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Bu ¢alismanin amaci, Hypericum triquetrifolium Turra.’nin in vitro kallus ve
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden toplam hiperisin tiretimini arttirmak igin etkili bir
siispansiyon kiiltiirii yontemi gelistirmektir. Kallus ve siispansiyon Kkiiltiirlerinin
paketlenmis hiicre hacmi, taze agirlik ve kuru agirliklar1 gibi biiyiime parametreleri
Olclilmiigtiir. ~ Suispansiyon  kiiltiirlerinin ~ geligmesi  lizerine  bitki  biiyiime
diizenleyicilerinin etkileri 6zellikle ¢aligilmistir.

I1k olarak kallus kiiltiirii ¢alismalarinda ana materyal olarak kullanilacak olan
en uygun eksplantin (bitki parcasi) tespiti i¢in; dogal yetisme ortamindan toplanan H.
triquetrifolium’un yaprak, ¢icek, govde ve kok kisimlariin total hiperisin igerikleri
arastirilmistir. En yiiksek total hiperisin igerigi bitkinin yaprak kismindan elde
edilirken (1.95 + 0.0027 mg/g) en diistik hiperisin i¢erigi de koklerden elde edilmigtir
(0.08 = 0.0015 mg/g). Daha yiiksek total hiperisin igeren yaprak pargalarindan kallus
olusturmak i¢in ¢esitli hormon kombinasyonlar1 c¢alisildi. En uygun kallus olusum
orant (% 92.3) 1 mg/l BA + 2 mg/l NAA igeren MS besi ortamindan elde edildi. Bu
ortamdan elde edilen kalluslar, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin baglatilmasinda ana
materyal olarak kullanildi.

Kalluslar, 1 mg/l BA + 2 mg/l NAA igeren sivi MS ortamina alinarak
siispansiyon ¢aligmalar1 baglatildi. Hiicrelerin birbirinden ayrilmasinin saglamak igin
siispansiyon kiiltiirii ortami1 sirastyla 500 um, 250 um ve 100 pm por g¢apindaki
stizgeclerden gecirildi.  Siispansiyon kiiltiirlerinin ~ biiyiime parametrelerinin
aragtirtlmasi icin iki farkli hormon kombinasyonu kullanildi. 1 mg/l BA+ 2 mg/l

NAA igeren MS besin ortaminda gelisen hiicreler, kiiltiiriin 20. giiniinde en yiiksek



bliylime orani seviyesine ulasti, paketlenmis hiicre hacmi (PHH) 2.33 kat, yas agirlik
5.5 kat ve kuru agirlik 6.30 kat artis gosterdi. 1 mg/l BA + 0.4 mg/1 2,4-D igceren MS
besin ortaminda gelisen hiicrelerin biiylime parametreleri 1 mg/l BA + 2 mg/l NAA
ortamina paralel bir artig gdsterdi.

H. triguetrifolium’un in vitro kiiltiirlerinden elde edilen total hiperisin
igerikleri (0.0018 £+ 0.00026 mg/g) dogada yetisen bitkilerin yapraklarindan (1.95 +
0.0027 mg/g) ¢ok daha diisiik olmasina ragmen, in vitro adapte edilmis kiiltlirlerin

hiperisin liretmeleri bu tiir ¢aligmalarin iimitvar bir sistem oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Hypericum triquetrifolium Turra., Hiperisin, Kallus

kiiltiirti, Stispansiyon kiiltiirti, UV -Spektrofotometresi.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate an efficient suspension culture
allowing to improve total hypericin production from calli and cell suspension
cultures in Hypericum triquetrifolium Turra. in vitro cultures. Growth parameters
such as packed cell volume (PCV), fresh weight and dry weight were determined.
The role of plant growth regulator treatments has been particularly studied on
suspension culture development.

To start with, it was determined that what is the most convenient explant type
for the establishment of callogenesis. To do this, total hypericin content of leaves,
flowers, stems and root of grown in natural habitat wild H. triquetrifolium was
investigated. Among the different parts of H. triquetrifolium, the leaf showed the
highest hypericin content with a concentration of 1.95 + 0.0027 mg/g. The least
hypericin content with a concentration of 0.08 + 0.0015 mg/g was obtained from the
roots of H. triquetrifolium. To induce callus formation, leaf explant excised from
sterile germinated seedlings were cultured in MS medium containing the following
PGR combinations: 1 mg/l BA + 2 mg/I NAA, BA (1 mg/l) + NAA (0.5 mg/l), I mg/l
BA + 0.4 mg/12,4-D, BA (0.06 mg/1) + 2,4-D (0.1 mg/1), Kinetin (0.9 mg/l) + 2,4-D
(3 mg/l) and Kinetin (0.4 mg/l) + 2,4-D (2 mg/l) The most suitable rate of calli
formation (92.3 %) obtained from MS medium containing 1 mg/l BA + 2 mg/I NAA.
Calli obtained from this medium was used as main material for the initiation of cell
suspension cultures.

After 3-5 subcultures, calli were inoculated into 100 ml flasks containing 25

ml MS medium without agar containing 3% sucrose, | mg/l BA + 2 mg/l NAA and

il



they were maintained on a rotary shaker at 100 rpm. After 14 days in liquid culture
cell aggregates were separated into three different size groups using the test sieves of
mesh sizes 500 pm, 250 pum and 100 um. Cell growth was measured by date
determining, the packed cell volume (PCV-v/v). Two different PGR combination
were used to investigate growth parameters at 4, 8, 12, 16 and 20 days. of suspension
cultures. Growing cells in MS medium containing 1 mg/l BA + 2 mg/l NAA reached
the highest growth rate on 20th day of culture and it was determined that there is an
increase approximately 2.33-fold for PCV, 5.5-fold for wet weight and 6.30-fold for
dry weight. MS medium containing Img/l BA + 0.4 mg/l 2, 4-D showed a similar
increase in the growth parameters of cells in MS medium containing 1mg/ BA + 2
mg/g NAA.

Although in the in vitro adapted cultures of H. triquetrifolium contain much
lower amount of total hypericin (0.0018 + 0.00026 mg/g) than in vivo grown leaves

(1.95 £ 0.0027 mg/g), they appear to be promising system for hypericin production.

Key words: Hypericum triquetrifolium Turra., Hypericin, Callus culture,

Suspension culture, UV —Spectrophotometer.
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AMAC

Bu ¢alismada, dogada yaygin olarak yetisen ve tibbi alanda biiyiik bir 6neme
sahip olan Hypericum triquetrifolium Turra.’nin in vitro kiiltiirlerinin yapilmasi,
farkli MS besi ortamlarmin ve farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin kiiltiirlerin
gelisimleri tizerine etkisi ve bu kiiltlirlerin total hiperisin igeriginin aragtirilmasi

amaglanmistir.
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1.GIRiS

Hypericum tirleri, Clusiaceae (Guttiferae, Hypericaceae) familyasina ait
bitkiler olup diinyada yaklasik 400 tiirle temsil edilmektedir. Bu cinsin Tiirkiye’de 89
tiriic bulunmaktadir ve bunlarin 43’ endemiktir. Cali ya da otsu formda olan bu
bitkilerin toprak iistii organlarinda yag bezeleri bulunur'. Tiirkiye’de sar1 kantaron,
binbirdelik otu, koyunkiran ve kilic otu adlariyla bilinmektedirler”. Tibbi acidan,
uzun yillardan beri olduk¢a yaygin kullanim alanlarina sahip olan Hypericum’un cins
adi Yunanca kokenli olup ‘“’Hayalet ve kotli ruhlar1 uzaklastiran’ anlamina
gelmektedir. Eski zamanlarda bu bitkilerin seytani ve kotli ruhlari kovmakla birlikte
koruyucu giiciiniin olduguna inamlird’®. Bu bitkilerin baz1 tiirleri, siis bitkisi olarak
kullanilmaktadir. Besin olarak sadece baz1 tirtil ve kelebekler tarafindan
tiiketilmektedir®.

Tibbi bitkiler arasinda oénemli bir yere sahip olan Hypericum tiirleri, uzun
zamandan beri bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan ve iyilestirici 6zellige sahip
olan bitkilerdir’. Hypericum tiirleri, biyolojik 6zelliklere sahip ¢ok sayida biyoaktif
bilesik icermektedir®. Bunlarin baglicalari; naftodiantron grubu bilesikleri olarak

1

bilinen hiperisin ve psddohiperisin’'', floroglusinol tiirevleri olarak bilinen,

12,13 6

hiperforin ve adhiperforin'*", flavonoidler'*, ksantonlar'>'® ve prosiyanidin'’
bilesikleridir.

Hypericum tiirlerinden elde edilen oziitler; depresyon tedavisinde'®, mide
rahatsizliklarinda (gastrit, llser), istah agici, sarilikta, distan yaralarda iltihap

kurutucu olarak (merhem yapilarak), ayak mantarinda, dig eti iltihaplanmasinda

(gargara yaparak), balgam soktiiriicii, siniizitte, barsak iltihabinda, basurda, atesli



hastaliklarda ates diisiiriicii ve kan yapic1 Ozellikleri ile geleneksel olarak bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir'.

Hypericum bitkileri, yapilarinda (yaprak ve ¢igekte) bulunan koyu bezeler ve
salg1 kanallar1 gibi farkl tiirlerdeki salgr dokulariin varlig: ile karakterize edilirler.
Bu salgi yapilari, biyoaktif maddelerin biriktigi ya da sentezlendigi alanlar olup bitki
dokularina bagli olarak farkli yerlere yerlesmislerdir®®. Bu salgi dokularinda sadece
Hypericum tiirlerine ait bitkiler tarafindan sentezlenebilen hiperisin bilesikleri
bulunur. Bu bilesikler; antiviral, antiretroviral, antibakteriyel ve antidepresan 6zellik
gibi 6nemli biyolojik aktivitelere sahiptirler* .

Hypericum 06ziitleri son zamanlarda diinyanin bir¢cok yerinde ozellikle de
Amerika, Almanya ve diger Avrupa iilkelerinde antidepresan ilag olarak, dogal,
giivenli ve daha az yan etkiye sahip oldugu igin, sentetik antidepresanlara tercih
edilmektedir®. Antidepresan etki Hypericum Oziitlerinde bulunan hiperisin ve
hiperforin bilesiklerinden kaynaklanmaktadir. Hiperisin, monoamin oksidaz (MAO)
inhibitorii olarak calisir. Bu etkiyi; merkezi sinir sistemindeki postsinaptik
reseptorler tarafindan, serotonin hormonunun geri alimimmini engelleyerek
yapmaktadir™>®. Ayrica hiperisinin anlama ve algilama giiciinii arttirdig1, yorgunluk,
donukluk ve uyku halini giderdigi bir¢ok ¢alismada kanitlanmistir™>'. Antidepresan
yoniiyle dnemli bir etkiye sahip olan bu bilesigin hi¢ bir yan etkisinin saptanmamis

3234 Diinyanin birgok yerinde

olmasi hiperisinin 6nemini daha da arttirmaktadir
Hypericum tiirlerinden elde edilen &ziitlerin, Hyperiforce™ ve Jarsin 300°® adi altinda
tabletleri hazirlanarak ticari olarak satilmaktadir.

Hiperisinin  fotodinamik 06zeligi bircok kanser tiiriiniin tedavisinde

kullanilmaktadir. Hiperisin bu etkiyi hem hiicre biiyiimesinde rol oynayan bazi



enzimlerin iiretimini engelleyerek hem de reaktif oksijen tiirleri olusturarak dogrudan
timorli  bolgedeki hiicre ve dokularin  yikimimi saglamaktadir. Hypericum
oziitlerinden elde edilen hiperisin bilesikleri viral enfeksiyonlarin tedavisinde de
kullanilmig ve basarili sonuglar elde edilmistir. Ayrica virlislerde ters transkriptaz ve
protein kinaz-C enzimlerinin aktivitesini inhibe etme Ozellikleri sayesinde HIV
tedavisinde bir antiretroviral ajan olarak kullanilabilecegi bir¢ok ¢alismada
bildirilmistir’™’,

Bu ozellikler Hypericum tiirlerinin ticari Onemini biiyiikk Olctlide
arttirmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda bu tiirlerden elde edilen ham maddelerle iiretilen
ilaglarin, Amerika’da yillik yaklasik 210 milyon dolar, diinyanin geri kalan kisminda
ise yillik yaklagik 570 milyon dolarlik pazarlik payma sahip oldugu tespit
edilmistir™.

Tibbi ve ekonomik Oneme sahip olan bitkilerin tedavide kullanimlari bu
bitkilerin i¢erdikleri sekonder bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Sekonder bilesikler,
bitkilerin ¢evreye adaptasyonunda énemli rol oynadiklar1 gibi patojenlere ve zararh
diger mikroorganizmalara karsi savunmasinda da rol oynarlar’'. Genis biyolojik
aktivitelerinden dolayi, ¢esitli sekonder metabolitleri iceren bitkiler, yilizyillardir
geleneksel halk ilaci olarak kullanilmakta olup giinlimiizde de basta ila¢ ve kozmetik
olmak iizere birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir®.

Bitkiler, sekonder metabolitlerin Onemli kaynagidirlar. Ancak bazi

nedenlerden dolayi, tibbi ve endiistriyel alanlarda kullanilan sekonder bilesikleri

iceren bitkilerin yeterli diizeyde elde edilmesi oldukg¢a zordur.



Bunlar nedenler arasinda;

1. Baz1 bitkilerin patojenlere duyarliliklarindan dolayr genis tarla

kiiltiirlerinde yetistirilememesi (Hypericum perforatum, Arnica montana),

2. Bazilarmin  siyasal nedenlerden dolayr arazide ekilmesinin

sinirlandirilmasi (Papaver somniferum-haghas)

3. Bazilarinin da kendi eckosistemleri disinda yetismelerinin zor olmasi

(endemik tiirler) basta gelmektedir®.

Biitiin bu ve benzeri sebeplerden ve bazi avantajlarindan dolay1 bitki doku
kiiltiirlerinin kullanim1 bir¢ok arastirmaci tarafindan alternatif bir yaklagim olarak
distiniilmektedir.

Bitki doku kiiltiirlerininin, kontrollii sartlar altinda yapilmasi, iklimsel
degisikliklerden ve toprak sartlarindan bagimsiz olmasit ve aseptik sartlarda
yapilmasi, bu teknigin kullanimimi daha da etkili hale getirmistir*”.

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir
bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli
bitki kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki
kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel {riinlerin (metabolitler gibi)
tiretilmesidir.

Bitki doku kiiltiirleri aseptik sartlarda, bir bitkinin tohumu, yapragi, hipokotil
veya nodal segmenti kullanilarak baglatilabilir. Su ana kadar in vitro kiiltiirleri
yapilan ¢ok sayida bitki tiirii arasinda Hypericum tiirleri 6nemli bir yere sahiptir.

Son zamanlarda 6zellikle sekonder bilesiklerin liretiminde biiyiik avantajlar
saglayan kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirii yontemlerinin kullanimi biiytik dlgiide

artmistir.  Ozellikle de hiicre siispansiyon kiiltiirleri, diger doku kiiltiirii



tekniklerinden daha yeni bir teknik oldugundan, endiistriyel ve ticari kullanimi1 daha
yaygindir. Hiicre siispansiyon kiiltiirlerini olusturan hiicrelerin, farklilasmamis
ozellikte olmalari, hizli biiyiimeleri ve ayn1 zamanda morfolojik olarak daha homojen
olmalar1 nedeniyle diger doku kiiltiirii yontemlerine gore daha avantajlidir®.

Bitki hiicre kiiltiirlerinin diger bir avantaji da, sekonder metabolit miktarinin
bazen normal bitkideki igeri§inden daha fazla olabilmesidir. Ornegin yapilan
calismalarda, Hypericum perforatum ve Hypericum pruinatum’ da hiperisin®,
Catharanthus roseus’ta ajmalisin ve serpentin, Coptis japonica‘da berberin, Galium
aparine ve Morinda citrifolia’da antrakinon miktar1 siispansiyon kiiltlirlerindeki
hiicrelerde biiyiik oranda artis gostermistir®’.

Bitki hiicre kiiltlirii teknolojisinin en 6nemli uygulama alanlarindan biri
bitkilerde bulunan biyoaktif bilesiklerin miktarmin arttirilmasidir. Bitki hiicre
kiiltiirleri kullanilarak sekonder metabolit iiretimini arttiran bazi faktorler vardir.
Bunlar; verimli hiicre hatlarinin secimi, kiiltiir sartlarinin optimizasyonu, onciil
maddeler ve elisitorlerin kullanim gibi faktorlerdir®®. Bitki hiicre kiiltiirleri, normal
bir bitkide bulunmayan yeni bilesiklerin sentezlenmesinde de 6nemli bir kaynaktir.
Capsicum frutescens’in hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde, protokatesik aldehit ve
kafeik asit’in biyotransformasyonu sonucu vanillin ve kapsaisin bilesikleri elde
edilmistir®.

Actinidia deliciosa’nin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde ambroks bilesiginin
biyotransformasyonu sonucu normal bitkide bulunmayan la, 6B-dihidroksiambroks

ve la,3p-dihidroksiambroks olarak bilinen iki yeni bilesik iiretilmistir™.



Istenilen ozelliklerde bitkilerin elde edilmesinde ve hem ticari hem de
endistriyel alanlarda uygulanilabilirligi agisindan, kallus ve hiicre siispansiyon
kiiltiirleri gibi farklilasmamus hiicrelerin kiiltiirleri daha ¢ok yapilmaktadir.

Bu c¢alismada; Hypericum triquetrifolium Turra’nin, kallus ve hiicre
siispansiyon kiltlirli yontemleriyle elde edilen hiicrelerin biliylime parametreleri,
kiiltiirlerin gelismesinde etkili olan faktorler ve total hiperisin igeriklerinin tespiti

amaglanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. GENEL BILGILER

2.1.1. Hypericum Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Cok yillik otsu bitkiler smnifindan olan Hypericum cinsine ait taksonlarin
yapraklar1 basit veya tam kenarli olup ¢cogunlukla seffaf noktalidir. Cigekler ersellik
olup 5 ¢anak ve 5 tag¢ yapraktan olusur. Genellikle sar1 renklidir ve iizerinde siyah
noktalar bulunur. Stamenler 5’li demetler halinde ta¢ yapraklarin karsisinda yer alir,
her birinde 3 ile 125 aras1 stamen, ender olarak steril demetlere degisirler. Ovaryum,
her birinde 2 veya daha ¢ok tohum taslagi 3-5 adet serbest veya ince bitigiktir.

Meyve, kapsiil tipinde olup septisid olarak agilir'.

2.1.2. Hypericum Tirlerinin Geleneksel ve Modern Tedavide Kullanimi

Eski zamanlardan beri Hypericum tiirlerinden elde edilen oziitler, mide
rahatsizliklarinda (gastrit, llser), istah agici, sarilikta, distan yaralarda iltihap
kurutucu olarak (merhem yapilarak), ayak mantarinda, dig eti iltihaplanmasinda
(gargara yaparak), balgam soktiiriicii, siniizitte, barsak iltihabinda, basurda, atesli
hastaliklarda ates diisiiriicii ve kan yapict 6zellikleri ile geleneksel olarak birgok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir.

Geleneksel tedavide; Hypericum bitkilerinin yaprakli, ¢igekli ve meyvali
dallart ile kokleri kullaniimaktadir®.

Modern tibbin gelismesi ile birlikte Hypericum tiirlerinin antidepresan,
antiviral, antikanser, ve antioksidan 6zelliklerinden dolay1 tibbi kullanimi daha da

artmustir . Hypericum ziitleri son zamanlarda diinyanin birgok yerinde 6zellikle de
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Amerika, Almanya ve diger Avrupa iilkelerinde antidepresan ilag olarak, dogal,
giivenli ve daha az yan etkiye sahip oldugu igin, sentetik antidepresanlara tercih
edilmektedir®.

Hiperisin, monoamin oksidaz (MAQ) inhibitorii olarak calisir. Bu etkiyi;
merkezi sinir sistemindeki postsinaptik reseptorler tarafindan, serotoninin geri
almmim engelleyerek yapar’'’. Ayrica hiperisinin anlama ve algilama giiciinii
arttirdigl, yorgunluk, donukluk ve wuyku halini giderdigi bir¢ok caligmada
kanitlanmustir' . Antidepresan y6niiyle 6nemli bir etkiye sahip olan bu bilesigin hig
bir yan etkisinin saptanmamus olmas: hiperisinin 6nemini daha da arttirmaktadir'*'.

Hiperisinin  fotodinamik 06zeligi bircok kanser tiiriiniin tedavisinde
kullanilmaktadir. Hiperisin bu etkiyi hem hiicre biiyiimesinde rol oynayan bazi
enzimlerin iiretimini engelleyerek hem de reaktif oksijen tiirleri olusturarak dogrudan
timorlii bolgedeki hiicre ve dokularin yikimini saglayarak gercgeklestirmektedir.

Hypericum oziitlerinden elde edilen hiperisin bilesikleri viral enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmig ve basarili sonuclar elde edilmistir. Ayrica viriislerde ters
transkriptaz ve protein kinaz-C enzimlerinin aktivitesini inhibe etme ozellikleri
sayesinde HIV tedavisinde bir antiretroviral ajan olarak kullanilabilecegi bir¢cok

calismada bildirilmistir'"™"°.

2.1.3. Sekonder (Ikincil) Metabolitler
Sekonder Metabolitler bitkiler tarafindan iiretilen ve gilinlimiizde birgok
sektorde hammadde olarak kullanilan bitkinin temel yasamsal islevleri ile dogrudan

iligkisi olmayan, buna karsilik en az bitkinin yasamsal islevleri ile dogrudan iligkili

olan primer (birincil) metabolitler (protein, yag, karbonhidrat) kadar 6nemli olan
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kimyasal maddelerdir®. Sekonder metabolitler basta ila¢ sanayisinin hammaddesi
olup kozmetik, besin katki maddesi, zirai ila¢ sanayiinde ve bir¢ok kimya sektoriinde
kullanilmaktadir. Ayrica sekonder metabolitlerin bitkide; savunma, korunma, ortama
uyum saglama, hayatta kalma ve nesillerini devam ettirmek icin bitkiler tarafindan
gelistirilmis oldukca karmasik mekanizmalarin @iriinleri olarak ortaya ¢ikmaktadir®'.
Sekonder bilesiklerin cogu giiglii biyolojik aktivite gosterirler. Bundan dolay1
bu bilesikler dogal ilaclar olarak degerlendirilir. Sekonder bilesikler, bir¢ok
maddenin ham ya da 6nciil formlar1 olduklari i¢in bu bilesikleri igeren bitkiler yaygin
olarak tedavide kullanilirlar. Birgok durumda bu tiir biyoaktif dogal bilesiklerin
iretimi bitkinin organia ve fizyolojik gelisim asamasina bagli olarak degisiklik

gbstermektedir®.

2.1.3.1. Hypericum Tiirlerinde Bulunan Sekonder (Ikincil) Metabolitler

Hypericum bitkileri, floroglusinol tiirevleri (hiperforin ve adhiperforin),
naftodiantronlar1 (hiperisin ve psddohiperisin), flavonoidleri (hiperosid, rutin,
quersitrin  ve biapigenin), ve fenilpropanlari (kafeik asit ve klorojenik asit)
icermektedir”. Hiperisin bilesikleri, Hypericum bitkilerinin tasidigi sekonder
bilesiklerin 6nemli bir grubunu olusturur ve bu bilesikler {izerine ¢ok sayida ¢alisma

yapilmistir.
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Naftodiantronlar

Hiperisin ve Psddohiperisin

Hypericum Oziitlerinde bulunan hiperisin ve psodohiperisin  giiclii
farmakolojik aktivitelere sahiptir**2®. Ozellikle, hiperisin bilesiklerinin fotodinamik
ozellgi hiv ve kanser”’ tedavisinde yaygin olarak kullamilmaktadir.

Hiperisin ve psodohiperisin bilesikleri ilk kez H. perforatum L. bitkisinden
izole edilmistir. Ancak yapilan ¢aligmalarda, bu bilesiklerin Hypericum cinsine ait
cogu bitkilerde bulundugu tespit edilmistir’®. Hiperisin bilesikleri, Hypericum cinsine
ait bitkilerde bulunan dogal bilesikler olup sentetik olarak da elde edilebilmektedir.

Hiperisin, hem hidroksillenmis hem de metillenmis bir kimyasal yapiya
sahip, 1518a duyarl, naftodiantron grubu bilesikler smifina dahil edilmektedir®.

Naftodiantronlar, hiperisin, psddohiperisin onlarin 6nciil yapilart olan
protohiperisin, protopsddohiperisin ve siklohiperisin bilesiklerini igerir. Bu bilesikler
151ga duyarl olduklarindan, bu bilesiklerin onciil (proto) formlarinin aktif formlarina
déniistiiriilmesi ancak bir 151k kaynagimin varhginda gergeklesir’.

Hiperisin ve psodohiperisin bilesikleri, DMSO, etanol, metanol, aseton,

etilmetilketon, pridin gibi organik ¢éziiciilerde ¢oziiniir .

Floroglusinoller

Floroglusinol bilesikleri, Hypericum tiirlerinde yaygin bir dagilis gosterirler
ancak naftodiantronlarin aksine Hypericum tiirlerinin  disinda  Rosaceae,
Euphorbiaceae ve Cannabidaceae (Cannabaceae) gibi diger bitki gruplarinda da
bulunan bilesiklerdir. Floroglusinollerin en 6nemli iki bilesigi olan hiperforin ve

adhiperforin birbirlerine yap1 bakimindan ¢ok benzer bilesikler olup sadece birkag
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metil grubu icerigi bakimindan farkhilik gdstermektedirler’>. Her iki bilesik de
bitkilerin iiretken kisimlarinda iretilmekte olup cicek kisimlarinda az miktarda
bulunmasina ragmen olgun meyvelerde fazla miktarda bulunmaktadir. Bu
bilesiklerin toplam miktar1 ciceklerde %0.2-%2 arasinda, olgun meyvelerde ise %
1.8-%4.4 oraninda bulunmaktadir.

Ratlar tizerinde yapilan ¢alismalarda hiperforin bilesiklerinin de hiperisin ve
psodohiperisin  gibi antidepresan &zelliginin yaninda® antineoplastik  6zellik™

gosteren bilesikler oldugu bildirilmistir.

Flavonoidler

Flavonoidler, Hypericum tiirlerinde bulunan biyoaktif bilesiklerin 6nemli bir
grubunu ousturur. Hiperozit, rutin, kuersitrin ve flavonol glikozitler, flavonoid grubu
bilesikleridir. H. perforatum L.'de rutin ve hiperozitler, kuersitrin ve flavonol
glikozitlere gore daha fazla miktarlarda bulunmakta olup bunlar yaklasik %2-4
oranindadir. Bir¢ok bitkinin yenen kisimlarinda bulunan flavonoidlerin® fazla

6

miktarda alinmasi genotoksik etkiye sebep oldugu®® ancak diisiik miktarlarda

alimmasinin antikanser ve antidepresan 6zellikler gosterdigi bildirilmistir.

Biflavonlar

Biflavonlar, bazi bitkilerde nadiren bulunan ve yaygin olmayan dimerik
flavon grubudurlar. Bu grubun en Onemli bilesikleri 3,8-biapigenin ve
amentoflavonlardir. Bunlarin  H. perforatum L.'deki miktart  %0.01-%0.05

arasindadir’”%,
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Bu bilesiklerin tedavideki kullanimlari ile ilgili pek fazla veri bulunmamakta
ancak son zamanlarda yapilan in vitro calismalarda amentoflavonun beyindeki
benzodiazepin reseptorlerine baglandigi ve bazi ¢alismalarda da amentoflavonun
yara iyilestirici ve agri kesici olarak kullanildig1 bildirilmistir. Amentoflavonlarin bu
etkileri fosfolipaz A2 ve siklooksijenaz aktivitesini inhibe etmekle gosterdikleri

diistiniilmektedir®’.

Fenilpropanlar

Bu bilesikler, bazi bitkilerde bulunan hidroksisinnamik asit’in esterleri olan
bilesiklerdir®. P-kumarik asit ve kafeik asit gibi bazi fenilpropanlar temel yaglarin
yapisinda bulunabildigi gibi lokal anestetik aktiviteye sahiptirler. Fenilpropanlara ait
diger bir bilesik de klorojenik asittir. Klorojenik asitin bazi bitkilerindeki miktar1 %1
civarindadir ancak Hypericum bitkilerinde ¢ok az miktarda bulunan bu bilesiklerin
farmakolojik aktivitelerine yonelik ¢ok sayida ¢alisma yap11m15t1r4].

Ratlar iizerinde yapilan ¢aligmalarda klorojenik asitin kolon kanserine karsi

etkili oldugu bildirilmistir*.

2.1.4. Bitki Doku Kiiltiirlerinin Tanim1 ve Onemi

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir
bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (¢esitli
bitki kisimlari: eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki
kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel {rilinlerin (metabolitler gibi)

uretilmesidir.
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Bitki doku kiiltiirleri;

1. Bitkilerin klonal olarak hizli ¢ogaltilmasinda

2. Kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve Geleneksel yontemlerle kolay
cogaltilmayan bitkilerin ¢ogaltilmasinda

3. Patojenlerden ar1 bitkilerin elde edilmesinde

4. Islah amagli ¢alismalarin yapilmasinda

5. Somaklonal varyasyonlarin olusturulmasinda

6. Haploid bitkilerin elde edilmesinde

7. Bitki gen kaynaklarinin korunmasinda

8. Biyokimyasal iirlinlerin (sekonder metabolitlerin) elde edilmesinde rutin

olarak uygulanan yontemlerdir™.

2.1.5. Kallus ve Hiicre Siispansiyon Kiiltiirleri

Bitki hiicre kiiltiirlerinin yani siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasinda ilk
adim, kallus kiiltiirlerinin yapilmasidir. Kallus kiiltiirleri, kat1 (agarli) besi ortaminda
elde edilen farklilasmamis hiicre topluluklaridir. Istenilen 6zelliklerdeki bir
stispansiyon kiiltiiriiniin elde edilmesi kallus dokusunun niteligine baglidir. Bunun
icin kallus dokusunun kolayca dagilabilmesi gerekir. Bu 6zellikteki kalluslarin elde
edilmesi ancak kiiltiir ortamindaki kallus dokularinin birkac kez alt kiiltiire alinmasi
ile miimkiindiir®.

Kallus dokular1 s1v1 ¢calkalamali ortama aktarildiklarinda hiicreler bu ortamda
tek ya da kiiclik hiicre kiimeleri halinde dagilim gdsterirler. Bu durum hiicrelerin sivi
ortamla dogrudan etkilesimine olanak sagladigindan dolay1 besinlerin hiicreler

tarafindan kolaylikla alinmasini ve dolayisiyla hizli bir biiyiime ve ¢ogalma olayinin
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gerceklesmesi saglanir. Bu 6zelliklerden dolayr biiyiime parametrelerinin izlenmesi
ve biyokimyasal olaylarin arastirilmasinda siispansiyon kiiltiirleri, kallus kiiltiirlerine
gore daha avantajlidir™.

Stispansiyon kiiltiirleri, besi ortaminda diizgiince dagilan otonom hiicrelerden
olusurlar. Siispansiyon ortamindaki hiicreler fizyolojik olarak biitiin bitkiden daha
homojen bir 6zellikte olup (bu yiizden potansiyel olarak kontrol edilebilir) kimyasal
maddelerin iiretimi i¢in bir¢ok avantaj sunar. Yani totipotent olan bitki hiicreleri
sekonder bilesiklerin her hangi birini sentezleme potansiyeline sahiptir. Bitki hiicre
kiiltiirleri ile sekonder bilesiklerin sentezi genellikle, biliylime yavasladigi zaman
olusur ve bliylime ile sekonder {iriin birikimi arasinda ters bir iliski vardir. Yavas
biiyliyen organize hiicreler bitkilerde primer metabolizmay1 sinirlarken sekonder

metabolit iiretiminin daha fazla olmasina olanak saglar®.

2.1.5.1. Siispansiyon Kiiltiirii Kalitesinin Belirlenmesinde Onemli Etkenler
Kiiltlirti yapilmig hiicrelerin kalitesinin belirlenmesinde; renk, biiyltime orani,
sekil, agregat (hiicre kiimeleri) dagilimi ve makroskobik 6zellik gibi baz1 faktorler

esas alinmaktadir.

Hiicrelerin Sekli

Sekil analizinin yapilmasinda mikroskobik ve floresans analiz yontemleri
kullanilmaktadir. Buradaki amag kiiltiire alinmis ya da kiiltiire alinacak hiicrelerin
se¢ilmesinde kalitelerinin belirlenmesidir. Bu tiir 6zelliklerin belirlenmesi 6zellikle
somatik embriyo kiiltiirii gibi biiyiik hiicre kiimelerinin belirlenmesinde kullanilan

onemli bir kriterdir. Sekil analizi yapilarak gelisim agsamasinda anormal somatik
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embriyolar elimine edilerek uygun Ozellikteki somatik embriyonun secilmesi

saglanir*®*,

Hiicrelerin Rengi

Renk, silispansiyon kiiltiirleri ve somatik embriyo kiiltiirlerinin esas kaynagi
olan kallus yapilarinin 6zelliklerinin belirlenmesinde 6nemli bir etkendir. Ortamin
kompozisyonunun degistirilmesi (kiiltiir sartlarinin degistirilmesi), kallus renginin
belirlenmesini saglar. Kallus rengi ¢esitli pigmentlerin olusumu ile ilgili bir 6zellik
olup pigment iretimi i¢in kallus ve hiicre silispansiyon kiiltlirlerinin yapilmasinda

onemli bir 6l¢iit olarak kullanilmaktadir*®~°.

Hiicrelerin Biiyiime Orani

Biiylime orani, hiicrelerin canlilik, biiylime ve c¢ogalma durumu ile ilgili
ozelliklerin belirlenmesinde kullanilan énemli bir dlgiim teknigidir. Ciinkii hiicrelerin
bliylime oOzellikleri, siispansiyon kiiltlirlerinin kalitesini yansitir. Bunun ig¢in yas
hiicre agirligi, kuru hiicre agirligi, paketlenmis hiicre hacmi (PHH) ve hiicre sayim

yontemleri kullanilmaktadir’ ',

Hiicre Agregatlarimin (Kiimelerinin) Dagilimi

Stispansiyon kiiltiirlerinde hiicre kiimelerinin dagilimi, kiiltiir sartlarina,
kiiltiirin yasina ve olusan hiicre hatlarinin biiyiikliigiine bagli olarak ¢ok biiyiik
farkliliklar gosterir. Hiicre kiimelerinin biytikligl, kiiltire alinan hiicrelerin

seciminde kullanilmaktadir®*>*,
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Hiicrelerin Makroskobik Ozellikleri
Makroskobik 06zellik, hiicre siispansiyon kiiltlirlerinde hiicre kiimelerinin
dagilimini ve bu kiimelerin renklerinin degerlendirilmesinde kullanilir. Bu 6zellik de

siispansiyon kiiltiirlerinin kalitelerinin belirlenmesinde kullanilan bir Slgiittiir.

2.1.5.2. Bitki Hiicre Kiiltiirlerinde Sekonder Metabolit Birikimi

Bitki hiicre kiiltlirii teknolojisinin en 6nemli uygulama alanlarindan biri
bitkilerde bulunan biyoaktif bilesiklerin miktarmin arttirilmasidir. Bitki hiicre
kiiltiirleri kullanilarak sekonder metabolit iiretimini arttiran bazi faktorler vardir. Bu
faktorler, verimli hiicre hatlarmin sec¢imi, kiiltiir sartlarinin optimizasyonu, onciil

maddelerin ve elisitorlerin kullanimi1 gibi faktorlerdir.

Verimli hiicre hatlarinin se¢imi

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde bulunan bitki hiicreleri farkli fiziksel
Ozelliklere sahiptirler. Seleksiyon yontemleri ile kiiltiirlerdeki verimli ve saglikli
fiziksel yapiya sahip hiicreler izole edilerek, bu hiicrelerin klonlanmasi ile iiriin
veriminin arttirilmasi saglanabilir’®. Seleksiyon yontemleri kullanilarak Euphorbia
milli bitkisinin kiiltiire alinan hiicrelerinde antosiyanin maddesi, ana bitkideki
miktarindan yaklasik 7 kat fazla bulunmus. Bu yontemle Coptis japonica’nin
hiicrelerinin daha hizli biiyiime gosterdigi ve berberin maddesinin 6 kat daha fazla

biriktigi goriilmiis’’.
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Onciil maddelerin kullanilmast

Stispansiyon kiiltiirii ortamina onciil ya da ara maddelerin eklenmesi kiiltiire
alman hiicrelerde sekonder bilesiklerin artmasina neden olmaktadir. Ornegin hiicre
siispansiyon kiiltlirli ortamina bazi aminoasitlerin eklenmesi tropan ve indol
alkaloidlerinin tiretimini saglamaktadir. Kiiltiir ortamina fenilalanin aminoasidinin
eklenmesi Salvia officinalis’in hiicrelerinde rosmarinik asit @iretimini>®, Taxus’un
hiicrelerinde ise taxol diretimini tesvik etmistir’”. Ay sekilde ferrulik asit, Vanila
planifola nin kiiltiir hiicrelerinde vanilin birikimini arttirmigtir. Bu yontem 6zellikle

pahali olmayan énciil maddeler kullanildiginda oldukga etkili olmaktadir®.

Kiiltiir ortaminin optimizayonu

Ortam bilesenleri, bitkisel hormonlar, pH, sicaklik, havalandirma, ¢alkalama
ve 151k gibi kimyasal ve fiziksel faktorlerin sekonder metabolit iiretimini etkiledigine
yonelik ¢ok sayida caligma yapilmistir. Kiiltiir ortamimnin optimizasyonunun
saglanmasi ile, Panax ginseng’de ginzenoidlerin®, Coleus bluemei’de rozmarinik
asit®®, Nicotiana tabacum’da ubikinon-10° ve H. triquetrifolium’da hiperisin
bilesiklerinin kiiltiire alinan hiicrelerde, normal bitkilerdekinden daha fazla

birikmesine sebep olmustur®.
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2.3. ONCEKI CALISMALAR

Mennini ve Gobbi (2004), H. perforatum L.’den elde ettikleri farkl
dozlardaki alkolik &ziitlerinin fareler iizerinde antidepresan etki gdsterdigini ve bu
etkinin Hypericum’un Oziitlerinde bulunan hiperisin ve hiperforin bilesiklerinden
kaynaklandigin tespit etmisler'.

Linde ve Mulrow (2003), H. perforatum L.’nin etanolik 6ziitlerinin depresyon
durumlarmin ~ hafifletilmesinde  kullanilabilecegini  ve bu  semptomlarin
giderilmesinde yan etkilerinin olmamasindan dolay1 diger antidepresanlara gére daha
giivenli bir sekilde kullanilabilecegini bildirmisler”.

Oztiirk ve ark (2002), Farkli dozlarda hazirladiklart H. triguetrifolium Turra
ekstraklarimi farkli siirelerde ratlara uygulamis ve bu ekstraklarin ratlar iizerinde
antiinflamatuar etki gdsterdigini tespit etmisler’.

Saad ve ark (2008), H. triquetrifolium’dan elde ettikleri Oziitlerin in vitro
satlarda insan monosit hiicrelerindeki timor nekroz faktorii-a (TNF- o) ve interlokin
(IL-6)’min iiretimi iizerindeki baskilayici etkisi ile ilgili bir ¢alisma yapmislar®.

Sokmen ve ark (1999), Doku kiiltiirii yontemiyle yetistirdikleri Hypericum
capitatum bitkilerinden elde ettikleri metanol (MeOH) oziitlerinin diisilk oranda
HIV-I’¢ kars1 antiretroviral aktiviteye sahip oldugunu saptamuslardir’.

Taylor ve ark (1996), H. Perforatum L. Oziitlerinin virisler lizerindeki
etkilerini calismislar, Herpes simplex, Sindbis ve polioviriisiine kars1 etkili oldugunu
bildirmis ve elde edilen oOziitlerden hiperisinin 1.7 pg. ve psddohiperisinin 1.5
ug.’nin HIV’de proteinkinaz-C aktivitesini inhibe ettigini gozlemisler. Boylece HIV

icin bir antiretroviral ajan olarak kullanilabilecegi saptanmustir®.
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Takahashi ve ark (1989), yaptiklar1 calismada, lipofilik bir bilesik olan
hiperisinin, viriistin lipid ortilisiine baglanabildigi ve fotodinamik 6zellige sahip olan
bu molekiiliin enerjiyi absorblayip enfeksiyon yapacak viral kapsiile kovalent
baglanarak zararli etkisini ortadan kaldirdigim1 ve HIV’li dokuya uygulama
yapildiginda antiretroviral oraninda artis ayrica HIV tasiyan hastalara
uygulandiginda oportinist infeksiyonlara karsi koruma sagladigin gdzlemisler’.

Apaydin ve ark (1999), H. triquetrifolium’un MeOH (metanol) oziitliniin
fareler iizerinde antinosiseptif aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir. Bu bitkiden
elde edilen Oziitiin ratlara uygulanmasi sonucu uygulama miktarina bagli olarak
iltihaplanmay1 6nledigini saptamislardir®.

Jakovljevic ve ark (2000), H. perforatum L.'nin etanolik, etilasetat ve sulu
Oziitlerinin farmakodinamik etkilerini arastirmiglar. Calismalarinda 6ziitlerin
analjezik ve spazmolitik aktivite gosterdigini ayrica uygulama stirelerine bagl olarak
antidepresan atkilerinin oldugunu tespit etmisler’.

Nunes ve ark (2010), Brezilya’da yetisen 13 Hypericum tiiriiniin fenolik
bilesik iceriklerine bakarak bu bilesiklerin Hypericum tiirlerinin dagilislarinda
taksonomik bir oOzellik olarak kullanilip kullanilmayacagi iizerine bir g¢aligma
yapmiglar. Calismada tim Hypericum’larda degisen oranlarda flavonoid, hiperozid,
kuersitrin, izokuersitrin, gujaverin, klorojenik asit bulunmasina ragmen rutin ve
ksanton bilesiklerini icermedikleri tespit etmisler'’.

Conforti ve ark (2007), H. triquetrifolium un metanol oziitlerinde bulunan
I3,118-biapigenin, kuersetin-3- O-galaktozit, kamferol-3-O-glikozit, (y)-epikatesin ve
hiperisin bilesiklerinin antioksidan aktiviteleri tizerine ¢alismislar ve 1Csy degerinin

0.062 mg/1 - 1 mg/1 arasinda oldugunu bulmuslar'".
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Pasqua ve ark (2003), in vitro sartlarda yetistirdikleri Hypericum perforatum
L. bitkilerinin kallus, hiicre siispansiyon kiiltiirleri ve rejenere edilen organlarindan
elde ettikleri metanol ekstraklarindan hiperforin, hiperisin, flavonoid ve ksanton
bilesiklerini izole etmisler'*.

Nor ve ark (2004), H. carinatum ve H. polyanthemon’un petrol eter
oziitlerinde hiperbrasilol, H. caprifoliatum ve H. connatum’un petrol eter dziitlerinde
uliginozin B bilesiklerini tespit etmisler'’.

Pretto ve santarem (2000), H. perforatum L.’nin yaprak eksplantlarini, MS
besi ortamina farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis 2,4-D, BA ve kinetin ekleyerek
in vitro kiiltiire aldiktan sonra bu eksplantlardan aydinlik ve karanlik ortamlarda,
kallus olusumunu saglamis. Elde edilen kalluslardan siirgiin ve kok olusturduktan
sonra sera ortamina aktarmiglar'”,

Couladis ve ark (2003), Hypericum rumeliacum’un toprak iistii organlarindan
GC/MS yontemini kullanarak elde ettikleri bazi esansiyel yaglarin antimikrobiyal
aktiviteleri lizerine bir ¢aligma yapmislar ve bu bilesiklerin (=z-pinen ve B-pinen) in
vitro sartlarda hem baz1 negatif hemde bazi pozitif bakteriler iizerinde -etkili
oldugunu bulmuslar'’.

Tada ve ark (1992), H. chines’de floroglisinol tiirevi bilesiklerini izole ederek
bu bilesiklerin farmakolojik etkilerini ¢alismiglar. Bu bilesikler Tromboksan-A2
(trombositlerden sentezlenen, trombositlerin kiimelesmesini ve kanin pihtilasmasini
saglayan, damarlar1 daraltan madde) ve Lokotrien-D4 (damarlar1 kasmaya yariyan
madde) antagonisti olarak calisirlar ve damarlar1 genigleterek kanin akigskanligini

arttirdigini bildirmisler'.
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Lin ve ark (1997), In vitro sartlarda yetistirdikleri Alstroemeria bitkilerinin
yaprak eksplantlarini 0.5 pM TDZ ve 8 uM BAP iceren MS ortaminda kiiltiire almig
ve yaprak kisimlarindan siirgiin olusumu igin yeni bir protokol gelistirmisler'’.

Wojcik ve Podstolski (2007), H. perforatum L.’nin yaprak kisimlarmi farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan oksin ve sitokinin eklenmis MS ortamina aktararak in
vitro sartlarda kiiltiire almis ve siirgiin olusumunu saglamislar. Elde ettikleri siirgiin
kisimlarini TAA igeren ortamlarda basarili bir sekilde koklendirmisler'.

Oluk ve Orhan (2009), Kaz Daglari’ndan topladiklar1 H. trigquetrifolium
Turra. bitkilerini, 1.25 mg/l Thidiazuron (TDZ) ve 0.5 mg/l Indol-3-asetik asit (IAA)
iceren MS ortaminda kiiltiire alarak siirglin olusumunu, 1 mg/l IAA eklenen ortamda
da kok olusumunu saglayarak bu bitkileri sera ortamina alistirmay1 basarmuslar'.

Kai ve ark (2008), Ophiorrhiza japonica’nin yaprak segmentlerini kullanarak
in vitro sartlarda hem NAA’y1 tek bagina hem de BA ile kombinasyonlarini MS
kiiltiir ortamina ekleyerek kallus olusturmus ve kalluslardan da bitki rejenerasyonunu
gergeklestiren ilk arastirmacilardir®.

Bacila ve ark (2010), aseptik sartlarda yetistirdigi, Hypericum maculatum
cranz bitkisinin nodal segmentlerini kullanarak, 0.5 mg/l 2iP + 0.2 mg/l BA + 0.1
mg/l K+ 0.05 mg/l NAA iceren MS besi ortaminda kiiltiire alarak siirgiin olusumunu
saglamiglar ve elde ettikleri bitkileri 0.5 mg/l GAs; ve 1 mg/l IAA igeren MS
ortaminda koklendirerek topraga aktarmuslar®'.

Murch ve ark (2006), H. Perforatum L. ‘nin hipokotil kisimlarini, 5 pmol/l
thidiazuron igeren MS ortaminda kiiltiire almisg ve siirgiin olusumunu saglamiglar.
Ayrica ¢aligmalarinda hipokotil kisimlart iizerine BA ve IAA nin etkili olmadigini

bildirmisler®.
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Morris ve Fowler (1981), saf hiicre siispansiyon kiiltiirleri olusturmak i¢in
hem kallus dokularin1 parcalayarak elde ettikleri hiicre yigmlarii hem de
stispansiyon kiiltlirlerinden elde ettikleri hiicre yiginlarini, 4-5 mm capindaki
kalsiyum alijinat boncuklar ile tutuklayarak yeni bir slispansiyon kiiltiirii teknigi
gelistirmisler. Hiicreler, boncuklarin iginde ve yiizeyinde boliinmeye devam ederken
kiiltiirden 2-3 hafta sonra sivi ortam filtre edilip, filtratlar taze ortama aktarilmis ve
1-2 hafta sonra saf hiicre kiiltiirleri olusturarak, bu teknigi catharanthus roseus,
Nicotiana tabacum ve Daucus carota’ya basarili bir sekilde uygulamislar®.

Ogita (2005), farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis 2,4-D ve BAP iceren
modifiye Y2 MS besi ortamina Phyllostachys nigra’nin siirgiin kistmlarini aktararak,
bu kisimlardan kallus elde etmis. Kiiltiirden 2-3 hafta sonra 2,4-D ortaminda
gelistirilen kalluslarin beyazimsi ve hizli biiylime gosterdiklerini ancak birkag alt
kiiltiirden sonra bu 6zelliklerini kaybettiklerini tespit etmisler. BAP igeren ortamda
gelisen kalluslarin ise ilk kiltiir asamasinda bile kahverengimsi ve c¢ogalma
yeteneginin az oldugunu bu nedenle BAP’1n kallus tizerine negatif etki gosterdigini
saptamig”®.

Falko ve ark (1996), Saccharum sp.’nin gen¢ yapraklarint % 5 hindistan
cevizi suyu, 500 mg/l kazein hidrolizat ve 3 mg/l 2,4-D eklenen MS ortaminda
kiiltiire alarak kallus olusturmuslar. Gelisen bu kalluslar1 sivi ortama aktarip hiicre
siispansiyon kiiltiirlerini yaparak, siispansiyon kiiltiiri ortaminda gelisen hiicrelerden
bitki rejenerasyonunu saglamislar®.

Ngara ve ark (2008), MS besi ortamma 3 mg/l 24-D (24-
diklorofenoksiasetik asit) ve 2.5 mg/l NAA (1-naphthaleneacetic asit) ekleyerek

hazirladiklar1 kiiltiir ortamina, Sorgum’un gen¢ siirgiinlerini aktararak karanlik
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ortamda kallus olusturmus ve bu kalluslar1 ayni bitkisel hormonlar1 igeren sivi
ortama aktarip hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerini yapmis ve bu ortamda gelistirilen
hiicreler iizerine proteomik ¢aligmalari yapmlslar%.

lantcheva ve ark (2006), M. Truncatula bitkisini, in vitro sartlarda tohumdan
itibaren yetistirerek elde ettikleri 30 gilinliik bitkilerin, yaprak kisimlarminin
kenarlarini, steril sartlarda, bisturilerle kesip 1 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l Zeatin igeren
MS kiiltlir ortaminda kallus olusumunu sagladilar. Elde edilen kalluslar sivi ortamda
yetistirildikten sonra sivi ortam 150, 100, 80 ve 60 mes’lik filtrelerden gegirilerek saf
hiicre kiiltiirleri elde etmisler ve bu ortamdaki hiicrelerden kallus olusturmadan

somatik embriyo gelistirmeyi basarmuglar®’.

Ono ve Harashima (1983), Peony bitkisinin polenlerinden olusturduklari
kalluslar1 s1v1 ortama aktararak 620 giinliik kiiltiir siiresinden sonra bu bitkiye ait 6
hiicre siispansiyon hatt1 gelistirmis ve bu hatlardan elde ettikleri haploid ve diploid
hiicre hatlarinin gelisimini ve kromozomal davraniglarin arastirmslar®®.

Bais ve ark (2002), H. perforatum L.’nin yaprak ekplantlarini, oksin olarak
2,4-D ve sitokinin olarak da BA ile Kinetin’in farkli konsantrasyonlarini iceren MS
besi ortaminda kiiltiire alarak bu bitkinin kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerini
yapmuglar. Daha sonra elde ettikleri bu hiicre kiiltlirlerini hem karanlik hem de
aydinlik ortamda bekleterek her iki ortamda gelisen hiicrelerin hiperisin igeriklerini
aragtirmiglar’ .

Pasqua ve ark (2003), H. perforatum L.’nin tohumlarmi farkli miktarlarda
oksin ve sitokinin igeren MS besi ortaminda ¢imlendirerek elde ettikleri bitkilerin
yaprak kisimlarim1 kullanarak kallus olusturmus ve bu kalluslardan hiicre

slispansiyon kiiltiiriinii baglatmiglar. Daha sonra bu bitkinin kdk, gévde, kallus ve
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siispansiyon kiiltiirlindeki hiicrelerin metanolik ekstraktlarinda bulunan aktif
metabolitleri  (hiperisin, hiperforin ve flavonoidler) {iiretme yetenegini
degerlendirmisler. Caligma sonunda hiperisinlerin, salg1 yapilarinin olusumu ile ilgili
oldugunu, ksantonlarin, tiim kiiltiirlerde temel metabolit olduklarin1 ve flavonoid ve
hiperforinlerin iiretiminin de yaprak gelisimi ile ilgili olduklarmi tespit etmisler™.

Gadzovska ve ark (2007), H. perforatum L.nin hiicre siispansiyon
kiiltiirlerine casmonik asit elisitasyonunun fenilpropanoidler ve naftodiantronlarin
tiretimi iizerine etkisini aragtirmiglar. Arastirma sonunda metil casmonat’in fenolik
bilesik iiretimini 6 kat arttirdigi, fenilpropanoidlerin iiretiminin 6-8 kat arttigini ve
naftodiantronlardan hiperisin ve psodohiperisini ise yaklasitk 2 kat arttirdigini
gozlemlemisler’'.

Yu ve ark (2005), Cistanche deserticola Y.C.’nin hiicre siispansiyon kiiltiirii
ortamina elisitor olarak maya birakmis ve mayalarin hiicrelerdeki feniletanoid
tiretimini lizerine etkisini arastirmiglar. Calismalarinda maya elisitasyonunu 3 giin
boyunca uygulamislar ve kiiltiiriin 21.giinlinde elde ettikleri analiz sonuglarina gore
bu bilesiklerin énemli oranda artis gosterdigini saptamislar®>.

Chong ve ark (2005), Morinda elliptica’nin hiicre slispansiyon kiiltiirlerinin
farkli biiylime agsamalarinda farkl: tip elisitor eklemisler ve bu elisitdrlerin antrakinon
tiretimi lizerine etkisini arastirmiglar. Kiiltiiriin 15. gilinlinde elisitdér eklenen
gruplardaki hiicrelerin kontrol grubuna goére antrakinon igeriginin ve biiyiime
oranlarinin 6nemli 6lgiide arttigin gézlemlemisler™.

Madrid ve Corchete (2010), Silybum marianum’™un slispansiyon kiiltiirlerine
metil casmonat ve biitanol tiirevlerini ekleyerek, bu bilesiklerin bir flavonolignan

olan silimarin bilesiginin iiretimi ilizerine etkisini ¢alismislar. Calisma sonunda

38



arastirmacilar metil casmonatin hiicre siispansiyon ortamina eklenmesinin salinan
silimarin maddesinin miktarinda artis oldugunu ve bu bilesigin arttmasinda fosfatidik
asitin rol oynadigimi ancak ortama biitanol tiirevlerinin silimarin tizerine etkisinin
bulunmadigim saptamuslar”.

Kretzschma ve ark (2007), Rudgea jasminoides bitkisinin hiicre slispansiyon
kiiltiiri ortamlarina, karbon kaynagi olarak, Siikroz, glikoz, fruktoz, glikoz + fruktoz
ekleyerek bu sekerlerin siispansiyon kiiltiirii ortamlarindaki hiicrelerin gelisimleri
tizerine etkilerini arastirmislar. Kiltiir siiresince, sadece siikroz i¢eren ortamlardaki
hiicrelerin kuru agirliklarinda bir artis oldugu ancak diger ortamlarin hiicre biiylimesi
{izerine ayni etkiyi gosterdiklerini tespit etmisler®”.

Ono ve ark (1987), MS ortamma 10° M 2,4-D ve % 4 glikoz ekleyerek
hazirladiklar1 sivi kiiltiir ortamina Atrichum undulatum’un sporlarint aktarmislar ve
kiiltiir ortaminda spor benzeri yesil renkli hiicrelerin olustugunu saptamislar*®.

Giirel ve ark (2002), Seker pancari (Beta vulgaris L.) 1slah hatlarindan elde
edilen kallustan siispansiyon Kkiiltiirlerinin olusturulmast ve siispansiyon-kokenli
kallustan bitki rejenerasyonunu tamimlamiglar. BAP ve 2,4-D’nin farkh
konsantrasyon ve kombinasyonlarin1 kullanarak, degisik inkiibasyon siireleri
boyunca Kkiiltiirlerin biiyiime motiflerini incelemisler. Siispansiyon kiiltiiriindeki
hiicrelerin biiyiime oranlari, kiiltiir baglangicinda biitiin hatlarda yavas olmus fakat
takip eden giinlerde 6nemli artislar gosterdigini gozlemisler®.

Franklin ve ark (1999), H. perforatum L. nin yaprak ekplantlarindan beyaz ve
yesil renkli olmak iizere farkl iki kompakt kallus olusturmus ve bu kalluslarin hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinden elde ettikleri hiicrelere Agrobacterium tumefaciens ve A.

rhizogenes vektorleri araciligiyla partikiil bombardiman1 uygulayarak transgenik
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Ozelikte H. perforatum L.bitkilerini tiretmeyi saglayarak yeni bir teknik
gelistirmisler™.

Ishiguro ve ark (1999), Hypericum patulum’un hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinden, patulozit-A ve patulozit-B adli iki yeni ksanton glikosid bilesilerini
izole etmislerdir®’.

Southwell ve Bourke (2001), H. perforatum L.’nin hiperisin igeriginin
mevsimlere bagli olarak degistigini saptamislardir. Genis yapraklarda kisin minimum
hiperisin—sodohiperisin miktar:t 100 ppm. iken yazin 3000 ppm. dar yapraklarda ise
bu miktar, kis evsiminde genis yapraginkine yakin bir degerdeyken yaz mevsiminde
maksimum yani 5000 ppm kadar oldugunu saptanmislardir™®.

Ayan ve Cirak (2008), Tiirkiye’de yetisen bazi Hypericum tiirlerinin (H.
heterophyllum Vent, H. hyssopifolium L., H.linarioides Bosse, H. monbretii Spach,
H. orientale L., H.origanifolium Willd., H. perforatum L., H. scabrum L., and H.
triquetrifolium Turra.) yaprak, govde ve c¢icek kisimlarmmin  Hiperisin ve
psodohiperisin icerigini HPLC yoOntemi ile tespit ederek hem bitkiler hemde bitki
kisimlari arasinda bu bilesiklerin farkli miktarlarda bulundugunu saptamuslar®'.

Alali ve ark (2004), Urdiin’de yetisen H. triguetrifolium’un ¢igek, yaprak,
govde ve kok kisimlarinin metanolik Oziitlerinin total hiperisin igerigini HPLC
yontemi ile tespit etmeye yonelik yaptiklari ¢alismada hiperisinin bitki dokularindaki
dagilmunin farklilik gosterdigini bildirmisler*.

Evstatieva ve ark (2000), Bulgaristan’daki H. Perforatum L’bitkilerinin
hiperisin miktarlarin1 belirlemeye yonelik olarak yaptiklari ¢alismada, 20 floristik

bolgeden toplanan toplam 65 populasyon i¢inde en fazla hiperisin igeriginin Giiney
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Bulgaristan’in  daglik bdlgesinde yetisen H. perforatum L.de bulundugunu
saptamuslardir®.

Sirvent ve Gibson (2000), H. perforatum L.’de bulunan hiperisin,
psodohiperisin ve diger bilesiklerin elde edilmesi i¢in yeni bir teknik gelistirmisler**.

Oluk ve ark (2010), H. triguetrifolium 'un kotiledonlarin1 0.5 mg/l IAA ve 2
mg/l BA igeren yari-kat1 MS besi ortaminda kiiltiire almis ve kallus olusturmuslar ve
kiiltiiriin ilerleyen gilinlerinde elde ettikleri ebriyojenik kalluslarin hiperisin igeriginin
tespitine yonelik bir calisma yapmuslar™.

Martinez-Juarez ve ark (2004), Capsicum annuum’un hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde capsaisin bilesiginin transformasyonu ile, daha once bu bitkinin
meyvelerinde ve in vitro kiiltiirlerinde bulunmayan, 5,5-dikapsaisin bilesigini elde
etmisler ve bu bilesigin sadece siispansiyon ortamina kapsaisin bilesigi eklendigi
durumlarda sentezlendigini tespit etmisler™.

Kawazu ve ark (1998), Tectona grandis’te bulunan ve antibakteriyel 6zellige
sahip olan bazi1 triterpen asitlerinin iiretimi iizerine bir calisma yapmislar.
Arastirmalarinda, bu bitkinin ¢ok az miktarda bu bilesikleri icerdigini ancak hiicre
siispansiyon kiiltiirleri yardimiyla bu bilesiklerin miktarlarinin  6nemli Slgiide

(vaklasik 70 kat) arttirilabildigini saptamuslar®’.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. H. triguetrifolium "un Tanim1 ve Yayilisi

Govde 15-55 cm, dik veya yatik, iki ¢izgili, dallar genisce yaygin genellikle
piramit seklindedir. Yapraklar 3-20 mm olup, ii¢ koseli-mizraksi ya da nadiren dar
yumurtamsidan seritsi dikdortgenimsiye kadar degisen sekilde, kenari ondiileli
dalgali bazen orta biiyilikliikten kiiclige dogru saydam seffaf beneklidir. Sepaller,
dikdortgenimsi, yumurtamsi-dikdortgenimsi, ucu yuvarlagimsi veya tepecikli, diiz
veya discikli, siyah salgi benekleri bulunmaz. Petaller 5-7 mm, genellikle salgi
benekleri yok veya salgt benegi vardir. Kapsiil 3-5 mm, yumurtamsi. Cigeklenme
donemi 5-9 aylar. Tirkiye’de yayilis gosterdigi bolgeler Marmara, Ege, Dogu

Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bolgeleridir'.

3.2. Bitkinin Toplanmasi

Calismada materyal olarak kullanilan H. triquetrifolium (Guttiferae) bitkileri
(Sekil 3.1.2.1-2) Eylil 2008’de, Diyarbakir-Merkez, Al¢ik Koyl civari, yol
kenarindan toplandi. Bitkilerden ayiklanan tohumlar agzi kapali film kutularina
konulup, ¢alisma zamanina kadar, buzdolabinda (4°C’de) tutuldu.

Calismada kullanilan bitkilere ait 6rnekler, Dicle Universitesi Fen Fakiiltesi

herbaryumunda tutulmaktadir.

3.3. Uygun Eksplantin Secilmesi

Bu asamada, kallus kiiltiirii ¢alismalarinda ana materyal olarak kullanilan en

uygun eksplant (bitki parcasi) tespit edildi. Bunun i¢in dncelikle bitkiler, Boliim
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3.1.2°de anlatildig1 gibi toplanip laboratuara getirildikten sonra kok, gévde,
yaprak ve cicek kisimlart ayri ayri1 kesildi. Bu bitki kisimlar1 oda sicakliginda
kurutulduktan sonra hiperisin igerikleri tespit edilip sonuglar kaydedildi. Daha sonra
bitkinin olgun tohumlar1 ¢imlendirilip siirgiin olusturuldu ve en fazla hiperisin i¢eren

bitki kisminin kallus kiiltiiri yapildi.

3.4. Kullanilan Besi Ortamlarinin Sterilizasyonu ve Hazirlanmasi

Calismada besi ortam1 olarak Murashige ve Skoog (1962) tarafindan 6nerilen
temel besi ortaminin modifiye edilmis sekli kullamldi®. Stok ¢ozeltilerin ve besi
ortaminin hazirlanmasinda, kuru hava sterilizatoriinde 180 °C’de 2 saat siireyle steril
edilen saf su kullanilmistir. MS (Murashige ve Skoog) besi ortaminda kullanilan stok

cozeltilerin hazirlanist asagida agiklandigi gibidir.

MS (makro elementler) Ana Cozeltisi

NH4NO3 16.5¢g
KNOs3 19.0¢g
CaCl,.2H,0 44¢
MgS04.7H,0 37¢g
KH,PO4 1.7¢g

Distile su ile 1000 cc’ye tamamlanir.

MS Mikro Elementler 1 Ana Cozeltisi

H3BO3 620 mg

MnS0O4.4H20 2230 mg
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ZnSO4.7H20
KI
Na2Mo0O4.2H20

Distile su ile 1000 cc’ye tamamlanir.

MS Mikro 2 Elementler Ana Cozeltisi

CuS0O4.5H20
CoCI2.6H20

Distile su ile 100 cc’ye tamamlanir.

Kompleks Kelator Ana Cozeltisi
FeSO4.7H20
Na2EDTA

Distile su ile 1000 cc’ye tamamlanir.

Vitamin Karisimi Ana Cozeltisi
Nikotinik asit

Glisin

Pridoksin HCI

Distile su ile 100 cc’ye tamamlanir

B1 Vitamini Ana Cozeltisi

Tiamin HCI

Distile su ile 100 cc’ye tamamlanir.

50

860 mg
83 mg

25 mg

25 mg

25 mg

278 ¢

200¢g

50 mg
2.0 mg

50 mg

100 mg



MS besi ortanu asagidaki sekilde hazirland:

MS ana soliisyonu (Makro elementler) 100 cc
MS mikro elementler-1 10 cc
MS mikro elementler-2 I cc
Kompleks kelator 10 cc
Vitamin karigimi 1 cc
B1 vitamini ana soliisyonu lcc
Siikroz 30g

Distile su ile 1000 cc’ye tamamlandi.

Kallus, ¢imlendirme ve proliferasyon asamalarinda ortamin katilastirilmasi
icin 7 gr/l agar kullanildi ancak hiicre siispansiyon kiiltlirii ortaminin sivi olmasi
gerektiginden agar kullanilmadi. Biitiin kiiltlir ortamlarinda pH 5.8’e ayarlandi.

MS besi ortam1 hazirlanirken, dncelikle yukarida igerikleri verilen 6 stok
¢ozelti olusturulmus ve ihtiyag duyuldukga kullanilmistir. Cozeltiler hazirlanirken,
Olciilii balon joje icerisindeki bir miktar steril saf suya, belirtilen bilesikler konulmus
ve manyetik karigtiricidda ¢ozdiiriilerek steril saf su ile istenilen hacme
tamamlanmistir. “Makro element”, “mikro element-1”, “Jelat”, “myo-inositol”,
“mikro element-II” ve “vitamin” olarak adlandirilan bu stok ¢ozeltiler, renkli
siselerde buzdolabinda 4 °C’de muhafaza edilmis ve periyodik araliklarla

yenilenmistir.

51



3.4.1. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Calismalarimizda kullandigimiz bitki biiyiime diizenleyicileri ve bunlarin stok
cozeltilerinin hazirlanmasi ile ilgili bilgiler asagida verilmistir;

2,4-D (2,4- diklorofenoksi asetik asit)

BAP (6-benzil aminopiirin)

NAA (a-naftalen asetik asit)

Kinetin (6-furfuril aminopiirin)

Calismada kullanilan biitiin  bitki biiylime diizenleyicileri, 1 mg/ml
konsantrasyonda stok ¢ozeltileri hazirlanmig ve ihtiya¢ duyulduke¢a besi ortamlarina
gerekli miktarlarda ilave edilmistir. Stok ¢ozeltiler hazirlanirken, 100 mg olarak
tartilan bitki biiylime diizenleyicileri, 100 ml’lik 6l¢iilii balon jojedeki birka¢c ml
¢oOziicli icinde manyetik karistirict ile ¢ozdiirilmiistiir. Ardindan steril saf su ile
istenilen hacme tamamlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler, renkli siseler igerisinde,
buzdolabinda 4 °C’de renkli siselerde muhafaza edilmis ve periyodik olarak yeniden
hazirlanmastir.

BA ve Kinetin bilesiklerinin ¢6zdiiriilmesinde 0,1 N’lik NaOH, 2,4-D ve
NAA bilesiklerinin ¢ozdiiriilmesinde ise etil alkol (CH,OH) kullanildi. Hazirlanan

stok ¢ozeltiler 4°C’de buzdolabinda saklandi.

3.4.2. Sterilizasyon Islemleri ve Kullanilan Malzemelerin Hazirlanmasi
3.4.2.1. Genel Doku Kiiltiiri Teknikleri
Doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan laboratuvar teknikleri, aslinda rutin ve

standart olarak yapilan islemlerden olusmaktadir. Ancak aragtirmanin yontemini
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ortaya koymak amaciyla, sterilizasyon islemleri, besi ortamlarinin hazirlanmasi ve

kiiltiir sartlar1 gibi konular ayrintili olarak asagida verilmistir.

3.4.2.2. Olgun Tohumlarin Sterilizasyonu

H. triquetrifolium’un olgun tohumlarinin, ¢imlenme sirasinda enfekte
olmasint O6nlemek i¢in ylizey sterilizasyonu yapildi ve tohumlar asagidaki
asamalardan gegirildi. Tohumlar 6nce musluk suyunda yikandiktan sonra % 70’lik
etilalkolde 30 saniye bekletildi. Daha sonra tohumlar % 5°‘lik NaOCI (sodyum
hipoklorit) ¢dzeltisi i¢inde 10 dakika siire ile bekletildi. On sterilizasyonu yapilan
tohumlar, steril distile su ile 5 kez 5’er dakika calkalanarak, tohumlarin sodyum

hipoklorit (NaOCI) ten arindirilmasi saglandi.

3.4.2.3. Cam Malzemelerin Sterilizasyonu
Cam malzemeler (erlenmayer, meziir, balon joje, pipet, beher) sicak su
kullanilarak fir¢a yardimi ile temizlendi. Daha sonra ii¢ defa saf sudan gecirilerek

180 °C’de etiiv de iki saat bekletilerek steril edildi.

3.4.2.4. Kiiltir Kaplarinin Sterilizasyonu

Kiiltlir kab1 olarak cam siseler ve Magenda GA-7’ler kullanildi. Kaplar, sicak
su kullanilarak fir¢a yardimi ile temizlendikten sonra bulasik makinesinde yikandi.
Daha sonra kaplar makineden ¢ikarilarak 6nce sicak sudan sonra da 3 defa saf sudan
gecirilerek cam siseler 180 °C’de 2 saat siireyle etiivde, Magenda GA-7’ler ise

121°C’* de ve 1 atm. basingta 20 dakika siire ile otoklavda steril edildi. Calismanin

53



farkl1 asamalarinda degisik kiiltiir kaplarindan yararlanilmis, bu kiiltiir kaplar ve

ozellikleri Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan kiiltiir kaplar ve 6zellikleri

Kiiltiir kaplar Ozellikleri

Magenta® vessel GA-7 kiiltir 77x77x97 mm, polikarbonat gévde, polipropilen
kab1 kapak

Cam kavanoz Sisecam (kod:102921), @66x81 mm, metal kapak

3.4.2.5. Pens ve Bisturilerin Sterilizasyonu
Pens ve bisturiler dnce % 96’lik alkol ile silinip 10’arli gruplar halinde
aliminyum folyolarla sarilarak 200 °C’de kuru bir sterilizatérde, 20 dakika siire ile

steril edildi.

3.4.2.6. Transfer Odasinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Kiiltir odasinda, bir ultraviyole lambasi, ic¢inde ekim islemlerinin
gergeklestirildigi bir laminar air flow kabini, sehpa ve dolaplar bulunmaktadir.
Kiiltiir islemlerinin gerceklestirildigi transfer odasinda, kiiltiirden 1 giin 6nce
seyreltilmis ticari camagir suyu kullanilarak zemin ve diger ylizeyler temizlenmis ve
steril kabin %96’lik alkol ile silinmistir. Kullanilan yatay iiflemeli steril kabinde
ultraviyole (UV) lambas1 bulunmakla birlikte, odaya yerlestirilen ayr1 bir lambasinin

kiiltiirden onceki gece 3 saat siireyle ¢calismasi saglanarak ortam dezenfekte edildi.

3.4.2.7. Kiiltiir Odasinin Sartlar
Kiiltiir odasi, beyaz floresan lamba ile aydinlatilmig ve kiiltiir kaplarindaki

eksplantlar i¢in 50 pmol m™ s 151k yogunlugu saglanmistir. Sicaklik, klima yardimi
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ile 25 £ 2 °C’de tutulmus ve muhtemel klima arizalarina karsi, sicakligin 30 °C’nin
lizerine ¢ikmasi durumunda lambalar1 kapatan bir termostat yerlestirilmistir. Bitkisel
materyalin gelisimi i¢in gerekli olan fotoperiyot, 1siklandirma sisteminin 16 saat

aydinlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmistir.

3.4.2.8. Tohumlarin Cimlendirilmesi Agamasi

Bu asamada tohumlar, bolim 3.1.4.3’te anlatildig1 sekilde sterilizasyon
islemlerinden gegirildikten sonra ¢imlenmesi i¢in en uygun (BBD igermeyen) MS
besi ortaminda kiiltiire alindi. Kiiltlir belirli glinlerinde, tohumlarin ¢imlenmelerine

ait veriler degerlendirilerek tablo halinde sunuldu.

3.4.2.9. Proliferasyon Asamasi

Bu asamada ¢imlendirilen tohumlardan elde edilen siirgiinlerden, bitkilerin
proliferasyonunda kullandigimiz MS besi ortamina 1 mg/l BA (6-benziladenin
aminopiirin) ilave edilerek siirglin olusumu saglandi. Siirgiin olusumuna ait veriler

tablo halinde gosterildi.

3.5. Kallus Kiiltiirlerinin Baglatilmasi ve Devamlilig

3.5.1. Kiiltiirlerin Baslatilmasi

Kallus kiiltiirlerinin baglatilmasinda, doku kiiltiiriinde yetistirilen 21 giinlilk
bitkilerin yaprak kisimlar1 kullanildi. Yapraklar bitkiden koparilip, steril pens ve
bisturiler kullanilarak, steril kurutma kagitlar1 ilizerinde 2-4 pargaya boliindiikten
sonra kallus olusum ortami olarak kullanilan BA (1 mg/l) + NAA (2 mg/l), BA (1

mg/l) + NAA (0.5 mg/l), BA (1 mg/l) + 2,4-D (0.4 mg/l), BA (0.06 mg/l) + 2,4-D
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(0.1 mg/1), Kinetin (0.9 mg/1) + 2,4-D (3 mg/l), Kinetin (0.4 mg/l) + 2,4-D (2 mg/l)
farkli hormon konsantrasyonlarint ve kombinasyonlarini igeren katt MS besi
ortamlar1 hazirlandi. Ortam pH’s1 5.8 olacak sekilde ayarlandi. Her bir magenda GA-
7 kabina 20-25 ml besi ortam1 birakildi ve yaprak parcalari, her bir kaba 6-8 parga
olacak sekilde, kiltiir ortamlarina aktarilarak, biiylime odasinda bekletildi. Yaprak

eksplantlarindan kallus olusturmak i¢in 6 farkli ortam kullanildu.

Kullanilan ortamlarin igeriklerine ait bilgiler asagida verilmistir;

l.ortam 2.ortam 3.ortam

MS MS MS

% 3 siikroz % 3 stikroz % 3 siikroz

1 mg/l BA 1 mg/1 BA 1 mg/1 BA

2 mg/l NAA 0.5 mg/l NAA 0.4 mg/l1 2,4-D
% 0.7 agar % 0.7 agar % 0.7 agar
pH=5.8 pH=5.8 pH=5.8
4.ortam S.ortam 6.ortam

MS MS MS

% 3 siikroz % 3 siikroz % 3 siikroz
0.06 mg/1 BA 0.9 mg/l Kinetin 0.4 mg/l Kinetin
0.1 mg/l1 2,4-D 3 mg/l 2,4-D 2 mg/1 2,4-D
% 0.7 agar % 0.7 agar % 0.7 agar
pH=5.8 pH=5.8 pH=5.8
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3.5.2. Kiiltiirlerin Devamlilig

Kiiltiirlerin bu agsamasinda, kalluslar, 3.1.4.1°de anlatildig1 gibi hazirlanan MS
besi ortamlarina aktarildi. Gelisen kalluslar, 5-6 hafta araliklarla i¢inde 20-25 ml taze
besiyerleri bulunan her bir magenda GA-7 kiiltiir kabina, 4-5 parca olacak sekilde

aktarilarak alt kiiltiire alind1.

3.5.3. Farkli MS Besi Ortamlarinin Kallus Gelisimi Uzerine Etkisi

Bu asamada, besi ortami igerigi birbirinden farkli olan {i¢ kiiltlir ortami
hazirland1. Her ii¢ ortamda da siikroz (% 3), agar (% 0.7) ve bitki biliylime hormonlari
(1 mg/l BAP — 2 mg/l NAA)’ nin miktarlar1 ayni tutuldu.

Daha onceden elde edilen kalluslar, farkli besin igeriklerine sahip, Y2 MS, %
MS ve MS besi ortamlarina aktarilarak kiiltiirlerin 5. haftasinda kalluslarin

gelisimlerine ait sonuglar degerlendirildi.

3.5.4. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Kallus Gelisimi Uzerine Etkisi

Bu caligmada, MS kiiltiir ortamima farkli kombinasyonlarda ve farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan bitki biiyiime maddeleri eklenerek, bu maddelerin
kallus gelisimi Ttizerine etkisi aragtirildi. Gozlemler sonucunda kiiltiirlerin 5.
haftasinda kallus gelisiminin ortamlar arasinda farklilik gosterdigi tespit edilerek

gozlem sonuglari kaydedildi.

3.5.5. Kallus Renginin Farklilasmasinda Ortamlarin Etkisi

Kiiltir ortamlarmin farkliligi ve alt kiiltiir siireleri kallus &zelliklerinin

belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu oOzelliklerden bir tanesi de elde edilen
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kalluslarin renklerinin farkli olmasidir. Yaptigimiz ¢alismada MS besi ortamlarina
farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime maddeleri eklenerek ve alt kiiltlir siireleri
farkli tutularak bu ortamlarda gelisen kalluslarin renklerinde meydana gelen

degisiklikler tespit edilip gozlem sonuglari kaydedildi.

3.6. Siispansiyon Kiiltiirlerinin Baslatilmas1 ve Devamliligi

3.6.1. Kiiltiirlerinin Baslatilmasi

Kallus kiiltiirii igin tespit edilen en uygun ortam siispansiyon kiiltiirii ortami1
icin de kullanildi. Ancak kallus ortamindan farkli olarak hazirlanan MS besin
ortaminin sivi olmasi i¢in agar ilavesi yapilmadi. Kiiltiirlerin baslatilmasinda, 100
ml’lik erlenlere 20 ml ve 250 ml’lik erlenlere 50 ml olacak sekilde s1vi besi ortamlari
birakildi. Daha sonra bu ortamlara, steril sartlar altinda, kolayca dagilabilen ve
graniiler Ozellikteki kalluslar, istenmeyen kisimlarindan arindirildiktan sonra steril
kabin igerisinde ve steril kurutma kagitlart iizerinde yaklasik 0.5 gr olacak sekilde
tartilarak, 20 ml s1tvi MS besi ortami igeren 100 ml’lik erlenlere konuldu. Kiiltiirlerin
kontamine olmasini 6nlemek i¢in erlenlerin agzi iki kat steril aliiminyum folyo ile en
dis kismi1 da parafilmle sarilarak kapatildi. Siispansiyon ortamindaki hiicrelerin
dagilmasini ve birbirinden ayrilmasini saglamak amaciyla hiicre slispansiyon kiiltiirti
ortamlar1 100 rpm’e ayarlanan ¢alkalayiciya birakilarak biiyiime odasinda bekletildi.

Siispansiyon kiiltiirlerinin baglatilmasinda iki farkli ortam hazirlandi.
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Bu ortamlarin igerikleri asagida gosterildigi gibidir;

MS MS

% 3 stikroz % 3 siikroz

1 mg/l BA 1 mg/l BA

2 mg/l NAA 0.5 mg/l NAA

3.6.2. Kiiltiirlerinin Devamlilig1

Hiicre kiiltiirleri belirli bir biyomasa ulastiktan sonra 1 mg/l BAP + 2 mg/I
NAA ve 1 mg/l BAP + 0.4 mg/l 2,4-D hormonlarinin farkli kombinasyonlarini igeren
stvi MS besi ortamlar1 hazirlandi. Daha sonra kiiltiirler igerisinde 50 ml sivi ortam
bulunan 250 ml’lik erlenlere aktarilarak, 14 giinliik araliklarla alt kiiltiirleri yapilda.

Hiicrelerin birbirlerinden ayrilmasini saglamak igin siispansiyon kiiltiirii

ortamlari, por ¢aplar1 sirasiyla 500 pm, 250 pm ve 100 um olan eleklerden gegirildi.

3.6.3. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Siispansiyon Kiiltiirlerinin Biiyiimesi

Uzerine Etkisi

Farkli kombinasyonlarda oksin ve sitokinin hormonlarin1 igeren iki farkli sivi
MS ortami hazirlandi. Bu ortamlara, hiicre siispansiyonlarini iceren sivi kiiltiirlerden
esit miktarda birakildi. Kiiltiirlerin bliylimesindeki degisikliklerin tespit edilebilmesi
icin 20 giin boyunca hiicrelerin yas agirligi, kuru agirlig1 ve paketlenmis hiicre hacmi
hesaplanarak ortamlarin biiylimesine iliskin veriler degerlendirilerek tablo halinde

sunuldu.
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3.6.4. Ortamlarin Farkli Siikroz Igeriginin Kiiltiirlerin Gelisimi Uzerine Etkisi
Stispansiyon kiiltiirlerinde gelisen hiicrelerin kiiltiire alinmasi ig¢in, farkli
miktarlarda (%30, %32, %35 ve %40) siikroz eklenerek hazirlanan MS besi ortamlari
hazirlandi. Ortam sartlar1 yukarida belirtildigi sekilde ayarlandi ancak ortamin sivi
olabilmesi icin agar ilavesi yapilmadi. Kiiltiirlerin yapilmasindan 5 haftalik siire

sonrasinda hiicrelerin gelisimine ait gdzlemler yapilarak sonuglar kaydedildi.

3.6.5. Siispansiyon Kiiltiirlerindeki Hiicrelerden Bitki Rejenerasyonu

Stispansiyon  kiiltlirlerindeki  hiicrelerin ~ bulundugu sivi  ortamdan,
mikropipetle 10 pl alinip kallus olusturma ortaminda kullanilan hormon
konsantrasyonlart (1 mg/l BAP — 2 mg/l NAA), 30 gr/l siikroz ve 7 gr/l agar
eklenerek hazirlanan kat1 MS besi ortamlarinin bulundugu kiiltiir kaplarina aktarildi.
Calismada toplam bes kap kullanildi ve her bir kaba yaklasik 15-20 ml besi ortami
birakildi. Sivi kiiltiirden alinan &rnekler, her bir kabin iki bolgesine spot edilerek
kiiltiirler biiylime odasinda inkiibe edildi. Kallus olusturulduktan sonra materyaller,
bitki rejenerasyonu i¢in kullanilan 1 mg/l BAP, 30 gr/l siikkroz ve 7 gr/l agar
eklenerek hazirlanan katt MS besi ortamlarina aktarildi ve 5-6 hafta araliklarla alt

kiltirlere alindi.

3.1.4.6. Siispansiyon Kiiltiirlerinin Biiylime Parametreleri

Taze Agwrlik Tayini

Stispansiyon kiiltiirii hiicrelerinin bulundugu sivi ortamdan 10 ml alinarak, 22
um por ¢apindaki Millipor filtrelerden siiziildii ve hiicrelerle sivi ortamin birbirinden

ayrilmasi saglandi. Sivi ortamin uzaklastirilmasiyla elde edilen hiicreler, hassas
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terazide tartilarak taze agirh@ oOlgiildii. Taze agirlik Slgiimiinde asagidaki formiil

kullanilds;
Yas Hiicre Agirligi (g)
Yas Agirlik (g/l) = X'1000
Ornek Hacmi (ml)
Kuru Agwrhik Tayini

Taze agirhig: olciilen hiicreler, 1sis1 dnceden 60 °C’ye ayarlanmis etiivde 16
saat bekletilerek kurutuldu. Kurutulmus hiicreler sabit bir agirlik elde edilinceye
kadar tartilarak 6l¢lim sonuglar1 kaydedildi. Kuru agirlik hesaplanmasinda asagidaki

formiil kullanilds;

Kuru Hiicre Agirlig: (g)
Kuru Agirlik (g/1) = X 1000
Ornek Hacmi (ml)

Paketlenmis Hiicre Hacmi Tayini
Hiicre siispansiyonlarinin bulundugu sivi ortamdan 10 ml alinarak 15 ml’lik
santrifiij tiiplerine aktarildiktan sonra 300 xg hizda santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi

tiipteki peletin hacmi PHH olarak hesaplandi.

Paketlenmis Hiicre Hacmi (ml)
PHH (ml/T) = X 1000
Ornek Hacmi (ml)
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3.7. Total Hiperisin Tayini

3.7.1. Kullanilan Kimyasallar ve Aletler

3.7.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Biiytime ortami olarak kullanilan MS (Murashige-Skoog) besi ortaminin tiim
elemanlart (makro elmentler, mikro elementler ve vitamin elementleri) Sigma-
Aldrich’den satin alindi. Karbon kaynagi olarak kullanilan siikroz ve ortamin
katilastirilmasinda kullanilan agar Merck’den alindi. Hiperisinin 6ziitlenmesi ve UV
analizinde kullanilan metanol ve kloroform Sigma-Aldrich’den satin alind1.
Bitki biliylime maddesi olarak kullanilan 2,4-D (2,4- diklorofenoksi asetik asit), BA
(6-benzilaminopiirin), Kinetin, GA3;, NAA (Naftalen asetik asit) ve total hiperisin

analizinde standart olarak kullanilan Hiperisin Sigma-Aldrich’den satin alindi.

3.7.1.2. Kullanilan Aletler

Total hiperisinin dziitlenmesinde sonikator (Sanyo MSE-Soniprep 150, U.K.),
sterilizasyon iglemlerinde etiiv (J.P. Selecta, s.a, Spain) ve otoklav (ALP-CL-40M,
Japan), siispansiyon kiiltiirlerinin karistirilmasinda calkalayict (J.P. Selecta, s.a,

Spain), tartim islemlerinde hassas terazi (Precisa, XT-320M, Spain) kullanild:.

3.7.2. H. triquetrifolium’dan Hiperisin Bilesiklerinin Oziitlenmesi

H. triquetrifolium "un kok, govde, yaprak ve ¢icek kisimlart ayrildiktan sonra
oda sicakliginda kurutma kagitlar1 tizerinde kurutuldu. Kurutulan materyaller, bir
ogiitme makinesinde toz haline getirildi. Her bir bitki kismina ait toz halindeki
orneklerden yaklagik 100 mg alinip iizerine 10 ml kloroform eklendi. Olusan

¢ozeltideki klorofil molekiilerini uzaklagtirmak i¢in 5 dakika siire ile sonikatdrde
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oziitlendi. Oziitleme isleminden sonra ¢dzelti, sonikatdrden almip siiziildii Bu islem
ti¢ kez tekrarlandi.

Kloroform kismi atildiktan sonra geriye kalan kuru materyal iizerine 10 ml
metanol eklenip ¢ozelti 5 dakika siire ile sonikatdrde yeniden &ziitlendi. Oziitleme
isleminden sonra elde edilen ¢dzelti vakum siiziildii. Bu islemler 3 kez tekrarland1 Ug
islem sonunda elde edilen metanol kisimlar1 50 ml’lik cam balonlarda toplandi.
Cozeltideki metanol evaporator yardimiyla uzaklastirildiktan sonra kabin iginde,
hiperisin bilesiklerini igeren renkli bir tortu olustu. Bu tortu metanolle ¢o6ziiliip uygun
seyreltme iglemleri yapildiktan sonra 589 nm’de, UV spektrofotometresinde,

absorbansi ol¢iildii.

3.7.3. Kallus Kiiltiirlerinden Hiperisin Bilesiklerinin Ekstraksiyonu

Kallus dokular1 besiyerlerinden alindiktan sonra pens ve bisturilerle
istenmeyen kisimlar1 kesildi. Kalluslarin {izerindeki agarin uzaklastirilmasi i¢in de
ornekler Oncelikle musluk suyunda yikandi daha sonra oda sicakliginda, kurutma
kagitlar1 lizerinde kurutuldu. Kurutulan 6rnekler bir 6gilitme makinesinde toz haline
getirildi ve drnekten 100 mg alinarak yukarida anlatildigi gibi hiperisin 6ziitlenerek,
589 nm de UV spektrofotometresinde absorbans Ol¢iimii yapilarak sonuglar

kaydedildi.

3.7.4. Siispansiyon Kiiltiirlerinden Hiperisin Bilesiklerinin Oziitlenmesi
Stispansiyon kiiltiirii ortamindaki hiicreleri sivi ortamdan ayirmak igin
kiiltiirler, vakum altinda Whatman No.1 filtre kagitlarindan siiziildii. Hiicrelerin yas

agirliklar1 kaydedildi ve oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulan 6rnekler porselen bir
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havanda doviilerek toz haline getirildi ve Ornekten 100 mg almnarak yukarida
anlatildigr  sekilde oOziitlendikten sonra 589 nm dalga boyunda UV

spektrofotometresinde absorbans 6l¢limil yapilarak hiperisin miktarlarina ait sonuglar

kaydedildi.
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3.8. SEKILLER

Sekil 3.1.2.1. Dogal ortamda yetisen

Fhatt > rll\"j 1 3 N\ -’.e

A \

H. triquetrifolium un genel gérﬁnﬁsﬁ.

Sekil 3.1.2.2. H. triquetrifolium un ¢icek ve yapraklarinin genel goriiniisii.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Dogal Ortamdaki H. triquetrifolium 'un Farkli Organlarinin  Total
Hiperisin Igeriklerinin Belirlenmesi

Kallus kiiltirtinlin  baglatilmasinda kullanilacak en uygun eksplantin
belirlenmesi amaciyla; H. triquetrifolium™un farkli organlarmin total hiperisin
igerikleri aragtirilmistir. Dogal ortamdan toplanan bitkilerin yaprak, ¢igek, govde ve
kok kisimlart ayri ayri olarak oda sicakliginda kurutulmustur. Bitkiye ait her bir
organin total hiperisin igerigi UV-spektrofotometresi ile belirlenmistir. H.
triquetrifolium un farkli organlarinin total hiperisin igeriklerine ait veriler Cizelge

4.1.1.” de verilmistir.

Cizelge 4.1.1. Dogal ortamda yetisen H. triquetrifolium un yaprak, cicek, gévde ve
kok kisimlariin total hiperisin igerigi

Bitki kismi Total Hiperisin igerigi (mg/g)
Yaprak 1.95+0.0027 a
Cicek 1.59+0.0048 b
Govde 0.14+0.0022 c
Kok 0.08 £0.0015d

Veriler ii¢ tekrarin ortalamasidir,.Cizelgede her bir siitunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama
deger, bu ortalamalarin DUNCAN testine gore P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak farkli oldugunu
gosterir. + standart sapma.

Calisilan  bitki organlar1 arasinda total hiperisin igerigi bakimindan

istatistiksel olarak farkliliklar gézlenmistir. Cizelge 4.4.1.° den de goriilebilecegi
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gibi; en yiiksek total hiperisin igerigi bitkinin yaprak kismindan elde edilirken (1.95
+ 0.0027 mg/g) en diisiik hiperisin igerigi koklerden elde edilmistir (0.08 + 0.0015
mg/g). Bitkinin ¢icek kisminin 1.59 + 0.048 mg/g, gévde kisminin 0.14 + 0.0022
mg/g oraninda total hiperisin i¢erdigi saptanmustir.

Alali ve arkadaslar1 (2004), H. triguetrifolium™un farkli kisimlarmin total
hiperisin igerigi ile ilgili calismalarinda yaprak eksplantlarinda 3,6 mg/g, cicek
kisminda (0.64 mg/g), govde ve kok kisminda ise diisitk miktarda hiperisin
bulundugunu saptamuslardir’. Sonuglar karsilastirildiginda Alali ve arkadaslari’nin
yaprak ve ¢icek kismindan elde ettikleri hiperisin miktarlar1 bu ¢alismada elde edilen
sonuglardan yliksek olmasina ragmen, en yiiksek hiperisin iceriginin yaprak
eksplantlarinda bulunmasi ¢alismamizdaki bulgularla paralellik gostermektedir.

Ayan ve Cirak (2008), Tirkiye’de yetisen bazi Hypericum tiirlerinin
(Hypericum  heterophyllum Vent, Hypericum hyssopifolium L., Hypericum
linarioides Bosse, Hypericum monbretii Spach, Hypericum orientale L., Hypericum
origanifolium Willd., H. perforatum L., Hypericum scabrum L., and H.
triquetrifolium Turra.) yaprak, govde ve ¢igek kisimlarinin hiperisin ve
psodohiperisin igerigini HPLC yontemi ile tespit ederek hem bitkiler hem de bitki
kisimlar1 arasinda bu bilesiklerin farkli miktarlarda bulundugunu saptamislar.
Calismada, H. triquetrifolium "un yapraklarinda 2.07 mg/g, ¢igek kisimlarinda 0.822
mg/g ve gévdede 0.046 mg/g hiperisin saptamislar’.

Kazlauskas ve ark (2004), H. perfoliatum L. nin yaprak ve ¢i¢ek kisimlarinin
total hiperisin igeriginin farkli oldugunu ve hiperisin bilesiklerinin bitkinin yaprak
kisminda daha fazla biriktigini tespit etmiglerdir. Bitki organlarinin farkli miktarda

hiperisin icermesinin bu kisimlar {izerinde bulunan koyu beneklerin miktarina baglh
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oldugunu bu bolgelerde hiperisin bilesiklerinin depolandigini gozlemisler’. Benzer
bir ¢alismayr Radusiene (2004)"de yapmus ve calismada elde ettigi sonuclar
Kazlauskas ve ark.’nin ¢alismalarindaki sonuglari desteklemistir.

Kitanov (2001), Hypericum cinsine ait 36 tiirlin total hiperisin igerigini
degerlendirmis ve bunlardan 27’sinde hiperisin bilesiklerinin bulundugunu, hiperisin
iceren tlirlerde total hiperisin igeriginin % 0.009 - % 0.512 aralifinda oldugunu
saptamigtir. Bu tiirlerden H. triguetrifolium Turra’nin ¢igek kisminin % 0.090 H.
perforatum L.’nin ¢icek kismimin ise % 0.125 oraninda total hiperisin ig¢erdigini
saptamuslar’. Daha oOnceki ¢alismalardan ve bizim calismamizdan elde edilen
sonuglar gozoniline alinarak, kallus baslatilmasi icin en uygun eksplantin yaprak

oldugu kanisina varilmistir.

4.2. H. triguetrifolium "un Olgun Tohumlarinin Cimlendirilmesi

Bitkinin tohumlar1 bitki bliylime hormonu igermeyen (kontrol) MS kiiltiir
ortamlarinda ¢imlendirildi (Sekil 4.1 A).

H. triquetrifolium un olgun tohumlarinin ¢imlenmelerine ait veriler Cizelge
4.2.1.’de gosterildigi sekildedir. Kiiltiirin 3. giiniinde tiim ortamlardaki tohumlarin
¢imlenmeye basladig1 goriildi. Kiiltiiriin 4. haftasinda farkli ortamlara ekilen
tohumlarin ¢imlenme oranlar1 saptandi. En yiiksek cimlenme oraninin kontrol
gurubunda oldugu saptandi (% 66.2). 0.5 mg/l, 1.0 mg/l, 2.0 mg/l, 4.0 mg/l ve
hormon i¢ermeyen (kontrol grubu) MS besi ortamlarinda kiiltiire alinan tohumlarin

¢imlenme oranlarina ait veriler ¢izelge 4.2.1.’de verilmistir.
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Cizelge 4.2.1.Farkli BA ortamlarinda kiiltiire alinan tohumlarin ¢imlenme orani (%)

Ortamin BA icerigi Tohumlarmm Cimlenme
(mg/l1 BA) orani (%)
Kontrol (hormonsuz) 66.2 £5.101 a
0.5 19.7+2.241b
1.0 3544722 ¢
2.0 29.1 £2.526d
4.0 34.9 £1.496 ¢

Cizelgede her bir siitunda, farkli bir harfle gdsterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin DUNCAN
testine gore P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gosterir. Veriler ii¢ tekrarin
ortalamasidir, + standart sapma.

4.3. Proliferasyon Asamasi

Cimlenme oraninin yiiksek oldugu hormonsuz ortamdaki bitkilerde siirgiin
gelisiminin yavas oldugu gozlendi. Siirgiin gelisimini hizlandirmak ve siirgiin
sayisin1  arttirmak i¢in; ¢imlenme ortamindaki siirgiinler, 1, 2 ve 4 mg/l
konsantrasyonlarda BA igeren MS Kkiiltiir ortamlarina aktarildi. Kiiltiiriin 10.
gilinlinden itibaren adventif siirgiin gelisimi gozle goriilebilir hale geldi. 1 mg/l BA
igeren ortam, siirglin sayisinin en fazla oldugu ortam olarak tespit edildi (Sekil 4.1
A,F). Onceki bir ¢alismada 1 mg/l BA igeren MS besi ortaminda yetistirilen bitkilerin
yiiksek oranda hiperisin icerdigi saptanmustir’.

Bu nedenle kallus baslatilmasinda kullanilacak materyaller 1 mg/l BA igeren
MS besi ortaminda yetistirilen bitkilerden alindi. Farkli konsantrasyonlarda BA
iceren MS ortamlarinda yetistirilen bitkilerin siirgiin olusum orani1 Cizelge 4.3.1.’de

verilmistir.
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Cizelge 4.3.1. Farkli BA ortamlarinda yetistirilen bitkilerin siirglin sayis1 ve
siirglin uzunlugu

Ortamin BA icerigi Siirgiin sayis1 Siirgiin uzunlugu
(mg/1 BA) (cm)
1.0 83.5+79a 474+ 1.10 a
2.0 573+68Db 342+092b
4.0 447+52c¢ 1.87+£0.67 ¢

Cizelgede her bir siitunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin DUNCAN
testine gore P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gosterir. Veriler ii¢ tekrarin
ortalamasidir, + standart sapma.

Cizelge 4.3.1.’deki sonuglar, 1 mg/l BA iceren MS besi ortaminda siirgiin
olusumunun en fazla oldugunu (% 83.5 = 7.9) ancak BA oram arttiginda siirgiin
olusum miktarinin diistiigiinii géstermektedir.

Shilpashree ve Ravishankar (2009), H. mysorense’nin nodal kisimlarini farkl
bitki biiyiime diizenleyicilerinin bulundugu MS ortamina aktararak siirgiin
olusumunu saglamlslar7. Calismada 1 mg/l BA’nin tek basina bulundugu ortamin en
iyi sonug¢ verdigini saptamislar. Ana Paula ve ark (2007), H. polyanthemum’da®,
Moura (1998), H. foliosum’da9 ve Cellarova (1992), H. perfomtum’dalo benzer
sonuclar elde etmislerdir.

Farkli Hypericum tiirlerinin siirgin olusumu ile ilgili daha 6nce yapilan
caligmalarda da elde edilen sonuglar bizim g¢alismamizla parallellik gdstermesi

stirgiin olusumu ile ilgili kullanilan yontemin uygun oldugunu gostermektedir.
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4.4. Kallus Kiiltiirlerinin Baglatilmas1 ve Devamliligi

4.4.1. Kiiltiirlerin Baglatilmasi

Calismanin bu asamasinda kallus olusumunun en iyi oldugu kiiltiir ortaminin
bulunmasi i¢in bir seri deney yapildi. Yapilan caligmada ana materyal olarak 1 mg/1
BA igeren MS besi ortaminda yetistirilen bitkilerin yapraklar1 kullanildi. Yapraklar
2-4 parcga olacak sekilde boliinlip 20-25 ml’lik kiiltlir ortamlarina aktarildi. Daha
sonra kalluslarin birkag alt kiiltiirii yapilarak kalluslar siirgiin olusturma ortamina (1

mg/l BA) aktarilip siirgiin rejenerasyonu saglandi (Sekil 4.4.1.1. A-F).

4.4.2. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Kallus Gelisimi Uzerine Etkisi

Kallus yapisinin yumusak ve sivi ortamda kolayca dagilabilen 6zelliklerde
olmasi i¢in yaprak eksplantlari, Boliim 3.1.4.4°de anlatildig1 sekilde hazirlanan kiiltiir
ortamlarina aktarildi. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin kallus gelisimi {iizerine
etkisiyle ilgili veriler Tablo 4.4.2.1." de gosterilmistir. Calistlan hormon
kombinasyonlari i¢inde kallus, 1 mg/l BA + 2 mg/l NAA igeren MS besi ortaminda

kiiltiire alinan yaprak pargalarindan yaklasik bir hafta sonra gelismeye basladi.
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Cizelge 4.4.2.1. Farkl1 konsantrasyonlarda BBD igeren kiiltiir ortamlarindaki yaprak
eksplantlarindan kallus olusum oranlari.

Kallus olusturan Kallus
Ortam icerigi (mg/l) eksplant oram (%) goriiniimii®
BA (1 mg/l) + NAA (2 mg/l) 92.3+4.63 a Y, G
BA (1 mg/l) + NAA (0.5 mg/l) 81.7+6.21 b Y, C
BA (1 mg/l) +2,4-D (0.4 mg/1) 56.2+342¢ B,C
BA (0.06 mg/l) +2,4-D (0.1 mg/l) 43.8 £4.39d B, G
Kinetin (0.9 mg/l) + 2,4-D (3 mg/]) 2754291 ¢ K, C
Kinetin (0.4 mg/l) + 2,4-D (2 mg/l) 144 +1.73 f K, C

*Y=Yesil, B=Beyaz, S=Sar;, K=Kahverengi, C=Sert, G= Graniiler

Cizelgede her bir siitunda, farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin DUNCAN
testine gore P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gosterir. Veriler ii¢ tekrarin
ortalamasidir, + standart sapma.

Cizelge 4.4.2.1. ‘deki sonuclara bakildiginda test edilen besi ortamlari
arasinda istatistiksel farkliliklarin oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara gére BA ve
NAA bilesimlerinin bulundugu ortamlarda kallus olusumunun oldukg¢a yiiksek
oldugu ancak BA ve 2,4-D bilesimlerinin bulundugu ortamlardaki kallus
olusumunun daha diigiik oldugu goriilmektedir. Kinetin ve 2,4-D igeren ortamlarda
hem kallus olusumu hem de kalluslarin goriinlimiinde istenmeyen ozellikler ortaya
cikmigtir. Tablo 4.4.2.1.” deki veriler degerlendirildiginde, kallus olusum orani ve
kallus 6zellikleri bakimindan en uygun ortamin 1 mg/l BA + 2 mg/l NAA (% 92.3)
iceren MS besi ortami1 oldugu saptandi (sekil 4.4.2.1-A). Kallus olusum orani, 1mg/I
BA + 0.5 mg/INAA (% 81.7) igeren ortam (sekil 4.4.2.1-B) ile 1 mg/l BA + 0.4 mg/1
2,4-D igeren ortamlarda (sekil 4.4.2.1-C) da yiikksek olmasina ragmen diger
ortamlarda bu oran diisiiktii ve 6zellikle de Kinetin ve 2,4-D kombinasyonlarinin

bulundugu ortamlarda bu oranin biiyiik 6l¢iide diistligii gozlendi (Sekil 4.4.2.1-D).
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Kalluslarin goriiniimii karsilagtirildiginda sadece 1 mg/l BA + 2 mg/l NAA
(Y,G) ve 0.06 mg/l BA + 0.1 mg/l 2,4-D (B,G) iceren ortamlarda (Sekil 4.4.2.1-E)
kolayca dagilabilen (gevrek) ozelliklerde oldugu diger ortamlarda ise sert yani
gevrek ve dagilma 6zelligi gdstermeyen yapida oldugu gozlendi.

Calismada elde edilen diger bir sonug¢ da besi ortamindaki oksin ve sitokinin
oraninin kallus olusumuna etkisinin arastirilmastydi. Ortamda oksin miktarinin
sitokinin miktarina gore fazla olmasi1 durumunda kolayca dagilabilen kallus yapisinin
olustugu, sitokinin miktarinin oksin miktarindan fazla oldugu durumlarda ise;
kalluslar {izerinde organojenik yapilarin ve siirglin olusumunun gerceklestigi
gozlendi. BA konsantrasyonlarnin ¢ok yiiksek, @ NAA’nin ise ¢ok diisiik
konsantrasyonlarindaki kombinasyonlarinda (2 mg/l BA + 0.2 mg/l NAA) siirgiin
olusumunun daha yogun oldugu saptandi. Kiiltiiriin 3.haftasinda gelisimin normal
oldugu ancak yapinin kompakt (sert) halde ve yesil renkte oldugu gozlendi. 5.
haftadan sonraki periyotlarda kalluslagmig yapilarda renk kahverengine donmiis ve
materyallerde nekrozun basladigi tespit edildi (Sekil 4.4.2.1-F).

Yaprak eksplantlarindan kallus olusumu iizerine farkli oksin ve sitokinin
oranlarmin etkisi konusunda ¢ok sayida calisma yapilmistir. Ornegin, Kai ve ark.
(2008), yaprak eksplantlarini, 0.2 mg/l BA + 1.0 mg/l NAA igeren besi ortaminda
kiiltiire almiglar ve % 97.8 oraninda kallus olusumunun saglandigini ve elde edilen
kalluslarin dagilabilen (gevrek) yapida oldugunu saptamuslar''. Benzer bir ¢alisma
Pretto ve Santarem (2000) tarafindan yapilmis ve c¢alismalarinda H. perforatum
L.’nin yaprak eksplantlarini 0.46 pM kinetin + 4.5 pM 2,4-D bulunan MS ortaminda
kiiltiire almig ve % 11.1 oraninda kallus olustugunu ve bu oranin olduk¢a diisiik

oldugunu saptamuslardir'>. Chen ve ark. (1995), farkli konsantrasyonlarda oksin ve
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sitokinin hormonlarin1 igeren MS ortamina Avena sativa’nin yaprak eksplantlarini
aktararak bu eksplantlardan kallus olusumunu saglamuslar'.

Bu calismalardan elde edilen veriler Onceki caligmalardan elde edilen
verilerle benzerlik gdstermektedir. Ayni calismada, yiikksek BA oranlarinin
bulundugu ortamlarda olusturulan kalluslardan siirgiin gelisim orant (% 78.9),
yiiksek NAA bulunan ortamdakinden (% 4.4) daha fazla oldugu saptanmistir. Bu
calismada, yiikksek BA oranlarinda gelisen kalluslardan olusan siirgiin miktarinin
fazla olmas1 ¢calismamizda elde ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir.

Calismada, kinetin ve 2,4-D kombinasyonlarini igeren MS besi ortamlari,
NAA ve BA kombinasyonlarini igeren ortamlara gore kallus olusumunda daha az

etkili oldugunu tespit edildi.

4.4.3. Farkl1 MS Besi Ortamlarinin Kallus Gelisimi Uzerine Etkisi

Kallus kiiltiirlerinin gelisimi iizerine en etkili hormon konsantrasyonlar1 ve
kombinasyonlar tespit edildikten sonra farkli konsantrasyonlarda besin elementleri
iceren MS ortamlart hazirlanarak bu ortamlarin kallus gelisimine etkisinin
arastirmasina yonelik bir ¢aligma yapildi.

Calismada, 2 MS, ¥ MS ve MS ortamlarinda gelistirilen kalluslarin biiyiime
hizlarinin ve kiiltiirlerin devamliliginda farkliliklarin oldugu goézlendi. MS ortaminda
kallus gelisimi 3. haftadan itibaren hizli bir sekilde artis gosterirken, kiiltliriin 6.
haftasinda az miktarda nekroz olusumu ile birlikte kallus renginin yesil ve kallus
yapisinin ise dagilabilen 6zellikte (yumusak) oldugu gozlendi (Sekil 4.4.3.1-A).

2 MS (Sekil 4.4.3.1-B) ortaminda ise 6. haftaya kadar bir gelisme

gozlenmezken kallus yapilarinda yogun bir sekilde nekroz olusumu meydana geldi.
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Her iki kiiltiir ortaminda da siikroz miktar1 (% 3), agar miktar1 (% 7), pH
(5.8) ve hormon konsantrasyonlari (1 mg/l BA + 2 mg/l NAA) ayn1 olmasina ragmen
kallus gelisiminde meydana gelen bu degisiklikler biiylime i¢in gerekli besin
elementlerinin miktarinin  yeterli diizeyde olup olmamasina bagli oldugu
diistiniilmektedir. Bu sonuglar degerlendirildiginde kallus gelisimi i¢in en uygun
ortam MS besi ortami oldugundan, ¢aligmamizin sonraki asamalarinda da bu ortam
kullanild1 (Sekil 4.4.3.1-A).

Hypericum bitkilerinin farkli kisimlarindan kallus olusturmak icin tam
giiclendirilmis MS besi ortaminin kullanildig1 ¢aligmalar arasinda; Vardapetyan ve
ark. (2006), H. perforatum L.’nin yaprak eksplantlarindan'® ve Oluk ve ark (2009),
H. triquetrifolium’un kotiledonlarindan kallus olusturmak i¢in tam giiclendirilmis

MS besi ortamini kullanmis ve basarili sonuclar elde etmislerdir'.

4.4.4. Kallus Renginin Farklilasmasinda Ortamlarin Etkisi

Kiiltiirlerin biiylime asamasinda, kalluslarin biiylime &zelliklerinin yaninda
kallus yapilarinin morfolojik yapilarinda meydana gelen degisiklikler de goze
carpmistir. Bu Ozelliklerden bir tanesi kalluslarin renklerinin  farliliklar
gostermesiydi. Saglikli goriiniime sahip olan kalluslarda yesil, sar1 ve kirmizi olmak
tizere ti¢ farkli renk olusumu gozlendi. Kiiltiirlerin ilk alt kiiltiir asamalarinda (4. Alt
kiiltiire kadar) gelisen kalluslar yesil ve sar1 renkli iken 4.alt kiiltiirden sonraki
asamalarda ise kalluslar {izerinde kirmizi rengin belirginlestigi gozlendi (Sekil
4.44.1-A-C). 1 mg/l BA + 2 mg/l NAA igeren MS ortaminda gelisen kalluslarda
kirmizi renk olusumu belirgin iken 1 mg/l BA + 0.4 mg/l 2,4-D igeren ortamda daha

az kirmizi renk olusumu gozlendi.
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Kiiltiirlerin 6. haftasina kadar renk olusumunun daha da belirginlestigi ancak
6. haftadan itibaren ortamdaki besin maddelerinin azalmasi ve kallus dokularinin
yeterli miktarda besin maddelerini alamamasindan dolay1r materyallerin bozuldugu
(nekroz olusumu) ve kirmizi renk goriiniimiiniin de kayboldugu tespit edildi.

Kallus dokularinda meydana gelen renk degisimi, kalluslarin 6zelliklerinin
belirlenmesinde ve bu yapilarin ortam sartlarina karsi verdikleri bir yanit olarak
diisiiniilmektedir. Oinam ve Kothari (1995), Oryza sativa L. bitkisini, 2.5 mg/l 2,4-D
igeren MS ortaminda kiiltiire alarak elde ettikleri kalluslarin tizerinde kirmizi renk
olusumu ile birlikte embriyojenik yapilarin olustugunu bundan dolayr renk
olusumunun kalluslarin embriyojenik potansiyeli ile baglantili olabilecegini
belirtmislerdir'®.

Remotti ve Lofler (1995), yaptiklari c¢alismada kallus renginin ortam
bilesenleri gibi ¢esitli kiiltlir sartlarina ve Ozellikle de pigment iiretimi ile ilgili
oldugunu belirtmisler'’. Smith ve ark (1995), Ajuga bitkisinin kiiltiirlerinde benzer
bir sonug elde etmisler ve renk olusumunun hiicrelerdeki pigment birikimine baglh
olarak meydana geldigini bildirmislerdir'®. Calismamizda, 4. haftadan itibaren
kalluslarin iizerinde organojenik yapilarla birlikte renk olusumunun goézlenmesi

onceki ¢alismalardaki sonuglarla desteklenmektedir.

4.5. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Baglatilmas1 ve Devamliligi

Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin baslatilmasinda ana materyal olarak kallus
kullanild1. Kallus yapisinin 6zelikleri siispansiyon kiiltiirlerinin baglatilmasinda
avantaj saglamaktadir. Bu amagla siispansiyon kiiltiirii ¢alismamizda kullandigimiz

kalluslar 1 mg/l BA + 2 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda gelisen kalluslardan
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se¢ildi. Bu ortamda gelistirilen hiicreler Sekil 4.7.1.E’de goriilmektedir. Sekil
4.7.1.E’de de gorildiigii gibi oldukca saglikli ve iyi gelisme gosteren hiicrelerin elde
edildigi bu ortamin siispansiyon kiiltiirlerinin devamlilig1 i¢in de uygun oldugunu
gostermektedir ve bundan dolayr siispansiyon kiiltiirleri ile ilgili sonraki

calismalarimizda da bu ortamin kullanilmasina karar verildi.

4.5.1. Siikroz Miktarinimn Siispansiyon Kiiltiirii Gelisimi Uzerine Etkisi

Stispansiyon kiiltiirlerinin baslatilmasinda kullanilan 1 mg/l BA + 2 mg/l
NAA igeren MS besin ortamina farkli konsantrasyonlarda siikroz eklenerek kiiltiir
gelisiminde meydana gelen degisiklikler incelendi. Bunun i¢in % 2, % 3, % 4, % 6
ve % 8 oraninda siikroz igeren ortamlar hazirlandi. Siikroz miktarinin siispansiyon
kiiltiirlerinin gelisimi lizerine etkisi ile ilgili veriler Cizelge 4.5.1.1°de gosterildigi

sekildedir.

Cizelge 4.5.1.1 Siikroz miktarinin siispansiyon kiiltiirlerinin gelisimi iizerine etkisi

MS ortaminin siikroz igerigi | Kiiltiir biyokiitlesi (Kuru
(%) agirlik g/l)

% 2 siikroz 1.6 £0.14 a

% 3 siikroz 23+40.17b

% 4 siikroz 2.0+0.12 ¢

% 6 siikroz 1.4+0.13d

% 8 siikroz 1.1 £0.08 e

Cizelgede her bir siitunda, farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin DUNCAN
testine gore P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gosterir. Veriler ii¢ tekrarin
ortalamasidir, + standart sapma.

Cizelge 4.5.1.1°deki verilere bakildiginda % 3 siikroz iceren MS besi

ortaminda kiiltiir gelisiminin en yiiksek oldugu (1.6 g/l) gozlenirken % 8 siikroz
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iceren MS ortaminda kiiltiir gelisiminin en diisiikk (1.1 g/l) oldugu tespit edildi.
Sonuglar degerlendirildiginde, ¢aligmanin bundan sonraki asamalarinda siispansiyon
kiiltiirlerinin en 1iyi gelistigi ortam olan % 3 siikroz igeren MS besi ortaminin
kullanilmasina karar verildi.

Zenk ve ark. (1974), Catharanthus roseus bitkisinin hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde, besi ortamma % 3’iin tiizerindeki konsantrasyonlarda siikroz
eklediklerinde kiiltiir ortamindaki alkoloid miktarinin arttigmi bildirmisler””. Davies
(1972) ve ark., rosa sp.’nin siispansiyon kiiltiirlerinde yiiksek siikroz miktarlarinin
kiiltiir ortamindaki polifenol birikimini arttirdigini saptamuslar™.

Cui ve ark. (2010), H. perforatum L.nin hiicre siispansiyon kiiltiirlerindeki
yiiksek siikroz igeriginin hiicrelerde osmotik stres meydana getirdigini ve bu
durumun kiiltiir biyokiitlesinin diisiisiine sebep oldugunu bildirmislerdir*'. Benzer bir
sonu¢ da Do ve Cormier (1990)’inde calismalarinda belirtilmis ve ¢aligmada besi
ortaminin yiiksek silikroz igerigi osmotik stres meydana getirdigi i¢in hiicrelerin
bilyiime ve metabolizmalar1 {izerinde negatif bir etkiye sebep oldugu bildirilmistir*.

Hem stres kosullarmin olusmast hemde ortamdaki sekonder metabolit
birikimi yiiksek siikroz konsantrasyonlarinin biiyiimeyi etkiledigi yukarida

bahsedilen ¢alismalarda da bildirilmistir.

4.5.2. Stispansiyon Kiiltiirlerinin Biiylime Parametreleri
Bu asamada, 4’er giinliik araliklarla 20 giin boyunca Kkiiltiirlerin biiylime
parametrelerinde meydana gelen degisiklikler gozlendi. Calismada 1 mg/l BA + 2

mg/l NAA ve 1 mg/l BA+ 0.4 mg/l 2,4-D hormon karisimlarinin igeren iki farkl
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ortam kullanildi. Bu ortamlardaki hiicrelerin biiylime parametrelerine ait PHH

(paketlenmis hiicre hacmi), yas agirlik ve kuru agirlik degerleri grafikle gosterildi.

PHH (%ml/l)

0 4 8 12 16 20
Zaman (giin)

‘ —&— BA (1 mg/I)+NAA (2 mg/I) —8— BA(1 mg/[)+2,4-D (0.4 mg/I)‘

Cizelge 4.5.2.1. Siispansiyon kiiltiirii ortamindaki hiicrelerin PHH degerlerindeki
degisimler

1 mg/l BA + 2 mg/l NAA ve 1 mg/l BA + 0.4 mg/l 2,4-D iceren MS besi
ortamlarindaki hiicrelerin PHH oranlarina ait sonuglar Cizelge 4.5.2.1.°de
gosterilmistir. 1 mg/l BA+ 2 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda gelisen hiicrelerin
PHH (paketlenmis hiicre hacmi)’ leri, kiiltiiriin 8.giiniinde ilk giine oranla 1.185 kat
artis gosterdi. Ancak en biiyiik artis kiiltliriin 8-12 giinleri arasinda (1.531) meydana
geldi. Kiiltiirtin 20. giiniinde PHH’leri 2.33 kat artig gostererek biiylime orani en
yiiksek seviyeye ulast.

I mg/l BA + 0.4 mg/l 2,4-D igceren MS besin ortaminda gelisen hiicrelerin
PHH degerleri, kiiltiiriin 4. glinlinde ilk giine oranla 1.105 kat artis gosterdi. Ancak

en blylik artis orant 4-8 giinleri arasinda (1.380) meydana geldi. Kiiltiiriin 20.
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glinlinde hiicreler ilk giine oranla yaklasik 2.26 kat artis goOstererek en yiiksek
seviyeye ulasti.

Her iki ortam karsilagtirildiginda, kiiltiirlerin 0-20 giinleri arasinda diizenli bir
artig goriliirken 20. giiniin sonunda 1 mg/l BA + 2 mg/l NAA iceren MS besin
ortamindaki PHH oraninin, 1 mg/l BA+ 0.4 mg/l 2,4-D igceren MS besin ortamindaki
hiicrelerin PHH oranindan daha yiiksek oldugu belirlendi.

Stispansiyon kiiltiirlerindeki hiicrelerin biiyiime parametrelerinde biri olan
PHH ile birlikte hiicrelerin yas agirliklar1 ve kuru agirliklar1 da degerlendirildi. NAA
ve 2,4-D iceren ortamlardaki yas agirlik ve kuru agirlik oranlarindaki degisim
PHH’deki degisime paralel bir sonu¢ gdsterdi. Siispansiyon kiiltlirii ortamlarinda

gelisen hiicrelerin yas agirliklarina ait veriler Cizelge 4.5.2.2.”de gosterilmistir.

30 -

Yas agirhk (g/l)
— [N} N
(9] S (o))

—_
(=)

0 4 8 12 16 20
Zaman (giin)

—o— BA(1 mg/I)+NAA (2 mg/l) —@— BA(1 mg/)+2,4-D(0.4 mg/1

Cizelge 4.5.2.2. Siispansiyon kiiltliri ortamindaki hiicrelerin yas
agirliklarindaki degisimler

81



NAA icgeren ortamdaki hiicrelerin yas agirliklar kiiltiiriin 4.giinlinde ilk giine
oranla biiyiik bir artis gosterdi bu sonuca en yakin deger 12. giinde (1.64) ve en
diisiik artis 20. giinde saptandi. Kiiltiiriin 20. giintinde ilk giine oranla yaklasik 5.5 kat
artis gozlendi. 2,4-D iceren ortamda en biiylik artis 4. giinde (1.9) saptandi. Artis
oraninin fazla oldugu diger giinler kiiltiiriin 8. (1.58) ve 16. giinleri (1.52) oldugu ve
bu oranlarin da birbirine yakin oldugu tespit edildi. Deney sonuglarina bakildiginda,
2,4-D ortaminda gelisen hiicrelerin yas agirliklarindaki artisin NAA igeren
ortamdakinden daha yiiksek oldugu saptandi.

Calismada elde edilen diger bir sonugta, hiicrelerin kuru agirliklarina ait
verilerin degerlendirilmesiydi. Siispansiyon kiiltiirii ortamlarinda gelisen hiicrelerin

kuru agirliklarina ait veriler Cizelge 4.5.2.3. de gosterilmistir.

Kuru Agirhik (g/1)

0 I T T
0 4 8 12 16 20
Zaman (giin)

‘ —o— BA(1 mg/[)*NAA (2 mg/I) —®—BA(1 mg/I)+2,4-D(0.4 mg/1) ‘

Cizelge 4.5.2.3. Siispansiyon kiiltiirii ortamindaki hiicrelerin  kuru
agirliklarindaki degisimler

82



Iki farkli bitki biiyiime diizenleyicisi iceren ortamlardaki veriler 20 giin
boyunca 4’er giin ara ile kaydedildi. NAA bulunan ortam ile 2,4-D igeren
ortamlardaki hiicrelerin kuru agirliklarina ait veriler Cizelge 4.5.2.3°de verilmistir.
NAA bulunan ortamdaki kiltiirlerin 4. ve 8. giinlerinde hiicrelerin kuru
agirliklarindaki artislar ayni oranda olmus ve 1.73 kat artis gostermistir. En diisiik
artis ise 20. giinde (1.04) goriilmiistiir. Ancak ilk giine oranla 20. giiniin sonunda
kuru agirlikta goriilen artis yaklasik 6.30 kat oldugu gézlenmistir.

Veriler karsilastirildiginda, hiicrelerin PHH oranlar1 20. giiniin sonunda NAA
iceren ortamda daha yiiksek bulunmasina ragmen, yas ve kuru agirliktaki artigin 2,4-

D igeren ortamda daha fazla oldugu goriilmiistir.

4.6. Kallus ve Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinden Total Hiperisin

Ekstraksiyonu

4.6.1. Kallus Kiiltiirlerinden Total Hiperisin Ektraksiyonu

H. triguetrifolium un yaprak eksplantlarindan, in vitro sartlarda elde edilen
kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiiriindeki hiicrelerin total hiperisin igeriklerine ait
veriler Tablo 4.6.’da verilmistir. Calismada 2,4-D ve NAA iceren ortamlarda
olusturulan 3 farkli kallus yapisina ait total hiperisin igerigi ve NAA iceren ortamda
olusturulan siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinin total hiperisin igerigi spektrofotometrik
olarak Slgiilmiistiir Hiperisin igerikleri ortamlar arasinda farklilik géstermistir. K;, K,
ve K3 ortamlarindaki hiperisin igerikleri sirastyla 0.0527 + 0.0043, 0.0512 + 0.0031,

0.0339 £ 0.0028 ve 0.0021 £ 0.0026 mg/g olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.6.1.1. Farkli ortamlarda gelisen kalluslarin total hiperisin icerikleri

Kiiltiir Hiperisin igerigi (mg/g)
ornekleri*

K, 0.0527 £0.0043 a

K, 0.0485 +0.0077 b

K; 0.0339 +0.0028 ¢

*Kl =BA (1 mg/l) +2,4-D (0.4 1 mg/I), sar1 renkli kallus K; =BA (1 mg/I) + NAA (2 mg/T), yesil renkli kallus
K;= BA (1 mg/l) + NAA (2 mg/I), kirmizi renkli kallus

Cizelgede her bir siitunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin DUNCAN
testine gore P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gosterir. Veriler ii¢ tekrarin
ortalamasidir, + standart sapma.

En yiiksek hiperisin miktar1 1 mg/l BA + 0.4 mg/l 2,4-D (0.0527 £+ 0.0043
mg/g) iceren ortamda (K; ortami) bulunmustur. 1 mg/l BA + NAA igeren ortamdaki
(K, ortami) yesil renkli kalluslarin hiperisin igeriginin 2,4-D ortamindakine (K;
ortami1) oranla biraz daha diisiik oldugu gozlendi. NAA iceren ortamda gelisen ve
kirmizi renk pigment olusumu gozlenen kallus yapisinin (K3 ortami) total hiperisin
icerigi (0.0339 + 0.0028 mg/g) ise kallus yapilarinin arasindaki en diisiik miktar
olarak olgtldii.

Oluk ve ark. (2009), H. triquetrifolium’un kotiledonlarini 0.5 mg/l TAA ve 2
mg/l BA igeren yari-katt MS besi ortaminda kiiltiire almis ve kallus olusturmuslar.
Kiiltiirtin ilerleyen giinlerinde elde ettikleri ebriyojenik kalluslarin 0.052 mg/1 total
hiperisin bulundugunu tespit etmisler'”.

Gadzovska ve ark. (2007), H. perforatum L.nin kallus kiiltirlerinde yesil ve
kirmizi renkli pigment olusumu gozlenen kalluslarin metanolik ekstraktlarinin 0.015-

0.020 mg/l arasinda hiperisin igerdigini bildirmisler®.
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Pasqua ve ark. (2003), aynmi bitkinin kallus ve hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinden elde ettikleri metanolik ekstraktlarinda hiperisin i¢erigini arastirmislar.
Arastirmacilar bu bitkinin kallus kiiltiirlerinde 0.10-0.015 mg/l arasinda hiperisin

bulundugunu bildirmisler.

4.6.2. Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinden Total Hiperisin Ekstraksiyonu

H. triguetrifolium’un hiicre siispansiyon kiiltiirlerindeki hiicrelerin total
hiperisin igeriklerine ait veriler Cizelge 4.6.2.1°de verilmistir. Caligmada 2,4-D ve
NAA igeren iki farkli slispansiyon kiiltiirii ortamindaki hiicrelerin total hiperisin
icerigi spektrofotometrik olarak ol¢iilmistiir. Hiperisin igerikleri ortamlar arasinda

benzerlik gostermistir.

Cizelge 4.6.2.1 Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin total hiperisin igerikleri

Kiilttir 6rnekleri™* Hiperisin igerigi (mg/g)
S 0.0018 = 0.00026 a
S> 0.0016 = 0.00021 a

*S,=BA (1 mg/l) +2,4D (04mg/l) S;=BA (1 mg/l) + NAA (2 mg/l)

Cizelgede her bir siitunda, farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin DUNCAN
testine gore P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gosterir. Veriler ii¢ tekrarin
ortalamasidir, + standart sapma.

Cizelge 4.6.2.1.deki sonuclara bakarak farkli BBD konsantrasyon ve
kombinasyonlarin1 igeren ortamlardaki (S; ve S, ortamlar1) total hiperisin
miktarlarinin yaklasik degerlerde oldugu goriilmektedir. S; kiiltiir ortaminda 0.0018
+ 0.00026 ve S, ortamindaki hiicrelerin total hiperisin iceriginin 0.0016 £+ 0.0021

mg/g oldugu saptandi.
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Kallus yapilar1 gibi siispansiyon kiiltiirlerindeki hiicreler de ¢ok az
farklilagma gosterirler. Ancak biyokimyasal calismalarin yapilmasinda hiicre
siispansiyon Kkiiltiirlerinin ¢alisilmasi daha c¢ok tercih edilmektedir. Ciinkii bu
kiiltiirler ortam sartlarindaki degisimlere daha ¢ok ve daha hizli yanit vermektedirler.
Siispansiyon kiiltiirlerindeki hiicreler sigmoidal bir egri ile ifade edilebilen bir
bliylime sekli gosterirler. Bu egride lag (baslangig) fazi, eksponensiyel (iissel,
bliylime) fazi ve stasyoner (duragan) faz olmak {izere ii¢ biiyiime safhasi fark
edilmektedir. Bu biiyiime fazlari ¢esitli asamalarda meydana gelen metabolik
degisiklikerden kaynaklanmaktadir. Genellikle siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinde
sekonder metabolit birikiminin biiylimenin yavagladigi ve hiicre farklilasmasinin
basladigi asamalarda meydana geldigi birgok literatiirde bildirilmistir. Ancak diger
baz1 literatlirlerde sekonder metabolit birikiminin aktif biliylimenin oldugu
donemlerde (eksponensiyel), meydana geldigi bildirilmistir.

Pasqua ve ark. (2003), ayni bitkinin kallus ve hiicre silispansiyon
kiiltiirlerinden elde ettikleri metanolik ekstraktlarinda hiperisin i¢erigini arastirmiglar.
Arastirmacilar bu bitkinin stispansiyon kiiltiirii hiicrelerinde hiperisin bulunmadigini
ancak kallus kiiltiirlerinde 0.10-0.015 mg/l arasinda hiperisin bulundugunu
bildirmisler**. Kartnig ve ark. (1996), Hypericum maculatum’un hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin  metanolik oziitlerindeki hiperisin miktarin1  0.047 mg/l olarak
6lemiislerdir®. Yaptigimiz ¢aligmada total hiperisin miktarinin 6l¢timii, daha 6nceki
calismalarda da bildirdigi gibi kiiltlirtin aktif biiyiime gosterdigi donemlerde
yapilmistir.

Bais ve ark. (2002), H. perforatum L.'nin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde

hiperisin bilesiklerinin®®, Sakamoto ve ark. (1994), Aralia cordata’nin hiicre

86



siispansiyon kiiltiirlerinde antosiyaninlerin®’ ve Hirose ve ark. (1990), Phytolacca
americana’nin stspansiyon kiiltiirii hiicrelerinde betasiyaninlerin aktif biiylime
déneminde en fazla miktarda biriktigini bildirmislerdir™. Bu bilesiklerin lag fazinda
iiretildigini gosteren bazi ¢alismalar da bulunmaktadir. Ornegin, Cassia torossa
kiiltiirlerinde germikrizon bilesikleri®® ve Bixa orellane Kkiiltirlerinde karotenoid

birikiminin bu fazlarda meydana geldigi bildirilmistir*’.

4.7. Siispansiyon Kiiltiirlerindeki Hiicrelerden Bitki Rejenerasyonu

Calismaninin bu kismui iki asamada gergeklestirildi. Birinci asamada sivi
ortamda gelisen hiicreler, daha once kallus olusturmak i¢in kullandigimiz Img/I BA
+ 2 mg/l NAA, 30 g/l siikroz ve 7 gr/l agar eklenerek hazirlanan kati MS besi
ortamlarinin bulundugu kiiltiir kaplarina aktarilarak kallus olusturulmasi saglandi
(Sekil 4.7.1). Kiiltiiriin 7. haftasinda siispansiyon kiiltiiriinde elde edilen hiicrelerin
bulundugu spot bolgelerinde kallus dokularinin meydana geldigi gozlendi. Daha
sonra belirli bir biiyliklige gelen kalluslar 4-5 hafta araliklarla ayni ortamda alt
kiiltiire alind1. Ikinci alt kiiltiirden sonra oldukca saglikli bir gériiniime sahip olan
kalluslarda biiylik oranda pigmentlesmenin meydana geldigi ve pigment olusumu ile
birlikte embriyojenik yapilarinda olustugu gozlendi.

fkinci asamada, organojenik yapilar olusturmus olan kalluslar, proliferasyon
ortami i¢in kullanilan 1 mg/l BA iceren MS besi ortamlarinin bulundugu kiiltiir
kaplarina aktarildi. Kiiltiirin 4. haftasinda organojenik yapilardan siirglin olustugu
gozlendi (Sekil 4.7.1-A-K). Daha sonra siirgiinler, 1 mg/l BA + 0.2 mg/l GAj igeren
besi ortamlarina aktarilarak siirgiin uzamasinin hizlandirilmasi saglandi. Stispansiyon

kiiltiirti  hiicrelerinden bitki rejenerasyonu ile ilgili veriler Cizelge 4.7.1°de
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gosterilmistir. Tablodaki sonuglarda da goriildiigi gibi kiiltiirlerde meydana gelen
kontaminasyonun oldukga diisiik oldugu (% 10.4) gozlendi. Kiiltiiriin 6. haftasinda 1
mg/l BA + 2 mg/l NAA igeren ortamda gelismeye birakilan kalluslar belirgin bir
sekilde biiytime gosterdi ve kallus olusumunda % 54.1°lik bir sonug elde edildi. 1 BA
iceren MS ortamina aktarilan kalluslardan gelisen siirglinlerin saglikli bir goriiniime
sahip oldugu ve siirgiin olusum oraninin olduk¢a yiiksek oldugu gézlendi (% 68.6).

Siirgiin olusumu saglandiktan sonra, siirglinler 1 mg/l BA igeren MS besi ortamina

aktarildi.

Cizelge 4.7.1. Siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinden siirgiin rejenerasyonu

Materyaller Kiilttir olugumu (%)
Kallus olusumu %54.1+32a
Siirgiin olugumu % 68.6+5.7b

Cizelgede her bir siitunda, farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger, bu ortalamalarin DUNCAN
testine gore P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gosterir. Veriler ii¢ tekrarin
ortalamasidir, + standart sapma.

Pasqua ve ark. (2003), 0.22 mg/l BA, 1 mg/l IBA, % 2 siikroz ve % 1 agar
igceren MS ortamina kallus yapilarini aktararak siirgiin olusumunu saglamis ve siirgiin
uzamasini hizlandirmak i¢in 0.5 mg/l BA ve 0.4 mg/l GAs igeren MS besi ortamini
kullanmuglardir.

Mendez (1994), Zingiber officinale’nin siispansiyon Kkiiltiiri hiicrelerinden
bitki rejenerasyonunda % 40 ve siirgiin gelisiminde de yaklasik % 26 oraninda bir
basar1 saglamustir’'. Santarem ve Astarita (2003), H. perforatum L.'min in vitro
kiltiirleri ile ilgili yaptiklar1 calismada, 4.5 pmol/l BA + 0.05 umol/l NAA igeren

MS besi ortaminda en fazla siirgiin olusturmayi basarmuslar (% 40.6)™.
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Daha 6nce yapilan calismalarla karsilastirildiginda, ¢calismamizin sonucunda
elde ettigimiz degerlerin Onceki ¢alismalara gore daha basarili oldugunu

gostermektedir.
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4.9. SEKILLER

Sekil 4.4.2.1. Farkli BBD konsantrasyonlarinin kallus gelisimi iizerine etkisi A. 1 mg/l BA
+ 2 mg/INAA MS ortami B. 1 mg/1 BA + 0.5 mg/l NAA MS ortami C. 1 mg/I BA + 0.4 mg/12,4-
D MS ortamui D. 2,4-D ve Kinetin kombinasyonlar1 E. 0.06 mg/l BA + 0.1 mg/1 2,4-D MS ortam1
F. Yiiksek BA ve Diigilk NAA konsantrasyonlari igceren MS ortami
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E

Sekil 4.1. H. triquetrifolium’un in vitro kiiltiirleri A.hormonsuz ortamda ¢imlenen tohumlar
B. Siirgiin ¢ogaltilmas1 (1 mg/l BA + 0.2 mg/l GA;) C. Yapraktan kallus gelisimi D. Graniiler
yapidaki yesil pigmentli kallus gelisimi E.kompakt (sert) yapidaki kallus gelisimi F.Kallustan siirgiin
gelisimi (1 mg/l BA)
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J K

Sekil 4.7.1. Siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinden bitki rejenerasyonu A.Siispansiyon Kkiiltiiriiniin
baslatilmasinda kullanilan kallus yapilar1 B.Graniiler kalluslarin sivi ortama aktarilmasi C.Siizme
isleminden sonraki siispansiyon kiiltiirii hiicrelerin dagilimi D. Siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinin alt
kiiltiir sonras1 gelisimi E-F. Siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinin mikroskobik goriiniimleri G.Hiicre
gruplarinin mikroskobik goriiniimii H.Siispansiyon kiiltiirii hiicrelerinden kallus gelisimi I.Kalus
yapilari iizerinde gelisen siirgiinler J-K. Rejenere olmus bitkiler
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B

Sekil 4.4.3.1. 1 mg/l BA + 2 mg/l NAA igeren farkli MS besin ortamlarinda kalluslarin gelisimleri
(40 giinlik kiltir) A.1/1 (tam giiglendirilmis) MS ortamindaki kalluslar B.1/2 MS ortamindaki
kalluslar

98



C

Sekil 4.4.4.1. 1 mg/l BA + 2 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda gelisen
kalluslarda kirmizi renk pigment olusumu A. Biitiin kallus B-C. Kallusun histolojik
yapisinin mikroskobik goriintiisii

99



5. SONUCLAR VE ONERILER

Hypericum tiirlerinin antidepresan, analjezik, antiviral ve yara iyilestirici
etkilerinin oldugu uzun yillardan beri bilinmektedir'*. Bu tiirlerden biri olan H.
triquetrifolium dliinyanin birgok yerinde yetisen yaygin bir tiir olup ¢ogunlukla Dogu
Avrupa ve Akdeniz Bolgesinde yayilis gosteren bir bitkidir’.

H. triguetrifolium™un in vitro mikrogogaltilmasi ile ilgili az sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Kallus kiiltiirlerine yonelik sadece birka¢ ¢aligma yapilmis olmasina
ragmen simdiye kadar bu bitkinin hiicre siispansiyon kiiltiirleri ile ilgili hicbir
calisma yapilmamustir.

Bu ¢aligmada, in vitro sartlarda H. triquetrifolium un yaprak eksplantlarindan
kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri yapilarak bunlarin total hiperisin igerikleri
aragtirllmistir. Dogal ortamdan alinan bitkilerin yaprak, c¢icek govde ve kok
kisimlarindan elde edilen metanolik Oziitlerden, yapraga ait Oziitlerde en fazla
miktarda hiperisin (1.95 mg/l) tespit edildigi icin kallus kiiltiirleri bitkinin bu
kismindan (yaprak) baslatilmistir.

Stispansiyon kiiltiirlerinin baslangi¢ materyali olarak kullanilan kalluslarin
kolayca dagilabilen 6zellikte olmasi hiicrelerin sivi ortama daha hizli ve daha kii¢iik
yigmlar halinde dagilmasini saglamaktadir. Kallus yapilarinin bu 6zellikleri tagimasi
icin uyguladigimiz islemler (alt kiiltiir siireleri ve ortamlarin optimizasyonu), bagarili
sonuclar elde etmemizi saglamistir.

Farklilasmamis doku 6zelligini tagiyan kallus materyallerinde kirmizi renk

pigment olusumu, total hiperisin miktarinin diisiik olmasina neden olmaktadir.
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Calismada, hiicre siispansiyon kiiltiirlerinin baglatilmasinda kullanilan kallus
materyallerinin ~ olusturulmast  i¢in  farkli  hormon konsantrasyonlar1  ve
kombinasyonlar1 kullanilmistir ve en etkili ortamin 1 mg/l BA + 2 mg/l NAA igeren
ortam oldugu tespit edilmistir. Kallus kiiltiirii i¢in tespit edilen en etkili ortam hiicre
siispansiyon kiiltiirli i¢in de kullanildi ancak bu ortamin sivi olmasi i¢in agar ilave
edilmedi. Siispansiyon kiiltiirlerindeki biliylime parametrelerini (PCV, yas agirlik ve
kuru agirlik) ve total hiperisin igeriklerini karsilastirmak i¢in 1 mg/l BA + 2 mg/l
NAA igeren ortamdan elde edilen hiicreler 1 mg/l BA + 0.4 mg/l 2,4-D igeren
ortamda da gelistirildi. Ortamlar karsilastirildiginda total hiperisin i¢erigi bakimindan
fazla fark goriilmezken, biliylime parametrelerinde (PHH, Yas agirlik, Kuru agirlik)
gibi farkliliklar gézlendi.

Stispansiyon kiiltiirlerinde gelisen hiicrelerin tek veya kiigiik hiicre gruplari
seklinde dagilim gostermesi bu kiiltiirlerin kalitesini belirlemede 6nemli bir 6lgiit
olarak degerlendirilmekte olup kiiltiirlerin bu ozellikleri tasimasi i¢cin daha Once
yapilan c¢aligmalarda ortama belirli miktarlarda pargalayict enzimler (pektinaz,
sellilaz vb.) eklenmistir. Ancak bu tiir uygulamalar ekonomik agidan tercih
edilmemektedir. Bizim c¢alismamizda hiicrelerin sivi ortamda tek tek ya da kiigiik
hiicre gruplart seklinde dagilmasini saglamak i¢in herhangi bir pargalayici enzim
kullanilmadi.

Kallus yapisinin metanolik ekstraktlarindan elde edilen total hiperisin
bilesiklerinin miktar1, dogal ortamdaki bitki kisimlarinin hiperisin miktarindan diistik
oldugu ve bu miktarin yapraktakinden yaklasik 30 kat daha az oldugu tespit edildi.
Siispansiyon kiiltlirtindeki hiicrelerin total hiperisin miktarinin ise kallus yapisina

gore yaklasik 25 kat daha az oldugu tespit edildi.
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Yaptigimiz ¢alismadan elde ettigimiz sonuglar degerlendirildiginde, ileriki

caligsmalara yonelik verilecek Oneriler agagida siralanmistir;

l.

H. triguetrifolium un slispansiyon kiiltiirlerine yonelik simdiye kadar higbir
calismanin yapilmamis olmasi bu c¢alismanin sonraki benzer c¢alismalara
referans olabileceginin gostergesidir

H. triquetrifolium’un yaprak eksplantlarindan olusturulan siispansiyon
kiiltiirtindeki hiicrelerin total hiperisin igerikleri olduk¢a diisiik ¢ikmistir. Bu
hiicrelerdeki total hiperisin miktarinin arttirilmasi i¢in daha Onceki diger
tirler tlizerinde yapilan c¢alismalarda oldugu gibi siispansiyon kiiltiirii
ortamina ¢esitli elisitor veya oOnciil maddeler eklenerek calisma daha da
verimli hale getirilebilir.

Calismamizda kiigiik olgekli kiiltiirler (100-250 ml’lik erlenlerde) yapildi.
Ancak sonraki caligmalarda biiyiikk olgekli kiiltlirlerin (biyoreaktorlerin)

yapilmasi ¢aligmay1 daha etkili hale getirebilecegini diisiinmekteyiz.
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