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AMAC

Bu calismada Hypericum tiirlerinden biri olan Hypericum triquetrifolium Turra.’un
doku kiiltiirii yontemi ile yetistirilip yapisinda bulunan total hiperisin miktarmin

arastirilmasina yonelik caligmalar amaglanmugtir.



OZET

Bu c¢alismada, Hypericum triquetrifolium Turra. (Guttiferae)’nin in vitro
mikrogogaltilmasi ve bunlarin total hiperisin igerigi arastirilmistir.

Tohumlar hormonsuz, 9.8, 19.6, 39.2 ve 78.4 uM BAP iceren ortamlarda kiiltiire
alinmustir.
En iyi ¢imlenme yilizdesi BAP in bulunmadigi ve 19.6 uM BAP iceren ortamdan elde
edilmistir. 25 pM BAP igeren ortamin proliferasyon i¢in en iyi ortam oldugu saptanmustir.
Calismada in vitro ¢ogaltilan bitkilerin total hiperisin igerikleri de arastirilmistir.

En yiiksek total hiperisin icerigi 10 uM BAP iceren besi ortaminda yetigen bitkilerden
elde edilmistir. In vitro ¢cogaltilan bitkilerin hiperisin igerikleri dogadan toplananlardan daha

yliksek bulunmustur.

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

In this study, in vitro micropropagation and total hypericin content of Hypericum
triquetrifolium Turra. (Guttiferae) were investigated. The seeds were cultured in the mediums
contain BAP free, 9.8 , 19.6, 39.2 and 78.4 uM BAP.

The best germination percent were obtained BAP free and 19.6 uM BAP medium. For
the proliferation, medium containing 25 uM BAP were the best.

Total hypericin contents of in vitro micropropagated plants were also investigated.

The highest total hypericin content were obtained in the plants that growth in the

medium containing 10 uM BAP. Total hypericin contents of in vitro micropropagated were

higher than collected from nature.

Keywords: Hypericum triquetrifolium, Hypericin, Micropropagation, Proliferation.



1.GIRiS

Bitkiler tarihin ilk ¢aglarindan beri bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilmislardir. Her
ne kadar sentetik ila¢ sanayiinin gelismesi bu bitkilerin kullanimin1 azaltmissa da, sentetik
ilaclarin tehlikeli yan etkilerinin bulunmas1 ve bitkisel ilaglarin ¢ok yonlii etkiye sahip
olmalari, bu bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif bilesikler iizerindeki caligsmalarin
artmasimma neden olmustur. Hem dogadan toplanmasinin zor olmasi, hem de tiirlerinin
tehlikeye girebilecek olmasi bu bitkilerin kiiltiir yoluyla ¢ogaltilmasini gerektirmistir.

Bugiin bir¢ok gelismis tlilkede klasik kiiltiiriin yaninda doku kiiltiirleri yoluyla da tibbi
bitki yetistiriciligi yaygin olarak yapilmaktadir. Bunlar arasinda Hypericum tiirleri, yillik 600
milyon dolarlik ticaret hacmi ve igerdikleri ¢ok dnemli kimyasal bilesikler nedeniyle kiiltiiri
en ¢ok yapilan bitkiler arasinda bulunmaktadir (Ernst 1994 ).

Cok eski zamanlardan beri yaygin olarak tedavide kullanilan Hypericum cinsinin adi
Yunanca’da ‘“hayalet, kotii ruh defeden” anlamindadir. Bu bitkinin seytan1 ve Kkoti
diisiinceleri kovdugu ve koruyucu giiciiniin bulunduguna inanilirdi. Ayrica Hypericum,
Hiristiyan azizlerinden biri olan T. John’la iligskilendirilmistir. Hypericum’un ¢igeklenmeye
basladig1 21-24 Haziran doneminde St. John’un dogduguna, Hypericum’ un yapraklarinda
kirmizi beneklerin belirginlestigi Agustos doneminde ise St. John’un oldiiriildiigline bu
nedenle de bitkinin kanadigina inanilirdi. “ St. John’s Wort” olarak adlandirilan bu bitki “St.
John giinii” ad1 verilen 6zel giinlerde toplanmaktadir.

Hypericum cinsinin, Tiirkiye’de 77 ve Gilineydogu Anadolu Bolgesinde de 13 tiirii
tespit edilmistir. Tiirkiye’de kantaron, kantarum, koyun kiran ve bin bir delik otu adlartyla
bilinir (BAYTOP 1984).

Geleneksel tedavide; yaprakli, ¢icekli ve meyvali dallar1 ile kokleri kullanilmaktadir
(KUMPER 1989; KAKO ve SALEEM 1993).

Cok yillik otsu bitkiler sinifindan olan bu cinse ait taksonlarin yapraklar1 basit veya
tam kenarli gogunlukla seffaf noktalidir. Cigcekler ersellik olup 5 ¢anak ve 5 tag yapraktan
olusur ve genellikle sar1 renklidir ve lizerinde siyah noktalar igerir. Stamenler 5°1i demetler
halinde ta¢ yapraklarin karsisinda yer alir, her birinde 3 ile 125 arasi stamen vardir, ender
olarak steril demetlere degisirler. Ovaryum, her birinde 2 veya daha ¢ok tohum taslagi 3-5
adet serbest veya ince bitisiktir. Meyve, kapsiil tipinde olup septisid olarak acilir (YALTIRIK
ve EFE, 1989).



Glinlimiizde yaygin olarak mide rahatsizliklarinda (gastrit, iilser), istah agici, sarilikta,
distan yaralarda iltihap kurutucu olarak, ayak mantarinda, dis eti iltithab1 i¢in ( gargara
yaparak ), balgam soktiiriicii, siniizitte, barsak iltihabinda, basurda, atesli hastaliklarda ates
diisiiriicli ve kan yapici olarak dahilen basura ve kabizliga kars1 kullanilmaktadir (BAYTOP
1984).

Hypericum tiirlerinden antifungal (DECOSTERD ve ark., 1986), antibakteriyel (ISHIGURO
ve ark., 1986), antiviral (JACOBSON ve ark., 2001) ve antikanser (JAYASURIYA ve ark.,
1989) ozellik gosteren hiperisin ve bunun tiirevleri ile flavonoid, floroglusinol ve ksanton gibi
bilesikler izole edilmistir. Ksantonlar, antiinflammator, antihepatotoksik, antiviral,
antimikrobiyal ve antitimoéral gibi birka¢ O6nemli farmakolojik oOzellik gostermektedir
(BENNET ve LEE, 1989; ROCHA ve ark., 1994). Floroglusinol ve filisinik asit tiirevleri
antibakteriyel,antifungal ve sitotoksik aktiviteler gostermektedir (JAYASURIYA ve ark.,
1989 ve JAYASURIYA ve ark., 1991). Bunlarin yanisira floroglusinol tiirevleri giicli
antitiimor aktivite gostermektedir (ARISAWA ve ark., 1991). Hiperisin ve psddohiperisin gibi
polisiklik kinonlar tiimér ve viriisler lizerindeki giiglii fotodinamik etkilerinden dolay1 bu
bilesikler arasinda 6nemli bir grubu teskil etmektedir (VANDENBOGARDE ve ark., 1997;
AGOSTINIS ve ark., 2002; ALI ve ark., 2002; MISKOVSKY, 2002).

Hiperisin ve psddohiperisin Hypericum tiirlerinde yaygin olarak bulunan ve ¢ok sayida
hidroksil grubu tasiyan, halkali yapiya sahip naftadiantronlardir (GIESE, 1980). Bu
molekiiller, genellikle yaprak ve petallerin kenarlarindaki koyu noktacikli yapilarda bulunur
(FORNASIERO ve ark., 1998).

Hiperisin ve psddohiperisin dogal olarak sentezlenen kirmizi renkli pigmentlerdir (ROTH,
1990; WEISS, 1991; BOMBARDELLI ve MORAZZONI, 1995). Hiperisin ve
psodohiperisin miktari, ekolojik faktorlere, hasat zamanina ve hasat edilen bitkinin iglenis
bicimine bagli olarak farklilik gosterir (SOUTHWELL ve CAMPBELL, 1991;
BRANTNER ve ark., 1994; CELLAROVA ve ark., 1994).

Bu caligmada; son yillarda yaygin olarak kullanilan Hypericum cinsine ait

Hypericum triquetrifolium tiriiniin frkli BAP konsantrasyonlarinda in vitro mikrogogaltilmasi

ve bu ortamlarda yetistilen bitkilerin hiperisin igerikleri incelenmesi amag¢lanmustir.



2. ONCEKI 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 yapisi daha 6nceden bilinen 4 tane ksanton
tiirevi izole etmis ve tanimlamislardir. Bunlar: 2-metoksiksanton, 2,3-dimetoksixanthon, 1,7-
dihidroksiksanton ve 2-hidroksiksanton’dur.

DECOSTERD ve ark., (1991), Hypericum calycinum’un toprak istii kisimlariin
petrol eter dziitiinden yeni bir tane floroglusinol tiirevi izole etmisler ve bilesigin yapist 'H ve
BC 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 saptanmustir.
ROCHA ve ark., (1994), Hypericum brasilense’nin kok ve govdelerinin CH,Cl» ile

Oziitlenmesi sonucu yeni bir y-pirone (hyperbrasilone), ii¢c tane bilinen ksanton (1,5-
dihidroksiksanton, 5-hidroksi-1-metoksiksanton ve 6-deoksijakareubin) ve betulinik asit izole
etmiglerdir. Hiperbrasilon ve ksantonlarmn tiimi, Cladosporium cucumerinum’nin
biiytimesini inhibe ederek anti-fungal etkili oldugu, diger {i¢ ksantonun da farkli derecelerde
monoamin aksidaz A ve B’yi inhibe ettigi goriilmiistiir.

ROCHA ve ark., (1995), Hypericum brasilense’nin yaprak ve c¢igeklerinin petrol
eterle Oziitlenmesi 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 saptanmistir. Ayni bitkinin  MeOH’l1 6ziitiinden ise
flavonoidler, kamferol, luteolin, kuersetin, kuersitirin, izokuercitirin, hiperosid ve guaijaverin
izole edilmistir.

KARTNIG ve ark., (1996), Hypericum perforatum, Hypericum maculatum,
Hypericum tomentosum, Hypericum bithynicum, Hypericum glandulosum ve Hypericum
balearicum’u doku kiltlirii yontemiyle cogaltmiglar ve degisen miktarlarda hiperisin,
psodohiperisin, flavonoid, monomerik kuersetin tiirevleri ve apigenin tiirevleri izole

etmislerdir.



RATH ve ark., (1996), Hypericum roeperonum’un koklerinden dort tane yeni ksanton
izole etmislerdir. Bunlarin yapilar1 spektroskopik ve kimyasal yontemlerle aydinlatilmistir.
Izole edilen ksantonlarm bazilariin, Candida albicans’a karsi anti-fungal etki yaptigin
saptamiglardir.

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

WU ve ark., (1998), H. japonicum’un toprak istlii kisimlarindan yeni bir ksanton
glikosid; 1,5-dihidroksiksanton-6-O-f-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.

WU ve ark., (1998), Hypericum henry’nin yaprak ve govdesinin CH,Cl, 6ziitlenmesi
sonucu yapist 0nceden bilinen bes ksanton izole etmislerdir. Bunlar: kielkorin, kandensin, 1,7-
dihidroksiksanton, 1,5-dihidroksi-4-metoksiksanton ve 1,2,3-trihidroksiksanton’dur.

ALECU ve ark., (1998), H. perforatum’dan  saflastirilan hiperisinin timor
hiicrelerindeki antiproliferative ve sitotoksik etkisini ¢alismislardir. Goriintir 151k bolgesinde
ve oksijenle fotodinamik bir aktivasyon kazanmasi nedeniyle bu bilesigin cilt kanserinde
kullanilabilecegi onerilmistir.

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

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

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

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

APAYDIN ve ark., (1999), Hypericum triquetrifolium’un MeOH 06ziitliinliin fareler
iizerinde antinosiseptif aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir. Bu bitkiden elde edilen
Oziitlin ratlara uygulanmasi sonucu uygulama miktarina bagli olarak iltihaplanmay1

onledigini saptamiglardir.



HANSEN ve ark., (1999), H. perforatum’da bilinen temel bilesiklerin yanisira iki
yeni bilesik bulmuslardir. Bunlar; kuersetin-arabinosid ve kuersetin-galaktouronid’dir.

HU ve ark., (1999), Hypericum ascyron’un toprak iistii kisimlarinin EtOH 6ziitiinden
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.

SOKMEN ve ark., (1999), Doku kiiltiirii ydntemiyle ¢ogaltip yetistirdikleri
Hypericum capitatum’un MeOH 06ziitiiniin diisik oranda HIV-I’e karsi antiretroviral
aktiviteye sahip oldugunu saptamislardir.

HU ve SIM, (2000), Hypericum sampsoni’nin toprak iistii kismlarinin EtOH
oziitlinde daha 6nceden izole edilmis olan sampsonin A-M’nin yan1 sira degisik
spektroskopik teknikler kullanilarak bazi poliprenilat benzoilfloroglusinol tiirevleri izole

etmislerdir.

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

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

SOUTHWELL ve BOURKE, (2001), H. perforatum’un hiperisin igeriginin
mevsimlere bagli olarak degistigini saptamislardir. Genis yapraklarda kisin minimum
hiperisin—psddohiperisin miktar1 100 ppm. iken yazin 3000 ppm. dar yapraklarda ise bu
miktar, kis mevsiminde genis yapraginkine yakin bir degerdeyken yaz mevsiminde
maksimum yani 5000ppm. kadar oldugunu saptanmiglardir.

EVSTATIEVA ve ark., (2000), Bulgaristan’daki H. perforatum’larin hiperisin
miktarlarii belirlemeye yoOnelik olarak yaptiklar ¢alismada, 20 floristik bdlgeden toplanan
toplam 65 populasyon i¢inde en fazla hiperisin igeriginin giiney Bulgaristan’in daglik
bolgesinde yetisen H. perforatumda ‘da bulundugunu saptamislardir

KITANOV ve NEDIALKOV, (2001), Hypericum annulatum bitkisinin MeOH
Oziitinden iki 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

kanitlamislardir.



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

JURGENLIEMK ve NAHRSTEDT (2001), H. perforatum’un kurutulmus 6ziitiinden
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,
3-0-[Z]-p-kumar-oilkuinik asit, isoorientin, sianidin-3-O-o-L-rhamnoside ve astilbin ise ilk
kez boyle bir kaynaktan izole edilmistir.

OZEN ve BASHAN (2002), Hypericum triquetrifolium’un yapisinda bulunan yag
asitlerinin bilesimlerini, GC/MS yontemiyle saptanmasina yonelik bir ¢alisma yapmuslar.

OZEN ve ark. (2004), Tiirkiye’de yetisen iki hypericum tiiriiniin yag asidi ve 3-

hydroxy yag asidi bilesimlerini aragtirmislar.



3.MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3. 1. 1. Hypericum triquetrifolium’un Genel Ozellikleri ve Yayihsi

Govde 15-55 cm, dik veya yatik, iki seritsi, dallar genisce yaygin genellikle piramit
seklinde siralanmistir. Yapraklar 3-20 mm olup, ii¢ kdseli-mizraksi ya da nadiren dar yumurta
seklinde seritsi dikdortgenimsi, govdeyi saracak sekilde dalgali bazen orta biiyiikliikten
kiicige dogru yart noktacikhidir. Sepaller, dikdortgenimsi, yumurtamsi-dikdortgenimsi,
yuvarlagimsi veya tepecikli, tiim veya dissi, siyah noktaciksiz. Petaller 5-7 mm, nadiren bir
tane yiizeysel noktacikli veya noktaciksiz. Kapsiil 3-5 mm, yumurtamsi. Ci¢ceklenme donemi
5-9 aylar.

Tiirkiye’de yayilis gosterdigi bolgeler: Marmara, Ege, Dogu Anadolu ve Giineydogu
Anadolu Boélgeleridir ( ROBSON 1975).

3. 1. 2. Bitkinin Toplanmasi

Bu c¢alismada materyal olarak kullanilan Hypericum triquetrifolium (Guttiferae) un
vejetatif donemdeki yaprak ve tohumlari agustos 2004’de Elazi1g-Gezin, Hazar Goli
civarindan toplanmistir. Bu bitkiye ait herbaryum 6rnekleri, Dicle Universitesi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Herbaryum’unda (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 fir¢a yardimi ile temizlendi. Daha sonra ii¢ defa saf sudan gecirilerek180 °C’de
etlivde bir saat bekletilmek suretiyle kurutuldu.
Kullanilan magenda GA-7 kiiltiir kaplar1 ise aliiminyum 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’arli gruplar halinde aliiminyum

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



3.2.1.3. Besi Ortamlarimin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Calismada besi ortami olarak Murashige ve Skoog (1962) tarafindan onerilen temel

besi ortaminin modifiye edilmis sekli kullanildi. MS (Murashige ve Skoog) besi ortaminda

kullanilan stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi asagida agiklandig: gibidir.

MS(makro elementler) Ana Cozeltisi
NH4NO;
KNO;

CaC12.2H20

MgSO4.7H20
KH,PO,4
Distile su

MS Mikro 1 Elementler Ana Cozeltisi

H3;BO;

MnSO4.4H20
ZI’ISO4.7H20
KI
Na2M004.2H20
Distile su

MS Mikro 2 Elementler Ana Cozeltisi

CUSO4.5H20

CoCl,.6H,O
Distile su

16.5¢g
190¢g

44¢

37¢g
1.7¢
1000 cc’ye tamamlanur.

620 mg

2230 mg

860 mg

83 mg

25 mg

1000 cc’ye tamamlanir.

25 mg

25 mg
100 cc’ye tamamlanr.



Kompleks Kelator Ana Cozeltisi
FeSO4.7H,O
Na,EDTA

Distile su

Vitamin Karisimi Ana Cozeltisi
Nikotinik asit

Glisin

Pridoksin HCI

Distile su

B1 Vitamini Ana Cozeltisi

Tiamin HCI
Distile su

BAP (6-Benzylaminopurin) Ana Cozeltisi

BAP

1IN HCI
Distile su

2778 g
200¢g

1000 cc’ye tamamlanur.

50 mg

2.00 mg
50 mg
100 cc’ye tamamlanir

100 mg
100 cc’ye tamamlanir.

100 mg

2-3ml
100 cc’ye tamamlanir.

MS kiiltiir besi ortami asagidaki sekilde hazirlandi

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

12 ¢

30g

100 cc

10 cc

1cc

10 cc

1cc

1cc

1000 cc’ye tamamlandi.

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 cc).
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3.2.1.4. Ropikaj ve Kiiltiir Odalarimin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Ropikaj odasinda, bir ultraviyole lambasi, iginde ekim islemlerinin gerceklestirildigi steril bir
kabin ve kabin igerisinde bunzen beki bulunmaktadir. Ropikaj odasina girilmeden 24 saat 6nce, kapi,
duvar, masa, dolaplar, taban vs. seyreltilmis sodyum hipoklorit (NaOCI; % 53 kloriir igeren) ile steril
edildi. Steril kabinin i¢i ve ylizeyi alkol (% 70) ile temizlendi. Oda temizlendikten sonra, ultraviyole

lambas1 ekim iglemlerinde bir gece dnce 2-4 saat agik birakilarak sterilizasyon tamamlandi.

Kiltiir odasmin sicakligl 25+2 °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.trigquetrifolium 'un olgun tohumlarinin ¢imlenme sirasinda enfekte olmasini 6nlemek

icin yiizey sterilizasyonuna tabi tutuldu.

Calismada kullanilan tohumlar, musluk suyunda yikandiktan sonra % 70’lik alkolde 30 saniye
calkalanarak On sterilizasyonu yapildi. Daha sonra tohumlar % 5°lik NaOCI ¢dzeltisi i¢cinde 10 dakika
siire ile bekletildi. On sterilizasyonu yapilan tohumlar, steril distile su ile 5 kez 5’er dakika
calkalanmak tizere NaOCI ‘den arindirildi. Tohumlar steril kurutma kagitlar1 izerinde pens ve bisturi
yardimi ile izole edilerek MS besi ortami igeren magenda GA-7 kiiltiir kaplarinda aktarildi.
Tohumlarin gimlenmesi ve gelismesi i¢in kullanilan MS besi ortami 30g/L sakkaroz, 12 gL agar ile
desteklendi. Agar ilavesinden Once, besi ortaminin pH’s1t KOH ile, 5.8 olacak sekilde ayarlandi ve 1

atmosfer basingta 121 °C’de 25 dakika siire ile otoklavda steril edildi.

3.2. 1.6. Ekim Islemleri

3.2.1.6.1. H. triquetrifolium’un Olgun Tohumlarindan Mikrocogaltma

Cahsmalan

H. triguetrifolium 'un mikrogogaltma ¢aligmalarinda materyal olarak olgun tohumlar
kullanildi. Tohumlar, musluk suyunda yikandiktan sonra % 70’lik alkolde 30 sn calkalanarak
On sterilizasyona tabi tutuldu. Materyalin sterilizasyonu, daha 6nce de bildirildigi gibi, % 5
NaOCI igerisinde 10 dakika siire ile bekletilerek yapildi. Yiizey sterilizasyonu yapilan
tohumlar, steril distile su ile 5 kez 5’er dakika c¢alkalanarak NaOCI’den arindirildi. Daha
sonra tohumlar, steril kurutma kagitlar1 lizerinde pens yardimiyla izole edilerek, MS besi
ortami bulunan magenda GA-7 kiiltlir kaplarina aktarildi. Tohumlarin ¢imlenmesi i¢in MS
ortami, 30 gL’ sakkaroz, 10 gL' agar ilavesiyle desteklendi. Besi ortanu pH’s1 agar

ilavesinden once 5.8 olacak sekilde ayarlanarak 1 atm basingta 121°C’de 25 dakika siire ile
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otoklavda steril edildi. Kiiltiire alindiktan 2 hafta sonra tohumlarin ¢imlenme durumlari

degerlendirildi

3.2.1.6.2. Tohum Kabuklarimin Catlatilmasinin Cimlenmeye Etkisi

Materyal olarak kullanilan olgun tohumlarin in-vitro sartlarda ¢imlendirilmesi igin
alinan olgun tohumlar sterilizasyon asamalarindan gecirildikten sonra dogrudan kiiltiire alindi.
Bu islemlerden 2 hafta sonra yapilan goézlemlerde tohumlarin higbirinin ¢imlenmedigi
gbzlendi. Bu nedenle, tohum kabuklarin c¢atlatilmasinin ¢imlenme hiz1 iizerine etkisi
arastirildi.

Calismada kullanilan tohumlar, 3.2.1.5’de belirtildigi gibi sterilizasyon asamalarindan
gecirildikten sonra steril kurutma kagitlar1 tizerinde pens yardimiyla izole edildi ve MS besi
ortami bulunan magenda GA-7 kiiltiir kaplarina aktarildi.

Tohumlarin ¢imlenmesi igcin MS ortami, 30 gL' sakkaroz,10 gL™' agar ilavesiyle
desteklendi. Besi ortamimin pH’s1 agar ilavesinden o6nce 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 iizerinde 1 pens ve bisturiler yardimiyla
catlatildi ve kiiltlir kaplarina aktarilda.

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

veriler degerlendirildi.

3.2.1.6.3. Farkh BAP Konsantrasyonlarinin In Vitro Sartlarda Catlatilmis

Tohumlarin Cimlenmesine Etkisi

Tohum kabuklarin1 ¢atlatarak hormonsuz ortamda olgun tohumlar1 ¢imlendirdikten
sonra asagida verilen farkli BAP konsantrasyonlarinin c¢imlenme iizerindeki etkisini
arastirmak {izere bir ¢aligma yapildi. Bu ¢alismada da tohumlarin sterilizasyonu i¢in 6nceki
sterilizasyon islemlerinin aynis1 kullanildi.

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 once 5.8 olacak sekilde ayarlanarak 1 atm basingta 121°C’de 25 dakika siire ile
otoklavda steril edildi. Sterilizasyon asamasindan sonra olgun tohumlar steril kabin i¢inde
steril kurutma kagitlar1 iizerinde steril pens ve bisturiler yardimiyla catlatildi ve kiiltiir

kaplarina aktarildi.
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BAP’in farkli konsantrasyonlarinda tohumlarm ¢imlendirilmesi ic¢in yaptigimiz
calismada kontrol grubu da dahil her bir oran i¢in 4 Magenta GA-7 kiiltlir kab1 ve her bir kap

i¢cin ortalama 6 tohum kullanildi.

3.2.1.6.4. In Vitro Sartlarda Yetistirilen Bitkilerin Alt Kiiltiir Calismalar
1. Alt Kiiltiir

In vitro sartlarda H. triquetrifolium’un olgun tohumlarindan elde edilen siirgiinlerin alt
kiiltiir calismalar1 yapildi. Bu amagla elde edilen siirgiinler19.6 pM BAP, 30 gL' sakkaroz ve
10 gL 'agar ile desteklenmis MS besi ortaminda alt kiiltiire alindu.

MS besi ortaminin pH’s1, agar ilavesinden dnce 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 magenda GA-7 kiiltiir kaplarma bolustiiriildii.
Steril filtre kagitlar1 arasinda jelozundan arindirilan siirglinler steril pens ve bisturiler
yardimiyla besi ortamlarina aktarildi. Besi ortamlarina ekimi yapilan siirgiinler, sicaklik ayari
25+2 °C olan 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik foto periyoda ayarlanmis biiyiime odasinda
gelistirilmeye birakildi. Alt kiiltiirii yapilan siirgiinlerin gelisimlerine ve olusan siirgilin

sayisina iliskin veriler kaydedildi.

3.2.1.6.5. Farklhi BAP Oranlarinin in Vitro Sartlarda Elde Edilen Siirgiinlerin

Proliferasyonu Uzerine Etkisi

2. Alt Kiiltiir

Bu c¢alismamizda 1. alt kiiltiir calismalari sonucunda elde edilen siirgilinlerin
proliferasyonuna BAP’in farkli konsantrasyonlarinin etkisi arastirildi. Alt kiltiir islemleri
sonucunda elde edilen siirgiinler asagida gosterildigi gibi BAP’1in, 5 uM, 10uM, 25 uM’lik
farkli oranlari ile birlikte, 30 gL sakkaroz ve 10 gL' agar ile desteklenmis MS besi
ortaminda alt kiiltlire alind1.

Besi yerinin sterilizasyon islemleri tamamlandiktan sonra, steril kabin igerisinde
magenda GA-7 kiiltiir kaplarma bolustlirildi. Steril filtre kagitlar1 arasinda jelozundan
arindirilan stirglinler steril pens ve bisturiler yardimiyla besi ortamlarina aktarildi. Besi
ortamlarina ekimi yapilan siirglinler, biiyiime odasinda gelistirilmeye birakildi.  Siirgiin
proliferasyonu icin alt kiiltliri yapilan siirglinlerin morfolojik gelisimlerine, olusan siirgiin

sayisina ve slrgiinlerin boy uzunluklarina ait veriler kaydedildi.
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3.2.2. Fizyolojik calismalar

3.2.2.1. Bitki materyali

Fizyolojik calismalarda kullandigimiz materyaller in vitro sartlarda doku kiiltiirii
yontemi ile tohumdan itibaren yetistirdigimiz bitkilerden olugsmaktadir. Kullanilan materyaller

sadece govde ve yaprak kisimlarindan olugmaktadir.

3.2.2.2. Bitki Materyallerini Kurutma Kosullar

Calismada kullanilan materyaller steril pens ve bisturiler yardimiyla kiiltiir kaplarindan
alindiktan sonra musluk suyu altinda yikanarak jelozundan arindirildi. Daha sonra gévde ve
yaprak kisimlarindan olusan bitkicikler kiiciik parcalar halinde kesilerek kurutma kagitlari
lizerinde, oda kosullarinda 1 hafta siire ile kurumaya birakildi. Kurumus olan bitkicikler

ogilitme makinesinde toz haline getirildi ve hassas terazi ile tartildu.

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 tarti (GEC AVERY), sonikator

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

3.2.2.5. Materyallerin analize hazirlanmasi

Farkli kiltir ortamlarindan yetisen bitkilerin total hiperisin miktarlarinin
karsilastirilmast i¢in ¢calismada BAP’in 4 farkli ortaminda yetisen bitki 6rneklerinden kuru
agirligi 250 mg olan miktarlar alindi.

1. Toz haline getirilen bitki materyalleri (250 mg) {izerine 10 ml kloroform eklendi ve
olusturulan ¢ozelti 5 dakika siire ile sonikasyon islemine tabi tutuldu.

2. Sonikasyon isleminden sonra ¢Ozelti sonikatorden alinip kloroformun
uzaklastirilmasi i¢in vakumda filtre edildi ve kloroform kismi atildi. Bu islemler 3 kez
tekrarlandi.

3. Kloroform kismi atildiktan sonra geriye kalan kuru materyal {izerine 10 mI metanol
eklendi ve ¢ozelti 5 dakika siire ile sonikasyon islemine tabi tutuldu.

4. Sonikasyon igleminden sonra ¢ozelti vakumda filtre edildi. Vakum iglemiyle ¢oziicii

kisim uzaklastirildi. Daha sonra ¢oziicii kisimlar1 (metanollii kisim) alinarak 50 cc’lik cam
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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 i¢in
cam balon igerisindeki tortu iizerine 3-4 ml kloroform eklendi ve kloroformlu kisim pastor
pipeti yardimiyla atildu.

7. =18 °C’ye ayarlanan derin dondurucuda bekletildi. Geri kalan kisim metanolle
¢oOziilerek 589 nm de absorbansi 6l¢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 miktarmin belirlenmesi i¢in Ornekler derin dondurucudan alind1 ve
iizerine hiperisin ve tlirevlerinin ¢oziilmesi i¢in metanol eklendi. Cozelti iyice ¢alkalandiktan
sonra 25 cc’lik Olgii balonlarina seyreltme amaciyla aktarildi. Daha sonra bu ¢6zeltinin

absorbansi 592 nm’de UV-spektrofotometresinde ol¢iildii.
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4. BULGULAR
4.1. H. triquetrifolium’un Tohumundan itibaren Mikrocogaltma Cahsmalari
4.1.1. Olgun H. triquetrifolium Tohumlarim Cimlendirme Calismalari
Sterilizasyondan sonra dogrudan besiyerine alinan olgun tohumlarin 4. hafta sonunda

hi¢ biri ¢imlenmedi.

4.1.2. Tohum Kabuklarinin Catlatilmasinin Cimlenmeye Etkisi

Tohumlar1 ¢imlendirebilmek igin, sterilizasyon islemlerinden sonra tohum kabuklari
catlatild1 ve besiyerlerine aktarildi. Bu islemlerden sonra tohumlarin ¢imlenme durumlarinin
tamamen arastirilmasi i¢in giinliik gozlemler yapildi ve ekim iglemlerinden 4 giin sonra
tohumlarin yarisinin ¢imlendigi goriildii. Kiiltiiriin 10. giinlinde ilk yaprakeiklarin olustugu
gozlendi (Resim 1,2). 4. Haftanin sonunda yaprak ve gévde kisimlarinin iyice belirginlestigi

gbzlendi (Resim 3).

4.1.3. Tohum Cimlenmesi Uzerine Farkli BAP Oranlarinin Etkisi

Bu ¢alismada da tohumlarin ¢imlendirilmesi i¢in tohum kabuklari catlatildiktan sonra
asagida goriildiigii gibi kontrol grubu ile birlikte 4 farkli BAP (9.8 uM, 19.6 uM, 39.2 uM ve
78.4 uM) orani test edildi.

Tohumlar farkli BAP oranlarinin bulundugu ortamlara aktarildiktan 2 hafta sonra, her
bir ortamdaki ¢imlenen tohum sayisi, gelisim ve enfeksiyon durumlari gézlendi. Gozlem

sonuclar1 Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Farkli BAP ortamlarina aktarilan tohumlarin ¢imlenme

ylizdesi.
Ortamin igerigi Cimlenen Tohum

(1M BAP) (%)

Kontrol 69.2

9,8 21.7

19.6 39.1

39.2 31.8

78.4 36.3
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Farkli BAP oranlarin1 kullanarak yaptigimiz ¢alismada ¢imlenme yiizdesi bakimindan
en iyi ortamin hormonsuz ortam oldugu tespit edildi. Morfolojik durumlarina bakildiginda
78.4 uM BAP’l1 ortamda yaprak hacminin en fazla oldugu ve yapraklarin kirmiz1 bir renk
aldig1 gozlendi. Cimlenen tohum sayisina bakildiginda kontrol grubundan sonra en yiiksek
¢imlenme yiizdesi 19.6 uM BAP’l1 ortamdan elde edildi. Morfolojik yapilarina bakildiginda;
19.6 uM BAP’li ortamda gelisen bitkilerin yapraklarinin normal renkte oldugu gozlendi
(Resim 3-6).

4.1.3.1. Alt Kiiltiir Calismalar

In vitro ¢imlendirilen tohumlardan alman siirgiin uglarini cogaltmak ve kallus
gelistirmek i¢cin BAP’1n 30, 60, 120 ve 240 uM’lik oranlar1 kullanild.

BAP’1in farkli oranlar1 ile desteklenen MS besi ortaminda yetistirilen bitkiciklerde
asagidaki morfolojik gozlemler yapildi:

10. glinde kallusumsu yapilarin olustugu ve bunlarin iizerinde ¢ok sayida bitkicigin
gelistigi gozlendi.

17. giinde bitkiciklerdeki gelisim ¢ok hizli idi ve kallusumsu yapilar {izerinde gelisen
bitkiciklerin biiyiiyiip internod kisimlariin belirginlestigi gozlendi.

24. giinde kalluslar ¢ok hizli gelistigi halde tomurcuklarin uzamasinda ¢ok az bir
gelisme gozlendi.

30. giinde yogun bir kallus yapis1 ve bu yapilar iizerinde ¢ok sayida kiigiik siirgiinlerin
olustugu gozlendi. Kalluslu yapilar lizerinde gelisen bitkiciklerin internodlar1 ve nodlar
belirginlesti. Ayrica kalluslu yapilar iizerinde gelisen ¢ok sayida govdeli bitkicigin gelistigi
gozlendi.

60, 120 ve 240 uM’lik ortamlarda yetistirilen bitkiciklerin yogun bir kallus yapisi
olusturdugu (Resim 4,5) ancak 30 uM’lik ortamda yok denecek kadar az miktarda kallus
olusturdugu tespit edildi.

Bir sonraki ¢alismada BAP’1n 5, 10 ve 25 uM’lik oranlar1 kullanild1 ve ortamlarin hig
birinde kallusumsu yapinin olusmadigi ve dogal goriiniimlii bitkcikler gelistigi gézlendi. Test

edilen ortamlarda yetistirilen bitkilerin siirgiin sayis1 ve uzunluklar1 Tablo 2’de verilmistir.



Tablo 2. Farkli BAP ortamlarinda yetistirilen bitkilerin siirgiin sayis1 ve uzunlugu (cm).

Ortamin igerigi Siirgiin sayisi Siirgiin uzunlugu
(uM BAP) (Ortalamatsd) (Ortalamaztsd)
5 25.41 + 7.6ab 2.87 £ 0.60ab
10 26.82 + 8.9a 3.29 £ 0.60b
25 36.7+ 10.8¢c 4.02+0.84¢

Verilerin giivenirliligi acisindan bu tablodaki veriler DUNCAN testine tabi tutuldu. Tablo

2’den de goriildiigii gibi ortamin BAP igerigi arttikca hem siirgiin sayis1 hem de siirgiin

uzunlugu artmistir.

hiperisin icerikleri saptanmamustir.

4.2. Farkli BAP Ortamlarinda Yetistirilen Bitkilerin Total Hiperisin Miktarlari
Farkl1 ortamlarda yetistirilen bitkilerin hiperisin igerikleri Tablo 3’te verilmistir. 25

uM’dan daha yiiksek BAP konsantrasyonlarinda kallusumsu yapi1 olustugundan bunlarin

17

Tablo 3. Farkh Ortamlarda Yetistirilen Hypericum triquetrifolium’

un Total Hiperisin I¢erigi

Ortamin Icerigi

Total Hiperisin Miktari

(LM BAP) (%)
(Ortalamazsd)
Dogadan toplanan 0.004+0.00028 a
5uM 0.010£0.00058 ab
10 uM 0.013£0.00034 be
25 uM 0.012+0.00054 ¢

miktar1 diger oranlara gore daha fazladir.

Tablo 3’te goriildiigii gibi 10 uM BAP’l1 ortamlarda yetistirilen bitkilerin hiperisin
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu caligmada; ¢ok uzun zamandan beri tedavide kullanilan Hypericum cinsine ait
H. triguetrifolium tiirinlin tohumdan itibaren in vitro mikrogogaltilmasi ve farkli BAP
ortamlarinda yetistirilen bitkilerin hiperisin igeriklerinin degisip degismedigi incelendi.

Arastirmamizda, tohum kabuklariin ¢atlatilmasinin tohumlarin ¢imlenme yiizdesini
arttirdig1 saptandi.

Tohum ¢imlenmesine farkli BAP oranlarinin etkisine bakildiginda; en yiiksek
¢imlenme oran1 kontrol grubunda (BAP igermeyen), hormon igeren kaplarda ise 19.6 uM
BAP bulunan ortamda (% 39.1) saptanmistir.

ZOBAYED ve ark. (2003), Hypericum perforatum igin MS besi ortaminda 5 pM
thidiazuron (TDZ) ve 3.0 gL' gellam gum kullanarak en yiiksek ¢imlenme oranmi elde
etmislerdir. H. triquetrifolium tohumlarinin ¢imlenmesi i¢in ise, hormonsuz MS besi
ortaminin en iyi sonucu verdigini saptadik. En iyi morfolojik gelisim de yine bu ortamda
gozlenmistir.

In vitro ¢imlendirilen tohumlarin ¢ogaltilmasi ve kallus olusturmak icin BAP 1n farklh
konsantrasyonlar1 kullanildi. Bu ¢aligmada en iyi sonucun 30 uM BAP’la destekli MS besi
ortaminda saptandi ve bundan diisiik oranlarda 3 farklt BAP oran1 igeren (5, 10 ve 25 uM )
kiiltiir ortamlar1 hazirlandi. Bu ortamlarda yetistirilen bitkilerin siirgiin sayis1 ve siirglin
uzunluklarina bakildiginda; 25 uM BAP iceren ortamin en iyi gelismeyi sagladigi saptandi.
Verilerin sinanmast i¢in bu tablodaki veriler ANOVA testine tabii tutuldu. Buna gore 5, 10 ve
25 uM BAP igerdiginde; siirgiin sayist ve uzunlugu BAP konsantrasyonunun artisi ile dogru
orantil1 olarak artmustir.

En iyi gelisimin saglandigt BAP oranlarinda yetistirilen bitkilerin total hiperisin
icerigine bakildiginda; en yiiksek hiperisin mktarinin 10 uM BAP igeren ortamda yetistirilen
bitkilerde (% 0.013) oldugu go6zlenmistir. Bu oranlar dogadan topladigimiz H.
triquetrifolium "un total hiperisin igeriginden daha yiiksek bulunmustur.

AYAN ve ark. (2004), Tirkiye’de yetisen 12 Hypericum tiiriiniin hiperisin
iceriklerinim % 0.003 ile % 0.303 arasinda degistigini saptamislardir. Caligmalarimiz sonucu

elde edilen miktarlar bu degerlerin i¢inde bulunmustur.
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Resim 1. Catlatilmis Tohumlarin Besi Ortamina Aktarilmis Hali

Resim 2. Ik Yaprak¢iklarin Olusmus Hali




Resim 3. Besi Ortamina Aktarilan Tohumlarin 4. Hafta Sonundaki Gelisim Sekli.

Resim 4. Yiiksek BAP Ortamlarinda Yetistirilen Bitkinin Genel Goriiniisii
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