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ABSTRACT

THE DETERMINATION OF SECONDARY METABOLITE PRODUCTION
POTENTIAL WITH CALLUS CULTURE IN THE SPECIES OF Achillea gypsicola

Muhammed Akif ACIKGOZ

Ordu University
Institute of Science and Technology
Department of Field Crops, 2017
PhD. Thesis, 181p.

Supervisor: Prof. Dr. Sevket Metin KARA

Turkey has a rather rich ecology in terms of medicinal and aromatic plant diversity and also
endemism. Since medicinal and aromatic plants are mostly collected from nature in our
country, natural flora is destroyed and endemic species are in danger of extinction over time
as well. Besides, producing secondary metabolites, in sufficient quantity and with the desired
quality standards, from the plants collected from nature is extremely difficult or even not
possible. In recent years, it is known that in vitro production of secondary metabolites from
medicinal and aromatic plants is increasingly important. This study was carried out to increase
accumulation of secondary metabolites by applying various abiotic and biotic elicitors to cell
suspension cultures in endemic Achillea gypsicola species of Turkey. In vitro plants, obtained
from seeds at the plants collected from natural flora were used as explant source. Leaf and
stem explants were cultured in two growing media (MS, B5) containing different growth
regulators (BAP, 2,4-D, NAA, I1AA, IBA, KIN) and after callus formation the cell suspension
cultures were obtained. The cell suspension cultures were subjected to biotic (chitosan and
yeast extract) and abiotic (light, cadmium chloride, silver nitrate, methyl jasmonate, sorbitol
and salicylic acid) elicitors and total phenolic substance, total flavanol, total flavonol, total
anthocyanin and camphor contents were analyzed. At the end of the study, it was determined
that the most suitable medium for the cell suspension culture studies was B5, the hormone
combination to be added to the medium was 0.5 mg /I BAP + 0.5 mg /1 NAA, and the explant
source was stem segment in Achillea gypsicola species. Among the elicitor applications used
in the scope of promoting accumulation of secondary metabolites, it was found that the light
applications increased the total amount of phenolic substance, flavanol and flavonol more than
the other applications. On the other hand, yeast extract was noted as the stress elicitor with the
greatest accumulation of anthocyanin (0.0122 mg/g YHA) and camphor (2.4572 pg/g). The
application of a 100 mg/I yeast extract producing the highest camphor accumulation resulted
in a very high increase of 831 % in camphor accumulation, compared to the initial cultures.

Key Words: Camphor, Chitosan, Elicitor, Fenolik compounds, Yeast extract.
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1. GIRIS

Tiirkiye florasinda yer alan 12.000’den fazla bitki tiiriiniin 1/3’li endemik (yaklasik
olarak 3 bin 720) olup, bu saymin tiim Avrupa iilkelerinin toplamindan fazla oldugu
bilinmektedir (Ozhatay ve ark., 2017; Uludag ve ark., 2017). Ulkemizdeki bu
bitkilerden tibbi olarak kullanilanlarin sayist ise 500 civarindadir ve biiylik bir kismi
Anadolu cografyasinda dogal olarak yetismektedir. Tibbi ve aromatik amagh
kullanilan bitkilerin kimyasal yapilarinda bulunan ve sekonder metabolit olarak
adlandirilan bazi etken maddelerin ¢ok yonlii olarak kullanilmasit bu bitkileri
ekonomik manada 6nemli hale getirmektedir. Dogal habitatta yetisen bitkilerden direk
olarak elde edilen sekonder metabolitler bitkilerde ¢ok fazla sayida ve cesitlilikte
tretilirler. Bunun sebebi bitkilerin adaptasyon, hayatta kalma, nesillerini devam
ettirme, savunma ve korunma gibi istekleridir. Bitkilerin tiiriine, ¢esidine, bitki
organina, hasat zamani ve hasat sonrasi islemlere ve bitkilerin yetistikleri iklim
kosullarina gore degisiklik gdsteren sekonder metabolitler, bitkilerdeki miktar1 ¢ok az
ve bitkilerin biiylime-gelismesindeki islevi sinirli olmakla birlikte, yiikte hafif pahada
agir organik bilesikler olarak kabul edilirler. Bitkilerde sentezlenen bu sekonder
metabolitler terpenoidler, alkaloidler ve fenolik bilesikler olmak iizere ii¢ ana grupta
toplanirlar (Bourgaud ve ark., 2001). Bitkide ¢esitli fonksiyonlar1 olan bu bilesikler;
herbivor, bakteriyal ve fungal patojen saldirilarina kars bitkileri korur, ayn1 ortamdaki
diger bitkilerle rekabet giiglerini artirir, tozlanmada faydali organizmalar (6zellikle
bocekleri) ceker, simbiyotik iligskilerde gorev alir, bitkiyi sicaklik degisimleri, su, 151k,
ultraviyole ve mineral madde gibi abiotik stres faktdrlerine kars1 korur ve ayrica hiicre
diizeyinde bitki biiylime diizenleyicileri, gen ekspresyon diizenleyicileri ve

transdiiksiyon mekanizmalarinda gorev alirlar (Abdin ve ark., 2007).

Giinlimiizde sekonder metabolitlerden elde edilen ila¢c ham maddeleri, lezzet ve koku
verici maddeler, boya ve pigment maddeleri, pestisitler ve gida katki maddeleri ticari
alanda 6nemli bir pazar degerine sahiptir. Sahip oldugu biyolojik ¢esitlilik g6z oniine
alindiginda, iilke olarak sekonder metabolit iiretiminde degerlendirilecek oldukca
zengin  bir potansiyelin  oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu  potansiyelin
degerlendirilmesiyle, ila¢ ve gida gibi endiistrinin bir¢ok alaninda kullanilmak tizere

dogal katki maddelerinin elde edilmesine imkan saglanmis olacaktir. Bugiin bati
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tilkelerinde kullanilan regeteli ilaglarin yaklasik % 25’inin bitkisel kaynakli olmast,
endiistrinin bir¢ok alaninda bu {riinlerin kullanim oranlarinin giderek artmasi,
sekonder metabolitlerin hayatimizda ne derece onemli bir paya sahip oldugunu

gosterir niteliktedir.

Sekonder metabolitler dogada yetisen bitkilerden direkt olarak elde edilmektedir.
Bitkiler ise iginde bulunduklar1 ekolojik kosullardan olumlu veya olumsuz olarak
etkilenmektedir. Bu durum iiretilen sekonder metabolitlerin ayn1 kalite ve standartta
olmasin1 engellemektedir. Ayrica bitkilerin dogadan bilingsiz ve gereginden fazla
toplanarak i¢ ve dis piyasada pazarlanmasi, endiistride kullanilmak {izere sekonder
metabolitlerin elde edilmesi gibi uygulamalar endemik tiirlerin tahrip edilmesine hatta
yok olmasina sebep olmaktadir. Bu durumun devam etmesi halinde iilkemizin
biyogesitliliginin siirdiiriilebilirligi tehlikeye girecektir. Bitkisel gen kaynaklarimizin
dogada tahrip edilmeden korunmasi, bitkilerin nesillerinin devam etmesi ve bu bitkiler
tizerinde bilimsel ¢aligmalarin yapilmasinda doku kiiltiirii uygulamalar1 6nemli hale
gelmistir. Bitkilerin klasik yontemlerle iiretimi ve bu bitkilerden sekonder
metabolitlerin elde edilmesi hiicre Kkiiltiirlerine gore olduk¢a masrafli ve zaman
alicidir. Bu ylizden sekonder metabolit tiretiminde doku kiiltiirii teknikleri oldukga sik

kullanilan bir yontemdir.

Bu tekniklerden biri olan kallus kiiltiirii, belirli kalitede ve standartlarda iiriin elde
edilmesi, genetik varyasyonun artirilmasi, ana bitkide olmayan yeni bilesiklerin eldesi,
birim alandan ve sinirli sayidaki materyalden maksimum seviyede faydalanilmasi,
acisindan doku kiiltiirii caligsmalarinda oldukga sik basvurulan bir yontemdir. Ayrica,
kallus kiiltlirliniin cografik, mevsimsel ve cevresel faktorlerden bagimsiz olmast,
viriislerle bulasik olmayan kallus hiicrelerinin izole edilerek sekonder metabolitlerin

tiretilebilmesi gibi 6nemli avantajlar1 vardir.

Doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak ekonomik degeri olan bitkilerden su an
endiistrinin bircok alaninda sekonder metabolit iretimi yapilmaktadir (Karuppusamy,
2009). Sekonder metabolitlerden bazilar1 ve in vitro kiiltiirde tiretim yontemleri su

sekildedir.

Hiicre siispansiyon  kiiltiirii  kullanilarak — {iretimi  yapilan fitokimyasallar;

andrographolide, plumbagin, taxane slymarin, stilbene, gymnemic asit, ginseng,
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paclitaxel, puerarindir ve withanolide-A (Thanh ve ark., 2005; Praveen ve Murthy,
2011; Xu ve ark., 2011; Sun ve ark., 2012; Chodisetti ve ark., 2013; Firouzi ve ark.,
2013; Silja ve ark., 2014; Sara—Alsadat ve ark., 2015; Xu ve ark., 2015).

Kok tiiyt kiiltiirti kullanilarak tiretimi yapilan fitokimyasallar; Atropin, kaffeik asit ve
tiirevleri, azadirachtin, withanolide A, withanone ve tanshinonedur (Satdive ve ark.,
2007; Gangopadhyay ve ark., 2011; Abbasi ve ark., 2012; Praveen ve Murthy, 2013;
Sivanandhan ve ark., 2013; Arehzoo ve ark., 2015; Li ve ark., 2015a; Xiaolong ve ark.,
2015; Zahra ve ark., 2015).

Hyoscyamine, saponin, sesquiterpenoid, scopolamine, withaferin A, cryptotanshinone
fitokimyasallarinin iiretimi kok kiiltiirii ile yapilirken (Ajungla ve ark., 2009), bacoside
A, carnosol, hypericin, digitoxin, pseudohypericin, diterpenoid ve xanthotoxin iiretimi
stirgtin kiltiiri ile gergeklestirilir (Izabela ve ark., 2009; Naik ve ark., 2010; Sharma
ve ark., 2013; Krac“un—Kolarevic ve ark., 2015; Munish ve ark., 2015; Sharma ve ark.,
2015a).

Steviol glycoside fitokimyasalinin tiretimi kallus kiiltiirii ile yapilirken (Omer ve
Bengi, 2013; Pratibha ve ark., 2015), vinblastine ve vincristine iiretimi ise embriyo

kilttrd kullanilarak yapilmaktadir (Fatima ve ark., 2015).

Kullanim alan1 bu kadar genis ve pazar giicii oldukca yiiksek olan bu iirlinlerin
artirtlmas1 hem ekonomik a¢idan hem de bilimsel yonden biiyiik 6nem tagimaktadir.
S6z konusu sekonder metabolitlerin elde edilmelerinde, bu bilesiklerin homojen ve
yiiksek saflikta olmalar1 son derece onemli bir Olgiit olup, bu bakimdan hiicre

slispansiyon kiiltiirleri biiyiikk 6neme sahiptir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002).

Bitkilerin savunma mekanizmalari baslica iki grup altinda incelenmektedir. Bunlardan
ilki bitkinin herhangi bir stres durumuna maruz kalmadan sahip oldugu korunma
seklindeki savunma durumu, digeri ise bitkinin strese maruz kaldiktan sonraki
savunma durumudur. Bitkilerin stres faktorlerine karsi asiri hassasiyet siirecine
girdiklerinde bir takim igsel sinyaller ilettikleri bilinmektedir. Bu sinyaller; salisilik
asit, etilen ve jasmonatlar igermektedir. Bu sinyal maddelerinin her birisi savunma

mekanizmalarinin baslatilmasinda rol oynamaktadirlar (Hiraga ve ark., 2000).

Bir fitoaleksin olan ve bitkinin aktif savunma mekanizmasini olusturan jasmonik asit

ile esteri olan metil jasmonatin tiim yiliksek yapili bitkilerde bulunduklar1 yakin
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donemlerde yapilan arastirmalarla tespit edilmis olup, bitki metabolizmasinda bu

bilesiklerin onemli rol oynadiklar1 ortaya konulmustur (Theis ve Lerdau, 2003).

Stres, 6zellikle tibbi ve aromatik bitkilerde kimyasal bilesiminin belirlenmesinde
onemli bir faktordiir. Bitkinin stres tepkisini engelleyici ya da tesvik edici olarak agiga
c¢ikaran kimyasal reaksiyona elisitasyon denir. Bu reaksiyonu indiikleyen uyarici veya
sinyal karakterindeki biyotik ve abiyotik etmenlere ise elisitdr denir. Elisitorler az
miktarlarda canli bir sisteme uygulanirsa fitokimyasallarin biyosentezini indiikler ve
bitkilerin stresli bir ortamda adaptasyonunu gelistirir. Dolayisiyla elisitorler in vitro
kiiltiirlerde sekonder bilesiklerin iiretimini arttirmak i¢in pratik olarak kullanilan iyi

bir stratejidir.

Biyotik ve Abiyotik olarak iki gruba ayrilirlar. Biyotik elisitorleri, biyolojik kaynakli
bitki hiicre duvarlarindan olusan polisakkaritler (dextran, glucan, Kitin, pektin ve
seliiloz) ve mikro organizmalar (maya ektrakti, mantarlar ve bakteriler) olusturur.
Abiyotik elisitorler; biyolojik kokenli olmayan fiziksel, kimyasal ve hormonal
faktorlerdir. Fiziksel elisitorler; 151k, ultraviyole 151k (UV, UV A, UV B ve UV C),

osmotik (sorbitol, prolin ve polietilen glikol) stres, tuzluluk, kuraklik ve termal strestir.

Kimyasal elisitorleri; agir metaller (aliiminyum, bakir, civa, ¢inko, demir, giimiis,
kadmiyum, kobalt, krom, kursun, mangan, nikel), mineral tuzlar (fosfor, iyot, kloriir,
kiikiirt, magnezyum, potasyum, sodyum, vonadil siilfat), arosidonik asit, linoleik asit,
salisilik asit, sukroz, mannan ve zehirli gazlar (etilen, nitrit oksit, ozon) olusturur.
Hormonal elisitorler; jasmonatlar (jasmonik asit ve metil jasmonat), salisilik asit ve
giberellik asitlerdir (Tumova ve ark., 2002; Commun ve ark., 2003; Oksman-
Caldentey ve ark., 2004; Wu ve ark., 2007; Romero ve ark., 2009; Murthy ve ark.,
2014; Li ve ark., 2016; Gehlot ve ark., 2017)

Achillea L. diinyada 100°den fazla tiir ile temsil edilen Asteraceac familyasina ait bir
cinstir. Anadolu’da “ayvadana, ayvadanasi ve civanper¢cemi” olarak bilinen bu cins
Tiirkiye’de 59 tiir ile temsil edilir ve bunlardan 31’i endemiktir (Abdel-Rahman ve
ark., 2015; Tabanca ve ark., 2016; Tuzlaci, 2011).

Achillea gypsicola kimyasal yapisinda antikarsinojen bir bilesik bulunduran endemik

bir tiirdiir. Bitkinin ugucu yaginda bulunan kamfor terpeni antimikrobiyal

(antibakteriyal, antifungal, antiviral), antitiisif, antinosiseptif, antimutajenik ve
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antikanserojen, kardiyovaskiiler gibi tibbi etkilerinin yaninda; pestisit yapiminda,
kozmetik yapiminda, sanayide plastik yapiminda ve pas onleyici kaplama olarak da
kullanilmaktadir (Edris, 2007; Lin ve ark., 2007; Cheng ve ark., 2009; Zuccarini, 2009;
Sherkheli ve ark., 2009; Abdel-Rahman ve ark., 2015). Kamfor bilesiginin diinya
pazarinda ticaret hacmi yillik 80-100 milyon dolar arasinda olup bu terpenin clde
edildigi asil bitki kaynagi kamfor agaci olarak bilinen ve uzak dogu iilkelerinde yetisen
Cinnamomum camphora tiiriidiir. Bu agacin kimyasal yapisinda yaklasik % 68
civarinda kamfor bilesigi bulunur (Frizzo ve ark., 2000). Bu agag¢ tiirtine karsilik
tilkemizde endemik bir tiir olarak yetisen Achillea gypsicola tiiriinde otsu formda
olmasma ragmen bu oran % 40 civarindadir (Baser, 2016). Yapilan arastirmalar
kamfor igerigi bakimindan Achillea gypsicola tiiriiniin tibbi ve aromatik amagla
kullanilan diger bitkilere gore daha zengin bir tiir oldugunu gostermektedir. Bu
bitkilerden bazilarinin kamfor igerikleri; % 0.6 (Achillea filipendulina), % 1.3
(Achillea magnifica) % 2.1 (Achillea millefolium), % 3,17 (Achillea aleppica), % 5.9
(Achillea crithmifolia), % 6.7 (Achillea santolina), % 7.1 (Achillea tenuifolia) % 8.6
(Achillea biebersteinii), % 15.92 (Achillea tenuifolia), % 16.6 (Achillea wilhelmsii),
% 17.7 (Achillea micrantha), % 22.8 (Achillea grandifolia), % 23.21 (Achillea
magnifica), % 24.36 (Salvia officinalis), % 26.6 (Salvia aucheri subsp. blancoana) %
32.65 (Achillea cucullata) olarak bulunmustur (Pavlovi¢ ve ark., 2008; Smelcerovic
ve ark., 2010; Toncer ve ark., 2010; Khiyari ve ark., 2014; Almadiy ve ark., 2016;
Sampietro ve ark., 2016; Ahmadi-Dastgerdi ve ark., 2017; Ghasemi, 2017; Demirci
ve ark., 2017). Yetisme siireleri de dikkate alindiginda aga¢ formu da dahil bitkiler
aleminde Achillea gypsicola tiiriiniin kamfor igerigi bakimindan ne derece zengin bir

tiir oldugu goriilmektedir.

Kallus kiiltiirleri kullanilarak sekonder metabolit birikiminin artirilmasi1 amag¢lanan bu
calisma ii¢ asamada gergeklestirilmistir. Ilk asamada, Achillea gypsicola tiiriiniin
tohumlarinin in vitro kosullarda ¢imlendirme olanaklari arastiriimustir. fkinci asamada,
en iyi kallus olusumu saglayacak eksplant kaynagi (yaprak ve govde), besi ortami (MS
ve B5) ve besi ortamina ilave edilecek hormon kombinasyonlar1 degerlendirilmistir.
Uciincii asamada ise, hiicre siispansiyon kiiltiirlerine uygulanan abiyotik (1s1k, giimiis

nitrat, kadmiyum Kklorit, metil jasmonat, salisilik asit ve sorbitol) ve biyotik (kitosan



ve maya ekstrakti) elisitorlerin; toplam fenolik madde, flavonol, flavonol, antosiyanin

ve kamfor miktarlarinin degisimleri tizerine etkileri aragtirilmustir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Bitki doku kiiltiirleri biiylime ve farklilagmay: etkileyen kosullarin arastirilmasi i¢in
idealdir ve doku kiiltiiriinlin 6nemli uygulama alanlarindan biri de sekonder metabolit
tiretiminin artirilmasidir. Bitkilerin hiicre, doku ve organ kiiltiirleri ¢esitli elisitorler
tarafindan oldukga yiiksek seviyede (1 ila 2230 kat) indiiklenebilirler (Giri ve Zaheer,
2016). Giiniimiizde ¢ok sayidaki biyotik ve abiyotik elisitorler hiicre, doku ve organ
kiiltiirlerinde, tek tek ya da birbirleri ile kombine edilmis sekilde, oldukca yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu konudaki giincel ve oOnemli calismalar asagida

Ozetlenmektedir.

Linden ve Phisalaphong (2000), Taxus canadensis tiiriinde sentezlenen ve kanser
tedavisindeki kemoterapide kullanilan paklitaksel bilesiginin birikimini artirmak i¢in,
8 glinliik hiicre kiiltiirlerine, farkli konsantrasyonlarda metil jasmonat ilave ettikleri
calisma sonunda; 0-200 puM arasindaki metil jasmonat dozlarinda paklitaksel
birikiminde dnemli artiglarin oldugunu, buna karsilik 200 uM’dan fazla metil jasmonat

uygulamalarinda paklitaksel birikiminin durdugunu bildirmislerdir.

Kuzovkina ve ark. (2001), Ballibabagiller familyasina ait olan Scutellaria baicalensis
tiirtinde sagak kok kiiltiirlerine elisitor olarak metil jasmonat ilave etmisler ve calisma
sonunda metil jasmonat’in wogonin, baikalein ve baikalin gibi antioksidanlarin

birikimini ortalama 2.3 kat artirdigin1 bildirmislerdir.

Lithospermum erythrorhizon tiiriinde shikonin biyosentezini artirmak i¢in arastiricilar
hiicre slispansiyon kiiltiirlerine farkli 1s1k renkleri (kontrol-karanlik, beyaz, kirmizi,
mavi ve yesil) uygulamislardir. Calisma sonunda mavi 1518in shikonin biyosentezinde

diger renklerden daha etkin oldugunu tespit etmislerdir (Yamamoto ve ark., 2002).

Bonfill ve ark. (2003), Taxus media tiiriinde taxane diterpen birikimini artirmak igin,
hiicre kiiltiirlerine arosidonik asit, metil jasmonat ve vonadil siilfat uygulamiglardir.
Aragtirma soncunda taxane birikimi metil jasmonat uygulamasi ile 3-12 Kat,
arosidonik asit uygulamasi ile 4 kat ve vonadil siilfat uygulamas: ile 40 kat

artirdiklarini bildirmislerdir.

Kore ginsengi ya da Asya ginsengi olarak adlandirilan Panax ginseng tiiriinde hiicre
duvarindan ekstrakte edilen oligogalacturonic asit hiicre siispansiyon kiiltiiriine

uygulandiginda saponin igerigini 6nemli artirdigi saptanmustir (Hu ve ark., 2003).
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Plumbago rosea tiiriinde yapilan bir ¢calismada, arastiricilar hiicre kiiltiirlerine kitosan
uygulamislar ve ¢aligma sonunda kitosan uygulamasinin plumbagin igerigini dnemli

oranda artirdig1 sonucuna ulagsmislardir (Komaraiaha ve ark., 2003).

Wang ve ark. (2004), Taxus chinensis tiirii iizerine yaptiklar1 c¢aligmada, hiicre
kiiltiirlerine Fusarium oxysporum inokulasyonunun taxol ve baccatin birikimi {izerine
etkilerini aragtirmiglardir. Elde edilen verilere gore, uygulama sonunda kontrol
kiiltiirline oranla taxol birikiminin 0.011 mg/g’dan 0.14 mg/g’a ¢iktigin1 ve baccatin

birikiminin de 6nemli derecede arttigini bildirmislerdir.

Gala ve ark. (2005), Arabidopsis thaliana tiirii iizerine yaptiklar1 ¢alismada, hiicre
kiiltiirine jasmonik asit ilavesinin oa-tokoferol birikimi {izerine etkilerini
arastirmislardir. Jasmonik asit uygulamasi, baslangi¢ kiiltiirline oranla a tokoferol

miktariin % 66 gibi oldukga yliksek bir oranda artmasina yol agmustir.

Komaraiaha ve ark. (2005), Morinda citrifolia tiirtinde bulunan antrakinon aromatik
bilesiginin artirilmasi i¢in hiicre kiiltiirlerine metil jasmonat, arosidonik asit, linoleik
asit, salisilik asit ve nitrit oksit uygulamalarinda bulunmuslardir. Yapilan uygulamalar
sonunda, 6zellikle antrakinon birikiminin baslangi¢ kiiltlirlerine gore, ortalama 2-5 kat

arasinda artig gosterdi tespit edilmistir.

Ge ve Wu (2005), Salvia miltiorrhiza’da tanshinone terpen birikimini artirmak
amaciyla 6 giinliik kok tiyt hiicre kiiltiirlerine maya ve agir metal (Ag") elisitorii
uygulamiglar ve uygulamadan 12 ve 24 saat sonra tanshinone birikimini
incelemislerdir. Agir metal uygulamasindan 12 saat sonra tanshinone terpen birikimi
baslangi¢ kiiltiiriine gore % 80 oraninda artarken, maya elisitoriiniin 12-24 saatlik

uygulamasinin tanshinone miktarin1 8-12 kat arasinda artirdig1 saptanmastir.

Cheng ve ark. (2006), Cistanche deserticola bitkisinde hiicre siispansiyon kiiltiirleri
ile yapmis olduklar1 calismada, feniletanoid glikozit birikimini artirmak i¢in 10 giinliik
hiicre kiiltiirlerine kitosan elisitorleri eklemislerdir. Arastirma sonunda feniletanoid
glikozit birikiminin, kontrol kiiltiirine oranla, kitosan elisitorii uygulamasinda, 3-4 kat

(94.3-364.6 mg I"!) daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Kim ve ark. (2006), Ocimum basilicum ile yaptiklari bir galismada, metil jasmonat’in
sekonder metabolitler iizerine etkilerini arastirmak amaciyla bu bitkide sentezlenen iki

fenolik bilesigin (rosmarinik asit ve kafeik asit) birikimindeki degisimi
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incelemiglerdir. Metil jasmonatin, iki farkli konsantrasyonda (0.1 ve 0.5 puM)
uygulandigi calismada, 0.5 pM dozunun, 0.1 uM dozuna oranla daha fazla rosmarinik

asit ve kafeik asit (% 56 ve % 43, sirastyla) birikimi sagladigini rapor etmislerdir.

Shi ve ark. (2007), Cin’e ait geleneksel bir bitki olan Salvia miltiorrhiza’da kok tiiyii
kiiltiirlerine tanshinone adi verilen terpeni artirmak i¢in maya elisitorii ve sorbitol
uygulamislardir. Arastiricilar, toplam tanshinone miktarinin sorbitol ve maya elisitor

uygulamalari ile birlikte 10 kat (1481.6-146.4 pg/g) arttigini bildirmislerdir.

Wang ve ark. (2007), Taxus chinensis var. Mairei’da, siispansiyon Kkiiltiirlerine
mevastatin ve salisik asit uygulamislar ve taxol birikimini incelemislerdir. Salisilik asit
uygulamasinda 1.626 mg/g taxol birikimi gerceklesirken, mevastatin uygulamasinda

1.574 mg/g taxol birikiminin oldugu tespit edilmistir.

Wu ve ark. (2007), Echinacea purpurea tiiriinde chlorogenic ve cichoric birikiminin
artirilmasi i¢in hiicre siispansiyon kiiltiirlerine farkli 1siklandirma siireleri ile farkli
sicakliklar uygulamiglardir. Isiklandirma siiresi bakimindan, en yiiksek chlorogenic ve
cichoric birikimi (sirastyla 5.2-34.2 mg g!) 3 saat 151k/21 saat karanlik kosullarda
gerceklesirken, sicaklik uygulamasinda en yiiksek chlorogenic ve cichoric birikimi

(sirastyla 5.2-28.4 mg g ') 20°C sicaklikta gergeklesmistir.

Orlita ve ark. (2008), Ruta graveolens tiiriinde yaptiklari ¢alismada, kumarin ve
furoquinolone alkaloidlerinin birikimini artirmak i¢in, besi ortamina kitin ve kitosan
uygulamiglardir. Calisma sonunda, kitin uygulamasinda kumarin birikiminin
baslangi¢ kiiltiirine gore 3.3 kat, furoquinolone birikiminin 22.9 kat, Kitosan
uygulamasinda ise kumarin biriminin 2.5 kat, furoquinolone birikiminin 14.6 kat

arttigini bildirmislerdir.

Prakash ve Srivastava (2008), Azadirachta indica tiiriindeki ¢alismalarinda, bir
biopestisit olan azadirachtin miktarin1 artirmak igin, salisilik asit ve metil jasmonat
elisitorlerini 8 gilinliik hiicre siispansiyon kiiltiirlerine uygulamislardir. Uygulamalar
neticesinde, azadirachtin miktarinin kontrol (3.2 mg/g) kiiltiiriinden 5 kat (15.9 mg/g)
daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. En yliksek azadirachtin miktar1 17.4 mg/g ile

uygulamadan 48 saat sonra elde edilmistir.

Ajungla ve ark. (2009), Datura metel L. tiirii lizerine yaptiklar1 ¢alismada, kok

kiiltiirlerine biyotik (Aspergillus niger, Alternaria sp., Fusarium monoliforme ve maya
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ekstrakti) ve abiyotik (salisilik asit, AICl3, CaCl,, NaCl ve NaxSOa) elisitor ilavesinin
hyoscyamine ve scopolamine birikimi iizerine etkilerini arastirmiglardir. Caligmada,
baslangi¢ kiiltiiriine oranla en yiiksek hyoscyamine (4.35 mg/g ka) ve scopolamine
(0.28 mg/g ka) birikiminin salisilik asit uygulamasindan elde edilmistir. Ayrica, maya
ekstrakti uygulamasinin da hyoscyamine (3.17 mg/g ka) ve scopolamine (0.16 mg/g

ka) birikiminde etkin bir biyotik elisitér oldugunu bildirmislerdir.

Roat ve Ramawat (2009), Cayratia trifolia L. tizerinde yaptiklar arastirmada 7 giinliik
hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerine maya ekstraktt ve salisilik asit ilavesinin stilbene
birikimi iizerine etkilerini aragtirmiglardir. Uygulama sonunda, maya elisitoriiniin
kontrol kiiltiiriine oranla, stilbene birikimini 1.829 pg 1 "’den 5.018 pg 1 "ye, salisilik
asit elisitdriiniin de 11.122 pug 1 "ye ¢ikardigim bildirmislerdir.

Arora ve ark. (2010), Cayratia trifolia tiirii izerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada, hiicre
kiiltiirlerine fenolik bir bilesik olan stilbene birikimini artirmak i¢in, Cuscuta reflexa
paraziti ekstrakti, salisilik asit ve sukroz elisitérleri ve bunlarin farkli
kombinasyonlarini uygulamislardir. Arastirma bulgulari, stilbene birikiminin Cuscuta
reflexa ekstrakti uygulamasinda 8 kat (253.82-2140.45 mg I1), salisilik asit+sukroz
uygulamasinda yaklasik 12 kat (448.2-5191.6 mg I"!) ve cuscuta ekstrakti+salisilik
asit+sukroz uygulamasinda ise (448.2-6339 mg I™!) yaklasik 14 kat arttigini ortaya
koymustur.

Zhao ve ark. (2010a) tarafindan, Salvia miltiorrhiza tiiriinde, tanshinone birikimini
artirmak i¢in yapilan bir calismada; hiicre kiiltiirlerine metal iyonlar1 (Co*?, Ag*, Cd*?)
ve polisakkarit (maya ekstraktt ve kitosan) uygulamalari yapilmistir. Elde dilen
bulgulara gére; en yiiksek tanshinone birikimi metal iyonu uygulamasinda Cd*?
elisitoriinden (369.0 ng/g, 6.4 kat), polisakkarit uygulamasinda ise maya elisitoriinden

(2011.4 pg/g, kontrole gore 34 kat daha fazla) elde edildigini rapor etmislerdir.

Coste ve ark. (2011), Hypericum hirsutum ve Hypericum maculatum tiirlerinde
yaptiklar1 ¢aligmada, siirgiin kiiltiiriine salisilik asit ve metil jasmonat uygulamalarinin
hypericin ve hyperforin birikimi {izerine etkilerini incelmislerdir. Arastiricilar,
Hypericum hirsutum tiiriinde hypericin biyosentezinde salisilik asit uygulamasinin,
Hypericum maculatum tiiriinde hyperforin birikiminde metil jasmonat uygulamasinin

daha etkin oldugunu bildirmislerdir.
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Gao ve ark. (2011), Euphorbia pekinensis tiiriinde yaptiklar1 ¢alismada hiicre
stispansiyon kiiltiirlerine elisitor (Fusarium sp.) uygulamalarinin isoeuphpekinensin
ve euphol birikimi {izerine etkilerini arastirmislar ve neticede isoeuphpekinensin (5.81
kat) ve euphol (3.56 kat) birikiminin baslangi¢ kiiltiiriine oranla ¢ok 6nemli 6lgiide

arttigini belirlemisglerdir.

Mentha piperita L. ve Mentha arvensis L. tiirlerinde rosmarinik asit birikiminin
artirllmasi i¢in yapilan bir caligmada besi ortamlarina ilave edilen (Tyr) ve
phenylalanine (Phe) elisitorlerinin etkisi arastirilmistir. Calisma sonunda rosmarinik
asit birikimini tyrosine’in 1.77 kat, phenylalanine’nin ise 2.03 kat artirdigi
bildirilmistir (Roy ve Mukhopadhyay, 2012).

Hong ve ark. (2012), Hyoscyamus niger tiiriinde yaptiklari ¢aligmada, kok kiiltiirlerine
farkli (kontrol, 0.5, 1, 2 ve 3 g/l) dozlarda maya ekstrakti uygulamislardir. Aragtirma
sonunda kontrol grubuna gore en yiiksek (13.26 mg/g ka) hyoscyamine ve
scopolamine (30.40 mg/g ka) birikiminin 0.5 g/l maya elisitorii uygulamasindan elde
edildigini bildirmislerdir.

Simic ve ark. (2012), Hypericum perforatum L. tiiriinde fenolik bilesikler, flavanol,
flavonol, antosiyanin ve hiperisin birikimini artirmak amaciyla hiicre siispansiyon
kiiltirine Aspergillus flavus mantarindan alinan mycelia elisitorii uygulamislardir.
Uygulama sonunda fenolik bilesiklerin, flavanollerin ve falavonollerin birikimi
kontrol kiiltiirlerine gore belirgin bir sekilde azalmistir. Hiperisin birikiminde 7.
giinden itibaren ¢ok az artislar goriiliirken, antosiyanin birikiminde 2-3 kat arasinda

artiglar olmustur.

Cai ve ark. (2013) tarafindan Vitis vinifera tiiriinde yiiriitiilen bir ¢aligmada, hiicre
siispansiyon kiiltiirlerine agir metal (Co*?, Ag" ve Cd*?) iyonlar1 uygulamistir.
Arastirma sonunda resveratrol birikimi baslangi¢ kiiltiirlerine gére Co™
uygulamasinda 152.4 pmol/g’dan 216.8 pmol/g’a, Ag" uygulamasinda 152.4
umol/g’dan 233 pmol/g’a ve Cd*? uygulamasinda ise 152.4 pmol/g’dan 250.5
umol/g’a ¢iktigini bildirmislerdir.

Patil ve ark. (2013), Digitalis purpurea tiiriinde yaptiklar1 c¢alismada, kiiltiir
ortamlarina salisilik asit, mannitol, sorbitol ve KCI elisitorleri uygulamislardir.

Calisma sonunda digitoxin birikiminin baslangi¢ kiiltiirlerine gore salisilik asit
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uygulamasinda 53.6 pg/g’dan 117.6 pg/g’a, mannitol uygulamasinda 140.1 pg/g’a,
sorbitol uygulamasinda 186.1 pg/g’a ve KCl uygulamasinda ise 413.6 pg/g’a ¢iktigini
bildirmislerdir.

Yamaner ve ark. (2013), Hypericum adenotrichum tiiriinde in vitro kosullarda,
hiperisin ve psddohiperisin birikimini artirmak i¢in hiicre kiiltiirlerine 0, 10, 50 ve 100
mg/l mannan ve 0, 10, 50 ve 100 mg/] pektin elisitorlerini uygulamislardir. Calisma
sonunda, 50 mg/l mannan uygulamasinin, psddohiperisin birikimini 2.8 kat ve
hiperisin birikimini 1.7 kat artirdigini, 50 mg/l pektin uygulamasinin psédohiperisin

birikimini 4.8 kat ve hiperisin birikimini 2.7 kat artirdigini bildirmislerdir.

Ahmed ve Baig (2014) tarafindan Psoralea corylifolia L. tiiriinde yapilan bir
calismada hiicre siispansiyon kiiltiirlerine biyotik (Aspergillus niger, Penicillium
notatum, maya ekstrakti ve kitosan) elisitor uygulamalarinin psoralen birikimine
etkileri incelenmistir. Arastirma sonunda, kontrol kiiltiirtinde 945 pg/g olan psoralen
biyosentezinin Aspergillus niger uygulamasinda 8634 pg/g’a, Penicillium notatum
uygulamasinda 5812 pg/g’a, maya ekstrakti uygulamasinda 1743 pg/g’a ve kitosan
uygulamasinda ise 7982 pg/g’a ¢iktigini bildirmislerdir.

Gadzovska ve ark. (2014), Hypericum perforatum L. tiirinde yapmis olduklari
calismada, siirgiin kiiltiirlerine uygulanan bazi polisakkarit (pektin, kitin ve kitosan)
elisitorlerin fenolik madde ve flavonoid birikimi tlizerine etkilerini aragtirmislardir.
Arastirma sonucunda, fenolik madde biyosentezinin baslangi¢ kiiltiiriine oranla, 9
mg/g’dan 17 mg/g’a, buna karsilik flavonoid biyosentezinin 1.6 mg/g’dan 2.8 mg/g’a
¢iktigint bildirmislerdir.

Gupta ve ark. (2014), Stevia rebaudiana’da steviol glycoside birikimini artirmak igin
stispansiyon ve kallus kiiltiirlerine tuz (NaCl ve Na2COg) elisitorleri uygulamislardir.
Elde edilen bulgulara gore, siispansiyon kiiltiirlerine tuz uygulamasi, kontrol kiiltiiriine
gore steviol glycoside birikimini azaltmis, kallus kiiltiirlerinde steviol glycoside
birikimi NaCl uygulamasi ile % 0.27°den, % 1.57’ye ¢ikmig fakat Na,COs
uygulamasinda ise steviol glycoside birikiminde yine bir azalma gergeklesmis oldugu

belirlemislerdir.

Melissa officinalis tiiriinde, Nasiri-Bezenjani ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir

caligmada, rosmarinik asit birikiminin artirtlmasi i¢in, arastiricilar kiiltiir ortamlarina
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farklt (% 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 ve 1) dozlarda maya ekstrakti ilave etmislerdir.
Aragtiricilar, maya dozlarimin rosmarinik birikimini etkiledigini, % 0.1’lik
uygulamada baslangic¢ kiiltliriine gore rosmarinik asit birikiminin 43 kat arttigim

bildirmislerdir.

Silja ve ark. (2014), Plumbago rosea L. tiiriinde plumbagin biyosentezini artirmak igin
yaptiklar1 ¢alismada, hiicre siispansiyon kiiltiirlerine farkli dozlarda (0, 50, 100 ve 200
puM) jasmonik asit uygulamislardir. Bu ¢aligmada, 50 pM jasmonik asit uygulamasiyla
plumbagin biyosentezi 6. giinde baslangig kiiltiiriine oranla 4.95 kat artmustir.

Skrzypczak-Pietraszek ve ark. (2014), Exacum affine tiiriinde fenolik asit birikimini
artirmak i¢in, besi ortamlarina ayni anda phenylalanine (Phe) ve metil jasmonat
uygulamislardir. Birlikte yapilan uygulamalarin synapik asit miktarin1 9.7 Kkat,
kumarik asit miktarini 9.4 kat, kafeik asit miktarini 7.2 kat, vanillik asit miktarini 5.8
kat ve klorogenik asit miktarini ise 6 kat artirdiklari arastiricilar tarafindan rapor

edilmistir.

Tahsili ve ark. (2014) tarafindan Keten (Linum album)’de yiiriitiilen bir ¢alismada
hiicre kiiltiirlerine biyotik (Fusarium graminearum) elisitér uygulanmis ve bazi
biyoaktif bilesiklerin (fenolik madde, flavonoid ve flavonol) birikimi lizerine etkileri
arastirilmistir. Calisma sonunda, baglangig kiiltiiriine gore fenolik madde, flavonoid ve
flavonol birikiminde, uygulamadan 7, 5 ve 3 giin sonra, en yiiksek degerlere (sirastyla

0.9, 0.09 ve 0.08 mg/g) ulasildig1 rapor edilmistir.

Jalalpour ve ark. (2014), Taxus baccata tiiriinde fenolik madde ve flavonoid birikimini
tesvik icin, hiicre siispansiyon kiiltiiriine metil jasmonat ve squalestatin uygulamiglar
ve calisma sonunda her iki uygulamanin da fenolik madde ve flavonoid birikimini

Oonemli oranda artirdigini belirlemislerdir.

Qin ve ark. (2014), Anisodus luridus tiiriinde yaptiklar1 ¢alismada, kok tiyi
kiltiirlerine abiyotik (UV B ve asetilsalisilik asit) elisitor uygulamalarinin tropane
alkaloidinin birikimi {izerine etkilerini incelemislerdir. Elde edilen bulgulara gore,
asetilsalisilik asit uygulamasinin tropane birikimini baglangig kiiltiiriine oranla 6nemli
Olclide (6.2 kat) arttig1, buna karsilik ultaviyole B 1s1inin tropane birikimi iizerine

herhangi bir etkisinin olmadig1 sonucuna varilmaistir.
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Xing ve ark. (2014), Salvia miltiorrhiza’da fenolik asit birikimini artirmak igin kok
tiyl kiiltiirlerine giimiis iyonu (Ag") uygulamiglardir. Aragtirma sonunda kontrol
grubuna gore rosmarinik asit, kafeik asit ve ferulik asit miktarinin arttigin1 buna
karsilik salvianolik asit, danshensu ve cinnamik asit miktarinin ise azaldigini

bildirmislerdir.

Ali ve ark. (2015) tarafindan Artemisia absinthium L. tiiriinde yapilan bir ¢alismada
hiicre siispansiyon kiiltiirlerine ilave edilen farkli dozlardaki (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/1)
metil jasmonat, jasmonik asit ve GAgz elisitorlerin fenolik madde ve flavanoid
miktarina etkileri ¢ahisilmistir. Incelenen elisitorlerler arasinda en etkili
konsantrasyonun biitiin elisitorler i¢cin 1.0 mg/l oldugu ve ayrica fenolik madde ve
flavanoid birikiminin en fazla 21 ila 24. giinler arasinda gergeklestigi sonucuna

ulasilmustir.

Gymnemic asit biyosentezinin artirilmasi i¢in Gymnema sylvestre tiiriinde yapilan bir
calismada, Chodisetti ve ark. (2015) tarafindan hiicre siispansiyon kiiltiirlerine metil
jasmonat ve salisilik asit elisitorleri uygulanmigtir. Metil jasmonat uygulamasinda 72
ve salisilik asit uygulamasindan 48 saat sonra gymnemic asit biyosentezinin sirasiyla

135.41 mg g ' ve 43.27 mg g ! degerlerine ulastig1 bildirilmistir.

Gingerol-6 biyosentezinin artirilmasi igin, Zingiber officinale tiiriinde yapilan bir
baska ¢alismada ise kallus kiiltiirlerine abiyotik elisitor olarak mevalonic asit (MVA),
phenylalanine (Phe), Leucine (Leu) ve valine (Val) ve biyotik elisitér olarak maya
ekstrakt1 ve Aspergillus niger uygulanmistir. Arastirma sonunda abiyotik elisitorlerden
mevalonic asit’in gingerol-6 biyosentezini tesvik ettigi buna karsilik diger elisitorlerin
herhangi bir etkisinin olmadig tespit edilmistir. Ayrica maya ekstrakti ve Aspergillus
niger gibi biyotik elisitorlerin de gingerol-6 biyosentezini tesvik edici etkilerinin

oldugu belirlenmistir (EI-Nabarawy ve ark., 2015).

Taurino ve ark. (2015), Vitis vinifera'da hiicre siispansiyon kiiltiirlerine kitosan
elisitorii uygulamislar ve en yiiksek resveratrol birikimini 320 pg/g ile uygulamadan

144 saat sonra elde etmislerdir.

Bacoside biyosentezinin artirilmasi amaciyla, Bacopa monnieri tiirtinde yiiriitiilen bir

calismada siirglin kiiltiirlerine jasmonik asit ve bakir siilfat (CuSO4) elisitorleri
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uygulanmigtir. Arastirmada, maksimum bacoside biyosentezinin (8.73 mg/g ka) 45

mg/l CuSO4 uygulamasindan elde edildigi rapor edilmistir (Sharma ve ark., 2015b).

Hypericum perforatum tiiriinde, Sonja ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada
hiicre stlispansiyon kiiltiirlerine polisakkarit (kitin, pektin ve dextran) uygulamalari
yapilmis ve kontrol kiiltiiriiyle karsilastirildiginda, ¢alisma sonunda fenilpropanoid ve

naptodianthrone birikiminin 6nemli dlgtide artirildigi belirlenmistir.

Meier ve ark. (2015), furanocoumarin birikimini artirmak i¢in, Conium maculatum L.
tiirlinde yaptiklar1 calismada hiicre kiiltiirlerine bazi elisitorler (alginic asit, selliilaz,
kitosan ve bakir siilfat) uygulamislardir. Arastirma sonunda baslangi¢ kiiltliriinde
hi¢bir furanocoumarin bilesenine rastlanmamis olmasina karsilik, selliilaz elisitoriinde
isopimpinellin, columbianetin ve bergapten; alginic asit elisitoriinde ise psoralen,
xanthotoxin ve bergapten bilesenlerinin sentezlendigi belirlenmistir. Benzer sekilde
kitosan elisitoriinde; oroselone, psoralen, xanthotoxin marmesin ve bergapten’in
sentezlendigi goriilmiistiir. Bakir siilfat elisitoriinde ise; isopimpinellin, columbianetin

ve xanthotoxin furanocoumarinlerinin sentezlendigi goriilmiistiir.

Melissa officinalis L. tiiriinde siirgiin kiiltiirii ile rosmarinik asit biyosentezinin tesvik
edilmesi igin yapilan bir ¢alismada (Tonelli ve ark., 2015), arastiricilar kiiltiir ortamina
ozon (200 ppb, 3 saat) gazi uygulamiglar ve arastirma sonucunda rosmarinik asit

biyosentezini baslangig¢ kiiltiiriine oranla 4 kat artirdiklarini bildirmislerdir.

Perovskia abrotanoides tiiriinde tanshinone birikimini artirmak icin, Zaker ve ark.
(2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada arastiricilar kok kiiltiirlerine glimiis nitrat
(AgNO3), maya ekstrakti ve sorbitol uygulamislardir. Kontrol kiiltiiriinde 122.06 pg/g
olan tanshinone miktar1 giimiis nitrat uygulamasiyla 363.93 pg/g’a, maya elisitor
uygulamasiyla 443.62 pg/g’a ve sorbitol uygulamasiyla da 226.18 pg/g’a ¢iktigini

bildirmiserdir.

Wang ve ark. (2015) tarafindan, Hypericum perforatum tiirtinde flavonoid birikimini
artirmak i¢in, hiicre slispansiyon kiiltiirlerine metil jasmonat (MeJA), salsilik asit (SA),
amonyum metavanadat (NHsVO3) ve nikel siilfat (NiSO4) uygulamasi yapilmistr.
Arastirma sonucunda; metil jasmonat, salisilik asit ve amonyum metavanadat
elisitorlerinin kontrol grubuna goére flavonol birikimini 6nemli dl¢iide artirdigi, nikel

stilfat elisitorii ise flavonol birikimini azaltict yonde etki gosterdigi rapor edilmistir.
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Anusha ve ark. (2016) tarafindan Celastrus paniculatus tiiriinde yapilan bir ¢alismada
toplam fenolik madde miktarin1 artirmak igin hiicre siispansiyon kiiltiirlerine metil
jasmonat (MeJA), salsilik asit (SA) ve bakir siilfat ilave edilmistir. Uygulamadan 72
saat sonra metil jasmonat ve salisilik asit elisitorlerinin toplam fenolik madde miktarini
strastyla 9.30 pg/g’dan 106.82 pg/g’a ve 6.26 pg/g’dan 99.23 pg/g’a ¢ikardigi rapor
edilmistir. Diger taraftan, bakir siilfat elisitorii uygulamadan 24 saat sonra toplam

fenolik madde miktarin1 6.77 pg/g’dan 96.30 pg/g’a yiikseltmistir.

Hyoscyamine alkaloidinin birikiminin artirilmasi igin, Hyoscyamus muticus tiiriinde
yapilan bir ¢aligmada (Bosila ve ark., 2016), arastiricilar kallus kiiltiirlerine maya
ekstrakt1 ve phenylalanine elisitorleri uygulamislardir. Arastirmada, maya elisitoriiniin
alkaloid birikimine olumsuz etkide bulundugu, phenylalanine elisitoriiniin ise alkaloid

miktarini 1.60 mg/g’dan 3.01 mg/g’a ¢ikardigi rapor edilmistir.

Deepthi ve ark. (2016), camptothecin birikiminin artirtlmasi i¢in Ophiorrhiza mungos
L. tlirlinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda, hiicre slispansiyon kiiltiirlerine giimiis nitrat ve
maya ekstrakti elisitorleri uygulamiglardir. Neticede, maya elisitdriiniin giimiis nitrata
gore camptothecin birikiminde daha etkili oldugu ve 50 mg/l maya ekstraktinin

baslangig kiiltiirtine oranla camptothecin birikimini 13.3 kat artirdig1 gériilmiistiir.

Fazal ve ark. (2016a) tarafindan yara otu (Prunella vulgaris L.) lizerinde yapilan bir
caligmada, arastiricilar hiicre siispansiyon kiiltiirlerine elisitor olarak sukroz (5-50 g/l),
pH (5-6) ve farkli karanlik/aydinlik rejimleri uygulamislar ve bunlarin sekonder
metabolit (fenolik bilesik ve flavonoid) birikimine etkilerini incelemislerdir. Arastirma
sonunda sukroz uygulamalarindan 20-25 g/l dozlarinin, pH uygulamalarindan 5.3’iin
ve farklr 151k rejimleri arasindan ise 16 saat karanlik/8 saat aydinlik uygulamasinin

fenolik bilesik ve flavonoid birikimi agisindan daha olumlu oldugu belirlenmistir.

Gabr ve ark. (2016), Milk thistle tiirtinde fenolik madde ve silymarin birikimini
artirmak i¢in kok tiiyii kiiltiirlerine salisilik asit ve kitosan uygulamiglardir. Elde edilen
bulgular, fenolik madde birikiminin baslangi¢ kiiltiiriine gore her iki uygulamada da
azaldigini, silymarin birikiminin salisilik asit uygulamasinda 3.70 pg/g’dan 11.24
ug/g’a, kitosan uygulamasinda ise 5.77 pg/g’a ¢iktiginmi bildirmislerdir.

Khan ve ark. (2016) tarafindan Fagonia indica iizerinde yapilan bir ¢alismada kallus

(gdvde ve yaprak) kiiltiirlerine farkli dozlarda (0, 1, 2, 3, 4 ve 5 mg/l) TDZ elisitorii
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uygulanarak, bunlarin fenolik madde ve flavonoid birikimi iizerine etkileri
incelenmistir. Arasgtirma bulgulari, 1 mg/l TDZ uygulamasinin fenolik madde ve
flavonoid birikimini énemli 6l¢ilide artirdigim1 ve govdeden elde edilen kalluslarda
yapraga oranla daha fazla fenolik madde ve flavonoid birikimi oldugunu ortaya

koymustur.

Khojasteh ve ark. (2016), rosmarinik ve kafeik asit birikimini artirmak i¢in Satureja
khuzistanica tiirii hiicre kiiltiirlerine cyclodextrin ve metil jasmonat ilave etmislerdir.
Arastirmacilar, cyclodextrin’in rosmarinik ve kafeik asit birikimine hicbir etkisinin
olmadigini, buna karsilik metil jasmonat’in ise rosmarinik ve kafeik asit birikimini

artirdigini rapor etmislerdir.

Kumar ve ark. (2016) tarafindan Lantana camara L. tiiriinde yapilan bir ¢aligmada,
hiicre siispansiyon kiiltiirlerine Piriformospora indica elisitorii uygulanmis ve bunun
pentacyclic birikimine etkileri arastinlmistir. Calisma sonunda, pentacyclic
birikiminin kontrol kiiltiirine goére 16.9 kat artarak, 5412.02 ng/g’a ¢iktig
bildirilmistir.

Kiimmritz ve ark. (2016), Salvia fruticosa tizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda fungal
elisitorlerden Aspergillus niger ve Trichoderma virens’i hiicre siispansiyon
kiiltirlerine uygulamislardir. Arastiricilar, triterpen birikimini Aspergillus niger
uygulamasinda % 57 ve Trichoderma virens uygulamasinda % 90 oraninda

artirdiklarini bildirmislerdir.

Li ve ark. (2016) tarafindan Salvia castanea Diels f. tomentosa bitkisinde tanshinone
I1-a birikimini artirmak i¢in, kok tiiyii kiiltlirlerine glimiis iyonu ve maya ekstrakti
uygulanmis ve ¢alisma sonunda glimiis iyonu uygulamasinin tanshinone I1 a birikimini

kontrole gore 1.8 kat, maya uygulamasinin ise 2.77 kat artirdig1 tespit edilmistir.

Naikawadi ve ark. (2016), Evolvulus alsinoides L. tiiriinde in vitro kosullarda
scopoletin birikimine biyotik (Aspergillus niger, Alternaria sp., Helminthosporium sp.
ve maya ekstrakti) elisitorlerin etkisini incelemislerdir. Biyotik elisitorlerin tamaminin
baslangi¢ kiiltiirline gore scopoletin birikimini dnemli oranda artirdig: tespit edilmistir.
Ozellikle maya ekstraktr uygulamasmin diger uygulamalara gére daha etkin oldugu,
baslangi¢ kiiltiiriine oranla 57.98 kat daha fazla scopoletin birikimi sagladig1 rapor
edilmistir.
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Ooi ve ark. (2016) tarafindan Solanum mammosum’da metil jasmonat, kolesterol ve
arginine elisitorlerinin solasodine birikimine etkisi incelenmistir. Bu elisitorlerin tek
tek kullanilmas1 yerine birlikte denendigi uygulamalarda (100 mM kolesterol+1000
puM arginine+300 pM MeJA) solasodine birikiminin baglangi¢ kiiltiirtine gore 5 kat
daha fazla oldugu bildirilmistir.

Ebu Cehil otu (Calligonum polygonoides L.) bitkisinde yiiriitiilen bir ¢alismada,
arastiricilar hiicre siispansiyon kiiltiirlerine maya ekstrakti ve salisilik asit uygulamis
ve fenolik madde birikimine etkilerini incelemislerdir (Owis ve ark., 2016). Diger
bulgulara benzer sekilde, aragtirma sonunda maya ve salisilik asit uygulamalarinin
kontrol kiiltlirline gore astragalin ve catechin birikimini artirdigr tespit edilmistir.
Elisitor kullaniminin kontrol kiiltiiriinde olmayan quercetin, gallic asit, kaempferol ve

taxifolin gibi bilesiklerin birikimini de tesvik ettigi belirlenmistir.

Park ve ark. (2016), Agastache rugosa tiiriinde yaptiklar1 ¢alismada hiicre kiiltiirlerine
maya ekstrakti ve glimils nitrat uygulamislar ve maya ekstrakti uygulamasiyla
rosmarinik asit birikiminin baslangi¢ kiiltiiriine gore 2.86 kat, giimiis nitrat uygulamasi

sonucunda ise 52.31 kat arttigin1 tespit etmislerdir.

Perassolo ve ark. (2016) tarafindan Morinda citrifolia ve Rubia tinctorum tiirlerinde
anthraquinone birikimini artirmak i¢in hiicre siispansiyon kiiltiirlerine metil jasmonat
ve cyclodextrin elisitorleri birlikte uygulanmis ve ¢alisma sonunda Morinda citrifolia
tirtinde anthraquinone birikiminin, Rubia tinctorum tiirline gore ¢ok daha yiiksek

oldugu rapor edilmistir.

Rosmarinik asit ve biyokiitle birikiminin artirilmasi i¢in Satureja khuzistanica tiiriinde
Sahraroo ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, arastiricilar farkli dozlarda
KNOs3 ve (NH4)2S0O4 nitrojen kaynaklarini hiicre siispansiyon kiiltiirlerine birlikte ilave
etmiglerdir. Uygulama sonunda, rosmarinik asit ve biyokiitle miktarinin 21. giinde

maksimum degerlere (sirastyla 180 mg/g, 19.7 g/1) ulastig1 bildirilmistir.

Sukito ve Tachibana (2016), Ginkgo biloba tiiriinde yaptiklari ¢alismada, hiicre
stispansiyon kiiltiirlerine farkli kombinasyonlarda metil jasmonat ve salisilik asit
uygulamasit yapmiglardir. Calisma sonunda; 0.1 mM MeJA+0.1 mM SA
uygulamasinin baglangi¢ kiiltiiriine gore bilobalide birikimini 1.78 kat, ginkgolide A,

B, ve C birikimini ise sirasiyla 1.95, 2.05 ve 2.95 kat artirdigini bildirmislerdir.
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Ru ve ark. (2016) tarafindan Prunella vulgaris L. tiirtinde rosmarinik asit birikimini
artirmak i¢in yapilan bir ¢aligmada, kok tiiyii kiiltiirlerine ethephon ve salisilik asit
elisitérleri uygulanmistir. Arastiricilar, ethephon elisitériiniin rosmarinik asit

birikimini 1.66 kat, salisilik asit elisitriiniin ise 1.48 kat artirdigini rapor etmislerdir.

Thiruvengadam ve ark. (2016), Polygonum multiflorum’da yaptiklari caligmada hiicre
stispansiyon kiiltiirlerine elisitor olarak jasmonik asit (0, 50, 100 ve 150 pM) ve
salisilik asit (0, 50, 100 ve 150 uM) uygulamasi yaparak, bunlarin anthraquinone
birikimine etkilerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda arastiricilar, jasmonik ve
salisilik asit elisitorlerinin 100 uM’lik uygulamalarinda, anthraquinone birikiminin
¢ok daha etkin oldugunu ve baslangig kiiltiiriine oranla 4 kat artis tespit edildigini rapor

etmislerdir.

Dendrobium candidum tiiriinde yapilan bir ¢alismada, kiiltiir ortamina farkli dozlarda
(25, 50, 75, 100 ve 125 uM) metil jasmonat ve salisilik asit ilave edilmis ve sekonder
metabolit sentezinde artislar tespit edilmistir. Metil jasmonat uygulamasinin 75 uM
dozunda alkaloid ve flavonoid miktar1 artarken, fenolik madde birikiminde 100 uM
doz ile artig olmustur. Salisilik asit uygulamasinda 75 uM’lik doz alkaloid miktarini,
100 uM’lik doz ise flavonoid ve fenolik madde birikimini artirdid1 rapor edilmistir

(Wang ve ark., 2016).

Wu ve ark. (2016), Salvia miltiorrhiza’da kallus (govde ve yaprak) kiiltiirlerinde
rosmarinik asit ve salvianolik asit B biyosentezini arastirmiglardir. Calisma sonunda
govdeden elde edilen kalluslarda rosmarinik asit ve salvianolik asit B biyosentezinin
sirastyla % 1.27 ve % 0.87 buna karsilik yapraktan elde edilen kalluslarda ise % 0.28
ve % 0.07 oldugunu bildirmislerdir.

Jatropha curcas tiiriinde, triterpen ve biyokiitle birikiminin artirilmasi i¢in yapilan bir
calismada, hiicre siispansiyon kiiltiirlerine farkli dozlarda (0, 200 ve 400 pM) jasmonik
asit uygulamasi yapilmistir. Calisma sonunda 200 uM’lik jasmonik asit uygulamasinin
kontrol kiiltiirline gore triterpen miktarin1 495.62 pg/g’dan 1185.01 pg/g’a, biyokiitle
miktarint ise 10.82 g/I’den 12.56 g/I’ye ¢ikardig: bildirilmistir (Zaragoza-Martinez ve
ark., 2016).

Withanolide birikiminin artirilmasi i¢in Withania somnifera tiiriinde, Ahlawat ve ark.

(2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada, hiicre siispansiyon kiiltiirlerine bazi fungal
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(Alternaria alternata, Fusarium solani, Verticillium dahliae ve Piriformospora
indica) elisitorler uygulanmigtir. Calisma sonunda fungal elisitorlerin tamaminin
withanolide birikimini tesvik ettigi, Piriformospora indica elisitoriiniin withanolide A

ve withanone birikiminde diger elisitorlerden daha etkin oldugu tespit edilmistir.

Al Khateeb ve ark. (2017), Rumex cyprius tiirlinde yaptiklar: bir ¢alismada, hiicre
kiiltiirlerine fenolik bilesiklerin birikimini artirmak i¢in maya ekstrakti, mannitol,
kitosan ve tuz uygulamasi yapmislardir. Maya ekstrakti ve tuz uygulamalarinin
baslangic kiiltiiriine gore kafeik asit, syringic asit, sinapic asit, rutin, hesperidin,
rosmarinik asit, quercetin, luteolin ve epicatechin birikimini artirdigini, ancak

mannitol ve kitosan uygulamalarinin herhangi bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir.

Lavandula angustifolia tiiriinde yapilan bir ¢alismada, arastiricilar kiiltiir ortamina
ilave ettikleri jasmonik asit elisitoriiniin ugucu yag bilesenlerine etkisini
incelemislerdir (Andrys Ve ark., 2017). Calisma sonunda jasmonik asit uygulamasinin
ucucu yag bilesenlerinde ¢cok onemli artiglara yol actigi tespit edilmistir. Calismada,
o-cadinene % 17.06’dan—29.64’¢, borneol % 6.66’dan—17.47’ye, caryophyllene oxide
% 8.30’dan—14.01"¢, t-cadinol % 4.87’den-9.16’ya, beta-caryophyllene % 3.54’den—
6.57’ye, 1.8-cineole % 1.94’den-5.87’ye, B-pinene % 1.48’den—3.05’¢, geranyl
acetate % 0.56’dan-2.14’¢ ve myrtenal % 0.65’den—2.14’¢ yiikselmis oldugu

saptanmistir.

Anjum ve ark. (2017), keten Linum usitatissimum L. bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada
hiicre kiiltiirlerine elisitdr olarak farkli i1siklanma siiresi ve UV C uygulamislar ve
biyoaktif bilesenleri (lignan ve neolignan, fenolik madde ve flavonoid) birikimine olan
etkilerini arastirmiglardir. Calisma sonunda ultraviyole C 1sininin lignan, neolignan,
fenolik madde ve flavonoid birikimini, 1s1iklanma siiresi uygulamasina gore daha fazla
artirdigini, UV C (3.6 kJ/m?)+isiklanma siiresi (16 saat karanlik/8 saat 151k) birlikte
uygulamasinda en yiiksek lignan ve neolignan birikiminin elde edildigini

bildirmislerdir.

Gynochthodes umbellata tiirinde kallus (bogum arasi ve yaprak) kiiltiirleriyle
anthraquinone biyosentezinin tesvik edilmesi i¢in yapilan bir ¢alismada, arastiricilar

kiltiir ortamina farkli oksin (2,4-D, IBA, IAA ve NAA) hormonlar1 uygulamislardir.
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Calismada, en yiiksek (18.1875 mg/g ka) anthraquinone biyosentezi 2,4-D kullanilan
uygulamadan elde edildigi rapor edilmistir (Anjusha ve Gangaprasad, 2017).

Chung ve ark. (2017), Momordica dioica tiiriinde biyokiitle, toplam fenolik madde ve
flavonoid birikimini artirmak i¢in hiicre kiiltiirlerine farkli dozlarda (0, 25, 50, 100 ve
150 pM) metil jasmonat ve salisilik asit uygulamalari yapmislardir. Her iki
uygulamada da 100 uM’lik dozlarda biyokiitle artiginin kontrol kiiltiiriine gore dnemli
Olclide daha fazla oldugu, toplam fenolik madde ve flavonoid birikiminde metil
jasmonat uygulamasinin salisilik asit uygulamasma gore daha etkin oldugunu
bildirilmistir.

Deepthi ve Satheeshkumar (2017) tarafindan Ophiorrhiza mungos L. tiirlinde yapilan
bir ¢alismada hiicre siispansiyon Kkiiltlirlerine camptothecin miktarini artirmak igin
salisilik asit, kitin ve jasmonik asit uygulamasi yapilmistir. Arastiricilar, deneme
sonunda elisitorlerin tamaminin baslangi¢ kiiltiirine gore camptothecin miktarini
onemli dlclide artirdiini, metil jasmonat uygulamasinda ise en yiiksek camptothecin

(0.08 mg g/I’den 1.12 mg g/1, 14 kat artis) birikiminin elde edildigini bildirmislerdir.

Rosmarinik asit, toplam fenol ve toplam flavonoid birikiminin artirilmasi i¢in Salvia
virgata tiiriinde yapilan bir ¢alismada, arastiricilar hiicre kiiltiirlerine Ag* iyonu, metil
jasmonat ve maya ekstrakti uygulamiglardir (Dowom ve ark., 2017). Calisma sonunda
elisitorlerin tamaminin rosmarinik asit, toplam fenol ve toplam flavonoid birikimini

kontrol grubuna gore 2-4 kat arasinda artirdigini tespit edilmistir.

Betula pendula tiiriinde, Hajati ve ark. (2017) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada ise,
arastiricilar hiicre kiiltlirlerine metil jasmonat ve salisilik asit uygulamiglar ve sekonder
metabolit (betunilik asit ve betulin) birikimine etkilerini incelemislerdir. Elde edilen
bulgular, betunilik asit birikiminde salisilik asit uygulamasinin, betulin birikiminde ise

metil jasmonat uygulamasinin daha etkin oldugu tespit edilmistir.

Biyokiitle ve benzyl isothiocyanate birikiminin artirtlmasi i¢in Salvadora persica L.
tiiriinde yapilan bir ¢alismada, hiicre siispansiyon kiiltlirlerine kitosan ve salisilik asit
elisitorleri uygulanmistir. Arastirmadan elde edilen bulgular, kitosan uygulamasinin
biyokiitle miktarmi1 4.521 g’dan 5.7 g’a, benzyl isothiocyanate miktarini 1.239
ng/g’dan 4.534 ng/g’a ¢ikardigini ortaya koymustur. Ayrica, salisilik asit uygulamasi
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biyokiitle miktarini 4.521 g’dan 5.196 g’a, benzyl isothiocyanate miktarini ise 1.239
ug/g’dan 1.690 ng/g’a ¢ikardigi rapor edilmistir (Hegazi, 2017).

Hidalgo ve ark. (2017), Gotu kola (Centella asiatica)’da yaptiklar1 ¢alismada hiicre
kiiltiirlerine elisitdr olarak metil jasmonat ve coronatinene uygulamislar ve bunlarin
centelloside triterpenoidlerinin birikimine etkilerini arastirmislardir. Metil jasmonat
elisitoriiniin uygulamadan 18 giin sonra centelloside biyosentezini 5.8 (134 pg/g ka)

kat, coronatinene elisitoriiniin ise 5.2 kat artirdigin1 bildirmislerdir.

Inacio ve ark. (2017) tarafindan quinonemethide (maytenin ve 223-hydroxy-maytenin)
birikimini artirmak i¢in Peritassa campestris tiiriinde yapilan ¢alismada kok kiiltiirtine
bakteriyel (Bacillus megaterium) elisitor uygulanmistir. Calisma sonunda maytenin
biyosentezinin baslangi¢ kiiltiiriine gore 372.65 pg/g (2.31 kat)’a ¢iktiginm1 fakat 223-
hydroxy-maytenin ise 372.65 pg/g (yaklasik 3 kat)’a ¢iktigin1 bildirmislerdir.

Nothapodytes nimmoniana tiiriinde yaptigi ¢alismasinda Isah (2017), kallus kiiltiiriine
maya ekstrakti ve vanadyl stilfat elisitdrleri uygulamis ve camptothecin ile biyokiitle
birikimine etkilerini incelemistir. Calisma sonunda arastirici en yiiksek camptothecin

ve biyokiitle birikiminin maya ekstrakti uygulamasindan elde edildigini bildirmistir

Scutellaria lateriflora L. tiiriinde biyoaktif (baicalin, baicalein, wogonin ve
wogonoside) bilesiklerin artirilmasi i¢in siirgiin kiiltiirleri farkli 1s1k renklerine (beyaz,
mavi, kirmizi) ve UV 15182 maruz birakilmistir. Caligma sonunda mavi 15181in diger
uygulamalardan daha etkin oldugu, mavi 1sikta biyoaktif bilesiklerin birikiminin beyaz

1s18a oranla 1.5-2 kat daha fazla oldugu goriilmistiir (Kawka ve ark., 2017).

Khan wve ark. (2017), pyrethrin birikimini artirmak icin Chrysanthemum
cinerariaefolium tiirtinde yaptiklar1 ¢alismada, kiiltlir ortamina bakteriyel (Bacillus
subtilis) ve fungal (Fusarium oxysporum) elisitorler uygulamislar ve iki elisitoriin
pyrethrin miktarin1 kontrol Kkiiltiiriine gére 7.2 mg/g’dan 9.7 mg/g’a cikardigin
bildirmiglerdir.

Panax quinquefolium tiirlinde ginsenoside birikimini artirmak igin yapilan bir
calismada, kok tiiyii hiicre kiiltiirlerine 50 mg 1"! maya elisitdrii uygulanmis ve
uygulamadan 36 saat sonra ginsenoside birikiminin baslangi¢ kiiltliriine gore 1.57 kat

daha fazla oldugu bildirilmistir (Kochan ve ark., 2017).
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Krsti¢-Milosevi¢ ve ark. (2017) tarafindan Gentiana dinarica’da norswertianin
biyosentezini artirmak i¢in kok tiiyii kiiltiirlerine biyotik (kitosan ve maya ekstrakti)
ve abiyotik (salisilik asit, jasmonik asit ve metil jasmonat) elisitorler uygulanmastir.
Aragtirma sonunda, kitosan’in kontrol kiiltiiriine gére norswertianin biyosentezini 7.7

kat, abiyotik elisitorlerden salisilik asit’in ise 24 kat artirdigini bildirmislerdir.

Kumar ve ark. (2017a), Tinospora cordifolia tiiriinde protoberberine (jatrorrhizine ve
palmatine) biyosentezini artirmak ic¢in hiicre silispansiyon kiiltiirlerine biyotik
(Piriformospora indica, kitosan) elisitorler uygulamiglardir. Piriformospora indica
elisitorii jatrorrhizine ve palmatine birikimini sirasiyla 4.2 kat (10.72 mg/g ka) ve 4 kat
(4.39 mg/g ka) artirmistir. Kitosan elisitorliniin ise jatrorrhizine ve palmatine
birikimini sirasiyla 1.9 kat (4.91 mg/g ka) ve 3.5 kat (3.77 mg/g ka) artirdigi
bildirilmistir.

Ma ve ark. (2017), Helianthus tuberosus tiiriinde inulin birikimini artirmak i¢in hiicre
slispansiyon kiiltiirlerine baz1 abiyotik (AgNOs3 ve salisilik asit) ve biyotik (kitosan,
Trichoderma viride ve maya ekstrakti) elisitorler uygulamislardir. Calisma sonunda
kullanilan elisitorlerin inulin miktarin1 kontrol kiiltiiriine gore sirasiyla; 2.05, 1.93,

1.76, 1.44 ve 1.18 kat artirdiklarini bildirmislerdir.

Phyllanthus debilis tiiriinde yapilan bir ¢alismada arastiricilar hiicre siispansiyon
kiiltiirlerine farkli dozlarda (kontrol, 50, 100, 150 ve 200 mg/1) kitosan uygulamislar
ve hydrolysable tannin birikimine etkilerini incelemislerdir. Kitosan elisitoriiniin 150
mg 1"t dozunda kontrol kiiltiiriine gore en yiiksek (4850 pg/g) hydrolysable tannin
birikiminin oldugu rapor edilmistir (Malayaman ve ark., 2017).

Nieto-Trujillo ve ark. (2017), Tanacetum parthenium’da yaptiklari ¢alismada farkli
organ (siirgiin, kok ve ¢igek) kiiltlirlerinin fenolik asitlerin sentezine etkilerini
arastirmislardir. Arastirma sonunda, en yiiksek fenolik asit birikiminin (7.153 mg g?)
siirgiinden elde edilen bitkilerde, buna karsilik en diisiik fenolik asit (0.448 mg g™)
birikiminin ise kokten elde edilen bitkilerde tespit edildigini bildirmislerdir.

Ptak ve ark. (2017) tarafindan Leucojum aestivum ‘Gravety Giant’ tiiriinde yapilan bir
calismada galanthamine ve lycorine biyosentezi i¢in kiiltiir ortamina salisilik asit (SA),

1-aminocyclopropane-1-carboxylic asit (ACC) ve ethephon uygulamislardir. Bulgular
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en yiliksek galanthamin (0.8 mg/g ka) ve lycorine (1.53 mg/g ka) biyosentezinin 5
uM’lik salisilik asit uygulamasinda gergeklestigini tespit etmislerdir.

In vitro kosullarda Carum copticum tiiriinde yapilan bir ¢calismada, arastiricilar farkls
dozlardaki (0, 25, 50, 100 ve 150 mM) tuz ¢ozeltisini kiiltiir ortamina ilave etmisler ve
proline birikimine etkisini incelemislerdir. Caligma sonunda proline birikiminin en
fazla 150 mM’lik tuz uygulamasindan elde edildigi bildirilmistir (Razavizadeh ve ark.,
2017a).

Saeed ve ark. (2017), Ajuga bracteosa’da yaptiklar1 bir ¢calismada biyokiitle, toplam
fenolik madde ve flavonoid birikimini artirmak i¢in kok kiiltiirlerine metil jasmonat
ve fenil asetik asit uygulamislardir. Biyokiitle artisinin metil jasmonat uygulamasinda
32. giin, fenil asetik asit uygulamasinda ise 40. giin sonunda en yiiksek (sirastyla; 8.88,
8.24 ka g/1) degere ulastigini, toplam fenolik madde ve flavonoid birikimini ise her iki

elisitdr uygulamasinin da tesvik ettigini bildirmislerdir.

Silva ve ark. (2017) tarafindan Plectranthus amboinicus tiiriinde yapilan bir calismada
karvakrol, p-cymene ve y-terpinene birikimini artirmak amaciyla kiltiir ortamina
farkl1 yogunluklarda (26, 51, 69, 94 ve 130 umol m 2 s™!) uygulanan 151k kaynaginin
etkilerini incelemislerdir. Karvakrol birikiminin 1s1gin yogunluguna bagli olarak
siirekli arttigimi, diger taraftan p-cymene birikiminin en fazla 69 pmol m2 s!, vy-
terpinene birikiminin ise en fazla 5lumol m™2 s! 151k yogunlugunda oldugunu

bildirmislerdir.

Adhatoda vasica tiiriinde pyrroloquinazoline alkaloidlerinin artirilmasi i¢in yapilan bir
caligmada arastiricilar hiicre kiiltiirlerine polisakkarit (sorbitol, dextran, kitosan ve
glucan) uygulamiglar ve olumlu sonuglara ulagmiglardir. Polisakkarit uygulamalarinin
tamaminin pyrroloquinazoline alkaloidlerinin sentezinde etkili oldugu, buna karsilik
sorbitol uygulamasinin vasicine birikimini 8.3 kat (99.44 mg/g ka), vasicinone

birikmini de 10.1 kat (62.37 mg/g ka) artirdig1 bildirilmistir (Singh ve ark., 2017).

Song ve ark. (2017), Panax ginseng’de yaptiklar bir calismada ginsenoside birikimini
artirmak i¢in kok kiltiirlerine Bacillus stratosphericus elisitorii inokiile etmislerdir.
Calisma sonunda bakteri inokiilasyonunun artirici etki yaptigi ve kontrol grubuna gore
en yiiksek (2.026 mg g '-4 kat) ginsenoside birikiminin uygulamadan 6 giin sonra
gerceklestigi tespit edilmistir.
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Trong ve ark. (2017) tarafindan Vietnam gingsengi (Panax vietnamensis)’nde yapilan
bir ¢caligmada hiicre siispansiyon kiiltiirlerine farkli dozlarda elisitor (maya ekstrakti ve
casein hydrolyzate) ilave edilmis ve biyokiitle birikimine etkileri arastirilmistir. Elde
edilen bulgular, maya ekstrakti uygulamasinda 1.4-2.4 Kkat, casein hydrolyzate
uygulamasinda ise 1.8-2.6 kat biyokiitle artisinin gerceklestigini ortaya koymustur.

Yang ve ark. (2017), Camptotheca acuminata tiiriinde camptothecin biyosentezini
artirmak i¢in yaptiklari ¢aligmada hiicre siispansiyon kiiltiirlerine salisilik asit, sorbitol
ve metal tuzlar1 (CoClz, AgNO3, CaCl,, CuSQOs, Li2SOs, MNnSO4 ve Ce(NH4)2(NO3)s)
uygulamiglardir. Arastiricilar ¢alisma sonunda, sorbitol uygulamasinin diger biitiin
uygulamalardan daha etkin oldugunu ve sorbitoliin camptothecin biyosentezini kontrol
kiiltiiriine gore 500 kat artirdigin1 bildirmiglerdir.

Rauvolfia serpentina tiiriinde, Zafar ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
arastiricilar kallus kiiltiirlerine aliiminyum klorit (AlCl3) uygulamislar ve reserpine
biyosentezine etkilerini incelemislerdir. Arastirma sonunda, aliiminyum klorit
uygulamasinin reserpine biyosentezi lizerine etkili oldugunu ve reserpine birikiminin

baslangig kiiltiiriine gore 0.083 mg g "’dan 0.129 mg g "a ¢iktigin1 bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak, Tirkiye endemigi Achillea gypsicola tiiriiniin
dogal floradan toplanan tohumlari kullanilmistir. Achillea gypsicola tiiriine ait bitkiler,
yapilan arazi ¢alismalari sonucunda, “Corum-iskilip” yolunun 26 ve 47.
kilometrelerinde, yolun sagindaki tepeciklerde tespit edilmis ve tiir teshisi i¢in bitki
ornekleri alinmistir. Bitki 6rneklerinin toprak alt1 ve toprak iistii (kok, yaprak, dal,
cigek) aksamlar1 ayrintili olarak goriinecek sekilde alinmasina 6zen gosterilmis ve
bitki ornekleri herbaryum yapilarak tiir teshisine kadar gecen zaman icinde oda
kosullarinda muhafaza edilmistir (Sekil 3.1). Tiir teshisi Gazi Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hayri DUMAN ve Ordu
Universitesi Egitim Fakiiltesi Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Sevda TURKIS tarafindan
yapilmistir. Bitki tohumlari, bolgede mevcut olan biitiin bitki kiimelerinden 6rnekleme
yapilarak hasat edilmis ve temizlenip mantar tipali cam kavanozlarda ekim yapilincaya
kadar muhafaza altina alinmistir. Bitkilerin toplandig1 arazinin egimi % 32.0-37.2,

rakimi 743—760 metre ve baki giiney-giineybati olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Achillea gypsicola tiiriiniin yetistigi toprak yapisina ait goriintii (a), bitkinin arazideki toplu
gOriiniimii (b), laboratuvarda tohumlarin goriintiisi (c), zararli kontroliine ait goriintii (d) ve
tohumlarin binokiiler mikroskop altinda goriiniimii (e)
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3.2. Yontem

Achillea gypsicola tiirtinde kallus kiiltiirii ile sekonder metabolit {iretim potansiyelinin

belirlenmesine yonelik yapilan uygulamalar 3 asamada gergeklestirilmistir.

Birinci asamada, Achillea gypsicola tiiriiniin tohumlar1 in vitro kosullarda

¢imlendirilmis ve in vitro bitkicikler elde edilmistir.

Ikinci asamada, en iyi kallus olusumu saglayan eksplant kaynag: (yaprak ve govde),
besi ortami (MS ve BS5) ve besi ortamina ilave edilecek hormon kombinasyonlari

belirlenmistir.

Ucgiincii asamada ise, hiicre siispansiyon kiiltiirlerine uygulanan abiyotik (aydinlik,
giimiis nitrat, kadmiyum klorit, metil jasmonat, sorbitol ve salisilik asit) ve biyotik
(kitosan ve maya ekstrakti) elisitorlerin toplam fenolik madde, flavanol, flavonol,
antosiyanin ve kamfor miktarlarinin degisimleri lizerine etkileri incelenmistir. Bu

uygulamalara iligkin ayrintili bilgiler asagida sunulmustur.
3.2.1 Cimlendirme Cahsmalar ve In Vitro Bitkiciklerin Elde Edilmesi

Tohumlar; 6n sterilizasyon iglemi i¢in % 70’lik etil alkolde 2-3 saniye batirilip
cikarildiktan sonra steril su ile durulanmis daha sonra % 25°lik (% 13’liik NaOCl)
sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 45 dakika bekletilmistir. Durulama islemi ig¢in
tohumlar distile steril sudan 4-5 kere gegirilmistir. in vitro kosullarda en iyi ¢cimlenme
ortamini saptayabilmek igin +4 °C’de 30 giin soguk katlamaya tabi tutulan bitki
tohumlari; 12, 24, 36 ve 48 saat siirelerle 3 farkli (0, 100 ve 200 mikromolar) dozdaki
KNOs3 ¢ozeltisinde bekletilmistir. Daha sonra tohumlar farkli konsantrasyonlarda (0,
0.5, 1, 2 mg/l) GAs igeren MS ortamina (pH=5.8) her petride 8 tohum olacak sekilde
6 tekerriirlii olarak ekilmistir. Ekim yapilan petri kaplar1 25°C ve 16/8 saat
1s1ik/karanlik sartlarda inkiibe edilmistir. Achillea gypsicola tiiriinde tohumlara yapilan
On uygulamalara ait goriintii ve in vitro bitkiciklerin magenta kaplarindaki goriintiileri
Sekil 3.2’de verilmistir. Dort hafta sonra elde edilen in vitro bitkiciklerin yaprak ve
govdelerinden lcm uzunlugunda alman eksplantlar kallus kaynagi olarak

kullanilmastir.
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Sekil 3.2. Laboratuvarda Achillea gypsicola tiiriinde tohumlara yapilan 6n uygulamalara ait
goriiti (a) ve iklim odasinda ¢imlenen in vitro bitkiciklerin magenta kaplarindaki
goriintiileri (b, ¢ ve d)

3.2.2. Govde ve Yaprak Eksplantlarindan Kalluslarin Elde Edilmesi

En iyi kallus olusumu saglayacak besi ortami, hormon kombinasyonunu ve eksplant
kaynagini belirlemek amaciyla Achillea gypsicola tiiriine ait yaprak ve govde
explantlart sitokinintoksin biiylime diizenleyicileri iceren MS ve B5 ortamlarina
dikilmistir. Sitokinint+oksin kombinasyonlar1 Cizelge 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4°de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. Achillea gypsicola tiiriinde kallus olusumunun tesvik edilmesinde kullanilan,
baslangic ortamina ilave edilen BAP’in 2,4-D ve NAA ile olusturdugu
kombinasyonlar

No BAP+2,4-D Kombinasyonlar: No BAP+NAA Kombinasyonlar:
1 0.0 mg/l BAP+0.0 mg/l 2,4-D 26 0.0 mg/l BAP+0.0 mg/l NAA
2 0.0 mg/l BAP+0.5 mg/l 2,4-D 27 0.0 mg/l BAP+0.5 mg/l NAA
3 0.0 mg/l BAP+2.0 mg/l 2,4-D 28 0.0 mg/l BAP+2.0 mg/l NAA
4 0.0 mg/l BAP+4.0 mg/l 2,4-D 29 0.0 mg/l BAP+4.0 mg/l NAA
5 0.0 mg/l BAP+5.0 mg/l 2,4-D 30 0.0 mg/l BAP+5.0 mg/l NAA
6 0.5 mg/l BAP+0.0 mg/l 2,4-D 31 0.5 mg/l BAP+0.0 mg/l NAA
7 0.5 mg/l BAP+0.5 mg/l 2,4-D 32 0.5 mg/l BAP+0.5 mg/l NAA
8 0.5 mg/l BAP+2.0 mg/l 2,4-D 33 0.5 mg/l BAP+2.0 mg/l NAA
9 0.5 mg/l BAP+4.0 mg/l 2,4-D 34 0.5 mg/l BAP+4.0 mg/l NAA
10 0.5 mg/l BAP+5.0 mg/l 2,4-D 35 0.5 mg/l BAP+5.0 mg/l NAA
11 1.0 mg/l BAP+0.0 mg/l 2,4-D 36 1.0 mg/l BAP+0.0 mg/l NAA
12 1.0 mg/l BAP+0.5 mg/l 2,4-D 37 1.0 mg/l BAP+0.5 mg/l NAA
13 1.0 mg/l BAP+2.0 mg/l 2,4-D 38 1.0 mg/l BAP+2.0 mg/l NAA
14 1.0 mg/l BAP+4.0 mg/l 2,4-D 39 1.0 mg/l BAP+4.0 mg/l NAA
15 1.0 mg/l BAP+5.0 mg/l 2,4-D 40 1.0 mg/l BAP+5.0 mg/l NAA
16 2.0 mg/l BAP+0.0 mg/l 2,4-D 41 2.0 mg/l BAP+0.0 mg/l NAA
17 2.0 mg/l BAP+0.5 mg/l 2,4-D 42 2.0 mg/l BAP+0.5 mg/l NAA
18 2.0 mg/l BAP+2.0 mg/l 2,4-D 43 2.0 mg/l BAP+2.0 mg/l NAA
19 2.0 mg/l BAP+4.0 mg/l 2,4-D 44 2.0 mg/l BAP+4.0 mg/l NAA
20 2.0 mg/l BAP+5.0 mg/l 2,4-D 45 2.0 mg/l BAP+5.0 mg/l NAA
21 5.0 mg/l BAP+0.0 mg/l 2,4-D 46 5.0 mg/l BAP+0.0 mg/l NAA
22 5.0 mg/l BAP+0.5 mg/l 2,4-D 47 5.0 mg/l BAP+0.5 mg/l NAA
23 5.0 mg/l BAP+2.0 mg/l 2,4-D 48 5.0 mg/l BAP+2.0 mg/l NAA
24 5.0 mg/l BAP+4.0 mg/l 2,4-D 49 5.0 mg/l BAP+4.0 mg/l NAA
25 5.0 mg/l BAP+5.0 mg/l 2,4-D 50 5.0 mg/l BAP+5.0 mg/l NAA

BAP: Benzyl amino piirine; NAA: Naftalinasetik Asit; 2,4D: 2,4-Diklorofenoksi Asetik Asit

Cizelge 3.2. Achillea gypsicola tiirlinde kallus olusumunun tesvik edilmesinde kullanilan,
baslangic ortamina ilave edilen BAP ve KIN’in IBA ile olusturdugu
kombinasyonlar

No BAP+IBA Kombinasyonlari No KIN+IBA Kombinasyonlari
51 0.0 mg/l BAP+0.0 mg/l IBA 76 0.0 mg/l KIN+0.0 mg/l IBA
52 0.0 mg/l BAP+0.5 mg/l IBA 77 0.0 mg/l KIN+0.5 mg/I IBA
53 0.0 mg/l BAP+1.0 mg/l IBA 78 0.0 mg/l KIN+1.0 mg/l IBA
54 0.0 mg/l BAP+2.0 mg/l IBA 79 0.0 mg/I KIN+2.0 mg/I IBA
55 0.0 mg/l BAP+3.0 mg/l IBA 80 0.0 mg/l KIN+3.0 mg/l IBA
56 0.5 mg/l BAP+0.0 mg/l IBA 81 0.1 mg/l KIN+0.0 mg/l IBA
57 0.5 mg/l BAP+0.5 mg/l IBA 82 0.1 mg/l KIN+0.5 mg/Il IBA
58 0.5 mg/l BAP+1.0 mg/l IBA 83 0.1 mg/l KIN+1.0 mg/I IBA
59 0.5 mg/l BAP+2.0 mg/l IBA 84 0.1 mg/l KIN+2.0 mg/l IBA
60 0.5 mg/l BAP+3.0 mg/l IBA 85 0.1 mg/I KIN+3.0 mg/Il IBA
61 1.0 mg/l BAP+0.0 mg/l IBA 86 0.5 mg/l KIN+0.0 mg/I IBA
62 1.0 mg/l BAP+0.5 mg/l IBA 87 0.5 mg/l KIN+0.5 mg/I IBA
63 1.0 mg/l BAP+1.0 mg/l IBA 88 0.5 mg/l KIN+1.0 mg/I IBA
64 1.0 mg/l BAP+2.0 mg/l IBA 89 0.5 mg/l KIN+2.0 mg/l IBA
65 1.0 mg/l BAP+3.0 mg/l IBA 90 0.5 mg/l KIN+3.0 mg/Il IBA
66 2.0 mg/l BAP+0.0 mg/l IBA 91 1.0 mg/l KIN+0.0 mg/l IBA
67 2.0 mg/l BAP+0.5 mg/l IBA 92 1.0 mg/l KIN+0.5 mg/l IBA
68 2.0 mg/l BAP+1.0 mg/l IBA 93 1.0 mg/l KIN+1.0 mg/l IBA
69 2.0 mg/l BAP+2.0 mg/l IBA 94 1.0 mg/l KIN+2.0 mg/l IBA
70 2.0 mg/l BAP+3.0 mg/l IBA 95 1.0 mg/l KIN+3.0 mg/l IBA
71 5.0 mg/l BAP+0.0 mg/l IBA 96 2.0 mg/l KIN+0.0 mg/l IBA
72 5.0 mg/l BAP+0.5 mg/l IBA 97 2.0 mg/l KIN+0.5 mg/l IBA
73 5.0 mg/l BAP+1.0 mg/l IBA 98 2.0 mg/I KIN+1.0 mg/I IBA
74 5.0 mg/l BAP+2.0 mg/l IBA 99 2.0 mg/l KIN+2.0 mg/l IBA
75 5.0 mg/l BAP+3.0 mg/l IBA 100 2.0 mg/l KIN+3.0 mg/l IBA

BAP: Benzyl amino piirine; KiN: Kinetin; IBA: indol-3-Butirik Asit
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Cizelge 3.3. Achillea gypsicola tiiriinde kallus olusumunun tesvik edilmesinde kullanilan,
baslangic ortamina ilave edilen KIN’in 2,4-D ve NAA ile olusturdugu
kombinasyonlar

No KIN+2,4-D Kombinasyonlari No KIN+NAA Kombinasyonlar:
101 0.0 mg/l KIN+0.0 mg/1 2,4-D 126 0.0 mg/l KIN+0.0 mg/l NAA
102 0.0 mg/l KIN+0.5 mg/1 2,4-D 127 0.0 mg/l KIN+0.5 mg/l NAA
103 0.0 mg/I KiN+2.0 mg/l 2,4-D 128 0.0 mg/l KIN+1.0 mg/l NAA
104 0.0 mg/l KIN+4.0 mg/1 2,4-D 129 0.0 mg/l KiN+2.0 mg/l NAA
105 0.0 mg/l KIN+5.0 mg/1 2,4-D 130 0.0 mg/l KIN+5.0 mg/l NAA
106 0.1 mg/l KIN+0.0 mg/1 2,4-D 131 0.1 mg/l KIN+0.0 mg/l NAA
107 0.1 mg/I KIN+0.5 mg/l 2,4-D 132 0.1 mg/l KIN+0.5 mg/l NAA
108 0.1 mg/l KIN+2.0 mg/1 2,4-D 133 0.1 mg/l KIN+1.0 mg/l NAA
109 0.1 mg/l KIN+4.0 mg/1 2,4-D 134 0.1 mg/l KIN+2.0 mg/l NAA
110 0.1 mg/I KIN+5.0 mg/I 2,4-D 135 0.1 mg/l KIN+5.0 mg/l NAA
111 0.5 mg/l KIN+0.0 mg/I 2,4-D 136 0.5 mg/l KIN+0.0 mg/l NAA
112 0.5 mg/l KIN+0.5 mg/1 2,4-D 137 0.5 mg/l KIN+0.5 mg/l NAA
113 0.5 mg/l KIN+2.0 mg/1 2,4-D 138 0.5 mg/l KIN+1.0 mg/l NAA
114 0.5 mg/I KiN+4.0 mg/l 2,4-D 139 0.5 mg/l KIN+2.0 mg/l NAA
115 0.5 mg/l KIN+5.0 mg/1 2,4-D 140 0.5 mg/l KIN+5.0 mg/l NAA
116 1.0 mg/1 KIN+0.0 mg/1 2,4-D 141 1.0 mg/l KIN+0.0 mg/l NAA
117 1.0 mg/1 KIN+0.5 mg/1 2,4-D 142 1.0 mg/l KIN+0.5 mg/l NAA
118 1.0 mg/l KIN+2.0 mg/1 2,4-D 143 1.0 mg/l KIN+1.0 mg/l NAA
119 1.0 mg/l KIN+4.0 mg/1 2,4-D 144 1.0 mg/l KIN+2.0 mg/l NAA
120 1.0 mg/l KIN+5.0 mg/1 2,4-D 145 1.0 mg/l KIN+5.0 mg/l NAA
121 2.0 mg/l KIN+0.0 mg/1 2,4-D 146 2.0 mg/l KIN+0.0 mg/l NAA
122 2.0 mg/l KIN+0.5 mg/1 2,4-D 147 2.0 mg/l KIN+0.5 mg/l NAA
123 2.0 mg/l KIN+2.0 mg/1 2,4-D 148 2.0 mg/l KIN+1.0 mg/l NAA
124 2.0 mg/l KIN+4.0 mg/1 2,4-D 149 2.0 mg/l KIN+2.0 mg/l NAA
125 2.0 mg/l KIN+5.0 mg/l 2,4-D 150 2.0 mg/l KIN+5.0 mg/l NAA

2,4D: 2,4-Diklorofenoksi Asetik Asit; NAA: Naftalinasetik Asit; KIN: Kinetin

Cizelge 3.4. Achillea gypsicola tiirlinde kallus olusumunun tesvik edilmesinde kullanilan,
baslangic ortamina ilave edilen BAP ve KIN’in IAA ile olusturdugu
kombinasyonlar

No BAP+IAA Kombinasyonlari No KIN+IAA Kombinasyonlari
151 0.0 mg/l BAP+0.0 mg/l IAA 166 0.0 mg/l KIN+0.0 mg/l TAA
152 0.0 mg/l BAP+0.5 mg/l IAA 167 0.0 mg/I KIN+0.5 mg/l IAA
153 0.0 mg/l BAP+1.0 mg/l IAA 168 0.0 mg/l KIN+1.0 mg/l IAA
154 0.5 mg/l BAP+0.0 mg/l IAA 169 0.1 mg/l KIN+0.0 mg/l IAA
155 0.5 mg/l BAP+0.5 mg/l IAA 170 0.1 mg/l KIN+0.5 mg/l IAA
156 0.5 mg/l BAP+1.0 mg/l IAA 171 0.1 mg/l KIN+1.0 mg/l TAA
157 1.0 mg/l BAP+0.0 mg/l IAA 172 0.5 mg/l KIN+0.0 mg/l IAA
158 1.0 mg/l BAP+0.5 mg/l IAA 173 0.5 mg/l KIN+0.5 mg/l IAA
159 1.0 mg/l BAP+1.0 mg/l IAA 174 0.5 mg/l KIN+1.0 mg/l IAA
160 2.0 mg/l BAP+0.0 mg/l IAA 175 1.0 mg/l KIN+0.0 mg/l IAA
161 2.0 mg/l BAP+0.5 mg/l IAA 176 1.0 mg/l KIN+0.5 mg/l IAA
162 2.0 mg/l BAP+1.0 mg/l IAA 177 1.0 mg/l KIN+1.0 mg/l IAA
163 5.0 mg/l BAP+0.0 mg/l IAA 178 2.0 mg/l KIN+0.0 mg/1 TAA
164 5.0 mg/l BAP+0.5 mg/l IAA 179 2.0 mg/l KIN+0.5 mg/l IAA
165 5.0 mg/l BAP+1.0 mg/l IAA 180 2.0 mg/l KIN+1.0 mg/l IAA

BAP: Benzyl amino piirine; KIN: Kinetin; IAA: Indol-3-Asetik Asit

Cizelgelerde verilen her kombinasyon icin 4 adet petriye, her petride 8’er tane eksplant
olacak sekilde dikim yapilmistir. Dikilen eksplantlar, sicakligi 25°C ve giin uzunlugu
16 saat aydinlik/8 saat karanlik olan iklim odasinda 6 hafta kiiltiire alinmistir. Daha
sonra olusan kalluslar hormonsuz besi ortaminda 6 hafta siireyle olmak {izere iki kez

alt kiiltiire alinmistir. Achillea gypsicola tiiriinde in vitro bitkiciklerin govde segmenti
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ve yaprak kesitlerinden elde edilen kalluslarin iklim odasinda yer alan petri

kaplarindaki genel goriintiileri Sekil 3.3’te verilmistir.

Sekil 3.3. Achillea gypsicola tiirlinde in vitro bitkiciklerin govde segmenti ve yaprak
eksplantlarindan elde edilen kalluslarin iklim odasinda yer alan petri kaplarindaki
genel gorintiileri (a, b, ¢ ve d)

Alt kiiltiirleri takip eden 12 hafta sonunda kalluslar;

1) Canli eksplant oran1 (CEO) (% )

2) Kallus olusturan eksplant oran1 (KOEO) (% )

3) Kallus agirligr gibi 6zellikleri dikkate alinarak gruplara ayrilmistir.
Puanlama, 0-4 puan skalasina gore yapilmistir. Buna gore;
0: kallus olusumu yok,

1: tek yonlii kallus olusumu var, kallus olusturan eksplant oran1 (KOEO) (% ) ¢ok
diisiik, canli eksplant oran1 (CEO) (% ) cok az, kallus agirlig: cok diistik,
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2: ¢ift yonlii kallus olusumu var, kallus olusturan eksplant oran1 (KOEO) (% ) disiik,
canli eksplant oran1 (CEO) (% ) ¢ok az, kallus agirlig: diisiik,

3: her yonden kallus olusumu var, kallus olusturan eksplant oran1 (KOEO) (% ) fazla,

canli eksplant oran1 (CEO) (% ) fazla, kallus agirlig: ytiksek.

4: her yonden kallus olusumu var, kallus olusturan eksplant oran1 (KOEO) (% ) ¢ok
fazla, canli eksplant oran1 (CEO) (% ) ¢ok fazla, kallus agirligi ¢ok yiiksek.

Achillea gypsicola tiriinde govde ve yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarin
puanlanmasina temel teskil eden binokiiler mikroskop altindaki goriintiileri Sekil 3.4’de

verilmistir.
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a Kallus olusumu yok(0 Puan) b Kl ossums tek yonki(1 POl

1 mm 1 mm

Kallus olugumu ikl yOnlU(2 Puan)

1 mm 1 mm

Sy
e Kallus olusumu cok yonlua(4 Puan)

1 mm

Sekil 3.4. Achillea gypsicola tiiriinde gévde ve yaprak eksplantlarindan elde edilen kalluslarin
puanlanmasina temel teskil eden binokiiler mikroskop altindaki goriintisleri (a, b, c,
dvee)

3.2.3. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerine Biyotik ve Abiyotik Elisitor Uygulamalari

Alt kiiltiirler sonrasinda yapilan incelemeler sonucunda; en iyi kallus olusumu
saglayan eksplant kaynagi, besi ortami ve hormon kombinasyonu hiicre slispansiyon
kiiltiirlerini olusturmak icin ¢alismada kullanilmistir. Elde edilen kalluslar steril kabin
igerisinde 2.5 g olacak sekilde tartilmis ve 50 ml sivi besin ortami1 igeren 250 ml’lik

erlenlere konulmustur. Daha sonra ortalama 105 rpm hiza sahip c¢alkalayici lizerinde,
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25°C sicaklikta 16 saat aydinlik/8 saat karanlik (16/8 fotoperyot kosullar) ortamda
kiiltire alinmistir. In vitro kosullarda sekonder metabolit iiretiminin artirilmasi
amaclanan bu calismada, bitkilerin hiicre ve dokularindaki savunma sistemlerini
harekete geciren abiyotik (aydinlik, kadmiyum klorit, glimiis nitrat, metil jasmonat,
sorbitol ve salisilik asit) ve biyotik (kitosan ve maya elisitor) stres kosullari

uygulanmistir. Bu uygulamalara iliskin bilgiler asagida sunulmustur;
3.2.3.1. Isik Uygulamasi

Sekonder metabolit liretimi tizerine 151g1n etkisini incelemek amaciyla, hiicre kiiltiirleri
ortalama 105 rpm hizdaki calkalayiciya yerlestirildikten sonra, 25 °C’de ve ortalama
8.000 luks’liik siirekli 151k altinda farkli stirelerde tutulmustur. Kontrol grubu 25 °C’de
ve tamamen karanlikta kiiltiire alinmistir. Aydinlik uygulamasi i¢in 6rnek alimlar 1.
giinden baglayarak 2, 3, 6 ve 12. giin olmak iizere toplam 5 kez yapilmis ve 1. giin

ornek alimi uygulamadan 8 saat sonra yapilmistir.
3.2.3.2. Kadmiyum Klorit Uygulamasi

Sekonder metabolit iiretimini artirmaya yonelik uygulamalardan biri olan kadmiyum
Klorit (CdCl,) uygulamasinda 0 (kontrol), 5 uM, 25 uM ve 50 uM olmak iizere dort
farkli konsantrasyon kullanilmistir. Ornekler 1. giinden (uygulamay: takip eden 8.
saatte) itibaren 2 ve 3. giin olmak {izere, toplam 3 kez alinmistir. Kiiltiirler ortalama
105 rpm hiza sahip calkalayici iizerinde, 25 °C sicaklikta 16 saat aydinlik/8 saat

karanlik ortamda kiiltlire alinmustir.

3.2.3.3. Giimiis Nitrat Uygulamasi

Gilimiis nitrat (AgNO3) hiicre siispansiyon kiiltiirlerine 0 (kontrol), 5 uM, 25 uM ve 50
uM olmak tizere dort farkli konsantrasyonda uygulanmaistir. Kontrol grubuna herhangi
bir uygulama yapilmamistir. Ornekler 1. giinden (uygulamay: takip eden 8. saatte)
itibaren 2 ve 3. giin olmak tizere toplam 3 kez alinmistir. Kiiltlirler ortalama 105 rpm
hiza sahip c¢alkalayici tlizerinde, 25 °C sicaklikta 16 saat aydinlik/8 saat karanlik

ortamda kiiltiire alinmistir.
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3.2.3.4. Metil Jasmonat Uygulamasi

Bu calismada kontrol ve 3 muamele olmak tizere dort farkli sekilde metil jasmonat
uygulamasi yapilmigstir. Uygulama grubu olarak 10 uM, 50 uM ve 100 pM metil
jasmonate % 95 ethanol iginde ¢6ziinmiis ve 0.2 pm filtre kagidindan gegirilmistir.
Kontrole ise sadece ethanol ilave edilmistir. Kiiltiirler ortalama 105 rpm hiza sahip
calkalayici tizerinde, 25 °C sicaklikta 16 saat aydinlik/8 saat karanlik ortamda kiiltiire
almmistir. Ornekler 1. giinden (uygulamay: takip eden 8. saatten) itibaren 2 ve 3. giin

olmak iizere toplam 3 kez alinmistir.

3.2.3.5. Sorbitol Uygulamasi

Distile edilmis su iginde 0 (kontrol), 5 g/I't, 25 g/I'* ve 50 g/l sorbitol ¢oziindiiriilmiis
ve pH 5,8’e ayarlanmistir. Uygulamalarin yapildig kiiltlirler ortalama 105 rpm hiza
sahip calkalayici tizerinde, 25 °C sicaklikta 16 saat aydinlik/8 saat karanlik ortamda
kiiltiire alinmistir. Ornekler 1. giinden (uygulamayn takip eden 8. saatten) itibaren 2 ve

3. glin olmak tiizere toplam 3 kez alinmustir.

3.2.3.6. Salisilik Asit Uygulamasi

Distile su igerisinde 0 (kontrol), 10 uM, 50 uM ve 100 uM olmak iizere 4 farkh
konsantrasyonda salisilik asit ¢oziindiiriilmiis ve pH 5,8’e ayarlanmistir. Kiiltiirler
ortalama 105 rpm hiza sahip calkalayici tizerinde, 25 °C sicaklikta 16 saat aydinlik/8
saat karanlik ortamda kiiltiire almmmustir. Ornekler 1. Giinden (uygulamay takip eden

8. saatten) itibaren 2 ve 3. Giin olmak {izere toplam 3 kez alinmstir.

3.2.3.7. Kitosan Uygulamasi

Bu uygulamada, 0.5 g kitosan 1 ml asetik asit igerisinde 55-60 °C’de 15 dakika
cozdiiriilerek son hacim distile su ile 50 ml’ye tamamlanmigtir. Daha sonra istenilen
(25 mg/I’%, 50 mg/I™t ve 100 mg/I!) konsantrasyonlarda hazirlanip, kontrol kiiltiirii ile,
pH 5,8’e ayarlanmistir. Kiiltiirler ortalama 105 rpm hiza sahip calkalayici lizerinde, 25
°C sicaklikta 16 saat aydinlik/8 saat karanlik ortamda kiiltiire alimustir. Ornekler 1.
giinden (uygulamayi takip eden 8. saatten) itibaren 2 ve 3. giin olmak iizere toplam 3

kez alinmistir.
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3.2.3.8. Maya Ekstrakti Uygulamasi

Maya elisitorii 20 g/100 ml olacak sekilde istenilen konsantrasyonlarda distile su
igerisinde ¢oziilmiis ve 400 ml etanol ile karistirilarak 4 giin buzdolabinda (4 °C)
bekletilmistir. Daha sonra olusan ¢okelti tekrar 100 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriilmiis
ve 400 ml etanol ile kanstirilmistir. Son olarak olusan yapiskanimsi ¢okelti 50 ml
distile suda ¢ozdiiriilerek 4 farkli konsantrasyonda 0 (kontrol), 25 mg/1*%, 50 mg/I*t ve
100 mg/I"t ve pH 5,8 olacak sekilde ayarlanmustir. Kiiltiirler ortalama 105 rpm hiza
sahip calkalayici tizerinde, 25 °C sicaklikta 16 saat aydinlik/8 saat karanlik ortamda
kiiltiire alinmistir. Ornekler 1. giinden (uygulamayu takip eden 8. saatten) itibaren 2 ve

3. glin olmak tiizere toplam 3 kez alinmistir.

Yapilan uygulamalarin her biri 8 giinliik hiicre kiiltiirlerinde 3 tekrarli olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Uygulamalarin tamaminda 6rnek alimlar1 yapildiktan sonra her bir
erlenden hiicre biiylimesi ve hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in 5 ml ve ayrica hiicre
kuru agirhigmin belirlenmesi icin de 5 ml 6rnek alinmistir. Ornek alimlari tamamlanan
biitlin uygulamalar analizlerde kullanilmak iizere tekerriirler bazinda steril kabin
igerisinde filtre edilip yikanmis ve ekstraksiyona kadar (-20 °C) derin dondurucuya
konulmustur. Sekil 3.5’de Achillea gypsicola tiirtinde kalluslarin alt kiiltiirler
sonrasinda kontrollerine ait fotograflara, kalluslardan elde edilen hiicre siispansiyon
kiiltlirlerine ait fotografa ve steril kabin igerisinde filtre edilmis 6rneklerin (-20 °C)

derin dondurucuda muhafaza edilmesine ait goriintiiye yer verilmistir.

37



Sekil 3.5. Achillea gypsicola tiiriinde kalluslarin alt kiiltiirler sonrasinda kontrollerine ait
gortintiiler (a ve b), kalluslardan elde edilen hiicre siispansiyon kiiltiirlerine ait
goriintii (C) ve steril kabin iginde filtre edilmis 6rneklerin (-20 °C) derin dondurucuda
muhafaza edilmesine ait goriintii (d)
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3.2.4 incelenen Ozellikler ve Yapilan Analizler

3.2.4.1. Hiicre Bityiimesi ve Canlihiginin Belirlenmesi

Hiicre biiylimesi, ortalama hiicre sayisi (n) ve hiicre kuru agirliklart (g/1) 6lctilerek
belirlenmistir. Hiicre sayisi, Moroff ve ark. (1994)’na gére Nageotte sayma ¢emberi
kullanilarak asagidaki formiille belirlenmistir (3.1).

n=Y1 c-20-sf (3.1)
n: ortalama hiicre sayisi

c: her bir dikdortgende sayilan hiicre sayisi

sf: sulandirma faktorii

Hiicre kuru agirliklari, filtre edilmis hiicrelerin, 55 °C’de 48 saat etiivde bekletildikten

sonra, tartilmasiyla elde edilmistir.

Hiicre canliligi, Trypan mavisi boyama teknigi kullanilarak Laloue ve ark. (1980)’na
gore yapilmistir. Buna gore; Orneklerin boyama islemi i¢in eppendorf tiipliniin
icerisine 50 pl hiicre siispansiyon kiiltiirii, 125 pl trypan mavisi ve hiicrelerin gerek
sayim asamasinda canli kalmasini saglamak gerekse de boyama etkinliginin artirilmasi
i¢in 75 pl fosfat bafiri koyulmustur. Daha sonra homojen olarak karistirildiktan sonra
sayma islemi i¢in mikroskopta gézlem yapilmis ve hiicre canlilik oranlar yiizde (% )

olarak belirlenmistir.

3.2.4.2. Toplam Fenolik Madde Tayini

Filtre edilerek analiz zamanina kadar derin dondurucuda -20 °C’de bekletilen yas
hiicre Ornekleri havanda iyice ezilmistir. Ekstraksiyon, Dalar ve ark. (2012)’nin
yontemi esas alinarak yapilmistir. Buna gore; ezilen drneklerden 2 g alinarak tizerine
10 ml % 96’lik etanol ilave edilmis ve 2 dakikalik homojenizatorde karistirma
isleminin ardindan, 1 gece 45 °C’deki su banyosunda bekletilmistir. Bu siire sonunda
ornekler, 5 dakika siireyle 4000 rpm’de santrifiij edilmis ve fenolik bilesikleri iceren
supernetant kisim alinarak 75 °C’de tamamen kuruyuncaya kadar rotary evaporatorde
ucurulmustur. Daha sonra ekstraktlar 1 ml metanolde ¢6ziinmiis ve fenolik bilesik

analizlerinde kullanilmistir.
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Toplam fenolik bilesiklerin belirlenmesinde hazirlanan ekstraktlar kullanilmistir.
Analizler folin kolorimetrik metoduyla Slinkard ve Singleton (1977)’un kullandiklar
yontem esas alinarak yapilmistir. Spektrofotometrede okumalar 765 nm dalga
boyunda gerceklestirilmistir ve standart gallik asit ¢ozeltisinden hazirlanan kdrveden
yararlanilarak toplam fenolik bilesik miktarlari, gallik asit esdegeri olarak mg/g yas
hiicre agirligi (YHA) seklinde belirlenmistir.

3.2.4.3. Toplam Flavanol Icerigi

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde bulunan toplam flavanollerin belirlenmesi igin Prior
ve ark. (2010)’nin kullanmis olduklar1 dimetil amino sinnamaldehit (DMAC) metodu
kullanilmistir. Bu amagla metanol, HCL (9:1) karisimi ile hazirlanan DMAC
kullanilmis  ve spektrofotometrede okumalar 640 nm dalga boyunda
gergeklestirilmistir.  Sonuglar katesin standardindan hazirlanmis olan korveden
yararlanilarak, katesin esdegeri olarak mg/g yas hiicre agirligi (YHA) seklinde

belirlenmistir.

3.2.4.4. Toplam Flavonol icerigi

Toplam flavonol analizi Neu solusyonu kullanilarak Dai ve ark. (1995)’nin
kullandiklar1 metoda gére yapilmistir. Buna goére ekstraktlara % 1°lik 2-aminoethyl
diphenylborinate soliisyonu ile metanol karisimi ilave edilip iyice karistirildiktan
sonra, 410 nm’deki absorbans degerleri tespit edilmistir. Toplam flavonollerin miktart,
rutin standardindan hazirlanmis olan korveden yararlanilarak, rutin esdegeri olarak

mg/g yas hiicre agirhigi (YHA) seklinde belirlenmistir.

3.2.4.5. Toplam Antosiyanin Icerigi

Antosiyanin analizleri Dalar ve ark. (2012)’nin kullanmis olduklart metoda gore
Mcllvaine’s bafirt (pH=3) kullanilarak gergeklestirilmistir. Spektrofotometrede
okumalar 570 nm dalga boyunda yapilmistir ve antosiyanin miktarlar1 renk degeri
olarak asagidaki formiile gore hesaplanarak sonuglar RD/g yas hiicre agirligi (YHA)

olarak verilmistir (3.2).
RD=0.1-a-sf (3.2)
RD: Renk Degeri
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a: absorbans degeri

s: seyreltme faktorii

3.2.4.6. Kamfor Miktarimin Belirlenmesi

Arastirmada kamfor bilesigi GC-MS cihaz ile tayin edilmistir. Headspace GC-MS
analizi i¢in Shimadzu QP2010 ultra GC-MS cihaza entegre edilmis ve Shimadzu
AOC-5000 plus auto sampler kullanilmistir. Kapiler kolon ayirma RTX-5M 30 m ile
belirlenmistir. Analiz i¢in 6nce cihaza kamfor standardi verilmistir. Bilesigin kiitle
fragmentleri ve alikonma zamani belirlenmistir. Calismanin hassasiyetini  ve
dogrulugunu artirmak i¢in major olan 9 adet iyon piki secilmistir. Daha sonra kamfor
bilesiginin kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve numunenin miktar1 pg/g olarak belirlenmistir.

Headspace-GC-MS deneysel kosullar1 Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.5. Hiicrelerde kamfor miktarinin tespit edilmesinde kullanilan Headspace-GC-MS
cihazina ait deneysel kosullar

Sicaklik 100°C
Isitma siiresi 10 dk.
Enjeksiyon sicakligi 250°C
Iyonizasyon voltaji 70 eV
Enjeksiyon hacmi 0.5ml
Tasiyic1 gaz Helyum
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3.2.5. Istatistik Degerlendirme

Arastirmada; biri in vitro ¢imlendirme denemelerine, digeri de sekonder metabolit
iiretimini artirmaya yonelik uygulamalara ait olmak tizere iki farkl istatistik analiz

yapilmistir.

3.2.5.1. In Vitro Cimlendirme Denemelerine Ait istatistik Analiz

Cimlenme orani, denemede kullanilan toplam tohumlar arasinda ¢imlenenlerin sayisi
esas alinip hesaplanmistir. Varyans analizinin normallik ve varyanslarin homojenligi
varsayimlarinin gegerlilik kontrolleri sirasiyla Kolmogorov-Smirnov testi ve Levene
testi ile kontrol edilmistir. Veriler varyans analizi 6ncesinde a¢1 transformasyonuna
tabi tutulmustur. Verilerin analizi 3 faktorlii varyans analizi (three-way ANOVA)
yapilmistir. Farkli ortalamalarin karsilastirilmasinda Tukey ¢oklu karsilagtirma testi
kullanilmistir. Tukey testi sonucglar1 tanitici istatistik degerlerinin yaninda harfli
gosterim seklinde ifade edilmis ve yorumlamalarda % 5 O6nem diizeyi dikkate

alimmugtir. Tiim hesaplamalar Minitab 17 istatistik paket programi ile yapilmistir.

3.2.5.2. Sekonder Metabolit Uretimini Artirmaya Yénelik Uygulamalara Ait
Istatistik Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde; aydinlik uygulamasindaki degiskenler icin tek faktorli
varyans analizi (one-way ANOVA), diger uygulamalara ait degigkenler i¢in ise iki-
yonlii varyans analizi (two-way ANOVA) kullanilmistir. Farkli ortalamalar Tukey
testi ile belirlenmis ve sonuglart harfli gosterim seklinde ortalamalarin yaninda ifade
edilmistir. Hesaplamalarda ve yorumlamalarda % 5 6nem diizeyi kullanilmistir. Tiim

hesaplamalar Minitab 17 istatistik paket programu ile kullanilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Achillea gypsicola tiiriinde, in vitro sartlarda gesitli stres faktorleri uygulanarak,
sekonder metabolit birikiminin artirilmasi amaciyla yiiriitiilen bu ¢alisma esas olarak

3 asamadan olugmaktadir.

Ik asamada, Achillea gypsicola tiiriiniin dogal floradan toplanan tohumlar1 in vitro

kosullarda ¢imlendirilerek, in vitro bitkicikler elde edilmistir.

Ikinci asamada, en iyi kallus olusumunu saglayacak olan eksplant kaynagi (yaprak ve
govde), besi ortam1 (MS ve B5) ve besi ortamina ilave edilecek uygun hormon

kombinasyonlar1 belirlenmistir.

Uciincii asamada ise, hiicre siispansiyon kiiltiirlerine uygulanan abiyotik (151k, giimiis
nitrat, kadmiyum klorit, metil jasmonat, salisilik asit ve sorbitol) ve biyotik (kitosan
ve maya ekstrakti) elisitorlerin toplam fenolik madde, flavanol, flavonol, antosiyanin
ve kamfor miktar1 iizerine etkileri arastirilmistir. Bu nedenle, arastirma bulgulari ve
tartisma boliimiiniin yaziminda, yukarida belirtilen bu 3 asamaya uygun bir siralama

esas almmustir.

4.1. In Vitro Bitkiciklerin Elde Edilmesi

KNOs3 faktoriiniin 3, GAs ve bekletme siiresi faktorlerinin ise 4’er seviyesinin birlikte
denendigi 3 faktorlii ¢imlendirme denemesinde, her tekerriir i¢in ¢imlenen tohum
sayilar1 % ’ye doniistiiriilmiis ve ¢cimlenme orani degiskeni elde dilmistir. Cimlenme
orani (% ) icin yapilan varyans analizi sonucunda, KNO3z X GAgz x bekletme siiresi ti¢lii
interaksiyonu istatistiki olarak ¢ok dnemli bulunmustur (p<0.01). Buna uygun olarak

yapilan Tukey testi sonuglari, harflendirme seklinde, Cizelge 4.1°de verilmistir.

Elde edilen bulgulara gére KNO3 ¢ozeltisinde bekletilen tohumlarin ¢imlenme oranlari
bekletme siiresine, ¢dzeltinin konsantrasyonuna ve GAsz hormonunun dozuna bagl
olarak artis gOstermistir. 48 saat slireyle on islem uygulanan tohumlarin ¢imlenme
oranlar1 daha yiiksek oldugu, 12 saat on islem uygulanan tohumlarda ¢imlenme
oranlarinin ise diisiik oldugu belirlenmistir. KNOg3 ¢6zeltisinin konsantrasyonuna bagli
olarak ¢imlenme oranlar incelendiginde, en yiiksek ¢imlenme oran1 kontrol grubunda
% 54.17 olarak gergeklesmis, 100 uM’lik konsantrasyonda % 89.58 ve 200 uM’lik

konsantrasyonda % 100 oldugu tespit edilmistir. Giberellik asit ¢6zeltisinin dozlarina
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bagli olarak yapilan degerlendirmeye gore, genel olarak 2 mg/l GAs igeren ortamlarda

diger dozlara gore daha yiiksek ¢imlenme oranlar1 elde edilmistir.

Tohumlarda goriilen dormansinin kirilarak ¢imlenme oranlarinin artirilmasi igin; GAz,
KNOs3 ve sogukta katlama uygulamalarinin tek tek uygulandig: gibi birlikte denendigi
bir¢ok arastirma yapilmistir. Bu ¢alismalar, tohuma yapilan 6n uygulamalar birlikte
denendiginde ¢imlenme oranlariin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Nadjafi ve
ark., 2006; Rouhi ve ark., 2010; Bhardwaj ve ark., 2016). Ornegin bir ¢alismada,
sogukta katlama ve GAsz uygulamalar tek tek denendiklerinde ¢imlenme oranlari en
fazla % 68 olmasina karsin, birlikte denediklerinde % 91.66 oldugu bildirilmistir (Zare
ve ark., 2011). Echinacea purupurea tohumlarinda yapilan bir aragtirmada GA3z ve
sogukta katlama uygulamalar tek tek denendiginde en yiiksek ¢imlenme orant %
37.90 olmasma karsin, birlikte denendiklerinde bu oranin % 90.02 oldugu
belirlenmistir (Zadeh ve ark., 2015). Yapilan diger bir aragtirma KNOs ve sogukta
katlamanin ayr1 ayr1 denendiginde en yiiksek ¢cimlenme oraninin % 32 olmasina karsin,
birlikte denendiklerinde bu oranin % 76’ya ¢iktigin1 ortaya koymustur (Raisi ve ark.,
2013).

Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde KNO3 ¢ozeltisinde bekletilmis achillea
gypsicola tiirine ait tohumlarin farkli konsantrasyonlarda GAs igeren
ortamlardaki ¢gimlenme oranlari (% ).

KNO; Bekletme siiresi (saat)

dozu GAsdozu 12s 24's 36s 48's
kontrol 0.00Cal** 12.50ABb1 12.50Bb1 29.17Ac2

kontrol 0.5 mg/I 0.00Ca1l 14.58Bb2 16.67Bb2 52.08Ab2
1 mg/l 2.08Ca2 22.92Bah2 25.00Bah3 52.08Ab2

2 mg/l 6.25Ca2 31.25Ba2 35.42Ba3 54.17Ab2

kontrol 4.17Cal 18.75Bb1 20.83Bcl 81.25Ah2

100 uM 0.5 mg/I 4.17Cal2 20.83Bb12 29.17Bbhcl 89.58Aa2
1 mg/l 8.33Ca2 29.17Bab2 33.33Bh2 89.58Aa2

2 mg/l 8.33Ca2 35.42Ba2 52.08Ba2 89.58Aa2

kontrol 4.17Ccl 16.67B1 22.92Bcl 85.42Ab1

200 UM 0.5 mg/I 10.42Chcl 27.08B1 35.42Bb1 85.42Ab1
H 1 mg/l 18.75Dab1 56.25C1 70.83Bal 89.58Aab1

2 mg/l 25.00Dal 68.75C1 81.25Bal 100.00Aal

** (p<0.01); KNOs3: Potasyum Nitrat; GAs: Gibberellik Asit; s: saat

Yatay olarak, ortak bir biiylik harfi olmayan zaman ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p<0.05).

Ayni KNO3 ve GA; dozlarinda dikey olarak ortak bir kiigiik harfi olmayan ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

Ayn1 GA3 ve KNOj; dozlarinda dikey olarak ortak bir say1r olmayan ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05).
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4.2. Govde ve Yaprak Eksplantlarindan Kalluslarin Elde Edilmesi

[k dikim ortamu ile alt kiiltiirler sonrasinda yapilan incelemeler sonucunda, eksplant
kaynagi olarak govde eksplantinin kullanildigi hormon kombinasyonlarinda kallus
olusum yiizdesi ve kallus agirligi yaprak eksplantlarina gore daha iyi oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve 4.3).

4.2.1. MS Ortaminda Govde ve Yaprak Eksplantlarindan Kallus Olusumu

Arastimada kullanilan hormon kombinasyonlar1 ve eksplant kaynaklari ile ilgili

puanlamalar Cizelge 4.2°de verilmistir.

lgili Cizelgelere gore, govde eksplantinin kullamldigi hormon kombinasyonlarinda
en yiiksek kallus olusum yiizdesi (% 100) ve kallus agirligr (756 mg) 0.0 mg/l
BAP+2.0 mg/l IBA (54 numarali) kullanilan hormon kombinasyonundan elde
edilmistir. Yiiksek kallus olusum yiizdesi (% 100) gosteren 88 (0.5 mg/l KIN+1.0 mg/I
IBA), 55 (0.0 mg/l BAP+3.0 mg/l IBA) ve 30 (0.0 mg/l BAP+5.0 mg/l NAA) numarali

hormon kombinasyonlarinda kallus agirlig1 sirasiyla 720, 714 ve 700 mg olmustur.

Yaprak eksplantinin kullanildigi hormon kombinasyonlarinda en yiiksek kallus
olusum yiizdesi (% 100) ve kallus agirlig1 (500 mg) 0.5 mg/l KIN+2.0 mg/12,4 D (113
numarall) kullanilan hormon kombinasyonundan elde edilmistir. Yiiksek kallus
olusum yiizdesi (% 100) gdsteren 150 (2.0 mg/l KIN+5.0 mg/l NAA), 54 (0.0 mg/I
BAP+2.0 mg/l IBA) ve 89 (0.5 mg/l KIN+2 mg/l IBA) numarali hormon
kombinasyonlarinda kallus agirligi sirasiyla 496, 456 ve 447 mg olarak tespit

edilmistir.

Her iki eksplant kaynaginda da Kinetin ve IBA’min 81-85 nolu hormon
kombinasyonlar1 ile Kinetin ve IAA’nin 166-171 nolu hormon kombinasyonlarinda

kallus olusumu gézlemlenmemistir.
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Cizelge 4.2. Achillea gypsicola tiiriinde in vitro kosullar altinda MS ortamlarinda yaprak ve
govde eksplantlarindan olusan kalluslar, puanlamada kullanilan kriterlere ait

degerler ve puanlama

Yaprak Govde
No KOEO (% ) Kallus A. (mg) Yaprak P. (0-4) KOEO (%) Kallus A. (mg) Govde P. (0-4)
1 100 230 2 100 530 3
2 90 198 2 90 450 3
3 100 350 2 100 675 4
4 70 356 3 70 500 3
5 80 220 2 80 440 3
6 60 450 3 70 450 3
7 60 124 1 60 290 2
8 80 218 2 80 320 3
9 40 122 1 50 250 2
10 30 125 1 30 200 3
11 60 140 1 60 240 2
12 100 200 2 100 500 3
13 100 324 2 100 514 3
14 80 156 1 80 356 2
15 80 141 2 80 248 2
16 0 0 0 30 140 2
17 100 412 3 100 412 3
18 80 170 1 80 260 2
19 90 242 2 90 474 3
20 60 198 2 80 295 2
21 40 127 1 50 224 2
22 30 132 2 50 270 2
23 40 100 1 40 175 2
24 70 196 2 70 270 2
25 60 128 2 60 255 2
26 60 312 3 60 397 3
27 80 174 2 80 480 3
28 10 50 2 10 144 3
29 90 386 3 100 656 4
30 100 270 2 100 700 4
31 60 74 1 60 461 3
32 50 41 1 50 415 4
33 60 141 2 80 300 2
34 80 125 2 80 310 2
35 60 154 2 60 254 2
36 40 118 2 40 180 2
37 10 18 1 20 110 2
38 90 374 3 90 472 3
39 80 256 2 90 378 2
40 80 171 2 80 257 2
41 10 50 2 10 75 2
42 10 14 1 10 80 2
43 10 17 1 10 64 2
44 60 175 2 60 210 2
45 0 0 0 40 140 2
46 20 47 1 30 100 2
47 80 132 2 80 304 2
48 50 047 1 50 140 2
49 50 142 2 50 142 2
50 10 28 1 10 54 2
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Cizelge 4.2. Achillea gypsicola tiiriinde in vitro kosullar altinda MS ortamlarinda yaprak ve
govde eksplantlarindan olusan kalluslar, puanlamada kullanilan kriterlere ait

degerler ve puanlama (devami).

51 60 140 2 60 190 2
52 10 035 1 20 100 2
53 10 284 3 30 200 3
54 100 456 3 100 756 4
55 100 400 3 100 714 4
56 30 178 2 30 178 2
57 70 263 2 70 278 2
58 60 249 2 60 245 2
59 100 294 2 100 541 3
60 100 377 3 100 682 4
61 40 54 1 40 156 2
62 80 102 1 80 413 3
63 50 75 1 60 176 2
64 60 81 1 60 165 2
65 70 141 2 70 200 2
61 40 54 1 40 156 2
62 80 102 1 80 413 3
63 50 75 1 60 176 2
64 60 81 1 60 165 2
65 70 141 2 70 200 2
66 10 43 1 10 50 2
67 0 0 0 10 42 2
68 60 87 1 60 347 3
69 10 29 1 10 68 3
70 20 43 1 20 120 3
71 60 137 2 60 250 2
72 50 52 1 60 294 2
73 20 32 1 50 273 2
74 100 294 2 100 621 3
75 60 164 2 70 300 2
76 60 200 2 60 224 2
7 60 120 1 70 325 2
78 10 35 1 20 70 2
79 10 28 1 20 50 2
80 70 220 2 70 270 2
81 0 0 0 0 0 0
82 0 0 0 0 0 0
83 0 0 0 0 0 0
84 0 0 0 0 0 0
85 0 0 0 0 0 0
86 80 140 1 80 257 2
87 50 100 1 50 190 2
88 100 434 3 100 720 4
89 100 447 3 100 649 4
90 90 241 2 90 277 2
91 0 0 0 20 105 2
92 0 0 0 30 97 2
93 60 170 2 60 240 2
94 50 67 1 50 185 2
95 0 0 0 0 0 0
96 0 0 0 0 0 0
97 0 0 0 0 0 0
98 0 0 0 0 0 0
99 10 43 1 20 90 2
100 10 124 2 20 75 2
101 0 0 0 0 0 0
102 100 300 2 100 400 2
103 70 288 2 80 351 2
104 80 250 2 80 305 2
105 90 316 3 90 457 3
106 70 220 2 70 309 3
107 50 150 2 60 255 2
108 60 144 2 70 344 2
109 50 27 1 50 200 2
110 60 223 3 70 250 2
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Cizelge 4.2. Achillea gypsicola tiiriinde in vitro kosullar altinda MS ortamlarinda yaprak ve
govde eksplantlarindan olusan kalluslar, puanlamada kullanilan kriterlere ait

degerler ve puanlama (devami).

111 90 214 2 90 300 2
112 60 140 2 60 195 2
113 100 500 3 100 620 3
114 60 198 2 60 200 2
115 60 156 2 80 190 2
116 20 40 1 70 201 2
117 90 247 2 90 300 2
118 80 254 2 90 302 2
119 80 200 2 80 260 2
120 100 237 2 100 324 2
121 100 198 1 100 358 2
122 100 256 2 100 295 2
123 100 242 2 100 514 3
124 80 175 2 80 200 2
125 70 100 1 80 198 2
126 20 51 1 20 81 2
127 30 54 1 40 144 2
128 20 39 1 20 89 2
129 80 98 1 80 332 2
130 70 195 2 70 212 2
131 40 48 1 40 157 2
132 20 34 1 30 105 2
133 30 52 2 30 095 2
134 30 37 1 30 117 2
135 50 58 2 50 215 2
136 60 82 1 60 227 2
137 100 440 3 100 600 3
138 100 251 2 100 675 3
139 100 248 2 100 463 2
140 80 418 3 80 374 3
141 60 74 1 60 184 2
142 100 257 2 100 304 2
143 80 212 2 80 247 2
144 100 370 3 100 704 4
145 100 442 3 100 676 4
146 80 188 2 80 557 3
147 70 137 2 70 203 2
148 100 235 2 100 635 3
149 100 186 2 100 614 3
150 100 496 3 100 578 3
151 0 0 0 30 0 2
152 0 0 0 40 140 2
153 0 0 0 30 102 2
154 20 40 1 20 79 2
155 80 321 3 30 110 3
156 10 27 1 10 46 2
157 80 190 2 80 468 3
158 40 60 1 40 164 2
159 60 185 2 60 306 2
160 60 118 1 60 273 2
161 80 218 2 80 400 3
162 10 20 1 10 60 2
163 20 65 1 20 120 2
164 0 0 0 0 0 0
165 0 0 0 0 0 0
166 0 0 0 0 0 0
167 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0
169 0 0 0 0 0 0
170 0 0 0 0 0 0
171 0 0 0 0 0 0
172 40 120 2 70 254 2
173 10 10 1 20 158 2
174 60 127 2 80 346 2
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Cizelge 4.2. Achillea gypsicola tiiriinde in vitro kosullar altinda MS ortamlarinda yaprak ve
govde eksplantlarindan olusan kalluslar, puanlamada kullanilan kriterlere ait

degerler ve puanlama (devami).

175 10 28 1 20 94 2
176 10 20 1 30 117 2
177 20 30 1 30 150 2
178 50 128 2 50 243 2
179 40 21 1 50 200 2
180 30 30 1 50 184 2

KOEO: Kallus Olusturan Eksplant Orani; A: Agirlik; P: Puan
4.2.2. BS Ortaminda Govde ve Yaprak Eksplantlarindan Kallus Olusumu

Arastirmada B5 ortaminda kullanilan hormon kombinasyonlar1 ve eksplant kaynaklari
ile ilgili puanlamalar Cizelge 4.3’de verilmistir. Buna gore, gévde eksplantinin
kullanildig1 hormon kombinasyonlarinda en yiiksek kallus olusum ytizdesi (% 100) ve
kallus agirligr (1600 mg) 0.5 mg/l BAP+0.5 mg/l NAA (32 numarali) kullanilan
hormon kombinasyonundan elde edilmistir. Yiiksek kallus olusum yiizdesi (% 100)
gosteren 35 (0.5 mg/l BAP+5.0 mg/l NAA), 34 (0.5 mg/l BAP+2.0 mg/l NAA) ve 33
(0.5 mg/l BAP+1 mg/l NAA) numarali hormon kombinasyonlarinda kallus agirlig
sirastyla 1540, 1526 ve 1510 mg olarak tespit edilmistir.

Yaprak eksplantinin kullanildigi hormon kombinasyonlarinda en yiiksek kallus
olusum yiizdesi (% 100) ve kallus agirligi (937 mg) 0.0 mg/l BAP+2.0 mg/l IBA (54
numarali) kullanilan hormon kombinasyonundan elde edilmistir. Yiiksek kallus
olusum ytizdesi (% 100) gosteren 55 (0.0 mg/l BAP+3.0 mg/l IBA), 128 (0 mg/I
KIN+1.0 mg/l NAA) ve 60 (0.5 mg/l BAP+3.0 mg/l IBA) numarali hormon
kombinasyonlarinda kallus agirligi sirasiyla 850, 754 ve 742 mg olarak tespit

edilmistir.

Her iki eksplant kaynaginda da Kinetin ve IAA’nin 169-180 nolu hormon

kombinasyonlarinda kallus olusumu gozlemlenmemistir.

Araagtirmada kullanilan iki temel besi ortamindan (MS ve BS5) en yiiksek kallus
olusum yiizdesi (% 100) ve kallus agirlig1 1600 mg ile eksplant kaynagi olarak govde
segmenti kullanilan B5 ortamindan elde edilmistir. Aym1 besi ortaminda eksplant
kaynagi olarak yaprak kullanilan uygulamada ise en yiiksek kallus agirligr (54

numarali hormon kombinasyonu) 937 mg ile tespit edilmistir.
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Konuyla ilgili daha 6nce yapilan birgok arastirma sonucu kullanilan besi ortaminin,
hormon ya da hormon kombinasyonunun ve eksplant kaynaginin kallus olusumunda
etkili oldugunu gostermistir (Kumar ve ark., 2014; Hariprasath ve ark., 2015;
Vinothkumar ve Senthilkumar, 2015; Dhas ve ark., 2016; Gehlot ve ark., 2017; Jin ve
ark., 2017a; Krishnan ve Siril, 2017; Kumari ve ark., 2017; Purak ve ark., 2017;
Thakur ve Kanwar, 2017). In vitro kosullarda eksplant kaynaklarindan optimum kallus
olusumu tiirlere gére en uygun eksplant (kok, gdvde, yaprak, hipokotil ve epikotilon)
kaynaginin secilmesiyle, uygun besi (MS, BS5, SH, LS ve NN) ortamimin
kullanilmasiyla ve son olarak ta dogru hormon ya da hormon kombinasyonlariyla

(sitokinin+oksin) saglanir.

Bugiine kadar bir¢ok tiirde kallus olusumunun indiiklenmesi i¢in pek ¢ok arastirma
yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismalarin ¢ogunda govde eksplantlar1 kallus olusumunu yapraga
gore daha fazla indiiklerken, bazilarinda yaprak eksplantlarinin daha fazla kallus
olusumunu indiikledigi rapor edilmistir (Sahu ve ark., 2012; Bakar ve ark., 2014;
Khanpour-Ardestani ve ark., 2015; Kumari ve ark., 2015; Zinhari ve ark., 2016;
Asakura ve Hoshino, 2017; Dilaver ve ark., 2017; Elangomathavan ve ark., 2017,
Farvardin ve ark., 2017; Hosseini ve ark., 2017; Thokchom ve Maitra, 2017).
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Cizelge 4.3. Achillea gypsicola tiiriinde in vitro kosullar altinda B5 ortamlarinda yaprak ve
govde eksplantlarindan olusan kalluslar, puanlamada kullanilan kriterlere ait

degerler ve puanlama

Yaprak Govde
No KOEO (% ) Kallus A. (mg) Yaprak P. (0-4) KOEO (%) Kallus A. (mg) Govde P. (0-4)
1 90 260 2 100 574 3
2 90 247 2 90 557 3
3 80 220 2 100 362 2
4 70 217 2 70 500 3
5 80 209 2 80 554 3
6 50 160 2 100 905 4
7 60 90 1 100 952 4
8 90 300 2 100 990 4
9 90 47 1 100 1.000 4
10 90 85 1 100 1.008 4
11 60 40 1 90 732 3
12 100 312 2 100 653 3
13 100 324 2 100 743 3
14 80 148 1 80 300 2
15 80 347 2 80 276 2
16 70 100 1 30 143 2
17 100 379 2 100 768 3
18 80 173 1 80 203 2
19 90 325 2 90 690 3
20 60 190 2 80 335 2
21 50 113 1 50 258 2
22 60 200 2 50 220 2
23 50 136 1 40 196 2
24 70 264 2 70 260 2
25 60 220 2 60 277 2
26 60 258 2 60 500 3
27 80 204 2 80 593 3
28 80 167 2 100 796 3
29 90 512 3 100 951 4
30 100 277 2 100 674 3
31 100 548 3 100 1.030 4
32 100 600 4 100 1.600 4
33 100 632 4 100 1.510 4
34 100 700 4 100 1.526 4
35 100 576 3 100 1.540 4
36 40 133 2 80 345 2
37 40 76 1 80 400 2
38 90 698 3 90 760 3
39 80 247 2 90 300 2
40 80 280 2 80 264 2
41 50 103 2 60 225 2
42 40 70 1 50 72 2
43 40 80 1 70 190 2
44 60 200 2 60 204 2
45 40 79 1 80 327 2
46 20 65 1 70 268 2
47 80 320 2 80 330 2
48 50 192 1 70 200 2
49 50 170 2 60 275 2
50 50 60 1 60 180 2
51 60 92 2 60 240 2
52 70 118 1 80 400 2
53 70 468 3 80 684 3
54 100 937 3 100 1.100 4
55 100 850 3 100 1.084 4
56 100 351 2 100 800 3
57 100 257 2 100 745 3
58 100 300 2 100 778 3
59 100 302 2 100 900 3
60 100 742 3 100 1.000 4
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Cizelge 4.3. Achillea gypsicola tiiriinde in vitro kosullar altinda B5 ortamlarinda yaprak ve
govde eksplantlarindan olusan kalluslar, puanlamada kullanilan kriterlere ait

degerler ve puanlama (devamui).

61 40 50 1 70 194 2
62 80 123 1 80 523 3
63 50 72 1 60 158 2
64 60 93 1 60 179 2
65 70 236 2 70 200 2
66 50 49 1 50 106 2
67 50 80 1 50 152 2
68 60 98 1 60 362 3
69 60 74 1 70 400 3
70 70 100 1 70 410 3
71 60 194 2 60 270 2
72 50 103 1 60 245 2
73 20 42 1 90 368 2
74 100 304 2 100 621 3
75 60 166 2 80 273 2
76 60 200 2 60 200 2
77 60 100 1 70 332 2
78 70 90 1 60 194 2
79 70 90 1 70 250 2
80 70 208 2 70 200 2
81 60 73 1 70 263 2
82 70 164 2 80 200 2
83 50 92 1 80 174 2
84 50 100 1 80 280 2
85 60 73 1 70 255 3
86 80 82 1 80 257 2
87 50 57 1 90 240 2
88 100 553 3 100 734 3
89 100 600 3 100 650 3
90 90 270 2 90 208 2
91 60 104 1 70 114 2
92 70 116 1 60 200 2
93 70 100 1 70 203 2
94 70 206 2 70 197 2
95 60 84 1 80 300 2
96 60 72 1 70 314 2
97 60 70 1 70 281 2
98 70 63 1 90 246 2
99 70 100 1 90 182 2
100 70 362 3 100 649 3
101 60 200 2 60 185 2
102 60 267 2 80 264 2
103 60 105 1 70 300 2
104 80 252 2 90 300 2
105 80 300 2 90 248 2
106 80 198 2 80 142 2
107 80 176 2 100 304 2
108 80 100 1 100 257 2
109 100 220 2 100 300 2
110 100 255 2 100 493 3
111 100 438 3 80 574 3
112 100 400 3 80 500 3
113 100 480 3 90 430 2
114 100 520 3 100 800 3
115 100 536 3 100 394 2
116 80 134 1 80 335 2
117 50 223 2 70 317 2
118 40 134 1 60 202 2
119 20 77 1 60 245 2
120 30 108 2 70 250 2
121 30 80 1 80 200 2
122 50 170 2 80 270 2
123 100 543 3 100 826 3
124 60 184 2 70 191 2
125 60 200 2 80 170 2
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Cizelge 4.3. Achillea gypsicola tiiriinde in vitro kosullar altinda B5 ortamlarinda yaprak ve
govde eksplantlarindan olusan kalluslar, puanlamada kullanilan kriterlere ait

degerler ve puanlama (devamui).

126 70 257 2 100 1.200 4
127 70 300 2 100 1.081 4
128 80 754 3 100 1.175 4
129 100 479 2 100 1.000 4
130 80 556 3 100 1.080 4
131 100 120 1 100 324 2
132 100 205 2 100 284 2
133 100 241 2 100 412 3
134 80 236 2 80 308 2
135 70 99 1 80 208 2
136 100 315 2 100 570 3
137 100 306 2 100 990 4
138 90 272 2 100 1.114 4
139 90 204 2 100 912 3
140 90 287 2 100 845 3
141 40 66 1 40 180 2
142 20 44 1 30 104 2
143 30 100 2 30 85 2
144 30 89 1 30 106 2
145 50 194 2 50 200 2
146 100 500 3 100 600 3
147 60 207 2 90 334 2
148 60 228 2 80 307 2
149 20 60 1 90 274 2
150 90 253 2 90 300 2
151 80 300 2 90 290 2
152 80 271 2 80 240 2
153 70 209 2 90 510 3
154 100 300 2 80 302 2
155 100 104 1 90 300 2
156 100 178 2 100 293 2
157 100 254 2 100 578 3
158 80 200 2 80 193 2
159 70 93 1 80 230 2
160 20 78 1 20 100 2
161 30 90 1 40 162 2
162 20 47 1 20 73 2
163 80 120 1 80 320 2
164 70 276 2 70 271 2
165 60 87 1 60 238 2
166 20 84 1 30 105 2
167 30 130 2 30 178 2
168 30 44 1 30 146 2
169 0 0 0 0 0 0
170 0 0 0 0 0 0
171 0 0 0 0 0 0
172 0 0 0 0 0 0
173 0 0 0 0 0 0
174 0 0 0 0 0 0
175 0 0 0 0 0 0
176 0 0 0 0 0 0
177 0 0 0 0 0 0
178 0 0 0 0 0 0
179 0 0 0 0 0 0
180 0 0 0 0 0 0

KOEQO: Kallus Olusturan Eksplant Orani; A: Agirlik; P: Puan
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4.3. Sekonder Metabolit Uretimini Artirmaya Yénelik Uygulamalar

Achillea gypsicola tiiriinde hiicrelerde sekonder metabolit birikimini artirmaya yonelik
olarak 1s1k, kadmiyum klorit, giimiis nitrat, metil jasmonat, sorbitol, salisilik asit,
kitosan ve maya gibi farkl stres elisitorleri kullanilmistir. Bu uygulamalarin, toplam
fenolik madde, toplam flavanol, toplam flavonol, antosiyanin ve kamfor miktart, hiicre
sayisi, hiicre kuru agirligi ve hiicre canlilig iizerine olan etkilerine iliskin bulgular,

istatistik analiz sonuglari ve bunlarin tartismasi alt basliklar halinde sunulmustur.

4.3.1. Isitk Uygulamasi

Isik uygulamasinin toplam fenolik madde (mg/g YHA), toplam flavanol (mg/g YHA),
toplam flavonol (mg/g YHA), toplam antosiyanin (RD/g YHA), kamfor miktari
(ng/g), hiicre sayist ve hiicre kuru agirligr (g/l) lizerine etkisinin istatistiki olarak
onemli oldugu (p<0.01) tespit edilmistir. Buna uygun olarak hesaplanan tanitici
istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglari, harfli gésterim seklinde, ilgili Cizelgelerde
(Cizelge 4.4, Cizelge 4.5, Cizelge 4.6, Cizelge 4.7, Cizelge 4.8, Cizelge 4.9 ve Cizelge
4.10) ayrintili sekilde verilmistir. Buna karsilik aydinlik uygulamasinin hiicre canlilig
(% ) tizerine etki gostermedigi ve farkli aydinlik uygulama siireleri arasinda hiicre

canlilig1 a¢isindan 6nemli farkliliklarin olmadig saptanmistir (Cizelge 4.11).

Toplam fenolik madde miktart (mg/g YHA), uygulama periyodu siiresine bagli olarak,
hem karanlik kosullarda hem de aydinlik ortamda diizenli olarak artis gostermistir.
Karanlik ortamda baglangig kiiltiiriinde toplam fenolik madde miktar1 ortalama 0.7720
mg/g iken, 12. giin sonunda 0.9543 mg/g’a ¢cikmustir. Isik uygulamasinda ise baslangic
kiiltiirtinde 0.7744 mg/g olan fenolik madde birikimi 6. giin sonunda 0.9743 mg/g’a
ve 12. giin sonunda ise % 29.25 artarak 0.9978 mg/g’a yiikselmistir. Karanlik ve
aydinlik ortamlarda en yiiksek fenolik madde birikimi 12. giin sonunda goriiliirken,
aydinlik ortamda biriken fenolik madde miktarinin karanlik ortama gore 0.0435 mg/g
daha fazla oldugu belirlenmistir. Aydinlik ve karanlik uygulamalar1 arasinda fenolik
madde birikiminin en fazla oldugu zaman dilimini, 0.1607 mg/g’lik artis ile, 3. ve 6.

glin arasindaki aydinlik donem olusturmustur (Cizelge 4.4).

Aydinlik ve karanlik ortamlar kiyaslandiginda, flavanol birikimi (mg/g YHA) nin en
fazla aydinlik ortamlarda oldugu ve flavanol birikiminin 1. giinden baglayarak énemli

Olclide artiglar gosterdigi belirlenmistir. Aydinlik kosullarda baglangi¢ kiiltiiriinde
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0.0160 mg/g olan flavanol miktari, 12. giin sonunda 4.9 kat artarak, 0.0725 mg/g’a
yiikselmistir. Karanlik kosullarda baslangic kiiltiiriinde 0.0123 mg/g olan flavanol
miktari, 12. giin sonunda 3,35 kat artarak 0.0535 mg/g’a ulagmistir. Aydinlik ve
karanlik uygulamalar1 arasinda flavanol birikiminin en fazla oldugu zaman dilimininin
0.0213 mg/g’lik artig ile 3. ile 6. giin arasindaki aydinlik donem oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.5).

Toplam flavonol birikimi (mg/g YHA), 6rnekleme zamanina bagli olarak, karanlik ve
aydinlik ortamlarda genel olarak artis gostermistir. Karanlik ortamda baslangic
kiiltiirtinde toplam flavonol miktar1 0.0417 mg/g iken, 3. giin sonunda 0.0488 mg/g’a,
ve 12. giin sonunda ise 0.0654 mg/g’a ulasmistir. Isik uygulamasinda baslangi¢
kiiltiiriinde 0.0434 mg/g olan flavonol miktari, 3. glin sonunda 0.0564 mg/g’a, ve 12.
giin sonunda ise 0.0814 mg/g’a ¢ikmistir. Aydinlik ve karanlik ortamlar mukayese
edildiginde; flavonol birikiminde 151k uygulamalarimin % 53.24 daha etkin oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.7°de verilen toplam antosiyanin birikimi ile ilgili sonuglar incelendiginde,
karanlik ortamlarda 6rnek alim zamanlarmin antosiyanin miktari tizerine 6nemli bir
etki olusturmadigi belirlenmistir. Aydinlik ve karanlik ortamlar kiyaslandiginda
antosiyanin birikiminin 0.0097 RD/g ile en fazla aydinlikta, en diigiik degerin ise
0.0058 RD/g ile karanlikta inkiibe edilen hiicrelerde gerceklestigi belirlenmistir.

Aydinlik ortamda kiiltiire edilen hiicrelerde, baslangi¢ kiiltiiriinden itibaren kamfor
miktarinin 6nemli Sl¢iide arttis gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.8). Baslangig
kiiltiirtinde 0.7162 pg/g olan kamfor miktari, uygulamadan 3 giin sonra 0.9693 pg/g’a,
6 giin sonra 1.1173 pg/g’a ve 12 giin sonrasinda ise % 111.77 artarak 1.5167 ng/g’a
yiikselmistir. Karanlikta inkiibe edilen hiicrelerde ise en yiiksek kamfor birikimi 12.
giin sonunda 1.1153 ng/g olarak gergeklesmistir. Bu deger aydinlik kosullarda 6. giin
sonunda hasat edilen hiicrelerdeki kamfor miktarina (1.1173 pg/g) yakin olup aym
istatistiki onemlilik derecesine sahiptir. Aydinlik ve karanlik uygulamalar arasinda
kamfor birikiminin en fazla oldugu zaman dilimini ise 0.3994 mg/g’lik artis ile 6. ile

12. giin arasindaki aydinlik kosullardaki donem olusturmustur.

Hiicre sayis1 bakimindan aydinlik ve karanlik ortamlarin karsilagtirilmasina gore, en

fazla hiicre sayisinin aydinlik ortamlarda oldugu ve bu saymin 1. giinden baglayarak
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onemli Olgiide artiglar gosterdigi tespit edilmistir. Aydinlik kosullarda, baslangic
kiiltiiriinde 85300 olan ortalama hiicre sayisi, 3. giin sonunda 94100’e, 6. giin sonunda
99100’e ve 12. giin sonunda da 104300’e ulastig1 belirlenmistir. En diisiik hiicre sayisi
ise, ayni istatistiki grupta yer alan, karanlik ve aydinlik uygulamalarinin baglangi¢
kiiltiirlerinden (sirastyla, 84100 ve 85300) elde edilmistir (Cizelge 4.9).

Hiicre kuru agirhiginin (g/1), 6rnek alma zamanina bagl olarak, aydinlik ve karanlik
kosullarin her ikisinde de artis gosterdigi tespit edilmistir. En yiliksek hiicre kuru
agirh@ (sirasiyla; 13.7219 g/l ve 13.3981 g/l) 6 ve 12 giin aydinlikta inkiibe edilen
hiicrelerden elde edilirken, karanlikta inkiibe edilen hiicrelerde bu deger en fazla
12.128 g/l ile 12. giinde belirlenmistir. Isik ve karanlik uygulamalari arasinda hiicre
kuru agirhiginin en fazla oldugu zaman dilimini 1.3374 mg/g’lik artis ile 1. ile 2. giin
aydinlik donemleri arasinda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.10).

Hiicre siispansiyon Kkiiltiirleri, mevsimsel ve g¢evresel faktorlerden bagimsiz olarak,
ekonomik degeri yiiksek olan fitokimyasallarin ticari iiretimi agisindan oldukca basit
ve etkin bir sistem sunarlar (Srivastava ve ark., 2011). Isik, bitkilerin biiylime, gelisme
ve metabolizmasini diizenleyen en 6nemli ¢evresel faktorlerden biridir. Isik, kirmizi
ve kirmizi otesi 1s1k algilayan ¢esitli fotoreseptorler yoluyla bitkiler tarafindan
algilanir (Demarsy ve Fankhauser, 2009; Nagatani, 2010; Chaves ve ark., 2011; Heijde
ve Ulm, 2012). Bitki hiicrelerinin 1518a tepkileri ise PAP proteinleri ile baglantili olan
COPI1/SPA proteinlerinin etkilesimleri gergeklesir. Karanlikta ise bu iki protein
ubiquitin ligaz tarafindan baskilanir. Isikli ortamlarda SPA ptoreinlerinlerinden olan
SPA1 ve SPA2 istikrarsizlagsmasina dolayistyla COP1 proteininin daha etkin olmasina
neden olur (Shalitin ve ark., 2002; Seo ve ark., 2004; Hoecker, 2005; Yi ve Deng,
2005; Lillo ve ark., 2008; Shi ve Xie, 2010; Chen ve ark., 2010; Jang ve ark., 2010;
Balcerowicz ve ark., 2011; Lian ve ark., 2011; Liu ve ark., 2011; Zuo ve ark., 2011,
Weidler ve ark., 2012). Bu durum fototropizma ve ¢i¢eklenme indiiksiyonu gibi
gelisme ve biiyiime tepkilerinin yani sira klorofil ve antosiyaninlerin biyosentezi gibi
cesitli metabolizma faaliyetlerine neden olur (Kami ve ark., 2010). Isik sadece
fotosentez, biiylime ve gelismede etkili degildir, ayn1 zamanda hiicre kiiltiirlerinde
PAL aktivitesini artirarak primer ve sekonder metabolitlerin biyosentezinde 6nemli bir
isleve sahiptir (Liu ve ark., 2002; Halliday ve Fankhauser, 2003; Hemm ve ark., 2004;
Abbasi ve ark., 2007; Khan ve ark., 2013; Murthy ve ark., 2014).
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Bitkilerdeki bircok fenolik bilesik, kafeik asit, sinnamik asit, flavonoidler,
antosiyaninler ve caffeik asit tiirevleri (cichoric asid, caftaric asit, chlorogenic asit ve
caffeic asit) PAL tarafindan baslatilan fenilpropanoid yolla iiretilir (Boudet, 2000;
Winkel-Shirley, 2001; Jenkins ve ark., 2001; Zhao ve ark., 2001; Reyes ve Cisneros-
Zevallos, 2003; Hemm ve ark., 2004; Liu ve ark., 2006; Shohael ve ark., 2006;
Sreelakshmi ve Sharma, 2008). Konuyla ilgili daha 6nce yapilan ¢alismalarda (Zhao
ve ark., 2010b; Ali ve Abbasi, 2014; Tariq ve ark., 2014; Georgieva ve ark., 2015;
Ahmad ve ark., 2016) aydinlik kosullarin karanlik kosullara gore hiicre kuru agirligini,
toplam fenolik madde, toplam antosiyanin, toplam flavanol, toplam flavonol ve diger

aktif bilesenlerin miktarini artirdig1 ortaya konmustur.
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Cizelge 4.4. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde 151k uygulamalarinin (karanlik ve aydinlik) ve 6rnek alma zamanlarmimn (giin) toplam fenolik

madde miktarina (mg/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglar

Isik Uygulamalar1 Tanitici Istatistikler

ve Ornek Alma Z. Ortalama Standart Hata Standart Sapma Minumum Maksimum
1.glin (karanlik) 0.7720f** 0.0007 0.0012 0.7710 0.7734
2.giin (karanlik) 0.7744f 0.0023 0.0036 0.7719 0.7785
3.giin (karanlik) 0.7863ef 0.0017 0.0025 0.7839 0.7919
6.giin (karanhk) 0.9187c 0.0005 0.0004 0.9100 0.9346
12.giin (karanlik) 0.9543b 0.0117 0.0208 0.9440 0.9660
1.giin (aydinlik) 0.7744f 0.0036 0.0067 0.7719 0.7785
2.glin (aydinlik) 0.8021d 0.0013 0.0023 0.8000 0.8046
3.giin (aydinlik) 0.8136b 0.0003 0.0006 0.8130 0.8142
6.giin (aydinlik) 0.9743ab 0.0119 0.0206 0.9530 0.9940
12.gilin (aydinlik) 0.9978a 0.0036 0.0063 0.9914 1.0040

** Ortak harfi olmayan ortalamala degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
YHA: Yas Hiicre Agirlig



Cizelge 4.5. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde 151k uygulamalarinin (karanlik ve aydinlik) ve 6rnek alma zamanlarmm (giin) toplam flavanol

miktarma (mg/g YHA) etkileri i¢in tanitic istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Isik Uygulamalar1 ve Tanitici Istatistikler

Ornek Alma Z. Ortalama Standart Hata Standart Sapma Minumum Maksimum
1.glin (karanlik) 0.0123f** 0.0015 0.0025 0.0100 0.0150
2.giin (karanlik) 0.0160f 0.0010 0.0022 0.0140 0.0200
3.giin (karanlik) 0.0210ef 0.0018 0.0025 0.0204 0.0227
6.giin (karanlik) 0.0333cd 0.0005 0.0010 0.0310 0.0350
12.giin (karanlik) 0.0535b 0.0005 0.0008 0.0437 0.0590
1.giin (aydinlik) 0.0160f 0.0004 0.0015 0.0140 0.0200
2.glin (aydinlik) 0.0267de 0.0022 0.0038 0.0240 0.0310
3.giin (aydinlik) 0.0380c 0.0006 0.0010 0.0370 0.0390
6.giin (aydinlik) 0.0593b 0.0005 0.0009 0.0584 0.0601
12.gilin (aydinlik) 0.0725a 0.0008 0.0015 0.0712 0.0741

** Ortak harfi olmayan ortalamala degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.01).

YHA: Yas Hiicre Agirlig



Cizelge 4.6. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde 151k uygulamalarmin (karanlik ve aydinlik) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam flavonol

miktarma (mg/g YHA) etkileri i¢in tanitic istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Isik Uygulamalar1 ve Tanitici Istatistikler

Ornek Alma Z. Ortalama Standart Hata Standart Sapma Minumum Maksimum
1.glin (karanlik) 0.0417e** 0.0004 0.0008 0.0410 0.0425
2.giin (karanlik) 0.0434de 0.0002 0.0004 0.0430 0.0438
3.giin (karanlik) 0.0488d 0.0003 0.0007 0.0454 0.0543
6.giin (karanlik) 0.0485de 0.0003 0.0004 0.0453 0.0548
12.giin (karanlik) 0.0654b 0.0005 0.0004 0.0640 0.0657
1.giin (aydinlik) 0.0434e 0.0005 0.0009 0.0430 0.0438
2.glin (aydinlik) 0.0448de 0.0003 0.0006 0.0443 0.0454
3.giin (aydinlik) 0.0564d 0.0004 0.0007 0.0557 0.0571
6.giin (aydinlik) 0.0610bc 0.0002 0.0004 0.0607 0.0614
12.gilin (aydinlik) 0.0814a 0.0005 0.0009 0.0806 0.0823

** Ortak harfi olmayan ortalamala degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.01).

YHA: Yas Hiicre Agirlig



Cizelge 4.7. Achillea gypsicola tiirtinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde 151k uygulamalarinin (karanlik ve aydimnlik) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam antosiyanin

miktarma (RD/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglar1

Isik Uygulamalar1 ve Tanitici Istatistikler

Ornek Alma Z. Ortalama Standart Hata Standart Sapma Minumum Maksimum
1.glin (karanlik) 0.0058¢** 0.0002 0.0003 0.0055 0.0061
2.giin (karanlik) 0.0059c 0.0003 0.0005 0.0051 0.0068
3.giin (karanlik) 0.0063bc 0.0001 0.0002 0.0055 0.0070
6.giin (karanlik) 0.0073bc 0.0004 0.0004 0.0078 0.0066
12.giin (karanlik) 0.0074bc 0.0001 0.0002 0.0070 0.0078
1.giin (aydinlik) 0.0059c 0.0001 0.0003 0.0051 0,0068
2.glin (aydinlik) 0.0067bc 0.0001 0.0001 0.0066 0,0068
3.giin (aydinlik) 0.0073bc 0.0002 0.0004 0.0069 0,0077
6.giin (aydinlik) 0.0080ab 0.0002 0.0004 0.0077 0,0084
12.gilin (aydinlik) 0.0097a 0.0001 0.0003 0.0094 0,0099

** Ortak harfi olmayan ortalamala degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.01).
YHA: Yas Hiicre Agirlig
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Cizelge 4.8. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre stispansiyon kiiltiirlerinde 151k uygulamalarinin (karanlik ve aydinlik) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) kamfor miktarina

(ng/g) etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Isik Uygulamalar1 ve Tanitici Istatistikler

Ornek Alma Z. Ortalama Standart Hata Standart Sapma Minumum Maksimum
1.glin (karanlik) 0.7108e** 0.0006 0.0010 0.7100 0.7120
2.giin (karanlik) 0.7162e 0.0020 0.0054 0.7103 0.7184
3.giin (karanlik) 0.7841De 0.0030 0.0036 0.7183 0.8540
6.giin (karanlik) 0.9955¢ 0.0024 0.0044 0.9902 0.9983
12.giin (karanlik) 1.1153b 0.0054 0.0160 1.1020 1.1240
1.giin (aydinlik) 0.7162e 0.0418 0.0725 0.7103 0.7200
2.glin (aydinlik) 0.8269d 0.0025 0.0043 0.8220 0.8300
3.giin (aydinlik) 0.9693c 0.0028 0.0049 0.9640 0.9735
6.giin (aydinlik) 1.1173b 0.0087 0.0151 1.1000 1.1280
12.gilin (aydinlik) 1.5167a 0.0418 0.0725 1.4540 1.5960

** Ortak harfi olmayan ortalamala degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.01).
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Cizelge 4.9. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde 151k uygulamalarinin (karanlik ve aydinlik) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre sayisina

(adet) etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglart

Isik Uygulamalar1 ve Tanitici Istatistikler

Ornek Alma Z. Ortalama Standart Hata Standart Sapma Minumum Maksimum
1.glin (karanlik) 84100f** 176.40 305.50 83800 84400
2.giin (karanlik) 85350f 529.30 740.20 85360 85340
3.giin (karanlik) 86120f 540.50 848.30 86100 86140
6.giin (karanlik) 92560de 544.10 831.50 92400 92720
12.giin (karanlik) 96920bc 166.20 355.20 96440 97400
1.giin (aydinlik) 85300f 569.60 986.60 84400 85860
2.glin (aydinlik) 89900e 541.90 938.50 89400 91000
3.giin (aydinlik) 94100cd 503.30 871.80 93100 94600
6.giin (aydinlik) 99100b 176.40 305.50 98800 99400
12.gilin (aydinlik) 104300a 569.60 986.60 103200 105000

** Ortak harfi olmayan ortalamala degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.01).
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Cizelge 4.10. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde 151k uygulamalarinin (karanlik ve aydinlik) ve ornek alma zamanlarinin (giin) hiicre kuru

agirhigna (g/1) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglar1

Isik Uygulamalar1 ve Tanitici Istatistikler

Ornek Alma Z. Ortalama Standart Hata Standart Sapma Minumum Maksimum
1.glin (karanlik) 10.2406d** 0.0015 0.0026 10.2384 10.2435
2.giin (karanlik) 10.2468d 0.0023 0.0040 10.2443 10.2514
3.giin (karanlik) 10.5972d 0.1339 0.2319 10.4346 10.7140
6.giin (karanlik) 11.7550hc 0.0622 0.1077 11.4700 12.3002
12.giin (karanlik) 12.1280b 0.0471 0.0815 12.0840 12.2000
1.giin (aydinlik) 10.2468c 0.0827 0.1164 10.2443 10.2514
2.glin (aydinlik) 11.5842c 0.1127 0.1345 11.4500 11.8520
3.giin (aydinlik) 12.2083b 0.0622 0.0901 12.0840 12.2730
6.giin (aydinlik) 13.3981a 0.0442 0.0623 13.3040 13.4453
12.gilin (aydinlik) 13.7219a 0.0801 0.1387 13.6389 13.8820

** Ortak harfi olmayan ortalamala degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.01).
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Cizelge 4.11. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde 151k uygulamalarinin (karanlik ve aydinlik) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin)

hiicre canliligina (% ) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Isik Uygulamalar1 ve Tanitici istatistikler

Ornek Alma Z. Ortalama Standart Hata Standart Sapma Minumum Maksimum
1.giin (karanlik) 98.370 0.0670 0.1150 98.2400 98.4600
2.giin (karanlik) 97.673 0.6240 1.1360 96.4500 98.7500
3.giin (karanlk) 97.337 0.6820 1.1820 98.0200 98.8600
6.giin (karanlhk) 97.443 0.3400 0.2230 96.4400 98.8200
12.giin (karanlik) 98.407 0.5270 1.2620 96.7400 98.6400
1.giin (aydinlik) 97.673 0.6070 1.1160 96.2500 98.4700
2.giin (aydinlik) 97.443 0.5420 1.2200 96.4500 98.7500
3.giin (aydinlik) 98.407 0.2450 0.4240 98.0200 98.8600
6.giin (aydinlik) 97.873 0.7290 1.2620 96.4400 98.8200
12.giin (aydinlik) 97.950 0.6070 1.0510 96.7400 98.6400




4.2.2. Kadmiyum Klorit Uygulamasi

Kadmiyum klorit uygulamasinin toplam fenolik madde, toplam flavanol, toplam
flavonol, antosiyanin ve kamfor miktari ile hiicre sayis1 ve hiicre kuru agirligi lizerine
etkisi istatistiki olarak 6nemli bulunmus (p<0.01), fakat 6rnek alim zamanlarinin etkisi
Oonemsiz bulunmustur (Cizelge 4.12, Cizelge 4.13, Cizelge 4.14, Cizelge 4.15, Cizelge
4.16, Cizelge 4.17 ve Cizelge 18). Hiicre canliligi i¢in yapilan varyans analizi
sonucunda ise, kadmiyum klorit dozu x 6rnek alim zamani (doz x siire) interaksiyonu
onemli bulunmustur (p<0.05). Buna uygun olarak yapilan tanitici istatistik degerleri
ve Tukey testi sonuclar ilgili ¢izelgelerde harfli gosterim seklinde Cizelge 4.19

verilmistir.

Toplam fenolik madde miktar1 agisindan, kadmiyum klorit uygulamasinin 5 uM
(0.6390 mg/g) dozu ile kontrol (0.6390 mg/g) uygulamasi arasinda onemli bir
degisiklik olmamistir. Ancak, 25 puM (0.6866 mg/g) ve 50 uM (0.6507 mg/g)
kadmiyum klorit dozlarinda fenolik madde birikiminde 6nemli artiglar goriilmiistiir.
Kadmiyum klorit uygulamasimmin 25 uM dozunda fenolik madde birikimi kontrol
kiiltiiriine gore 0.0476 mg/g artmasina karsin, 50 uM dozunda bu artis daha az olup
0.0117 mg/g oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.13°de verilen bulgular, kadmiyum klorit uygulanmayan kontrol (0.0108
mg/g) grubu ile 5 uM (0.0115 mg/g) ve 50 uM (0.0117 mg/g) dozlari arasinda toplam
flavanol birikimi agisindan istatistiki olarak 6nemli bir degisiklik olusmadigini ortaya
koymaktadir. Kadmiyum klorit’in 25 pM’lik dozu ise istatistiksel olarak 6énemli bir
artis saglamis ve toplam flavanol miktarimi kontrol kiiltiiriine gore 0.0036 mg/g
artirarak 0.0144 mg/g’a ¢iktig1 tespit edilmistir.

Toplam flavonol birikimi yoniinden, kadmiyum klorit uygulamasinin 5 uM (0.0433
mg/g) ve 50 uM (0.0421 mg/g) dozlari ile kontrol (0.0430 mg/g) uygulamasi arasinda
istatistiki olarak onemli farkliligin olmadigi her ii¢ uygulamanin ayni istatistiki grup
icerisinde yer almis oldugu belirlenmistir. Kadmiyum klorit’in 25 puM’lik dozu ise
istatistiksel olarak Onemli bir artis saglamis ve toplam flavonol miktarni kontrol
kiltiiriine gore 0.0031 mg/g artirarak 0.0461 mg/g’a ¢ikarmis oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.14).
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Bundan onceki 6zelliklerde oldugu gibi, Kadmiyum klorit uygulamasinin kontrol
(0.0056 RD/g) grubu ile 5 uM (0.0054 RD/g) ve 50 uM (0.045 RD/g) dozlar1 toplam
antosiyanin birikiminde istatistiki olarak énemli bir degisiklik olusturmadig1 ve ayni
istatistiki grup igerisinde yer almis oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.15). Ancak
Kadmiyum klorit’in 25 uM’lik dozu ise toplam antosiyanin bakimindan istatistiksel
olarak onemli bir artis saglamis oldugu, toplam antosiyanin miktarmin kontrol

kiiltiiriine gore 0.0022 RD/g artarak 0.0078 RD/g’a ¢iktig1 belirlenmistir.

Buraya kadar ele alinan 6zelliklerden farkli olarak, kadmiyum klorit uygulamasinin
biitiin dozlar1 kamfor miktarin1 dnemli derecede artirmistir (Cizelge 4.16). Baslangi¢
kiiltiirtinde 0.2642 ng/g olan kamfor miktari, 5 uM dozunda 0.4710 pg/g’a ve 50 uM
dozunda 0.9490 pg/g’a ¢ikmistir. En yiiksek kamfor birikimi 1.8186 pg/g ile 25
uM’lik kadmiyum klorit dozundan elde edilmistir. Kamfor miktarinin, kontrol kiiltiirii
ile kiyaslamaya gore, 5 uM’lik dozda % 78’lik, 25 uM’lik dozda % 588’lik ve 50
uM’lik dozda ise % 259’luk bir artis gosterdigi tespit edilmistir.

Kontrol uygulamasinda 83867 adet olan hiicre sayisi, 5 uM kadmiyum Kklorit dozunda
84267 adete ¢cikmis olamsina ragmen bu artis istatistiki agidan 6nemli bulunmamustir.
Ancak 25 uM (108567 adet) ve 50 uM (97600 adet) dozlarda hiicre sayisinda 6nemli
artiglar gortilmistiir. Kadmiyum klorit uygulamasinin 25 pM dozunda hiicre sayisi

baslangig kiiltiirtine goére 25700 adet, 50 uM dozunda ise 14733 adet artis gostermistir.

Cizelge 4.18 incelendiginde, kadmiyum klorit uygulamasinin 0 pM ve 5 uM’lik
dozlarinda hiicre kuru agirliginda istatistiki olarak onemli bir degisiklik olmadig
belirlenmistir. Ancak 25 uM (9.5336 g/l) ve 50 uM (9.4481 g/1) dozlarda hiicre kuru
agirliginda 6nemli artiglarin oldugu tespit edilmistir. En yiiksek (9.5336 g/1) hiicre kuru
agirligl 25 pM’lik kadmiyum klorit uygulamasindan, en diistiik (9.2497 g/1) hiicre kuru
agirhig ise 0 uM’lik baslangi¢ kiiltiirtinden elde edilmistir. Diger taraftan, Cizelge
4.19’a gore, kadmiyum klorit uygulamasinin 0, 5 uM ve 25 uM’lik dozlar1 ve 6rnek
alma zamaninin hiicre canliliginda 6nemli bir degisiklik meydana getirmedigi
goriilmektedir. Buna karsilik, 50 uM’lik kadmiyum klorit uygulamasinda 6rnek alma
zamani uzadikc¢a hiicre canliliginda 6nemli bir azalmanin meydana geldigi tespit

edilmistir.
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Farkli biliylime evresinde olan hiicreler m RNA ve proteinlerin ¢esitli seviyelerine
sahiptir ve bu durum hiicrelerin elisitorlere kars: farkli tepkiler vermesine neden olur.
Sekonder metabolitlerin hiicrelerde farkli miktarlarda sentezlenmesinin nedeni budur.
Bu yiizden sinyal molekiillerinin tetiklenmesinde elisitor uygulamalarinin dozlarinin
iyi ayarlanmasi ve uygulama siiresi ¢ok 6nemlidir (Chong ve ark., 2005; Kang ve ark.,
2009; Baldi ve ark., 2010; Exposito ve ark., 2010; Wiktorowska ve ark., 2010;
Sivanandhan ve ark., 2013; Chodisetti ve ark., 2015; Hashemi ve Naghavi, 2016; Chu
ve ark., 2017). Bu galismada, elisitor uygulamalar1 yapilmadan 6nce, doz ve uygulama
stiresi onceki caligsmalar kapsamli bir sekilde taranarak belirlenmis, toksik etki sinirlari

fazla zorlanmamustir.

Kadmiyum, proteinlerin siilfidril gruplarina kuvvetli bir sekilde baglanma egiliminde
oldugu i¢in, bir¢ok hiicresel dongiide 6nemli rol oynar. Ayni1 zamanda birgok farkl
hiicresel fonksiyonu etkileyen, ¢ok sayida farkli protein hedefine baglanabilen ve
kalsiyum baglayici bir protein olan Calmodulin (CaM)’a baglanarak fitokimyasallarin
biyosentezinde 6nemli bir islev goriir (Powlin ve ark., 1997; Stohs ve ark., 2000; Hall,
2002). Konuyla ilgili daha once yapilan g¢alismalar, bu arastirmadan elde edilen
bulgular ile benzer bir sekilde, Kadmiyum klorit uygulamasinin hiicre kuru agirligini,
toplam fenolik madde, toplam antosiyanin, toplam flavanoid, toplam flavonoid ve
diger aktif bilesenlerin miktarini artirdigini ortaya koymustur (Dixit ve ark., 2001,
Lavid ve ark., 2001; Schiitzendiibel ve ark., 2001; Beaulieu ve ark., 2002; Dai ve ark.,
2006; Zhao ve ark., 2010a; Popova ve ark., 2009; Gandi ve ark., 2012; Cai ve ark.,
2013; Cetin ve ark., 2014; Sivanandhan ve ark., 2014; Urdova ve ark., 2015; Cetin ve
Baydar, 2016). Ancak, bazi arastiricilar kadmiyum kloritin her ne kadar sekonder
metabolitlerin birikimini tesvik ettigini bildirseler de, hiicrelerde toksik etki yaparak,
hiicre biiyiimesi ve hiicre canliligini azalttigini1 da bildirmislerdir (Popova ve ark, 2009;

Xu ve ark. 2009; Cetin ve Baydar, 2016).
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Cizelge 4.12. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kadmiyum klorit dozlarinin (uM) ve drnek alma zamanlarinin (giin) toplam fenolik madde

miktarma (mg/g YHA) etkileri i¢in tanitic istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 0.6369 0.0023 0.0039
0 2 0.6382 0.0013 0.0023
3 0.6418 0.0013 0.0023
Ortalama 0.6390C** 0.0011 0.0034
1 0.6371 0.0021 0.0036
5 2 0.6388 0.0023 0.0039
3 0.6410 0.0018 0.0032
Ortalama 0.6390C 0.0012 0.0036
1 0.6807 0.0025 0.0044
25 2 0.6870 0.0021 0.0036
3 0.6921 0.0045 0.0078
Ortalama 0.6866A 0.0023 0.0069
1 0.6562 0.0018 0.0032
50 2 0.6503 0.0027 0.0047
3 0.6455 0.0082 0.0142
Ortalama 0.6507B 0.0030 0.0089

Doz: 0.000**; Giin: 0.597; DozXGiin: 0.101

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01)
YHA: Yas Hiicre Agirligi

Z: Zaman
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Cizelge 4.13. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kadmiyum klorit dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam flavanol miktarina

(mg/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanitici Istatistikler
Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 0.0099 0.0003 0.0006
0 2 0.0111 0.0006 0.0011
3 0.0115 0.0010 0.0017
Ortalama 0.0108B** 0.0004 0.0013
1 0.0111 0.0008 0.0015
5 2 0.0113 0.0007 0.0012
3 0.0121 0.0005 0.0009
Ortalama 0.0115B 0.0004 0.0012
1 0.0136 0.0006 0.0011
25 2 0.0140 0.0004 0.0006
3 0.0156 0.0005 0.0009
Ortalama 0.0144A 0.0004 0.0012
1 0.0120 0.0003 0.0006
50 2 0.0118 0.0006 0.0010
3 0.0114 0.0004 0.0007
Ortalama 0.0117B 0.0002 0.0007

Doz: 0.000**; Giin: 0.067; DozXGiin: 0.371

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01)
YHA: Yas Hiicre Agirligi

Z: Zaman



1.

Cizelge 4.14. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kadmiyum klorit dozlarimm (uM) ve drnek alma zamanlarinin (giin) toplam flavonol miktarina

(mg/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanitic1 Istatistikler
Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 0.0426 0.0002 0.0004
0 2 0.0436 0.0003 0.0005
3 0.0429 0.0007 0.0012
Ortalama 0.0430B** 0.0003 0.0008
1 0.0427 0.0009 0.0015
5 2 0.0429 0.0011 0.0019
3 0.0443 0.0005 0.0009
Ortalama 0.0433B 0.0005 0.0015
1 0.0448 0.0003 0.0006
25 2 0.0459 0.0006 0.0011
3 0.0476 0.0004 0.0008
Ortalama 0.0461A 0.0005 0.0014
1 0.0415 0.0004 0.0007
50 2 0.0431 0.0014 0.0024
3 0.0416 0.0007 0.0012
Ortalama 0.0421B 0.0005 0.0016

Doz: 0.000**; Giin: 0.058; DozXGiin: 0.229

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.01)
YHA: Yas Hiicre Agirligi

Z: Zaman



¢l

Cizelge 4.15. Achillea gypsicola tiirinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kadmiyum klorit dozlarinin (uM) ve ornek alma zamanlarinm (giin) toplam antosiyanin

miktarma (RD/g YHA) etkileri i¢in tanitic istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanttici Istatistikler
Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 0.0053 0.0001 0.0002
0 2 0.0058 0.0002 0.0004
3 0.0055 0.0002 0.0004
Ortalama 0.0056B** 0.0001 0.0004
1 0.0062 0.0003 0.0005
5 2 0.0045 0.0003 0.0004
3 0.0055 0.0008 0.0014
Ortalama 0.0054B 0.0004 0.0011
1 0.0081 0.0002 0.0004
25 2 0.0078 0.0011 0.0020
3 0.0074 0.0004 0.0007
Ortalama 0.0078A 0.0004 0.0011
1 0.0053 0.0006 0.0011
50 2 0.0043 0.0005 0.0008
3 0.0038 0.0006 0.0010
Ortalama 0.0045B 0.0004 0.0011

Doz: 0.000**; Giin: 0.158; DozXGiin: 0.394

**Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.01)
RD: Renk Degeri
YHA: Yas Hiicre Agirlig:

Z: Zaman
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Cizelge 4.16. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kadmiyum klorit dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) kamfor miktarma (ng/g)

etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tanitic1 Istatistikler
Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 0.2561 0.0081 0.0140
0 2 0.2624 0.0089 0.0155
3 0.2740 0.0069 0.0120
Ortalama 0.2642D** 0.0048 0.0144
1 0.4708 0.0099 0.0171
5 2 0.4757 0.0078 0.0136
3 0.4666 0.0065 0.0112
Ortalama 0.4710C 0.0043 0.0129
1 1.7890 0.0279 0.0483
25 2 1.8154 0.0443 0.0767
3 1.8515 0.0753 0.1304
Ortalama 1.8186A 0.0280 0.0839
1 0.9535 0.0044 0.0076
50 2 0.9488 0.0007 0.0012
3 0.9446 0.0037 0.0064
Ortalama 0.9490B 0.0021 0.0063

Doz: 0.000**; Giin: 0.684; DozXGiin: 0.889

**_Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01)

Z: Zaman



V.

Cizelge 4.17. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kadmiyum klorit dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre

sayisina (adet) etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglart

Tanitici Istatistikler
Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 82800 240.30 416.30
0 2 82700 202.70 351.20
3 83100 635.90 1101.50
Ortalama 82867C** 211.986 635.960
1 84000 176.40 305.50
5 2 83800 384.40 665.80
3 85000 264.60 458.30
Ortalama 84267C 226.350 679.052
1 108000 1006.60 1743.60
25 2 108700 1553.40 2690.50
3 109000 2036.60 3527.50
Ortalama 108567A 808.880 2426.640
1 96600 536.50 929.20
50 2 97500 321.50 556.80
3 98700 437.20 757.20
Ortalama 97600B 387.099 1161.298

Doz: 0.000**; Giin: 0.197; DozXGtin: 0.945

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01)

Z: Zaman
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Cizelge 4.18. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kadmiyum klorit dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre kuru agirligina (g/1)

etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanitici Istatistikler
Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 9.2462 0.0032 0.0055
0 2 9.2452 0.0026 0.0046
3 9.2578 0.0138 0.0239
Ortalama 9.2497C** 0.0046 0.0139
1 9.3378 0.0017 0.0029
5 2 9.3390 0.0016 0.0028
3 9.3443 0.0014 0.0025
Ortalama 9.3403C 0.0013 0.0038
1 9.5253 0.0090 0.0155
25 2 9.5294 0.0146 0.0253
3 9.5461 0.0314 0.0544
Ortalama 9.5336A 0.0108 0.0324
1 9.4612 0.0402 0.0697
50 2 9.4405 0.0037 0.0064
3 9.4427 0.0037 0.0063
Ortalama 9.4481B 0.0122 0.0365

Doz: 0.000**; Giin: 0.725; DozXGiin: 0.937

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.01)

Z: Zaman
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Cizelge 4.19. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kadmiyum klorit dozlarmimn (uM) ve drnek alma zamanlarinin (giin) hiicre canliligmna (% )

etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tanitic1 Istatistikler

Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 97.9733Aa* 0.2167 0.3754

0 2 97.7467Aa 0.3176 0.5500
3 97.3467Aa 0.3467 0.6004

1 98.4200Aa 0.1970 0.3412

5 2 98.3433Aa 0.3017 0.5225
3 97.8267Aa 0.1937 0.3355

1 98.0500Aa 0.2651 0.4592

25 2 98.2333Aa 0.4296 0.7441
3 97.6600Aa 0.3625 0.6279

1 96.7567Aa 0.2860 0.4954

50 2 94.5567Bb 0.7812 1.3530
3 93.6767Bb 0.8475 1.4679

Doz: 0.000; Giin: 0.003; DozXGiin: 0.046*

* Ortak harfi olmayan doz x giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<<0.05)

Z: Zaman



4.3.3. Giimiis Nitrat Uygulamasi

Toplam fenolik madde miktar1 (mg/g YHA) i¢in yapilan varyans analizi sonucunda,
giimiis nitrat dozlar1 ile 6rnek alma zamanlar1 arasindaki interaksiyonun (doz x giin)
onemli oldugu (p<0.01) bulunmustur. Buna uygun olarak hesaplanan tanitici istatistik
verileri ve Tukey testi sonuglari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.20°de verilmistir.
Toplam fenolik madde miktar1 5 pM’lik giimiis nitrat uygulamasinda baslangi¢ kiiltiirii
ile kiyaslandiginda 6nemli bir degisim gostermezken, 25 uM’lik doz uygulamasinda
en yiikksek (0.6925 mg/g) fenolik madde birikimi 3. giin sonunda hasat edilen
orneklerden elde edilmistir. Uygulamada kullanilan 50 uM’lik glimiis nitrat dozunda
kontrol kiiltiiriine gore 1. ve 2. giin sonunda fenolik madde birikiminde istatistiki
olarak onemli artislar goriilmiis olmakla birlikte, 3. giin sonunda meydana gelen artis

istatistiki olarak 6nemli ¢gitkmamistir (Cizelge 4.20).

Toplam flavanol miktar1 (mg/g YHA) verilerinin varyans analizi glimiis nitrat dozlari
arasindaki farkliliklarin 6nemli (p<0.01), ancak 6rnek alma zamanlar1 arasindaki
farkliligin ise onemsiz oldugunu ortaya koymustur. Toplam flavanol miktar i¢in elde
edilen tanitict istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglari, harfli gosterim seklinde,
Cizelge 4.21°de verilmistir. Kontrol kiiltiirii ile istatistiki olarak ayni grup igerisinde
yer alan 5 ve 50 uM’lik giimiis nitrat dozlar1 toplam flavanol birikiminde etkili
olmamustir. Buna karsilik, kontrol kiiltiiriinde 0.0108 mg/g olan toplam flavanol
miktari, 25 pM’lik glimiis nitrat uygulamasiyla 0.0034 mg/g artarak 0.0142 mg/g’a
ciktig1 gorulmiistiir (Cizelge 4.21).

Toplam flavonol miktart (mg/g YHA) i¢in yapilan varyans analizine gore, giimiis nitrat
dozlar1 arasindaki farkliliklarin 6nemli (p<0.05), 6rnek alim zamanlar1 arasindaki
farkliliklarin ise dnemsiz oldugu tespit edilmistir. Toplam flavonol miktarina iliskin
tanitici istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglari, harfli gosterim seklinde, Cizelge
4.22°de verilmistir. Buradan, glimiis nitratin 0 pM ve 50 uM’lik dozlarinin toplam
flavonol miktarini etkilemedigi, fakat 5 pM’lik glimiis nitrat uygulamasinin flavonol

birikimini 6nemli dl¢iide artirdigr goriilmektedir.

Toplam antosiyanin miktar1 (RD/g YHA) degerlerinin varyans analizi, artan dozlarda
glimiis nitrat uygulamalar1 arasindaki farkliliklarin 6nemli (p<0.01), 6rnek alima

zamanlar arasindaki farkliliklarin ise 6nemsiz oldugunu ortaya koymustur. Toplam
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antosiyanin miktarina iligkin olarak hesaplanan tanitici istatistik degerleri ve Tukey
testi sonuglari, harfli gésterim seklinde, Cizelge 4.23’de verilmistir. Kontrol kiiltiirii
ile istatistiki olarak ayni grup igerisinde yer alan 5 uM’lik glimiis nitrat uygulamasi
toplam antosiyanin miktarinda 6nemli bir degisiklik meydana getirmemistir. Diger
taraftan, glimis nitratin; 25 uM’lik dozunda en yiiksek (0.0080 RD/g) antosiyanin
birikimi goriiliirken, 50 pM’lik glimiis nitrat dozu toksik etki gdstermistir. Dolayisiyla
toplam antosiyanin miktarinda kontrol kiiltiiriine gore 0.0012 RD/g gibi 6nemli bir
azalma gergeklesmistir (Cizelge 4.23).

Kamfor miktar1 (ug/g) i¢in yapilan varyans analizi sonucuna gore, giimiis nitrat dozlari
arasindaki farklilik 6nemli (p<0.01), 6rnek alim zamanlar1 arasindaki farklilik ise
onemsiz bulunmustur. Buna uygun olarak yapilan tanitici istatistik degerleri ve Tukey
testi sonuclari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.24°de verilmistir. Cizelge 4.24
incelendiginde, kamfor miktarinin uygulanan giimiis nitrat dozlar1 ile 6nemli miktarda
artis gosterdigi agikca goriilmektedir. Kamfor miktarinda, 5 uM’lik dozda % 41, 25
uM’lik dozda % 533 ve 50 uM’lik dozda ise % 217°lik bir atis saglanmistir Kontrol
kiltiirii ile kiyaslandiginda, en yiiksek (1.6711 pg/g) kamfor birikimi 25 pM’lik giimiis
nitrat uygulamasindan elde edilirken, bunu 0.8373 ng/g ile 50 uM’lik glimiis nitrat
dozu takip etmistir. En diisiik kamfor birikimi ise 0.02642 pg/g ile giimiis nitrat
uygulanmayan kontrol (baslangi¢) kiiltliriinden elde edilmistir.

Hiicre sayis1 verilerinin varyans analizi artan glimiis nitrat dozlar1 arasindaki farkliligin
onemli (p<0.01), buna karsilik 6rnek alma zamanlar1 arasindaki farkliligin 6nemsiz
oldugunu ortaya koymustur. Hiicre sayisi i¢in hesaplanan tanitici istatistik degerleri ve
Tukey testi sonuglari, harfli gésterim seklinde, Cizelge 4.25°de verilmistir. Buna gore,
hiicre sayist uygulanan glimiis nitrat dozlarina bagli olarak 6nemli miktarda artis
gostermistir. Baslangi¢ kiiltiiriinde ortalama 82906 adet olan hiicre sayis1 5 uM’lik
dozda 93453 adet’e, 25 uM’lik dozda 107980 adet’e ve 50 uM’lik dozda ise 84927
adet’e ulasmistir. Baglangi¢ kiiltiirii ile kiyaslandiginda 50 uM’lik dozda hiicre
sayisinda 6nemli bir artig goriilse de, 6zellikle 5 uM ve 25 pM’lik glimiis nitrat dozlar
uygyulandiginda hiicre sayisindakiartisin daha etkin oldugu tespit edilmistir.

Hiicre kuru agirligr (g/l) i¢in yapilan varyans analizine gore, glimiis nitrat dozlar

arasindaki farklilik 6nemli (p<0.01), 6rnek alma zamanlar1 arasindaki farklilik ise
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Oonemsiz bulunmugstur. Hiicre kuru agirligi i¢in hesaplanan tanitici istatistik degerleri
ve Tukey testi sonuglari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.26°da verilmistir. Cizelge
4.26 incelendiginde, hiicre kuru agirliginda uygulanan giimiis nitrat dozlari ile 6nemli
miktarda artis gergeklestigi goriillmektedir. Kontrol kiiltiiriinde 9.2497 g/I olan hiicre
kuru agirligi, 5 uM’lik dozda 9.4481 g/I’ye, 25 uM’lik dozda 9.5316 g/I’ye ve 50
uM’lik dozda ise 9.3403 g/I’ye ¢iktig1 belirlenmistir. Hiicre sayisinda oldugu gibi
hiicre kuru agirliginda da 50 uM’lik dozda 6nemli bir atig goriilse de 5 ve 25 uM’lik

giimiis nitrat dozlarinin ¢ok daha etkin oldugu goriilmektedir.

Hiicre canliligr (%) i¢in yapilan varyans analizi sonucunda, giimiis nitrat dozlari
arasindaki farklilik 6nemli (p<0.01), 6rnek alma zamanlar1 arasindaki farklilik ise
onemsiz bulunmustur. Buna uygun olarak yapilan tanitici istatistik degerleri ve Tukey
testi sonuglari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.27°de verilmistir. Arastirma sonucu
incelendiginde, 5 uM ve 25 uM giimiis nitrat dozlarinin, kontrol kiiltliriiyle ayn1 grupta
yer aldiklar1 ve hiicre canliligini istatistiki anlamda 6nemli diizeyde etkilemedikleri
goriilmiistiir. Ancak 50 uM’lik dozun baglangigta toksik etki yaparak hiicreleri
oldirdiigi ve canli hiicre sayisi istatistiki anlamda 6nemli 6l¢iide azalttigi tespit

edilmistir.

Basit iki karbonlu bir bilesik olan etilen hormonu, tohum ¢imlenmesi de dahil olmak
tizere kok gelisimi, nodiilasyonu, ¢igeklenme, yaglanma, ve meyve olgunlasmasi gibi
bitki yasam dongiisiiniin bir¢ok alaninda aktif rol oynamaktadir (Kende, 1993; Ecker,
1995; Johnson ve Ecker, 1998). Etilen biyosentezi cesitli stres (mekanik yaralar,
kuraklik, agirt sicaklik ve patojen enfeksiyonu) faktorleri ile indiiklenir ve hiicrelerde
birikimi artar. Yapilan calismalar etilenin hiicrelerde yiliksek konsantrasyonlarda
birikiminin sekonder metabolitlerin iiretimini ve biyokiitle artisin1 azalttigini ortaya
koymustur (Shibli ve ark., 1997; Pitta-Alvarez ve ark., 2000; Ptak ve ark., 2010; Chae
ve ark., 2012; McDaniel ve Binder, 2012; Park ve ark., 2012; Sgamma ve ark., 2015)
Isobutyric asit (AIB), acetylsalicylic asit (ASA), 2-aminoethoxyvinyl glycine (AVG),
1-methylcyclopropene (1-MCP), kobalt kloriir (CoCly), nikel kloriir (NiClz) ve giimiis
nitrat (AgNO3) bilesiklerinin ise etilen birikimini inhibe ettigi rapor edilmistir (Chi ve
Pua, 1989; Biddington, 1992; Bais ve ark., 2001; Chae ve Park., 2012; Tamimi, 2015;
Wiirschum ve ark., 2015; Harathi ve Naidu, 2016; Saiprasad ve Raghuveer, 2016;

Sarropoulou ve ark., 2016; Basso ve ark., 2017; Hegde ve ark., 2017; Jin ve ark.,
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2017b; Igbal ve ark., 2017; Kumar ve ark., 2017a; Schaller ve Binder, 2017; Papani
ve Naidu, 2017; Sarropoulou ve Maloupa, 2017; Yau ve ark., 2017). Dolayisiyla
giimiis nitrat (AgNO3) uygun konsantrasyonlarda hiicre kiiltiirlerine ilave edildiginde
sekonder metabolit iiretimini ve hiicre bilylimesini tesvik eder. Bugline kadar yapilan
birgok ¢aligmada oldugu gibi bu ¢aligma sonuglar1 da bunu desteklemektedir (Zhao ve
ark., 2010b; Parimalan ve ark., 2011; Ch ve ark., 2012; Cai ve ark., 2013; Kubes$ ve
ark., 2014; Xing ve ark., 2014; Zaker ve ark., 2015; Deepthi ve Satheeshkumar, 2016;
Fazal ve ark., 2016b; Li ve ark., 2016; Park ve ark., 2016; Vildova ve ark., 2016;
Dowom ve ark., 2017; Ma ve ark., 2017; Lee ve ark., 2017; Yang ve ark., 2017).
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Cizelge 4.20. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde giimiis nitrat dozlarmin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam fenolik madde miktarina

(mg/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanitic1 Istatistikler

Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 0.6369Abc** 0.0023 0.0039

0 2 0.6382Abc 0.0013 0.0023
3 0.6418Ab 0.0013 0.0023

1 0.6396Ab 0.0007 0.0013

5 2 0.6452Ab 0.0029 0.0050
3 0.6548Ab 0.0064 0.0111

1 0.6774Aa 0.0035 0.0060

25 2 0.6851Aa 0.0001 0.0002
3 0.6925Aa 0.0048 0.0083

1 0.6659Aa 0.0023 0.0040

50 2 0.6558Ab 0.0035 0.0060
3 0.6536Ab 0.0022 0.0038

Doz: 0.000; Giin: 0.036; DozXGiin: 0.004**

** Ortak harfi olmayan doz x giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
YHA: Yas Hiicre Agirlig1

Z: Zaman
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Cizelge 4.21. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde giimiis nitrat dozlarmin (uM) ve drnek alma zamanlarinin (giin) toplam flavanol miktarina

(mg/g YHA) etkileri icin tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanitic1 Istatistikler

Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 0.0099 0.0003 0.0006

0 2 0.0111 0.0006 0.0011
3 0.0115 0.0010 0.0017

Genel Ortalama 0.0108B** 0.0004 0.0013

1 0.0117 0.0002 0.0003

5 2 0.0123 0.0010 0.0017
3 0.0123 0.0011 0.0019

Genel Ortalama 0.0121B 0.0004 0.0013

1 0.0136 0.0005 0.0008

25 2 0.0141 0.0005 0.0008
3 0.0150 0.0007 0.0012

Genel Ortalama 0.0142A 0.0003 0.0010

1 0.0111 0.0007 0.0012

50 2 0.0106 0.0007 0.0012
3 0.0111 0.0007 0.0012

Genel Ortalama 0.0109B 0.0004 0.0011

Doz: 0.000**; Gun: 0.222; DozXGtlin: 0.877

**Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<<0.01).
YHA: Yas Hiicre Agirlig:

Z: Zaman
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Cizelge 4.22. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde giimiis nitrat dozlarmnin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam flavonol miktarina

(mg/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanitic1 Istatistikler

Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 0.0426 0.0002 0.0004

0 2 0.0436 0.0003 0.0005
3 0.0429 0.0007 0.0012

Ortalama 0.0430B* 0.0003 0.0008

1 0.0448 0.0003 0.0006

5 2 0.0459 0.0006 0.0011
3 0.0476 0.0004 0.0008

Ortalama 0.0461A 0.0005 0.0014

1 0.0437 0.0004 0.0007

25 2 0.0419 0.0025 0.0043
3 0.0458 0.0008 0.0015

Ortalama 0.0438AB 0.0009 0.0028

1 0.0453 0.0026 0.0046

50 2 0.0422 0.0008 0.0015
3 0.0428 0.0007 0.0013

Ortalama 0.0434B 0.0010 0.0029

Doz: 0.015%; Giin: 0.282; DozXGiin: 0.165

* Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).
YHA: Yas Hiicre Agirligi

Z: Zaman
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Cizelge 4.23. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde glimiis nitrat dozlarinin (WM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam antosiyanin miktarina

(RD/g YHA) etkileri i¢in tanitic1 istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tantici Istatistikler
Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 0.0053 0.0001 0.0002
0 2 0.0058 0.0002 0.0004
3 0.0055 0.0002 0.0004
Ortalama 0.0056B** 0.0001 0.0004
1 0.0059 0.0005 0.0008
5 2 0.0062 0.0008 0.0014
3 0.0059 0.0004 0.0007
Ortalama 0.0060B 0.0003 0.0009
1 0.0075 0.0004 0.0006
25 2 0.0080 0.0006 0.0011
3 0.0086 0.0002 0.0004
Ortalama 0.0080A 0.0003 0.0008
1 0.0041 0.0006 0.0010
50 2 0.0039 0.0007 0.0012
3 0.0052 0.0004 0.0007
Ortalama 0.0044C 0.0003 0.0010

Doz: 0.000**; Giin:0.207; DozXGiin: 0.589

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
RD: Renk Degeri
YHA: Yas Hiicre Agirlig:
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Cizelge 4.24. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde giimiis nitrat dozlarmin (uWM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam kamfor miktarina (ng/g)

etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanitic Istatistikler
Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma

1 0.2561 0.0081 0.0140

0 2 0.2624 0.0089 0.0155
3 0.2740 0.0069 0.0120

Ortalama 0.2642D** 0.0048 0.0144

1 0.3707 0.0100 0.0172

5 2 0.3768 0.0067 0.0116
3 0.3676 0.0061 0.0105

Ortalama 0.3717C 0.0041 0.0123

1 1.6661 0.0069 0.0120

25 2 1.6710 0.0014 0.0025
3 1.6760 0.0039 0.0067

Ortalama 1.6711A 0.0027 0.0082

1 0.8497 0.0053 0.0093

50 2 0.8349 0.0065 0.0113
3 0.8273 0.0083 0.0143

Ortalama 0.8373B 0.0047 0.0142

Doz: 0.000**; Giin: 0.991; DozXGiin: 0.144

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).

Z: Zaman
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Cizelge 4.25. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde giimiis nitrat dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre sayisina (adet) etkileri

i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tanitic1 Istatistikler

Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 82840 240.3700 416.3330

0 2 82760 202.7590 351.1890
3 83120 635.9600 1101.5140

Ortalama 82906D** 211.9870 635.9600

1 92920 442.4180 766.2900

5 2 93240 166.6670 288.6750
3 94200 218.5810 378.5940

Ortalama 93453B 306.3850 919.1540

1 106300 352.7670 611.0100

25 2 108640 1553.3760 2690.5270
3 109000 2036.6090 3527.5110

Ortalama 107980A 858.6680 2576.0050

1 84640 466.6670 808.2900

50 2 84500 693.6220 1201.3880
3 85640 425.5720 737.1120

Ortalama 84927C 324.5130 973.5390

Doz: 0.000%*; Giin: 0.071; DozXGiin: 0.679

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.01).

Z: Zaman
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Cizelge 4.26. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde giimiis nitrat dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarmin (giin) hiicre kuru agirhigna (g/1)

etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanitic Istatistikler
Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 9.2462 0.0032 0.0055
0 2 9.2452 0.0026 0.0046
3 9.2578 0.0138 0.0239
Ortalama 9.2497D** 0.0046 0.0139
1 9.4612 0.0402 0.0697
5 2 9.4405 0.0037 0.0064
3 9.4427 0.0037 0.0063
Ortalama 9.4481B 0.0122 0.0365
1 9.5192 0.0088 0.0152
25 2 9.5294 0.0146 0.0253
3 9.5461 0.0314 0.0544
Ortalama 9.5316A 0.0110 0.0331
1 9.3378 0.0017 0.0029
50 2 9.3390 0.0016 0.0028
3 9.3443 0.0014 0.0025
Ortalama 9.3403C 0.0013 0.0038

Doz: 0.000**; Giin: 0.710; DozXGtin: 0.895

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01)

Z: Zaman
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Cizelge 4.27. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde giimiis nitrat dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre canliligna (% ) etkileri

i¢in tanitict istatistik degerleri ve kargilagtirma sonuglari

Tanitic Istatistikler

Dozlar (uM) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 97.9733 0.2167 0.3754

0 2 97.7467 0.3176 0.5500
3 97.3467 0.3467 0.6004

Ortalama 97.6889A** 0.1753 0.5258

1 97.5400 0.4908 0.8502

5 2 98.0667 0.1590 0.2754
3 98.1400 0.0872 0.1510

Ortalama 97.9156A 0.1782 0.5345

1 98.2067 0.3163 0.5478

25 2 97.3467 0.3994 0.6918
3 98.2167 0.2351 0.4072

Ortalama 97.9233A 0.2168 0.6505

1 95.6800 0.3765 0.6521

50 2 94.7000 0.7550 1.3077
3 95.3000 0.4933 0.8544

Ortalama 95.2267B 0.3161 0.9484

Doz: 0.000**; Giin: 0.363; DozXGiin: 0.342

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01)

Z: Zaman



4.3.4. Metil Jasmonat Uygulamasi

Toplam fenolik madde miktar1 (mg/g YHA) i¢in yapilan varyans analizi sonuncunda,
metil jasmonat dozlar1 arasindaki farklilik (p<0.01) ve Ornek alma zamanlari
arasindaki farkliligin (p<0.05) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Toplam fenolik madde
miktarina iliskin tanitict istatistik degerleri ve Tukey testi sonuclari, harfli gosterim

seklinde, Cizelge 4.28’de verilmistir.

Cizelge 4.28 incelendiginde, 50 ve 100 uM’lik metil jasmonat konsantrasyonlarinin
baslangi¢ kiiltiirine gore fenolik madde miktarini artirdiklari, 10 uM’lik metil
jasmonat konsantrasyonunun ise fenolik madde miktarina istatistiki anlamda etkisinin
olmadig1 goriilmektedir. Baslangi¢ kiiltiiriinde ortalama 0.6390 mg/g olan fenolik
madde miktari, 50 uM’lik metil jasmonat dozunda 0.6529 mg/g’a ve 100 uM’lik metil
jasmonat dozunda ise 0.6598 mg/g’a ¢ikmustir. En yiiksek fenolik madde birikimi ise
0.6598 mg/g ile 100 uM’lik metil jasmonat uygulamasindan elde edilmistir. Diger
taraftan, ilgili ¢izelgeden, drnek alim zamanlarinin fenolik madde birikimine 6nemli
bir etkisinin oldugu goriilmektedir. Ik giin (uygulamadan 8 saat sonra) alinan
orneklerde 0.6452 mg/g olan fenolik madde miktari, 2. giin sonunda 0.6469 mg/g’a,
3. giin sonunda da 0.6510 mg/g’a ¢ikmustir.

Toplam flavanol miktar1 (mg/g YHA) igin yapilan varyans analizine gore; metil
jasmonat dozlar1 arasindaki farklilik Onemsiz, O6rnek alim zamanlar1 (p<0.01)
arasindaki farklilik istatistiki olarak ©Onemlidir. Toplam flavanol miktar1 igin
hesaplanan tanitic1 istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglari, harfli gdsterim

seklinde, Cizelge 4.29°da verilmistir.

Cizelge 4.29 incelendiginde, 6rnek alim zamanlarinin flavanol birikimine énemli bir
etkisinin oldugu goriilmektedir. Ilk giin (uygulamadan 8 saat sonra) alinan érneklerde
0.0102 mg/g olan flavanol miktari, 2. giin sonunda 0.0011 mg/g artarak 0.0113 mg/g’a
ve 3. giin sonunda da 0.0005 mg/g artarak 0.0118 mg/g’a ¢iktig1 gérilmiistiir.

Toplam flavonol miktar1 (mg/g YHA) verileri igin yapilan varyans analizi, artan metil
jasmonat dozlar1 arasinda 6nemli (p<0.01) farkliliklar bulundugunu, 6rnek alim

zamanlar arasindaki farkliliklarin ise 6nemsiz oldugunu ortaya koymustur. Toplam
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flavonol miktar1 hakkinda bilgi veren tanitici istatistik degerleri ve Tukey testi

sonugclari, ilgili ¢izelgelerde harfli gdsterim seklinde, Cizelge 4.30°da verilmistir.

Kontrol kiiltiirti ile metil jasmonat uygulamasinin 10 ve 50 uM’lik konsantrasyonlari
kiyaslandiginda, toplam flavonol miktarinin istatistiki olarak 6nemli miktarda azaldig:
dikkati ¢gekmektedir. Metil jasmonat uygulamasinin 100 uM’lik konsantrasyonunda
ise kontrol kiiltiiriiyle ayn1 (0.0035 mg/g) miktarda flavonol birkiminin oldugu
gortilmektedir (Cizelge 4.30).

Toplam antosiyanin miktar1 (mg/g YHA) i¢in yapilan varyans analizi sonucunda, metil
jasmonat uygulama dozlar1 arasinda farkliliklarin (p<0.01) &nemli, &rnek alim
zamanlart arasindaki farkliliklarin istatistiki olarak onemsiz oldugu tespit edilmistir.
Toplam antosiyanin verileri lizerinden hesaplanan tanitici istatistik degerleri ve Tukey

testi sonuglar, ilgili ¢izelgelerde harfli gésterim seklinde, Cizelge 4.31°de verilmistir.

Cizelge 4.31 incelendiginde 10, 50 ve 100 uM’lik metil jasmonat konsantrasyonlarinin
baslangig kiiltiiriine gore antosiyanin miktarini genel olarak azalttiklari ve antosiyanin
birikimi lizerine nispeten benzer bir etkiye sahip olduklar1 goriilmektedir. Baglangig
kiiltiirinde 0.0056 RD/g olan antosiyanin miktar1; 10, 50 ve 100 uM’lik dozlarda
sirasiyla 0.0035, 0.0029 ve 0.0025 RD/g’a inmis oldugu belirlenmistir.

Kamfor miktar1 (ug/g) igin yapilan varyans analizine gore, metil jasmonat dozlar
arasindaki farklilik (p<0.01) ve 6rnek alma zamanlari arasindaki farkliligin (p<0.05)
onemli oldugu bulunmustur. Buna uygun olarak yapilan tanitici istatistik degerleri ve
Tukey testi sonuglar ilgili ¢izelgelerde harfli gosterim seklinde Cizelge 4.32°de

verilmigtir.

Kamfor miktart metil jasmonat uygulamasinin 50 ve 100 uM’lik konsantrasyonlarinda
cok 6nemli oranda artig gostermistir. Baslangic kiiltiiriinde 0.2642 png/g olan kamfor
miktari, 50 uM’lik dozda % 17 artarak 0.3085 ug/g’a, 100 uM’lik dozda ise % 29
artarak 0.3403 ug/g’a ¢iktig1 tespit edilmistir. Diger taraftan, ilgili ¢izelgeden, 6rnek
alim zamanlarinin kamfor birikimine énemli bir etkisinin oldugu gériilmektedir. ilk
giin (uygulamadan 8 saat sonra) alinan 6rneklerde 0.2889 ng/g olan kamfor miktart, 2.
giin sonunda 0.2940 pg/g’a, 3. giin sonunda da 0.3009 ng/g’a c¢iktig1 goriilmiistiir
(Cizelge 4.32).
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Hiicre sayisi i¢in yapilan varyans analizi sonucunda, metil jasmonat uygulama dozlari
ve ornek alim zamanlar arasinda 6nemli (p<0.01) farkliliklarin oldugu saptanmustir.
Buna uygun olarak yapilan tanitici istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglari, ilgili

cizelgelerde harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.33°de verilmistir.

Bu sonuglara gore, Metil jasmonat uygulamasmmin 10 ve 100 uM’lik
konsantrasyonlarinin baslangic kiiltiiriine gore hiicre sayisini 6nemli 6l¢iide artirmis
olup bu iki dozun hiicre sayisi ilizerine benzer bir etki gosterdigi gorilmistiir.
Baslangi¢ kiiltiiriinde 82900 adet olan ortalama hiicre sayisi, 10 ve 100 uM’lik dozda
sirastyla 83960 ve 84160°a ¢ikmustir. Ilgili cizelgeye gore, 6rnek alim zamanlarinim
hiicre sayisi iizerine dnemli bir etkisinin oldugu goriilmiistiir. Ilk iki giin sonunda
alinan orneklerde hiicre sayisinda (sirastyla 83340 ve 83475 adet) istatistiki olarak
onemli bir degisiklik goriilmezken, 3. giin sonunda alinan 6rneklerde hiicre sayisi

(84360 adet) onemli dlgiide artis gostermistir.

Hiicre kuru agirligi (g/1) i¢in yapilan varyans analizi sonucunda metil jasmonat dozlari
(p<0.01) ve 6rnek alim zamanlar1 (p<0.05) arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemli
bulunmustur. Buna uygun olarak yapilan tanitici istatistik degerleri ve Tukey testi
sonuglar, ilgili ¢izelgelerde harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.34’de verilmistir.

Baslangig kiiltiiriiyle kiyaslandiginda 10 ve 50 uM’lik metil jasmonat dozlarinin hiicre
kuru agirligina istatistiki olarak onemli bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Diger
taraftan 100 uM’lik metil jasmonat uygulamasindan 9.3400 g/l ile en yiiksek hiire kuru
agirhig elde edilmistir. Ilgili cizelgeye gore, drnek alim zamanlarinim hiicre kuru
agirhigini istatistiki olarak nemli 6lgiide etkiledigi goriilmiistiir. Ilk giin (uygulamadan
8 saat sonra) alinan 6rneklerde 9.2715 g/l olan hiicre kuru agirligi, 2. giin sonunda

9.2747 g/I’ye, 3. giin sonunda da 9.2847 g/I’ye ¢ikmustir (Cizelge 4.34).

Hiicre canlilig1 (% ) i¢in yapilan varyans analizi sonucunda, metil jasmonat dozlar1 ve
ornek alim zamanlan arasindaki farkliligin istatistiki olarak onemsiz oldugu tepit

edilmistir (Cizelge 4.35).

Metil jasmonat (MeJA), biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi hiicrelerin savunma
stireglerine aracilik eden hayati bir hiicresel diizenleyicidir (Wasternack ve Hause,
2002; Lorenzo ve ark., 2003; Devoto ve ark., 2005). Yakin zamanda yapilan pek¢ok

arastirma bir takim metil jasmonat’a duyarli genlerin oldugunu ortaya koymustur
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(Memelink ve ark., 2001; Orozco-Cardenas ve ark., 2001; Goossens ve ark., 2003;
Oksman-Caldentey ve Inz¢, 2004; Jost ve ark., 2005; Shohael ve ark., 2007; Pauwels
ve ark., 2008; Shohael ve ark., 2008; Pauwels ve ark., 2009). Bu genler bitki
hiicrelerinde kisa ve uzun mesafeli sinyal sistemlerini kullanarak dokularda,
organlarda ve bitkide sekonder metabolitlerin verimliligini artirir. Dolayisiyla MeJA
hiicresel sinyal yollarin1 manipiile etmek i¢in kullanilan ideal bir aractir (Leon ve ark.,
2001; Cheong ve Do Choi, 2003; Theis ve Lerdau, 2003). Bugiine kadar metil
jasmonat elisitoriiniin hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolit birikimini ve hiicre
biiylimesini tesvik ettigini bildiren pek ¢ok arastirma yapilmistir (Komaraiaha ve ark.,
2005; Kim ve ark., 2006; Prakash ve Srivastava, 2008; Coste ve ark., 2011; Jalalpour
ve ark., 2014; Ali ve ark., 2015; Chodisetti ve ark., 2015; Wang ve ark., 2015; Anusha
ve ark., 2016; Khojasteh ve ark., 2016; Ooi ve ark., 2016; Perassolo ve ark., 2016;
Sukito ve Tachibana, 2016; Wang ve ark., 2016; Chung ve ark., 2017; Deepthi ve
Satheeshkumar, 2017; Dowom ve ark., 2017; Hajati ve ark., 2017; Hidalgo ve ark.,
2017; Krsti¢c-Milosevi¢ ve ark., 2017; Saeed ve ark., 2017). Bu ¢alismalarda oldugu
gibi, yapmis oldugumuz bu ¢alismada da kullanilan metil jasmonat dozlar1; kamfor,
toplam fenolik madde ve toplam flavanol birikimini ve hiicre biiyiimesini olumlu
yonde tesvik ederek artirmistir. Ancak antosiyanin ve flavonol birikimi metil jasmonat
uygulamasiyla 6nemli 6l¢iide azalmistir. Fitokimyasallarin biyosentezinde meydana
gelen bu azalis MeJA’tin, hiicrelerde biyolojik veya abiyotik stres yaratan reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) artirmasindan kaynakli olabilir. ROS stresinin artmasiyla
birlikte hiicrelerde; redoks tamponlari, askorbat ve glutatyon (GSH), askorbik asit,
karotenoidler, tokoferol, flavonoidler ve alkaloidlerin azaldig bilinmektedir (Conklin
ve ark., 1996; Creiisen ve ark., 1999; Vanacker ve ark., 2000; Noctor ve ark., 2002;
Kim ve ark., 2004; Bertea ve ark., 2005; Li ve ark., 2007; Zhang ve ark., 2008).
Dolayisiyla, MeJA tedavisinden sonra hiicrelerde ROS stresinin olustugu, flavonol ve

antosiyanin gibi bazi fitokimyasallarin birikimini azalttigi disiiniilebilir.
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Cizelge 4.28. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde metil jasmonat dozlarmin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam fenolik madde

miktarma (mg/g YHA) etkileri i¢in tanitic istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlar1 (giin)

Doz

(M) 1.giin 2.glin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.6369 0.0023 0.0039 0.6382 0.0013 0.0023 0.6418 0.0013 0.0023  0.6390C** 0.0011 0.0034
10 0.6408 0.0030 0.0052 0.6332 0.0021 0.0036 0.6435 0.0031 0.0053 0.6392C 0.0021 0.0062
50 0.6502 0.0032 0.0055 0.6539 0.0022 0.0038 0.6546 0.0031 0.0053 0.6529B 0.0016 0.0047
100 0.6530 0.0022 0.0039 0.6624 0.0039 0.0068 0.6641 0.0031 0.0053 0.6598A 0.0023 0.0070
G. Ort. 0.6452b* 0.0023 0.0079 0.6469ab 0.0037 0.0129 0.6510a 0.0030 0.0102

Doz:0.000**; Giin:0.016*; DozXGtin: 0.116

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
*, Ortak harfi olmayan giin ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
YHA: Yas Hiicre Agirlig

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.29. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde metil jasmonat dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarmin (giin) toplam flavanol miktarina

(mg/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlar1 (giin)

Doz

(M) 1.gilin 2.glin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0099 0.0003 0.0006 0.0111 0.0006 0.0011 0.0115 0.0010 0.0017 0.0108 0.0004 0.0013
10 0.0102 0.0003 0.0006 0.0127 0.0009 0.0016 0.0124 0.0015 0.0027 0.0118 0.0007 0.0020
50 0.0104 0.0006 0.0010 0.0099 0.0008 0.0013 0.0114 0.0001 0.0002 0.0106 0.0004 0.0011
100 0.0104 0.0002 0.0004 0.0115 0.0004 0.0006 0.0120 0.0004 0.0007 0.0113 0.0003 0.0009
G.Ort.  0.0102b* 0.0002 0.0006 0.0113ab 0.0004 0.0015 0.0118a 0.0004 0.0014

Doz: 0.211; Giin:0.011%*; DozXGiin: 0.596

*  Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05).
YHA: Yas Hiicre Agirlig:

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.30. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde metil jasmonat dozlarinmn (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam flavonol miktarina

(mg/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlar1 (giin)

(Dg/f) 1.gilin 2.gilin 3.giin G. Ort.

H Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0039 0.0002 0.0004 0.0030 0.0004 0.0007 0.0037 0.0007 0.0011  0.0035A** 0.0003 0.0008
10 0.0026 0.0004 0.0007 0.0027 0.0001 0.0003 0.0032 0.0011 0.0020 0.0028B 0.0006 0.0019
50 0.0029 0.0001 0.0001 0.0025 0.0002 0.0004 0.0022 0.0010 0.0017 0.0025B 0.0009 0.0028

100 0.0039 0.0002 0.0004 0.0030 0.0004 0.0007 0.0037 0.0007 0.0011 0.0035A 0.0026 0.0079

G. Ort. 0.0033 0.0022 0.0076 0.0028 0.0031 0.0106 0.0032 0.0038 0.0131

Doz: 0.000**; Giin: 0.223; DozXGtin: 0.074

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar: arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
YHA: Yas Hiicre Agirlig:

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.31. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre stispansiyon kiiltiirlerinde metil jasmonat dozlarinin (uM) ve drnek alma zamanlarinin (giin) toplam antosiyanin miktarina

(RD/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

(Dg/f) 1.giin 2.gilin 3.gilin G. Ort.

H Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0053 0.0001 0.0002 0.0058 0.0002 0.0004 0.0055 0.0002 0.0004  0.0056A** 0.0001 0.0004
10 0.0039 0.0002 0.0004 0.0030 0.0004 0.0007 0.0037 0.0007 0.0011 0.0035B 0.0003 0.0008
50 0.0026 0.0004 0.0007 0.0027 0.0001 0.0003 0.0032 0.0011 0.0020 0.0029B 0.0004 0.0011

100 0.0029 0.0001 0.0001 0.0025 0.0002 0.0004 0.0022 0.0010 0.0017 0.0025B 0.0003 0.0009

G. Ort. 0.0037 0.0003 0.0012 0.0035 0.0004 0.0015 0.0037 0.0005 0.0017

Doz: 0.000**; Giin: 0.858; DozXGiin: 0.754

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar: arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
RD: Renk Degeri

YHA: Yas Hiicre Agirlig

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.32. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde metil jasmonat dozlarinin (uM) ve drnek alma zamanlarinin (giin) kamfor miktarma (pg/g)

etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

(Dg/f) 1.giin 2.gilin 3.gilin G. Ort.

H Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.2561 0.0081 0.0140 0.2624 0.0089 0.0155 0.2740 0.0069 0.0120  0.2642C** 0.0048 0.0144
10 0.2592 0.0073 0.0127 0.2630 0.0092 0.0159 0.2742 0.0103 0.0179 0.2654C 0.0050 0.0151
50 0.3057 0.0025 0.0043 0.3091 0.0021 0.0037 0.3107 0.0007 0.0012 0.3085B 0.0012 0.0036

100 0.3346 0.0014 0.0025 0.3413 0.0018 0.0031 0.3449 0.0022 0.0038 0.3403A 0.0018 0.0053

G.Ort.  0.2889b* 0.0102 0.0353 0.2940ab 0.0104 0.0361 0.3009a 0.0093 0.0322

Doz: 0.000**; Giin: 0.036*; DozXGiin: 0.947

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar: arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
*, Ortak harfi olmayan giin ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.33. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde metil jasmonat dozlarmm (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre sayisina (adet) etkileri

i¢in tanitict istatistik degerleri ve kargilagtirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

(M) 1.gilin 2.gilin 3.gilin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 82840 240.40 416.30 82760 202.80 351.20 83120 636 1101.50  82900B** 212 636
10 83400 529.20 916.50 83500 152.80 264.60 85000 549 950.90 83960A 351.9 1056
50 83320 582.90 1009.6 83840 433.30 750.60 84440 541.80 938.40 83860AB 308.6 926
100 83800 176.40 305.50 83800 435.90 755 84880 192.20 332.90 84160A 228.1 684
G. Ort.  83340b** 208.90 723.70 83475h 191.90 664.90 84360a 314.90 1090.80

Doz: 0.007**; Giin:0.004**; DozXGiin: 0.699

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar: arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
** Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.34. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde metil jasmonat dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarmmn (giin) hiicre kuru agirhigina (g/l)

etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlar1 (giin)

(Dg/f) 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort.

H Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 9.2462 0.0032 0.0055 9.2452 0.0026 0.0046 9.2578 0.0138 0.0239  9.2497B** 0.0046 0.0139
10 9.2520 0.0049 0.0086 9.2568 0.0069 0.0120 9.2660 0.0088 0.0152 9.2583B 0.0041 0.0123
50 9.2503 0.0058 0.0101 9.2590 0.0058 0.0101 9.2699 0.0081 0.0140 9.2598B 0.0044 0.0131

100 9.3375 0.0013 0.0023 9.3377 0.0017 0.0029 9.3449 0.0025 0.0043 9.3400A 0.0015 0.0046

G.Ort.  9.2715b* 0.0116 0.0403 9.2747ab 0.0113 0.0390 9.2847a 0.0113 0.0391 0.0046 0.0139

Doz: 0.000**; Giin: 0.021%*; DozXGiin: 0.973

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar: arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
*, Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.35. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde metil jasmonat dozlarmin (uM) ve drnek alma zamanlarinin (giin) hiicre canliligina (% ) etkileri

i¢in tanitict istatistik degerleri ve kargilagtirma sonuglari

Tamitic1 Istatistikler
Ornek Alma Zamanlar (giin)
Doz - " =
(M) 1.glin 2.gilin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 97.9733 0.2167 0.3754 97.7467 0.3176 0.5500 97.3467 0.3467 0,6004 97,6889 0,1753 0,5258
10 97.7467 0.3176 0.5500 98.6300 0.1012 0.1752 97.8267 0.1937 0,3355 98,0678 0,1796 0,5389
50 98.0500 0.2651 0.4592 98.2333 0.4296 0.7441 97.6600 0.3625 0,6279 97,9811 0,1983 0,5950
100 97.5400 0.4908 0.8502 98.0667 0.1590 0.2754 98.1400 0.0872 0,1510 97,9156 0,1782 0,5345
G. Ort. 97.8275 0.1565 0.5422 98.1692 0.1543 0.5345 97.7433 0.1448 0,5015

Doz: 0.466; Giin: 0.125; DozXGiin: 0.330

G. Ort. :Genel Ortalama
Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata
Std. S. : Standart Sapma



4.3.5. Sorbitol Uygulamasi

Toplam fenolik madde miktar1 (mg/g YHA) i¢in yapilan varyans analizi sonuncunda,
sorbitol dozlar1 arasindaki farklilik 6nemli (p<0.01) oldugu, buna karsilik 6rnek alma
zamanlari arasindaki farkliligin ise 6nemsiz (p>0.05) oldugu tespit edilmistir. Toplam
fenolik madde miktarina iliskin tanitict istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglart,

harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.36’da verilmistir.

Toplam fenolik madde miktari, uygulanan sorbitol dozlari ile dogru orantili olarak artis
gostermistir. Baslangi¢ kiiltiirtinde 0.6390 mg/g olan fenolik madde miktari, 5 g/I’lik
sorbitol dozunda 0.6492 mg/g’a ve 25 g/I’lik sorbitol dozunda ise 0.6675 mg/g’a
cikmistir. En yiiksek fenolik madde birikimi ise 0.6955 mg/g ile 50 g/I’lik sorbitol
uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge 4.36).

Toplam flavanol miktar1 (mg/g YHA) icin yapilan varyans analizine gore; sorbitol
dozlar ile O6rnek alim zamanlar (p<0.01) arasindaki farkliliklar istatistiki olarak
onemlidir. Toplam flavanol miktar1 icin hesaplanan tanitic istatistik degerleri ve

Tukey testi sonuglari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.37’de verilmistir.

Cizelge 4.37 incelendiginde, 0, 5 g/l ve 25 g/I’'lik sorbitol konsantrasyonlarinda
flavanol miktarinda istatistiki olarak 6nemli bir degisimin olmadig1 goriilmektedir.
Buna karsilik, sorbitol uygulamasinin 50 g/I’'lik dozunda en yiiksek (0.0131 mg/g)
flavanol birikimi gergeklesmistir. Diger taraftan, ilgili cizelgeden, 6rnek alim
zamanlarmnin flavanol birikimine énemli bir etkisinin oldugu goriilmektedir. Ilk giin
(uygulamadan 8 saat sonra) alinan 6rneklerde 0.0108 mg/g olan flavanol miktari, 2.
giin sonunda 0.0008 mg/g artarak 0.0116 mg/g’a ve 3. giin sonunda da 0.0013 mg/g
artarak 0.0129 mg/g’a ¢ikmustir.

Benzer sekilde, toplam flavonol miktar1 (mg/g YHA) verileri i¢in yapilan varyans
analizi, artan sorbitol dozlar1 (p<0.01) ve 6rnek alim zamanlar1 (p<0.05) arasinda
farkliliklar bulundugunu ortaya koymustur. Toplam flavonol miktar1 hakkinda bilgi
veren tanitict istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglar, ilgili ¢izelgelerde harfli

gosterim seklinde, Cizelge 4.38°de verilmistir.

Kontrol kiiltiirii ile sorbitol uygulamasinin 5 g/l ve 25 g/I’lik konsantrasyonlari

kiyaslandiginda, toplam flavonol miktar1 agisindan istatistiki olarak Onemli bir
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degisimin olmadig1 dikkati ¢ekmektedir. Sorbitol uygulamasinin 50 g/I’lik
konsantrasyonunda ise, 0.0478 mg/g ile en yiiksek flavonol birikimi ger¢eklesmistir.
Ilgili gizelge incelendiginde, hasat zamanlarinin flavonol birikimi iizerine énemli bir
etkisinin oldugu goriilmektedir. Ilk giin (uygulamadan 8 saat sonra) alman drneklerde
0.0430 mg/g olan flavonol miktari, 2. giin sonunda 0.0442 mg/g’a, 3. giin sonunda da
0.0448 mg/g’a cikmustir (Cizelge 4.38).

Toplam antosiyanin miktar1 (mg/g YHA) igin yapilan varyans analizi sonucunda,
sorbitol uygulama dozlar1 (p<0.01) ve 6rnek alim zamanlari (p<0.05) arasinda 6nemli
farkliliklar tespit edilmistir. Toplam antosiyanin verileri iizerinden hesaplanan tanitici
istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglari, ilgili ¢izelgelerde harfli gosterim seklinde,

Cizelge 4.39°da verilmistir.

Cizelge 4.39 incelendiginde, 5, 25 ve 50 g/1’lik sorbitol konsantrasyonlarinin baslangi¢
kiltiiriine gore antosiyanin miktarni artirdiklar1 ve antosiyanin birikimi {izerine
nispeten benzer bir etkiye sahip olduklar goriilmektedir. Baglangig kiiltiirtinde 0.0056
RD/g olan antosiyanin miktari; 5, 25 ve 50 g/I’lik dozlarda sirastyla 0.0068, 0.0068 ve
0.0070 RD/g olmustur. Ilgili ¢izelgeye gore, drnek alim zamanlarmin antosiyanin
birikimine 6nemli etkisinin oldugu anlasilmaktadir. Ik giin (uygulamadan 8 saat
sonra) alinan drneklerde 0.0062 RD/g olan antosiyanin miktar1 2. giin sonunda 0.0066
RD/g’a ve 3. giin sonunda da 0.0068 RD/g’a ¢ikmugtir.

Kamfor miktar1 (ug/g) igin yapilan varyans analizine gore, sorbitol dozlar1 arasindaki
farklilik (p<0.01) 6nemli olmasina karsilik, 6rnek alim zamanlar arasindaki farklilik
O6nemsiz bulunmustur. Buna uygun olarak yapilan tanitici istatistik degerleri ve Tukey
testi sonuglar ilgili ¢izelgelerde harfli gosterim seklinde Cizelge 4.40°da verilmistir.
Kamfor miktar1 (mg/g YHA) artan sorbitol dozlar1 ile dogru orantili olarak ¢cok 6nemli
oranda artig gostermistir. Baglangi¢ kiltiiriinde 0.2642 ng/g olan kamfor miktari, 5
g/I’lik dozda % 40 artarak 0.3703 pg/g’a, 25 g/I’'lik dozda % 82 artarak 0.4810 ug/g’a
ve 50 g/I’lik dozda ise % 154 artarak 0.6704 pg/g’a ulastigi tespit edilmistir (Cizelge
4.40).

Hiicre sayisi i¢in yapilan varyans analizi sonucunda, sorbitol uygulama dozlar1 ve

ornek alim zamanlar1 arasinda 6nemli (p<0.01) farkliliklar saptanmistir. Buna uygun
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olarak yapilan tanitici istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglari, ilgili ¢izelgelerde

harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.41°de verilmistir.

Buna gore, Sorbitol uygulamasinin 5 g/l ve 25 g/I’lik konsantrasyonlarinin baslangig¢
kiiltiirtine gore hiicre sayisin1 onemli 6l¢iide artirdiklart ancak bu iki dozun hiicre sayisi
tizerine benzer bir etki gosterdigi goriilmiistiir. Baglangig kiiltiiriinde 82910 adet olan
ortalama hiicre sayisi, 5 g/I’'lik dozda 84390’a ¢ikmus fakat 25 g/I’lik dozda bunun
izerinde bir artig gergeklesmemistir. Diger taraftan, 50 g/I’lik sorbitol uygulamasinda
ise 90.010 ile en yiiksek ortalama hiicre sayisina ulagilmustir. Ilgili ¢izelgeye gore,
ornek alim zamanlarinin hiicre sayisi tizerine dnemli bir etkisinin oldugu gorilmustiir.
[lk iki giin sonunda alinan &rneklerde hiicre sayisinda (sirastyla 84865 ve 85350 adet)
istatistiki olarak onemli bir degisiklik goriillmezken, 3. giin sonunda alinan 6rneklerde

hiicre sayis1 (86060 adet) onemli Sl¢giide artis gostermistir.

Hiicre kuru agirligr (g/l) i¢in yapilan varyans analizi sonucunda sorbitol dozlari
(p<0.01) ve 6rnek alim zamanlar1 (p<0.05) arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemli
bulunmustur. Buna uygun olarak yapilan tanitici istatistik degerleri ve Tukey testi
sonuglar, ilgili ¢izelgelerde harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.42°de verilmistir.
Baslangi¢ kiiltiirtine gore 5, 25 ve 50 g/lik sorbitol dozlarinin hiicre kuru agirhigmi
artirdiklari, ancak bu {i¢ dozun hiicre kuru agirligina benzer bir etki gosterdigi
goriilmiistiir. Baslangic¢ kiiltiirtinde 9.2497 g/l olan hiicre kuru agirhig 5, 25 ve 50
g/I’lik dozlarda sirasiyla 9.3383, 9.3383 ve 9.3455 g/l degerlerini almistir. Diger
taraftan, ornek alim zamanlarimin hiicre kuru agirhigimi 6nemli oOlgiide etkiledigi
goriilmiistiir. Tk giin (uygulamadan 8 saat sonra) alinan 6rneklerde 9.3143 g/l olan
hiicre kuru agirligi, 2. giin sonunda 9.3152 g/I’ye ve 3. giin sonunda da 9.3243 g/I’ye
ciktigr goriilmistiir (Cizelge 4.42).

Hiicre canlilig1 (% ) i¢in yapilan varyans analizi sonucunda, sorbitol dozlar1 ve 6rnek
alim zamanlar1 arasindaki farkliligin istatistiki anlamda 6nemli oldugu (p<0.05)
goriilmistiir. Buna uygun olarak yapilan tanitici istatistik degerleri ve Tukey testi
sonuclari, ilgili cizelgelerde harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.43’de verilmistir.
Cizelge 4.43 incelendiginde anlasilacagi gibi, 5 ve 25 g/I’lik sorbitol
konsantrasyonlarinda canli hiicre sayisinda, baslangi¢ kiiltiirliyle kiyaslandiginda,

onemli bir artisin oldugu ve her iki dozun canli hiicre sayisindaki artis tizerine benzer
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bir etkide bulundugu tespit edilmistir. Buna karsilik, 50 g/1’lik sorbitol uygulamasinda
ise, ortalama canl1 hiicre sayisinin baslangig kiiltiiriine oranla (% 97.69°dan % 97.41e)
azaldig1 tespit edilmistir. ilgili cizelge incelendiginde 6rnek alim zamanlarinin
ortalama canli hiicre sayisinda énemli bir etkisinin oldugu goriilmektedir. ilk giin
sonunda % 97.618 olan canl1 hiicre sayisi, 2. giin sonunda % 98.140’a, 3. giin sonunda
da % 97.666’ya ¢ikmustir.

Hiicre kiiltiirlerinde ozmolalitenin yiikseltilmesinde kullanilan sorbitol onemli bir
abiyotik stres kaynagidir. Hiicrelerin stres durumunda savunma amagh siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve peroksidaz (POD) antioksidan enzimlerini artirdig1
bilinmektedir (Bhattacharya ve ark., 1997; Todorova ve ark., 2005; Shah ve
Nahakpam, 2012; Sytar ve ark., 2013; Fariduddin ve ark., 2014; Gratao ve ark., 2015;
Vuleta ve ark., 2016; Azarabadi ve ark., 2017). Sorbitol’iin, hiicrelerde bu enzimlerin
uyarilmasinda ve fenilalanin amonyum liyaz (PAL) aktivitesinin artirilmasinda 6nemli
bir rolii oldugu bugiine kadar yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur (Zhang ve ark.,
1995; Godoy-Hernandez ve ark., 2000; Xiong ve Zhu, 2002; Wu ve ark., 2005; Shi
ve ark., 2007; Li ve ark., 2015b). Basta PAL olmak iizere bu enzimler hiicrelerde

sekonder metabolitlerin {iretiminde en ¢ok ¢alisan enzimlerdir.

Bugiine kadar sorbitol elisitoriiniin hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolit birikimini
ve hiicre biiylimesini tegvik ettigini bildiren pek ¢ok arastirma yapilmistir (Shi ve ark.,
2007; Ling ve ark., 2008; Wu ve Shi, 2008; Zhao ve ark., 2010a; Patil ve ark., 2013;
Valayil ve ark., 2015; Zaker ve ark., 2015; Razavizadeh ve Adabavazeh, 2017b; Sing
ve ark., 2017; Yang ve ark., 2017). Bu caligmalarda oldugu gibi, yapmis oldugumuz
bu arastirma sonucunda kullanilan sorbitol dozlar1 sekonder metabolit birikimini ve
hiicre biiylimesini olumlu yonde tesvik ederek hiicre kiiltiirlerinde 6nemli bir osmotik

stres kaynagi oldugunu ortaya koymustur.
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Cizelge 4.36. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde sorbitol dozlarinin (g/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam fenolik madde

miktarma (mg/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglar

Tanitic1 Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)
Doz - " -
g/ 1.giin 2.gilin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.6369 0.0023 0.0039 0.6382 0.0013 0.0023 0.6418 0.0013 0.0023  0.6390D** 0.0011 0.0034
5 0.6484 0.0037 0.0063 0.6499 0.0040 0.0069 0.6492 0.0021 0.0037 0.6492C 0.0017 0.0051
25 0.6651 0.0021 0.0037 0.6658 0.0015 0.0026 0.6717 0.0069 0.0119 0.6675B 0.0024 0.0071
50 0.6906 0.0041 0.0071 0.6948 0.0059 0.0102 0.7010 0.0016 0.0028 0.6955A 0.0026 0.0078
G. Ort 0.6603 0.0062 0.0216 0.6622 0.0066 0.0228 0.6659 0.0071 0.0247

Doz: 0.000**; Giin:0.094; DozXGtin: 0.885

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
YHA: Yas Hiicre Agirligi

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.37. Achillea gypsicola tiirlinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde sorbitol dozlarinin (g/l) ve 6rnek alma zamanlarimin (giin) toplam flavanol

miktarma (mg/g YHA) etkileri igin tanitic1 istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglar

Tanitic1 Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)
Doz - - "
g/ 1.giin 2.giin 3.gilin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0099 0.0003 0.0006 0.0111 0.0006 0.0011 0.0115 0.0010 0.0017 0.0108B** 0.0004 0.0013
5 0.0104 0.0006 0.0010 0.0109 0.0003 0.0006 0.0114 0.0001 0.0002 0.0109B 0.0002 0.0007
25 0.0104 0.0006 0.0010 0.0109 0.0003 0.0006 0.0114 0.0001 0.0002 0.0109B 0.0002 0.0007
50 0.0124 0.0004 0.0007 0.0133 0.0006 0.0010 0.0136 0.0006 0.0011 0.0131A 0.0003 0.0010

G.Ort  0.0108b** 0.0004 0.0012 0.0116ab 0.0004 0.0013 0.0120a 0.0004 0.0013

Doz: 0.000**; Giin: 0.009**; DozXGiin: 0.996

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
** Ortak harfi olmayan giin ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
YHA: Yas Hiicre Agirligi

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.38. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde sorbitol dozlarinin (g/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam flavonol

miktarma (mg/g YHA) etkileri igin tanitic1 istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglar

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlar1 (giin)

Doz

g/ 1.giin 2.gilin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0426 0.0002 0.0004 0.0436 0.0003 0.0005 0.0429 0.0007 0.0012  0.0430B** 0.0003 0.0008
5 0.0415 0.0010 0.0017 0.0427 0.0013 0.0022 0.0436 0.0002 0.0004 0.0426B 0.0006 0.0017
25 0.0415 0.0010 0.0017 0.0427 0.0013 0.0022 0.0436 0.0002 0.0004 0.0426B 0.0006 0.0017
50 0.0466 0.0006 0.0010 0.0478 0.0007 0.0012 0.0491 0.0003 0.0005 0.0478A 0.0005 0.0014

G. Ort 0.0430b* 0.0007 0.0025 0.0442ab 0.0008 0.0026 0.0448a 0.0008 0.0027
Doz: 0.000**; Giin: 0.010*; DozXGiin: 0.770

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
*, Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
YHA: Yas Hiicre Agirligi

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.39. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde sorbitol dozlarinin (g/l) ve 6rnek alma zamanlarimin (giin) toplam antosiyanin

miktarma (RD/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglar

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

g/ 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0053 0.0001 0.0002 0.0058 0.0002 0.0004 0.0055 0.0002 0.0004  0.0056B** 0.0001 0.0004
5 0.0064 0.0002 0.0004 0.0069 0.0003 0.0005 0.0071 0.0004 0.0007 0.0068A 0.0002 0.0005
25 0.0064 0.0002 0.0004 0.0069 0.0003 0.0005 0.0071 0.0004 0.0007 0.0068A 0.0002 0.0005
50 0.0067 0.0003 0.0005 0.0070 0.0002 0.0003 0.0074 0.0001 0.0002 0.0070A 0.0001 0.0004

G. Ort 0.0062b* 0.0002 0.0006 0.0066ab 0.0002 0.0006 0.0068a 0.0003 0.0009
Doz: 0.000**; Giin: 0.012*; DozXGiin: 0.838

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
*, Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
RD: Renk Degeri

YHA: Yas Hiicre Agirligi

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.40. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde sorbitol dozlarinin (g/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) kamfor miktarina

(ng/g) etkileri igin tanitic istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

g/ 1.giin 2.gilin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.2561 0.0081 0.0140 0.2624 0.0089 0.0155 0.2740 0.0069 0.0120  0.2642D** 0.0048 0.0144
5 0.3613 0.0069 0.0120 0.3680 0.0023 0.0040 0.3816 0.0041 0.0072 0.3703C 0.0038 0.0115
25 0.4613 0.0069 0.0120 0.4780 0.0121 0.0209 0.5038 0.0646 0.1119 0.4810B 0.0201 0.0602
50 0.6613 0.0066 0.0114 0.6684 0.0024 0.0041 0.6814 0.0039 0.0068 0.6704A 0.0037 0.0112
G. Ort 0.4350 0.0452 0.1565 0.4442 0.0454 0.1573 0.4602 0.0477 0.1653

Doz: 0.000**; Giin: 0.211; DozXGtin: 0.997

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.41. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde sorbitol dozlarinin (g/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre sayisina (adet)

etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglart

Tanitic1 Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)
Doz - = -
g/ 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 82860 240.40 416.30 82760 202.80 351.20 83120 636 1102 82910C** 212 636
5 83640 176.40 305.50 84200 230.90 400.00 85320 280 484.9 84390B 270 810
25 83640 176.40 305.50 84200 230.90 400.00 85320 280 484.9 84390B 270 810
50 89320 463.10 802.10 90240 433.30 750.60 90480 249 430.9 90010A 263 790
G. Ort 84865b** 790.60 2738.6 85350b 876.90 3037.80 86060a 833 2884

Doz: 0.000**; Giin: 0.000**; DozXGiin: 0.308

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
** Ortak harfi olmayan giin ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.42. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde sorbitol dozlarinin (g/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre kuru agirligina

(g/l) etkileri igin tanitic istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

g/ 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 9.2462 0.0032 0.0055 9.2452 0.0026 0.0046 9.2578 0.0138 0.0239 9.2497B** 0.0046 0.0139
5 9.3333 0.0032 0.0055 9.3351 0.0027 0.0046 9.3465 0.0049 0.0084 9.3383A 0.0028 0.0083
25 9.3333 0.0032 0.0055 9.3351 0.0027 0.0046 9.3465 0.0049 0.0084 9.3383A 0.0028 0.0083
50 9.3444 0.0046 0.0081 9.3455 0.0030 0.0051 9.3465 0.0032 0.0055 9.3455A 0.0019 0.0056

G. Ort 9.3143b* 0.0120 0.0417 9.3152ab 0.0123 0.0426 9.3243a 0.0121 0.0418
Doz: 0.000**; Giin: 0.022%*; DozXGiin: 0.989

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
*, Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.43. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde sorbitol dozlarimin (g/l) ve 6rnek alma zamanlarmin (giin) hiicre canliligina (%)

etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

(Dgc/’g 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort,
Oot.  Std.H. _ Std.S. ort. Std.H.  std.s. Oot. Std.H. _ Std.S. Oot.  Std.H.  sStd.S.
0 97.973 02167  0.3754 97.747 03176 _ 05500 __ 97.3467 _ 0.347 _ 0.6004 _ 97.69AB*  0.1753 _ 0.5258
5 97.747 03176 0.5500 98.630  0.1012  0.1752 _ 97.8267 __ 0.194 _ 0.3355 98.07A _ 0.1796  0.5389
25 97.747 03176 0.5500 98.630  0.1012  0.1752 _ 97.8267 _ 0.194 _ 0.3355 98.07A _ 0.1796 _ 0.5389
50 97.007 _ 0.2557  0.4429 97.553 04872  0.8439  97.6640  0.468  0.8110 97.41B 0.2320 _ 0.6960

G. Ort 97.618b* 0.1625 0.5628 98.140a 0.1964 0.6802 97.6660b 0.149 0.5176
Doz: 0.034%*; Giin: 0.041*; DozXGtin: 0.271

*, Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.05).
*, Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma



4.3.6. Salisilik Asit Uygulamasi

Toplam fenolik madde miktar1 (mg/g YHA) i¢in yapilan varyans analizi sonucunda
salisilik asit dozlar1 ve 6rnek alim zamanlar1 arasindaki farkliliklarin 6nemsiz oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.44). Diger bir ifade ile artan dozlarda salisilik asit
uygulamalarinin toplam fenolik madde birikimi {izerine istatistiki anlamda énemli bir
etkisi olmamustir.

Buna karsilik, toplam flavanol miktarinda (mg/g YHA) yapilan varyans analizine gore,
salisilik asit dozlar arasindaki farklilik 6nemsiz ¢ikarken, 6rnek alim zamanlari
arasindaki farklilik (p<<0.05) 6nemli bulunmustur. Buna uygun olarak yapilan tanitici
istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.45°de
verilmistir. Buna gore, ornek alim zamanlarinin flavanol birikimine 6nemli bir
etkisinin oldugu goriilmektedir. Ilk giin (uygulamadan 8 saat sonra) alinan 6rneklerde
0.0105 mg/g olan flavanol miktari, 2. giin sonunda 0.0118 mg/g’a ¢ikmistir. En yiiksek
(0.0119 mg/g) flavanol birikimi ise 3. giin sonunda hasat edilen hiicrelerden elde

edilmistir.

Toplam flavonol miktar1 (mg/g YHA) i¢in yapilan varyans analizi salisilik asit dozlar
arasindaki farkliliklarin ¢ok 6nemli (p<0.01), fakat 6rnek alim zamanlar1 arasindaki
farkliliklarin ise dnemsiz oldugunu ortaya koymustur. Toplam flavonol miktar igin
hesaplanan tanitic istatistik parametreleri ve Tukey testi sonuglari, harfli gdésterim
seklinde, Cizelge 4.46’da verilmistir. Toplam flavonol miktari bakimindan, salisilik
asit uygulamasinin 10 uM ve 50 uM’lik konsantrasyonlar1 kontrol kiiltiirii ile
kiyaslandiginda istatistiki olarak O6nemli bir degisimin s6z konusu olmadig
goriilmektedir. Salisilik asit uygulamasimin 100 uM’lik konsantrasyonunda ise 0.0461

mg/g ile en yiiksek flavonol birikimi ger¢eklesmistir (Cizelge 4.46).

Toplam antosiyanin miktar1 (mg/g YHA) verilerine uygulanan varyans analizine gore,
salisilik asit dozlar arasindaki farklilik 6nemli olmasina karsilik (p<0.01), 6rnek alim
zamanlari arasindaki farkliliklar ise onemsizdir. Toplam antosiyanin miktari igin elde
edilen tanitict istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglari, harfli gosterim geklinde,
Cizelge 4.47°de verilmistir. Cizelge 4.47°ye gore, salisilik asit uygulamasinin 50
uM’lik dozunda en yiiksek (0.0068 RD/g) antosiyanin birikimi ger¢eklesirken, en

diistik antosiyanin birikimi kontrol uygulamasi ile 10 uM’lik dozda ger¢eklesmistir.
113



Kamfor miktar1 (ug/g) esas alinarak yapilan varyans analiz sonuglar1, hem salisilik asit
dozlar1 (p<0.01) ve hem de 6rnek alma zamanlan (p<0.05) arasindaki farkliligin
istatistiki olarak O6nemli oldugunu ortaya koymustur. Buna uygun olarak yapilan
tanitict istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglari, harfli gosterim seklinde Cizelge
4.48’de verilmistir. Kamfor miktar1 salisilik asit uygulamasinin 50 uM ve 100 uM’lik
dozlarinda artig gosterirken, en yliksek kamfor birikimi kontrol kiiltiiriine gore %
40’lik bir artisla 50 pM’lik salisilik asit uygulamasindan elde edilmigstir. Salisilik
asidin 10 uM’lik dozu ise, kontrol kiiltiiriine gore, kamfor miktarinda 6nemli bir
degisiklige yol agmamustir. Diger taraftan, 6rnek alma zamanlarinin kamfor miktarinin
degisiminde dnemli bir etkisinin oldugu belirlenmistir. Ilk iki giin sonunda alinan
orneklerde kamfor miktart (sirastyla 0.3052 ve 0.3078 pg/g) bakimindan istatistiki
olarak 6nemli bir degisiklik goriilmezken, 3. giin sonunda alinan 6rneklerde kamfor

miktart (0.3210 pg/g) 6nemli miktarda artig gostermistir (Cizelge 4.48).

Hiicre sayist verilerine uygulanan varyans analizi sonucunda, gerek salisilik asit
dozlar1 ve gerekse o6rnek alma zamanlari arasinda 6nemli farkliliklarin (p<0.01) oldugu
tespit edilmistir. Diger Ozelliklerde oldugu gibi, hiicre sayisi i¢gin bulunan tanitici
istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.49°da
verilmistir. Cizelge 4.49’dan goriildiigii gibi, salisilik asit uygulamasinin biitiin dozlari
baslangi¢c kiiltiiriine gore hiicre sayisint 6nemli oOlgiide artirmistir. Baglangic
kiiltiirinde 82900 adet olan ortalama hiicre sayisi, 10 uM’lik dozda 84000’e, 50
uM’lik dozda 84386’ya ve 100 uM’lik salisilik asit uygulamasinda ise en yiiksek deger
olan 93600’¢ ulagmistir. Ayrica, 6rnek alma zamanlarinin hiicre sayisinda 6nemli bir
etkisinin oldugu belirlenmistir. Ilk iki giin sonunda alinan &rneklerde hiicre sayisi
(sirasiyla 85705 adet ve 85915 adet) istatistiki olarak Onemli bir degisiklik
gostermezken, 3. giin sonunda alinan orneklerde hiicre sayisi1 (87045 adet) 6nemli

Olctlide artig gostermistir.

Hiicre kuru agirligr (g/l) icin yapilan varyans analizi sonuglarina gore, salisilik asit
dozlar1 arasinda onemli (p<0.01) farkliliklarin oldugu, buna karsilik 6rnek alma
zamanlar1 arasindaki farkliliklarin ise istatistiki anlamda o6nemsiz oldugu
belirlenmistir. Buna gore hesaplanan tanitici istatistikler ve Tukey testi sonuclari,
harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.50°de verilmistir. Hiicre kuru agirligi salisilik asit

uygulamasinin 50 ve 100 pM’lik dozlarinda artis gosterirken, en yiiksek hiicre agirlig
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9.4481 g/l ile 100 uM’lik salisilik asit uygulamasindan elde edilmistir. Salisilik asidin
10 uM’lik dozu ise hiicre agirliginda 6nemli bir artis olusturmamis ve kontrol kiiltiirii

ile ayni1 istatistiki grup icerisinde yer almistir (Cizelge 4.50).

Hiicre canlilign (% ) verilerine uygulanan varyans analizi sonuglarina gore, artan
salisilik asit dozlar1 arasindaki farklilik istatistiki anlamda 6nemsiz oldugu, 6rnek alma
zamanlar arasindaki farkliligin ise istatistiki anlamda 6nemli (p<0.05) oldugu tespit
edilmistir. Hiicre canliligina iliskin olarak yapilan tanitici istatistik degerleri ve Tukey
testi sonuglari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.51°de verilmistir. Buna gore, hiicre
canlilig1 1. giin sonunda % 97.918 iken, 2. giin sonunda % 98.2683’¢ ¢ikmis ve {igiincii
giin sonunda azalarak % 97.7850’ye diismiistiir.

Salisilik asit (SA) bitkilerin biiylime-gelisme ve savunma sistemlerinde anahtar rol
oynayan, hiicrelerde koruyucu bazi sinyal iletim enzimlerinin indiiklenmesinde ve
fenilalanin amonyum liyaz (PAL) aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemli bir islevi olan
kimyasal elisitordiir (Thulke ve Conrath, 1998; Sgarbi ve ark., 2003; Shim ve ark.,
2003; Solecka ve Kacperska, 2003; Zhao ve ark., 2005; Chen ve ark., 2006; Shi ve
Zhu, 2008; Mutlu ve ark., 2009). Bu enzimler hiicrelerde sekonder metabolitlerin
iiretiminde en ¢ok calisan enzimler arasindadir. Bugiine kadar salisilik asit elisitoriiniin
hiicre kiiltiirlerinde basta sekonder metabolit birikimi olmak iizere hiicre bilyiimesini
tesvik ettigi pek cok galisma yapilmistir (Komaraiaha ve ark., 2005; Wang ve ark.,
2007; Prakash ve Srivastava, 2008; Ajungla ve ark., 2009; Roat ve Ramawat, 2009;
Arora ve ark., 2010; Dong ve ark., 2010; Coste ve ark., 2011; Patil ve ark., 2013; Qin
ve ark., 2014; Chodisetti ve ark., 2015; Wang ve ark., 2015; Anusha ve ark., 2016;
Gabr ve ark., 2016; Owis ve ark., 2016; Ru ve ark., 2016; Thiruvengadam ve ark.,
2016; Chung ve ark., 2017; Deepthi ve Satheeshkumar, 2017; Hajati ve ark., 2017;
Hegazi, 2017; Krsti¢-Milosevi¢ ve ark., 2017; Ma ve ark., 2017; Ptak ve ark., 2017,
Yang ve ark., 2017). Bu arastirmada salisilik asit uygulamasinin sekonder metabolit

birikimi ve hiicre biiylimesinde etkin bir elisitor oldugu belirlenmistir.

Ancak, toplam fenolik madde miktarinda salisilik asit uygulamasinin herhangi bir
etkisinin olmadig1 da saptanmitir. Bu durumun uygulama siiresinin kisa olmasi ile
ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim bazi arastiricilar (Ali ve ark., 2007,

Gadzovska ve ark.,, 2013) sekonder metabolit birikiminin hiicrelerde farkli

115



olabilecegini, fitokimyasallardan bazilarinin elisitorlere karst tepkilerinin hizli (8

saat), bazilarinin ise yavas oldugunu (7 giin ve {izeri) bildirmislerdir.
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Cizelge 4.44. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde salisilik asit dozlarimin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam fenolik

madde miktarina (mg/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglart

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

(uM) 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.6369 0.0023 0.0039 0.6382 0.0013 0.0023 0.6418 0.0013 0.0023 0.6390 0.0011 0.0034
10 0.6318 0.0007 0.0013 0.6314 0.0013 0.0022 0.6363 0.0012 0.0020 0.6332 0.0009 0.0028
50 0.6351 0.0021 0.0037 0.6364 0.0021 0.0036 0.6383 0.0021 0.0037 0.6366 0.0012 0.0035
100 0.6363 0.0032 0.0056 0.6318 0.0051 0.0089 0.6348 0.0055 0.0096 0.6343 0.0025 0.0074
G. Ort. 0.6350 0.0011 0.0039 0.6345 0.0015 0.0053 0.6378 0.0015 0.0053

Doz: 0.080; Giin: 0.212; DozXGtin: 0.888

G. Ort. :Genel Ortalama
Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata
Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.45. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde salisilik asit dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam flavanol

miktarma (mg/g YHA) etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

(uM) 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0099 0.0003 0.0006 0.0111 0.0006 0.0011 0.0115 0.0010 0.0017 0.0108 0.0004 0.0013
10 0.0102 0.0003 0.0006 0.0127 0.0009 0.0016 0.0124 0.0015 0.0027 0.0118 0.0007 0.0020
50 0.0104 0.0006 0.0010 0.0109 0.0003 0.0006 0.0114 0.0001 0.0002 0.0109 0.0002 0.0007
100 0.0117 0.0002 0.0003 0.0123 0.0010 0.0017 0.0123 0.0011 0.0019 0.0121 0.0004 0.0013
G.Ort.  0.0105b* 0.0003 0.0009 0.0118a 0.0004 0.0014 0.0119a 0.0005 0.0016

Doz: 0.149; Giin: 0.042*; DozXGiin: 0.865

*, Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
YHA: Yas Hiicre Agirligt

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.46. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde salisilik asit dozlarmin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam flavonol

miktarma (mg/g YHA) etkileri igin tanitic1 istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglar

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlar1 (giin)

Doz

(uM) 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0426 0.0002 0.0004 0.0436 0.0003 0.0005 0.0429 0.0007 0.0012  0.0430B** 0.0003 0.0008
10 0.0427 0.0012 0.0020 0.0428 0.0008 0.0014 0.0423 0.0017 0.0029 0.0426B 0.0006 0.0019
50 0.0415 0.0010 0.0017 0.0427 0.0013 0.0022 0.0436 0.0002 0.0004 0.0426B 0.0006 0.0017
100 0.0448 0.0003 0.0006 0.0459 0.0006 0.0011 0.0476 0.0004 0.0008 0.0461A 0.0005 0.0014
G. Ort. 0.0429 0.0005 0.0017 0.0437 0.0005 0.0018 0.0441 0.0007 0.0026

Doz: 0.000**; Giin: 0.152; DozXGtin: 0.517

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
YHA: Yas Hiicre Agirlig1

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.47. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde salisilik asit dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam

antosiyanin miktarina (RD/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglart

Tanitici Istatistikler

Ornek Alma Zamanlari (giin)

(Eﬁ/f) 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0053 0.0001 0.0002 0.0058 0.0002 0.0004 0.0055 0.0002 0.0004  0.0056B** 0.0001 0.0004
10 0.0055 0.0002 0.0004 0.0054 0.0004 0.0007 0.0056 0.0007 0.0011 0.0055B 0.0003 0.0008
50 0.0064 0.0002 0.0004 0.0069 0.0003 0.0005 0.0071 0.0004 0.0007 0.0068A 0.0002 0.0005
100 0.0059 0.0005 0.0008 0.0062 0.0008 0.0014 0.0059 0.0004 0.0007 0.0060AB 0.0003 0.0009
G. Ort. 0.0058 0.0003 0.0011 0.0061 0.0005 0.0017 0.0060 0.0004 0.0014

Doz: 0.000**; Giin: 0.822; DozXGtin: 0.577

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
RD: Renk Degeri

YHA: Yas Hiicre Agirligi

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.48. Achillea gypsicola tiirlinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde salisilik asit dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) kamfor miktarina

(ng/g) etkileri igin tanitic istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tantici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

(uM) 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.2561 0.0081 0.0140 0.2624 0.0089 0.0155 0.2740 0.0069 0.0120 0.2642C** 0.0048 0.2642
10 0.2592 0.0073 0.0127 0.2630 0.0092 0.0159 0.2742 0.0103 0.0179 0.2654C 0.0050 0.2654
50 0.3613 0.0069 0.0120 0.3680 0.0023 0.0040 0.3816 0.0041 0.0072 0.3703A 0.0038 0.3703
100 0.3440 0.0070 0.0122 0.3378 0.0040 0.0070 0.3542 0.0074 0.0129 0.3454B 0.0040 0.3454

G. Ort. 0.3052b* 0.0148 0.0512 0.3078b 0.0143 0.0495 0.3210a 0.0148 0.0512
Doz: 0.000**; Giin: 0.011%*; DozXGiin: 0.975

**_Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
*, Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.49. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde salisilik asit dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre sayisina

(adet) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglart

Tanitici Istatistikler

Ornek Alma Zamanlari (giin)
Doz " " m
(uM) 1.giin 2.gilin 3.glin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std.H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 82860 240.40 416.30 82720 202.8 351.2 83120 635.96 1102 82900C** 21199 635.96
10 83400 529.20 916.50 83500 152.8 264.6 85100 548.98 950.9 84000B 351.85 1055.6
50 83640 176.40 305.50 84200 230.9 400 85320 280.00 484.97 84386B 270.02  810.05
100 92920 442.40 766.30 93240 166.7 288.7 94640 218.58 378.6 93600A 306.38  919.15
G.Ort.  85705b** 1267.7 4391.4 85915b 1288.0 4462.6 87045a 1364.5 4726.7

Doz: 0.000**; Giin: 0.000**; DozXGtin: 0.376

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
** Ortak harfi olmayan giin ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.50. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde salisilik asit dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre kuru

agirligina (g/1) etkileri igin tanitict istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglart

Tanitici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)
Doz - " -
(uM) 1.giin 2.giin 3.glin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 9.2462 0.0032 0.0055 9.2452 0.0026 0.0046 9.2452 0.0026 0.0046 9.2497C** 0.0046 0.0139
10 9.2520 0.0049 0.0086 9.2568 0.0069 0.0120 9.2568 0.0069 0.0120 9.2583C 0.0041 0.0123
50 9.3333 0.0032 0.0055 9.3351 0.0027 0.0046 9.3351 0.0027 0.0046 9.3383B 0.0028 0.0083
100 9.4612 0.0402 0.0697 9.4405 0.0037 0.0064 9.4405 0.0037 0.0064 9.4481A 0.0122 0.0365
G. Ort. 9.3232 0.0276 0.0955 9.3194 0.0236 0.0817 9.3283 0.0228 0.0790

Doz: 0.000**; Giin: 0.634; DozXGtin: 0.876

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.51. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde salisilik asit dozlarinin (uM) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre canliligina

(% ) etkileri i¢in tanitic istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tantici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

(Eﬁ/f) Lgiin 2.giin 3.giin G. Ort,
Oot.  Std.H.  Std.S. Ort.  Std.H. _ Std.S. Oot. Std.H. _ Std.S. Oot.  Std.H. _ Std.S.
0 97.973 02167 _ 0.3754 907.7467 _ 0.3176 05500  97.3467 _ 0.3467 _ 0.6004 97.6889  0.1753 _ 0.5258
10 97.747 03176 _ 05500  98.6300  0.012  0.752  97.8267 _ 0.1937 _ 0.3355 98.0678  0.1796 _ 0.5389
50 97.747 03176 0.5500 98.6300  0.1012  0.752  97.8267 _ 0.1937 __ 0.3355 98.0678  0.1796 _ 0.5389
100 98.207  0.3541  0.6133 08.0667  0.1590  0.2754  98.1400  0.0872 __ 0.1510 98.1378 _ 0.1166 _ 0.3498

G.Ort. 97.918ab* 0.1425 0.4936 98.2683a 0.1404 0.4864  97.7850b 0.1286 0.4453
Doz: 0.131; Giin: 0.029%; DozXGtiin: 0.131

*, Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma



4.3.7. Kitosan Uygulamasi

Toplam fenolik madde miktari (mg/g YHA) i¢in yapilan varyans analizi sonunucunda
kitosan uygulamasinin dozlar1 ile 6rnek alma zamanalar arasindaki interaksiyonun
(doz x giin) 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.01). Buna uygun olarak hesaplanan
tanitict istatistik verileri ve Tukey testi sonuglari, harfli gosterim seklinde, Cizelge

4.52°de verilmistir.

Toplam fenolik madde miktar1 kitosan uygulamasinin 25 ve 100 mg/lI’lik
konsantrasyonlar1 kontrol kiiltiiri ile kiyaslandiginda istatistiki olarak O6nemli bir
degisim gostermemistir. Kitosan uygulamasinin 50 mg/I’lik konsantrasyonunda ise ilk
giinden baslayarak 3. giin sonuna kadar en yiiksek (sirastyla; 0.6949, 0.6989 ve 0.7080
mg/g) fenolik madde birikimi ger¢eklesmistir (Cizelge 4.52).

Toplam flavanol miktar1 (mg/g YHA) verilerinin varyans analizi kitosan
uygulamasinin dozlar1 arasindaki farkliliklarin ve 6rnek alim zamanlan (p<0.01)
arasindaki farkliligin 6nemli oldugunu ortaya koymustur. Toplam flavanol miktari i¢in
elde edilen tanitic istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglart ilgili ¢izelgelerde harfli

gosterim seklinde Cizelge 4.53 de verilmistir.

Cizelge 4.53 incelendiginde toplam flavanol miktari kitosan uygulamasinin 50 ve 100
mg/I’lik konsantrasyonlari kontrol kiiltiirii ile kiyaslandiginda istatistiki olarak 6nemli
bir degisim gosterirken, 25 mg/I’lik konsantrasyon flavanol birikiminde istatistiki
anlamda 6nemli bir etkisi olmamis ve kontrol kiiltiirii ile aym istatistiki grupta yer
almistir. En yiiksek flavanol miktar1 0.0148 mg/g ile 50 mg/I’lik, en diisiik (0.0108 ve
0.0109 mg/g) flavanol birikimi ise kontrol kiiltiiri ile 25 mg/I’lik doz uygulamasindan
elde edilmistir. lgili gizelge incelendiginde 6rnek alim zamanlarmin flavanol
birikimine 6nemli bir etkisinin oldugu gériilmiistiir. ilk giin (uygulamadan 8 saat
sonra) alinan orneklerde 0.0112 mg/g olan flavanol miktar1 2. giin sonunda 6nemli
miktarda artarak 0.0124 mg/g’a, 3. giin sonunda da 0.0130 mg/g’a ile maksimum

diizeye ulagmistir.

Toplam flavonol miktart (mg/g YHA) i¢in yapilan varyans analizine gére kitosan
uygulamasinin dozlar arasindaki farkliliklarin ve 6rnek alim zamanlar1 arasindaki

farkliliklarin 6nemli (p<0.01) oldugu tespit edilmistir. Toplam flavonol miktarina
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iliskin tanitict istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglart ilgili ¢izelgede harfli

gosterim seklinde Cizelge 4.54’de verilmistir.

Kitosan uygulamasmin 50 mg/I’lik konsantrasyonunda toplam flavonol miktar1 en
fazla (0.0477 mg/g) birikim gosterirken, diger konsantrasyonlarin flavonol
birikiminde istatistiki olarak 6nemli bir degisim gostermedigi ve kontrol kiiltiirii ile
ayni grupta yer aldifi goriilmiistiir. Ilgili ¢izelge incelendiginde &rnek alim
zamanlarmin flavonol birikimine &nemli bir etkisinin oldugu gériilmiistiir. Ik giin
(uygulamadan 8 saat sonra) alinan 6rneklerde 0.0433 mg/g olan flavonol miktar1 2.
giin sonunda O6nemli miktarda artarak 0.0443 mg/g’a ve 3. giin sonunda da 0.0455
mg/g’a ¢ikmustir (Cizelge 4.54).

Toplam antosiyanin miktar1 (mg/g YHA) degerlerinin varyans analiz sonuglari,
kitosan uygulamasinin dozlar1 arasindaki farkliliklarin (p<0.01) 6nemli, 6rnek alim
zamanlar arasindaki farkliliklarin ise 6nemsiz oldugunu ortaya koymustur. Toplam
antosiyanin miktarina iligskin olarak hesaplanan tanitici istatistik degerleri ve Tukey

testi sonuclart ilgili ¢izelgelerde harfli gosterim seklinde Cizelge 4.55°de verilmistir.

Cizelge 4.55 incelendiginde kitosan uygulamasinin biitiin konsantrasyonlarinda
toplam antosiyanin 6nemli miktarlarda degisim géstermistir. En yiiksek (0.0079 RD/g)
antosiyanin birikimi 50 mg/I’'lik kitosan uygulamasinda goriiliirken, 100 mg/lI’lik
kitosan uygulamasinda antosiyanin birikimi kontrol dozuna gére daha da azalarak en

diisiik (0.0038 RD/g) antosiyanin birikimi gergeklesmistir.

Kamfor miktar1 (ug/g) icin yapilan varyans analizi sonunucuna gore, Kitosan
uygulamasinin dozlart arasindaki farklilik (p<0.01) 6nemli, 6rnek alim zamanlari
arasindaki farklilik ise onemsiz bulunmustur. Buna uygun olarak yapilan tanitici
istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglar ilgili ¢izelgelerde harfli gosterim seklinde

Cizelge 4.56°da verilmistir.

Kamfor miktart (ug/g) kitosan uygulamasinin biitiin dozlarinda énemli miktarlarda
degisim gostermistir. Baglangi¢ kiiltliriinde 0.2642 pg/g olan kamfor birikimi 25
mg/I’lik dozda % 15°1ik bir artisla 0.6625 pg/g’a, 100 mg/I’lik dozda ise % 81°lik bir
artisla 0.4795 pg/g’a ¢ikmustir. En yiiksek kamfor miktar1 ise 0.9731 pg/g’a ile (%
268’lik artis) 50 mg/I’lik doz uygulamasindan elde edilmistir (Cizelge 4.56).
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Hiicre sayis1 (adet) verilerinin varyans analizi, kitosan uygulamasimin dozlar
arasindaki farkliliklarin ve 6rnek alim zamanlar1 arasindaki farkliligin (p<0.01) 6nemli
oldugunu ortaya koymustur. Hiicre sayis1 i¢in hesaplanan tanitici istatistik degerleri ve

Tukey testi sonuglari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.57°de verilmistir.

Cizelge 4.57 incelendiginde kitosan uygulamasinin 50 ve 100 mg/I’lik dozlar
baslangi¢c kiiltlirline gore hiicre sayisint 6nemli Olgiide artirmistir. Baslangig
kiiltiirinde 83906 adet olan ortalama hiicre sayist 25 mg/I’lik dozda 84373 adet’e
¢cikmis ancak bu artig istatistiki olarak 6nemli bulunmamaistir. Kitosan uygulamasinin
50 mg/I’lik dozunda en yiiksek (106740 adet) hiicre sayisi tespit edilirken, 100 mg/I’lik
dozda 88826 adet hiicre tespit edilmistir. Ilgili ¢izelge incelendiginde &rnek alim
zamanlarmin hiicre sayisinda dnemli bir etkisinin oldugu goriilmiistiir. ilk giin sonunda
alinan orneklerde 89905 adet olan hiicre sayisi, 2. giin sonunda 90495 adet’e, 3. giin
sonunda da 91735 adet’e ¢iktig1 tespit edilmistir.

Hiicre kuru agirligi icin yapilan varyans analizine gore kitosan uygulamasinin dozlari
arasindaki farkliliklarin (p<0.01) 6nemli, 6rnek alim zamanlari arasindaki farklilik ise
Oonemsiz bulunmustur. Hiicre kuru agirligi i¢in hesaplanan tanitici istatistik degerleri
ve Tukey testi sonuglari ilgili ¢izelgelerde harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.58’de

verilmistir.

Hiicre kuru agirligi (g/1) kitosan uygulamasinin biitiin dozlarinda 6énemi Slgiide artis
gostermistir.  En yiiksek hiicre agirhgr 9.4316 ¢/l ile 50 mg/!’lik kitosan
uygulamasindan elde edilmistir. Kitosan’in 25 ve 100 mg/I’lik dozlarinda ise sirasiyla
9.3383 ve 9.3403 g/l hiicre kuru agirligi elde edilmistir (Cizelge 4.58).

Hiicre canliligi (% ) icin yapilan varyans analizi sonunucunda kitosan uygulamasinin
dozlar1 arasindaki farklilik (p<0.01) o6nemli, 6rnek alim zamanlar1 ise Onemsiz
bulunmustur. Buna uygun olarak yapilan tanitici istatistik degerleri ve Tukey testi

sonuglart ilgili ¢izelgelerde harfli gosterim seklinde Cizelge 4.59°da verilmistir.

Cizelge 4.59 incelendiginde kitosan elisitoriiniin 25 ve 50 mg/I’lik konsantrasyonlari

hiicre canliligina 6nemli bir etkide bulumazken, 100 mg/I’lik konsantrasyon toksik etki

gostererek canli hiicre sayisin1 6nemli dlgiide azaltarak % 93.455’¢ diistirmiistiir.

Hiicreler, biyotik ve abiyotik elisitérlere maruz kaldiklarinda fizyolojik ve

biyokimyasal tepkileri olduk¢a degiskendir (Sircar and Mitra, 2008). Kitin'in
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deasetillenmis bi¢imi olan kitosan, bazi mantar tiirlerinin hiicre duvarlarinin ana
bilesenidir (Agrawal ve ark., 2002; Chakraborty ve ark., 2008). Ayni zamanda dogal,
biyouyumlu, katyonik bir biyopolimer olan kitosan, bitkilerde savunma ile ilgili
sekonder metabolitleri sentezlemek i¢in bazi patojenik mikroorganizmalarin etkilerini
taklit ederek fitokimyasallarin biyosentezi tesvik eder. Bugiine kadar Kkitosan
elisitoriiniin hiicre kiiltiirlerinde basta sekonder metabolit birikimi olmak tizere hiicre
biiylimesini tesvik ettigi pek ¢ok arastirma yapilmistir (Komaraiaha ve ark., 2003;
Cheng ve ark., 2006; Orlita ve ark., 2008; Zhao ve ark., 2010b; Ahmed ve Baig, 2014;
Gadzovska ve ark., 2014; Taurino ve ark., 2015; Meier ve ark., 2015; Gabr ve ark.,
2016; Al Khateb ve ark., 2017; Hegazi, 2017; Krsti¢-Milosevi¢ ve ark., 2017; Kumar
ve ark., 2017b; Ma ve ark., 2017; Malayaman ve ark., 2017; Singh ve ark., 2017).

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda oldugu gibi, yapilan bu arastirmada kullanilan kitosan
dozlar1 sekonder metabolit birikimini ve hiicre bliylimesini olumlu yonde tesvik ederek

hiicre kiiltiirlerinde 6nemli bir biyotik stres kaynagi oldugunu ortaya koymustur.

128



6¢T

Cizelge 4.52. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kitosan dozlarinin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarimin (giin) toplam fenolik

madde miktarina (mg/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglar

Tanttic1 Istatistikler

Doz (mg/l) Ornek Alma Z. (giin) Ortalama Standart Hata Standart Sapma
1 0.6369Ac** 0.0023 0.0039

0 2 0.6382Ab 0.0013 0.0023
3 0.6418Ab 0.0013 0.0023

1 0.6481Abc 0.0034 0.0059

25 2 0.6487Ab 0.0047 0.0081
3 0.6481Ab 0.0027 0.0047

1 0.6949Aa 0.0033 0.0057

50 2 0.6989Aa 0.0034 0.0059
3 0.7080Aa 0.0017 0.0030

1 0.6580Ab 0.0021 0.0036

100 2 0.6477Ab 0.0030 0.0051
3 0.6445Ab 0.0025 0.0043

Doz: 0.000; Giin: 0.540; DozXGtin: 0.006**

** Ortak harfi olmayan doz x giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
YHA: Yas Hiicre Agirligi
Z: Zaman
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Cizelge 4.53. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kitosan dozlarinin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam flavanol

miktarma (mg/g YHA) etkileri igin tanitic1 istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglar

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

(mg/l) 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0099 0.0003 0.0006 0.0111 0.0006 0.0011 0.0115 0.0010 0.0017  0.0108C** 0.0004 0.0013
25 0.0104 0.0006 0.0010 0.0109 0.0003 0.0006 0.0114 0.0001 0.0002 0.0109C 0.0002 0.0007
50 0.0141 0.0004 0.0007 0.0150 0.0002 0.0004 0.0152 0.0006 0.0011 0.0148A 0.0003 0.0009
100 0.0104 0.0006 0.0010 0.0126 0.0005 0.0009 0.0138 0.0007 0.0013 0.0122B 0.0006 0.0018

G. Ort. 0.0112b** 0.0005 0.0019 0.0124a 0.0005 0.0018 0.0130a 0.0006 0.0019
Doz: 0.000**; Giin: 0.000**; DozXGtin: 0.432

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
** Ortak harfi olmayan giin ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
YHA: Yas Hiicre Agirligi

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma



TET

Cizelge 4.54. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kitosan dozlarinin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam flavonol

miktarina (mg/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tanitici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

(38/20 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0426 0.0002 0.0004 0.0436 0.0003 0.0005 0.0429 0.0007 0.0012  0.0430B** 0.0003 0.0008
25 0.0415 0.0010 0.0017 0.0427 0.0013 0.0022 0.0436 0.0002 0.0004 0.0426B 0.0006 0.0017
50 0.0464 0.0008 0.0014 0.0470 0.0009 0.0016 0.0498 0.0001 0.0003 0.0477A 0.0006 0.0019
100 0.0426 0.0009 0.0015 0.0437 0.0008 0.0014 0.0460 0.0012 0.0021 0.0441B 0.0007 0.0021

G. Ort. 0.0433b** 0.0006 0.0022 0.0443ab 0.0006 0.0022 0.0455a 0.0009 0.0030
Doz: 0.000**; Giin: 0.002**; DozXGiin: 0334

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
** Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
YHA: Yas Hiicre Agirligi

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.55. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde Kitosan dozlarmin (mg/l) ve érnek alma zamanlarinin (giin) toplam antosiyanin

miktarina (RD/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglart

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlar1 (giin)

Doz

(mg/l) 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0053 0.0001 0.0002 0.0058 0.0002 0.0004 0.0055 0.0002 0.0004  0.0056C** 0.0001 0.0004
25 0.0064 0.0002 0.0004 0.0069 0.0003 0.0005 0.0071 0.0004 0.0007 0.0068B 0.0002 0.0005
50 0.0079 0.0001 0.0002 0.0079 0.0005 0.0009 0.0080 0.0004 0.0006 0.0079A 0.0002 0.0006
100 0.0038 0.0006 0.0011 0.0035 0.0008 0.0013 0.0041 0.0007 0.0012 0.0038D 0.0004 0.0011
G. Ort. 0.0059 0.0005 0.0016 0.0060 0.0005 0.0019 0.0062 0.0005 0.0017

Doz: 0.000**; Giin: 0.543; DozXGtin: 0.946

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
RD: Renk Degeri

YHA: Yas Hiicre Agirligi

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.56. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kitosan dozlarinin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) kamfor miktarina

(ng/g) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

(mg/l) 1.giin 2.giin 3.gilin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.2561 0.0081 0.0140 0.2624 0.0089 0.0155 0.2740 0.0069 0.0120  0.2642D** 0.0048 0.0144
25 0.6512 0.0135 0.0234 0.6617 0.0072 0.0124 0.6746 0.0105 0.0181 0.6625B 0.0063 0.0190
50 0.9613 0.0066 0.0114 0.9684 0.0024 0.0041 0.9895 0.0031 0.0053 0.9731A 0.0048 0.0143
100 0.4573 0.0101 0.0175 0.4773 0.0123 0.0214 0.5037 0.0647 0.1121 0.4795C 0.0204 0.0611
G. Ort. 0.5815 0.0785 0.2720 0.5925 0.0782 0.2708 0.6105 0.0799 0.2769

Doz: 0.000**; Giin: 0.152; DozXGtin: 0.996

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.57. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kitosan dozlarinin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre sayisina (adet)

etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanitici Istatistikler

Ornek Alma Zamanlari (giin)

(33/20 Lgiin 2.giin 3.giin G. Ort.
ot.  Std.H.  std.S. Oort.  Std.H.  sStd.s. Oort. Std.H.  Std.S. Oort.  Std.H. _ Std.S.
0 82840 2404 416.3 82760  202.8 351 83120 636 11015  83906C** 2119 6359
25 83600 1764 3055 84200  230.9 400 85320 280 484.9 84373C 2700 _ 810.0
50 104520 1073 1858.3 106500  288.7 500 109200 2037 3528 106740A 9341  2802.4
100 88660 466.7  808.3 88520  693.6 1201 89300 120 208.2 88826B 2734  820.2
G.Or.  89905h** 2641 9148 90495ab 2863 9919 01735a 3124 10822

Doz: 0.000**; Giin: 0.009**; DozXGtiin: 0.184

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
** Ortak harfi olmayan giin ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.58. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde kitosan dozlarinin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre kuru agirhigina

(o/l) etkileri igin tanitic istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

(mg/l) 1.giin 2.giin 3.gilin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 9.2462 0.0032 0.0055 9.2452 0.0026 0.0046 9.2578 0.0138 0.0239  9.2497C** 0.0046 0.0139
25 9.3333 0.0032 0.0055 9.3351 0.0027 0.0046 9.3465 0.0049 0.0084 9.3383B 0.0028 0.0083
50 9.4192 0.0088 0.0152 9.4294 0.0146 0.0253 9.4461 0.0266 0.0460 9.4316A 0.0099 0.0298
100 9.3378 0.0017 0.0029 9.3390 0.0016 0.0028 9.3443 0.0014 0.0025 9.3403B 0.0013 0.0038
G. Ort. 9.3341 0.0186 0.0644 9.3372 0.0199 0.0689 9.3487 0.0211 0.0732

Doz: 0.000**; Giin: 0.126; DozXGtin: 0.975

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<<0.01).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.59. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde Kitosan dozlarinin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre canliligina

(%) etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanitici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

(38/20 1.giin 2.gilin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 97.9733 0.2167 0.3754 97.7467 0.3176 0.5500 97.3467 0.3467 0.6004 97.6889A** 0.1753 0.5258
25 97.7467 0.3176 0.5500 98.6300 0.1012 0.1752 97.8267 0.1937 0.3355 98.0678A 0.1796 0.5389
50 97.8373 0.2314 0.4007 97.3467 0.3994 0.6918 97.6733 0.7134 1.2356 97.6191A 0.2557 0.7670
100 93.2333 0.4978 0.8622 93.8333 0.3180 0.5508 93.3000 0.6658 1.1533 93.4556B 0.2739 0.8218
G. Ort. 96.6977 0.6202 2.1486 96.8892 0.5652 1.9580 96.5367 0.6088 2.1089

Doz: 0.000**; Giin: 0.472; DozXGiin: 0.581

**_Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.01).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma



4.3.8. Maya Ekstrakti Uygulamasi

Toplam fenolik madde miktar1 (mg/g YHA) i¢in yapilan varyans analizi sonucunda,
maya dozlari ile 6rnek alma zamanlari arasindaki farkliligin 6nemli oldugu (p<0.01)
bulunmustur. Buna uygun olarak hesaplanan tanitici istatistik verileri ve Tukey testi
sonugclari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.60°da verilmistir. Toplam fenolik madde
miktart 25 ve 50 mg/I’lik maya uygulamalarinda baslangig kiiltiirii ile kiyaslandiginda
istatistiki anlamda 6nemli bir degisim gostermezken, 100 mg/1’lik doz uygulamasinda

en yliksek (0.7018 mg/g) fenolik madde birikimi tespit edilmistir (Cizelge 4.60).

Toplam flavanol miktar1 (mg/g YHA) verilerinin varyans analizi maya dozlar
arasindaki farkliliklarin (p<0.01) ve o6rnek alma zamanlari arasindaki farkliligin
(p<0.05) 6nemli oldugunu ortaya koymustur. Toplam flavanol miktari i¢in elde edilen
tanitici istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglari, harfli gésterim seklinde, Cizelge
4.61°de verilmistir. Kontrol kiiltiirii ile istatistiki olarak ayni1 grup igerisinde yer alan
25 mg/I’lik maya dozu toplam flavanol birikiminde etkili olmamistir. Buna karsilik;
kontrol kiiltiirinde 0.0108 mg/g olan toplam flavanol miktari, 50 mg/I’'lik maya
uygulamasiyla 0.0030 mg/g artarak 0.0138 mg/g’a, 100 mg/I’lik maya uygulamasiyla
da 0.0069 mg/g artarak 0.0177 mg/g’a ¢ikmistir. Diger taraftan, ilgili ¢izelgeden, 6rnek
alim zamanlarinin flavanol birikimine énemli bir etkisinin oldugu goriilmektedir. i1k
giin (uygulamadan 8 saat sonra) alinan 6rneklerde 0.0126 mg/g olan flavanol miktart,
2. giin sonunda 0.0133 mg/g’a, 3. giin sonunda da 0.0139 mg/g’a ¢cikmistir (Cizelge
4.61).

Toplam flavonol miktar1 (mg/g YHA) igin yapilan varyans analizine gore, maya
dozlar1 arasindaki farkliliklarin 6nemli (p<0.01), 6rnek alim zamanlar1 arasindaki
farkliliklarin ise 6nemsiz oldugu tespit edilmistir. Toplam flavonol miktarina iliskin
tanitici istatistik degerleri ve Tukey testi sonuglari, harfli gésterim seklinde, Cizelge
4.62°de verilmigtir. Buradan, maya ekstraktinin 25 ve 50 mg/I’lik dozlarinin toplam
flavonol miktarmi etkilemedigi, fakat 100 mg/I’lik maya uygulamasinin flavonol

birikimini 6nemli dl¢lide artirdigr goriilmektedir.

Toplam antosiyanin miktar1 (RD/g YHA) degerlerinin varyans analizi, artan dozlarda
maya uygulamalar1 arasindaki farkliliklarin (p<0.01) ve oOrnek alim zamanlar

arasindaki farkliligin 6nemli (p<0.05) oldugunu ortaya koymustur. Toplam
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antosiyanin miktarina iligkin olarak hesaplanan tanitici istatistik degerleri ve Tukey
testi sonuglari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.63’de verilmistir. Kontrol kiiltiirii
ile istatistiki olarak ayn1 grup igerisinde yer alan 25 mg/I’lik maya uygulamasi toplam
antosiyanin miktarinda herhangi énemli bir degisiklik meydana getirmemistir. Diger
taraftan, mayanin; 50 mg/1I’lik dozunda 0.0080 RD/g antosiyanin birikimi goriiliirken,
100 mg/I’lik maya dozunda ise 0.0122 RD/g ile en yiiksek antosiyanin miktar1 tespit
edilmistir. Ilgili ¢izelge incelendiginde, ornek alim zamanlarinin antosiyanin
birikimine énemli bir etkisinin oldugu gériilmektedir. ilk giin (uygulamadan 8 saat
sonra) alinan 6rneklerde 0.073 RD/g olan antosiyanin miktari, 2. giin sonunda 0.080

RD/g’a, 3. giin sonunda da 0.0084 RD/g’a ¢ikmustir (Cizelge 4.63).

Kamfor miktar1 (png/g) i¢in yapilan varyans analizi sonucuna gore, maya dozlari
arasindaki farkliligin (p<0.01) ve 6rnek alim zamanlar1 arasindaki farkliliklarin 6nemli
oldugu bulunmustur (p<0.05) Buna uygun olarak yapilan tanitic1 istatistik degerleri ve
Tukey testi sonuglari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.64°de verilmistir. Cizelge
4.64 incelendiginde, kamfor miktarinin uygulanan maya dozlar1 ile 6nemli miktarda
artis gosterdigi agik¢a goriilmektedir. Kamfor miktarinda, 25 mg/I’lik dozda % 255,
50 mg/I’'lik % 570 ve 100 mg/I’lik dozda ise % 831’lik bir atis saglanmistir Kontrol
kiiltiirii ile kiyaslandiginda, en yiliksek (2.4572 pg/g) kamfor birikimi 100 mg/I’lik
maya uygulamasindan elde edilirken, bunu 1.7702 pg/g ile 50 mg/1’lik maya dozu
takip etmistir. En diisiik kamfor birikimi ise 0.02642 pg/g ile maya uygulanmayan
kontrol (baslangic) kiiltiiriinden elde edilmistir. Diger taraftan, ilgili ¢izelgeden, 6rnek
alim zamanlarinin kamfor birikimine énemli bir etkisinin oldugu gériilmektedir. lk
giin (uygulamadan 8 saat sonra) alinan 6rneklerde 1.3507 pg/g olan kamfor miktari, 2.

giin sonunda 1.3575 pg/g’a ve 3. giin sonunda da 1.3631 pg/g’a ciktigr belirlenmistir.

Hiicre sayisi verilerinin varyans analizi artan maya dozlar arasindaki farkliligin ve
ornek alma zamanlar arasindaki farkliliklarin (p<0.01) 6nemli oldugunu ortaya
koymustur. Hiicre sayisi i¢in hesaplanan tanitici istatistik degerleri ve Tukey testi
sonuglari, harfli gésterim seklinde, Cizelge 4.65°de verilmistir. Buna gore, hiicre sayisi
uygulanan maya dozlar1 ile dnemli miktarda artis gostermistir. Baslangi¢ kiltiiriinde
82906 adet olan hiicre sayis1 25 mg/I’lik dozda 84386, 50 mg/I’lik dozda 106593 ve
100 mg/I’lik dozda ise 113260 adet’e ulasmistir. Tlgili ¢izelge incelendiginde, 6rnek

alim zamanlarinin hiicre saysinda dnemli bir etkisinin oldugu gériilmektedir. ilk giin
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(uygulamadan 8 saat sonra) alinan 6rneklerde 96145 adet hiicre sayisi, 2. giin sonunda

96880’e ve 3. giin sonunda da 97335 adet’e ulagmustir.

Hiicre kuru agirligr (g/1) i¢in yapilan varyans analizine gore, maya dozlar1 arasindaki
farklilikk 6nemli (p<0.01), 6rnek alma zamanlar1 arasindaki farklilik ise Onemsiz
bulunmustur. Hiicre kuru agirligi i¢in hesaplanan tanitici istatistik degerleri ve Tukey
testi sonuclari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.66’da verilmistir. Cizelge 4.66
incelendiginde, hiicre kuru agirli§inda uygulanan maya dozlari ile 6nemli miktarda
artis gerceklestigi goriilmektedir. Kontrol kiiltiiriinde 9.2497 g/l olan hiicre kuru
agirhi@l, 25 mg/I’lik dozda 9.4481 g/I’ye, 50 mg/I’'lik dozda 9.5264 g/1I’ye ve 100
mg/I’lik dozda ise 9.6358 g/1’ye ¢ikmustir.

Hiicre canliligi (% ) i¢in yapilan varyans analizi sonucunda, maya dozlar1 arasindaki
farklilik 6nemli (p<0.01), 6rnek alma zamanlar arasindaki farklilik ise Onemsiz
bulunmustur. Buna uygun olarak yapilan tanitici istatistik degerleri ve Tukey testi
sonugclari, harfli gosterim seklinde, Cizelge 4.67°de verilmistir. Buna gore, 50 ve 100
mg/I’lik maya dozlarinin, kontrol kiiltiiriiyle kiyaslandiginda hiicre canliligin1 6nemli
Ol¢iide artirdigl, 25 mg/I’lik maya dozunun ise ortalama canli hiicre sayisinda énemli

bir artis saglamadigi tespit edilmistir.

Endofitik mantarlardan biri olan maya; bitki hiicrelerinde sekonder metabolitlerin
birikimini artirarak bitkiyi fitopatojenik mikroorganizmalara kars1 korumakla birlikte,
bitkinin abiyotik stres faktorlerine Karsi toleransini da artirdigi yapilan ¢alismalarda
ortaya konulmustur (Redman ve ark., 2002; Arnold ve ark., 2003; Waller ve ark., 2005;
Zhang ve ark., 2006; Akello ve ark., 2007; Bae ve ark., 2009; Giordano ve ark., 2009).
Son yillarda endofitik mantarlarin hiicre kiiltiirlerinde sekonder metabolitlerin
birikimini ve hiicre biiylimesini tesvik ettigini bildiren pek¢ok ¢alisma yapilmistir (Ge
ve ark., 2005; Shi ve ark., 2007; Ajungla ve ark., 2009; Roat ve Ramawat, 2009; Zhao
ve ark., 2010a; Hong ve ark., 2012; Ahmed ve Baig, 2014; Nasiri-Bezenjani ve ark.,
2014; El-Nabarawy ve ark., 2015; Zaker ve ark., 2015; Bosila ve ark., 2016; Deepthi
ve ark., 2016; Li ve ark., 2016; Naikawadi ve ark., 2016; Owis ve ark., 2016; Park ve
ark., 2016; Al Khateb ve ark., 2017; Dowom ve ark., 2017; Isah, 2017; Kochan ve ark.,
2017; Krsti¢-Milosevi¢ ve ark., 2017; Ma ve ark., 2017; Sing ve ark., 2017; Trong ve

ark., 2017). Bu ¢alisma sonuglar1 da daha 6nce hiicre kiiltiirlerinde farkli bitki tiirleri
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tizerinde yapilan maya elisitor uygulamalarinin sonuglarini destekler yonde sekonder

metabolitlerin birikimini ve hiicre bliylimesini artirmistir.
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Cizelge 4.60. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde maya ekstrakti dozlarmin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam

fenolik madde miktarina (mg/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

(mg/l) 1.giin 2.giin 3.gilin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.6369 0.0023 0.0039 0.6382 0.0013 0.0023 0.6418 0.0013 0.0023  0.6390B** 0.0011 0.0034
25 0.6481 0.0031 0.0053 0.6487 0.0037 0.0064 0.6482 0.0026 0.0044 0.6483B 0.0016 0.0047
50 0.6374 0.0265 0.0460 0.6451 0.0299 0.0518 0.6525 0.0255 0.0442 0.6450B 0.0139 0.0416
100 0.6955 0.0024 0.0041 0.7008 0.0018 0.0031 0.7091 0.0007 0.0011 0.7018A 0.0022 0.0065
G. Ort. 0.6545 0.0093 0.0321 0.6582 0.0099 0.0343 0.6629 0.0098 0.0339

Doz: 0.000**; Giin: 0.694; DozXGtin: 0.998

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
YHA: Yas Hiicre Agirligi

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.61. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde maya ekstraktt dozlarmin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarimin (giin) toplam

flavanol miktarina (mg/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

(mg/l) 1.giin 2.giin 3.gilin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0099 0.0003 0.0006 0.0111 0.0006 0.0011 0.0115 0.0010 0.0017  0.0108C** 0.0004 0.0013
25 0.0103 0.0006 0.0010 0.0106 0.0002 0.0004 0.0111 0.0003 0.0004 0.0107C 0.0002 0.0007
50 0.0132 0.0008 0.0013 0.0138 0.0008 0.0014 0.0145 0.0012 0.0020 0.0138B 0.0005 0.0015
100 0.0170 0.0002 0.0004 0.0177 0.0002 0.0004 0.0185 0.0002 0.0004 0.0177A 0.0002 0.0007

G. Ort. 0.0126b* 0.0009 0.0031 0.0133ab 0.0009 0.0030 0.0139a 0.0010 0.0033
Doz: 0.000**; Giin: 0.023*; DozXGtiin: 0.990

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.01).
*, Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
YHA: Yas Hiicre Agirligi

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.62. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde maya ekstrakti dozlarmin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) toplam

flavonol miktarina (mg/g YHA) etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

(mg/l) 1.giin 2.giin 3.gilin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0426 0.0002 0.0004 0.0436 0.0003 0.0005 0.0429 0.0007 0.0012  0.0430B** 0.0003 0.0008
25 0.0408 0.0004 0.0007 0.0420 0.0007 0.0012 0.0429 0.0007 0.0012 0.0419B 0.0004 0.0013
50 0.0437 0.0004 0.0007 0.0419 0.0025 0.0043 0.0458 0.0008 0.0015 0.0438B 0.0009 0.0028
100 0.0467 0.0007 0.0012 0.0483 0.0013 0.0022 0.0491 0.0007 0.0011 0.0480A 0.0006 0.0017
G. Ort. 0.0434 0.0007 0.0023 0.0439 0.0010 0.0034 0.0452 0.0008 0.0029

Doz: 0.000**; Giin: 0.051; DozXGtin: 0.314

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
YHA: Yas Hiicre Agirligt

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.63. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre slispansiyon kiiltiirlerinde maya ekstraktt dozlarmin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarimin (giin) toplam

antosiyanin miktarina (RD/g YHA) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

(mg/l) 1.giin 2.giin 3.gilin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.0053 0.0001 0.0002 0.0058 0.0002 0.0004 0.0055 0.0002 0.0004  0.0056C** 0.0001 0.0004
25 0.0054 0.0012 0.0020 0.0059 0.0007 0.0013 0.0061 0.0008 0.0013 0.0058C 0.0005 0.0014
50 0.0075 0.0004 0.0006 0.0080 0.0006 0.0011 0.0086 0.0002 0.0004 0.0080B 0.0003 0.0008
100 0.0108 0.0002 0.0004 0.0124 0.0003 0.0006 0.0134 0.0006 0.0010 0.0122A 0.0004 0.0013

G. Ort. 0.0073b* 0.0007 0.0025 0.0080ab 0.0008 0.0029 0.0084a 0.0010 0.0033
Doz: 0.000**; Giin: 0.021%*; DozXGiin: 0.478

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
*, Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
RD: Renk Degeri

YHA: Yas Hiicre Agirligi

G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.64. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde maya ekstrakti dozlarinin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) kamfor

miktarma (ug/g) etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlar1 (giin)

Doz

(mg/l) 1.giin 2.giin 3.gilin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 0.2561 0.0081 0.0140 0.2624 0.0089 0.0155 0.2740 0.0069 0.0120  0.2642D** 0.0048 0.0144
25 0.9401 0.0082 0.0142 0.9388 0.0055 0.0095 0.9313 0.0078 0.0135 0.9368C 0.0039 0.0116
50 1.7641 0.0029 0.0051 1.7708 0.0016 0.0028 1.7757 0.0038 0.0066 1.7702B 0.0022 0.0067
100 2.4425 0.0038 0.0067 2.4580 0.0053 0.0092 2.4713 0.0021 0.0036 2.4572A 0.0046 0.0138

G. Ort. 1.3507b* 0.2491 0.8628 1.3575ab 0.2503 0.8671 1.3631a 0.2510 0.8693
Doz: 0.000**; Giin: 0.025*; DozXGtin: 0.137

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
*, Ortak harfi olmayan giin ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.65. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde maya ekstrakti dozlarinin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre

sayisina (adet) etkileri igin tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlar1 (giin)

(33/20 Lgiin 2.giin 3.giin G. Ort.
ot.  Std.H.  std.S. Oort.  Std.H.  sStd.s. Oort. Std.H.  Std.S. Oort.  Std.H. _ Std.S.
0 82840 2404 416.3 82760  202.8 351 83120 636 11015  83906D** 2119 6359
25 83640 1764 3055 84200  230.9 400 85320 280 484.9 84386C  270.1 810
50 105220 308.1 5336 107200 885.7 1534 107360 384 6658 1065938 442.2 1327
100 112880 1764 3055 113360 260.3 451 113540 260 450.9  113260A  157.2 4717
G.Or.  96145p** 3073 13763 96880ab 40917 14174 07335a 4021  13930.5

Doz: 0.000**; Giin: 0.001**; DozXGtin: 0.174

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
** Ortak harfi olmayan giin ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.66. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde maya ekstrakti dozlarmin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin)hiicre kuru

agirhigima (g/1) etkileri igin tanitict istatistik degerleri ve karsilagtirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

(mg/l) 1.giin 2.giin 3.giin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 9.2462 0.0032 0.0055 9.2452 0.0026 0.0046 9.2578 0.0138 0.0239  9.2497D** 0.0046 0.0139
25 9.4612 0.0402 0.0697 9.4405 0.0037 0.0064 9.4427 0.0037 0.0063 9.4481C 0.0122 0.0365
50 9.5192 0.0088 0.0152 9.5387 0.0055 0.0095 9.5212 0.0147 0.0255 9.5264B 0.0061 0.0182
100 9.6342 0.0008 0.0015 9.6364 0.0010 0.0018 9.6368 0.0008 0.0014 9.6358A 0.0006 0.0018
G. Ort. 9.4652 0.0434 0.1503 9.4652 0.0436 0.1512 9.4646 0.0418 0.1449

Doz: 0.000**; Giin: 0.998; DozXGtin: 0.772

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0.01).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma
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Cizelge 4.67. Achillea gypsicola tiiriinde hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde maya ekstrakti dozlarinin (mg/l) ve 6rnek alma zamanlarinin (giin) hiicre

canliligina (% ) etkileri i¢in tanitici istatistik degerleri ve karsilastirma sonuglari

Tanztici Istatistikler
Ornek Alma Zamanlari (giin)

Doz

(mg/l) 1.giin 2.giin 3.gilin G. Ort.
Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S. Ort. Std. H. Std. S.
0 97.9733 0.2167 0.3754 97.7467 0.3176 0.5500 97.3467 0.3467 0.6004 97.69C** 0.1753 0.5258
25 97.5373 0.4876 0.8446 98.0567 0.1690 0.2926 98.0333 0.0333 0.0577 97.88BC 0.1716 0.5149
50 98.2067 0.3163 0.5478 98.3533 0.1947 0.3372 98.4500 0.1607 0.2784 98.34AB 0.1221 0.3662
100 98.5040 0.1021 0.1768 98.9633 0.2477 0.4290 98.9877 0.1085 0.1879 98.82A 0.1147 0.3440
G. Ort. 98.0553 0.1712 0.5931 98.2800 0.1695 0.5871 98.2044 0.1998 0.6921

Doz: 0.000**; Giin: 0.460; DozXGtin: 0.368

** Ortak harfi olmayan doz ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.01).
G. Ort. :Genel Ortalama

Ort: Ortalama

Std. H. : Standart Hata

Std. S. : Standart Sapma



5. SONUC ve ONERILER

Achillea gypsicola tiiriinde kallus kiiltiirii ile sekonder metabolit iiretim potansiyelinin
belirlenmesine yonelik gerceklestirilen bu arastirma projesinde asagida sunulan sonuglar elde

edilmistir.

Achillea gypsicola tiiriine ait tohumlarda; in vitro kosullarda ¢imlenme sorunu ¢oziilmiistiir.
Buna gore, en yiiksek ¢imlenme orani (% 100) 48 saat potasyum nitrat ¢ozeltisinde bekletilmis

ve 2 mg/l GAs igeren besi (MS) ortaminda kiiltiire alinan tohumlardan elde edilmistir.

Achillea gypsicola tiiriinde; en iyi kallus olugsumu saglayan besi ortam1 (MS ve B5), hormon
kombinasyonu (sitokinintoksin) ve eksplant kaynagi (gdvde segmenti ve yaprak diski)
belirlenmigtir. Buna gore; MS ortaminda en iyi kallus olusumu (756 mg kallus agirlig: ve %
100 kallus) eksplant kaynagi olarak gévde segmentinin kullanildigir 0.0 mg/l BAP+2.0 mg/I
IBA igeren hormon kombinasyonundan, BS ortaminda ise en iyi kallus olusumu (1600 mg
kallus agirligt ve % 100 kallus olusumu), eksplant kaynagi olarak goévde segmentinin

kullanildig1 0.5 mg/l BAP+0.5 mg/l NAA iceren hormon kombinasyonundan elde edilmistir.

Achillea gypsicola tiiriinde, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasinda kullanilacak
besi ortami (BS5), besi ortamina ilave edilecek hormon kombinasyonu (0.5 mg/l BAP+0.5 mg/1
NAA) ve eksplant kaynagi (govde segmenti) belirlenmistir.

Genel olarak elisitor uygulamalarinda 6rmek alim zamanlarinin sekonder metabolit birikimi ve
hiicre biiylimesinde cok etkili olmadig1 goriilmiistiir. Ancak dozlarin ¢ok etkili oldugu

gorilmistiir

Isik uygulamalarinin, karanlik uygulamalarina gore sekonder metabolit (toplam fenolik
madde, toplam flavanol, toplam flavonol, toplam antosiyanin ve kamfor) birikimini ve hiicre

biiylimesini (hiicre sayist ve hiicre kuru agirligi) daha fazla tesvik ettigi tespit edilmistir.

Kadmiyum klorit ve giimiis nitrat uygulamalar arasinda 25 pM’lik konsantrasyonun sekonder
metabolit birikiminde ve hiicre biiyiimesinde en etkili doz oldugu, 50 pM’lik konsantrasyonun
ise her iki uygulamada da hiicrelerde toksik etki yaptigi ve canli hiicre sayisin1 onemli dl¢iide

azalttig1 belirlenmistir.

Metil jasmonat uygulamalarimin genel olarak sekonder metabolit birikimini ve hiicre
biliyiimesini tegvik ettigi, ancak toplam antosiyanin ve flavonol miktarin1 énemli 6lglide

azalttig1 belirlenmistir.

Sorbitol uygulamalar1 arasinda 50 g/I’'lik dozun sekonder metabolit birikiminde ve hiicre

biiyiimesinde en etkili doz oldugu tespit edilmistir.
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Salisilik asit, kitosan ve maya ekstrakti uygulamalariin sekonder metabolit birikimini ve

hiicre biiylimesini artirdig1 tespit edilmistir.

Toplam fenolik madde, flavanol ve flavonol miktarimi 1s1k uygulamalarinin  diger

uygulamalara gore daha fazla artirdig1 belirlenmistir.

Toplam antosiyanin birikiminin en fazla (0.0122 mg/g YHA) oldugu elisitér uygulamasi maya

ekstrakti olmustur.

Uygulamalar arasinda en yiiksek kamfor birikimi (2.4572 pg/g) maya ekstrakti uygulamasinin
100 mg/I’'lik dozunda gergeklesmis ve baslangig kiiltiiriine gére kamfor miktarinda % 831°lik

bir artis saglanmistir.

Arastirmadan elde edilen sonuglar, Achillea gypsicola tiiriiniin hiicre kiiltiirlerine uygulanan
elisitorlere karsi olumlu tepki vererek sekonder metabolit {iretiminde kullanilabilecegini

ortaya koymustur.

Basta kamfor terpeni olmak iizere diger sekonder metabolitlerin iiretim protokolleri
belirlenmistir. Bu protokoller kullanilarak antikarsinojen bir bilesik olan kamfor terpeninin
biyoreaktérlerle yiiksek miktarlarda iiretimi s6z konusu olabilir. Ozellikle kamfor gibi degerli
olan bu fitokimyasallarin hiicre kiiltiirleri kullanilarak biyoreaktorlerde yiiksek saflikta
iiretilmeleri basta tip ve eczacilik olmak {izere endiistrinin diger alanlarinda da etkin bir sekilde

kullanilmasina imkan tantyacaktir.

Biiyiik bir ticari pazara sahip olan bu fitokimyasallar 6zellikle tilke olarak sahip oldugumuz
biyolojik zenginliklerimizin ekonomik ¢ikarlara doniistiiriilmesi konusunda katkilar

saglayabilir.
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