordiiglim ve c¢aligmalarimin
ylriitiilmesi sirasinda bilgi ve tecriibeleri ile ¢aligmalarima katkida bulunan ve
yonlendiren danisman hocam Saym Yrd. Dog. Dr. Bengi ERDAG’a; Doktora Tez
izleme Komitem’de bulunan ve ¢alismalarim sirasinda degerli goriis ve Onerileri
ile galismalarima katkida bulunan Saym Prof. Dr. Avni GUVEN ve Sayin Yrd.
Dog. Dr. Ozkan EREN’e; arastirmalarimiz sirasinda birgok konuda derin bilgileri
ile bizi aydmlatan Biyoloji Béliim Bagkanm: Saym Prof. Dr. Adnan ERDAG’a;
HPLC analizleri sirasinda bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim ve bu konuda her
tiirli yardimi esirgemeyen Saym Prof. Dr. Cengiz GOKBULUT’a; arazi
caligmalar1 sirasinda beni yalniz birakmayan Saymn Yrd. Dog¢. Dr. Mesut
KIRMACI ve Saym Aras. Gor. Evrim DEMIR’e; laboratuvar c¢aligmalarima
katkida bulunan Saym Yrd. Dog. Dr. Ali OZMEN ve Sayin Yrd. Dog. Dr. Kubilay
METIN’e; FBE-09013 no’lu proje kapsaminda finansal destekte bulunan ADU
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine; ¢caligma ortami ve olanaklariin saglanmasi
bakimidan Adnan Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Bolimi’ne tesekkiirleri bir borg bilirim. Ayrica herzaman her konuda bana destek
olan ve en zor zamanlarimda hep yamimda olan sevgili esim Cigdem
YAMANER’e ve dogumu ile hayatima daha da anlam kazandiran oglum Harun
YAMANER’¢; ailem ve esimin ailesine sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRiS

In vitro bitki doku kiiltiiri teknikleri, diger iiretim yontemlerinden farkli olarak
kontrollii ¢evresel kosullarda, belirli bir steril besi ortaminda, aseptik olarak izole
edilen hiicre, protoplast, doku ve organlarin kiiltiirlerini kapsayan (Ziv ve Altman,
2003); organogenezis, somatik embriyogenezis ve genetik transformasyon
aracilig1 ile onemli bitkilerin korunmasi igin kullanilan bir teknolojidir (Sajc vd.,
2000; Mujib ve Samaj, 2006). In vitro teknikler kullanilarak hastalik ve viriisten
armdirilmis tek bir ana stok bitkiden, genetik olarak 6zdes bitkilerin ¢ok biiyiik
miktarlarda tiretimi saglanabilmektedir (Shibli vd., 1997). Ayrica gogaltilmasit zor
olan tarlerin Gretilmesi, kaybolmakta olan tiirlerin korunmasi, genetik iyilestirme
caligmalar ve bitki sekonder metabolitlerinin tiretilmesi gibi pek ¢ok alanda gesitli
doku kiiltiirti teknikleri rutin olarak kullanilmaktadir (Babaoglu vd., 2001).

Son yillarda dogal bitki materyallerine ilginin artmasi nedeniyle dogal habitatlarin
yok edici kullanimlari, bir¢ok bitki tiiriinii tehdit etmektedir. Bitki genetik
kaynaklarmm kaybi yeni ex situ koruma metotlarinin gelistirilmesini
gerektirmektedir (Paunescu, 2009). Tarla ya da botanik bahcelerinde kiiltivasyon,
tohum bankalarinin olusturulmasi, tohumlarin ¢imlenme sartlarinin belirlenmesi,
tohumdan ¢ogaltima gidilmesi, bitki doku kultirt tekniklerini kullanarak mikro-
cogaltim ile siirekli kiiltiirlerin olusturulmasi ve DNA bankalar1 6nemli ex situ
koruma calismalar1 arasindadir (Laliberté, 1997; Kapai vd., 2010).

Bitki doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak sekonder metabolitlerin {iretimi son
zamanlarda 6nemli Ol¢lide hiz kazanmistir. Bitki sekonder metabolitleri, “Hucre
biliyiimesi ve ¢ogalmasindaki primer biyokimyasal yollarda yer almayan ancak
ozellikle bitkinin gevresine adaptasyonunda rol oynayan bir molekiil grubu ¢esidi”
olarak tanimlanmaktadir (Makkar vd., 2007). Literatlirde bu bilesikler i¢in; bitki
sekonder bilesikleri, fitokimyasallar, antinutrisyonel faktorler ve bitki
ksenobiotikleri gibi terimler kullanilmaktadir. Bitkilerde sekonder metabolitlerin
dagilimi, primer metabolitlere gore ¢ok daha kisitlanmistir; bir bilesik ¢ogunlukla
yalnizca birkag tiirde bulunmaktadir ya da bir tiir iginde bile birka¢ varyetede var
olabilmektedir. Sekonder metabolitlerin bitki metabolizmasindaki fonksiyonlari
acik olmamasina ragmen, yine de onlarin yirtict hayvanlara karst savunma
mekanizmasinda ya da boceklerle tozlasma i¢in cezbedici olarak ekolojik bir role
sahip olabilecegi bildirilmektedir (Grisebach, 1988). Ayrica bu bilesikler,
patojenlere karsi bitkiyi korumak i¢in antibakteriyel, antiviral ve antifungal



(fitoaleksinler), 6teki bitkiler icin toksik ya da anti-germinatif (allelopati) olarak
(Bourgaud vd., 2001) ve 1s181n zararl etkilerine karsi yapraklart korumak i¢in UV
absorblayiciligi gibi ¢ok onemli gorevlere sahiptirler (Li vd,. 1993). Bitkinin
kendisine sagladig1 bu yararlarin yan1 sira, sekonder metabolitler insanlar i¢in de
son derece onemlidir. Son zamanlarda bitkilerden ekstrakte edilen bioaktif
bilegikler, farmasotik, tarim kimyasallari, tat ve giizel koku bilesenleri, yiyecek
katki maddesi ve pestisit olarak da kullanilmaktadirlar (Vijaya vd., 2010).

Eski zamanlardan beri tibbi bitkiler bir ilag kaynagi olarak hemen hemen biitiin
kiltirlerde kullamlmugtir  (Kumar, 2004; Patwardhan vd., 2004). Bitkisel
uygulamalar, geleneksel tip icerisinde en yaygin olarak kullanilanidir. Bazi
Avrupa ve Afrika Ulkelerinde nufusun %80'ni primer saglik bakimlart igin
geleneksel tibbi kullanmaktadir. Bir¢ok gelismis iilkede niifusun %70-80’ni
alternatif ya da tamamlayict tiptan faydalanmaktadir. Uluslararas1 marketlerde
bitkisel urtinler yiksek kar getirmektedir. 2003-2004 yillarinda Bati Avrupa’da
yillik kazan¢ 5 milyon dolara ulagmistir. Cin’de 2005 'de toplam satis 14 milyon
dolar, Brezilya’da 2007 bitkisel ila¢ geliri ise160 milyon dolar olmustur (World
Health Organization, 2008). Diinya saglik 6rgiitii, 2050 yilinda tibbi bitkilere olan
talebin 5 trilyon dolara ulasacagini 6ne siirmiistiir (Sharma, 2004). Tibbi bitkilerde
ve bitkisel ilaglarda iiretim, tiiketim ve uluslararasi ticaret biiylimekte ve gelecekte
daha fazla buyumesi beklenmektedir. Artan market taleplerini karsilamak igin
aragtirmalar, bitkisel ilag ve ilaglarin yeni bitki kaynaklarini ortaya gikarmak ve
ayn1 zamanda daha iyi iriin ve kalite i¢in yeni stratejiler gelistirmek igin
yapilmaktadir (Gokhale ve Bansal, 2010). Fitofarmasotik preparatlardaki tibbi
icerik ve kalitede genis varyasyonlar gozlenmistir. Bu durum cogunlukla kiiltiir
periyodu ve toplanma mevsiminden kaynaklanmaktadir (Abdin vd., 2003). Ayrica
bitkiler genellikle sahada buytmektedir. Bu yuzden Urln kalitesini tehlikeye
atabilen patojenler ile boceklerin istilasina ve Kirleticilerin kontaminasyonuna
aciktir (Bacila, 2010). Halen tibbi bitki tiirlerinin sadece %210’u kdilture
edilebilmekte, geri kalan %90°’1 yabani populasyonlardan toplanmaktadir (Julsing
vd., 2007). Bitkilerin devam eden tahribati, yillar gegtikge bitki tiirlerinin
soylarinin tiikkenmesine yonelik temel bir tehdit ortaya ¢ikaracaktir. Gunlimuzde
yeni bitkisel kaynakli kimyasal maddeler i¢in aragtirma yapmak Oncelikli olmali
ve gelecekte de biyogesitliligin siirdiiriilebilirliginin korunmasi ve akilct kullanimi
yoniunde caba sarf edilmelidir (Philipson, 1990). Fitofarmasétik endustrisi



tarafindan karsilagilan problemlere en verimli ve en uygun alternatif ¢6ziim, tibbi
bitkiler ve onlarin ekstraktlarinin {iretimi igin in vitro sistemlerin gelistirilmesidir
(Nasim vd., 2010). Biyoteknologlar mikrogogaltim ve diger bitki doku Kkultlru
teknikleri ile 6nemli bitkilerin daha fazla ¢ogaltiimasina baglanmasiyla birgok
problemin Ustesinden gelinecegini diisiinmektedirler (Sarin, 2005). Son 20 yildan
beridir, bitki hiicre ve doku kiiltiirli teknolojisinin, yararli sekonder metabolitler
icin bir kaynak olarak tam bitki kulttrlerinin dereceli olarak yerine ge¢mesi
mimkin kilinmaktadir. Bitki doku kdltari ile farmasoétiklerin Gretimi bircok
avantaj sunar:

-Bitkinin kendisinin elde edilebilirliginden bagimsiz iiriin tedarikinin kontrold,
-Kontrollli ve optimize sartlar altinda kiiltiire edilme,

-Mikrobiyal sistemler i¢in kullanilan benzer programlar ile nesil (soy) 1slah,
-Zararli herbisit ve pestisitlerin kullaniminin gerekmemesi,

-Dogal substratlara benzer bilesiklerin ilavesi ile normalde bitkide sentezlenmeyen
yeni bilesiklerin sentezlenmesi olasiligi,

-Iklim ve cografik bolgeden bagimsizlik (Chattopadhyay vd., 2002).

Bazi bitkilerde in vitro rejenere bitkiciklerin aktif bilesikleri daha yiiksek verimde
iirettigi rapor edilmistir (Fowke vd., 1994; Han vd., 1999). Sekonder bilesiklerin
yiksek verimde tretimi ayni zamanda kallus kulturlerinden, stispansiyon
kiiltiirlerinden ya da prekiirsér kullaniminda da bildirilmistir (Gokhale ve Bansal,
2010; Jordan vd., 2006). In vitro kiiltiirlerde dikkatli bir sekilde belirli kimyasal
driinlerin  kasith uyarilmasi, mikro c¢evre kosullarinin kontrolii altinda
biyokimyasal ve metabolik yollarin derinlemesine arastirilmasi i¢in de mikemmel
bir zemin hazirlar (Karuppusamy, 2009). Ticari firmalar igcin uygun miktarda Grln
elde etmek igin caligmalar; kiiltiir sartlarinin optimizasyonu, prekursorlerin
kullanilmasi ve yiiksek tiretim yapan nesillerin segimi, transformasyon metotlari
ve immobilizasyon teknikleri araciligi ile elde edilen hcrelerin biyosentez
(biyosentetik) aktivitelerinin tizerine odaklanmustir (Dicosmo ve Misawa, 1995).
In vitro kdlturler ile sekonder metabolitleri arttirmanin birkag yolu vardir. Bunlar:
-Metabolik yollar1 tegvik eden biyotik ya da abiyotik elisitorlerin kullanima,

-Ara bilesik ya da bilesiklere Onciilik eden metabolik yollarin ifadesini
destekleyen karbon akisinda degisimleri indiikkleyen ya da onun iiretimini arttirma
amaci ile kiltiir ortamina arzu edilen bir bilesigin bir prekiirsér (6ncii) olarak
eklenmesi,



-Protoplast fiizyonu ya da genetik miihendisligi aracili§i ile yeni genotiplerin
Uretimi,

-Canli hiicrelere onlarda zaten var olan varyasyonu arttirmak igin mutajenlerin
kullanimidir (Sasson, 1991).

Tibbi bitkiler arasinda ozellikle Hypericum cinsine ait tirler énemli bir yere
sahiptir. Guttiferae familyasina ait olan Hypericum cinsi yaklagik 450 tiir
icermektedir (Robson, 2003). Birkag Hypericum tiirii, yara iyilestirici, bakterisid,
anti-inflamatuar, diiiretik ve sedatif 6zelliklerinden dolay1 yiizyillardir geleneksel
olarak kullanmilmaktadir (Demirci ve Baser, 2005). Hypericum tirlerinin,
naftodiantronlar  (hiperisin,  pseudohiperisin), floroglusinoller  (hiperforin,
adhiperforin), flavonoidler (kuersetin, hiperosid, kuersitrin, izokuersitrin, rutin,
kamferol, mirsetin, amentoflavon, 13,I18-Biapigenin), fenilpropanoitler (kafeik
asit, klorogenik asit), ugucu yaglar (terpenler, alkoller), aminoasitler (GABA,
sistein, glutamin, 16sin, lizin, ornitin, prolin, treonin), ksantonlar (kielkorin,
norathrol), taninler (tannik asit), prosiyanidinler (proksiyanidin, katesin, epikatesin
polimerleri) ve diger bazi suda ¢oziiniir bilesikler (organik asitler, peptitler,
polisakkaritler) olarak adlandirilan bir¢ok bioaktif bilesik i¢erdigi rapor edilmistir
(Greeson vd., 2001).

Hypericum ekstraklarinin en ¢ok galisilan bilesikleri, hiperisin, pseudohiperisin,
hiperforin ve flavonoidleridir (rutin, hiperosid, izokuersitrin, kuersitrin, kuersetin,
amentoflavon) (Sekil 1). Hypericum ekstraklarimin antidepresan aktivitesi,
hiperisin,  pseudohiperisin, hiperforin ve flavonoidlere baglanmaktadir
(Butterweck, 2003). Hiperisin ve pseudohiperisin fotodinamik, antiviral,
antiretroviral, antibakteriyel, antipsoriatik, antidepresan ve antitimoral aktivitelere
sahiptir (Guedes ve Eriksson, 2005).
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Amentoflavon

Sekil 1.1. Hypericum’larin igerdigi 6nemli bilesikler"

Floroglusinoller (hiperforin, adhiperforin), antibakteriyel, antitimoral ve
antidepresan aktiviteler gostermektedir (Beerhues, 2006). Hypericum ksantonlari,
anti-inflamatuar, kanser-kemopreventif ve kardiyovaskuler koruyucu aktivitelere
sahiptir (Fotie ve Bohle, 2006). Ayrica bazi ksantonlar iyi antibakteriyel 6zellikler
tasimaktadir (Xiao vd., 2008).

Hypericum tiirleri igerisinde en yaygin ve popiiler olan1 Hypericum perforatum
L.’dur. H. perforatum kompleks bir sekonder metabolit karigimi iceren iyi bilinen
bir tibbi bitkidir (Tatsis vd., 2007). 1998’de H. perforatum’un yillik market degeri
sadece ABD’de 210 milyon $, diinya genelinde ise 570 milyon $’1 asmstir
(Gruenwald, 1999). H. perforatum Amerika’da en c¢ok satilan bitkisel Urlinler
arasinda yer almaktadir (National Centre for Complementary and Alternative
Medicine, 2002). H. perforatum’un tibbi iriinlerinin (0r. Psychotonin®,
Neuroplant®, Hyperforat®) antidepresan uygulamalart Avrupa’da Ozellikle de
Almanya’da giderek popiiler olmaktadir (Gioti, 2005). Botanik endistrisinin
Hypericum ihtiyact biiyiik 6l¢iide dogadan toplama ve tarla tarimi ile
karsilanmaktadir (Kirakosyan vd., 2004). Ancak iiretimde sorunlar vardir.
Hypericum tiirlerinin ¢imlenme Kkapasitesi tohum dormansisine bagli olarak
genellikle ¢ok digiiktiir (Macchia vd., 1983). H. perforatum’un bir patojeni olarak
tamimlanmig Colletotrichum gloeosporioides, antraknoz denilen bir hastaliga

! Bilesiklerin kimyasal yapilar1 http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ adresinden alinmistir.
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neden olmakta ve bu durum tarla tarimu ile bu bitkinin iiretiminde biiyiik kayiplar
verebilmektedir (Gaudin vd., 2002; Gaudin vd., 2003; Crockett vd., 2010). Biyotik
ve abiyotik stres, bitkilerdeki sekonder metabolitlerin seviyesi tzerinde 6nemli bir
etki gosterir (Dixon ve Paiva, 1995). H. perforatum’daki tibbi olarak aktif
bilesiklerin konsantrasyonu elde edilebilir nitrojen, 151k miktar1 ve kalitesi, mevsim
ve bitylime bolgelerine baglh olarak degismektedir (Tirillini, 2006). Ayrica bitki
materyalinin toplanma, islenme ve depolanmasi sirasinda bazi faktorler de
bitkideki aktif bilesenlerin seviyesini etkileyebilmektedir (Abreu ve Mazzafera,
2005). Bu bitkinin dogal saglik Urunlerinin standartizasyonunda (¢ sekonder
metabolitin  (hiperisin, pseudohiperisine ve hiperforin) dlcimleri temel
alinmaktadir (Orth vd., 1999). Yapraklardaki hiperisin ve pseudohiperisin
konsantrasyonu yazin ve kigin yetisen bitkiler arasinda 50 kat degisebilmektedir
(Southwell ve Bourke, 2001). Butln bu faktorler ticari olarak uretilen Hypericum
farmasotik preparatlarindaki aktif bilesik igeriklerinin stabil olmamasina neden
olmaktadir. Bu bitkinin kisith bir alanda var olusu, mevsimsel toplama,
biyogesitliligin kaybi, kalitedeki gesitlilik ve kontaminasyon konusu Hypericum
yetistiriciligi ve onlarin sekonder metabolit Uretimi icgin alternatif metotlarin

aragtirilmasina yol agmuistir.

In vitro kiltdr, Hypericum tirlerinin gogaltilmasi i¢in uygulanabilir bir se¢enek
olarak gosterilmektedir (Bacila vd., 2010). Kontrollii ve standardize edilmis
laboratuvar sartlart altinda H. perforatum’un in vitro kiltirl, olumsuz cevresel
kosullarin olusturdugu problemler i¢in bir ¢éziim olarak sunulmaktadir.
Hypericum tdrleri igin kullanilacak mikrogogaltim ve diger in vitro teknikler ile
ayni fitokimyasal profile sahip bitki materyalinin saglanabilecegi ve sekonder
metabolitlerin degisken miktarlarda iiretilmesine yol acan faktorlerin elimine
edilebilecegi Wojcik ve Podstolski (2007) tarafindan da rapor edilmistir.

Hypericum cinsine ait farkl tiirlerin in vitro rejenerasyonu igin c¢ok sayida basarili
deneme vardir: H. canariense L. (Mederos, 1991; Mederos vd., 1997), H.
brasiliense Choisy (Cardoso ve Oliveira, 1996), H. foliosum Aiton (Moura, 1998),
H. perforatum L. (Cellarova vd., 1992; Pretto ve Santare’m, 2000; Zobayed vd.,
2004), H. erectum Thunb. (Yazaki ve Okuda, 1990), H. patulum Thunb. (Baruah
vd., 2001), H. hirsutum L. (Coste vd., 2011), H. maculatum Crantz (Bacila vd.,
2010), H. sampsonii Hance (Zeng ve Zhou, 2002; Liu vd., 2007), H. mysorense
Heyne (Shilpashree ve Rai, 2009), H. rumeliacum Boiss. (Danova, 2010), H.
ternum A.St.Hil. (Pinhatti, 2010). Su ana kadar incelenen literatirlerde biz 16



Hypericum tiiriiniin hem ¢ogaltim amagli hemde sekonder metabolitlerinin {iretimi
icin in vitro kiltdr teknikleri araciligi ile mikrogogaltiminin yapildigini tespit ettik.
Bununla birlikte, H. perforatum en ¢ok ilgilenilen ve yogun bir sekilde ¢alisilan
tarddr. Hypericum tarlerinin in vitro rejenerasyonu, tam fideler ya da onlardan
kesilen parcalar (Cellarova vd., 1992), hipokotil kisimlart (Murch vd., 2000),
nodal segmentler (Santarem ve Astarita, 2003) ve yapraklar (Pretto ve Santarém,
2000; Wojcik ve Podstolski, 2007) kullanilarak cesitli tip ve konsantrasyonda
sitokinin ve oksin i¢eren ortamlarda basarilmistir. Hypericum tarlerinin kulttrleri,
bitkilerin farkl1 ontogenetik devrelerinden orjinlenen eksplantlardan baslatilmistir.
Ornegin, geng fide eksplantlari, ya bitkinin morfogenetik potansiyeline yonelik bir
calisma icin ya da sekonder metabolit profilinin gdrintilenmesi i¢in hcre
siispansiyonlarinin baglatilmasinda kullanilan kallus dokularmi iiretmek igin
kullanilmaktadir (Pasqua vd., 2003). Hypericum tdrlerinin hiicre ve doku
kiiltiirlerinde fitokimyasallarinin biyosentezi ve birikimi Uzerine de ¢ok sayida
caligma vardir (Mulinacci vd., 2008; Bais vd., 2003). Santarem ve Astarita (2003),
govde fragmentlerinden elde edilen kallus, slrgin ve bitkiciklerde hiperisin
igerigini aragtirmistir. Hiicre kiiltiirlerinin verimliligini artirmak i¢in kiiltiir sartlari
genellikle prekirsorler ve elisitorler kullanilarak optimize edilmektedir (Verpoort
ve van der Heijden, 1996; Yamamoto vd., 1998; Kirakosyan vd., 2000;
Vardapetyan vd., 2006).

In vitro kulttrlerin elisitasyonu, istenilen bilesiklerin miktarin1 arttirmak ve
devamli {iretimini saglamak i¢in kullanish bir yaklasimdir (Oksman-Caldentey ve
Inze”, 2004). Elisitorler, sinyal transdiiksiyon basamaklarini aktive eden ve
sekonder bilesiklerin biyosentezi ile iligkili genlerin aktivasyonu ve ekspresyonuna
yol acan sinyal molekdilleridir (Zhao vd., 2005) ve ROS dretimini, hipersensitif
yanitlar1 ve fitoaleksin tiretimini harekete gegiren ¢esitli bitki savunma sistemlerini
indiikleme kapasitesine sahiptirler (Angelova vd., 2006; Montesano vd., 2003). Bu
yiizden elisitorler, degerli bitki sekonder metabolitlerinin {iretimini arttirmak igin
kullanilabilecek yararli araglardir (Vasconsuelo ve Boland, 2007). Hypericum
thrlerinin in vitro kiltir sistemlerinde naftodiantronlar: iiretme yeteneklerini test
etmek icin mannan, B-1,3-glukan, pektin, jasmonik asit (JA), metil jasmonat
(MeJA), Salisilik asit ve Colletotrichum gloeosporioides (fungus) ve
Phytophthora cinnamoni (fungus) gibi elisitorler kullanilmistir (Kirakosyan vd.,
2000; Sirvent ve Gibson, 2002; Walker vd., 2002; Gadzovska vd., 2007).



Hypericum drdnleri genellikle % 0.3 hiperisin iceriklerine gore standardize edilir
(Avato ve Guglielmi, 2004; Wang vd., 2004). Bitki ekstrakti gibi kompleks
karigimlarda bioaktif bilegiklerin tanimlanmast olduk¢a zor bir istir. Farkli
kodekslerde farkli ekstraksiyon prosediirleri gosterilmistir. H. perforatum’dan
aktif bilesikleri ekstrakte etmek igin, ultra sesli ve ultra sessiz maserasyon
(Smelcerovic vd., 2002), sokslet ekstraksiyonu (Brolis, 1998), hizlandirilmig
solvent ekstraksiyonu (ASE) (Crockett vd., 2005), basingli su ekstraksiyonu
(Mannila, 2003), superkritik siv1 ekstraksiyon (Mannila, 2002; Seger, 2004) gibi
birkag¢ metot kullanilmistir. Son ¢aligmalar gostermistir Ki, direkt sonikasyon ile H.
perforatum’dan elde edilen hiperisinler, flavonoidler ve hiperforinlerinin miktari,
diger ekstraksiyon yontemleri ile elde edilenden daha yiiksektir (Smelcerovic vd.,
2006) ve metanol ile sonikasyonu, homojen bir drog Ornegi (biitiin ana
metabolitleri temsil eden ve daha az bozulmus Uriinler) elde etmek icin en iyi
ekstraksiyon metotlarindan biridir (Avato ve Guglielmi, 2004). Ayrica,
ekstraksiyon sirasinda 1s1gm bulunmamasi, fotosentitif olan naftodiantronlarin ve
floroglukonol tiirev iiriinlerinin yikimindan kaginmak igin tavsiye edilmektedir (Li
ve Fitzloff, 2001; Tolonen, 2002; Pages vd., 2007). H. perforatum &rneklerinin
analizleri icin, ince tabaka kromatografisi (TLC), spektrofotometre, yiksek
basingl sivi kromotografisi (HPLC), yiiksek basingli sivi kromatografisi-kitle
spektrometresi (HPLC-MS), yiiksek basingli sivi kromatografisi-niikleer manyetik
rezonans (HPLC-NMR) ile birka¢ metot rapor edilmis ama bunlarin ¢ogu yalnizca
naftodiantronlarin ve/ya da hiperforinlerin tespiti izerine odaklanmistir. Sadece bir
kac HPLC metodu, H. perforatum’da ayn1 anda rutin, hiperosid, izokuersitrin,
kuersitrin, kuersetin, pseudohiperisin, hiperforin ve hiperisin gibi ana bilesenlerin
tespiti igin rapor edilmistir (Li ve Fitzloff, 2001; Ganzera vd., 2002).

Hypericum adenotrichum Spach Hypericum cinsine ait Tilrkiye’de yetisen
endemik bir tlrdir. Yaptigimiz literatiir arastirmalar1 dahilinde H. adenotrichum
ile ilgili ¢aligmalar oldukga sinirlidir ve yapilan galismalar sadece biyokimyasal
caligmalardir. Mikrodistilasyon yontemi ile bitkinin ugucu bilesikleri incelenmis
ve ana bilesen olarak germakren-D belirlenmistir. Bulunan ve total bilesenlerinin
%93’1inii olusturan 45 bilesik ise soyledir: a-Pinen, Hekzanal, Undekan, p-Pinen,
Mirsen, Limonen, (Z)-3-Hekzenal, Amilfuran (2-Pentylfuran), Tridekan, Nonanal,
Bisikloelemen, a-Kopaen, B-Burbonen, B-Kubeben, B-Funebren, B-Yilangen, -
Karyofillen, Alloaromadendren, (Z)-pB-Farnesen, o-Humulen, y-Muurolen, a-
Terpineol, Germakren-D, a-Muurolen, Bisiklogermakren, (E,E)-a-Farnesen, &-
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Kadinen, y-Kadinen, Kadina-1,4-dien(=Cubenene), Mirtenol, 3,7-Guaiadiene,
(E,E)-2,4-Dekadienal,  Nonadekan,  Dodekanol, Globulol,  Heneikosan,
Hekzahidrofarnesil aseton, Spatulenol, (Z)-3-Hekzenil benzoat, T-Kadinol, T-
Muurolol, é-Kadinol, Karvakrol, a-Kadinol, Dodekanoik asit (Erken vd., 2001).
Crockett vd. ( 2005)’nin yaptig1 diger bir ¢aligmada rutin, hiperosid, izokuersitrin,
kuersitrin, kuersetin, amentoflavon, pseudohiperisin, hiperisin, hiperforin olmak
lizere 9 bilesik standart alinarak, i¢lerinde H. adenotrichum’un da yer aldig1 bazi
Hypericum tiirlerinin toprak tstii kisimlart analiz edilmistir. Analizler sonucunda
H. adenotrichum’un izokuersitrin, kuersitrin, kuersetin, amentoflavon,
pseudohiperisin  gibi bilesenleri icerdigi bildirilmigtir. Cirak vd., (2009), H.
adenotrichum’un toprak istii kisimlarini analiz etmis ve analizler sonucunda
bitkinin hiperforin, pseudohiperisin, hiperisin, klorogenik asit, rutin, hiperosid,
apigenin-7-O-glucoside, kuersitrin, kuersetin, kamferol, amentoflavon igerdigini
tespit etmislerdir. Ozmen vd., (2009), H. adenotrichum’un ekstraktlarinin P-53
bagimsiz giiclii anti-neoplastik (antikanser) o6zelliklere sahip oldugunu rapor

etmislerdir.

Yapilan literatiir aragtirmalarinda tibbi ve endemik bir bitki olan H. adenotrichum
ile ilgili yapilmis herhangi bir in vitro doku kdltiirii caligmasina rastlanmamustir.
Yukarida verilen bilgiler 1s18inda ele alinan bu calismada, H. adenotrichum
bitkisinin uygun kisimlarinin eksplant olarak kullanilmasi ile farkli biiyiime
diizenleyicilerine verecegi morfolojik tepkiler belirlenmis ve bu tur icin etkili bir
in vitro cogaltim sistemi tanimlanmistir. Ayrica, in vitro kosullar altinda bazi
elisitor ve stress uygulamalar ile bitkideki sekonder metabolit miktar ve degisimi
belirlenmeye ¢aligilmigtir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Doku Kaultarii ve Doku Kaulturinde Sekonder Metabolit
Iceriklerinin Arastirilmasi ile flgili Calismalar

Pretto ve Santarem (2000), Hypericum perforatum yaprak eksplantlarin1 2,4-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D, 0.45 ya da 4.5 puM) ve 6-benziladenin (BA, 0.44
ya da 4.4 uM) ya da kinetin (KIN, 0.46 ya da 4.6 puM) igeren MS (Murashige ve
Skoog) ortaminda karanlik ya da aydinlik kosullarda kiiltiire ederek kalluslar elde
etmiglerdir. En yiiksek hiicre proliferasyonu karanlikta 4.4 uM BA and 4.5 uM
2,4-D varliginda kiiltiire edilen eksplantlardan elde edilmistir. Kallus basina en
yiiksek siirgiin sayis1 4.6 UM kinetin ve 0.45 pM 2,4-D ilaveli ortamlar tzerinde
indiiklenen kalluslarin, 4.4 uM BA iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinmasindan
elde edilmistir. K6k olusumu indol-3-bitirik asit (IBA, 4.9 puM) iceren ya da
icermeyen MS ve Y2 MS ortamindaki siirgiinlerden indiiklenmis ve en yiiksek
koklenme IBA varligi dikkate alinmaksizin 2 MS ortamindan elde edilmistir.
Arastiricilar rejenere olan bitkileri kolay bir sekilde sera kosullarma adapte

etmislerdir.

Murch vd. (2000), Hypericum perforatum’un etiyole hipokotil eksplantlarindan
de novo sirginlerin induksiyonu igin Thidiazuran (TDZ)’in kullanildig1 bir in
vitro rejenerasyon sistemi gelistirdiklerini rapor etmislerdir. Kiiltlir ortamina ilave
edilecek optimum TDZ seviyesi 9 gunlik indiiksiyon periyodu igin 5 pmol/L
olarak belirlenmistir. BA ve IAA (Indol-3-asetik asit) iceren diger biiyiime
ortamlari, H. perforatum hipokotillerinde rejenerasyonu indiikleme bakimindan
etkili olamamiglardir. Kulttrlerin histolojik incelenmesi, rejenere bitkilerin de
novo gelismis siirgiinlerden koken aldigini ortaya koymustur. Rejenere stirgtinlerin
bitki buyime dizenleyici icermeyen sivi bir besi ortamina transferi, yasayabilir
durumda olan bitkiciklerin hizli ve verimli bir sekilde biiylimesi ile sonuglanmustir.
Aragtiricilar, H. perforatum igin gelistirdikleri bu hizli ve etkili mikrogogaltim
sisteminin, bu bitkinin hem genetik anlamda iyilestirilmesinde, hem de nérolojik
rahatsizliklarin ~ tedavisinde kullanilacak yiiksek kalitede fitofarmakolojik
preparatlarin Uretiminde faydali olabilecegini bildirmiglerdir.

Baruah vd. (2001), strgln ucu kaltird ile Hypericum patulum’da yiksek oranda
bitki rejenerasyonu igin bir in vitro protokol gelistirmislerdir. H. patulum bitkisi
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Dogu Himalayalarda yiiksek rakimda yetisen yabani bir kaynaktan toplanmustir.
Coklu siirgiin olusumu, 6-benzil amino pirin (BAP) ve Kinetin ile desteklenmis
temel MS ortamlarinda kiiltiire alinan siirgiin u¢larindan baslatilmistir. Ortamlara
tiamin-HCI, Ca-pantotenat ve biotin ilavesi ¢oklu siirgiin olusumunu artirmistir.
Kisa siireli bir oksin uygulamasindan sonra mikrosiirgiinler kdklendirilmistir.
Aragtiricilar koklenen bitkicikleri bagarili bir bicimde dis ortama aktarmiglardir.

Santarem ve Astarita (2003), Hypericum perforatum i¢in bir mikrogogaltim
sistemi gelistirmis ve in vitro ve tarla sartlarinda yetisen bitkiler arasinda hiperisin
iceriklerini karsilastirmuslardir. In vitro kiltlirler, 4.5 uM BA, kinetin, TDZ’nin
tek basina ya da 0.05 uM NAA ile kombinasyonu ile desteklenmis MS ortamina
inokiile edilen olgun bitkilerin nodal segmentlerden baslatilmistir. Organogenik
eksplantlar ya BA ya da kinetinin tekbagina veya NAA ile kombinasyonlari
seklinde kullanildig1 ortamlarda gozlenmistir. 4.5 uM BA iceren ¢ogaltim ortami
Uzerinde organogenik eksplantlarin altkiiltiirii, organogenik cevaplar1 desteklemis
ve tegvik etmistir. Ortalama en yiiksek siirgiin iiretimi (52.6, surgin) BA ve
NAA’nin varliginda indiiklenen eksplantlardan elde edilmistir. Koklenmis bitkiler
basarili bir sekilde aklimatize edilmistir. Hiperisin igerigi analizleri sunu
gostermistir ki, kalluslar ana bitkideki igerigin sadece % 0.11°i kadar hiperisin
ihtiva etmekte, in vitro bitkilere ait yaprak ve sirginler ise tarla sartlarinda
yetistirilen bitkilerle benzer seviyede hiperisin icermektedir. Arastiricilar bu
sonugclara dayanarak H. perforatum’da hiperisin olusumunun yaprak farklilagmasi
ile ilgili oldugunu bildirmislerdir.

Pasqua vd. (2003), Hypericum perforatum’un hicre suspansiyon kultlrleri,
kalluslar1 ve in vitro siirglin ve koklerinden hazirlanan metanolik ekstraktlarinda
aktif metabolit (hiperisinler, hiperforinler ve flavonoidler) iceriklerini
aragtirmiglardir. Hiperisinlerin biyosentezi rejenere vejetatif siirgiinlerde salgi
yapilarinin (koyu noktaciklar) olusumu ile iligkili bulunmustur. Hiperforinlerin ve
flavonoidlerin Uretiminin uyarilabilmesi, yaprak gelisiminin daha ileri evrelerde
olmasin1 gerektirmistir. Ksantonlar suspansiyon hicrelerinde, farklilasmamis
kalluslar ve bitkiciklerden ya da kalluslardan gelisen koklerde ana metabolik
dranlerdir. Hiperisinler, hiperforinler ve flavonoidleri biriktiren rejenere
bitkiciklerin kok harici kisimlarinda ksantonlar tespit edilmemistir.
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Ayan vd. (2005), Hypericum perforatum’un mikrogogaltimi yolu ile hiperisin
uretmek ve bu bitki icin etkili bir mikro ¢ogaltim sistemi tanimlamak amaciyla bir
caligma ylritmiislerdir. Bu caligmada yaprak diskleri ve govde segmentlerini,
kinetin, 2,4-D (0.5, 1 ve 1.5 mg/L) ve sukroz (30, 40 ve 50 g/L) iceren MS
ortamlarinda, karanlik sartlarda ve 26 + 2 °C’ta sekiz hafta boyunca kultire
almiglardir. Bitki biiyiime diizenleyicileri igeren biitlin ortamlarda kallus olusumu
gbzlenmistir. Ancak, kallus olusum siklig1 bakimindan en yiiksek degerler 30 g/L
sukroz, 0.5 mg/L 2,4-D ve 0.5 mg/L kinetin igeren MS ortamindan elde edilmistir.
Elde edilen kalluslar siirgiin olusumu igin 1mg/L BA; kdk olusumu igin ise 1 mg/L
IAA iceren MS ortamlarinda alt kiiltiire alinmiglardir. Kallus bagina siirgiin sayis1
ve hiperisin igerigi de bu sirginlerde arastirilmistir. Yaprak disklerinden gelisen
kalluslarin olusturdugu rejenerantlarda bu degerler daha yiiksek olup sirasiyla 19
stirgtin/kallus ve % 0.048 olarak tespit edilmistir. Arastiricilar elde edilen geng
bitkicikleri basarili bir sekilde sera sartlarina adapte ettiklerini bildirmislerdir.

Gadzovska vd. (2005), Hypericum perforatum’un in vitro kiltrlerinde hiperisin
ve pseudohiperisin Uretimi Uzerine bitki blylme dizenleyicilerinin etkisini
aragtirmiglardir. 0.1-2.0 mg/L konsantrasyon araliginda BA, siirgiinlerde hiperisin
(25-50 pg/g kuru agirlik (KA)) ve pseudohipersin (170-350 ug/g KA) Uretimini
arttirmigtir. Kallus kiiltiirlerinde, BA (4.0-5.0 mg/L) hiperisin(15-20 ng/g KA)
iceriklerini degistirmemis ancak pseudohiperisin(120-180 pg/g KA) uretimini
etkilemistir. Oksinlerin varliginda (IAA ve IBA) Hypericum bitkicikleri hiperisin
(30-100 pg/g KA) ve pseudohiperisin (120-400 pg/g KA) tretmistir. TAA nin
varligi bitkiciklerde naftodiantronlarin dretimini etkilememis fakat IBA
bitkiciklerde hiperisin ve pseudohiperisin liretimini azaltmistir. Arastiricilar sonug
olarak in vitro kiiltiirlerde naftodiantronlarin spesifik birikiminin, ortama ilave
edilen fitohormonlar ile etkilendigini ve bu bilesiklerin uygun in vitro sistemler ile
miktarlarinin arttirilabilecegini belirtmiglerdir.

Perez-Garcia vd. (2006), Hypericum perforatum’un 68 yabani populasyonunu
kullanarak, bitkinin tohum ¢imlenme davranislarim1 arastirmislardir. Tohum
¢imlenme testleri 16 saat 151k/8 saat karanlik fotoperiyodunda 25/15 °C’ta
gerceklestirilmistir. Final ¢imlenme yiizdeleri, %6-98 araliginda yiiksek oranda
degisiklik gostermistir. Benzer sekilde ¢imlenme hizi 6.1- 23.0 giin arasinda
degismistir. Ayni zamanda ¢imlenme tizerine silika jel ile tohum kurutmanin etkisi
calisilmigtir. Bunun yami sira, birkag populasyon hattinda tohum ¢imlenmesi
iizerine iki ayr inkiibasyon sicaklig1 (15 ve 25 °C) ve 1s1k kosullarinin (fotoperiyot
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ve karanlik) etkisi ¢alisilmistir. Sicakligin final ¢imlenme yiizdeleri iizerine dnemli
bir etkisi bulunmamigken, 1sik hatlarin ¢ogunda ¢imlenmeyi arttirmistir. Diisiik
cimlenme yiizdelerine sahip dort hattin tohumlari, ¢gimlenmeyi arttirabilen farkli
ekim Oncesi uygulamalara (kuru sicak, sicak su ve giberellik asit) maruz
birakilmistir. Cimlenme test edilen dort hattan ikisinde gibberellik asit ile dnemli
derecede tesvik edilmis, ama termal uygulamalar ¢gimlenme yiizdesinde 6nemli bir

artis saglamamustir.

Franklin ve Dias (2006), Hypericum perforatum’un farkli genotipleri (Helos,
Topas, Elixir ve Numi) ile ilgili in vitro calismalar yapmis ve bu genotiplerin
rejenerasyon ortamlarina benzer cevaplar verdigini tespit etmislerdir. Farkli
genotiplerlerden alinan ayni eksplantlarin rejenerasyon cevaplari (kallus, kok, ya
da siirgiin iiretimi) benzer bulunmustur. Bununla birlikte ayn1 genotiplerden alinan
eksplant kaynaklar (yapraklar, hipokotiller ve kokler) bitki rejenerasyon sikligi ve
ortamlara verilen cevabi anlamli bir sekilde etkilemistir. Biitiin genotipler igin
eksplant basina en yiiksek siirglin sayisini vermesi bakimindan kok parcalari en
cok cevap verme potansiyeline sahip eksplantlar olarak bulunmustur. Siirglin
rejenerasyonu diisiik konsantrasyonda BA igeren IAA ilave edilmis ya da
edilmemis ortamlarda daha hizli olarak bulunmustur. Daha yiiksek
konsantrasyonlarda BA (8.8 puM) siirglin  tomurcuklarinin  olusumunu
geciktirmistir.

Liu vd. (2007), Hypericum perforatum ve Hypericum sampsonii’de Dbitki
buyumesi ve sekonder metabolitlerin Uretimi zerine (hiperforin ve hiperisinler)
benzilaminopurin (BA), zeatin (ZT) ve thidiazuron (TDZ) sitokininlerinin etkisini
aragtirmiglardir. Amonyum nitrat ve potasyum nitrat1 %50 azaltilmig, BA (0.44
1M) ve indol-3-butirik asit (IBA, 0.049 pM) ilave edilmis modifiye MS ortaminda
kilture edilen H. perforatum’da hiperisinlerin tiretimi artmistir. TDZ (0.45 uM)
uygulamas1 H. perforatum’da pseudohiperisin ve hiperisin tretimini yaklagik
olarak 2.95-2.62 kat arttirmistir.

Cirak vd. (2007b), normal laboratuvar sartlar1 altinda diisiik ¢gimlenme oranina
sahip Hypericum aviculariifolium subsp. depilatum var. depilatum tohumlarinin
cimlenme oranlarmi arttirmak i¢in yaptiklar1 ¢alismada, petri kaplarina
yerlestirilmeden once tohumlar GA soliisyonu (50, 100 ya da 150 ppm), ¢esme
suyu ya da sicak suyla (40, 50, 60 °C) 30 dakika kadar muamele edilmislerdir.
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KNO; uygulamasi i¢in tohumlar, petri kaplarinda 20 mL KNOj; (0.01 mol) ile
muamele edilmstir. Cimlenme orani iizerine 1518 etkilerini aragtirmak igin
caligmalar hem siirekli 1sikta hem de karanlikta gerceklestirilmistir. Isigin H.
aviculariifolium tohumlarinin ¢imlenmesi igin ¢ok Onemli bir faktor oldugu
belirlenmistir. Isik, cesme suyu ve 50 ppm GA uygulamasi ¢imlenmeyi énemli bir
sekilde arttirmistir. Karanlikta yanlizca KNO3 uygulanmig tohumlar etkin bigimde
¢imlenmistir. Arastiricilar Hypericum aviculariifolium subsp. depilatum var.
depilatum tohumlarmin ekzojen dormansiye sahip oldugu ve ¢imlenme igin 1518a
gereksinimi oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, kapsiil ve tohum kabugundaki bir
kimyasal inhibitérden kaynaklanan ekzojen dormansiyi yenmek i¢in ¢esme suyu
uygulamasini ve tohumlarin 1g1k gereksinimlerine bir alternatif olarak 0.01 mol

KNOj uygulamasini 6nermektedirler.

Oluk ve Orhan (2009), Hypericum triquetrifolium i¢in hizli bir mikrogogaltim
protokolii gelistirmislerdir. Baglangi¢ materyali olarak Tirkiye’nin Ege
Bolgesindeki Kaz Daglarindan toplanan tohumlar kullanilmigtir. Su-agar (%89)
ortaminda ¢imlenmis 6 haftalik fideler eksplant kaynagi olarak kullanilmistir.
Eksplant bagina en yiiksek siirgiin ¢ogaltim orani (5.95), 1.25 mg/L TDZ + 0.5
mg/L TAA ilave edilmis MS ortaminda elde edilmigtir. Kok geligsimi (siirgiin
bagina 5-6) 1 mg/L TAA ile desteklenmis MS ortaminda elde edilmistir. In vitro
koklendirilmis bitkicikler kolaylikla dis ortama aklimatize edilmistir.

Wojcik ve Podstolski (2007), Hypericum perforatum yaprak eksplantlarini,
oksinler (2.4-D, NAA, 1AA) ve sitokininler ile desteklenmis MS ortaminda
karanlikta kiiltiire ederek kallus indiiksiyonunu saglamiglardir. Elde edilen
kalluslar tekbasina IAA ya da NAA iceren ortamlarda kok olusturmustir. En
yiiksek kok sayis1 11.42 uM IAA igeren ortamlarda elde edilmistir. Ayn1 zamanda
oksin ve sitokininler ile desteklenmis ortamlarda indirekt siirgiin olusumu da
gozlemlemislerdir. En verimli siirglin olusumu 2.85 pM IAA ve 4.44 uM BA ile
desteklenmis ortamlarda gergeklesmistir. Bir aylik kiiltlir periyodundan sonra
yaprak eksplantt basina ortalama 35 siirgiin elde edilmistir. Rejenere edilen
stirgtinler bitki blyume duzenleyicisi icermeyen ya da IAA (1.43 uM ya da 4.28
HM) iceren MS ortaminda koklendirilmistir. En hizli kok olusumu 4.28 uM IAA
iceren ortamlarda gerceklesmistir.

Bacila vd. (2010), asepitik fidelerden elde ettigi nodal eksplantlar1 kullanarak
Hypericum maculatum igin verimli bir in vitro g¢ogaltim protokolii gelistirmeye
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calismislardir. Calismalar1 sirasinda karsilastiklar1 eksplant kahverengilesmesinin
oniine gegmek i¢in ortamlara askorbik asit ve sitrik asit ilave etmislerdir. 0.5 mg/L
2iP + 0.2 mg/L BA + 0.1 mg/L K + 0.05 mg/L NAA igeren temel MS ortaminda
nodal eksplantlardan ortalama 3.1 cm uzunlugunda c¢oklu siirgiinler elde
etmiglerdir. Siirgiin uzamasi ve koklenme igin siirgiinler, 0.5 mg/LL GA3 ve (¢
konsantrasyonda (0, 0.5, 1.0 mg/L) iki farkli oksin (IAA ve IBA) iceren %2 MS
ortamma transfer edilmistir. Kok sayisi, k6k uzamasi ve siirgiin boyu icin en
verimli kiiltiir ortam1 1.0 mg/L TAA igeren 2 MS ortami olarak tespit edilmistir.
Koklenmis bitkicikler daha sonra dig ortama aklimatize edilmistir.

Palmer ve Keller (2011), Hypericum perforatum’un petal eksplantlarinda bitki
rejenerasyonu gerceklestirmislerdir. Cesitli yaglardaki petaller, oksin ve sitokinin
(kinetin) ile desteklenmis MS ortami iizerinde karanlikta kiiltiire edilmis ve 28 giin
sonra kallus ve siirgiin tespit edilmistir. Oksinin sitokinine orani 10:1 oldugunda,
kallus ve siirgiin olusumu IAA, IBA ve NAA’nin biitiin seviyeleri tarafindan
indlklenirken 2,4-D ile yalnizca kallus olusumu indiiklenmistir. Sirgiin
rejenerasyonu i¢in oksinin optimum seviyesi 1.0 ve 0.1 mg/L kinetin olmustur.
Eksplant basia en yiiksek siirgiin sayist (57.4 ve 53.4) sirasiyla IAA ve IBA’dan
elde edilmigtir. Oksinin yoklugunda 0.1 ve 0.25 mg/L kinetin seviyeleri diigiik
oranda kallus ve siirgiin olusumunu indiiklemis fakat daha diisiik kinetin seviyeleri
bu etkiyi gostermemistir. Kallus ve siirgiin olusumu biiylime diizenleyicilerinin
yoklugunda goézlenmemistir. Petallerden kdkenlenen siirgiinler ekzojen oksin
uygulamasi gerektirmeden 2 MS ortaminda koklendirilmistir. Arastiricilar oksin
tipinin H. perforatum’un petal eksplantlarindan bitki rejenerasyonu igin Kritik
faktor oldugunu ve yiiksek sitokinin seviyelerinin mutlak olarak gerekli olmadigin
bildirmislerdir.

Namh vd. (2010), Hypericum retusum igin in vitro tekniler araciligi ile goklu
stirglin {iretimi ile ilgili ¢aligmalar yapmiglardir. H. retusum tohumlari temel MS
ortaminda ¢imlendirilmistir. ~ Kiiltiirler, dokuz farkh BA ve Kinetin
konsantrasyonlar1 ile ayr1 ayr1 desteklenmis MS ortamu {iizerine inokule edilen
strgiinlerden baslatilmigtir. En yiiksek siirgiin sayisi 0.5 mg/L BA (64.25
surgiin/eksplant) ilave edilmis ortamdan elde edilmistir. Kinetin i¢in kullanilan
konsantrasyonlardan en iyi sonu¢ 1.5 mg/L Kinetin (27.87 strgln/eksplant) ilave
edilmis ortamda elde edilmistir. Ayrica siirgiinler, BA ve Kinetinin 3 farkli oksin
(0.25 mg/L IAA, IBA, NAA) ile kombineli bir sekilde ayri ayrt kullanildig
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ortamlarda kiiltiire edilmistir. Siirgiin uzunlugu ve sayis1 agisindan en iyi sonug 0.5
mg/L BA + 0.25 mg/L IBA (54.12 sirgiin/eksplant, 3.36 siirgiin uzunlugu) ilave
edilmis ortmda elde edilmistir. Arastiricilar sonu¢ olarak BA’nin tek basina

kullaniminin siirgiin ¢ogaltimi i¢in en verimli yontem oldugunu bildirmislerdir.

Oluk vd. (2010), Hypericum triquetrifolium’da indirekt rejenerasyonu indiiklemek
icin bir metot tanimlamislardir. Kalluslar, BA (2 mg/L) ile kombineli IAA (0.5
mg/L) ile desteklenmis yar1 katt MS ortamu iizerinde 35 gunliik aseptik fidelerin
kotiledon  eksplantlarindan  indiiklenmistir.  Meristemoidler  sitokininlerin
azaltilmasi ile kalluslarin yiizeyinde gelismis ve bitki biylme dizenleyicileri
tamamen uzaklastirildigi zaman bu embriyonik kalluslardan %100 oraninda
bitkicik rejenerasyonu yari kati ortamda meydana gelmistir. Denemeler sirasinda
elde edilen embriyonik kalluslar hiperisin igerikleri bakimindan analiz edilmis ve
48 pg/g KA oraninda hipersin igerdikleri tespit edilmistir. Rejenere bitkicikler 1
mg/L IAA iceren MS ortaminda koklendirilmistir.

2.2. Stres ve Elisitor Uygulamalar ile Tlgili Cahsmalar

Kirakosyan vd. (2000), H. perforatum’un sirgiin kaltirlerine, mannan (0.01-0.1
mg/ml), pB-1,3-glukan (0.01-0.1 mg/mL), pektin (0.05-0.1 mg/mL) ve maya
ekstrakt1 (1-8 mg/mL) uygulamis ve bu elisitorlerin hiperisinlerin iiretimi lizerine
etkisini incelemistir. Arastiricilar, mannanin pseudohiperin iiretmini 4 kat ve
hiperisin tiretimini 2 kat arttirdigini, pektin ve p-1,3-glukanin ise pseudohiperisin
tiretimini yaklagik 2 kat arttirdigimi fakat hiperisin liretimini etkilemedigini tespit

etmislerdir.

Kirakosyan vd. (2001), H.perforatum’un kallus kiltlrlerinden rejenere edilen
stirgtinlerde, hiperisin ve pseudohiperisin biyosentezi Uzerine mantar (cork)
parcaciklarmin etkisini aragtirmiglardir. Mantar pargaciklarmin ilavesi siirgiin
biiylimesini ¢ok az stimiile etmis ve pseudohiperisin tiretmini de 3 kat arttirmustir.
Pseudohiperisin iiretimi 1’den 4 mg/mL’ye kadar mantar par¢aciklarinin ilavesi ile
orantili olarak artmistir. Mantar parcaciklarinin miktarindaki artis siirgiin

biiylimesini ve pseudohiperisin liretimini inhibe etmistir.

Sirvent ve Gibson (2002), metil jasmonat, salisilik asit ve bir bitki patojeni olan
Colletotricum gloeosporioides’i bir elisitér olarak Hypericum perforatum’un
meristem kiiltiirlerine 2 hafta boyunca ayr1 ayr1 uygulamistir. Metil jasmonat ve
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salisilik asitin her ikisi de hiperisin ve hiperforin Uretimini etkilemistir. 14 giin 200
uM metil jasmonat uygulamasi total hiperisin seviyesini 3.3 kat arttirmuistir. Bir
bitki patojeni olan Colletotricum gloeosporioides’i ise yapraklardaki hiperisin

icerigini 2 kat arttirmistir.

Abreu ve Mazzafera (2005), Hypericum brasiliense’de, betulinik asit ve bazi
fenolik bilesiklerin igerigi iizerine, su ve sicaklik stresinin etkilerini
arastirmislardir. Genel olarak su stresi 6zellikle bazi fenolik bilesikler basta olmak
lizere analizi yapilan biitiin bilesiklerin seviyesini arttirmigtir. Diger yandan
degisen sicakliklara verilen cevaplar bilesiklere gore c¢esitlilik gostermis ve
sicaklik uygulamalarinda yalmzca fenolik bilesik miktarinin arttigini rapor

etmislerdir.

Vardapetyan vd. (2006), Hypericum perforatum’un slrgin kdltdrlerinin
morfogenetik ve biyosentetik potansiyelleri (izerine mannan, p-1,3-glukan,
ansimidol ve mantar kirmtilar1 (cork crumbs) gibi elisitorlerin etkisini ¢alismislar
ve bu elisitorlerin varliginda Hypericum perforatum’un farkli morfogenetik yapiya
sahip kallus kiiltirlerini kurmuglardir. H. perforatum’un kallus kultirlerinde,
mannan (yeast mannan), f-1,3-glukan ve mantar kirintilari uygulamasinin
hiperisin ve pseudohiperisinin biyosentezini stimiile ettigi tepit edilmistir. Mannan
uygulamasi ile hiperisin miktar1 yaklasik 2 kat artarken, pseudohiperisin miktar1
yaklagik 4 kat artmistir. f-1,3-uygulamasi ise pseudohiperisin miktarini yaklagik
2.5 kat arttirmigtir. Mantar kirmtilar1 ise pseudohiperisinin miktari 3 kat

arttirmigtir.

Tirillini vd. (2006), Hypericum perforatum fidelerinin biiyiime ortamlarina 0.01
ve 0.1 mM krom ilave etmislerdir. Yedi gin 0.01 mM Cr(VI) uygulamasi,
protopseudohiperisin (+ %135), hiperisin (+ %38) ve pseudohiperisin (+ %05)
iiretimini  arttirmugtir.  Iki giin  kadar 0.1 mM Cr(VI) uygulamasi ise,
protopseudohiperisin (+ %167), hiperisin (+ %25) ve pseudohiperisin (+ %?5)
miktarini farkli oranlarda arttirmigtir. Krom uygulamasinin en biiyiik etkisi, 7 giin
kadar uygulanan 0.1 mM Cr(VI) konsantrasyonunda  gozlenmistir;
protopseudohiperisin % 404 ve pseudohiperisin %379 oranina artmistir. Hiperisin
bu uygulamadan etkilenmemistir. Kromun hiperisin ve pseudohiperisin Gretimi
Uzerine bu olumlu etkilerine karsit olarak Murch vd. (2003), bir agir metal olan
nikelin H.perforatum’un in vitro Kkulttrlerinde bioaktif molekillerin sentezi
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iizerine etkisini incelemislerdir. 25 ya da 50 mM nikel uygulmas: steril fidelerin
hiperforin biriktirme ya da Uretme kapasitesini tamamen kaybetmesine neden
olmustur. Ayn1 zamanda pseudohiperisin ve hiperisin konsantrasyonu 15-20 kat

bir azalma gdstermistir.

Gadzovska vd. (2007), Hypericum perforatum’un hicre siispansiyonlarinda,
jasmonik asitin  (JA) farkli  konsantrasyonlarinin  fenilpropanoid ve
naftadiandronlar1 {iretme yetenekleri iizerine bir calisma yapmislardir. JA
uygulamasmin toplam fenolik igerigi ve flavanolleri 1-7 giln igerisinde,
flavonolleri ise 4-14 giin icerisinde 6 kat arttirirken, hiperisin ve pseudohiperisin

miktarini 4 giin sonra 2.4 kat arttirdigini rapor etmislerdir.

Pavlik vd. (2007), in vitro sartlarda sakkaroz, polietilen glikol (PEG), metil
jasmonat ve Agrobacterium tumefaciens’in Hypericum perforatum’un fidelerinin
morfolojisi ve sekonder metabolitlerinin (hiperisin ve hiperforin) Uretimi Uzerine
etkisini arastirmiglardir. Hiperisin ve hiperforin iiretimi kiiltiir ortamimna farkl
konsantrasyonlarda sakkaroz (10-30 g/L) ilavesi ile etkilenmistir. Sakkarozun(10-
30 g/L) varliginda PEG (1.25-5 g/L) ilavesi H.perforatum in vitro kiltirlerinde
hiperisin ve hiperforin tiretimini arttirmistir. Hiperisin ve hiperforin sentezi daha
yiiksek PEG (10 ve 15 g/L) konsantrasyonlarinda deneme bitkilerinin ¢ogu igin
degismemis ya da azalmigtir. Hiperisin ve hiperforin Gretiminin metil jasmonat ya
da A. tumefaciens’ uygulamasi ile stimule oldugunu bildirmislerdir.

Liu vd. (2007), H. perforatum’un sivi kiiltiirlerinde dort prekarsor (6ncil) (L-
fenilalanin, L-triptofan, sinnamik asit ve emodin) ve bir sinyal elisitorin (metil
jasmonat, MeJA), hiperforin ve hiperisinlerin (pseudohiperisin ve hiperisin)
tiretimi {izerine etkisini ¢aligmislardir. L-fenilalanin (75-100 mg/L ) hiperisinlerin
Uretimini arttirmis ama hiperforin miktarin1 azaltmistir. Hiperisin, pseudohiperisin
ve hiperforin konsantrasyonlar1 ortama L-triptofan(25-100 mg/L) ilave edildigi
zaman azalmistir. Bununla birlikte L-triptofan (50 mg/L ) MeJA (100 puM) ile
birlikte uygulandiginda hiperforin iiretimini 1.8 kat arttirmistir. Sinnamik asit ve

emodin hiperisinlerin iiretimini etkilememistir.

Namh vd. (2009), in vitro teknikler kullanilarak Hypericum triquetrifolium’da
hiperisin i¢erigini arttirmaya yonelik UV-C radyasyonun etkilerini arastirmiglardir.
H. triquetrifolium tohumlar in vitro kosullarda MS ortami {izerinde ¢imlendirilmis
ve elde edilen siirgiinler 0.25mg/LL BA ilave edilmis MS besi ortaminda
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cogaltilmistir. UV-C radyasyon farkli siirelerde H. triquetrifolium’a uygulanmustir.
15 dakikalik UV-C uygulamasi hiperisin igerigini arttirirken, UV-C 1gminin 60
dakikalik uygulamasi hiperisin miktarim1 azaltmistir. Arastiricilar UV-C
radyasyonun farkli parametrelerinin uygulamasma bagli olarak siirgiinlerde

morfolojik degisiklikler gozlemlediklerini bildirmislerdir.

Coste vd. (2011), Hypericum maculatum ve Hypericum hirsutum’un in vitro
stirgtin kilturlerinde 2iP (Izopentil adenin ), BA (Benzil adenin), Kinetin (KIN) ve
Naftalen asetik asit (NAA) bitki biuyime duzenleyicilerinin ve iki elisitériin
(jasmonik asit ve salisilik asit) bitki blyume ve sekonder metabolit Uretimi
(hiperisin, pseudohiperisin ve hiperforin) {izerine etkilerini arastrmislardir. BA
(0.4 mg/L) ya da Kinetin (0.4 mg/L) ile desteklenmis MS ortami tizerindeki
stirgiin kulttrlerinde H. maculatum’da hiperisinler ve H. hirsutum’da hiperforin
iiretimi artmigtir. Hiperforin ve hiperisinlerin konsantrasyonu her iki tiirde de TDZ
(0.4 mg/L) igeren MS ortaminda azalmistir. TDZ ayni zamanda rejenere olan
siirglinlerde hiperhidrik anomalilere ve nekrozise neden olmustur. Modifiye MS
ortaminda kiiltiire edilen H. maculatum’da hiperisinlerin iiretimi yaklasik iki ve H.
hirsutum stirgiinlerinde hiperforin {iretimi 6.16 kat artmustir. 50 uM SA H.
hirsitum’da hiperisin (7.98 kat) ve pseudohiperisin (13.58 kat) uretimini ve 200
uM SA uygulamasi ise H. maculatum’da hiperisin (2.2 kat) ve pseudohiperisin
(3.94 kat) iiretimini arttirmistir.

2.3. Sekonder Bilesiklerin Ekstraksiyonu ve Analizi ile lgili Cahsmalar

Li ve Fitzloff (2001), Hypericum perforatum diyet takviyelerinde ana bilesiklerin
(hiperisin, pseudohiperisin, hiperosid, rutin, kuersitrin, kuersetin, izokuersitrin ve
hiperforin) tespiti igcin bir RP-HPLC-DAD (ters faz-yiiksek basingli sivi
kromatografisi-fotodiyot dizi dedektor) metodu kullanmiglardir. Ornekler, diisiik
sicaklikta sonikasyon kullanilarak metanolle ekstrakte edilmistir. Iki asamali
sonikasyon (herbiri 30 dakika), H. perforatum o&rneklerindeki ana bilesiklerin
%99’undan daha fazlasimin geri kazanimimi saglamistir. Ana bilesikler, 60 dakika
su-asetonitril-metanol-trifluoroasetik asit gradiyenti kullanilarak RP-18 kolunu ile
ayrilmistir. Miktar lglimii, eksternal standartlar kullanilarak gerceklestirilmistir.
Arastiricilar H. perforatum metanolik ekstraktlariin stabilitesi ve numunelerin
hazirlanmasi genis Ol¢iide arastirmiglar ve o6zellikle H. perforatum metanolik
ekstraktlarindaki ana bilesiklerin (6zelliklede hiperisin ve pseudohiperisin)
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filtrasyon sirasinda denenen bazi filtreler tarafindan tutulmus olabilecegini

belirtmislerdir.

Ganzera vd. (2002), Hypericum perforatum’da hiperforin, flavonoidler ve
naftodiantronlarin analizleri i¢in bir metot tamimlamislardir. Metanolik bitki
ekstraktlarinin HPLC analizlerinde, 9 ana bilesik 35 dakikalik bir slirede ayrilmig
ve tanmimlanabilmistir. Optimum ayirma i¢in, mobil faz olarak 10 mM amonyum
asetat tamponu (pH 5.0) ve bir asetonitril/metanol karigimi kullanilmistir. Sabit
faz olarak bir Synergi MAX-RP 80 A kolon (C-12 materyal) kullanilmustir. Tespit
dalga boyu 270 nm’dir ve tanimlanan bilesikler bir LC-MS analizi ile de
dogrulanmistir. Arasgtiricilar ticari H.perforum dirlinlerini analiz etmis ve elde

edilen kalitatif ve kantitatif sonuclar1 tartismiglardir.

Avato ve Guglielmi (2004), Hypericum perforatum’un drog Orneklerindeki ana
bilesiklerin  (hiperisinler, hiperforinler ve flavonoidler) kantitatif olarak
belirlenmesi siirecinde farkli ekstraksiyon prosediirlerini denemislerdir. Total
hiperisin miktar1 UV ve HPLC ile tespit edilmistir. Metanolle (MeOH)
sonikasyon, biitiin ana metabolitleri temsil eden homojen bir drog Ornegi
saglamasi ve iiriin bozulmasini daha da azalttig: icin en iyi ekstraksiyon metodu
olarak sonug vermistir. Prosedir, ticari bir drog 6rnegi ile standardize edilmis ve
daha sonra giiney Italya’da gesitli lokalitelerden toplanan H. perforatum
bitkilerinde aktif metobolitlerin miktarini 6l¢mek i¢in uygulanmustir. Altamura (%
0.21) ve Casamassima (% 0.27) olarak adlandirilan iki drog 6rnegi 6zellikle

hiperisin bakimindan zengin bulunmustur.

Smelcerovic vd. (2006), H. perforatum’un direkt sonikasyonunu, geleneksel
maserasyon, indirekt sonikasyon, sokslet ekstraksiyonu ve hizlandirilmig solvent
ekstraksiyonu (ASE) ile karsilastirmis ve aragtirmislardir. Yiiksek segici sivi
kromatografisi/ardigik kiitle spektrometresi analizleri, arastirilan alt1 aktif bilesigi
(hiperisin, pseudohiperisin, hiperosid, rutin, kuersitrin ve hiperforin) direkt
sonikasyon ile elde edilen ekstraktlarin, diger metotlar ile elde edilen
ekstraktlardan onemli derecede daha fazla igerdigini gostermistir. Aktif bilesik
igerigi ultrasonik gii¢ 40’dan 60 Watt’a ¢ikarildigi zaman artmistir. Arastiricilar,
geleneksel maserasyon ile elde edilen ekstraktlarin, analiz edilen aktif bilesikleri
en diisiik oranda igerdigini ve sokslet ekstraksiyonununda ASE ya da indirekt
sonikasyona goére daha iyi sonug verdigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismada kullanilan Hypericum adenotrichum Spach, Guttiferae familyasina
ait Turkiye’de dogal olarak yayilis gosteren endemik ¢icekli bir bitkidir. Tiir, Batt
ve Orta Anadolu’da yayilis gosterip, genellikle 6.-7. aylarda ciceklenmektedir.
Bitki ¢ogunlukla, kuru otlak ve taglik yerlerde, 800-1900 m’de yetismektedir.
Bitki genel olarak soyle tanimlanmaktadir; “Govdeler 7-32 c¢m, dik ya da yatik
kalkik u¢lu (dekumbent) ya da nadiren yere yatmus. Yapraklar 7-26 mm
(kulakgiklarin disinda), oblong ya da oblanseolatdan lineara, siyah-glandular-

sacakli. Sepaller subekual (uzunluklari birbirlerine yakin), dar oblong, sivriden
yuvarlaga, siyah-glandular-sacakli. Petaller 9-15 mm, birka¢ glandular siliali ve
apekse yakin birkag yiizeysel siyah noktali. Kapsul 7-10 mm, ovoid (Robson,
1967) (Sekil 3.1, 3.2).

Sekil 3.1. H. adenotrichum’un dogal ortamindaki genel goériiniisi



23

Sekil 3.2. H. adenotrichum’un gigek yapisi ve salgi tiylerinin yakindan gériiniisii

3.2. YOontem

Hypericum adenotrichum’un doku kilturi teknikleri ile g¢ogaltilmasi ve in vitro
kosullarda sekonder metabolit degisiminin arastirilmast ile ilgili yaptigimiz
caligmalar 9 ana baglikta sunulacaktir. Bunlar:

e Invitro galismalar i¢in yapilan 6n hazirliklar

e Invitro cimlenme denemeleri

e Bitkisel materyalin hazirlanmasi ve in vitro kulturd

e  Aksiller siirgiin gogaltimi denemeleri

e Adventif ve aksiller surgtnlerin koklendirilmesi denemeleri

e Koklendirilen bitkilerin dig ortama aligtirilmasi

e Invitro fidelere stres ve elisitor uygulamasi denemeleri

e Elisitor ve strese maruz birakilan fidelerin sekonder metabolit igeriklerini

HPLC yontemi ile analiz edilmesi denemeleri
e Verilerin degerlendirilmesi
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3.2.1. In vitro Calismalar I¢in Yapilan On Hazirhklar
3.2.1.1. Bitkisel materyalin toplanmasi

Calisma materyalimiz olan H. adenotrichum bitkisinin tohumlar1 ve vejetatif
kisimlari, bitkinin dogal yayilis gosterdigi Karincali Dagi’ndan (Karacasu,
AYDIN) yaklagik 1400 metreden (GPS: N 37 41609, E 0,2834 051)
toplanmistir. Bitkinin vejetatif kisimlart 2008 ve 2009 yillarinin Mart-Nisan
aylarinda, tohumlar ise ayni yillarin Temmuz ayinda yapilan arazi ¢alismalarinda
dogal yasama ortamindan toplanarak laboratuar ortamia getirilmistir. Vejetatif

kisimlar ve tohumlar ile ilgili calismalara hemen baglanmustir.

3.2.1.2. Alet, ekipman ve ¢alisma ortaminin sterilizasyonu

Tohumlarin ve vejetatif kisimlarin sterilizasyonu ve kulture edilmesi ile ilgili
caligmalar laminar hava akiml steril ¢aligma kabini igerisinde gergeklestirilmistir.
Kabinin i¢ ve dis kismi ¢aligmaya baslamadan 6nce %70’lik etil alkol (EtOH) ile
silinmis ve ardindan kabin igerisinde bulunan UV lambasi bir saat sire ile
caligtirilmigtir.  Tohum sterilizasyonu ve ekimi sirasinda kullanilan biitiin
malzemeler ya alimiinyum folyo ile sarilarak ya da agizlar1 alimiinyum folyo ile
kapatilarak 105 kPa basing altinda 121 °C’ta 15 dakika boyunca otoklavda sterilize
edilmis ve otoklavlama sonrasi malzemeler miimkiin oldugunca hizli bir sekilde
laminar hava akiml kabin igerisine alinmiglardir. Kabinde ¢alismaya baslamadan
once el ve kollarin kabin igerisine giren kisimlari sabunlanarak yikanmis daha
sonra %70’lik alkol ile de yikanmustir. Eksplantlarin sterilizasyonu ve ekimi
sirasinda kabin igerisinde bulunan bek yakilarak kullanilan bazi malzemeler zaman

zaman atesten gecirilmis ve miimkiin oldugu kadar atese yakin ¢alisilmistir.

3.2.1.3. Besi ortamlarinin hazirlanmas ve sterilizasyonu

Sterilizasyonu saglanan tohumlarin ¢imlenme denemeleri igin MS temel ortanu
(Murashige ve Skoog, 1962) tam olarak, farkli oranlarda seyreltilmis MS ortami1
(*2 MS, ¥4 MS ), B5 (Gamborg vd., 1968) ve Galzy (Galzy, 1964) vitaminleri ile
desteklenmis MS ortami kullanilmistir. Yaprak eksplantlarimin organogenez

caligmalar1 i¢in ise farkli biiylime diizenleyicileri ile desteklenmis MS ortami
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temel besin ortami olarak kullanilmigtir (Cizelge 3.1). Ortamlarin hazirlanmasi
sirasinda kullanilan makro elementler, mikro elementler, aminoasitler ve
vitaminler dnceden stok c¢ozeltiler halinde hazirlanmistir. Makro elementlerin stok
cozeltilerinde 20 mL igerisinde, 1 litre ortam icin gerekli miktar bulunacak
bicimde 200 mI’lik, mikro elementler, aminoasitler ve vitaminler icin ise 5 mL
icerisinde, 1 litre ortam igin gerekli miktar bulunacak bicimde 50 mL’lik stoklar
halinde hazirlanarak koyu renkli siselerde +4 °C’ta buzdolabinda karanlikta

muhafaza edilmistir.

Yaprak eksplantlarinin organogenez calismalarinda kullanilan bitki biiylime
diizenleyicileri i¢in de stok ¢ozeltiler hazirlanmigtir. Biyume diizenleyicilerinden
Naftalen asetik asit (NAA), Benzil adenin (BA) ve Kinetin (KIN) sodyum
hidroksit (NaOH) ile Thidiazuran (TDZ) potasyum hidroksit (KOH) ile ve 1AA
(Indol-3-asetik asit), IBA (indol-3-butirik asit) ve 2,4-D (2,4-Diklorofenoksi asetik
asit) etil alkol (EtOH) ile ¢6zdiiriilmiistiir. Stok ¢ozeltiler gogunlukla 5 mL’sinde 1
mg/L madde olacak sekilde 25-30 mL olarak hazirlanmis ve ¢6zeltilerin pH’1 5.0’a
ayarlanarak koyu renkli siselerde +4 °C’ta karanlikta saklanmigtir. Kullanilacak
bitki biiylime diizenleyicilerinden istenilen miktar mikropipet yardimi ile ¢ekilerek
ortamlara ilave edilmistir.

Makro ve mikro besin elementleri, vitaminleri, aminoasitleri, bitki buyime
diizenleyicileri ve diger bilesenleri tamamlanan besi ortamina istenilen miktarda
sukroz tartilarak (30 g/L ) ilave edilmis ve sollisyonun hacmi, distile su ile son
hacime yakin bir hacime tamamlanmistir. Ortamlarin pH’s1 0.1 M NaOH ve 0.1 M
HCI cozeltileri ile (Barnes, 1979; Fonnesbech ve Fonnesbech, 1980) 5.8’e
ayarlanmistir. Hazirladigimiz besi ortamimi katilagtirmak igin ortama 8 g/L agar
agar (Sigma) ilave edilmis ve besi ortaminin hacmi distile su ile son hacime
tamamlanmustir.

Kiiltir ortamlarin1 homojenize etmek igin, 95 °C sicakliga ayarlanmis calkalamali
sicak su banyosu kullanilmigtir. Kiiltiir ortamlari, altin saris1 bir renk alana kadar
su banyosunda bekletilerek homojenize edilmistir. Kiiltiir ortamlari, homojen hale
geldikten sonra, 190 cc’lik etiketli cam kavanozlara 30-35 ml olacak sekilde
dokiilmiistiir. Agz1 iyice kapatilmis kavanozlar, 15 dakika suresince 121 °C’ta 105
kPa basing altinda otoklavda tutularak steril edilmistir. Steril edilen besi ortamlari,
otoklavdan ¢ikarildiktan sonra uygun bir yerde sogumaya birakilmis ve karanlikta

muhafaza edilmistir.
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3.2.1.4. Kontaminasyonun erken tespiti

Tohumlarin ve yaprak eksplantlarinin sterilizasyonu i¢in uygulanabilecek
minimum sterilizant konsantrasyonu ve minimum sterilizasyon stresini belirlemek
ve ayrica kontaminasyon kaynakli besi ortami ve tohum kaybini engellemek amaci
ile kontaminasyonun erken tespitine yonelik olarak Patates Dekstroz Agar (PDA,
Sigma) ortam1 kullanilmistir. Patates dekstroz ortami, pek ¢ok mikroorganizmanin
(bakteri, maya ve fungus) tespiti i¢in kullanilabilmektedir (Razdan, 2003). Bu
ortam hazirlanirken 39 g PDA tartilarak 1000 ml hacimli bir erlene konulmug daha
sonra Uzerine distile su eklenerek son hacmi 1000 ml’ye tamamlanmigtir. Cozelti
manyetik karigtiricida homojen hale getirildikten sonra 190 cc’lik etiketli cam
kavanozlara 30-35 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Agz1 kapatilan kavanozlar,
otoklavda 121 °C’ ta 105 kPa basing altinda 15 dakika siireyle steril edilmistir.
Sterilizasyon sonrast kavanozlar otoklavdan ¢ikarilmis ve kullanilana Kkadar

karanlik bir dolapta muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. H. adenotrichum’un in vitro g¢alismalarinda kullanilan temel besi

ortamlart
Bilesenlerin kiiltiir ortamlarindaki konsantrasyonlar:
Bilesenler (mg/L) VS IS
1 2 4 1
MS Yo MS Y4 MS MS/B5 /B5 /B5 Ys MS/Galzy
Makro
Elementler
NH4NO; 1650 825 412.5 1650 825 412.5 4125
KNO; 1900 950 475 1900 950 475 475
CaCl,.2H,0 440 220 110 440 220 110 110
MgS0..7H0 370 185 92.5 370 185 92.5 92,5
KH,PO, 170 85 425 170 85 425 425
Mikro
Elementler
MnSO,.4H,0 22.3 22.3 22.3 22.3 22.3 22.3 22.3
Kl 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83
H3;BO; 6.2 6.2 6.2 6.2 6.2 6.2 6.2
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ZnS04.7H,0 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6
Na,Mo00,.2H,0 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
CuS0,4.5H,0 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
Na, EDTA 37.3 37.3 37.3 37.3 37.3 37.3 37.3
FeSO,.7H,0 27.8 27.8 27.8 27.8 27.8 27.8 27.8
Vitaminler ve
Aminoasitler
Myo-inositol 100 100 100 100 100 100 10
Nikotinik asit 0.5 0.5 0.5 1 1 1 1
Pridoksin-HCI 0.5 0.5 0.5 1 1 1 1
Thiamin-HCI 0.1 0.1 0.1 10 10 10 1
Biotin - - - - - - 0.01
Ca-pantetonat - - - - - - 1
Glisin 2 2 2 - - - 2
Diger
Bilesenler

Sakkaroz 309 30g 309 30g 30g 30g 30
Agar 8g 8g 8g 8¢g 8¢g 8¢ 8¢9
pH 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8 5.8

3.2.2. In vitro Cimlenme

3.2.2.1. Tohum doluluk ve canlhilik oranlarmin belirlenmesi

Yapilan morfolojik gozlemler sirasinda tohumlarin biiytlik bir kisminin bos oldugu

saptanmis ve bu durumun sayisal olarak da degerlendirilmesi gerektigi

diisiincesinden hareketle tohum doluluk orani belirlenmistir. Bunun igin rastgele

100 tohum secilmis ve tohumlar stereo mikroskop altinda ikiye boliinerek iginde

embriyo olup olmamasina gore tohum doluluk orani yiizde olarak belirlenmistir.
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Tohumlarin bos ve dolu olarak degerlendirilmesine iliskin morfolojik gdzlemler,
tohumlarin yiizdiiriilme metodu ile de desteklenmeye calisilmigtir. YUzdirme
metodu, su ya da baska bir sivida yogunluk farkina gore bos, dolu ve mekanik
olarak zarar gérmiis tohumlarin ayrilmasinda kullanilmaktadir (Schmidt ve Joker,
2001). Bu amagla, 100’er adet tohum, 4 tekrarli olarak asagidaki islemlerden
gegcirilmistir: Tohumlar 6ncelikle igerisinde distile su bulunan bir behere alinmig
ve yaklagik 30 dk sure sonunda dolu oldugu diigiiniilen tohumlarin kabin dibine
¢okmesi beklenmistir. Islem sirasinda beherde distile su icerisinde bulunan
tohumlar belirli araliklarla bir cam baget ile karistirllmistir. 30 dakikalik siire
sonunda suyun yiizeyinde kalan tohumlar bir stizge¢ yardimi ile uzaklastirilmisgtir.
Bdylece suyun yuzeyinde kalan tohumlar (ylizen), kavanozun dibine ¢tken (batan)
tohumlardan ayrilmigtir. Sonuglar % olarak degerlendirilmistir.

Dolu oldugu diisiiniilen tohumlar 6ncelikle tohum canlilik testine tabi tutulmustur.
Bu amag dogrultusunda tohumlara Tetrazolium testi (ISTA, 1999; Agrawal, 1986)
uygulanmigtir. Tetrazolium testinde tohumlarin canlihigi, 2,3,5-trifeniltetrazolium
kloriir (TTC) ¢ozeltisinde belli bir siire tutulan embriyolarin boyanma derecesi
(kirmiz1 renk) ile saptanir. Tohum canlilik testi i¢in dncelikle % 1’lik TTC
cozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra i¢i dolu olan tohumlarin bir yarisi jilet
yardimiyla uzaklastirilmis ve geriye kalan yarilan bir petriye alinmistir.
Tohumlarin {izerine 6nceden hazirladigimiz % 1°lik TTC ¢ozeltisi dokiilmiis ve 24
saat boyunca karanlikta beklemeye birakilmistir. 24 saat sonrasinda embriyolarin

boyanip- boyanmamasina gore canli tohum sayisi yiizde olarak belirlenmistir.

3.2.2.2. Tohumlarin sterilizasyonu

Tohumlar i¢in uygun bir sterilizasyon prosediirii belirlemek amact ile farkli
sterilizasyon denemeleri yapilmistir. Amag¢ embriyoya zarar vermeden tohumu
mikroorganizmalardan arindirmaktir. Tohumlar ile ilgili ¢aligmalarda tohumlara
kesinlikle ¢iplak elle dokunulmamis ve mutlaka eldiven kullanilmistir. Tohumlar
oncelikle ¢atlamig tohum kapsillerinin icerisinden ¢ikarilmis ve daha sonra ¢esme
suyu altinda yaklasik yarim saat yikanarak kaba kirlerinden arindirilmistir. Bu
islemden sonra tohumlar Cizelge 3.2’de de belirtildigi gibi sirasi ile % 70 lik etil
alkol ve 1-2 damla Tween 80 ilaveli ticari NaOCI (% 4.5 ‘lik Sodyum hipoklorit)
ve % oraninda sulandirilmis ticari NaOCI (% 2.25°lik Sodyum hipoklorit) ile
belirli stirelerde muamele edilerek steril edilmeye c¢alisilmigtir. Tohumlar daha
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sonra 3 kez steril distile su ile durulanarak Patates Dekstroz Agar (PDA) ortamina
ekilmistir. Denemeler her bir ortama 4 eksplant olmak iizere 4 tekrarli olarak
yapilmistir. Kultlrler 37 °C’ta ayarlanmis etiivde 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kontaminasyon ytzdeleri belirlenmistir.

Cizelge 3.2. Tohumlar i¢in uygulanan sterilizasyon islemleri

%70’lik Etil Alkol (30 saniye) %70’lik Etil Alkol (1 dakika)
%645 ik % 2.25°lik NaOCI 7645 ik % 2.25°lik NaOCI
NaOCI NaOCI
2.5dk 2.5dk 2.5dk 2.5dk
5 dk 5 dk 5 dk 5 dk
7.5 dk 7.5 dk 7.5 dk 7.5 dk
10 dk 10 dk 10 dk 10 dk

3.2.2.3. Tohumlarin kiiltiire edilmesi

Yapilan 0n denemelerde ¢imlenmenin saglanamamasi, H. adenotrichum
tohumlarinin ¢imlenme igin 6zel istekleri oldugunu ya da bir dormansiye sahip
olabilecegini diisiindlirmektedir. Bilindigi gibi ¢imlenmenin gerceklesmesinde
sicaklik, nem, oksijen, 151k gibi bir takim temel faktdrler rol oynamaktadir. Bu
temel faktorler g6z Oniine alinarak, in vitro ¢imlenmeyi ve ayrica biiylime ve
gelismeyi tesvik etmek igin; soguk uygulamasi (stratifikasyon), farkli sicaklik
uygulamalari, farkli 1sik kosullar1 ve farkli kiiltiir ortamlar1 denenmistir.
Dormansiyi kirma yollarindan biri olan stratifikasyon siirecinde tohumlar 2 ay
boyunca + 4 °C’ta tutulmustur. Tohum g¢imlenmesi ve gelisimi lizerine sicakligin
etkisini arastirmak igin, 15, 18, 22 ve 25 °C inkiibasyon sicakliklar1 ve 1s18in
etkisini aragtirmak igin ise 16/8 fotoperiyot ve tamamen karanlik kosullar
denenmistir. Ayrica H. adenotrichum tohumlarinin ¢imlenmesi ve fide geligimi
tizerine, farkli tuz ve vitamin Kkonsantrasyonlarina sahip in vitro Kkultlr
ortamlarindan MS, ¥2 MS, ¥4 MS, MS/B5, Y2 MS/B5, ¥ MS/B5 ve ¥ MS/Galzy
ortamlarinin etkisi test edilmistir. %2 MS, ¥4 MS ortamlar1 sirastyla, MS makro
tuzlarinin %, % oraninda azaltilmasi ile hazirlanmistir. %2 MS/B5, Y4 MS/B5

ortamlar1 sirastyla, MS makro tuzlarinin %, Y4 oraninda azaltilmasi ve MS
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vitaminleri yerine B5 ortamina ait vitamin konsantrasyonlarinin ilave edilmesi ile
hazirlanmistir. ¥2 MS/Galzy ortam1 MS makro tuzlarinin ¥4 oraninda azaltilmasi ve
MS vitaminleri yerine Galzy vitamin konsantrasyonlarinin ilave edilmesi ile

hazirlanmustir.

Caligmalarimiz sirasinda oncelikle tohumlar yiizen ve batan tohum olmak tzere 2
gruba ayrilmistir. Bu iki grup tohuma sterilizasyon isleminden sonra, Soguk
uygulamast, farkli sicaklik ( 15, 18, 22 ve 25 °C), 151k (fotoperiyot, karanlik ortam)
ve farkli besi ortamlar1 (MS, %2 MS, ¥4 MS, MS/B5, % MS/B5, ¥4 MS/B5 ve Y4
MS/Galzy) birbiri ile kombine edilecek sekilde uygulanmistir. Boylece H.
adenotrichum tohumlarinin ¢imlenme ve fide gelisimi i¢in en uygun kosullarin
belirlenmesine c¢aligilmigtir. Her bir deneme igin 20 tohum kullanilmig ve

denemeler 3 tekrarli olarak yapilmistir.

3.2.3. Bitkisel Materyalin Hazirlanmasi ve In Vitro Kultiru
3.2.3.1. Bitkisel materyallerin sterilizasyonu

Bitkilerin vejetatif kisimlar1 dogal ortamlarindan toplandiklar giin hemen kiiltiire
almma islemlerine baglanmistir. Denemelerde yapraklar eksplant olarak
kullanilmistir. Oncelikle bitkisel materyal icin uygun bir sterilizasyon prosediirii
belirlemek amaci ile sterilizasyon denemeleri yapilmigtir. Amag yaprak
eksplantlarina zarar vermeden yapragi mikroorganizmalardan arindirmaktir.
Calismalar sirasinda vejetatif bitki kisimlaria kesinlikle ¢iplak elle dokunulmamais
ve mutlaka eldiven kullanilmistir. Yapraklar sterilizasyona tabi tutulmadan 6nce
akan c¢esme suyu altinda yaklagik yarim saat yikanarak kaba kirlerinden
arindirilmustir.  Yaprak eksplantlarinin  sterilizasyonu igin yapraklar Cizelge
3.3’den de goriilebilecegi gibi sirasi ile 30 saniye % 70’lik EtOH ve 1-2 damla
tween 80 ilaveli ticari NaOCI (% 4.5 ‘lik Sodyum hipoklorit) ve cesitli oranlarda
sulandirilmus (1/2, 1/3, 1/4) ticari NaOCI ile belirli strelerde muamele edilerek
steril edilmeye calisilmistir. Yapraklar 3 kez steril distile su ile durulandiktan
sonra yaklastk 1 cm”lik pargalara ayrilarak PDA ortamlarma aktarilmustir.
Denemeler her bir ortama 4 eksplant gelecek sekilde 4 tekrarli olarak yapilmistir.
Kiiltirler 37 °C’ta ayarlanmis etiivde 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi
sonunda kontamine eksplant yiizdeleri belirlenmistir.
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Cizelge 3.3. Yaprak eksplantlari i¢in uygulanan sterilizasyon denemeleri

%70’lik Etil Alkol (30 saniye)

% 4.5 ‘lik % 2.25°lik % 1.5°lik % 1.125°lik
NaOCl NaOClI NaOCl NaOClI
2.5 dk 2.5 dk 2.5dk 2.5 dk

5dk 5dk 5dk 5dk
7.5 dk 7.5 dk 7.5 dk 7.5 dk
10 dk 10 dk 10 dk 10 dk

3.2.3.2. Eksplantlarmn kiiltiire edilmesi

Sterilizasyon denemeleri sonucunda en uygun sterilizant konsantrasyonu ve stresi
belirlendikten sonra sterilize edilen yapraklar makas ve bistiiri yardimu ile yaklasik
0.5 cm’lik pargalara ayrilarak kallus, direkt veya indirekt organogenezis siirecinin
baslatilmasi i¢in farkli tip ve miktarlarda bitki biiylime diizenleyicileri igeren besi
ortamlarinda kiiltiire edilmislerdir.

Denemelerde Murashige & Skoog (MS) (1962) besi ortami temel ortam olarak
kullanilmis ve bu ortam kallus, direkt veya indirekt organogenezis silirecinin
baslatilmasi igin ¢esitli tip ve konsantrasyonlarda oksin ve sitokinin grubu bitki
bliyiime diizenleyicileri ile desteklenmistir. Denemelerimizde sitokinin olarak
Benzil adenin (BA), Thidiazuran (TDZ) ve Kinetin (KIN), oksin olarak 2,4-
Diklorofenoksi Asetik Asit (2,4-D) ve Naftalen Asetik Asit (NAA) gibi bitki
bliyiime diizenleyicileri kullanilmustir. Bunlardan BA, NAA, KIN ve 2,4-D etkili
konsantrasyon araliklarina uygun olarak 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4 ve 5 mg/L
konsantrasyonlarinda, TDZ ise 0.001, 0.01, 0.1, 05 ve 1 mg/L
konsantrasyonlarinda MS ortamina ilave edilmistir. Ayrica TDZ, BA ve KIN,
NAA’nin 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4 mg/L konsantrasyonlar1 ile kombineli olarak
kullanilmastir. In vitro ¢alismalar sonucunda elde edilen kalluslar indirekt adventif
slirgiin gelisimini tegvik etmek amaciyla 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4 mg/L KIN ve 0.1, 0.5,
1,2, 3,4 mg/L BA igeren MS ortamlarina alinmistir.
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Denemelerde eksplantlar her besi ortamina 4 eksplant gelecek sekilde kiiltiire
edilmis ve tiim denemeler 5 tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Kiiltiirler 24+2 °C
sicaklikta ve 16/8 fotoperiyod kosullart altinda inkiibe edilmistir. Kiiltiirler 4
haftalik araliklarla alt kiiltiir edilmis ve 8. haftanin sonunda eksplantlardan
kalluslarin indiiksiyonu, direkt ve indirekt adventif siirgiin sayilar1 kaydedilmistir.
Eksplantlardan direkt ve indirekt yollarla rejenere olan adventif surginler,
boylarmin uzamasi i¢in bitki biyume dizenleyicisi icermeyen MS ortamina
aktarilmistir. Yaklagik 2-2.5 cm boyuna ulasan adventif siirgiinler hem koklenme
hem de aksiler siirgiin ¢ogaltimi ¢alismalarinda kullanilmstir.

3.2.4. Aksiller Stirgiin Cogaltim

Adventif siirglin ¢ogaltimi denemelerinden elde edilen siirglinler baslangig
eksplant1 olarak kullanmilmustir. Stok kiiltlirlerden ayrilan tekli siirgiinler, aksiller
slirgiin ¢ogaltimi denemeleri i¢cin KIN ve BA’nin 0,1, 0,5, 1, 2, 3, 4 ve 5 mg/L
konsantrasyonlarini igeren MS besi ortamlarina aktarilmiglardir. Denemeler her
kavanoza 4 eksplant gelecek sekilde kiiltiire edilmis ve tiim denemeler 5 tekrarli
olarak gergeklestirilmistir. Kiiltlirler 24+2 °C’ta 16/8 fotoperiyod kosullar1 altinda
inkiibe edilmistir. Kiiltiir baglangicindan yaklagik 4 hafta sonra olusan aksiller
siirglin sayilart kaydedilmistir. Aksiller siirgiinler, boylarinin uzamasi i¢in daha
sonra hormonsuz MS ortamina aktarilmis ve 2-3 cm boyuna ulasan siirgiinler

koklendirme denemeleri i¢in kullanilmistir.

3.2.5. Adventif ve Aksiller Sturgunlerin Koklendirilmesi Denemeleri

In vitro ¢ogaltim denemeleri sonucu elde edilen yaklasik 2-3 ¢cm uzunlugundaki
adventif ve aksiller siirglinler, koklendirme c¢alismalarinda kullanilmisgtir.
Koklendirme ¢aligmalarinda MS, makro % MS ve makro ¥4 MS besi ortamlari
temel ortam olarak kullanilmis ve bu ortam koklendirme siirecinin baslatilmasi
icin g¢esitli  tip ve konsantrasyonlarda oksinler ile desteklenmistir.
Denemelerimizde IBA, IAA ve NAA koklendirmeyi tesvik edici biiylime
diizenleyicileri olarak kullamilmistir. Etkili konsantrasyon araliklarma uygun
olarak IAA 0.01, 0.1, 0.5, 1, 2, 3 mg/L, IBA 0.1, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 mg/L ve
NAA 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4 ve 5 mg/L olarak besi ortamlarina ilave edilmistir.
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3.2.6. Koklendirilen Bitkilerin Dis Ortama Alistirilmasi

Surgunlerin koklendirilmesi ile elde edilen bitkicikler iginde bulunduklart kiiltiir
ortamindan alinarak dis ortama alistirma ¢aligmalarina baglanmustir. Bitkiciklerin
kok kisimlari musluk suyu ile iyice yikanarak besi ortami kalintilarindan
temizlenmistir. Bitkicikler daha sonra kigik saksilara dikilmislerdir. Bitkicikler
dis ortama adaptasyonlarinin saglanabilmesi icin ilk etapta Uzerleri naylon torba
ile ortiilmiistir. Saksidaki bitkicikler iklim odasinda 16/8 fotoperiyot kosullarinda
biyltilmeye devam edilmistir. Bitkiciklerin Ostlindeki naylon torba kademeli
birgekilde bitkinin iizerinden alinmistir. Naylon torba ilk giinlerde giinde 1-2 saat
daha sonra 4-5 saat 3 hafta sonunda tamamen kaldirilarak geng bitkicikler ortam
sartlarina alistirilmig ve hayatta kalanlarin orani tespit edilmistir. Yaklagik 1 ay
sonra H. adenotrichum tiiriine ait geng bitkiciklerden hayatta kalanlarin saksilari
degistirilerek dis ortama aktarilmigtir.

3.2.7. In vitro Stres ve Elisitor Uygulamalari

H. adenotrichum bitkisinin sekonder metabolitlerinin (hipersinler ve flavonoidler)
degisiminin aragtirilmasina yonelik olarak, in vitro kosullarda ¢imlendirilen
tohumlardan elde edilen fideler, baz1 stres ve elisitor uygulamalarina maruz
birakilmistir. Sukroz ve Polietilen glikol (PEG) bitkide su ve kuraklik stresini
tetiklemek, Krom (Cr) agir metal stresi olusturmak ve pektin ve mannan ise
biyotik elisitorler olarak fidelere uygulanmistir.

3.2.7.1. Sukroz uygulamasi

H. adenotrichum fideleri, 15, 30, 45, 60 g/L. sukroz konsantrasyonlarina sahip Y4
MS/Galzy ortamlarinda 22+1 °C’ta, 16/8 fotoperiyot kosullar1 altinda 15 ve 30
giin boyunca kiiltiire edilmistir.

3.2.7.2. Polietilen glikol (PEG, 6000) uygulamasi

H. adenotrichum fideleri, 2.5, 10, 15 g/L PEG (6000) konsantrasyonlarina sahip
Y MS/Galzy ortamlarinda 22+1 °C’ta, 16/8 fotoperiyot kosullari altinda 15 ve 30

giin boyunca kiiltiire edilmistir. PEG distile suda igerisinde manyetik karistiricida
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biraz 1sitildiktan sonra ¢ozlinmiistiir. Coziinen PEG ortamlara otoklavlanmadan

once ilave edilmigtir.

3.2.7.3. Cr (IV) uygulamasi

H. adenotrichum fideleri, 0.01 mM (2,98 mg/L) ve 0.1mM (29,8 mg/L) Krom Cr
(VD) konsantrasyonlarina sahip %4 MS/Galzy ortamlarinda 22+1 °C’ta, 16/8
fotoperiyot kosullari altinda 15 ve 30 giin boyunca kiiltiire edilmistir. Krom,
Sodyum dikromat olarak uygulanmistir. Sodyum dikromat direkt distile suda
¢oziiliip ortamlara otoklavlanmadan ilave edilmistir.

3.2.7.4. Pektin uygulamasi

H. adenotrichum fideleri, 10, 50, 100 mg/L pektin konsantrasyonlarina sahip Y4
MS/Galzy ortamlarinda 22+1 °C’ta, 16/8 fotoperiyot kosullar1 altinda 15 ve 30
giin boyunca kiiltiire edilmistir. Pektin direkt suda ¢oziiliip ortamlara

otoklavlanmadan 6nce ilave edilmistir.

3.2.7.5. Mannan uygulamasi

H. adenotrichum fideleri, 10, 50, 100 mg/L mannan konsantrasyonlarina sahip %
MS/Galzy ortamlarinda 22+1 °C’ta, 16/8 fotoperiyot kosullar1 altinda 15 ve 30
giin boyunca kiiltiire edilmistir. Mannan direkt suda c¢oziiliip ortamlara

otoklavlanmadan once ilave edilmistir.

3.2.7.6. Fidelerin hasat edilmesi ve saklanmasi

Farkli stres kosullar1 veya elisitorlere maruz birakilmig olan fidelerin bir kismu 15.
bir kismi ise 30. glinde ortamlardan alinmistir. Fidelerin kok kisimlar1 kesilmis ve
kok istli kisimlari 6nce aliiminyum folyo ile sarilmig ve etiketlenerek Kkilitli
posetler igerisine konmustur. Daha sonra 6rnekler sivi azot i¢inde dondurulmus ve

analizlerinin yapilacagi zamana kadar -80 °C’ta depolanmustir.
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3.2.8. Sekonder Metabolitlerin Analiz Edilmesi

In vitro da belirli siirelerde gesitli stres ve elisitor uygulamalarina maruz birakilan
ve -80 °C’ta depo edilen fideler oncelikle liyofilize edilmistir. Liyofilize
orneklerin daha sonra sonikatér yardimi ile ekstraksiyon islemleri
gerceklestirilmistir. Ekstrakte edilen &rnekler, bitkideki sekonder metabolit
degisimini belirlemek i¢cin HPLC cihaz1 ile analiz edilmistir. Analiz igin
Hypericum tdrlerinin  en ¢ok calisilan bilesiklerinden olan, hiperisin,
pseudohiperisin ve bazi flavonoidler (rutin, hiperosid, izokuersitrin, amentoflavon)
olmak tiizere toplam 6 bilesik secilmistir.

3.2.8.1. Orneklerin liyofilizasyonu (dondurarak kurutma)

-80 °C’ta depolanan fideler, falkon tiipler igerisine yerlestirilmis ve falkon tiiplerin
agizlan tiilbent bezi ile kapatilmistir. Daha sonra 6rneklerin igerisinde bulundugu
bu tiipler liyofilizator cihazinin igerisine yerlestirilmis ve -55 °C’ta 48 saat
boyunca Orneklere liyofilizasyon islemi uygulanmustir. Liyofilize olan ornekler,
ekstraksiyonlar1 yapilanadek -20 °C’ta saklanmustir.

3.2.8.2. Orneklerin ekstraksiyonlari

Orneklerin ekstraksiyonu igin, Li ve Fitzloff (2001), Ganzera vd. (2002), Avato
ve Guglielmi (2004), Smelcerovic vd. (2006) arastiricilarina ait ¢aligmalardan
faydalanilmis, tiim bu g¢alismalarin en verimli sonuglar1 degerlendirilerek yontem
modifiye edilmis ve asagidaki ekstraksiyon basamaklar: takip edilmistir:

1. Liyofilize 6rnekler ogitiilerek toz haline getirilmis ve kullanilincaya dek -20
°C’ta karanlik kosullarda saklanmaistir.

2. 100 mg toz oOrnegin ekstraksiyonu icin 4 mL HPLC safliginda metanol

kullanilmigtir.

3. 100 mg toz bitki 6rnegi agirlig1 hesaplanmis propilen vidah kapakli 10 ml’lik
borosilikat amber cam tlp icerisine alinmis ve 30 dakika los 1sikta soguk su
banyosu icerisinde bir sonikator kullanarak 4 mL metanolle ekstrakte edilmistir.
Sonikasyon sirasinda direkt sonikasyon yontemi kullanilmig ve direkt sonikasyon
20 kHz’da 60 W gii¢ degerinde gergeklestirilmistir.
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4. Karigim 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant (iist sivi) 10
ml’lik hacimli balona aktarilmigtir.

5. Tiipteki kalan kisim (pellet), yukarida tanimlandig1 gibi 4 ml metanolle 2. kez
ekstrakte edilmis ve slipernatant dnceki siipernetant ile birlestirilmistir.

6. Ekstraktlar bir vakum santrifij cihazi kullanarak konsantre edilmistir.
7. Konsantre ekstraktin hacmi metanolle tekrar 4 mL’ye tamamlanmistir.

8. 5 mL’lik steril siringalara ¢ekilmis 4 mL’lik ekstraktlar daha sonra sirmgalarin
ucuna takilan PTFE (0.45 um, ValuPrep 25 mm, Pall) filtrelerden gegirilerek 1,5
mL’lik borosilikat amber cam viallere aktarilarak porsiyonlara ayrilmis ve HPLC
analizine kadar -20 C’ta saklanmistir. Miimkiin oldugu kadar bltin ekstraksiyon
prosediirii giin 15181ndan korunarak gercgeklestirilmis.

3.2.8.3. HPLC analizleri
HPLC cihazinin bilesenleri

Butun o6rneklerin HPLC analizleri, Agilent 1100 HPLC sistemi Uzerinde
gergeklestirilmigtir. Dedektor olarak DAD (Diode Array Detector) (G1315B)
kullanilmigtir. HPLC cihazinin diger bilesenleri sunlardir: Mobil faz gaz giderici
(Agilent 1100), LC Pompa (Agilent, 1100), Otomatik drnekleyici (Agilent 1100,
G1313), Kolon firin1 (Agilent 1100, G1316A). Ayirma kolonu olarak Synergi
MAX-RP 80 A kolon (150 x 4.6 mm i.d.; 4 um; Phenomenex) kullanilmustir.
Kullanilan kolon C12 materyaline sahiptir.

Kullanilan standartlar, kimyasallar ve soliisyonlar

Hiperisin (carl-roth), pseudohiperisin (carl-roth), rutin (carl-roth), hiperosid (carl-
roth), izokuersitrin (carl-roth), amentoflavon (carl-roth) bilesikleri standart olarak
kullanilmigtir. Mobil fazlarin hazirlanmasi sirasinda kullanilan glasiyel asetik asit
(Carlroth), Asetonitril (Fluka), Metanol (Sigma-Aldrich) ve Amonyum nitrat
(Sigma) HPLC safligindadir. Mobil faz A (10 mM amonyum asetat tamponu) ve
Mobil faz B (asetonitril ve metanol (9:1)) olmak {izere iki mobil faz kullanilmistir.
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Standartlarin ana stoklarinin hazirlanmasi

Hiperisin, pseudohiperisin, rutin, hiperosid, izokuersitrin, amentoflavon
bilesiklerinin herbiri i¢in, 15 mL’lik koyu renkli cam siselerde metanolle 100
ppm’lik 10mL stok soliisyonlar hazirlanmistir. Stok solusyonlarin ¢6ziiniirliigiinii
arttirmak i¢in hazirlanan stoklar, sonikator banyosunda 5 dakika sonike edilmistir.
Stoklar + 4 °C’ta saklanmustir. Stoklar kullanilmadan &nce her seferinde su
banyosunda 1-2 dakika sonike edilmistir.

Standart karisimi icin ana stogun hazirlanmasi

Hiperisin, pseudohiperisin, rutin, hiperosid, izokuersitrin, amentoflavon
bilesiklerinin herbirini 10 ppm igerecek sekilde standart karisimi stogu 10 mL’lik
koyu renkli cam siselerde 5 mL olarak hazirlanmistir. Standart karisim stogu + 4
°C’ta saklanmigtir. Stok kullanilmadan 6nce her seferinde 1-2 dakika sonike

edilmistir.
Mobil faz A’min hazirlanmasi (10 mM amonyum asetat tamponu)

1,927 g amonyum asetat ultra saf su ile ¢6ziindiilmiis, son hacim 2.5 L’ye ultra saf
su ile tamamlanmistir. Cozeltinin pH’1 glasiyel asetik asit ile 5.0’a ayarlanmistir.

Cozelti her kullanimda taze olarak hazirlanmugtr.
Mobil faz B’nin hazirlanmasi (asetonitril ve metanol (9:1)

2250 mL asetonitril ve 250 mL metanol karistirilarak 2500 mL 9:1 oraninda
asetonitril:metanol karigimi elde edilmistir. Karisim her kullanimda taze olarak

hazirlanmstir.
Kromatografik metot ve kosullar

H.adenotrichum metanolik ekstraktlarinin analizinde, Ganzera vd.’nin (2002) H.
perforatum metanolik ekstraktlart igin kullandiklar1 kromatografik metotdan
faydalanilmigtir Cizelge (Cizelge 3.4). Analizler sirasinda gradiyent eliisyon
yapilmigtir.  Gradiyent eliisyonu su  solvent gradiyenti  kullanilarak
gerceklestirilmistir: 10 dk’da 87A/13B’dan 83A/17B’ye, daha sonra 25dk’da
100B’ye kadar; her bir yiiriitmeyi 10 dk’lik bir dengeleme periyodu takip etmistir.
Hiperisin ve pseudohiperisin en yuksek pik verdikleri 590 nm’deki pikleri,
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flavonoidlerin (rutin, hiperosid, izokuersitrin, amentoflavon) ise 270 nm’de
verdikleri pikler degerlendirilmistir. Pikler, standart bilesikler ile orneklerin

civilenmesi ve alikoyma zamanlarinin karsilastirmasi ile tayin edilmistir.

Cizelge 3.4. Kromatografik kosullar

Akis hizi 1 mL/dk

Enjeksiyon hacmi 50 pL

Analiz sresi 35dk

Dalga boyu 270 nm, 590 nm

Kolon 1si1s1 40 °C

Mobil faz Mobil faz A: 10 mM amonyum asetat
Mobil faz B: asetonitril ve metanol (9:1)

Standartlara ait kalibrasyon egrisinin c¢izilmesi ve dogru denkleminin
hesaplanmasi

Analiz yapilan bilesiklerin ekstraktlarda nitel ve nicel olarak belirlenebilmesi i¢in
bilesiklere ait standartlarin dedektdr cevaplarina bakilmistir. Standartlarin ¢ikis
zamanlar1 bilegiklerin nitel olarak tanimlanmasinda kullanilmigtir. Bilesiklerin
ekstraktlardaki miktarlarinin belirlenebilmesi igin bir standart kalibrasyon egrisine
gereksinim  vardir. Standart egrinin ¢izilmesi i¢in, standartlarin  stok
sollisyonlardan herbir standart icin 6 ya da 7 kalibrasyon seviyesi metanol ile dilue
edilerek hazirlanmigtir. Standart soliisyonlar 4 °C’ta karanlikta depolanmig ve 30
giin boyunca stabil bir sekilde kullanilmistir. Enjekte edilen hiperisin (0.02, 0.2,
0.5, 1.0, 2.5 5.0, 10 pg/mL), pseudohiperisin (0.05, 0.1, 0.5 2.5 5.0, 10 pg/mL),
hiperosid (0.05, 0.1, 0.5, 2.5, 7.5, 15, 30 pg/mL), Rutin (0.2, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10
pg/mL), izokuersitrin (0.2, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10 pg/mL) ve amentoflavonun
(0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 1.0 ug/mL) konsantrasyon araliklar1 igerisinde
dedektdr cevaplari incelenmis ve herbir konsantrasyon igin pik alanlar1 hesaplanip,
saptanmus alanlar standart konsantrasyonlarina karsi aritmetik 1skalali bir grafige
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aktarilmistir. Verilere dogrusal regresyon analizi uygulanarak bilesiklerin standart
egrisi, egriyi tamimlayan esitlik ve korelasyon katsayilar1 (R?) elde edilmistir.
Dogru denkleminden yararlanilarak analiz edilen bilesiklerin, H. adenotrichum in
vitro fidelerinde ki miktarlar1 hesaplanmustir.

3.2.9. Verilerin Degerlendirilmesi

Tohum ¢imlenmesine ait verilerin degerlendirilmesinde ii¢ yonlii varyans analizi
kullanilmistir. Cimlenme oranma ait veriler x’ = arcsin V(x/100) doniisiimii
yapilarak varyans analizinde kullanilmigtir. Ortalamalar arasinda 6nemli bulunan
farkliliklar Tukey ¢oklu karsilagtirma testi ile mukayese edilmislerdir. Fide gelisim
parametreleri, Kkallus olusum (indiiksiyon) orani, kallus bagina siirgiin sayisi,
eksplant basina direkt siirgiin sayisi1 ve eksplant basina aksiller siirgiin sayisina ait
verilerin degerlendirilmesinde tek yonlii varyans analizi kullanilmistir. Kallus
indiiksiyon oranina ait sonuglar, x’ = arcsin V(x/100) déniisiimii yapilarak, kallus
basina siirglin sayisi, direkt siirglin sayisi ve aksiler siirgiin sayisina ait veriler ise
karekok doniisimii  \(x+0.5) yapilarak varyans analizinde kullanilmistir.
Ortalamalar arasinda 6nemli bulunan farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi
ile mukayese edilmislerdir Istatistiki analizler icin SPSS 15.0 programindan
faydalanilmisgtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. In Vitro Cimlenme
4.1.1. Tohum Doluluk ve Canliik Oranlar:

Tohumlarin ikiye bdliinerek igerisinde embriyo olup olmamasina gore yapilan
morfolojik gbzlemler sonucunda tohumlarin yaklasik %70 oraninda bos oldugu
belirlenmistir. Yizdiirme teknigine gore, kabin dibine batan tohumlar “dolu”,
yuzen tohumlar ise “bos” kabul edilmistir. Buna gore 100 tohumdan ortalama
olarak yaklasik %67’tiniin bos, %33’0nun ise dolu oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.1). Bu degerler, tohumlar tek tek kesip bakarak yaptigimiz bos-dolu tohum
sayiminda elde ettigimiz yaklasik %70 bos, %30 dolu tohum sonuglar ile hemen
hemen ortiismektedir. Dolu olarak belirlenen tohumlara uygulanan tohum canlilik

testinde embriyolarin tamaminin canli oldugu gézlenmistir.

Cizelge 4.1. Distile su icerisinde batan ve yiizen tohum sayilari

1. Tekrar 2. Tekrar 3.Tekrar 4. Tekrar
Batan Yizen Batan Yizen Batan Yizen Batan Yizen
tohum tohum tohum tohum tohum | tohum | tohum | tohum
Sayisi Sayisi sayisi Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi

36 64 38 62 28 72 31 69

Yuzen tohumlar ile ilgili yapilan biitin denemelerde higbir tohum
¢imlendirilememistir. Bu durum yiizdirme-¢oktiirme deneyinin basarili oldugunu
ve amacina ulastigimi gostermektedir. Yaklasik % 67’si bos olan tohumlar dolu
tohumlardan ayrilmigtir. Bu sekilde bos tohumlarin, ¢imlenme oranini rastlantisal
olarak diisirme olasilig1 giderilmeye c¢alisilmigtir. Yiizdiirme metodu bir¢ok bos,
kirilmis, hastalikli veya bocek zarart goérmiis tohumlari ayirmada yardimci
olmaktadir (Bonner vd.,1994). Bu metot, 6zellikle agir tohumlu tiirlerde uygulanan
bir metottur ve yiiksek nem igerigine sahip iri tohumlar igin ¢ok iyi sonuclar
vermektedir (Bonner vd.,1994; Avsar, 2002). YOntem daha c¢ok blyuk ve iri
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tohumlara uygulanmasina ragmen H. adenotrichum tohumlarinin ayriminda da

basariyla kullanilmustir.

4.1.2. Tohumlarin Sterilizasyonu

Tohumlar i¢in uygun bir sterilizasyon yontemi belirlenmesi kontaminasyon
kaynakli besi ortami ve tohum kaybini engellemek icin olduk¢a Onemli bir
asamadir. Kullanilan sterilizant konsantrasyonu ve uygulama siresi arttik¢a
tohumlarin zarar goérmesi ve c¢imlenme kabiliyetini kaybetmesi olasiligida
artmaktadir. sterilizant

konsantrasyonu ve minimum sterilizasyon stiresinin tespit edilmesi gerekmektedir.

Bunun i¢in sterilizasyonu saglayacak minimum
H. adenotrichum tohumlarin sterilizasyonu i¢in yapilan denemelerde sterilizasyon
icin en iyl yontemin tohumlarin 30 dakika musluk suyu altinda yikandiktan sonra,
sirast ile 1 dakika % 70 lik etil alkol ve 5 dakika 1-2 damla tween 80 ilaveli %
2.25 ‘lik NaOCI (sodyum hipoklorit) uygulamasi ardindan 3 kez steril distile su ile

durulanmasi oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Farkli uygulamalara maruz birakilan tohumlarin PDA ortamindaki
kontaminasyon ytzdeleri

%70’lik Etil Alkol (30 saniye) | %70’lik Etil Alkol (1 dakika)
Uygulama
siresi (dk) | %045 ‘lik %2.25¢lik % 4.5 “lik %2.25¢Nik
NaOCI NaOClI NaOCI NaOCI
2.5 %50 %70 %35 %50
5 %10 %25 %0 %0
7.5 %0 %0 %0 %0
10 %0 %0 %0 %0

4.1.3. Tohum Cimlenmesi ve Fide Gelisimi

Tohum ¢imlenme davranisi, Ozellikle germplazm ic¢in verimli populasyonlari
temin etmek ve standart canlilik izleme protokolii gelistirmek igin ex situ
korumanin ayrilmaz bir pargasidir (Bewley ve Black, 1994). Genellikle ¢ok yillik
bitkilerin ekonomik iiretimi, yiiksek kalitede tohumlarin hizli senkronize
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cimlenmesini gerektirir (Zinati vd., 2000). Tohumdan dretim, aseksuel olarak
¢ogalabilmelerine ragmen, ticari {iretim igin bitkilerin iiretiminin en verimli
metodu oldugu diisiniilmektedir (Zhang ve Cheng, 1989; Omidbaigi ve Bernath,
1993; Zheljazkov vd.,1996). Tohumdan c¢ogaltim yapabilmesinin en Onemli
asamas1 verimli bir ¢imlenme prosediiriiniin elde edilmesidir. Tohumlarin diisiik
¢imlenme oranlari, tohum ¢imlenmesi sirasinda uygun olmayan cevresel sartlar,
diisiik tohum giicli ya da tohum dormansisine baglanmistir (Wartidiningsih vd.,
1994). Bununla birlikte birgok dogal bitki tohumu kompleks dormansi sistemlerine
sahiptir (Zinati vd., 2000). Dormansi, sartlar fide canlilig1 i¢in optimum olana
kadar tohumlarin ¢imlenmemesini saglar (Bewley ve Black, 1982). Hypericum
cinsinin ¢imlenme biyolojisi tizerine yapilmis birgok c¢alisma vardir (Grime vd.,
1981; Campbell, 1985; Maya vd., 1988; Gonzalez- Martin, 1995; Keller ve
Kollmann, 1999; Cirak, 2004; Perez-Garcia vd., 2006; Cirak, 2007a). Hypericum
tiirlerinin ¢imlenme kapasitesi tohum dormansisine bagli olarak genellikle ¢ok
diistiktiir (Macchia vd., 1983). Hypericum perforatum’da buna kapsilde bulunan
kimyasal bir inhibitoriin neden oldugu bildirilmistir (Campbell, 1985). Cirak vd.
(2004), H. perforatum tohumlarinin hem ekzojen hem de endojen dormansiye
sahip oldugunu, ekzojen dormansinin ekim oncesi uygulamalar ile elimine
edilebildigini ama endojen dormansinin 151k yoklugu ile iligkili oldugunu
bildirmiglerdir. Perez-Garcia vd. (2006)’de 1sigin H. perforatum tohumlarinin
¢imlenmesinde Onemli bir role sahip oldugunu gostermislerdir. Bu veriler
gozoniine alinarak H. adenotrichum’da dormansinin kirilmasma ve ¢imlenme
oraninin arttirilmasma yonelik stratifikasyon, sicaklik, 1s1tk ve ¢esitli ortam
faktorleri degerlendirilmistir.

Batan tohumlar ile karanlik ortamda yapilan ¢aligmalar sonucunda, ¢imlendirme
ortamlari, sicaklik ve soguk uygulamasina bagli ¢imlenme yizdeleri Cizelge
4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Karanlik ortamlarda elde edilen ¢imlenme degerleri

Karanlik ortamlarda tohum ¢imlenmesi (%0)

Soguk uygulamasi (+4°C) Soguk uygulamasiz
Cimlendirme
ortamlari Sicakhiklar Sicakhiklar
15°C | 18°C | 22°C | 25°C | 15°C | 18°C | 22°C | 25°C
MS 25 30 20 10 10 10 5 0
Y2 MS 25 40 25 10 15 15 10 0
Ya MS 30 40 35 20 15 20 10 5
MS/B5 25 30 20 10 10 10 5 0
Y2 MS/B5 25 35 25 10 10 15 5 0
Y4 MS/B5 30 40 30 20 15 20 10 0
Ya MS/Galzy 25 40 30 20 15 20 10 5

Karanlikta ¢imlenme yiizdesi {izerine ¢imlenme ortamlari, ¢imlenme sicakliklari
ve soguk uygulamasi ile bunlarin karsilikli etkilesimlerinin istatiksel olarak
anlamli bir etkisi olup olmadiginin belirlenmesi igin {i¢ yonlii varyans analizi
yapilmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Karanlikta tohum c¢imlenmesi
cimlenme sicakliklar1 ve soguk uygulamasinin etkileri ve bunlarin
etkilesimlerinin ii¢ yonlii varyans analizi sonuglari

Uzerine,

¢imlenme

ortamlari,

- Kareler | Serbestlik | Kareler - O..nem.

Varyans kaynag - F-degeri | duzeyi
toplamm derecesi | ortalamasi P)

Ortamlar (O) 0.372 6 0.062 38.907 0.000

Sicaklik (S) 2.143 3 0.714 448.030 | 0.000

Stratifikasyon (ST) 2.552 1 2.552 1601.001 | 0.000

OxS 0.116 18 0.006 4.049 0.000

OxST 0.017 6 0.003 1.750 0.116

SxST 0.115 3 0.038 24.090 0.000

OxSxST 0.055 18 0.003 1.916 0.021

Cizelge 4.4’den de goriilebilecegi gibi ¢cimlenme yiizdelerine bagli olarak yapilan
¢ yonlu varyans analizi sonucunda karanlikta tohum ¢imlenmesi {izerine,
¢imlenme ortamlari, ¢imlenme sicakliklar1 ve soguk uygulamasina bagli olarak
O6nem duzeyi (p) 0.05’den kiigiik ¢ikmistir. Bu sonuca bagli olarak ¢imlenme
ortamlari, ¢cimlenme sicakliklart ve soguk uygulamasinin p < 0.05 guiven duzeyi ile
¢imlenme yiizdelerinin farkliliklar gosterdigi séylenebilir. Cizelgenin ortam *
stratifikasyon satirindaki degerlerden ortam ve stratifikasyonun ¢imlenme yuzdesi
Uzerindeki ortak etkisinin (p = 0.116, p > 0.05) istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 gostermektedir. Yani ¢esitli ortamlarda ¢imlendirilen tohumlarin
¢imlenme yiizdesi stratifikasyona bagli olarak farklilik gostermez ve ortam ile
degildir Cizelgenin
ortam*sicaklik satirindaki degerlerden ortam ve stratifikasyonun c¢imlenme
ylizdesi Uzerine ortak etkisinin (p= 0.000, p < 0.05) istatistiksel olarak anlamli
oldugu gorilmektedir.
degerlerden ortam, sicaklik ve stratifikasyonun ¢imlenme yuzdesi (zerine ortak
etkisinin (p= 0.021, p < 0.05) istatistiksel olarak anlamli oldugu gorulmektedir ve

bu 3 faktor cimlenme (zerine ortak bir etkilesime sahiptir. Belirlenen bu

stratifikasyon  bir etkilesim igerisnde diyebiliriz.

Cizelgenin ortam*sicaklik*stratifikasyon satirindaki
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farkliliklardan sonra, uygulanan tiim islemler bakimindan nasil bir gruplandirma

meydana geldigini ortaya koymak i¢in Tukey testi yapilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Karanlikta {i¢ yonlii varyans analizi ve Tukey coklu karsilagtirma
testine gore tohum ¢imlenmesi {izerine, ¢imlenme ortamlari,
¢imlenme sicakliklar1 ve soguk uygulamasinin olusturdugu gruplar

Faktorler Gruplar
MS c
Y» MS b
Ya MS a
Ortamlar MS/B5 c
Y2 MS/B5 bc
Y4 MS/B5 a
Y4 MS/Galzy a
15°C b
18°C a
Sicakliklar 2200 o
25°C d
Stratifikasyonlu a
Stratifikasyon
Stratifikasyonsuz b

Cizelge 4.5°den de goriilecegi gibi tohum ¢imlenme ortamina bagl olarak 4 farkli
grup meydana gelmis olup ¥ MS, % MS/B5, % MS/Galzy ortamlarinda
cimlendirilen tohumlarda cimlenme yilizdesi en yiksek c¢ikmis ve bu ortamlar
arasinda p>0.05 oldugu igin istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamamistir.
Cimlendirme sicakliklart bakimindan da 4 farkli grup meydana gelmis olup 18
°C’ta ¢imlenme ylzdesinin en fazla oldugu belirlenmistir. Stratifikasyonlu
tohumlar ile stratifikasyonsuz tohumlar arasinda ¢imlenme yilizdesi bakimindan
istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmus olup stratifikasyonlu tohumlarda
cimlenme yiizdesi en yiksek ¢ikmustir.
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Batan tohumlar ile fotoperiyotlu ortamda yapilan c¢alismalar sonucunda,
¢imlendirme ortamlari, sicaklik ve soguk uygulamasina bagli ¢imlenme yiizdeleri
Cizelge 4.6’de verilmistir.

Cizelge 4.6. Fotoperiyotlu ortamlarda elde edilen ¢imlenme degerleri

Fotoperiyotlu ortamlarda tohum ¢imlenmesi (%0)

Soguk uygulamasi (+4°C) Soguk uygulamasiz
Cimlendirme

ortamlari Sicakliklar Sicakhiklar

15°C | 18°C | 22°C | 25°C | 15°C | 18°C | 22°C | 25°C

MS 40 60 35 20 20 25 15 0
Y2 MS 50 65 40 20 20 30 15 5
Y4 MS 55 75 50 30 25 35 20 5
MS/B5 40 55 35 20 20 25 15 0

Y2 MS/B5 50 65 35 20 20 30 15 5

Y» MS/B5 55 70 40 30 25 35 15 5

Ya MS/Galzy 55 70 40 30 20 35 20 5

Fotoperiyotta ¢imlenme yiizdesi fizerine ¢imlenme ortamlari, ¢imlenme
sicakliklart ve soguk uygulamasi ile bunlarin karsilikli etkilesimlerinin istatiksel
olarak anlamli bir etkisi olup olmadiginin belirlenmesi i¢in {i¢ yonlii varyans
analizi yapilmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Fotoperiyotta tohum ¢imlenmesi iizerine, ¢imlenme ortamlari,
¢imlenme sicakliklar1 ve soguk uygulamasinin etkileri ve bunlarin
etkilesimlerinin ii¢ yonlii varyans analizi sonuglari

- Kareler | Serbestli | Kareler S O..nem.

Varyans kaynagi - F-degeri | duzeyi
toplamm derecesi | ortalamasi )

Ortamlar (O) 0.390 6 0.065 75.933 0.000

Sicaklik (S) 4.133 3 1.378 1610.606 | 0.000

Stratifikasyon (ST) 4.300 1 4.300 5026.659 | 0.000

OxS 0.067 18 0.004 4.373 0.000

OxST 0.020 6 0.003 3.911 0.001

SxST 0.071 3 0.024 27.684 0.000

OxSxST 0.107 18 0.006 6.943 0.000

Cizelge 4.7°den de goriilebilecegi gibi ¢cimlenme yiizdelerine bagli olarak yapilan
t¢ yonli varyans analizi sonucunda fotoperiyotta tohum c¢imlenmesi (zerine,
¢imlenme ortamlari, ¢imlenme sicakliklari ve soguk uygulamasina bagli olarak
Onem dizeyi (P) 0.05°den kiigiik ¢ikmistir. Bu sonuca bagli olarak ¢imlenme
ortamlari, ¢cimlenme sicakliklari ve soguk uygulamasinin p < 0,05 guven diizeyi ile
¢imlenme yiizdelerinin farkliliklar gosterdigi sOylenebilir. Cizelgenin ortam *
stratifikasyon, ortam*sicaklik, sicaklik*stratifikasyon ve
ortam*sicaklik*stratifikasyon satirindaki degerlerden bu faktorlerin ¢cimlenme
ylizdesi Uzerindeki ortak etkisinin p<0.05 dizeyinde istatistiksel olarak anlamli
oldugu gorilmektedir yani bu faktorler ¢imlenme iizerine bir etkilesim
icerisindedirler. Belirlene bu farkliliklardan sonra, uygulanan tim islemler
bakimindan nasil bir gruplandirma meydana geldigini ortaya koymak i¢in Tukey
testi yapilmustir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Fotoperiyotta ii¢ yonlii varyans analizi ve Tukey ¢oklu kargilagtirma
testine gore tohum c¢imlenmesi iizerine, ¢imlenme ortamlari,
cimlenme sicakliklar1 ve soguk uygulamasinin olusturdugu gruplar

Faktorler Gruplar

MS c

. MS
Yo MS a
Ortamlar MS/B5 C
Y. MS/B5 b
Y2 MS/B5 a
Y4 MS/Galzy a
15°C b
18°C a
Sicakliklar 99 0C o
25°C d
Stratifikasyonlu a

Stratifikasyon

Stratifikasyonsuz b

Cizelge 4.8’den de goriilecegi gibi tohum ¢imlenme ortamina baglh olarak 3 farkli
grup meydana gelmis olup % MS, ¥4 MS/B5, Y2 MS/Galzy ortamlarinda
cimlendirilen tohumlarda cimlenme ylzdesi en yiksek ¢ikmis ve bu ortamlar
arasinda p>0.05 oldugu igin istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamamustir.
Cimlendirme sicakliklar1 bakimindan da 4 farkli grup meydana gelmis olup 18
°C’ta ¢imlenme ylzdesinin en fazla oldugu belirlenmistir. Stratifikasyonlu
tohumlar ile stratifikasyonsuz tohumlar arasinda ¢imlenme yiizdesi bakimindan
istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmus olup stratifikasyonlu tohumlarda

¢imlenme yiizdesi en yiiksek ¢ikmuistir.

Karanlik ortamlarda en yiliksek c¢imlenme yiizdesi, stratifikasyon uygulanmis
tohumlarm 18 °C’ta % MS (%40), ¥4 MS/B5 (%40), Y2 MS/Galzy(%40),
ortamlarinda ¢imlendirilmesi ile elde edilmistir. Fotoperiyotlu ortamlarda en
yiiksek ¢imlenme yiizdesi stratifikasyon uygulanmig tohumlarin 18 °C’ta Y4 MS
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(%75), ¥ MS/B5 (%70), Y MS/Galzy (%70) ortamlarinda ¢imlendirilmesi ile
elde edilmigtir. Karanlik ortamlardaki ¢imlenme yiizdeleri ile fotoperiyotlu
ortamlardaki ¢imlenme yiizdelerini karsilastirdigimizda en yiiksek c¢imlenme
yizdesine (%70-75) fotoperiyotlu ortamlarda ulasildig goriilmektedir.

Hypericum adenotrichum tohumlarinin ¢gimlenmesi {izerine 15181n énemli bir etkisi
oldugu goriilmektedir. En iyi ¢imlenme yiizdesine 16/8 fotoperiyot altinda
ulasilmistir. Tohum ¢imlenmesinde sicaklik kadar 151k da 6nemlidir. Isik ¢imlenme
tizerine diizenleyici bir etkiye sahiptir ve endojen tohum dormansisi bazi bitki
tirlerinde genellikle 15181 yoklugu ile iliskilidir (Arechiga., vd., 1997). Baz
tohumlar karanlikta ve 1sikta benzer sekilde ¢imlenirken (Baskin ve Baskin, 1988),
bazilari ise ya 11k altinda (Colbach vd., 2002) ya da karanlik kosullarda (Thanos
vd.,1989) daha kolay ¢imlenebilirler. Ayrica, ¢imlenmek i¢in 151k gereksinimleri,
sicakliga gore farklilagabilir. Yapilan ¢aligmalara gore bazi tiirler ¢imlenme i¢in
sabit bir sicaklik ve 1s18a ihtiya¢ duyarlarken digerleri ya karanlikta ya da 1sikta
cimlenirler fakat sicaklik dalgalanmasina ihtiya¢ duyarlar (Felippe, 1978). Diger
tirlerde ise, stratifikasyon (Farmer vd., 1984) ya da  yiiksek sicakliklar
(Amritphale vd., 1989) ¢imlenme igin 151k ihtiyacinin yerini alir. Genellikle, 15181n
yoklugu H. aviculariifolium (Cirak vd., 2007b), H. brasiliense (Faron vd., 2004),
H. gramineum (Willis vd.,1997) ve H. perforatum (Campell.,1985; Faron vd.,
2004; Cirak vd., 2004; Perez-Garcia vd., 2006; Guedes, 2009) gibi baz1 Hypericum
tiirleri iizerine negatif etkiye sahip oldugu rapor edilmistir.

Tohumlar + 4 °C’ta 2 ay boyunca saklandiktan sonra in vitro cimlenme
denemelerine gecilmesi ile optimum kosullar baz alindiginda, ¢imlenme
yiizdesinin yaklagik 2 kat arttig1 goriilmiigtiir. Buda bize bir tohum dormansisinin
oldugunu ve soguk uygulamasi ile bu dormansinin kirildigin1 gostermektedir.
Birgok tiiriin tohumlar1 dormansiyi yenmek igin ekim Oncesi uygulamalar
gerektirir. Soguk uygulamasi (stratifikasyon), dormant tohumlara sahip tiirlerde
cimlenmeyi tesvik etmek i¢in kullanilabilen ekim 6ncesi tohum uygulamalarindan
biridir (Hartmann vd., 1990) ve igsel dormansinin ortadan kaldirilmasina yardimci
olmaktadir. (Rehman ve Park, 2000).

Tohum ¢imlenmesi iizerine sicakhigin etkili oldugu gorilmiistiir. En yiiksek
cimlenme yizdesine 18 °C’ta (%75) ulasilmistir. Sicaklik arttikga ¢imlenme
yiizdesi diismiistiir. Hypericum tiirleri lizerine yapilan bir ¢alismada 4 Hypericum
tardndn ( H. hirsutum, H. polyphyllum, H. xylosteifolium ve H. erectum) sicaklik
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25 °C’ta c¢ikinca ¢imlenme oranlarinin 6nemli 6l¢iide diistiigli rapor edilmistir
(Osinska ve Suchorska-Tropito, 2002). Sicaklik ¢imlenme iizerinde 3 sekilde rol
oynar; cimlenmenin kapasitesi ve ylzdesini belirler, primer ve/ya da sekonder
dormasiyi elimine eder ve sekonder dormansiyi indikler (Bewley ve Black, 1994).
25 °C ve tizerindeki sicakliklarin H.adenotricum tohumlari {izerinde sekonder
dormansiyi indiikledigi diisliniilmektedir.

H. adenotrichum’un ¢imlenmesi iizerine farkli ortam tiplerinin etkisi ile ilgili
olarak yapilan denemelerde, optimum kosullarda (fotoperiyot-stratifikasyon-18°C)
en iyi ¢cimlenme yuzdesi ¥4 MS (%75), ¥« MS/B5 (%70), Y2 MS/Galzy (%70)
ortamlarindan elde edilmistir. Bu durum vitamin igeriklerinin ¢imlenme Uzerine
onemli bir etkiye sahip olmadigimi gostermektedir. En iyi ¢cimlenme yilizdesine ¥
MS tuz konsantrasyonlarinda ulasilmasi ortamda tuz konsantrasyonunun (*2 MS
(% 65), MS (%60) artmasina bagl olarak ¢imlenme oraninin diismesi, ¢imlenme
ortamindaki yiliksek osmotik basimncin emmeyi (su alinimini) zorlastirmasi ile
iligkili olabilir. Baz1 bitkilerde tuzluluk, tohum c¢imlenmesini olumsuz etkiler,
nodiil olusumunu azaltir, bitki gelisimini geciktirir ve iirlin olusumunu azaltir
(Greenway ve Munns, 1980). Tuzluluk, ya su almimint 6nleyen osmotik
potansiyeli yaratarak ya da embriyo canlilig1 iizerine iyonlarin toksik etkisi ile
tohum c¢imlenmesini etkileyebilir (Lianes vd., 2005). Ug yonlii varyans analizi ve
Tukey testine gore ¢imlenme ortamlari arasinda bir farklilik olmasina ragmen
cimlenme yuzdelerinin optimum kosullarda % MS icin % 65 ve MS icin % 60
olmast tuz konsantrasyonun 1sik, sicaklik ve stratifikasyon kadar cimlenme
tizerinde etkili olmadigini1 gostermektedir.

Tohumlar ¢imlendikten bir hafta sonra 22+1 °C’ta 16/8 fotoperiyot kosullarina
alinmiglardir. MS, %2 MS, ¥4 MS, MS/B5, Y2 MS/B5, ¥4 MS/B5, Y4 MS/Galzy
ortamlarinda 8 hafta boyunca fidelerin gelisimleri izlenmistir. Fide gelisimlerinin
degerlendirilmesinde fide bagina ortalama siirgiin sayisi, ortalama yan kok saysi,
ortalama siirgiin uzunlugu, ortalama kok uzunlugu ve siirgiin bagina ortalama
yaprak sayisi parametleri kullanilmigtir. Gelisim parametlerinin degerlendirilmesi
icin, tek yonlil varyans analizi kullanilmistir. Ortalamalar arasinda 6nemli bulunan
farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile mukayese edilmislerdir (Cizelge
4.9).
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Cizelge 4.9. H. adenotrichum fidelerinin gelisimi lizerine farkli ortamlarin etkisi

Fidelerin gelisim paremetleri
Ort.
s'u?rt[in Ort. surgln Ort. kok frrték
Ortamlar g yan kok | uzunlugu | uzunlugu yap
sayisi sayisi
(5.5) saysl (s.u) (cm) v.9)
. (om) .
MS 1.8 1.6° 2.1° 2.5° 9.5°
¥ MS 2.5%¢ 3.6% 2.2° 2.7° 0.8°
Y, MS 3.6° 6.0% 3.0 3.0° 11.8%
d C b a b
MS/B5 2.0 1.6 2.2 2.3 9.6
Y% MS/B5 2.6% 3.8 2.2° 2.6° 10.0°
Y, MS/B5 3.6° 5.8% 2.9%® 2.9% 11.5%®
v, MS/Galzy 5.8° 6.3° 3.3 3.0° 12.3%

* Aynmi siitun ig¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan ¢oklu
karsilagtirma testine gore p<0,05 hata sinirlart iginde istatistiksel olarak farkli
degildir.

Fide bagsina ortalama en yiiksek slirgiin sayist % MS/Galzy (5.8, s.s/fide)
ortamindan elde edilmistir. ¥4 MS (3.6, s.s/fide) ve Y4 MS/B5 (3.6, s.s/fide)
ortamlarindaki stirgiin sayis1 ¥4 MS/Galzy ortamina gore daha diisiiktiir. Makro ve
mikro tuz konsantrasyonlart1 ayni vitamin igerikleri farkli olan bu ortamlar
karsilastirildiklarinda MS ve BS vitaminlerinin siirgiin sayis1 tizerinde 6nemli bir
etkisi gozlenmezken Galzy vitaminleri siirgiin sayisini onemli Ol¢ilide arttirmustir.
Y2 MS (2.5, s.s/fide) ve Y% MS/B5(2.6, s.s/fide) ortamlarindaki siirgiin sayisi da
MS (1.8, s.s/fide) ve MS/B5(2.0, s.s/fide) ortamlarindan daha yiiksektir.
Ortamdaki tuz konsantrasyonu arttik¢a siirgiin sayisinda bir diisiis gbzlenmis ve
MS ve BS5 vitaminleri de siirgiin sayisi tizerinde dnemli bir etki gostermemistir.

Fide bagma ortalama en yiiksek yan kok sayisi %4 MS/Galzy (6.3, k.s/fide)
ortamindan elde edilmesine ragmen %2 MS (6.0, k.s/fide) ve ¥ MS/B5 (5.8,
k.s/fide) ortamlarindaki yan kok sayis1 4 MS/Galzy ortamina gore ¢ok az diisiis
gostermistir. Makro ve mikro tuz konsantrasyonlar1 ayni vitamin igerikleri farkl
olan bu ortamlar Kkarsilastirildiklarinda Galzy vitaminlerinin MS ve B5
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vitaminlerine gore yan kok sayisi tizerine bir etkisi oldugunu ama bu etkinin ¢ok
fazla olmadigini séyleyebiliriz. %2 MS (3.6, k.s/fide) ve Y2 MS/B5(3.8, k.s/fide)
ortamlarindaki yan kok sayisi da MS (1.6, k.s/fide) ve MS/B5(1.6, k.s/fide)
ortamlarindan daha yiiksektir. Ortamdaki tuz konsantrasyonu arttikga yan kok
sayisinda bir diisiis gbzlenmis ve MS ve B5 vitaminleri de yan kok sayisi tizerinde

onemli bir etki gdstermemistir.

Fide basina ortalama en yiiksek siirgiin uzunlugu ' MS/Galzy (3.3, s.u/fide)
ortamindan elde edilmistir. Y2 MS (3.0, s.u/fide) ve Y4 MS/B5 (2.9, s.u/fide)
ortamlarindaki siirgiin uzunlugu %4 MS/Galzy ortamina gore c¢ok az diisiis
gostermistir. Galzy vitaminleri MS ve B5 vitaminlerine gore siirgiin uzunlugu
Uzerine azda olsa belirli bir etkiye sahiptir. %2 MS (2.2, s.u/fide), ¥2 MS/B5 (2.2,
s.uffide) MS (2.1, s.uffide) ve MS/B5 (2.2, s.u/fide) ortamlarindaki strgln
uzunluklar1 bakimindan bir fark gozlenmemistir. Sadece ortamdaki makro
elementler 4 kat azaltilinca siirglin uzunlugunda istatistiki olarak anlamli bir fark
gozlenmistir. MS ve B5 vitaminleri de siirgiin uzunluklari Gzerinde énemli bir etki

gdstermemistir.

MS, Y2 MS, Y4 MS, MS/B5, Y2 MS/B5, ¥4 MS/B5, ¥ MS/Galzy ortamlari arasinda

kok uzunlugu bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.

Slrgin basina ortalama en yiiksek yaprak sayist % MS/Galzy (12.6, y.s/stirgiin)
ortammdan elde edilmistir. 4 MS (11.8, y.s/siirgiin) ve ¥ MS/B5 (11.5,
y.s/siirgiin)  ortamlarindaki siirgiin sayist1 % MS/Galzy ortamina gére daha
diistiktlir. Makro ve mikro tuz konsantrasyonlar1 aym vitamin igerikleri farkli olan
bu ortamlar karsilastirildiklarinda, MS ve B5 vitaminlerinin yaprak sayisi tizerinde
onemli bir etkisi gozlenmezken Galzy vitaminleri yaprak sayisini azda olsa
artirmustir. %2 MS (9.8, y.s/slirgun), %2 MS/B5 (10, y.s/slirgiin) MS (9.5,
y.s/siirgiin)  ve MS/B5 (9.6, y.s/slirgiin) ortamlarindaki siirgiin uzunluklari
bakimindan bir fark gézlenmemistir. Sadece ortamdaki makro elementler 4 kat
azaltilinca siirgiin uzunlugunda istatistiki olarak anlamli bir fark gézlenmistir. MS
ve B5 vitaminleri de siirgiin uzunluklari {izerinde 6nemli bir etki gostermemistir.
Y4 MS/Galzy ortami fide bagina ortalama siirgiin sayisi, ortalama yan kok sayst,
ortalama siirgiin uzunlugu ve siirglin basina ortalama yaprak sayis1 bakimindan en
uygun fide gelisim ortamui olarak belirlenmistir (Sekil 4.1). Genel olarak kok
uzunluklart diginda artan tuz konsantrasyonlarina bagli olarak fide geligsimi
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olumsuz yonde etkilenmistir. Dolayisiyla % MS ortamindaki fidelerdeki gelisim
(Sekil 4.2) MS ortamina (Sekil 4.3) gore ¢ok daha iyi sonuglar vermistir. MS ve
BS vitaminlerinin arasinda fide gelisimi bakimindan anlamli bir fark gézlenmemis,
Galzy vitaminleri ise fide gelisimi ilizerinde onemli bir etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Galzy vitaminleri MS ve B5 vitaminlerinde farkli olarak 6zellikle
biotin ve Ca-pentatonat igerigi ile one ¢ikmaktadir. Normal bitkiler biyime ve
gelisme i¢in vitaminleri sentezlerler (Chawla, 2002). Bununla birlikte in vitro’da
biiyliyen bitki hiicreleri gerekli vitaminleri yalnizca optimal miktarin altinda
sentezlebilirler; bu yiizden kiiltiir ortami siklikla biiyiimeyi arttirmak igin
vitaminlerle desteklenmektedir (Al-Khayri, 2001).

Mineraller kiltir ortamlarinin 6nemli bilesenleridir ve ortamlarin makro ve mikro
tuz karigimlarinin kombinasyonlar i¢in ¢ok sayida secenek vardir (Fadel vd.,.
2010). MS ortam1 diger ortam tipleri ile karsilastirildiginda yiiksek tuz igerigine
sahiptir (6zelliklede potasyum ve nitrat tuzlar1 bakimindan) ve yaygin olarak doku
kiiltiire ¢aligmalarinda kiltlr ortami olarak kullanilmaktadir (Beyl, 2005). Yiiksek
tuz iceriginden dolay1 bu besi ortamu in vitro bitkiciklerin ya da eksplantlarin
gelisimi ve biiylimesi i¢in her zaman en uygun bir ortam olmayabilir. Tuz stresi
bitki biiylimesini fizyolojik agilardan etkilemektedir. Surgun biytimesi ve kuru
madde tuzluluk ile azalmakta ve kok:siirgiin orani artabilmektedir (Rahman vd.,
2008). Mccue ve Hanson’a (1990) gore siirgiin biiyiimesi, biiyiime noktalarinda
hiicre boliinmesi ve biiylimesi iizerine tuzun inhibitoér etkilerinden dolay1
tuzlulukla azalmaktadir (Kaymakanova, 2009). Tuzlulukla bitki buyimesinin
inhibisyonu, iyonlarin inhibitor etkisine bagli olabilir ya da ylksek tuzluluk bitki
tarafindan su alimiminin yavaglamasina neden olarak kok ve siirgiin uzamasini
inhibe edebilir (Werner ve Finkelstein, 1995; Jamil, 2006). Ebrahim vd., (2007)
Coffea arabica L. li¢ ¢esidine ait tohumlar1 MS, % MS, ¥ MS ve agar
ortamlarinda ¢imlendirerek ¢imlenme yiizdelerini ve fide gelisimlerini
karsilagtirmigtir. MS ortamindan agar ortamina dogru orantili olarak ¢imlenme
ylizdesinin ve hipokotil ve kok uzunlugunun arttigini belirtmistir. Bizim
calismamizda makro tuz konsantrasyonlart bakimindan kék uzunlugunda istatistiki
olarak anlamli bir fark olmamistir. Fakat kok sayilar, siirgiin uzunluklari, siirglin
sayilar1 ve yaprak sayilart bakimindan anlamli bir fark meydana gelmistir. Makro
tuz konsantrasyonu 6zellikle stirglin ve kok sayisi iizerinde daha etkili olmustur.
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Sekil 4.1. 4 MS/Galzy ortaminda yetisen 8 haftalik fide

Sekil 4.2. 4 MS ortaminda yetisen 8 haftalik fide
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Sekil 4.3. MS ortaminda yetisen 8 haftalik fide
4.2. Bitkisel Materyalin Hazirlanmasi ve In Vitro Kalturler
4.2.1. Bitkisel Materyallerin Sterilizasyonu

Yaprak eksplantlar1 igin uygun bir sterilizasyon yoOntemi belirlenmesi
kontaminasyon kaynakl1 besi ortami ve eksplant kaybini engellemek i¢in oldukga
onemli bir asamadir. Kullanilan sterilizant konsantrasyonu ve uygulama siiresi
arttitkca eksplantlarin zarar gormesi ve rejeneratif potansiyelini kaybetmesi
olasiligida artmaktadir. Bunun igin sterilizasyonu saglayacak minimum strerilizant
konsantrasyonu ve minimum sterilizasyon siresinin tespit edilmesi gerekmektedir.
H. adenotrichum yaprak eksplantlar1 i¢in yapilan denemelerde sterilizasyon igin en
iyi yontemin 30 saniye % 70’ lik etil alkol ve 5 dakika 1-2 damla tween 80 ilaveli
% 2.25 ‘lik NaOCI (sodyum hipoklorit) uygulamasi ardindan 3 kez steril distile su
ile durulanmasi oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Farkli uygulamalara maruz birakilan tohumlarin PDA ortamindaki

kontaminasyon ytizdeleri

Uygulama %70’lik Etil Alkol (30 saniye)
suresi (dk) % 4.5 ‘lik %2.25°lik % 1.5’lik % 1.125’lik
NaOCl NaOCl NaOCl NaOCl
2.5 % 75 %100 %100 %100
5 %0 %0 %50 % 100
7.5 %0 %0 %35 %80
10 % 0 %0 % 25 %75

4.2.2. Kulture Edilen Eksplantlarin Verdikleri In Vitro Cevaplar

4.2.2.1. Kallus olusumu

BA, KIN, TDZ, NAA ve 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlari ile desteklenmis MS
besi ortamlarinda kiiltiire alinan H. adenotrichum’un yaprak eksplantlarinda kallus
indiiksiyon oranina ait farkli sonuglar elde edilmistir. Kallus indiiksiyon ortaminda
kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri ve konsantrasyonlarinin kallus indiiksiyon
oranina etkileri istatistiki anlamda 6nemli bulunmustur. H. adenotrichum’un
yaprak eksplantlari, 2,4-D ve NAA’nin tek basmna kullanildigt MS temel besi
ortamlarinda, bu bitki buyime dizenleyicilerinin higbir konsantrasyonuna cevap
vermemislerdir. KIN’nin farkli konsantrasyonlarda tek basina ilave edildigi MS
temel besi ortamlarinda, eksplantlardan kallus indiiksiyonu gozlenmemistir.

BA’nin tek bagma kullanildig1 ortamlarda, eksplantlardan kallus indiiksiyonunu
saglanmustir (Sekil 4.4). Eksplantlar 3 mg/L BA (%80) iceren ortamlarda en
yuksek kallus indiksiyon oranina sahiptir (Cizelge 4.11). 3 mg/L’den diisiik ve
kallus  indiiksiyon

yiksek BA  konsantrasyonlarinda diistiigi

gorulmektedir (Sekil 4.5).

oraninin
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Cizelge 4.11. Farkli BA konsantrasyonlar ile desteklenmis MS besi ortamlarinda
kiltiire alinan H.adenotrichum’un yaprak eksplantlarina ait kallus
indiiksiyon oranlar1

Bitki Buyume Duzenleyicileri (mg/L) Kallus indiksiyon (%)
0 (kontrol) o™
0.1 BA 0¢
0.5BA 30°
1 BA 30°
2BA 60°
3 BA 80?
4 BA 45"
5 BA 25°¢

* Aymi siitun i¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan c¢oklu
karsilagtirma testine gore p<0,05 hata sinirlari iginde istatistiksel olarak farkli
degildir.
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Sekil 4.4. 3 mg/L BA iceren MS ortaminda yaprak eksplantindan kallus olusumu

90

80
70
60 -
50 -
40 -
30 -
20
10 -
0 * ¢ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0.1 0.5 1 2 3 4 5

Kallus indiiksiyonu (%)

o

BA konsantrasyonlari (mg/L)

Sekil 4.5. BA konsantrasyonlarina gore degisen kallus indiiksiyon oranlari
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TDZ’nin farkli konsantrasyonlarda tek basina ilave edildigi MS besi ortamlarinda,
eksplantlardan kallus indiiksiyonu saglanmistir (Sekil 4.6). TDZ iceren ortamlarda
kiiltiire edilen eksplantlarda artan TDZ konsantrasyonuna bagli olarak kallus
indiiksiyon oraninin arttigir goriilmektedir (Sekil 4.7). 1 mg/L TDZ (%90) en
yiiksek kallus indiiksiyon oranina sahiptir. Fakat 1 mg/L TDZ (%90) ve 0.5 mg/L
TDZ (%80) konsantrasyonlar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunamamustir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Farkli TDZ konsantrasyonlari ile desteklenmis MS besi ortamlarinda
kiiltiire alinan H.adenotrichum’un yaprak eksplantlarina ait kallus
indiiksiyon oranlari

Bitki Buytme Duzenleyicileri (mg/L) Kallus indiksiyonu (%0)
0 (kontrol) o™
0.001 TDZ o
0.01 TDZ 50"
0.1 TDZ 70%°
0.5TDZ 80°
1TDZ 90°

* Aym siitun iginde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan c¢oklu
karsilagtirma testine gore p<0.05 hata sinirlar1 i¢inde istatistiksel olarak farkli
degildir.
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Sekil 4.6.

1 mg/L TDZ igeren MS ortaminda yaprak eksplantindan kallus olusumu

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Kallus indiksiyonu (%)

L 2

0 0.001 0.01 0.1 0.5 1

TDZ konsantrasyonlari (mg/L)

Sekil 4.7.

TDZ konsantrasyonlarina gore degisen kallus indiiksiyon oranlar1
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BA ve KIN’in farkli konsantrasyonlarinin, NAA’nin 0.2 mg/L’lik konsantrasyonu
ile kombineli olarak kullanildigi MS ortamlarina aktarilan eksplantlardan kalluslar
elde edilmistir. BA ve KIN’nin farkli konsantrasyonlari, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4 mg/L
NAA ile birlikte kullanildiklarinda ise eksplantlardan 6nemsenecek diizeyde kallus

indiiksiyonu gézlenmemistir.

KIN’in tek basina kullanildig1 ortamlarda kallus indlksiyonu gdzlenmezken, 0.2
mg/L NAA ile birlikte kullanildigi ortamlarda NAA’nin etkisine bagli olarak
kallus indiiksiyonu gozlenmistir (Sekil 4.8). KIN iceren ortamlarda en yiiksek
kallus indiiksiyon oram1 2 mg/L KIN + 0.2 mg/L NAA (%80) iceren ortamda
gbzlenmistir (Cizelge 4.13). 2 mg/L KIN’in tzerindeki konsantrasyonlarda kallus
indliksiyon oran1 diisiis gostermistir (Sekil 4.9).

Cizelge 4.13. Farkli KIN ve NAA konsantrasyonlari ile desteklenmis MS besi
ortamlarinda  kiiltire  alinan  H.adenotrichum’un  yaprak
eksplantlarina ait kallus indiiksiyon oranlar1

Bitki Buyume Duizenleyicileri (mg/L) Kallus induksiyonu (%0)
0 o
0.2 NAA of
0.1 KIN + 0.2 NAA 0f
0.5 KIN + 0.2 NAA 75%®
1 KIN + 0.2 NAA 75%
2 KIN + 0.2 NAA 80°
3KIN +0.2 NAA 50
4 KIN + 0.2 NAA 50"
5 KIN + 0.2 NAA 20%

* Aymi siitun i¢inde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan c¢oklu
karsilagtirma testine gore p<0.05 hata sinirlari iginde istatistiksel olarak farkli
degildir.




Sekil4.8. 2 mg/L KIN + 0.2 mg/L NAA igeren MS ortaminda yaprak
eksplantindan kallus olugumu
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Sekil 4.9. KIN + NAA konsantrasyonlarina gore degisen kallus indiiksiyon
oranlari



63

BA tek basina kullanildiginda kallus indiiksiyonu gozlendigi gibi NAA ile birlikte
kullanildiginda da kallus indiiksiyonunu saglanmistir (Sekil 4.10). En yiiksek kallus
indliksiyon oranma 4 mg/L BA + 0.2 mg/L NAA (%95) iceren MS ortaminda
kiiltiire edilen eksplantlarin sahip oldugu goriilmiistiir. Fakat istatistiki anlamda, 5
mg/L BA + 0.2 mg/L NAA (%90), 4 mg/L BA + 0.2 mg/L NAA (%95) bitki
biiyiime diizenleyicileri arasinda kallus indiiksiyon orani bakiminda anlaml bir fark
bulunmamigtir (Cizelge 4.14). BA’nin 0.2 mg/L NAA ile birlikte kullanildig:
ortamlarda NAA’nin etkisine bagh olarak, artan BA konsantrasyonuna gore kallus
indiiksiyon oraninda artig gézlenmistir (Sekil 4.11).

Cizelge 4.14. Farkli BA ve NAA konsantrasyonlar1 ile desteklenmis MS besi
ortamlarinda  kiiltire alman H. adenotrichum’un  yaprak
eksplantlarina ait kallus indiiksiyon oranlari.

Bitki Buyume Dizenleyicileri (mg/L) Kallus indiksiyon (%)
0 0%
0.2 NAA 0°
0.1 BA+0.2 NAA 0°
0.5 BA + 0.2 NAA 25
1 BA + 0.2 NAA 50"
2 BA +0.2 NAA 75%
3BA +0.2 NAA 75%®
4 BA +0.2 NAA 95°
5BA + 0.2 NAA 90°

* Aym siitun iginde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan c¢oklu
karsilagtirma testine goére p<0.05 hata sinirlart iginde istatistiksel olarak farkli
degildir.



Sekil 4.10. 4 mg/L BA + 0.2 mg/L NAA iceren MS ortaminda yaprak
eksplantindan kallus olusumu
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Sekil 4.11. BA + NAA konsantrasyonlarina gére degisen kallus indiksiyon
oranlari
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TDZ’nin farkli konsantrasyonlari, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4 mg/L NAA ile birlikte
kullanildiginda 6nemsenecek diizeyde kallus indiiksiyonu gozlenmemistir.

Kallus olusturan ortamlar beraber degerlendirildiginde, en yiiksek kallus
indiksiyon oranina 4 mg/L BA + 0.2 mg/L NAA (%95) iceren MS ortaminda
kiiltiire edilen eksplantlarin sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Farkl bilylime diizenleyicisi konsantrasyonlari ile desteklenmis MS
besi ortamlarinda kiiltiire alman H.adenotrichum’un yaprak
eksplantlarina ait en yiiksek kallus indiiksiyon oranina sahip
ortamlarin karsilastirilmasi

Bitki Buyume Duzenleyicileri (mg/L) Kallus indiksiyonu (%)
4BA +0.2NAA 95*"
3BA 80"
2 KIN + 0.2 NAA 80"
1TDZ 90

*Aym siitun icinde benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan ¢oklu
karsilagtirma testine gore p<0.05 hata sinirlan iginde istatistiksel olarak farkli
degildir.

Kallus dokulari, kontrollii sartlar altinda kolay bir sekilde bakilabilmeleri ve hizli
cogalmalarindan dolay1 bitki doku kiiltiirlinde ¢esitli uygulama alanlarina
sahiptirler. Hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri genellikle kallus dokularindan
baslatilmaktadir ve kallus dokulari organogenez ya da somatik embriyogenez
araciligr ile bitki rejenerasyonu icin de ara asama olarak kulanilmaktadir.
Organogenik kallus dokular1 adventif siirgiin olusumuna yol agabilir ve bu siireg
indirekt organogenez olarak bilinmektedir (Nunez-Palenius vd., 2005).

Kallus ve hucre kiltrleri rejenerasyon ya da cogaltim amaglari (organogenez,
somatik organogenez) icin, fizyolojik, biyokimyasal (sekonder metabolit Uretimi,
stres), genetik c¢aligmalar i¢in, somaklonal varyasyonlari igeren (in vitro
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seleksiyon, mutasyon) ¢aligmalar i¢in ve germplazmin Korunmasi igin
kullanilabilmektedir (Rugini ve Gutierrez-Pesce, 2003).

Her kallus dokusu organogenik ya da embriyogenik bir potansiyele sahip degildir;
bu yiizden bir kallus dokusundan bitki rejenerasyonu her zaman miimkiin degildir
ve bu durum ¢ogunlukla kallus hiicrelerinde meydana gelen genetik ve epigenetik
varyasyonlara baglidir. Kallus dokular1 kullanilarak, orjinal bitki materyalinden
fenotipik olarak farkli olan bitkileri rejenere etmek miimkiindiir. Bu durum bazi
tirlerin dogal genetik c¢esitliliginin  kisitlandig1 yetistirme programlarinda
kullanilabilir (Nunez-Palenius vd., 2005).

Hypericum tiirlerinde eksplant kaynagi olarak yapraklarm kullanildigt
calismalarda (Pretto ve Santarem, 2000; Li vd., 2000; Bezo ve Stefunova, 2001;
Bais vd., 2002; Wojcik ve Podstolski, 2007) farkl: tipte ve derisimlerde oksin ve
sitokininlerle desteklenmis farkli besi ortamlarinda kallus olusumu saglanmistir.
Pretto ve Santarem (2000) ve Bais vd., (2002) H. perforatum yaprak
eksplantlarindan 2,4-D ve BA ya da 2,4-D ve KIN igeren ortamlarda kalluslar elde
etmislerdir. H. mysorense’nin nodal eksplantlar1 ile yapilan in vitro Kkultur
caligmalarinda yiiksek konsantrayonda BA’nin (2.0-3.0 mg/L) kallus olusumunu
tesvik etmis ve slirgiin cogalmasini azaltmistir (Shiplashree ve Rai, 2009). Benzer
sonuglar H. perforatum’un apikal segmentlerinin kiltird icin de gézlenmistir
(Gadzovska vd., 2005). Bizim yaptigimiz ¢alismada BA tek basina ya da NAA ile
birlikte kullanildiginda yaprak eksplantlarindan kallus olusumu elde edilmis, KIN
ise ancak NAA ile birlikte kullanildiginda kallus indiiksiyonu saglanmustir. 2,4-D
ile yapilan kombinasyonlarda ©nemsenecek dizeyde kallus indlksiyonu
gbzlenmemistir. NAA ve 2,4-D tek bagma kullanildiklar1 ortamlarda da kallus
indiiksiyonu elde edilememistir. Bizim sonuglarimizla da uyusacak sekilde Pretto
ve Santarem (2000), yanlizca biiyiime dlzenleyici olarak 2,4-D varliginda yaprak
eksplantlarinin kiltiiriiniin kallus olugumu ile sonuglanmadigini ve kiiltiirden 3
hafta sonra ekplantlarin nekrozise ugradigini rapor etmistir. Buna karsin Li vd.,
(2000), H. perforatum’da kallus indiiksiyonu i¢in en iyi ortamin 2,4-D (1 mg/L)
and NAA (1 mg/L) igeren ortamlar oldugunu belirtmistir. H. brasiliense nodal
eksplantlar1 kullanilarak yapilan ¢alismada, cesitli oksin konsantrasyonlar
denenmis ve en iyi kallus induksiyonunun 2,4-D ya da NAA iceren MS ya da B5
ortamlarinda gergeklestigi rapor edilmistir (Cardoso ve Oliveira, 1996). H.
perforatum olgun bitkilerinin nodal segmentleri, 4.5 uM BA, kinetin, TDZ tek
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basmna ya da 0.05 uM NAA ile kombinasyonlar: ile iceren MS ortamlarinda
kiiltiire edilmistir. Organogenik cevap yaninda, kallus olusumu, TDZ, NAA ya da
her ikisinin kombinasyonunda kiiltiire edilen eksplantlarda gozlenmistir (sirasiyla
% 65.4, % 60.7 ve % 57.7). Test edilen diger ortamlarda kallus olusumu
indiiklenmemistir (Santarem ve Astarita 2003). Bizim yaptigimiz ¢alismada ise
yaprak eksplantlarindan TDZ iceren ortamlarda sadece kallus indiksiyonu
gbzlenmistir. TDZ nin NAA ile kombinasyonunda ise dnemli dizeyde kallus
indliksiyonu gozlenmemistir.

4.2.2.2. indirekt adventif siirgiin rejenerasyonu

Kalluslardan siirgiin rejenerasyonunu tesvik etmek amaciyla, 0.1, 0.5, 1, 2, 3 ve 4
mg/L KIN ve 0.1, 0.5, 1, 2, 3 ve 4 mg/L BA igeren MS ortamlar1 ile hormonsuz
temel MS ortamlar1 denenmistir. Kallus indiiksiyonunda kullanilan biyiime
diizenleyicilerin tip ve konsantrasyonuna bagli olarak kallustan siirgiin
rejenerasyon cevaplari farklilk gostermistir (Cizelge 4.16). TDZ igeren
ortamlardan elde edilen kalluslarin siirgiin rejenerasyon ortamlarina aktarilmasi ile
stirgiin tomurcuklar1 olusmus fakat bu siirglin tomurcularindan saglikli siirgiinler
elde edilememistir (hiperhidrik siirgiin olusumu). BA + NAA bitki blyume
diizenleyicilerinin tesviki ile H. adenotrichum’un yaprak eksplantlarindan olusan
kalluslar, kullanilan hicbir ortamda siirgiin olusturamamiglardir. KIN + NAA
kombinasyonunun tesvik ettigi kalluslardan siirgiin tomurcuklari olusmus fakat bu
tomurcuklardan 6nemsenecek dlizeyde siirglin elde edilememistir. BA’nin tek
basina kullanildigt MS besi ortamlarindan elde edilen kalluslardan hormon
icermeyen temel MS, 0.1mg/L BA, 0.1, 0.5, 1, 2, 3 ve 4 mg/L KIN iceren
ortamlardan suirglin rejenerasyonu elde edilmistir. BA’l1 ortamlardan elde edilen
kalluslardan, en iyi kallus basina ortalama siirgiin sayist, kalluslarin 0.5 mg/L KIN
iceren MS besi ortaminda kiiltiire edilmesi ile elde edilmistir (Cizelge 4.17).
Ayrica kallus indiiksiyon ortaminda kullanilan BA konsantrasyonlarinin da kallus
basma siirgiin sayisi iizerine onemli etkileri olmustur. En fazla kallus basina
stirgiin sayist 3 mg/L BA’dan (35.6) elde edilen kalluslarin, 0.5 mg/L KIN iceren
ortamlarda kiltire edilmesi ile elde edilmistir (Sekil 4.12). Ortalama boyu
yaklagik 1.0 cm olan siirgiinler (Sekil 4.13) boylarinin uzamasi igin hormonsuz
MS ortamina aktarilmistir. MS ortaminda, 2 hafta sonra ortalama siirgiin boyu
yaklagsik 3.0 cm olarak dl¢tilmistiir (Sekil 4.14).
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Cizelge 4.16. Kallus indiiksiyonunda kullanilan bitki biiylime diizenleyicilerine
gore siirgiin indiiksiyon cevaplari

Kallus indiiksiyonunda kullanilan

bitki biyume duzenleyicileri (mg/L)

Adventif stirgiin cevaplari

TDZ kalluslart Siirgiin tomurcuklar var
Diisiik oranda anormal siirgiin olugumu
BA + NAA kalluslari Sirglin rejenerasyonu yok

KIN + NAA kalluslari

Diistik oranda suirgln rejenerasyonu

BA kalluslari

Yiiksek sirgin rejenerasyonu

Cizelge 4.17. Kalluslardan, 0.5 mg/L KIN igeren MS besi ortamlarinda siirgiin

indiksiyonu

Kallus indiiksiyon asamasinda
kullanmilan bitki biiyiime
dazenleyicileri (mg/L)

Kallus Basina Siirgiin Sayisi

0.0 (Kontrol) 0%
0.5 BA 11.4°
1BA 12.8
2 BA 18.2"
3BA 35.6°
4 BA 22.8°
5 BA 15.3%

*Benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan g¢oklu karsilastirma testine gore
p<0.05 hata sinirlar iginde istatistiksel olarak farkli degildir.
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Sekil 4.12. 0.5 mg/L KIN i¢eren MS besi ortamlarinda kallus indiiksiyon
asamasinda kullanilan BA konsantrasyonlarina gore degisen suirgln
indiiksiyon oranlari

Sekil 4.13. 3 mg/L BA’dan elde edilen kalluslardan, 0.5 mg/L KIN igeren
ortamlarda strguin indiksiyonu
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Sekil 4.14. Ortalama boyu yaklasik 1.0 cm olan siirgiinlerin hormonsuz MS
ortamina aktarildiktan 2 hafta sonraki goriintiisii

Pretto ve Santarem (2000), H. perforatum yaprak eksplantlarindan elde edilen
kalluslarda, kallus basina en yliksek siirgiin sayisinin 4.6 uM kinetin ve 0.45 uM
2,4-D ilaveli ortamlar iizerinde indiikklenen kalluslarin, 4.4 uM BA iceren MS
ortamlarinda kiiltiire alinmasindan elde edildigini rapor etmislerdir. Cirak, (2006)
govde segmentlerinden farkli konsantrasyonlarda BA, 2,4-D ve KIN igeren
ortamlardan elde ettikleri kaluslarin, H. perforatum igin 1 mg/l BA, H.
bupleuroides icin ise 2 mg/l BA ile desteklenmis MS besi ortamlarinda alt kiiltiire
alindiklarinda yogun bir siirgiin gelisimi sergilediklerini rapor etmislerdir. H.
perforatum igin benzer sonuclar yine KIN ve 2,4-D’den elde edilen kalluslar
icinde bildirilmistir (Ayan vd., 2005). Ayrica H. perforatum’da kalluslardan
siurgiin  olusumu IAA ve BA ile desteklenmis ortamlarda (zerinde
gozlemlenmistir. Bir aylik kiiltiir periyodundan sonra yaprak eksplanti basina
ortalama 35 siirgiin elde edilmistir (Wojcik ve Podstolski, 2007). H. perforatum’un
anterlerinden elde edilen kalluslar BA ve NAA kullanilarak siirgiin olusumu
indiiklenmistir (Kirakosyan vd., 2000). H. perforatum ile ilgili yapilan
calismalarda kallustan siirgiin indiiksiyonu igin sitokinin olarak 6zellikle BA nin
daha etkili oldugu goriilmektedir. Bizim H. adenotrichum yaprak eksplantlari
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yaptigimiz ¢aligmada diisiik konsantrasyonda BA (0.1 mg/L) az sayida siirgiin

olusumunu indiiklemesine ragmen yogun siirgiin olusumu KIN ile bagariimistir.
4.2.2.3. Direkt adventif stirgiin rejenerasyonu

H. adenotrichum’un yaprak eksplantlari, KIN’in tek bagia kullanildigit MS besi
ortamlarinda, bir kallus asamasi olmaksizin, dnce siirgiin tomurcuklart sonra bu
tomurcuklardan siirgiin olusturmuglardir. Farkli KIN konsantrasyonlariin
eksplant bagina direkt siirglin sayis1 lizerine etkileri istatistiki anlamda 6nemli
bulunmustur (Cizelge 4.18). Eksplant basina en yiiksek siirgiin sayist 1 mg/L KIN
iceren MS ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.15). Yaprak eksplantlarindan direkt
olarak induklenen surglnlerin ortalama boyu 2.8 cm dir (Sekil 4.16).

Cizelge 4.18. Farkli KIN konsantrasyonlari ile desteklenmis MS besi ortamlarinda
eksplant bagia direkt siirgiin sayisina ait ortalamalar

Bitki buylime dizenleyicileri (mg/L) Eksplant basina siirgiin sayisi
0.0 (Kontrol) 0%
0.5KIN 2.8°
1 KIN 7.8
2 KIN 5.8°
3KIN 3.4°
4 KIN 3.2°
5 KIN 0

*Benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan testine gore p<0.05 hata simirlari
icinde istatistiksel olarak farkli degildir.
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Sekil 4.15. KIN konsantrasyonlarina gore degisen siirgiin indiiksiyonu

Sekil 4.16. 1 mg/L KIN i¢eren MS ortaminda yapraktan direkt siirgiin indiiksiyonu

H. perforatum’da de novo siirgiin organogenezi NAA ile birlikte ya da tek basina
sitokinin (BA, KIN, TDZ) iceren ortamda kultire edilen nodal segmentlerden
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indiiklenmistir. Nodal segmentler {izerinde indiiklenen siirgiinlerin sayis1 sitokinin
tipi ile degismistir. BA (16.9 sirgiin/eksplant), KIN (20.7 surgun/eksplant) tek
basina kullanildiginda KIN daha yiiksek siirgiin indiiksiyonu saglarken, NAA ile
birlikte kullanildiklarinda BA (40.6 surgiin/eksplant) igeren ortamda surgin
indiikksiyonu artmus, KIN (5.5 sirgln/eksplant) iceren ortamda ise dlsmustiir
(Santarem ve Astarita, 2003). H.maculatum’da yine en yuksek ortalama surgin
sayist NAA ile kombineli BA varliginda nodal eksplantlardan elde edilmistir
(58.6, stirgiin/eksplant) (Bacila vd., 2010). H. foliosum’da da nodal eksplantlardan
en yiksek siirgiin sayisi BA ve NAA es zamanli olarak kullanildiginda elde
edilmistir (Moura, 1998). Sitokininler arasinda TDZ, H. perforatum hipokotil
kisimlarinda de nova adventif siirgiinlerin indiiksiyonunu tesvik etmede BA’dan
daha verimli oldugu rapor edilmistir (Murch vd., 2000). H. bupleuroides’in yaprak
ve internodal eksplatlar1 0.1 mg/L BA ve 1.0 mg /L 2,4-D iceren ortamlarda
kiiltire edildigi zaman eksplant yiizeylerinden direk olarak adventif sirgln
tomurcuklar1 olugsmus ve siirgiinler daha sonra uzatilmistir (Cirak vd, 2007c).
Bizim yaptigimiz ¢alismada H. adenotrichum’un yaprak eksplantlarindan sadece
KIN iceren ortamlarda direkt siirglin rejenerasyonu gerceklesmistir.

4.2.2.4. Aksiller stirglin rejenerasyonu

Aksiller siirgiin ¢ogaltimi denemeleri i¢in KIN ve BA’nin 0.1, 0.5, 1, 2, 3,4 ve 5
mg/L  konsantrasyonlarim1  igeren MS besi ortami  kullamilmistir. H.
adenotrichum’un in vitro ortamda elde edilmis direkt ve indirekt siirglinlerinden,
KIN’in tek bagina kullanildigi MS besi ortamlarinda, aksiller siirgiin rejenerasyonu
saglanmistir. BA’l1 ortamlarda ise herhangi bir aksiller siirglin rejenerasyonu
olmamus ve eksplantlar bir iki hafta i¢erisinde 6lmiistiir. H.adenotrichum’da, farkli
KIN konsantrasyonlarmin eksplant bagina aksiler siirgiin sayisina etkileri istatistiki
anlamda 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.19). Eksplant basina en yiiksek siirgiin
sayist 0.5 mg/L KIN igeren MS ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.17).
Caligmalarda elde edilen aksiller siirgunlerin ortalama boyu 2.5 c¢cm dir (Sekil
4.18).
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Cizelge 4.19. Farkli KIN konsantrasyonlari ile desteklenmis MS besi ortamlarinda
eksplant basina aksiller siirgiin sayisina ait ortalamalar

Bitki blytme dizenleyicileri (mg/L) Eksplant basina siirgiin sayisi

0.0 (Kontrol) 0%

0.1 KIN 0.8°

0.5 KIN 4.6°

1 KIN 3.0°

2 KIN 2.2

3KIN 1.2¢

4 KIN 1.4%
5 KIN 0°

*Benzer harfle gosterilen ortalamalar Duncan g¢oklu karsilagtirma testine gore

p<0,05 hata sinirlar1 iginde istatistiksel olarak farkli degildir.

Eksplant basina ortalama
aksiller stirglin sayisi
o P N W b
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N
N
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KIN konsantrasyonlari (mg/L)

Sekil 4.17. KIN konsantrasyonlaria gore degisen aksiller siirgiin indiiksiyonu




75

Sekil 4.18. 0.5 mg/L KIN igeren MS ortaminda aksiller siirgiin indiiksiyonu

H. canariense ve H. foliosum icin stirgin induksiyonu igin en iyi sonuglar BA ve
NAA ile desteklenmis ortamda kiiltiire edilen apikal ya da aksiller tomurculardan
direkt olarak elde edilmistir (Mederos, 1991; Moura, 1998). H. rumeliacum’un
tek-bogum goévde segmentleri 0.3 mg/L BA ile desteklenmis MS ortami iizerinde
1.5-2 mm aksiller siirgiinler gelismis ve 0.3 mg/L BA iizerinde rejenere olan
aksiller siirgiin yigmi 45 giinliik bir periyot i¢in 0.2 mg/L BA flizerine transfer
edilmesi ile siirgiinlerin uzamasi saglanmigtir (Danova vd., 2010). Hypericum
retusum icin kiiltiirler, dokuz farkli BA ve Kinetin konsantrasyonlari ile ayr1 ayri
desteklenmis MS ortami {izerine inokule edilen siirgiilerden baslatilmistir. En
yiiksek siirgiin sayis1 0.5 mg/L BA ilave edilmis ortamdan elde edilmistir. Kinetin
icin kullanilan konsantrasyonlardan en iyi sonu¢ 1.5 mg/L Kinetin ilave edilmis
ortamda elde edilmistir (Namli vd., 2010). Bizim yaptigmiz aksiller ¢ogaltim

calismalarinda BA basirili olmazken KIN siirgiin olusumunu tesvik etmistir.
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4.2.2.5. Koklenme ile ilgili sonuclar

Koklendirme denemelerimizde temel MS ve gesitli konsantrasyonlarda oksin
(IAA, IBA) igeren MS ortamlarinda diisiik oranda kdk promirdiumlart olusmus
fakat kok gelisimi tamamlanmamistir. 0.5 mg/L TAA igeren makro %% MS ve
makro ¥4 MS ortamlarinda kulture edilen aksiller siirgiinlerden %25 oraninda kok
olusumu gergeklesmistir. Makro %2 MS ortamindaki ortalama kok sayisi 4.3 ve kok
uzunluguda 2.5 cm’dir (Sekil 4.19). Makro % MS ortamindaki ortalama kok sayist
6.7 ve kok uzunlugu 2.1°dir. Fide gelismini karsilagtirdigimizda makro Y2 MS

ortamindaki koklerin daha zayif oldugu ve siirgiinlerinde nekrozise ugradig
gozlenmistir (Sekil 4.20).

Sekil 4.19. 0.5 mg/L IAA igeren 2 MS ortaminda aksiller siirgiinlerden kok
indiiksiyonu
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Sekil 4.20. 0.5 mg/L IAA igeren 4 MS ortaminda aksiller siirglinlerden kok
induksiyonu

Hypericum’larin birka¢ tiirinde kok olusumunu indiikklemek i¢in biiylime
duzenleyicisi olarak IBA, IAA ve NAA oksinleri kullanilmistir (Pretto ve
Santarem, 2000). H. perforatum’da 6zellikle IBA ve IAA kok indiksiyonunda
oldukca etkili olmustur (Cellarova ve Kimakova, 1999; Ayan vd., 2005). H.
perforatum’da kok olusumu IBA iceren ya da igermeyen MS ve Y% MS
ortamindaki siirgiinlerden indiiklenmis ve en yiiksek koklenme IBA varlig1 dikkate
alinmaksizin %2 MS ortamindan elde edilmistir (Pretto ve Santarem, 2000). Wojcik
ve Podstolski (2007), yaprak eksplantlarindan rejenere edilen siirglinleri, bitki
biylime dizenleyicisi icermeyen ya da IAA i¢eren MS ortaminda
koklendirilmistir. H. maculatum’da kok sayisi, uzunlugu ve siirgiin yiiksekligi
bakimindan en verimli kiltur ortami 1.0 mg/L 1AA ilaveli %2 MS ortami olarak
belirlenmistir. H. canariensis’de koklenme IBA ya da NAA’nin varliginda elde
edilmesine ragmen (Mederos, 1991), bu bliyume dizenleyicileri H. foliosum’un
stirgiinlerinde koklenmeyi tesvik etmek igin etkili olmamistir (Moura, 1998).
Yaptigimiz ¢alismada MS ortamlarinda koklenme ve kok gelisiminin
saglanamamasi ortamin iyonik giicii ile ilgili olabilir. Makro %2 MS ve % MS
ortamlarinda 0.5 mg/L TAA ile kdklenme saglansa da koklenme orani oldukga
diisiiktiir.
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4.2.2.6. Koklendirilen Bitkilerin Dis Ortama Alistirilmasi

In vitro bitkicikler kok gelisimleri tamamlandiginda materyal ve metot bélimiinde
belirtildigi gibi dis ortama aktarilmistir. Makro 2 MS ortaminda gelisen bitkicikler
dis ortam sartlarma basarili bir sekilde alistirilirken, makro % MS ortaminda

gelisen bitkicikler dis ortama alistirilamamustir.

4.3. Elisitor ve Strese Maruz Birakilan Fidelerin Sekonder Metabolit
Iceriklerinin HPLC Analiz Sonuclar

4.3.1. Standartlara Ait Kalibrasyon Egrilerinin Cizilmesi ve Dogru
Denkleminin Hesaplanmasi ile Tlgili Sonuclar

Standart maddeler olan hiperisin, pseudohiperisin, hiperosid, rutin, izokuersitrin ve
amentoflavonun H. adenotrichum in vitro fidelerindeki miktarlarinin tayini igin
kalibrasyon  grafikleri  olusturulmustur.  Standart  maddelerin  farkli
konsantrasyonlarina karsi (x ekseni, pg/ml), her bir konsantrasyondaki pik alanlari
bulunarak (y ekseni) kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Her bir bilesik igin
kalibrasyon araliginin  belirlenmesinde,  bilesiklerin ~ H.  adenotrichum
ekstraktlarindaki  derisimleri  dikkate almmistir. Dogru  denkleminden
yararlanilarak analiz edilen bilesiklerin, H. adenotrichum in vitro fidelerinde

miktarlar hesaplanmistir.

Rutin 0.2, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10 pg/mL konsantrasyonlarinda enjeksiyon yapilmis
ve bilesige ait kalibrasyon egrisi, denklemi ve korelasyon katsayist Sekil 4.21°de

verilmistir.
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200 -
180 - y=17,815x-0,7262
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Sekil 4.21. Rutin kalibrasyon egrisi

Hiperosid bilesiginin kalibrasyon grafigi i¢in 0.05, 0.1, 0.5, 2.5, 7.5, 15, 30 pg/mL
konsantrasyonlarinda enjeksiyon yapilmistir. Bilesige ait kalibrasyon egrisi,
denklemi ve korelasyon katsayisi Sekil 4.22°de verilmistir.

Alan

400 -

350 - y =11,794x - 2,144
300 - Rz = 0,9996

- 250 +

8 200 - —o—Alan

<150 -

100 -

50 -

0 4 \ \ \ |
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Hiperosid Konsantrasyonu (ppm)

Sekil 4.22. Hiperosid kalibrasyon egrisi
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[zokuersitrin bilesiginin kalibrasyon grafigi icin 0.2, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10 pg/mL
konsantrasyonlarinda enjeksiyon yapilmistir. Bilesige ait kalibrasyon egrisi,
denklemi ve korelasyon katsayis1 Sekil 4.23’de verilmistir.

Alan

180
160 | y=15,209x + 0,4141
140 - R2=0,9976
120 -
c 100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
O T T 1
0 5 10 15

[zoquersitrin Konsantrasyonu (ppm)

——Alan

Ala

Sekil 4.23. Izokuersitrin kalibrasyon egrisi

Amentoflavon bilesiginin kalibrasyon grafigi i¢in 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1,
1.0 pg/mL konsantrasyonlarinda enjeksiyon yapilmstir. Bilesige ait kalibrasyon
egrisi, denklemi ve korelasyon katsayis1 Sekil 4.24’de verilmistir.



81

140 - Alan

120 4 Y= 127,17x + 0,2888
R2 =0,9999

100

—o—Alan

Alan

——Dogrusal (Alan)

1 15

Amentoflavon Konsantrasyonu (ppm)

Sekil 4.24. Amentoflavon kalibrasyon egrisi

Pseudohiperisin bilesiginin kalibrasyon grafigi i¢in 0.05, 0.1, 0.5 2.5 5.0, 10
pMg/mL  konsantrasyonlarinda enjeksiyon yapilmustir. Bilesige ait kalibrasyon
egrisi, denklemi ve korelasyon Katsayis1 Sekil 4.25’da verilmistir.

Alan (590 nm)
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—©—Alan (590 nm)

—Dogrusal (Alan (590
nm))

Sekil 4.25. Pseudohiperisin kalibrasyon egrisi
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Hiperisin bilesiginin kalibrasyon grafigi i¢in 0.02, 0.2, 0.5, 1.0, 2.5 5.0, 10
Mg/mL konsantrasyonlarinda enjeksiyon yapilmustir. Bilesige ait kalibrasyon
egrisi, denklemi ve korelasyon katsayis1 Sekil 4.26°da verilmistir.

Alan (590 nm)

600 -
~500
£
€400 -
%300
~200
3
2100

y =55,848x + 4,77

—o—Alan (590 nm)

——Dogrusal (Alan
(590 nm))

0 5 10 15
Hiperisin konsantrasyonu (ppm)

Sekil 4.26. Hiperisin kalibrasyon egrisi

4.3.2. Standartlarm Pik Cikis Siireleri ve Kromatogramlari

H. adenotrichum in vitro fidelerine ait metanolik ekstraktlarda standart maddelerin
var olup olmadigi, HPLC kromatogramlarindaki piklerin alikonma zamanlari
kargilagtirilarak tespit edilmigtir. Standartlara ait piklerin ¢ikis siireleri ¢izelge
4.20’de verilmistir. Standart piklerine ait kromatogramlardan 270 nm’de pik
verenler (rutin, hiperosid, izokuersitrin, amentoflavon) Sekil 4.27°de, 590 nm’de
en iyi pik verenler (hiperisin ve pseudohiperisin) ise sekil 4.28”de verilmistir.



Cizelge 4.20. Standartlarin pik ¢ikis siireleri
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Standart bilesikler Standartlara ait ortalama ¢ikis
sureleri (dk)
Rutin 12.716
Hiperosid 13.531
Izokuersitrin 13.889
Amentoflavon 18.416
Pseudohiperisin 22.438
Hiperisin 25.039
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Sekil 4.27. 270 nm’de standartlara ait kromatogram
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Sekil 4.28. 590 nm’de standartlara ait kromatogram
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4.3.3. Orneklerin Analiz Sonuglar

Stres ve elisitér uygulamalarina maruz birakilan H. adenotrichum fidelerinde,
HPLC analizi sonucunda kullanilan 6 standart bilesikten rutin ve amentoflavon
bilesikleri tespit edilememistir. Diger 4 bilesik olan hiperisin, pseudohiperisin,
hiperosid ve izokuersitrin’nin uygulanan stres ve elisitorlere bagli olarak in vitro
fidelerdeki miktarlar ise degisim gostermistir. Sekonder bilesiklerin miktar1 100 g

kuru agirliktaki (k.a) mg madde miktari olarak verilmistir.

4.3.4. Elisitasyon Uygulamalaria Gére In Vitro Fidelerde Sekonder
Metabolit Degisimleri

Elisitorler, bitkilerde savunma ya da stres ile indiikklenen cevaplari tesvik eden
bilesiklerdir (Sharma vd., 2011). Elisitorler orjinlerine ya da molekiiler yapilarina
gore fiziksel ya da kimyasal, biyotik ya da abiyotik ve kompleks ya da
tamimlanmis olarak smiflandirilmaktadir (Radman vd., 2003). Biyotik elisitorler
patojenden ya da bitki kaynakli olup biyolojik bir orjine sahipken, abiyotik
elisitorler biyolojik bir orjine sahip degildir ve fiziksel faktorler ya da kimyasal
bilesiklerde gruplandirilmistir (Vasconsuelo ve Boland, 2007). Elisitorler ayni
zamanda bitki sekonder metabolit sentezinin arttiricilart olarak kullanilmakta ve
onemli bilesiklerin iiretimini arttirmak i¢in biyosentetik yolda 6nemli bir rol
oynayabilmektedirler. Elisitasyon yolu ile bitki hiicre kdltirlerinden sekonder
metabolitlerin {iretiminin artig1 biyoendiistri i¢in 6nemli ekonomik yararlar1 olan
yeni bir aragtirma alan1 agmigtir. Elisitorler bitki sekonder metabolitlerinde sinyal
veren etkilesimleri ve kompleks yollarin elemanlarin1 anlamak i¢in bir aragtirma
araci olarak kullanilabilir (Angelova vd., 2006).

H. perforatum in vitro bitkilerine, sekonder metabolit miktarin1 arttirmaya yonelik
olarak farkli konsantrasyonlarda PEG (polietilen glikol), sukroz, pektin, mannan
ve krom uygulanmustir.
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4.3.4.1. Su stresi (osmotik stres)

Su stresi, bitkilerin biiyiime ve gelisimini diizenleyebilen, bitki {retimini
smirlayabilen, bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerini degistirebilen en
Onemli cevresel streslerden biridir. Su stresi bitkilerde sekonder metabolit
Uretimini arttirdign bilinmektedir (Zobayed vd., 2007). Osmotik stres abiyotik
fiziksel bir elisitordir (Vasconsuelo ve Boland, 2007). Sekonder metabolitlerin
birikimi bitkilerin bir savunma mekanizmasi olarak bilinir ve bitkiler cesitli
savunma mekanizmalarina bagvurmak i¢in hiicresel metabolizmalarini degistirerek
su stresine adapte olur (Gulen ve Eris, 2004). Agir su stresi sartlari, reaktif oksijen
tiirlerinin olusumuna ve fotoinhibitdr zarara bagli olarak oksidatif strese neden
olabilir (Asada, 1996) ve bu yilizden antioaksidant konsantrasyonlari bitkilerde su
stresi sarlar1 altinda artabilir (Eskling vd., 1997). Su ve osmotik denge, H.
perforatum’da hiperisin ve pseudohiperisin sentezini ciddi sekilde etkileyebilir
(Pavlik vd, 2007). Zobayed vd. (2007), su stresi altinda biiyliyen H. perforatum’da
hiperisin ~ ve  pseudohiperisin  seviyelerinin  azaldigin1  ve  hiperforin
konsantrasyonunun arttigini rapor etmiglerdir. Hypericum brasiliense’de su stresi
altinda bazi fenolik bilesiklerin (1,5-dihidroksiksantone, rutin, kuersetin ve
betulinik asit) arttig1 rapor edilmistir (Abreu ve Mazzafera, 2005).

H. adenotrichum in vitro fidelerinde osmotik stres olusturmak igin farkli
konsantrasyonlarda PEG ve Sukroz denenmistir.

PEG uygulamasi

PEG birgok bitkide su stresini indiiklemek i¢in kullanilan ve bitki tarafindan
alinamayan bir osmotik ajandir (Lemcof vd., 2006; Van den Berg ve Zeng, 2006).
PEG 6000 yiiksek molekiil agirligindan dolay1 hiicre ¢eperi porlarindan ve hiicre
membranindan gecemez (Oertli, 1985; Lemcof vd., 2006;Verslues vd., 2006). Bu
yuzden PEG’in sekonder toksik etkileri yiiksek molekiil agirligindan dolay1

elimine olmustur.

Yaptigimiz ¢aligmada 2.5, 10, 15 g/L PEG (6000) konsantrasyonlarina 15 ve 30
giin boyunca maruz birakilmis H. adenotrichum in vitro fidelerinin sekonder
metabolit miktarlari, kiiltiir siiresine bagli olarak degisiklik gdstermistir. 15 gun
PEG uygulamasina bagli sekonder metabolit degisimleri ¢izelge 4.21°de, 30 giin
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PEG uygulamasina bagli sekonder metabolit degisimleri cizelge 4.22’de
gosterilmistir.

Cizelge 4.21. 15 giin PEG (g/L) uygulamasina bagl sekonder metabolit degigimi
(mg/100g k.a.)

Kontrol 25 PEG 10 PEG 15 PEG
Hiperosid 102.8 103.6 127.4 41.1
Izokuersitrin 10.7 10.3 14.4 5.3
Pseudohiperisin 5.6 55 13.0 7.4
Hiperisin 5.5 5.7 115 6.5

Cizelge 4.22. 30 giin PEG (g/L) uygulamasina bagh sekonder metabolit degisimi
(mg/100g k.a.)

Kontrol 25 PEG 10 PEG 15 PEG
Hiperosid 128.0 100.7 103.5 54.6
Izokuersitrin 15.4 16.2 7.1 3.0
Pseudohiperisin 7.3 55 8.9 7.1
Hiperisin 7.2 5.0 7.8 6.9

15 ginlik PEG wuygulamasi sonucu hiperosid konsantrasyonu, kontrolle
karsilastirildiginda 2.5 g/L PEG’de degismezken, 10 g/L. PEG konsantrasyonda
hafif bir artis gostermis, 15 g/L PEG konsantrasyonunda ise hiperosid miktar
onemli olgiide diismiistiir. Uygulama siiresi 30 giine ¢ikarildiginda 2.5 ve 10 g/L
PEG’de hiperosid konsantrasyonunda hiperosid miktar1 hafif bir sekilde azalmus,
konsantrasyon 15 g/L’ye ¢iktiginda ise yine dnemli 6l¢ide bir diisiis gézlenmistir
(Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. 15 ve 30 gin PEG uygulamasina bagl hiperosid degigsimlerinin
grafiksel karsilastirmalari

15 giinlik PEG uygulamasi sonucu izokuersitrin konsantrasyonu, kontrolle
karsilastirildiginda 10 g/L PEG konsantrasyonunda bir artis gostermistir. 10 g/L
PEG’de izokuersitrin konsantrasyonunda kontrole gore yaklasik 1.3 katlik bir artig
olmustur. 15 g/L PEG konsantrasyonunda ise izokuersitrin miktar1 6nemli élclide
diismiistiir. Uygulama stiresi 30 giine ¢ikarildiginda 2.5 g/L PEG’de izokuersitrin
konsantrasyonu hafif bir sekilde yiikselmis ve daha sonra PEG konsantrasyonunun
artigina bagli olarak 6nemli 6l¢iide bir diisiis gozlenmistir. (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. 15 ve 30 giin PEG uygulamasima bagli izokuersitrin degisimlerinin
grafiksel kargilagtirmalari
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15 giinlik PEG uygulamasi sonucu pseudohiperisin konsantrasyonu, 2.5 g/L
PEG’de degismezken, 10 ¢g/L PEG konsantrasyonunda 2.4 kathik bir artis
gostermistir. 15 g/L PEG konsantrasyonunda ise pseudohiperisin miktar1 10 g/L
PEG’e gore biraz diisiis gostermistir. Uygulama siiresi 30 giline ¢ikarildiginda 2.5
g/L PEG’de pseudohiperisin konsantrasyonu hafif bir sekilde diismiis ve daha
sonra 10 g/ PEG’de hafif bir yiikselis olmustur. 15 g/L PEG ve kontrol arasinda
bir fark gézlenmemistir. (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. 15 ve 30 giin PEG uygulamasina bagl pseudohiperisin degisimlerinin
grafiksel karsilastirmalari

15 giinlik PEG uygulamast sonucu hiperisin konsantrayonu, kontrolle
kargilastirildiginda 2.5 g/l ve 15 g/l PEG’de 6nemli derecede bir degisiklik
gostermezken, 10 g/L PEG konsantrasyonunda yaklasik 2.1 kathik bir artis
gostermistir. Uygulama siresi 30 giine ¢ikarildiginda hiperisin konsantrasyonu,
kontrole gdre 2.5 g/L PEG’de hafif bir diisiis gosterirken, 10 ve 15 g/L PEG’de
onemli bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.32).



91

- 14
o))
8 12
E’ 10 —| 015 gunlik Hiperisin
£ (590nm) konsantrasyonu
‘:"E\ 8 (mg/100g)
g g 6 @30 gunlik Hiperisin Miktari
S 4 (mg/100g, 590 nm)
c
B 2
2 o
= Kontrol 2,5 10 15

PEG Konsantrasyonu (g/L)

Sekil 4.32. 15 ve 30 gin PEG uygulamasina bagl hiperisin degisimlerinin
grafiksel karsilastirmalari

Yaptigimiz ¢alismada PEG uygulamasinin H. adenotrichum in vitro kiltlrlerinde
analiz edilen flavonoidlerin (hiperosid ve izokuersitrin) elisitasyonunda ¢ok az
basarili oldugu gortlmektedir. En yuksek olarak, sadece 15 gunliik 10 g/L PEG
uygulamasi izokuersitrin konsantrasyonunda kontrole gore yaklasik 1.3 katlik bir
artis saglamistir. 15 g/ PEG uygulamast hem 15 giinlik hemde 30 giinliik
uygulamalarda flavonoid miktarlarinda 6nemeli 6l¢iide diisiise neden olmustur.
PEG uygulamasi hiperisinlerde (hiperisin ve pseudohiperisin) flavonoidlere gore
daha iyi bir elisitasyon saglamigtir. 15 giinlik 10 g/L PEG uygulamasi
pseudohiperisin miktarinda kontrole gore yaklasik 2.4 ve hiperisin miktarinda ise
yaklagik 2.1 katlik bir artis saglamistir. Cogunlukla 15 giinlik PEG uygulamasi 30
giinliik uygulamaya gore elisitasyon agisindan daha verimli goriilmektedir.

Pavlik vd. (2007), H. perforatum in vitro kilttrlerinde sukroz (10, 20, 30 g/L)
iceren ortamlara PEG (1.25, 2.5, 5, 10, 15 g/L) ilave etmisgler ve ¢cogunlukla diisiik
konsantrasyonlarda PEG’in (1.25 ve 5 g/L) hiperisin ve hiperforin Uretimi
indiikledigini rapor etmislerdir. Bizim ¢aligmamizda bundan farkli olarak 10 g/L
PEG uygulamasi c¢ogunlukla daha etkili olmustur. PEG ugulamasinin neden
oldugu osmotik stres bircok bitkide sekonder metabolit iiretimini arttirmustir; Or.
Scrophularia ningpoensis’in koklerinde iridoid glikozitler (catalpol, harpagoside,
aucubin ve harpagide) (Wang vd., 2010), Taxus chinensis hicre
stispansiyonlarinda paclitaxel tretimi (Kim vd., 2001) ve Cistanche deserticola
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hiicre kilturlerinde phenylethanoid glikoztiler (Liu ve Cheng, 2008) PEG uygulasi

ile artmusgtir.
Sukroz uygulamasi

Sukroz yaygin bir osmotik stres ajani olarak kullanilmakta ve ayni zamanda ¢ok
onemli bir karbon ve enerji kaynagi olarak hizmet etmektedir. Bu yiizden,
sukrozun osmotik stres etkisini ve karbon kaynagi olarak besinsel roliini ayirmak
¢cok zordur (Liu ve Cheng, 2008). In vitro Kdltirlerde bitki biylmesi igin
fotosentez daha az gereklidir ve kiiltiir ortaminda sukroz metabolizma i¢in gerekli
olan ana karbon kaynagi olarak rol oynar (Zobayed vd., 2003).

Yaptigimiz ¢alismada 15, 30, 45 ve 60 g/L sukroz konsantrasyonlarina 15 ve 30
giin boyunca maruz birakilmis H. adenotrichum in vitro fidelerinin sekonder
metabolit miktarlar, kiiltlir siiresine bagh olarak degisiklik gdstermistir. 15 giin
sukroz uygulamasina bagli sekonder metabolit degisimleri ¢izelge 4.23°da, 30 giin
sukroz uygulamasma bagli sekonder metabolit degisimleri ¢izelge 4.24°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.23. 15 giin sukroz (g/L) uygulamasi bagl sekonder metabolit degisimi
(mg/100g k.a.)

Kontrol | 15 sukroz | 30 sukroz | 45 sukroz | 60 sukroz
Hiperosid 102.8 58.1 102.8 127.8 60.4
Izokuersitrin 10.7 7.4 10.7 17.0 3.5
Pseudohiperisin 5.6 4.4 5.6 6.2 4.2
Hiperisin 55 4.6 5.5 6.4 4.0
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Cizelge 4.24. 30 giin sukroz (g/L) uygulamasi bagli sekonder metabolit degigimi

(mg/100g k.a.)

Kontrol | 15sukroz | 30 sukroz | 45 sukroz | 60 sukroz
Hiperosid 128.0 102.2 128.0 60.3 55.4
Izokuersitrin 154 17.6 154 12.4 10.3
Pseudohiperisin 7.3 55 7.3 6.4 4.5
Hiperisin 7.2 55 7.2 6.6 4.9

15 ginlik sukroz uygulamasi sonucu hiperosid konsantrasyonu, kontrolle

karsilastirildiginda 15 g/L sukrozda neredeyse yar1 yartya bir diislis gostermistir.
45 g/L sukroz konsantrasyonunda hafif bir artis gostermis, 60 g/L sukroz
konsantrasyonunda ise hiperosid miktar1 6nemli 6l¢iide diismiistiir. Uygulama
stiresi 30 giine ¢ikarildiginda en yuksek hiperosid konsantrasyonunun kontrol
bitkisinde oldugu ve 45 ve 60 g/L sukrozda hiperosid konsantrasyonunun énemli
Ol¢iide diistigii goriilmektedir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. 15 ve 30 giin sukroz uygulamasina bagli hiperosid degigsimlerinin
grafiksel karsilagtirmalari
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15 gilnlik sukroz uygulamasi sonucu izokuersitrin konsantrayonu, kontrolle
kargilagtirildiginda 45 g/L sukroza kadar kademeli bir artig gostermis, 60 g/L
sukrozda ise Onemli bir diistis gostermistir. 45 g/l sukroz konsantrasyonunda
izokuersitrin miktarinda kontrole gore yaklagik 1.6 katlik bir artis olmustur.
Uygulama siiresi 30 giine ¢ikarildiginda en diisiik sukroz konsantrasyonundan (15
g/L) en yuksek sukroz konsantrasyonuna (60 g/L) kadar izokuersitrin miktarinda
kademeli bir diisiis g6zlenmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. 15 ve 30 giin sukroz uygulamasina bagl izokuersitrin degisimlerinin
grafiksel karsilastirmalari

15 ginlik sukroz wuygulamasi sonucu pseudohiperisin  miktari, Ssukroz
konsantrasyonlarina bagli olarak énemli 6l¢iide degismemis sadece en yuksek ve
en diigiik sukroz konsantrasonlarinda hafif bir diisiis gostermistir. Uygulama suresi
30 giine cikarildiginda en yiiksek pseudohiperisin konsantrasyonunun kontrol
bitkisinde oldugu ve 15, 45 ve 60 g/L sukrozda pseudohiperisin konsantrasyonu
cesitli oranlarda diistiigi gortilmektedir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. 15 ve 30 giin sukroz uygulamasina bagli pseudohiperisin
degisimlerinin grafiksel karsilagtirmalari

15 ginluk sukroz wuygulamasi sonucu hiperisin konsantrayonu, sukroz
konsantrasyonlarina bagli olarak dnemli dl¢iide degismemis sadec en yiikse ve en
diisiik sukroz konsantrasonlarinda hafif bir diisiis gostermistir. Uygulama stresi 30
giine cikarildiginda en yiksek hiperisin konsantrasyonunun kontrol bitkisinde
oldugu ve 15, 45 ve 60 g/L sukrozda hiperisin konsantrasyonu cesitli oranlarda
diistiigti goriilmektedir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. 15 ve 30 giin sukroz uygulamasma bagli hiperisin degisimlerinin
grafiksel karsilagtirmalari
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Yaptigimiz ¢alismada sukroz uygulamasi, H. adenotrichum in vitro kulttrlerinde
analiz edilen flavonoidlerinden sadece izokuersitrinin elisitasyonunda ¢ok az da
olsa basar1 saglamistir. 45 g/L sukroz konsantrasyonunda izokuersitrin miktarinda
kontrole gore yaklasik 1.6 katlik bir artig olmustur. 60 g/L sukroz uygulamasi hem
15 gunliik hemde 30 glinlik uygulamalarda flavonoid miktarlarinda énemli 6lglide
diisise neden olmustur. Sukroz uygulamasit hiperisinlerde (hiperisin ve
pseudohiperisin) elisitasyon agisindan 6nemli bir sonu¢ gdstermemis hatta 30
giinlik sukroz uygulamasinda en yiiksek hiperisin ve pseudohipersin miktari
kontrol bitkisinde gozlenmistir. Sukroz olarak asir1 karbon uygulamasi 6nemli
6lciide hiperisin ve pseudohipersin birikimini indiklemede yeterli olmamustir.

Benzer bir ¢alisma, bir biyoreaktdrde H. perforatum’da hiperisin, pseudohiperisin
ve hiperforin Gretimi (zerine 15-60 g/L konsantrasyon araliginda ilave edilen
sukrozun etkisi ¢aligilarak yapilmistir. Bu ¢alismada en yiiksek hiperisin igerigi en
disik sukroz wuygulamasinda (15 g/L) gozlenmesine ragmen hiperisin
konsantrasyonu 15 ve 30 g/L konsantrasyon uygulandigi zaman &nemli Slgiide
degismemistir. Benzer sekilde pseudohiperisin igerigi de ortamdaki sukroz
konsantrasyonu ile ters orantili olmustur. Daha yiksek sukroz konsantrasyonunda
(60 g/L) yalnizca hiperisin degil ayn1 zamanda hiperforin iiretiminde de ciddi
azalma gozlenmistir (Zobayed vd., 2003). Pavlik vd. (2007), H.perforatum’un in
vitro fidelerinde hiperisin ve hiperforin Uretiminin kiltiir ortamina farkl
konsantrasyonlarda sukroz (10-30 g/L) ilavesi ile etkilendigini rapor etmislerdir.
Kiiltiir ortamindaki artan sukroz konsantrasyonu ile birlikte hiperisin ve hiperforin
konsantrasyonu artmustir. 10 ve 30 g/L’de sukroz iceren ortamda kdltiire edilen
bitkilerde, hiperisin konsantrasyonu 3’den 4 pg/g’a yiikselmistir.
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4.3.4.2. Biyotik elisitorler

Biyotik elisitorler patojen ya da bitkinin kendisinden tiiremis olan biyolojik bir
orjine sahiptirler (Vasconsuelo ve Boland, 2007). Bitki hiicre geperlerinden,
mikroorganizmalardan ve glikoproteinlerden kodkenlenen polisakkaritler, diisiik
molekiil agirlikli organik asitler, fiziksel hasar, kemirgenler, herbivorlar, bocekler,
fungus, virlis ve bakteri saldirilarina cevap olarak bitki tarafindan tiretilen diisiik
molekiil agirlikli fitokimyasallar ve protein Kinazlar biyotik elisitérler sinifindadir
(Sharma vd., 2011). Polisakkaritler ya da oligosakkaritler yogun olarak caligilmis
olan elisitasyon yollar ile ilgili sinyal molekiilleridir ¢linkii bu bilesikler bir
patojen saldirist sirasinda fungal elisitorlerin yerini alabilir (Zhao vd., 2005). Bu
amagla ¢alismalarimizda H. adenotrichum in vitro fidelerinde sekonder metabolit

indiiksiyonu i¢in pektin ve mannan kullanilmigtir.
Pektin uygulamasi

Pektin, biyotik ve bilesimi tanimli olan bir elisitordir (Radman vd.,
2003;Vasconsuelo ve Boland, 2007; Sharma vd., 2011). Pektin, bitiin bitkilerin
primer hiicre duvarinda yer alan kompleks bir polisakkarit ailesidir (Ridley vd.,
2001). Temel pektin (1—4)-bagh galakturonik asit initelerinin uzun bir
zincirinden olugmaktadir (Hopkins ve Hiiner, 2004). Pektik enzimler, genelde
polisakkaritleri pargalayan zincir kirici enzimler olarak bilinmektedirler. Bitki
hiicrelerinin orta lamelinin ve primer hiicre duvarinin yapisini olusturan pektik asit
ve pektini parcalayan bu enzimler bakteri, mantar, bocek, nematod ve protozoada
bulunmaktadirlar. Mikroorganizmal pektin yikimi bitki patojenitesinde, simbiyotik
yasamda, bitkisel artiklarin bozunumunda, bitkisel besinlerin sindiriminde énemli
rol oynamaktadir (Maras vd., 2004). Savunma cevaplariin elisitorleri olarak
aktive olan Oligogalakturonidler (OGs), patojen enfeksiyonu sirasinda bitki
pektininden serbest kalir ve boylece OGs fungal patojenlere karsi temel dirence
katkida bulunmaktadir. Citrus pektin homogalakturonan tarafindan olusturulan bir
polimerdir. Bununla birlikte Flores-Sanchez vd. (2002), pektinin asidik pH’da (pH
4.63) ve 121 °C’ta sterilizasyondan sonra gesitli oligogalakturonik fragmentlere
pargalanmis olabilecegini ve Uncaria tomentosa hicre kilturlerinde bir sinyal
molekdilii olarak rol oynamis olabilecegini rapor etmistir.

Yaptigimiz ¢alismada 10, 50, 100 mg/L pektin konsantrasyonlarina 15 ve 30 giin
boyunca maruz birakilmig H. adenotrichum in vitro fidelerinin sekonder metabolit
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miktarlar, kiiltiir siiresine bagl olarak degisiklik gOstermistir. 15 giin pektin

uygulamasina bagli sekonder metabolit degisimleri ¢izelge 4.25’de, 30 giin pektin

uygulamasina bagli sekonder metabolit degisimleri ¢izelge 4.26°de gosterilmistir.

Cizelge 4.25. 15 giin pektin (mg/L) uygulamasi bagl sekonder metabolit degisimi

(mg/100g k.a.)

Kontrol 10 pektin 50 pektin 100 pektin
Hiperosid 102.8 128.9 136.9 105.6
Izokuersitrin 10.7 8.3 7.5 7.0
Pseudohiperisin 5.6 12.8 27.2 7.2
Hiperisin 55 94 15.3 6.4

Cizelge 4.26. 30 giin pektin (mg/L) uygulamasi bagli sekonder metabolit degisimi

(mg/100g k.a.)

Kontrol 10 pektin 50 pektin 100 pektin
Hiperosid 128.0 84.0 114.0 107.7
Izokuersitrin 154 5.09 6.2 7.0
Pseudohiperisin 7.3 8.2 12.8 5.6
Hiperisin 7.2 6.1 7.9 5.3
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15 gunlik pektin uygulamas: sonucu hiperosid konsantrasyonu, kontrolle
karsilagtirildiginda 50 mg/L pektine kadar farkli oranlarda yiikselmis, 100 mg/L
pektin igeren ortamda diisiis gostererek hemen hemen kontrolle ayni seviyeye
gelmistir. 50 mg/L  pektin igeren ortamda hiperosid miktar1 kontrolle
karsilastirildiginda yaklasik 1.3 katlik bir artig géstermistir. Uygulama siiresi 30
giine ¢ikarildiginda en yiksek hiperosid konsantrasyonunun kontrol bitkisinde
oldugu ve 10, 50, 100 mg/L pektin iceren ortamlarda hiperosid konsantrasyonu
farkli oranlarda diismiis oldugu goriilmektedir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. 15 ve 30 giin pektin uygulamasina bagli hiperosid degisimlerinin
grafiksel karsilastirmalari

15 gunlik pektin uygulamasi sonucu izokuersitrin konsantrayonu, en yuksek
kontrol  bitkisinden elde edilmistir.  Izokuersitrin  miktar1  kontrolle
karsilagtirildiginda pektin konsantrasyonu arttikca farkli oranlarda hafif diisiis
gostermistir. Uygulama suresi 30 giine ¢ikarildiginda yine en yiksek izokuersitrin
konsantrasyonu kontrol bitkisinde gdzlenmistir. izokuersitrin miktar1 kontrolle
karsilagtirildiginda pektin konsantrasyonu arttikga farkli oranlarda hafif diisiis
gostermistir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. 15 ve 30 giin pektin uygulamasina bagli izokuersitrin degisimlerinin
grafiksel karsilastirmalari

15 gilnlik pektin uygulamasi sonucu pseudohiperisin  miktari, kontrolle
karsilastirildiginda 50 mg/L pektine kadar yiikselmis, 100 mg/L pektin iceren
ortamda ise diismiis fakat yine kontrolden yiiksek kalmistir. 50 mg/L pektin iceren
ortamda pseudohiperisin miktar1 kontrolle gore yaklagik 4.8 katlik bir artig
gostermigtir.  Uygulama stiresi 30 giine c¢ikarildiginda  pseudohiperisin
konsantrasyonu kontrolle karsilagtirildiginda 50 mg/L  pektine kadar yine
yiikselmis, 100 mg/L pektin iceren ortamda ise diismiistir. 50 mg/L pektin iceren
ortamda pseudohiperisin miktar1 kontrolle gore yaklasik 1.7 katlik bir artis
gostermistir (Sekil 4.39).
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degisimlerinin grafiksel karsilastirmalar1
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15 gunlik pektin uygulamasi sonucu hiperisin konsantrayonu, kontrolle
karsilagtirildiginda 50 mg/L pektine kadar yiikselmis, 100 mg/L pektin igeren
ortamda ise diismiis fakat yine kontrolden yiiksek kalmistir. 50 mg/L pektin iceren
ortamda hiperisin miktar1 kontrolle gbre yaklasik 2.8 katlik bir artig gostermistir.
Uygulama stiresi 30 giline c¢ikarildiginda hiperisin konsantrasyonu kontrolle
karsilagtirildiginda 50 mg/L pektinde hafif yiikselmis, 10 ve 100 mg/L pektin
iceren ortamda ise hafif diisiis gostermistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. 15 ve 30 giin pektin uygulamasima bagli hiperisin degisimlerinin
grafiksel kargilagtirmalari

Yaptigimiz ¢aligmada pektin uygulamasi, H. adenotrichum in vitro kiltirlerinde
analiz edilen flavonoidlerinden sadece hiperosid elisitasyonunda ¢ok az da olsa
basar1 saglamistir. 50 mg/L pektin konsantrasyonunda hiperosid miktarinda
kontrole gore yaklasik 1.3 kathk bir artis olmustur. Ozellikle 30 gunliik
uygulamalarda pektin flavonoid miktarlarinda diisiise neden olmus kontrol
bitkileri flavonoid igerigi acisindan daha yiiksek sonuglar vermistir. Pektin
uygulamas1 hiperisinlerde (hiperisin ve pseudohiperisin) elisitasyon agisindan
onemli sonuclar vermistir. 15 ginlik pektin uygulamasinda 50 mg/L pektin
pseudohiperisin miktarini 4.8 kat arttirirken 30 giinliik uygulamada artis 1.7 kat
olmustur. 15 glnlik pektin uygulamasinda 50 mg/L pektin hiperisin miktarini 2.8
kat arttirirken 30 giinliik uygulamalarda pektin hiperisin miktarinda énemli bir
artis saglamamugtir. Bu sonuglar pektinin H. adenotrichum in vitro fidelerinde
hiperisinlerin tiretimi i¢in etkili bir elisitor oldugunu gostermektedir.



102

H. perforatum’un sirgun kaltarlerinde pektin hiperisin Gretimini etkilemezken
pseudohiperisin tiretimini 1.8 kat artirarak stimule etmistir (Kirakosyan vd., 2000).
Bizim ¢alismamizda siirgiin kiltiirlerinden farkli olarak H. adenotrichum in vitro
fidelerinde pektinin etkisi ile hiperisinlerin Gretimi daha ¢ok stimule olmustur.
Uncaria tomentosa hicre suspansiyon kulttrlerinde uygulanan pektin triterpen
asitlerinin (ursolic ve oleanolic acid) iiretimini arttirdigi bulunmustur. Hiicre
kilturleri, pektin uygulamasinin izopentil difosfat izomeraz ve skualen sentez gibi
enzimlerin aktivitesinde 3 katlik hizli bir artisa neden oldugunu gdstermistir
(Flores-Sénchez vd., 2002). Pektin Calendula officinalis hicre kultirlerinde
oleanolik asit (Wiktorowskave vd., 2010) ve Morinda citrifolia kultrlerinde
antrakuinonlarin (Ddrnenburg ve Knorr, 1994) {iretimini stimule etmede basarili
bir sekilde kullanilmugtir.

Mannan uygulamasi

Mannan, maya hiicre duvarinin 6nemli yapisal bir bilesenidir (Jones ve Ballou
1969) ve biyotik bir elisitor olarak tanimlanmaktadir (Radman vd., 2003).

Yaptigimiz ¢alismada 10, 50, 100 mg/L mannan konsantrasyonlarina 15 ve 30 giin
boyunca maruz birakilmig H. adenotrichum in vitro fidelerinin sekonder metabolit
miktarlari, kiltiir siiresine bagli olarak degisiklik gostermistir. 15 giin mannan
uygulamasina bagli sekonder metabolit degisimleri ¢izelge 4.27°de, 30 gin
mannan uygulamasma bagli sekonder metabolit degisimleri c¢izelge 4.28’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.27. 15 giin mannan (mg/L) uygulamasi bagli sekonder metabolit

degisimi (mg/100g k.a)
Kontrol 10 mannan | 50 mannan | 100 mannan
Hiperosid 102.8 103.2 109.7 127.2
Izokuersitrin 10.7 5.8 5.7 8.9
Pseudohiperisin 5.6 105 15.9 14.4
Hiperisin 5.5 6.9 9.7 9.3




Cizelge 4.28. 30 giin mannan (mg/L)

103

uygulamast bagli sekonder metabolit

degisimi (mg/100g k.a)
Kontrol 10 mannan | 50 mannan | 100 mannan
Hiperosid 128.0 68.7 79.5 165.0
Izokuersitrin 15.4 4.4 5.1 11.5
Pseudohiperisin 7.3 5.9 8.8 13.3
Hiperisin 7.2 5.9 7.1 8.9

15 gunlik mannan uygulamasi sonucu hiperosid konsantrasyonu, kontrolle
karsilagtirildiginda mannan konsantrasyonu artikga ¢ok az yiikselmistir.
Uygulama siiresi 30 giine ¢ikarildiginda hiperosid konsantrasyonu artan mannan
konsantrasyonu ile artmis fakat kontrol, 10 ve 50 mg/L mannana gére daha yiksek
hiperosid tretmistir. Sadece 100 mg/L mannan kontrole gére yaklasik 1.3 kat
hiperosid tiretmistir (Sekil 4.41).
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g Kontrol 10 50 100
Q
T Mannan Konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 4.41. 15 ve 30 glin mannan uygulamasina bagli hiperosid degisimlerinin
grafiksel karsilastirmalari
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15 ve 30 giinlik mannan uygulamasi sonucu izokuersitrin konsantrayonu, en
yiiksek kontrol bitkisinden elde edilmistir. izokuersitrin iiretimi acisindan 100
mg/L mannan 10 ve 50 mg/L’ye gdre daha iyi sonug¢ vermesine ragmen mannan

izokuersitrin elisitasyonunda basarisiz olmustur (Sekil 4.42).
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=g . - .
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Kontrol 10 50 100
Mannan Konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 4.42. 15 ve 30 giin mannan uygulamasina bagli izokuersitrin degisimlerinin
grafiksel kargilagtirmalari.

15 glnlik mannan uygulamast sonucu pseudohiperisin  miktari, kontrolle
karsilastirildiginda 50 mg/L mannan kadar yiikselmis, 100 mg/L mannan igeren
ortamda ise 50 mg/L mannana gdre az bir diisiis olmustur. 50 mg/L mannan igeren
ortamda pseudohiperisin miktar1 kontrolle gore yaklagik 2.8 katlik bir artis
gostermisgtir.  Uygulama stiresi 30 giine c¢ikarildiginda  pseudohiperisin
konsantrasyonu, kontrolle karsilastirildiginda 100 mg/L mannana kadar farkli
miktarlarda yiikselmigtir. 100 mg/L mannan iceren ortamda pseudohiperisin
miktar1 kontrolle gére yaklasik 1.8 katlik bir artig gostermistir (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. 15 ve 30 giin mannan uygulamasina bagli pseudohiperisin
degisimlerinin grafiksel karsilagtirmalari

15 gunlik mannan uygulamast sonucu hiperisin konsantrayonu, kontrolle
karsilastirildiginda 50 mg/L. mannan kadar yiikselmis, 100 mg/L. mannan igeren
ortamda ise 50 mg/L mannana gore az bir diisiis olmustur. 50 mg/L mannan iceren
ortamda hiperisin miktar1 kontrolle gore yaklasik 1.7 katlik bir artig gostermistir.
Uygulama siiresi 30 giine c¢ikarildiginda hiperisin konsantrasyonu, kontrolle
karsilagtirildiginda 100 mg/L mannana kadar farkli miktarlarda hafif¢e yiikselmis
ama bu yiikselis ¢ok 6nemli olmamustir (Sekil 4.44).
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Sekil 4.44. 15 ve 30 giin mannan uygulamasina bagli hiperisin degisimlerinin
grafiksel kargilagtirmalari
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Yaptigimiz ¢caligmada mannan uygulamasi, H. adenotrichum in vitro kilturlerinde
analiz edilen flavonoidlerinden sadece hiperosid elisitasyonunda ¢ok az da olsa
basar1 saglamistir. 30 glnlik uygulamadal00 mg/L mannan konsantrasyonunda
hiperosid miktarinda kontrole gore yaklasik 1.3 katlik bir artis olmustur. Mannan
uygulamast hiperisinlerde (hiperisin ve pseudohiperisin) elisitasyon agisindan
flavonoidlere gore daha iyi sonuglar vermistir. 15 giinlik mannan uygulamasinda
50 mg/L mannan pseudohiperisin miktarin1 2.8 kat arttirirken 30 giinliik
uygulamada 100 mg/L mannanda artis 1.7 kat olmustur. Ayrica 15 gunlik
uygulamada 50 mg/L mannan igeren ortamda hiperisin miktar1 kontrolle gore
yaklagik 1.7 katlik bir artig gostermistir. Bu sonuglar mannanin H. adenotrichum
in vitro fidelerinde 6zellikle pseudohiperisin dretimi igin pektin kadar olmamasina
ragmen degerlendirilebilecek bir elisitér oldugunu gostermektedir.

H. perforatum in vitro strgun kultirlerinde mannan 0.05-0.1 mg/ml seviyelerinde
hem hiperisin hem de pseudohiperisin iiretimini stimule etmistir. Mannanin 0.1
mg/ml seviyesinde pseudohiperisin retimi, kontrol stirgiin kiltirlerinden yaklagik
4 kat daha fazla bulunmugtur. Mannanin ayn1 konsantrasyonunda hiperisin {iretimi,
kontrolden 2 kat daha yuksek olmustur. Mannanin 0.5 mg/ml’de pseudohiperisin
uretimi, kontrole gore 3 kat daha fazladir (Kirakosyan vd., 2000). H. perforatum
kallus kdltirlerininde de benzer sonuclar elde edilmistir (Vardapetyan vd., 2006).
Mannan, H. perforatum in vitro kulturlerinde H. adenotrichum in vitro kiltlrlerine
gore daha iyi bir elisitasyon sagladigi goriilmektedir.

4.3.4.3. Krom (Cr) uygulamasi

Agir metaller bitki blylmesi (zerinde birgok direkt ve indirekt etkilere yol acar ve
bitkinin bir¢ok fizyolojik fonksiyonlarini etkilerler (Rajalakshmi vd., 2010). Agir
metal tuzlart ayn1 zamanda kimyasal abiyotik elisitorlerdir. (Vasconsuelo ve
Boland, 2007). Krom bir agir metaldir. Krom ve onun bilesikleri birgok
endiistriyel kullanima sahiptir. Krom bilesikleri deri islemede, paslanmaz celik
Uretiminde, metal kaplamada, boya pigmenti ve kromik asit lretiminde, elektro
kaplamada ve ahsap korumada kullanilmaktadir (Barnhart, 1997; Shanker vd.,
2005). Krom bitkiler igin gerekli olmayan toksik bir elementtir ve bu yiizden
bitkiler krom alimi i¢in spesifik mekanizmalara sahip degildir. Kromun stabil
formlar1 trivalent Cr (III) ve hekzavalent Cr (V1) tirlerdir ve Cr(VI), Cr (lll)’e
goOre daha toksiktir. (Shanker vd., 2005). Krom bitkilerde toksisiteye yol agarak
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birka¢ metabolik siirece engel olur ve kok biiylimesi ve biomasiin azalmasina,
klorozis, fotosentetik bozulma ve en sonunda bitki 6limune yol acar (Panda ve
Choudhury, 2005;Vernay vd., 2008). Krom bitkilerde reaktif oksijen tirlerinin
olugmasina neden olarak oksidadif strese neden olur. Oksidatif streste hem
enzimatik (CAT, SOD vb.) hem de enzimatik olmayan (glutatyon, askorbat vb.)
antioksidatlar1 i¢eren antioksidant metabolizmay1 indiikler (Panda ve Choudhury,
2005). Cesitli bitki tiirlerinde agir metal iyonlarinin sekonder metabolit birikimini
indiikledigine dair pek ¢ok ¢alisma rapor edilmistir (Mithofer vd., 2004).

Hiperisinlerin ve flavonoidlerin birikimi iizerine, yaygin bir ¢evresel abiyotik
kontaminant olan kromun potansiyel etkisini belirlemek igin krom H.
adenotrichum in vitro fidelerine uygulanmistir. Yaptigimiz ¢alismada 0.01 ve 0.1
mM Cr konsantrasyonlarina 15 ve 30 giin boyunca maruz birakilmis H.
adenotrichum in vitro fidelerinin sekonder metabolit miktarlari, kiiltiir siiresine
bagl olarak degisiklik gdstermistir. 15 giin Cr uygulamasina bagli sekonder
metabolit degisimleri ¢izelge 4.29°de, 30 giin Cr uygulamasina bagli sekonder
metabolit degisimleri ¢izelge 4.30’da gdsterilmistir.

Cizelge 4.29. 15 giin Cr (mM) uygulamasima bagli sekonder metabolit degisimi
(mg/100g k.a)

Kontrol 0,01 Cr 0,1Cr
Hiperosid 102.8 176.3 88.4
Izokuersitrin 10.7 19.7 8.5
Pseudohiperisin 5.6 12.7 7.2
Hiperisin 55 9.6 8.2
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Cizelge 4.30. 30 giin Cr (mM) uygulamasi bagh sekonder metabolit degisimi

(mg/100g k.a.)

Kontrol 0.01Cr 0.1Cr
Hiperosid 128.0 139.9 53.3
Izokuersitrin 15.4 15.7 5.9
Pseudohiperisin 7.3 9.9 7.1
Hiperisin 7.2 7.7 6.9

15 ginlik krom uygulamasi sonucu hiperosid konsantrasyonu, kontrolle
karsilastirildiginda 0.01 mM krom konsantrasyonunda yiikselmis, 0.1 krom mM
krom igeren ortamda ise diigmistiir. 0.01 mM krom konsantrasyonunda hiperosid
miktar1 kontrole gore 1.7 kat artistir. Uygulama siiresi 30 giine ¢ikarildiginda
hiperosid konsantrasyonu 0.01 mM krom konsantrasyonunda kontrole gore hafif
bir artis gostermis 0.1 mM kromda ise yaklasik yar1 yariya bir diisiis olmustur.

(Sekil 4.45).
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Sekil 4.45. 15 ve 30 giin Cr uygulamasina bagli hiperosid degisimlerinin grafiksel

karsilagtirmalari
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15 giinlik krom uygulamasi sonucu izokuersitrin konsantrasyonu, kontrolle
karsilastirildiginda 0.01 mM krom konsantrasyonunda yiikselmis, 0.1 krom mM
krom igeren ortamda ise hafif bir dislis gostermistir. 0.01 mM krom
konsantrasyonunda izokuersitrin miktar1 kontrole gore 1.8 kat artigtir. Uygulama
siiresi 30 giine c¢ikarildiginda izokuersitrin konsantrasyonu 0.01 mM krom
konsantrasyonunda degismemis, 0.1 mM kromda ise yaklagik 3 katlik bir diisiis
olmustur. (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46. 15 ve 30 gin Cr uygulamasina bagli izokuersitrin degisimlerinin
grafiksel kargilagtirmalari

15 giinlik krom uygulamasi sonucu pseudohiperisin konsantrasyonu, kontrolle
karsilagtirildiginda 0.01 mM krom konsantrasyonunda yiikselmis, 0.1 krom mM
krom igeren ortamda ise 0.01 mM kroma gore bir diisiis olmus fakat kontrolden
yiiksek kalmigtir. 0.01 mM krom konsantrasyonunda pseudohiperisin miktari
kontrole gore yaklasik 2.2 kat artistir. Uygulama siiresi 30 giine ¢ikarildiginda
pseudohiperisin miktar1 0.01 mM krom konsantrasyonunda hafif yiikselmis, 0.1
mM kromda ise degismemistir. (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47. 15 ve 30 giin Cr uygulamasina bagli pseudohiperisin degisimlerinin
grafiksel karsilastirmalari

15 gunlik krom uygulamasi sonucu hiperisin konsantrasyonu, kontrolle
karsilastirildiginda 0.01 mM krom konsantrasyonunda yiikselmis, 0.1 krom mM
krom igeren ortamda ise 0.01 mM kroma gore bir diisiis olmus fakat kontrolden
yiksek kalmistir. 0.01 mM krom konsantrasyonunda hiperisin miktar1 kontrole
gore yaklasik 1.7 kat artmigtir. Uygulama siiresi 30 giline ¢ikarildiginda miktar
hiperisin miktarlarinda 6nemli bir degisim olmamustir. (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. 15 ve 30 giin Cr uygulamasina bagli hiperisin degisimlerinin grafiksel
karsilastirmalari
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Yaptigimiz ¢calismada krom uygulamasi, H. adenotrichum in vitro kdlturlerinde
analiz edilen flavonoidlerin (hiperosid ve izokuersitrin) elisitasyonunda ¢ok az da
olsa basar1 saglamustir. 15 glinliik uygulamalarda 0.01 mM krom
konsantrasyonlarinda hiperosid ve izokuersitrin miktarlar sirasyla 1.7 ve 1.8 kat
artis gostermistir. 30 giinlik uygulamalarda 0.01 mM krom uygulamalarinda
onemli bir degisim olmamistir. Hem 15 hemde 30 giinlik 0.1 mM krom
uygulamalarinda flavonoid miktarlar1 6nemli 6lglide diigmiistiir. 15 gunliik krom
uygulamasi hiperisinler ve 6zelliklede pseudohiperisin elisitasyonunda basarilt
olmustur. 15 gunlik krom uygulamasinda 0.01 mM krom pseudohiperisin
miktarin1 2.2 kat hiperisin miktarin1 ise 1.7 kat arttirmigtir. 30 gunlik krom

uygulamalar1 hipersinlerin {iretiminde 6nemli bir degisime yol agmamustir.

Tirillini vd. (2006), Hypericum perforatum fidelerinin biiyiime ortamlarina 0.01
ve 0.1 mM krom ilave etmislerdir. Yedi giin 0.01 mM Cr(VI) uygulamasi,
protopseudohiperisin (+ %2135), hiperisin (+ %38) ve pseudohiperisin (+ %?5)
tiretimini  arttirnugtir.  Iki giin  kadar 0.1 mM Cr(VI) uygulamasi ise,
protopseudohiperisin (+ %167), hiperisin (+ %25) ve pseudohiperisin (+ %05)
miktarin farkli oranlarda arttirmistir. Krom uygulamasinin en biiyiik etkisi, 7 giin
kadar 0.1 mM konsantrasyonda gdzlenmistir; protopseudohiperisin % 404 ve
pseudohiperisin - %379 oraninda artmustir.  Hiperisin  bu  uygulamadan
etkilenmemistir. H. perforatum in vitro fidelerinde yapilan bu c¢alismada bizim
calismamizin tersine 0.1 mM kromun uygulmasi hiperisinlerin iiretminde daha
etkili oldugu goriilmektedir. Bunda uygulama siireleri etkili olmus olabilir.
Krom’un (IV) Datura innoxia’da prolin ve scopolamine dretimini (Vernay vd.,
2008) Ocimum tenuiflorum’da prolin ve eugenol Uretimini (Rai vd., 2004)
arttirdig1 rapor edilmistir.
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5. SONUC

Bu c¢alismada, endemik ve tibbi bitki olarak potansiyel Onemi olan H.
adenotrichum’un tohum ve vejetatif kisimlari ile ilgili caligmalar yapilmis ve bazi
stres ve elisitdr uygulamalarinin in vitro kosullarda bu bitkinin sekonder
metabolitlerinin (retimi Uzerine etkileri ¢alisitlmistir. Bu kapsamda, oncelikle
bitkinin tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimi {izerine etkili parametreler
belirlenmistir. Daha sonra bitkinin vejetatif kisimlar1 kullanilarak in vitro
gogaltimi igin uygun bir protokol tamimlanmistir. Ayrica PEG, sukroz, mannan,
pektin ve krom elisitorleri, bitkinin in vitro fidelerine uygulanarak bitkideki
onemli sekonder metabolitlerden hiperisinlerin ve bazi flavonoidlerin Uretimi

arttirilmastir.

H. adenotrichum tohumlar ile ilgili yapilan ¢alismalarda, tohumlarin ylzdirme
teknigine gore, %67 liniin bos, %33’iiniin ise dolu oldugu belirlenmistir. Bu
degerler, tohumlar1 tek tek kesip bakarak yaptigimiz bos-dolu tohum sayiminda
elde ettigimiz yaklasik %70 bos, %30 dolu tohum sonuclar ile hemen hemen
ortlismektedir. Yiizen tohumlar ile ilgi yapilan biitiin denemelerde hicbir tohum
cimlendirilememistir. Bu durum yiizdiirme tekniginin basarili oldugunu ve
amacina ulastigin1 gostermektedir. Embriyo canliligimi belirlemek i¢in yapilan
tetrazolium testinde embriyolarin tamamimin canli oldugu gézlenmistir. H.
adenotrichum tohumlarmin sterilizasyonu igin en iyi yontemin, tohumlarin 30
dakika musluk suyu altinda yikandiktan sonra, sirasi ile 1 dakika % 70 lik etil
alkol ve 5 dakika 1-2 damla tween 80 ilaveli %2.25°lik ‘lik NaOCI (Sodyum
hipoklorit) uygulamasi ardindan 3 kez steril distile su ile durulanmasi oldugu tespit
edilmigtir. H. adenotrichum tohumlar1 i¢in in iyi ¢imlenme Yyiizdesine,
stratifikasyon uygulanmis tohumlarin % MS (%75), 4 MS/B5 (%70), Y
MS/Galzy (%70) ortamlarinda 18 °C’ta ve 16/8 fotoperiyot altinda
¢imlendirilmesi ile elde edilmistir. Karanlik ortamda, ortam x sicaklik ve ortam x
sicaklik x stratifikasyonun cimlenme yiizdesi lzerine ortak etkisinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu yani ¢imlenme Uzerine ortak bir etkilesime sahip olduklari
belirlenmistir. Fotoperiyotlu ortamlarda, ortam x stratifikasyon, ortam x sicaklik
ile sicaklik x stratifikasyon ve ortam x sicaklik x stratifikasyonun c¢imlenme
yuzdesi Uzerindeki ortak etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu yani bu
faktorlerin ¢imlenme (zerine ortak bir etkilesime sahip olduklar1 belirlenmistir.



113

Hypericum tiirlerinin tohumlan ile ilgili yapilmig bazi ¢alismalarda tohum
¢imlenme oranlarinin genelde diisiik oldugu belirtilmis ve bu durum genelde
endojen ve ekzojen dormansiye baglanmistir. Bizim yaptigimiz ¢aligmalar
dormansi ile ilgili verileri desteklemesine ragmen, tohumlarin yiizdiiriilerek bos-
dolu tohum ayriminin yapilmasinin da ¢imlenme oraninin arttirilmasinda g¢ok
6nemli bir parametre olarak géz oniine alinmasi gerektigini ortaya ¢ikarmaktadir.
Literatiirde cimlenme 0Oncesi Hypericum tiirlerinde bos-dolu tohum ayrimimin
yapildigina dair bir veriye rastlanmamistir. Ayrica ¢alismamiz bir Hypericum
tiiriinde, 151k, karanlik, sicaklik, stratifikasyon ve ortam sartlarinin ¢imlenme
iizerine etkilesilerinin degerlendirildigi ilk ¢alismadir. Elde ettigimiz veriler konu

ile ilgili yapilacak ¢aligmalara bir 151k tutacag: diisiiniilmektedir.

H. adenotrichum in vitro fideleri i¢in en iyi gelisim ortaminin ¥ MS/Galzy ortam1
oldugu blirlenmistir. ' MS/Galzy ortami fide basina ortalama siirgiin sayisi,
ortalama yan kok sayisi, ortalama siirgiin uzunlugu ve siirgiin basina ortalama
yaprak sayist bakimindan en iyi sonuglarin gézlendigi ortam olmustur.

BA, KIN, TDZ, NAA ve 2.4-D’nin farkli konsantrasyonlar ile desteklenmis MS
besi ortamlarinda kiiltiire alinan H. adenotrichum’un yaprak eksplantlarinda kallus
indiiksiyon oranina ait farkli sonuglar elde edilmistir. KIN’nin farkl
konsantrasyonlarinda tek bagina ilave edildigi MS temel besi ortamlarinda,
eksplantlardan kallus indiiksiyonu gézlenmemistir. BA’nin tek basina kullanildigi
ortamlarda, eksplantlardan kallus indiiksiyonunu saglanmistir. Eksplantlar 3 mg/L
BA (%80) iceren ortamlarda en yiksek kallus indiiksiyon oranina sahiptir.
TDZ’nin farkli konsantrasyonlarda tek basina ilave edildigi MS besi ortamlarinda,
eksplantlardan kallus indiiksiyonu saglanmistir. 1 mg/L TDZ (%90) en yuksek
kallus indiiksiyon oranina sahiptir. Eksplantlar 1 mg/L TDZ (%90) ve 0.5 mg/L
TDZ (%80) igeren ortamlarda en yiiksek kallus indiiksiyon oranina sahiptir. BA ve
KIN’in farkli konsantrasyonlarinin, NAA’nin 0.2 mg/L’lik konsantrasyonu ile
kombineli olarak kullanildigt MS ortamlarma aktarilan eksplantlardan kalluslar
elde edilmistir. KIN iceren ortamlarda en ylksek kallus indlksiyon orani 2 mg/L
KIN + 0.2 mg/L NAA (%80) iceren ortamda gozlenmistir. BA i¢eren ortamlarda
en yuksek kallus indlksiyon oranina 4 mg/L BA + 0.2 mg/L NAA (%95) iceren
MS ortaminda kiiltire edilen eksplantlarin sahip oldugu goriilmiistiir. Kallus
olusturan ortamlar beraber degerlendirildiginde, en yiiksek kallus indiiksiyon
oranina 4 mg/L BA + 0.2 mg/L NAA (%95) iceren MS ortaminda kiiltiire edilen
eksplantlarin sahip oldugu goériilmiistiir.
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Kalluslardan suirglin rejenerasyonu icin en iyi kallus basina ortalama siirgiin sayist,
BA’nin tek bagina kullanildigi MS besi ortamlarindan elde edilen kalluslarin, 0.5
mg/L KIN iceren MS besi ortaminda kiiltiire edilmesi ile elde edilmistir. Ayrica
kallus indiiksiyon ortaminda kullanilan BA konsantrasyonlarinin da kallus basina
stirgiin sayis1 lizerine 6nemli etkileri olmustur. En yiksek kallus basina siirgiin
sayist 3 mg/L BA’dan (35.6) elde edilen kalluslarin, 0.5 mg/L KIN igeren

ortamlarda kiiltiire edilmesi sonucunda gézlenmistir.

H. adenotrichum’un yaprak eksplantlari, KIN’in tek basina kullanildigi MS besi
ortamlarinda, bir kallus asamasi olmaksizin, dnce siirgiin tomurcuklart sonra bu
tomurcuklardan siirgiin olusturmuslardir. Eksplant basina en yiiksek siirgiin sayist
(7.8, stirglin/eksplat) 1 mg/L KIN igeren MS ortamindan elde edilmistir.

H. adenotrichum’un in vitro ortamda elde edilmis direkt ve indirekt
surgiinlerinden, KIN’in tek basmna kullanildigit MS besi ortamlarinda, aksiller
slirgiin rejenerasyonu saglanmustir. Eksplant basina en yiiksek aksiller slrgin
say1si (4.6, surgln/eksplat) 0.5 mg/L KIN i¢eren MS ortamindan elde edilmistir.

H. adenotrichum’un aksiller surglinlerden 0.5 mg/L IAA iceren makro % MS ve
makro ¥4 MS ortamlarinda %25 oraninda k6k olusumu gergeklesmistir. Makro %
MS ortaminda gelisen bitkicikler sera sartlarina basarili bir sekilde alistirilirken,
makro Y4 MS ortaminda gelisen bitkicikler dis ortama alistirtlamamustir.

H. adenotrichum’un in vitro doku kiiltiirii teknikleri araciligi ile ¢ogaltilmasina
yonelik olarak yaptigimiz ¢aligma ilk olma niteligi tasimaktadir. Gerek kallus
kaltrleri gerekse adventif ve aksiller slrgiin rejenerasyonu gibi in vitro teknikler
ile endemik ve tibbi agidan 6nemli bilesikler iceren H. adenotrichum igin ileride
olusabilecek herhangi bir tehdit durumunda, bitkinin ¢ogaltilmasina iliskin
alternatif bir ¢ogaltim prosediirli olusturulmustur. Ayrica belirledigmiz in vitro
metotlar kullanilarak bitki ile ilgili olarak gergeklestirilebilecek genetik,
biyokimyasal, fizyolojik ve sekonder metabolitlerinin dretimine ydnelik caligmalar
icin, mevsimsel varyasyonlardan, bakteri, fungus ya da diger
mikroorganizmalardan ari bitkisel materyal saglanabilecektir.

Sekonder metabolitlerin elisitasyonununa yonelik yaptigimiz ¢aligmalardan PEG
uygulamast H. adenotrichum in vitro kilturlerinde analiz edilen flavonoidlerin
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(hiperosid ve izokuersitrin) elisitasyonunu ¢ok fazla etkilememistir. En yiiksek
olarak, sadece 15 giinliik 10 g/L PEG uygulamasi izokuersitrin konsantrasyonunda
kontrole gore yaklagik 1.3 katlik bir artis saglamistir. PEG uygulamasi
hiperisinlerde (hiperisin ve pseudohiperisin) flavonoidlere gére daha iyi bir
elisitasyon saglamistir. 15 giinlik 10 g/l PEG uygulamas:t pseudohiperisin
miktarinda kontrole gore yaklasik 2.4 ve hiperisin miktarinda ise yaklasik 2.1
katlik bir artig saglamistir.

Sukroz uygulamasi, H. adenotrichum in vitro Kkultlrlerinde analiz edilen
flavonoidlerden sadece izokuersitrinin elisitasyonunda ¢ok az da olsa basari
saglamistir. 45 g/L sukroz konsantrasyonunda izokuersitrin miktarinda kontrole
gore yaklasik 1.6 katlik bir artis olmustur. Sukroz uygulamasi hiperisinlerde
(hiperisin ve pseudohiperisin) elisitasyon agisindan 6nemli bir sonug¢ géstermemis
hatta 30 giinliik sukroz uygulamasinda en yiiksek hiperisin ve pseudohiperisin

miktar1 kontrol bitkisinde gdzlenmistir.

Pektin uygulamasi, H. adenotrichum in vitro Kkulttrlerinde analiz edilen
flavonoidlerden sadece hiperosid elisitasyonunda ¢ok az da olsa bagar1 saglamustir.
50 mg/L pektin konsantrasyonunda hiperosid miktarinda kontrole gore yaklagik
1.3 katlik bir artis olmustur. Pektin uygulamasi hiperisinlerde (hiperisin ve
pseudohiperisin) elisitasyon agisindan 6nemli sonuglar vermistir. 15 giinlik pektin
uygulamasinda 50 mg/L pektin pseudohiperisin miktarin1 4.8 kat arttirirken 30
giinliik uygulamada artis 1.7 kat olmustur. 15 giinliik pektin uygulamasinda 50
mg/L pektin hiperisin miktarini 2.8 kat arttirirken 30 giinliik uygulamalarda pektin
hiperisin miktarinda 6nemli bir artis saglamamustir.

Mannan uygulamasi, H. adenotrichum in vitro kuiltlrlerinde analiz edilen
flavonoidlerden sadece hiperosid elisitasyonunda ¢ok az da olsa basar1 saglamistir.
30 gunlik uygulamadal00 mg/L mannan konsantrasyonunda hiperosid miktarinda
kontrole gore yaklasik 1.3 kathik bir artis olmustur. Mannan uygulamasi
hiperisinlerde (hiperisin ve pseudohiperisin) elisitasyon agisindan flavonoidlere
gore daha iyi sonuglar vermistir. 15 gilinlik mannan uygulamasinda 50 mg/L
mannan pseudohiperisin miktarint 2.8 kat arttirirken 30 giinlik uygulamada 100
mg/L mannanda artig 1.7 kat olmustur. Ayrica 15 giinliik uygulamada 50 mg/L
mannan i¢eren ortamda hiperisin miktar1 kontrolle gére yaklasik 1.7 katlik bir artis

gostermistir.
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Krom uygulamasi, H. adenotrichum in vitro Kkultirlerinde analiz edilen
flavonoidlerin (hiperosid ve izokuersitrin) elisitasyonunda ¢ok az da olsa basari
saglamistir. 15 gilinlik uygulamalarda 0.01 mM krom konsantrasyonlarmda
hiperosid ve izokuersitrin miktarlar1 sirasyla 1.7 ve 1.8 kat artig gostermistir. 15
giinlik krom uygulamast hiperisinler ve Ozelliklede pseudohiperisin
elisitasyonunda basarili olmustur. 15 giinliik krom uygulamasinda 0.01 mM krom

pseudohiperisin miktarini 2.2 kat hiperisin miktarini ise 1.7 kat arttirmistir.

Sekonder metabolitlerin elisitasyonununa yonelik yaptigimiz ¢alisma H.
adenotrichum bitkisi icin ilk olma niteligi tasimakta ve bu konuda daha ayrintili
caligmalarin yapilmasi igin Onciiliik edebilecek niteliktedir. In vitro fideler
kulanilarak yapilan bu c¢alisma, Hypericum tlrlerinin stres sartlar1 altinda
davraniglarina ait bilgilerimize katkida bulunmustur ve elde ettigimiz veriler
caligilan sekonder metabolitlerin sentez yollarmin ve bunu etkileyen faktorlerin
anlagilmasi igin kullanilabilir. Ayrica ileride farmasotik endustrisi ve geleneksel
tip i¢in H. adenotrichum’un Gretimine yonelik kullanilabilecek tarim teknolojileri
ve deneysel botanik uygulamalari i¢in gok yararli olacag: diistiniilmektedir.
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