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TESEKKUR
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ve istatiksel hesaplamalarda yardimlarindan dolay1 Veysi KIZMAZ’ a tesekkiirlerimi sunarim.
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AMAC

Hypericum tiirleri, basta depresyon rahatsizliklar1 olmak iizere pek ¢ok tedavi edici
ozelligiyle genis bir kullanim alanina sahiptirler.

Bu calismada Dogu Anadolu Bolgesi’nde yayilis gdsteren ve endemik bir tiir olan
Hypericum scabroides Robson&Poulter (Guttiferae)’in doku kiiltiirii yontemi (in vitro
mikrogogaltma) ile yetistirilmesi i¢in uygun bir protokol belirlemesi ve yapisinda bulunan
total hiperisin miktarinin incelenmesi amaglanmistir.

Bu c¢alisma sonucu elde edilen bulgular, bolgemizde yetisen diger endemik ve tibbi
bitkilerin in vitro mikrogogaltilmasi ve etken maddelerinin tesbiti ¢alismalarina da 1s1k

tutacaktir.



OZET

Bu c¢alismada Hypericum scabroides Robson&Poulter (Guttiferae)’in in vitro
mikrogogaltma (doku kiiltiirii ile yetistirme) protokolii ve bunlarin total hiperisin igerigi
arastirildi.

Tohumlar hormonsuz , 0.055, 0.011 ve 0.0165 uM BAP iceren Murashige ve Skoog
(MS) (1962) ortamlarinda kiiltiire alindi.En iyi ¢imlenme yiizdesi,kontrol grubu (BAP
bulunmayan) ve 0.0165 uM BAP iceren ortamlardan elde edildi.

Ayrica 6n soguklama igleminin ¢imlenme yiizdesini arttirdig1 saptandi

Proliferasyon i¢in en iyi ortamin 0.0275 uM BAP igeren ortam oldugu tesbit edildi.
Bu calismada ayrica ¢imlendirilien tohumlarin ilk siirgiin ve govde kisimlarmin daha iyi
gelismesi i¢in GAj3’in gerekli oldugu gozlendi. En iyi gelisim 0.29 uM GAj; igeren ortamdan
saglandi.

Sonug olarak hem in vitro mikrogogaltilan hem de dogadan toplanan bitkilerin yeteri

miktarda hiperisin icermedigi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Hypericum scabroides,Hiperisin, Mikropropagasyon, Proliferasyon.
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SUMMARY

In this study, in vitro micropropagation (by tissue culture growth) and total hypericin
content of Hypericum scabroides Robson&Poulter (Guttiferae) were studied.

The seeds were cultured on Murashige and Skoog (MS) (1962) medium containing
0.055, 0.011 and 0.0165 uM BAP together with a hormone free medium as a control.

The best germination percentage were obtained from the control group (BAP free) and
0.0165 uM BAP medium. It was also determined that the process of stratification was raised
germination percentage of the cultured seeds.

The MS medium containing 0.0275 uM BAP was the best for proliferation of axillary
shoots.

In addition, the effects of Giberellik acid (GA3) was studied on shoot development.

The best of growth was obtained from MS medium containing 0.29 uM GA3; .

As results of this study , hypericin contents of naturally growth and in vitro growth

plants were investigated. In both treatments were obtained not enought contained hypericin.

Keywords: Hypericum scabroides, Hypericin, Micropropagation, proliferation.
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1.GIRiS
Teknolojik alandaki hizli gelismeler sayesinde yasamin her alaninda oldugu gibi

saglik alaninda da ileri diizeyde aragtirmalar yapilmaktadir. Bunlar arasinda, geleneksel
tedavide yaygin olarak kullanilan ve tedavi 6zelligi bulunan bitki tiirleri ile ilgili ¢aligmalar
agirlik kazanmistir. Bu arastirmalar sonucu elde edilen bilgiler, tedavi 6zelligi gosteren dogal
saglik iiriinlerin yaygin olarak kullamlmasina olanak saglamistir. Ornegin; Kuzey Amerika’da
eczanelerde satilan her bes lirlinden birini bu tip bitkiler olusturmaktadir [1]. Bu bitkiler
arasinda yer alan Hypericum tiirleri de antik ¢aglardan beri halk hekimliginde
kullanilmaktadir [2].

Hypericum (Guttiferae) diinyada 6zellikle 1liman bolgelerde, calilik ve fundalik
alanlarda yetisen bir bitki cinsidir [3]. Diinyada yaklasik 400 tiirii bulunan Hypericum cinsi,
Tiirkiye’de 43 i endemik olmak iizere 89 tiirle temsil edilmektedir. Gilineydogu Anadolu
Bolgesinde de 13 tiirii tespit edilmistir [4]. En iyi bilinen tiirii St. John’s wort olarak bilinen
Hypericum perforatum’dur. Tiirkiye’de kantaron, kantarum, koyun kiran ve binbirdelik otu
adlartyla bilinir [5-6].

Geleneksel tedavide; yaprakli, ¢igekli ve meyvali dallar ile kokleri kullanilir.

Tiirkiye’de gelencksel tedavide antispazmik, antiseptik ve sakinlestirici olarak
kullanilmaktadir [7]. Modern eczacilik biliminin gelismesi, diger bazi1 bitkiler gibi
Hypericum’ un da tibbi olarak kullanilabilen bir bitki oldugunu neredeyse unutturmustur.
Fakat sentetik ilaglarin tehlikeli yan etkilerinin bulunmasi ve bitkilerin ¢ok yonlii etkiye sahip
olmalari, bu bitkilerin énemini yeniden giindeme tasimistir. Ozellikle Hypericum tiirlerinin
cagimizin yaygin hastaligi olan depresyona karsi etkili olmasi bu bitkiler ve onlardan elde
edilen bilesikler iizerine ¢alismalarin artmasina neden olmustur [8].

Sahip oldugu onemli tibbi 6zelliklerden dolay1 klasik yetistiriciligin yaninda doku
kiiltiirii yontemiyle de yetistirilen Hypericum tiirlerinin hiperisin ve pseudohiperisin icerigi,
bir¢ok arastirici tarafindan da ¢alisilmaktadir [9-10]. Hypericum tiirlerinden elde edilen dogal
saglik iirlinlerindeki satis miktari, bu bitkinin tagidig1 ekstraktlarin énemini yansitmaktadir,
2003 yilinda Almanya’da bu ilaglarin giinliik satilan, dozunun 89.9 milyon oldugu ve 2001 de
ABD’de bu satiglarin miktar1 24 milyon dolar oldugu bildirilmektedir [11].



Hypericum tirlerinin kimyasal bilesenleri {izerine yapilan ¢alismalar sonucunda bu
tirlerdeki farmakolojik bakimdan aktif bilesenlerin; floroglusinol tiirevleri, hiperforin ve
adhiperforin, naftadiantronlar, hiperisin ve psddohiperisin, flavonoidler, rutin, kuersitrin,
izokuersitrin ve biaperin, ayrica prosiyanidinler, temel yaglar, amino asitler, fenol propanlar,
ksantonlar ve diger bilesikler (organik asit, peptitler, polisakkaritler) oldugu bulunmustur
[12].Bir naftadiantron olan hiperisin antitiimoral fotodinamik terapide kullanilmaktadir [13] .
Kuersitin ve diger flavonoidler gibi lipofilik ekstraktlar derideki ylizeysel yanik, ¢izik ve
yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir [14]. Bir floroglusinol tlirevi olan hiperforin de,
antidepresan etkiyi saglayan temel bilesendir [15]. Hiperforinin giiglii bir antitiimoral etkisi
de bulunmaktadir. Hiperisin ve psddohiperisin gibi polisiklik kinonlar tiimdr ve viriisler
iizerindeki giiclii fotodinamik etkilerinden dolay1 bu bilesikler arasinda 6nemli bir grubu
teskil etmektedir [16].Ayrica Hypericum tiirlerinin yapisinda yer alan ksantonlar da,
antiinflammator, antihepatotoksik, antiviral, antimikrobiyal ve antitiimoral gibi birkag 6nemli
farmakolojik 6zellik gostermektedir [17].

Bu molekiillerin biyosentezi morfojenezis ile de baglantilidir ve genellikle yaprak ve
petallerin kenarlarindaki koyu noktacikli yapilarinda bulunur. Hypericum bitkileri tarafindan
hiperisin ve psddohiperisin iiretimi tamamziyla genetik ve ¢cevresel faktorlere baglidir [18].

Bugiline kadar ticari iiretim i¢in tarlalarda yetistirilen bitki materyali kullanilmaktaydi
fakat bocek, viriis, bakteri, kirleticiler ve cevresel sartlar gibi etkenler bu iirlinlerin tibbi
kalitesini diislirdiiglinden bugiin bir¢ok gelismis iilkede klasik kiiltiiriin yaninda doku kiiltiirii
yoluyla da tibbi bitki yetistiriciligi yaygin olarak yapilmaktadir [19].

Bu c¢alismada; son yillarda yaygin olarak kullanilan Hypericum cinsine ait endemik bir
tiir olan Hypericum scabroides Robson&Poulter tiirliniin farkli BAP konsantrasyonlarinda in
vitro mikrogogaltilmas1 ve bu ortamlarda yetistirilen bitkilerin toplam hiperisin iceriklerinin

incelenmesi amaglanmustir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

KIKUCHI ve ark., (1985), Srilanka’dan toplanan Hypericum mysorense’den;
hiperenon-A, miserenon-A ve metil penasil 1,1-dimetilprop-2-enilmalonat bilesiklerini izole
etmislerdir. Yeni olan bu bilesiklerin yanisira yapist daha dnceden bilinen 4 tane ksanton
tiirevi izole etmis ve tanimlamiglardir. Bunlar: 2-metoksiksanton, 2,3-dimetoksixanthon, 1,7-
dihidroksiksanton ve 2-hidroksiksanton’dur [20].

DECOSTERD ve ark., (1991), Hypericum calycinum’un toprak istii kisimlarinin
petrol eter 6ziitlinden yeni bir tane floroglusinol tlirevi izole etmisler ve bilesigin yapisi 1H ve
13C NMR spektroskopi yontemleri ile aydinlatilmistir. Bunun yaninda {i¢ monometil eter
tirevi elde edilmistir. Bu tiirevlerin bazilari, Cladosporium cucumerinum’un biiylimesini
engelleyerek anti-fungal etki gostermistir. Floroglusinol tiirevinin ise in-vitro test sisteminde
anti-malarial etkiye sahip oldugu saptanmistir [21].

ROCHA ve ark., (1994), Hypericum brasilense’nin kok ve govdelerinin CH2CI2 ile
Oziitlenmesi sonucu yeni bir y-pirone (hyperbrasilone), ii¢ tane bilinen ksanton (1,5-
dihidroksiksanton, 5-hidroksi-1-metoksiksanton ve 6-deoksijakareubin) ve betulinik asit izole
etmiglerdir. Hiperbrasilon ve ksantonlarin tiimii, Cladosporium cucumerinum’nin biiyiimesini
inhibe ederek anti-fungal etkili oldugu, diger ii¢ ksantonun da farkli derecelerde monoamin
aksidaz A ve B’yi inhibe ettigi goriilmistiir [22].

ROCHA ve ark., (1995), Hypericum brasilense’nin yaprak ve ¢igeklerinin petrol
eterle 6ziitlenmesi ile ii¢ tanesi bilinen (japonisin-A, uliginosin-A ve izouliginosin) ve biri de
yeni olmak tizere dort floroglusinol izole etmislerdir. Elde edilen dort floroglusinol’iin,
Bacillus subtilis’e kars1 etkili oldugu saptanmustir. Ayni bitkinin MeOH’l1 6ziitiinden ise
flavonoidler, kamferol, luteolin, kuersetin, kuersitirin, izokuercitirin, hiperosid ve guaijaverin
izole edilmistir [23].

KARTNIG ve ark., (1996), Hypericum perforatum, Hypericum maculatum,
Hypericum tomentosum, Hypericum bithynicum, Hypericum glandulosum ve Hypericum

balearicum’u doku kiiltiirii yontemiyle cogaltmislar ve degisen miktarlarda hiperisin,



psodohiperisin, flavonoid, monomerik kuersetin tiirevleri ve apigenin tiirevleri izole
etmislerdir [24].

RATH ve ark., (1996), Hypericum roeperonum’un koklerinden dort tane yeni ksanton
izole etmislerdir. Bunlarin yapilar1 spektroskopik ve kimyasal yontemlerle aydinlatilmigtir.
Izole edilen ksantonlarin bazilarmin, Candida albicans’a kars1 anti-fungal etki yaptigini
saptamiglardir [25].

CONSTANTINE ve KARCHESY, (1998), H. perforatum bitkisinin, hasat zamanina,
kurutma kosullarina ve depolama sekline bagli olarak hiperisin miktarindaki degisiklikleri
calismiglardir [26].

WU ve ark., (1998), H. japonicum’un toprak iistii kisimlarindan yeni bir ksanton
glikosid; 1,5-dihidroksiksanton-6-O--D-glikosid, yeni bir dimer ksanton; bijaponikaksanton
ve ilk naturel prenilat ksanton ; 1,3,5,6-tetrahidroksi-4-prenilksanton izole etmislerdir.
Bununla beraber dort tane bilinen ksanton da elde etmislerdir [27].

WU ve ark., (1998), Hypericum henry’nin yaprak ve gévdesinin CH2CI2 6ziitlenmesi
sonucu yapist onceden bilinen bes ksanton izole etmislerdir. Bunlar: kielkorin, kandensin,
1,7-dihidroksiksanton, 1,5-dihidroksi-4-metoksiksanton ve 1,2,3-trihidroksiksanton’dur [28].

ALECU ve ark., (1998), H. perforatum’dan  saflagtirilan hiperisinin timor
hiicrelerindeki antiproliferative ve sitotoksik etkisini ¢aligmiglardir. Goriiniir 151k bolgesinde
ve oksijenle fotodinamik bir aktivasyon kazanmasi nedeniyle bu bilesigin cilt kanserinde
kullanilabilecegi 6nerilmistir [29].

DENKE ve ark., (1999), H. perforatum’un Oziitlerinin biyokimyasal aktivitelerini
aragtirmiglardir. Nitrojen fertilizasyonuyla yetistirilen bitkilerle diger bitkiler arasinda
biyolojik aktif madde bakimindan farklar oldugunu saptamislardir [30].

VEROTTA ve ark.,, (1999), H. perforatum’un toprak {isti kisimlarindan
florohiperforin ve oksitlenmis analogu olan prenilat floroglusinol hiperforin izole etmislerdir
[31].

UMEK ve ark., (1999), Slovenya yakinlarindan toplanan, H. perforatum, H. hirsutum
H. maculatum, H. tetrapetrum, H. montanum ve H. humifusum tiirlerinin fitokimyasal
analizlerini yapmus; rutin, hiperosid, izokuersetin, kuersitrin, kuersetin, 13,11,8-biapigenin,
amentoflavon, psddohiperisin, hiperisin ve hiperforin bilesiklerini izole etmislerdir [32].

ISHIGURO ve ark., (1999), Hypericum patulum’un siispansiyon hiicre kiiltlirlinden
iki yeni ksanton glikosid; patulosid-A ve patulosid-B izole etmislerdir [33].

APAYDIN ve ark., (1999), Hypericum triquetrifolium’un MeOH 0ziitiinlin fareler

iizerinde antinosiseptif aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir. Bu bitkiden elde edilen



Oziitlin ratlara uygulanmasi sonucu uygulama miktarina bagl olarak iltihaplanmay1
onledigini saptamislardir [34].
HANSEN ve ark., (1999), H. perforatum’da bilinen temel bilesiklerin yanisira iki

yeni bilesik bulmuslardir. Bunlar; kuersetin-arabinosid ve kuersetin-galaktouronid’dir [35].

HU ve ark., (1999), Hypericum ascyron’un toprak iistii kisimlarinin EtOH 6ziitlinden
sekiz ksanton tiirevi izole etmislerdir. Bunlardan; 3,6-dihidroksi-1,7-dimetoksiksanton yeni
bir bilesiktir ve 5-kloro-1,6-dihidroksi-3-metoksi-8-metilksanton yiiksek bitkilerden izole
edilen ilk kloroksanton’dur [36].

SOKMEN ve ark., (1999), Doku Kkiiltiirii ydntemiyle c¢ogaltip yetistirdikleri
Hypericum capitatum’un MeOH 0ziitiiniin diisiik oranda HIV-I’e karsi antiretroviral
aktiviteye sahip oldugunu saptamiglardir [37].

HU ve SIM, (2000), H.sampsoni’nin toprak iistii kismlarinin EtOH 6ziitlinde daha
onceden izole edilmis olan sampsonin A-M’nin yam sira degisik spektroskopik teknikler
kullanilarak baz1 poliprenilat benzoilfloroglusinol tiirevleri izole etmislerdir [38].

VEROTTA ve ark., (2000), H. perforatum’un toprak Ustli organlarindan prenilat
floroglusinol hiperforinin oksijenli ii¢ analogunu izole etmislerdir. Bunlar; 33-deoksi-33-
hidroperoksifurohiperforin, oksepahiperforin ve 8-hidroksihiperforin 8,1-hemiasetaldir [39].

SIRVENT ve GIBSON, (2000), H. perforatum’da bulunan hiperisin psddohiperisin
ve diger bilesiklerin elde edilmesi i¢in yeni bir teknik gelistirmislerdir [40].

EVSTATIEVA ve ark.,, (2000), Bulgaristan’daki H. perforatum’larin hiperisin
miktarlarini belirlemeye yonelik olarak yaptiklar1 ¢aligmada, 20 floristik bolgeden toplanan
toplam 65 populasyon i¢inde en fazla hiperisin igeriginin giiney Bulgaristan’in daglik
bolgesinde yetisen H. Perforatumda’da bulundugunu saptamislardir [41].

SOUTHWELL ve BOURKE, (2001), H. perforatum’un hiperisin iceriginin
mevsimlere bagl olarak degistigini saptamislardir. Genis yapraklarda kisin minimum
hiperisin—psddohiperisin miktart 100 ppm iken yazin 3000 ppm. dar yapraklarda ise bu
miktar, kis mevsiminde genis yapraginkine yakin bir degerdeyken yaz mevsiminde
maksimum yani 5000 ppm. kadar oldugunu saptamiglardir [42].

KITANOV ve NEDIALKOV, (2001), Hypericum annulatum bitkisinin MeOH
Oziitiinden 1iki yeni benzofenon, hiperisefonosid ve annulatofenon izole etmislerdir.
Benzofenonlarin yapilarinin  2°-O-B-D-glukopiranasol-2,4,5’,6-tetrahidroksibenzofenon ve
2,3,5,6-tetrahidroksi —4-metosibenzofenona benzedigi spektral ve kimyasal yollarla

kanitlamiglardir [43].



PLOSS ve ark., (2001), H. perforatum’dan asetonla 6ziitiinden flavanollerden; katesin
ve epikatesin ile prosianidin izole etmislerdir. Bunlar1 yapilar1 temel kimyasal ve spektral

yontemlerle tespit etmislerdir [44].

JURGENLIEMK ve NAHRSTEDT (2001), H. perforatum’un kurutulmus 6ziitlinden
HPLC kullanarak 22 fenolik bilesik izole etmislerdir. Bunlardan kuersetin-3-O-(2’-O-acetil)-
-D-galaktsid ilk defa izole edilen dogal bir bilesiktir. Kriptoklorogenik asit, protokatesik
asit, 3-O-[Z]-p-kumar-oilkuinik asit, isoorientin, sianidin-3-O-a-L-rhamnoside ve astilbin ise
ilk kez boyle bir kaynaktan izole edilmistir [45].

OZEN ve BASHAN (2002), Hypericum triquetrifolium’un yapisinda bulunan yag
asitlerinin bilesimlerini, GC/MS yontemiyle saptanmasina yonelik bir ¢aligma yapmuglardir
[46].

OZEN ve ark. (2004), Tiirkiye’de yetisen iki Hypericum tiiriiniin yag asidi ve 3-
hydroxy yag asidi bilesimlerini arastirmiglardir [47].

ZOBAYED ve ark. (2004), Alt1 farkl kiiltiir sistemi kullanilarak H. perforatum’un in
vitro karakterizasyonun tesbiti amaciyla genis bir in vitro gelisme skalasi arastirmislar.Bu
calismada hiperisin ve psodphiperisin miktarinin jelli ortamda (kati1 besiyeri) sivi besiyeri
ortamindakinden daha fazla oldugu bulunmustur [19].

PIOVAN ve ark.,(2004), Hypericum elodes tiriindeki kirmiz1 bezelerde hiperisin
tiirevlerinin olusturuldugunu bitkinin sepallerinden aldiklar1t mikro orneklerle, elektrosprey
iyonizasyon kiitle spektrometri (ESI-MS/MS) yontemlerini kullanarak bulmuslar ve bu
bulguya dayanarak, bu tiirlin Hypericum cinsi igerisindeki taksonomik yerinin
bulunabilecegini ve bu tiirlin de naftadiantronlarin biyosentez yolunu gerceklestirebilecegini
ortaya ¢ikarmiglardir [48].

FENNER ve ark.,(2005), Giiney Brezilya’da yetisen yedi hypericum tiri (H.
caprifoliatum Cham.ve Schiltdl., H. carinatum Griseb., H. connatum Lam., H. ternum A.
St.-Hil., H. myrianthum Cham. ve Schitdl., H. piriai Arechav. ve H. polyanthemum
Klotzsch ex Reichardt)’un toprak {iisti kisimlarinin ham metanolik ekstraktlari, agar
sulandirma metodu kullanilarak filamentsi mantar, patojenik mayalar ve dermatofitleri i¢eren
standardize edilmis panele kars1 in vitro antifungal aktiviteleri arastirilmis ve H. Ternum’un
kloroform ve hekzan ekstraktlarinin test edilen ekstraktlar arasinda en biiyiik aktivite
gosterdigini saptamiglardir [49].

DULGER ve GONUZ ,(2005), Tiirkiye de yetisen ve Balikesir bolgesi i¢in endemik

bir tiir olan Hypericum kazdaghensis’ in yapraklarinin kloroform ,aseton ve metanol



ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesini disk diflizyon metodunu kullanarak aragtirmislar ve

biitlin ekstraktlarin test edilen bakterilere kars1 aktivite gosterdigini ortaya ¢ikarmiglardir [50].

KARAKAS, (2005), Hypericum triquetrifolium’n in vitro da BAP oranlarin
kullanarak yetistirmis ve kimyasal ve spektral yontemler kullanarak hiperisin icerigini test
etmistir [51].

CIRAK ve ark.,(2006) Tirkiye'de yetisen , Hypericum aviculariifolium subsp.
depilatum var. depilatum (endemik) ve Hypericum pruinatum tirlerinde hiperisin
miktarmin geceleri, yeni gelisen ¢icekli kisimlarda en yiliksek bulmuslar, Hipericum
perforatum da ise en yiiksek hiperisin seviyesinin tam ¢igeklenme evresinde oldugunu
saptamislardir [52].

MEDINA ve ark.,(2006),Hipericum tiirlerinin igerdigi lipofilik bir bileseni olan
hiperforinin; norolojik,antibakteriyel ,antitumoral 6zellikler gosterdigini ortaya ¢gikarmislardir
[53].

MARTONFI ve ark.,(2006), H. maculatum ve H. perforatum’ un sekonder metabolit
iceriklerini karsilagtirdiklarinda, ,kimyasal profillerinin (hiperosid, izoquersitrin, quersitrin,
quersetin, biapigenin, psodohiperisin, hiperisin varli§i) ¢ok benzer oldugunu, fakat H.
maculatum ve akraba tiirleri olan H. dubium ve H. carpaticum, un, H. perforatum’ da
genellikle var olan rutin ve hiperforini igermediklerini saptamiglardir. Ayrica H.
maculatum’daki hiperisin i¢erigini 0.033 - 0.339 olarak bulmuslardir [54].

TOKER ve ark., (2006), Tirkiye’de yetisen Hypericum hyssopifolium var
Microcalycinum ve Hypericum lysimachioides var. Lysimachioides tirlerinin ugucu yag
bilesenlerini , GC ve GC-MS yontemlerini kullanarak arastirmiglar ve analizler sonucunda bu
tirlerden elde edilen ugucu yaglarin icindeki en biiylik komponentin karyofilen oksit
oldugunu bulmus ve her iki tiirlin igerdigi ugucu yaglarin, 60-80 pg/ ml lik bir
konsantrasyonda dokuz mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigini tesbit

etmislerdir [55].



3.MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3. 1. 1. Hypericum scabroides Robson & Poulter’in Genel Ozellikleri ve Yayihs1
Govde 15-40 cm, dik veya tabanda yatik, gévde kisa tiiylii, beyaz veya kahverengimsi

tiyliidiir. Salg tiiyleri bulunmaz. Genelde salgisiz yada az sayida belli belirsiz kirmizi salgi
noktaciklidir. Ana gdvde iizerinde yapraklar 7-15 mm, dikdortgenimsidir. Seritsiye dogru
degisen sekillerde bazen geriye dogru kivrik, u¢ kismi yuvarlagimsidir. Cigek durumu
korimbus ve ¢ok cigeklidir. Sepaller dikdortgenimsi mizraksi, uclar yuvarlagimsi,kemirilmis
digsidir. Petaller 6-9 mm dir. Kapsiil 5-10 mm yumurtamsidir. Cigeklenme dénemi 6. aydir.

Genel cografi yayilisi: Dogu Anadolu Bolgesinde yayilis gosteren endemik bir tiirdiir
[56].

3. 1. 2. Bitkinin Toplanmasi
Bu c¢aligmada materyal olarak kullanilan Hypericum scabroides’in vejetatif

donemdeki yapraklar1 ve tohumlar1 haziran-agustos 2005’de Elazig-Gezin, Hazar Goli
civarindan toplanmustir. Bu bitkiye ait herbaryum &rnekleri, Dicle Universitesi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Herbaryumu’nda (DUF) saklanmaktadir.

3.2. Metod
3.2.1. Biyoteknolojik Calismalar

3.2.1.1. Cam Malzemelerin Sterilizasyonu
Cam malzemeler (erlenmayer, meziir, balon joje, pipet, beher) sadece sicak su

kullanilarak firca yardimi ile temizlendi. Daha sonra ii¢ defa saf sudan geg¢irilerek 180 °C’de
etlivde bir saat bekletilmek suretiyle kurutuldu. Kullanilan Magenda GA-7 kiiltiir kaplar ise
aliminyum folyo ile sarilarak 121°C’deVe 1 atmosfer basingta 25 dakika siire ile otoklavda

sterilize edildi.



3.2.1.2. Pens ve Bisturilerin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu
Pens ve bisturiler 6nce % 96’lik alkol ile silinip 10’arl1 gruplar halinde aliiminyum

folyolara sarilarak 300 °C’lik kuru bir sterilizatorde 30 dakika siire ile sterilize edildi.

3.2.1.3. Besi Ortamlarimin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu
Caligmada besi ortami olarak Murashige ve Skoog (MS) (1962) tarafindan nerilen

temel besi ortaminin modifiye edilmis sekli kullanildi. MS besi ortaminda kullanilan stok

cozeltilerin hazirlanmasi asagida agiklandigi gibidir.

MS(makro elementler) Ana Cozeltisi

NH4NO3 165¢g

KNO3 19.0¢g

CaCI2.2H20 44 ¢

MgS04.7H20 37¢

KH2PO4 1.7¢g

Distile su 1000 ml’ye tamamlanir.

MS Mikro 1 Elementler Ana Cozeltisi

H3BO3 620 mg
MnS0O4.4H20 2230 mg
ZnS04.7H20 860 mg

KI 83 mg
Na2Mo04.2H20 25 mg

Distile su 1000 ml’ye tamamlanur.
MS Mikro 2 Elementler Ana Cozeltisi

CuS04.5H20 25 mg

CoCI2.6H20 25 mg

Distile su 100 ml’ye tamamlanir.

Vitamin Karisimi Ana Cozeltisi

Nikotinik asit 50 mg
Glisin 2.00 mg
Pridoksin HCI 50 mg

Distile su 100 ml’ye tamamlanir



Kompleks Kelator Ana Cozeltisi
FeSO4.7H20
Na2EDTA

Distile su

B1 Vitamini Ana Cozeltisi
Tiamin HCI

Distile su

BAP (6-Benzylaminopurin) Ana Cozeltisi
BAP
IN HCI

Distile su

GA; (Giberellik asit) Ana Cozeltisi
GA;

Distile su

MS Kiiltiir Besi Ortamm

Agar

Sakkaroz

MS ana soliisyonu (Makro elementler)
MS mikro elementler-1

MS mikro elementler-2

Kompleks kelator

Vitamin karigimi

B1 vitamini ana soliisyonu

Distile su

10

278 ¢g
200 g

1000 ml’ye tamamlanir.

100 mg

100 ml’ye tamamlanir.

100 mg
2-3 ml

100 ml’ye tamamlanir.

25 mg

25 ml 1’e 1 alinir.

12 ¢
30g
100 ml
10 ml
1 ml
10 ml
1 ml
1 ml

1000 ml’ye tamamlanur.

Besi ortamlarinin sterilizasyonu, 1 atmosfer basingta 121 °C’de 25 dakika siire ile

otoklavda bekletilmek sureti ile yapildi. Sterilizasyonu yapilan besi ortami, steril kabin

icerisinde Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina aktarildi (50-60 ml).
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3.2.1.4. Ropikaj ve Kiiltiir Odalarimin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu
Ropikaj odasinda, bir ultraviyole lambasi, i¢inde ekim islemlerinin gergeklestirildigi

steril bir kabin ve kabin icerisinde bunzen beki bulunmaktadir. Ropikaj odasina girilmeden 24
saat Once, kapi, duvar, masa, dolaplar, taban vs. seyreltilmis sodyum hipoklorit (NaOCI; %
53’liik sodyum hipoklorit iceren) ile steril edildi. Steril kabinin i¢i ve yiizeyi alkol (% 70) ile
temizlendi. Oda temizlendikten sonra, ultraviyole lambasi ekim islemlerinde bir gece oénce 2-
4 saat agik birakilarak sterilizasyon tamamlandi.

Kiiltiir odasiin sicakligi 2542 °C’a, 151k periyodu da 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
olacak bigimde ayarlandi (3000-5000 liix).

3.2.1.5. Kullanilan Materyalin Sterilizasyonu
H .scabroides’in olgun tohumlari, ¢imlenme sirasinda enfekte olmasini 6nlemek igin

ylizey sterilizasyonuna tabi tutuldu.

Calismada kullanilacak tohumlar, musluk suyunda yikandiktan sonra % 70’lik alkolde 30
saniye ¢alkalanarak on sterilizasyonu yapildi. Daha sonra tohumlar % 5’lik NaOCI ¢ozeltisi
icinde 10 dakika siire ile bekletildi. On sterilizasyonu yapilan tohumlar, steril distile su ile 5
kez 5’er dakika c¢alkalanmak iizere NaOCI’den arindirildi. dakika siire ile otoklavda steril

edildi. [51]

3. 2. 1.6. Ekim islemleri

3.2.1.6.1. H. scabroides’in Olgun Tohumlarindan Mikrocogaltma Calismalar:
H.scabroides’in mikrogogaltma c¢alismalarinda materyal olarak olgun tohumlar

kullanildi. Tohumlar, 3.2.1.5. te belirtilen sterilizasyon islemin tabi tutuldu.Daha sonra
tohumlar, steril kurutma kagitlar iizerinde pens yardimiyla izole edilerek, MS besi ortami
bulunan Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina aktarildi. Tohumlarin ¢imlenmesi i¢in MS ortami, 30
gL' sakkaroz, 10 gL' agar ilavesiyle desteklendi. Besi ortami pH’s1 agar ilavesinden 6nce
5.8 olacak sekilde ayarlanarak 1 atm basingta 121°C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril

edildi. Kiiltiire alindiktan 2 hafta sonra tohumlarin ¢imlenme durumlar1 degerlendirildi.
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3.2.1.6.2. Tohum Kabuklarinin Catlatilmasinin Cimlenmeye Etkisi
Materyal olarak kullanilan olgun tohumlarin in vitro sartlarda ¢imlendirilmesi igin

alman olgun tohumlar sterilizasyon asamalarindan gecirildikten sonra dogrudan Kkiiltiire
alindi. Bu islemlerden 2 hafta sonra yapilan gézlemlerde tohumlarin hig¢birinin ¢imlenmedigi
gbzlendi.Bu nedenle,tohum kabuklarin ¢atlatilmasinin ¢imlenme hizi iizerine etkisi arastirildi.

Caligmada kullanilan tohumlar, 3.2.1.5°de belirtildigi gibi sterilizasyon agamalarindan
gecirildikten sonra steril kurutma kagitlar lizerinde pens yardimiyla izole edildi ve MS besi
ortami bulunan Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina aktarildi.

Tohumlarin ¢imlenmesi icin MS ortami, 30 gL' sakkaroz, 10 gL' agar ilavesiyle
desteklendi. Besi ortaminin pH’s1 agar ilavesinden once 5.8 olacak sekilde ayarlandi ve 1 atm
basingta 12°C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril edildi. Sterilizasyon asamasindan sonra
olgun tohumlar steril kabin i¢inde kurutma kagitlar1 lizerinde 1 pens ve bisturiler yardimiyla
catlatild1 ve kiiltiir kaplarina aktarildu.

Ekim isleminden sonra giinliik gozlemler yapildi ve tohumlarin ekiminden 3 hafta
sonraki ¢imlenme durumlarina ait gézlemler yapilarak bu gozlemler sonucunda elde edilen

veriler degerlendirildi.

3.2.1.6.3 On Soguklamanin (Stratifikasyon) Tohum Cimlenmesi Uzerine Etkisi
Materyal olarak kullanilan olgun tohumlarin in-vitro sartlarda ¢imlendirilmesi igin

alinan olgun tohumlar sterilizasyon asamalarindan gegirildikten sonra dogrudan kiiltiire
alindi. Bu islemlerden 2 hafta sonra yapilan gozlemlerde tohumlarin ¢imlenme oranlarinin
cok disik oldugu gozlendi. Bu nedenle, tohumlarin 6n soguklama islemlerinden
gecirilmesinin ¢imlenme hiz1 ve orani {izerine etkisi arastirildi.

Bu calismada tohumlar kiiltiire alinmadan 6nce bir hafta slireyle nemli bir ortamda +4°C’de
On soguklama islemine tabi tutuldu.

Calismada kullanilan tohumlar, 3.2.1.5’de belirtildigi gibi sterilizasyon agamalarindan
gegirildikten sonra steril kurutma kagitlar iizerinde pens yardimiyla izole edildi ve MS besi
ortami bulunan Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina aktarildi.

Tohumlarin ¢imlenmesi icin MS ortami, 30 gL' sakkaroz, 10 gL' agar ilavesiyle
desteklendi. Besi ortaminin pH’s1 agar ilavesinden once 5.8 olacak sekilde ayarlandi ve 1 atm
basingta 12°C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril edildi. Sterilizasyon asamasindan sonra
olgun tohumlar steril kabin i¢inde kurutma kagitlar1 tizerinde bir pens ve bisturi yardimiyla

catlatildi ve kiiltiir kaplarina aktarildi.
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Ekim isleminden sonra giinliik gozlemler yapildi ve tohumlarin ekiminden 3 hafta
sonraki ¢imlenme durumlarina ait gézlemler yapilarak bu gozlemler sonucunda elde edilen

veriler degerlendirildi.

3.2.1.6.4. Farkh BAP Konsantrasyonlarinn In Vitro Sartlarda
CatlatilmisTohumlarin Cimlenmesine EtKisi

Tohum kabuklarini ¢atlatarak hormonsuz ortamda olgun tohumlart ¢imlendirdikten
sonra agsagida verilen farkli BAP konsantrasyonlarinin ¢imlenme {zerindeki etkisini
arastirmak tiizere bir ¢alisma yapildi. Bu ¢alismada da tohumlarin sterilizasyonu i¢in 6nceki
sterilizasyon islemlerinin aynis1 kullanildu.

Tohumlarin ¢imlenmesi i¢in yukarida belirtilen BAP’1n farkli oranlarinin bulundugu
MS besi ortami, 30 gL' sakkaroz, 10 gL' agar ilavesiyle desteklendi. Besi ortami pH’s1 agar
ilavesinden Oonce 5.8 olacak sekilde ayarlanarak 1 atm. basingta 121°C’de 25 dakika siire ile
otoklavda steril edildi. Sterilizasyon agamasindan sonra olgun tohumlar steril kabin i¢inde
steril kurutma kagitlar1 iizerinde steril pens ve bisturiler yardimiyla catlatildi ve kiiltiir
kaplarina aktarildi.

BAP’in farkli konsantrasyonlarinda tohumlarin c¢imlendirilmesi ic¢in yaptigimiz
calismada kontrol grubu da dahil her bir oran i¢in 5 Magenta GA-7 kiiltiir kab1 ve her bir kap

icin ortalama 6 tohum kullanild1.

3.2.1.6.5. In Vitro Sartlarda Rejenere Edilen Siirgiinlerin Alt Kiiltiir Calismalar
1. Alt Kiiltiir

In vitro sartlarda H. scabroides’in olgun tohumlarindan elde edilen siirgiinlerin alt
kiiltiir ¢alismalar1 yapildi. Bu amagla elde edilen siirgiinler 0.0275 uM BAP, 30 gL-1
sakkaroz ve 10 gl-1agar ile desteklenmis MS besi ortaminda alt kiiltiire alind1.

MS besi ortaminin pH’s1, agar ilavesinden 6nce KOH ile 5.8’¢ ayarlanarak 1 atmosfer
basingta 121°C’de 25 dakika siire ile steril edildi. Besi yerinin sterilizasyon islemleri
tamamlandiktan sonra, steril kabin igerisinde Magenta GA-7 Kkiiltiir kaplarina boliistiirtildii.
Steril filtre kagitlar1 arasinda jelozundan arindirilan siirgilinler steril pens ve bisturiler
yardimiyla besi ortamlarina aktarildi. Besi ortamlarina ekimi yapilan stirgiinler, sicaklik ayari
25+2 °C olan 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik foto periyoda ayarlanmis biiylime odasinda

gelistirilmeye birakildi.
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Alt kiiltiiri yapilan siirgiinlerin gelisimlerine ve olusan siirglin sayisina iligkin veriler

kaydedildi.

3.2.1.6.6. GAy’in In Vitro Sartlarda Cimlendirilen Bitkiciklerin Gelisimi Uzerine
Etkisi

In vitro sartlarda H. scabroides’in olgun tohumlarindan elde edilen siirgiinler; 0.0275
uM BAP, 30 gL' sakkaroz ve 10 gL 'agar ile desteklenmis MS besi ortaminda alt kiiltiire
alindi. Bu islemlerden 2 hafta sonra bitkilerde gelisimin durdugu goézlendi. Bu nedenle
GAs’in in vitro da g¢imlenen bitkilerin bitki gelisimi {izerine etkili olup olmadigi
arastirildi.Bu ¢alisma i¢in besi ortamina 0.29 uM GA; ilave edildi.

MS besi ortaminin pH’s1, agar ilavesinden 6nce KOH ile 5.8’¢ ayarlanarak 1 atmosfer
basingta 121°C’de 25 dakika siire ile steril edildi. Besi yerinin sterilizasyon islemleri
tamamlandiktan sonra, steril kabin igerisinde Magenta GA-7 Kkiiltiir kaplarina boliistiirtildii.
Steril filtre kagitlar1 arasinda jelozundan arindirilan siirgilinler steril pens ve bisturiler
yardimiyla besi ortamlaria aktarildi. Besi ortamlarina ekimi yapilan siirgiinler, sicaklik ayari
2542 °C olan 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik foto periyoda ayarlanmis biiyiime odasinda
gelistirilmeye birakildi. Alt kiiltiirii yapilan siirgiinlerin gelisimlerine ve olusan siirgiin

sayisina iliskin veriler kaydedildi.

3.2.1.6.7. Farkh BAP Oranlarimin In Vitro Sartlarda Elde Edilen Siirgiinlerin
Proliferasyonu Uzerine Etkisi

2. Alt Kiiltiir

Bu c¢alismamizda 1. alt kiiltiir caligmalar1 sonucunda elde edilen siirgiinlerin
proliferasyonuna BAP’1n farkli konsantrasyonlarinin etkisi aragtirildi. Alt kiiltlir islemleri
sonucunda elde edilen siirglinler BAP’1n,0.0055 uM, 0.011uM, 0.0275 uM farkli oranlar ile
birlikte, 30 gL' sakkaroz ve 10 gL agar ile desteklenmis MS besi ortaminda alt kiiltiire
alindi.

Besi yerinin sterilizasyon islemleri tamamlandiktan sonra, steril kabin igerisinde

magenta GA-7 kiiltiir kaplarma bolustiirtiildi. Steril filtre kagitlar1 arasinda jelozundan
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arindirillan siirglinler steril pens ve bisturiler yardimiyla besi ortamlarina aktarildi. Besi
ortamlarina ekimi yapilan siirgiinler, bliyiime odasinda gelistirilmeye birakildi.
Siirgiin proliferasyonu i¢in alt kiiltiirii yapilan siirgiinlerin morfolojik gelisimlerine,

olusan siirgilin sayisina ve siirgiinlerin boy uzunluklarina ait veriler kaydedildi.

3.2.2. Fizyolojik ¢alismalar

3.2.2.1. Bitki materyali
Fizyolojik caligmalarda kullandigimiz materyaller in vitro sartlarda doku kiiltiirti

yontemi ile tohumdan itibaren yetistirdigimiz bitkilerden olugmaktadir. Kullanilan

materyaller sadece gdvde ve yaprak kisimlarindan olugsmaktadir.

3.2.2.2. Bitki Materyallerini Kurutma Kosullari
Calismada kullanilan materyaller steril pens ve bisturiler yardimiyla kiiltiir

kaplarindan alindiktan sonra musluk suyu altinda yikanarak jelozundan arindirildi. Daha
sonra govde ve yaprak kisimlarindan olusan bitkicikler kiiclik pargalar halinde kesilerek
kurutma kagitlar tizerinde, oda kosullarinda 1 hafta siire ile kurumaya birakildi.

Kurumus olan bitkicikler 6giitme makinesinde toz haline getirildi ve hassas terazi ile

tartildi.

3.2.2.3. Kullanilan Kimyasallar
Hiperisin miktarin1 tayin etmede kullanilan; hiperisin, kloroform, metanol ve

temizlemede kullanilan aseton Sigma G’den elde edildi.

3.2.2.4. Kullanilan Aletler
UV-spektrofotometresi (Shimadzu UV-160), hassas tart1 (GEC AVERY), sonikator

(sanyo soniprep 150), 6giitme makinesi, derin dondurucu.

3.2.2.5. Materyallerin Analize Hazirlanmasi
Farkli kiiltiir ortamlarindan yetisen bitkilerin total hiperisin miktarlarinin

karsilastirilmasi i¢in ¢alismada BAP’1in 4 farkli ortaminda yetisen bitki 6rneklerinden kuru

agirhigr 500 mg olan miktarlar alindi.
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1. Toz haline getirilen bitki materyalleri (500 mg) iizerine 10 ml kloroform eklendi ve
olusturulan ¢ozelti 5 dakika siire ile sonikasyon islemine tabi tutuldu.
2. Sonikasyon isleminden sonra ¢dzelti sonikatdrden alinip kloroformun uzaklastirilmasi igin
vakumda filtre edildi ve kloroform kismi atildi. Bu iglemler 3 kez tekrarlandi.
3. Kloroform kismu atildiktan sonra geriye kalan kuru materyal {izerine 10 mI metanol eklendi
ve ¢ozelti 5 dakika siire ile sonikasyon islemine tabi tutuldu.
4. Sonikasyon isleminden sonra ¢ozelti vakumda filtre edildi. Vakum islemiyle ¢oziicii kisim
uzaklastirildi. Daha sonra ¢oziicii kisimlar1 (metanollii kisim) alinarak 50 ml’lik cam
balonlara aktarildi. Bu islemler 3 kez tekrarlandi ve ii¢ islem sonunda elde edilen metanol
kisimlarindan olusan ¢ozeltiler cam balonlarda toplandi.
5. Toplanan metanol evaporatdrde uzaklastirildi.
6. Hiperisin ve tiirevleri disindaki organik maddelerin tamamen uzaklastirilmasi icin cam
balon igerisindeki tortu iizerine 3-4 ml kloroform eklendi ve kloroformlu kisim pastor pipeti
yardimuryla atildi.
7. =18 °C’ye ayarlanan derin dondurucuda bekletildi. Geri kalan kisim metanolle ¢oziilerek
589 nm de absorbansi ol¢iildii.

Verilerin giivenirliligi agisindan her bir deney ii¢ kez tekrarlandi, gruplar karsilastirildi

ve deney gruplarina ait veriler degerlendirildi.

3.2.2.6. Total Hiperisin Miktarinin Belirlenmesi
Total hiperisin miktarinin belirlenmesi i¢in 6rnekler derin dondurucudan alindi1 ve

iizerine hiperisin ve tiirevlerinin ¢éziilmesi i¢in metanol eklendi. Cozelti iyice ¢alkalandiktan
sonra 25 ml’lik Ol¢li balonlarina seyreltme amaciyla aktarildi. Daha sonra bu ¢o6zeltinin

absorbansi 592 nm’de UV-spektrofotometresinde 6l¢iildii.
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4.BULGULAR

4.1. H. Scabroides’in Tohumundan Itibaren Mikrocogaltma Calismalar

4.1.1. Olgun H. Scabroides Tohumlarini Cimlendirme Calismalari
Tohumlar 3.2.1.5. te belirtilen sterilizasyon isleminden sonra dogrudan besi yerine

alind1 ve 4. hafta sonunda olgun tohumlardan hig birinin ¢imlenmedigi gézlendi.

4.1.2. Tohum Kabuklarimin Catlatilmasimin Cimlenmeye EtKisi
Tohumlar1 ¢imlendirebilmek igin, sterilizasyon islemlerinden sonra tohum kabuklar1

catlatild1 ve besiyerlerine aktarildi. Bu islemlerden sonra tohumlarin ¢imlenme durumlarinin
tamamen arastirilmasi i¢in giinlik gozlemler yapildi ve ekim islemlerinden 6 giin sonra

tohumlarin ancak % 26’sinin ¢imlendigi gozlendi.

4.1.3. On Soguklama (stratifikasyon) Isleminin Tohum Cimlenmesi Uzerine

Etkisi

Tohumlar ¢imlendirilme islemlerinden 6nce bir hafta boyunca nemli bir ortamda +4
0C soguklama islemine tabi tutuldu. Bu islemden sonra tohumlar sterilizasyon islemlerinden
gecirilip ,tohum kabuklar catlatildi ve ekim islemlerinden 4 giin sonra tohumlarin yarisinin
cimlendigi gozlendi.

Kiiltiiriin 10. glniinde ilk yaprakgiklarin olustugu gozlendi (Resim 1). 4. Haftanin

sonunda yaprak ve gévde kisimlarinin iyice belirginlestigi gozlendi (Resim 2).

4.1.4. Tohum Cimlenmesi Uzerine Farkli BAP Oranlarmin Etkisi
Bu ¢alismada da tohumlarin ¢imlendirilmesi i¢in tohum kabuklar1 catlatildiktan sonra

asagida gosterildigi gibi kontrol grubu ile birlikte 3 farkli BAP (0.055,0.011 ve 0.0165 puM)

orani test edildi.
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Tohumlar farkli BAP oranlarinin bulundugu ortamlara aktarildiktan 2 hafta sonra, her
bir ortamdaki ¢imlenen tohum sayisi, gelisim ve enfeksiyon durumlarn goézlendi. Gozlem

sonuclar1 Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Farkli BAP ortamlarina aktarilan tohumlarin ¢imlenme yiizdesi.

Ortamin icerigi Cimlenen Tohum
(LM BAP) (%)

Kontrol 59.2

0.055 13.9

0.011 19.7

0.0165 29.5

Farkli BAP oranlarini1 kullanarak yaptigimiz ¢calismada ¢imlenme yiizdesi bakimindan
en iyl ortamin hormonsuz ortam oldugu tesbit edildi. Morfolojik durumlarina bakildiginda,
0.0165 uM BAP igeren ortamda ¢imlenen tohumlarin yapraklarinin daha belirgin ve normal
renkte oldugu gozlendi (Resim 1). Ayrica alt kiiltiir ¢alismalarinda 0.0165 uM BAP igeren
ortamdan aktarilan bitkilerdeki verimin (gelismeye giden bitki sayisi) hormonsuz

ortamdakinden daha fazla oldugu gozlendi.

4.1.4.1. Alt Kiiltiir Cahismalan
In vitro ¢imlendirilen tohumlardan alinan siirgiin uglarin1 gogaltmak ve kallus

gelistirmek i¢cin BAP’1n 0.033, 0.066, 0.132 ve 0.264 uM’lik oranlar1 kullanildu.

BAP’in farkli oranlari ile desteklenen MS besi ortaminda yetistirilen bitkiciklerde
asagidaki morfolojik gozlemler yapildi:
10. giinde ilk yaprakeiklar ve ¢ok kiiciik bir govde yapisinin olustugu gézlendi.
14. giinde ilk olusan yapilarin kallus olusturdugu ve bunlarin iizerinde ¢ok sayida bitkicigin
gelistigi gozlendi.
17. giinde kallusumsu yapilar iizerinde gelisen bitkiciklerin biiyiiylip internod kisimlarinin
belirginlestigi bu bitkiciklerin oldukc¢a zayif ve agik yesil bir renkte oldugu gozlendi. Bu

bitkiciklerden iyi durumda olanlar kalluslardan alinarak alt kiiltiirlere alind1.
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24. giinde kalluslar ¢ok hizli gelistigi halde tomurcuklarin uzamasinda ¢ok az bir gelisme
gozlendi.

30. glinde yogun bir kallus yapisi ve bu yapilar iizerinde ¢ok sayida kiiciik siirgiinlerin
olustugu gozlendi. Kalluslu yapilar iizerinde gelisen bitkiciklerin ve bu kallus yapilari
iizerinde geligen bitkiciklerden itibaren alt kiiltiir serilerine alinan bitkiciklerin internodlari ve
nodlar1 belirginlesti. Bu bitkiciklerin yapraklarinin da genisledigi ,gévdenin ve yesil rengin
belirginlestigi gozlendi. Bu bitkiciklerin normal bitkiyi andiran bir goriinlim aldig1 da
gozlendi. (Resim 3)

0.066, 0.132 ve 0.264 uM’lik ortamlarda yetistirilen bitkiciklerin yogun bir kallus
yapisi olusturdugu (resim 4) ancak 0.033 uM’lik ortamda yok denecek kadar az miktarda
kallus olusturdugu tesbit edildi.

Bir sonraki ¢alismada BAP’in 0.0055, 0.011 ve 0.275 uM’lik oranlar1 kullanildi ve
ortamlarin hi¢ birinde kallusumsu yapinin olusmadigi ve dogal goriiniimli bitkiler gelistigi
gozlendi. Test edilen ortamlarda yetistirilen bitkilerin siirgiin sayisi ve uzunluklari tablo 2°de
verilmistir.

Tablo 2. Farkli BAP ortamlarinda yetistirilen bitkilerin siirgiin sayist ve uzunlugu (cm).

Ortamin igerigi Stirgiin say1s1 Stirgtin uzunlugu
(LM BAP) (Ortalamazsd) (Ortalamatsd)
0.0055 28.8+9.41ab 121.3 £19.73 ab
0.011 39+9.74 a 1309 £23.32b
0.0275 42.7+14.43 ¢ 142.8£35.81 ¢

Verilerin giivenirliligi agisindan bu tablodaki veriler DUNCAN testine tabi tutuldu.
Tablo 2’den de goriildiigli gibi ortamin BAP igerigi arttik¢a hem siirgiin sayist hem de siirgiin

uzunlugu artmistir

4.1.4.1.1 GAy’ in In Vitro Sartlarda Cimlenen Bitkiciklerin Gelisimi Uzerine Etkisi
Cimlenen tohumlardan elde edilen siirgiin u¢larinin 1. alt kiiltiir ¢alismalarinda ,ekim

isleminden iki hafta sonunda yapilan gozlemlerde bitkilerde gelisimin durdugu gdézlendi.
BAP’1 0.275 uM oranini iceren MS besi ortamina , bitkinin ¢imlenmeden sonraki gelisimini
desteklenmesi amaciyla GA; eklendi.

GAjy’in yiiksek oranlart (0.58,0.87 ve 0.116 uM) oranlar1 bir siire sonra bitkilerde

solmaya neden olurken,diisiik oranlarinin (0.029,0.0275 ve 0.145uM) yeterli gelisimi
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saglayamadig1 gozlendi.Bu nedenle bitkilerin gelisiminde en iyi sonucu veren 0.29 uM GAj3

orani kullanildi.

4.2. Farkli BAP Ortamlarinda Yetistirilen Bitkilerin Total Hiperisin Icerikleri
Hiperisin igeriklerinin arastirilmasi i¢in yaptigimiz ¢aligma sonunda bu bitkilerin

yeterli miktarda hiperisin icermedikleri ortaya ¢ikarilmstir.

5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calismada; ¢ok uzun zamandan beri tedavide kullanilan Hypericum cinsine ait
H.scabroides tiirlinlin tohumdan itibaren in vitro mikrogogaltilmas1 ve farkli BAP
ortamlarinda yetistirilen bitkilerin hiperisin igerikleri incelendi.

Calismamizda,tohum kabuklarinin catlatilmasinin tohumlarin ¢imlenme yiizdesini
arttirdig1 saptandi. Ayrica 6n soguklama igleminin tohumlarin ¢imlenme oranini arttirdigi
saptandi.

Tohum c¢imlenmesine farkli BAP oranlarinin etkisine bakildiginda; en yiiksek
cimlenme oran1 ,BAP igermeyen kontrol grubunda (% 59.2), hormon iceren kaplarda ise
0.0165 uM BAP bulunan ortamda (% 29.5) saptandi KARAKAS (2005),tohum
c¢imlenmesinde en iyi ortami,BAP icermeyen kontrol grubu ve 19.6 uM BAP bulunan
ortamlardan saglamistir.

ZOBAYED ve ark. (2004), Hypericum perforatum icin MS besi ortaminda 5 pM
thidiazuron (TDZ) ve 3.0 gL gellam gum kullanarak en yiiksek ¢imlenme oranmi elde
etmislerdir. H.scabroides tohumlarinin ¢imlenmesi i¢in ise, hormonsuz MS besi ortaminin en
iyi sonucu verdigini saptanmistir. Cimlenen tohumlarda en iyi morfolojik gelisim 0.0165 uM
BAP igeren ortamda gozlendi.

In vitro ¢imlendirilen tohumlarin ¢ogaltilmasi ve kallus olusturmak icin BAP’m farkli
konsantrasyonlar1 kullanildi. Bu ¢aligmada en iyi sonucun 0.033 uM BAP’la destekli MS besi
ortaminda saptandi ve daha diisiik oranlarda 3 farklt BAP orami igeren (0.0055, 0.011 ve
0.0275 uM) kiiltiir ortamlar1 hazirlandi. Bu ortamlarda yetistirilen bitkilerin siirglin sayis1 ve
siirgiin uzunluklarina bakildiginda; 0.0275 uM BAP igeren ortamin en iyi gelismeyi sagladigi
saptandi. KARAKAS (2005), en iyi gelismeyi 25uM BAP igeren MS besi ortaminda

saglamistir



21

Verilerin sinanmasi i¢in bu tablodaki veriler DUNCAN testine tabii tutuldu. Buna
gore 0.0055, 0.011 ve 0.0275 uM BAP icerdiginde; siirgiin sayisi ve uzunlugu BAP
konsantrasyonunun artisi ile dogru orantili olarak artmistir.

Birinci alt kiiltirde MS besi ortamina 0.0275 uM BAP ile birlikte eklenen 0.29 uM
GAj;, cimlendirilen tohumlardan elde edilen bitkiciklerde, nodlar arasmnin uzamasini ve

siirglin say1sinin artmasini sagladigi gozlendi.

En iyi gelisimin saglandigi BAP oranlarinda yetistirilen bitkilerin total hiperisin
icerigine bakildiginda bu bitkilerin yeterli miktarda hiperisin igermedigi saptandi. Dogadan
toplanan H. scabroides’in toprakiistii organlarinda da yeterli miktarda hiperisin elde
edilemedi.

Bu sonuca gore bu tiiriin, hiperisinin etken madde olarak kullanildig1 tedavi

yontemlerinde kullanilamayacagi agiktir.
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7. CIZELGE LIiSTESI

7.1. Tablo 1. Farkhh BAP ortamlarina aktarilan tohumlarin cimlenme yiizdesi

7.2. Tablo 2. Farkli BAP ortamlarunda yetistirilen bitkilerin siirgiin sayisi ve
uzunlugu (cm)
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8.RESIMLER

8.1.Resim 1. Ik Yaprakciklarin Olusmus Hali.

8.2. Resim 2. Besi Ortamina Aktarilmis Tohumlarin 4. Hafta Sonundaki Gelisim
Sekli

8.3.Resim 3. Alt kiiltiir Serileri Sonucu Olusturulan Siirgiinlerin Genel
Goriiniisil.

8.4. Resim 4. Yiiksek BAP Ortamlarinda Kalluslasan Bitkiler ve Uzerilerinde
Gelisen Cok Sayidaki Siirgiinlerin Genel Goriiniisii .

8.5. Resim 5. 0.0055 uM BAP Iceren Ortamda Yetisen H. scabroides’in Genel
Goriiniisii.

8.6. Resim 6. 0.011 uM BAP Iceren Ortamda Yetisen H. scabroides’in Genel
Goriiniisii.

8.7.Resim 7. 0.0275uM BAP Iceren Ortamda Yetisen H.scabroides’in Genel
Goriiniisii.



8.1 Resim 1. 11k Yaprakgiklarin Olusmus Hali.

8.2. Resim 2. Besi Ortamina Aktarilmis Tohumlarin 4. Hafta Sonundaki Geligim Sekli
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8.3.Resim 3. Alt kiiltiir Serileri Sonucu Olusturulan Siirgiinlerin Genel Goriiniisii.

8.4. Resim 4. Yiiksek BAP Ortamlarinda Kalluslasan Bitkiler ve Uzerilerinde Gelisen

Cok Sayidaki Siirgilinlerin Genel Goriindisii .
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8.5. Resim 5. 0.0055 uM BAP Igeren Ortamda Yetisen H. scabroides’in Genel

Gorliniisii.

8.6. Resim 6. 0.011uM BAP iceren Ortamda Yetisen H. scabroides’in Genel

Gorliniisti.



8.7. Resim 7. 0.0275 uM BAP Iceren Ortamda Yetisen H. scabroides’in Genel Gériiniisii.
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