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SİMGE VE KISALTMA LİSTESİ 

Simgeler                        Açıklama 

 

g                           : Gram  

mg                        : Miligram  

ml                         : Mililitre  

mM                      : Milimolar  

µM                       : Mikromolar  

M                          : Molar 

N                           : Normal 

l                             : Litre  

  

Kısaltmalar                  Açıklama 

 

2,4-D                     : 2,4-Diklorofenoksiasetik Asit 

AA                         : Omega-6 (ω-6), [C20:5Δ5,8,11,14 (5,8,11,14,17-eikosapentaenoik asit)] 

ABA                      : Absisik Asit 

ALA                      : α-Linolenik Asit Omega-3 (ω-3), [C18:3Δ9,12,15 (oktadekatrienoik asit)] 

AgNO3                   : Gümüş Nitrat 

BAP                       : Benzilaminopürin 

BBD                       : Bitki Büyüme Düzenleyicisi 

BBO                       : Bitki Büyütme Odası 

Dk                          : Dakika 

dH2O                     : Distile Su 

DMSO                   : Dimetilsülfoksit 

DPA                       : Omega-3 (ω-3), [C22:6Δ4,7,10,13,16,19 (dokosahekzaenoik asit)] 

EPA                       : Omega-3 (ω-3), [C20:5Δ5,8,11,14 (eikosapentaenoik asit)] 

EtOH                     : Etilalkol 

EIN5                      : Etilene duyarsız 5 (Ethyleneinsensitive5) 

GA2ox                   : Gibberellin 2-oksidaz 

GLA                       : γ-Linolenik Asit  Omega-3 (ω-3), [C18:3Δ6,9,12 (oktadekatrienoik asit)] 

HCl                        : Hidroklorik Asit 

HgCI2                    : Civa Klorür  
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HMA5                   : Ağır Metal ATPaz 5 (Heavy Metal ATPase 5) 

IAA                       : Indol-3 Asetik Asit 

İTK                       : İnce Tabaka Kromatografisi 

JA                          : Jasmonik Asit 

KIN                       : Kinetin 

LA                         : Linoleik Asit Omega-6 (ω-6), [C18:2Δ9,12 (oktadekadienoik asit)] 

LB                          : Luria-Bertani Besi Ortamı 

LeMDR                  : L. erythrorhizon ATP-bağlanma kaset protein geni  

LOX                       : Linoleate 13S-Lipoksijenaz 

LS                          : Linsmaier and Skoog Besi Ortamı 

MeJA                     : Metil Jasmonat 

MS                         : Murashige and Skoog Besi Ortamı 

MUFA                   : Mono Doymamış Yağ Asiti (Mono Unsaturated Fatty Acid) 

NaOH                    : Sodyum Hidroksit 

OA                         : Oleik Asit Omega- (ω-6), [C16Δ9 (9-oktadekaenoik asit)] 

OD                         : Optikal Yoğunluk (Optical Density) 

ORCA3                 : Octadecanoid Derivative Responsive Catharanthus AP2-Domain 

PA                          : Palmitik Asit, [C16 (hekzadekaenoik asit)] 

PAL                       : Fenilalenin Amonyum-Liyaz (Phenylalanine Ammonia-Lyase) 

PEG                       : Polietilen Glikol 

PHB                       : Poli3-Hidroksibutirat (Poly 3-Hydroxybutyrate) 

PUFA                     : Poli Doymamış Yağ Asiti (Poly Unsaturated Fatty Acid) 

RPM (rpm)           : Dakikada Dönme Hızı (Rotation Per Munite) 

SA                          : Salisilik Asit 

SC (Maya Özüt)   : Saccharomyces crevisiae (Maya Özütü) 

SDA                       : Stearidonik Asit Omega-3, [C18:4Δ6,9,12,15 (oktadekatetraenoik asit)] 

SH : Schenk ve Hildebrandt Besi Ortamı 

UV   : Ultraviyole    
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Bitkiler uzun yıllardan beri farklı amaçlarla kullanılmaktadır. Tez kapsamında çalışılan 

Boraginaceae familyası üyesi Echium L. cinsi de, içermiş olduğu metabolitlerin sayısının 

fazlalığı nedeniyle endüstride kullanılabilir bitkilerdendir. E. italicum L.’de bulunan şikonin ve 

türevleri ile yağ asitlerinin üretimi ve arttırımı için farklı kültürler (kotiledon yaprağı ve kök 

süspansiyon ile saçak kök kültürleri) oluşturulmuştur. Oluşturulan kültür hatlarına elisitasyon 

(+4 °C, MeJA, DMSO, ABA, AgNO3, SC Ekstraktı)  uygulanarak metabolit üretiminin arttırımı 

hedeflenmiştir. Çalışma sonucunda, en yüksek miktarda şikonin eldesi 10 µM MeJA’nın 24 

saat uygulandığı saçak kök kültürlerinde tespit edilirken, en yüksek düzeylerde yağ asidi 

üretimi ise herhangi bir elisitasyon uygulamasının olmadığı kontrol grubu kotiledon yaprağı 

süspansiyon kültürlerinde elde edildi. Bununla birlikte, saçak köklere MeJA uygulaması 

sonucunda üretilen kültürlerden saflaştırılan Şikonin Türev-3 ekstraktı, [(İzovaleril/2-Metil 

Bütiril Şikonin) elisite edilmiş saçak kök kültürleri kaynaklı] meme kanseri hücre hatlarından 

MCF-7 ve MDA-MB-231’e uygulandı. Düşük miktarlarda denenen Şikonin Türev-3 

Echium L.’de STEARİDONİK ASİT ve ŞİKONİN İÇERİĞİNİN 

BELİRLENMESİ ve In Vitro KOŞULLARDA ARTTIRILMASI 
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fraksiyonu, MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hücre hatlarında antiproliferatif etki göstermiştir. 

E. italicum L.’nin in vitro kültür hatlarına metabolit üretimi için uygulanan yöntemlerin, 

Echium L. cinsinin yanı sıra diğer türlerde de mevcut biyoaktif bileşiklerin endüstriyel ölçekte 

kitlesel üretimleri için kullanılabilme potansiyeli bulunmaktadır. 
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Plants have been used for different purposes for many years. The genus Echium L. from 

Boraginaceae family examined in the present study are among the plants that can be used in 

industry as it containes various secondary metabolites. Different cultures (cotyledone leaves, 

root suspension and hairy root cultures) for the production and elevation of fatty acids and 

shikonin with its derivatives have been initiated in E. italicum L.. Moreover, elicitation (+4 °C, 

MeJA, DMSO, ABA, AgNO3, SC Extract)  is also carried out to increase metabolite production 

in these cultures. The highest amount of shikonin was determined in the hairy root cultures with 

10 µM MeJA applied for 24 hours, while the highest concentrations of fatty acids was observed 

in the control group of cotyledon leaf suspension cultures without any elicitation. However, 

purified Shikonin Derivative-3 [Isovaleryl/2-Methyl Butyryl Shikonin (derived from elicited 

hairy root cultures)] was applied on MCF-7 and MDA-MB-231 cancer cell lines. Low amounts 
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of shikonin Derivative-3 fraction was examined antiproliferative effect in MCF-7 and MDA-

MB-231 cancer cell lines. The methods used for the production of metabolites to in vitro culture 

lines of E. italicum L. have the potential for the mass production of bioactive compounds found 

in the genus Echium L. as well as other species. 

May 2019, 229 pages. 

Keywords: Echium L., Shikonin, Shikonin Derivatives, Fatty Acids, Elicitor, Callus Culture, 

Hairy Root Culture, Suspension Culture      



1 

 

 

 

1. GİRİŞ 

Bitkiler milattan önceki yıllardan günümüze kadar gıda, kozmetik ve sağlık gibi birçok 

endüstriyel alanda kullanılmak üzere insanların hizmetine sunulmaktadır. Bitkilerin bu kadar 

geniş ölçekte kullanımlarının nedeni, bünyelerinde bulundurmuş oldukları ve yaşamları 

boyunca abiyotik ve biyotik etkenlere karşı yaşamlarını idame ettirmelerini sağlayan, aynı 

zamanda insan sağlığı açısından da birtakım biyolojik aktivite ve koruyucu işlevlere 

(antimikrobiyal, antifungal, antikanser, antienflamatuar, antipiretik, antidiyabetik, 

antiaterojenik, antitümöral, yara iyileşmesi, karaciğer koruyucu, antiproliferatif, proapoptotik 

ve antihipertansif aktivite) sahip metabolitlerdir. Bu metabolitler, bitkisel ikincil metabolitler 

(sekonder metabolitler) olarak da adlandırılan ve farklı yapı ve fonksiyonlara sahip (Örn: 

Alkaloid, terpen, fenolik bileşikler, nadir aminoasitler, bitki aminleri, glikosidler vb.) organik 

yapılı maddelerdir. Bu amaçla bitkiler, parçasal veya bütün olarak herhangi bir işlemden 

geçmeden kullanıldığı gibi, bazen hedef etken maddelerini elde etmek için değişik fiziksel ve 

kimyasal farklı işlemlerden geçirildikten sonra da kullanılabilmektedir. Bu nedenle, insanoğlu 

bitkileri kendi amaçlarına uygun olarak (içeriklerinin özelliklerine göre) toplayıp 

kullanmaktadır. Son zamanlarda, artan nüfusla birlikte, gereken talebi karşılamak üzere 

bitkilerin doğal yaşam ortamlarından aşırı miktarda ve kontrolsüz bir şekilde toplanmasını da 

beraberinde getirmiş, bu durum bitki türlerinin populasyon miktarında azalmalara hatta yok 

olmalarına sebep olmaktadır.  

Bilim insanları artan nüfus ve gerekli talebin karşılanmasının beraberinde getirdiği olumsuz 

durumların üstesinden gelmek için gelişen teknolojiyle birlikte farklı stratejiler geliştirmeye 

çalışmışlardır. Bu stratejilerden birisi olan bitkilerin kullanımı için tercih sebebi olan doğal 

madde(ler)in kimyasal analoglarının sentezidir. Ancak, bu üretim her metabolitin üretimi için 

kolay ve ekonomik olmadığından fazla tercih edilmemiştir.  

Gelişen teknolojiyle birlikte farklı çalışma disiplinlerini bir araya getirerek oluşturulan bitki 

biyoteknolojisi, ifade edilen olumsuzlukları ortadan kaldırmaya yönelik yeni stratejiler 

oluşturma ve geliştirmenin yanında mevcut durumda uygulanan stratejilerin başarısının 

artmasına da katkı sağlamaktadır.  
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Bitki biyoteknolojisi yöntem ve uygulamaları kullanılarak geliştirilen stratejiler sadece 

biyolojik olarak aktif olan bitkisel ikincil metabolitleri üretmekle kalmaz, aynı zamanda 

miktarlarını arttırmak için de yeni fırsatlar sunar. 

Tez çalışması kapsamında, gıda, sağlık ve kozmetik endüstrisi alanında kullanılabilecek değerli 

bitkisel ikincil metabolitler barındıran, ayrıca bal arılarının bal üretiminde nektar kaynağı 

olarak tercih ettikleri Boraginacea familyası üyesi, Echium italicum L.’un biyoteknolojik 

yöntemler kullanılarak, i) şikonin ve türevleri ile çoklu doymamış yağ asitlerinin üretimi ve ii) 

elisitasyon ile üretim miktarlarının arttırılması amaçlanmıştır. Tez çalışmasında elde edilen 

veriler, Vizyon 2023 hedefleri kapsamında, ülkemizin endüstriyel hammadde ihtiyacında dışa 

bağımlılığının azaltılmasının yanında, dünya endüstriyel hammadde pazarında ülkemizin de 

söz sahibi olmasına katkı sağlayabilecektir. 

Bu kapsamda; Biyoteknolojik yöntem ve uygulamaları kullanılarak, literatürde benzer ve farklı 

metabolitlerin üretilmesine ve miktarının arttırılmasına yönelik çalışmalar derlenerek  

“GENEL KISIMLAR” başlığı altında sunulmuştur. 

Amaçlanan hedeflere ulaşmak için, sarf malzeme, cihaz ve materyal ile literatürde yer alan 

yöntem ve uygulamalar benzer ve/veya modifiye edilmiş bir şekilde kullanılarak tez çalışması 

gerçekleştirilmiş ve bu kapsamda yer alan bilgiler “MALZEME VE YÖNTEM” başlığı 

altında sunulmuştur. 

Kullanılan benzer ve/veya modifiye yöntem ve uygulamalarla gerçekleştirilen çalışmalar 

sonrası elde edilen sonuçlar, hem sayısal hem de görselleriyle “BULGULAR” başlığı altında 

sunulmuştur. 

Kullanılan yöntem ve uygulamalarla elde edilen sonuçlar, literatürde rapor edilen benzer 

çalışmalarla karşılaştırılmış, ayrıca çalışma çıktıları özetlenerek, çalışmadaki çıktıları 

arttırabilecek öneriler ile birlikte “TARTIŞMA VE SONUÇ” başlığı altında sunulmuştur. 

Deneysel çalışmalarda elde edilen, Kromatogram ve NMR analiz sonuçları “EKLER” başlığı 

altında sunulmuştur. 

Yararlanılan literatürlere ait künyeler “KAYNAKLAR” başlığı altında sunulmuştur. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. SEKONDER METABOLİTLER: BİTKİSEL SEKONDER METABOLİTLER 

Metabolizma, organizma tarafından gerçekleştirilen tüm biyokimyasal reaksiyonların toplamı 

olarak adlandırılır. Metabolitler ise bu süreç içerisinde oluşan ara ürünler veya son ürünlerdir. 

Sekonder metabolit terimi 1891 yılında Albrecht Kossel tarafından tanımlanmış ve primer 

metabolit bölünen her hücrede bulunurken, sekonder metabolitler daha az miktarlarda bulunur 

ve yaşam için olağanüstü önem derecesine sahip değildir. Sekonder metabolitler, primer 

metabolitlerden türetilir ancak organizmanın temel moleküler iskeletini oluşturmaz. 

Dolayısıyla, ikincil metabolitler veya doğal ürünler, doğal metabolik ürünlerin hetorojen 

grupları olarak, vegetatif büyüme için temel değil ama adaptif roller sağlayan (örneğin; 

savunma bileşikleri, ekolojik ilişkiler, simbiyozis, metal taşınımı, rekabet, vb.) durumlar için 

sinyal molekülü olarak da farklılaşma bileşenleri olarak kabul edilir. İki milyonun üzerinde 

bilinen sekonder metabolit bulunurken genelde yapı, fonksiyon ve biyosentezlerine göre 

sınıflandırılmaktadır. Sekonder metabolitler beş ana sınıfa ayrılır; Terpenoidler ve steroidler, 

yağ asidi türevleri ve poliketidiler, alkoloidler, ribozomal olmayan polipeptitler ve enzim 

kofaktörleridir. (Demain ve Fang, 2000; Mc Murry, 2015; Tiwari ve Rana, 2015; Thirumurugan 

ve diğ., 2018). Genel olarak sekonder metabolitler; A) Canlı hayvan, bitki, böcek ve 

mikroorganizmalara karşı rekabetçi silah, B) Metal taşıyıcı ajan, C) Diğer organizmalarla 

simbiyotik ilişki ajanları, D) Üreme ajanı, E) Farklılaştırma effektörü ve F) Mikroorganizmalar 

arası iletişimi foknsiyonlarını sağlar. Ağırlıklı olarak ise birçok biyokimyasal faaliyette 

(antimikrobiyal, antiparazitik, enzim ve tümör baskılayıcı ve immünosüresif) kullanılmaktadır. 

(Demain ve Fang, 2000; Thirumurugan ve diğ., 2018). Sekonder metabolitlerin major 

kaynaklarını; bitkiler (sekonder metabolitlerin %80’i), mikrooganizmalar, mantarlar, ve denizel 

organizmalar (süngerler, tunikatlar, mercanlar ve kabuklular) oluşturmaktadır (Berdy, 2005; 

Thirumurugan ve diğ., 2018). Özetle bitkiler sekonder metabolit üretimi için en zengin 

kaynaktır. Bitkisel sekonder metabolitler, yüksek ekonomik değere sahip ürünleri temsil eder. 

İnsanlık tarihinden beri bitkiler, gıda (kıvamlayıcı), sağlık (enfeksiyonların giderilmesi, çeşitli 

sağlık problemleri ve hastalıklar), kozmetik, yapı vb. endüstriyel alanlarda kullanılmaktadır. 

Bitkiler çeşitli sekonder metabolitler (Tannin, terpenoitler, alkoloidler ve flavonoitler) 

bakımından zengindir ve çoğu fenol ve onun oksijen-substüte türevleri olan aromatik maddeleri 

sentez etmede sınırsız yeteneğe sahiptir. Yaklaşık, 25.000 terpenoidin, 12000 alkaloidin ve 
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8000 fenolik bileşiğin sentezi bilinmektedir (Thirumurugan ve diğ., 2018). Bu konuya ilişkin 

olarak, bitkilerde tanımlanan sekonder metabolitlerin sınıflandırması, ticari örnekleri, kaynak 

bitki ve kullanım alanları Tablo 2.1’de sunulmuştur. 

 Tablo 2.1: Bitkisel kaynaklı sekonder metabolitlerin genel olarak sınıflandırılması ve kullanım alanları. 

Sekonder 

Metabolit  

Sınıfı 

Sekonder Metabolit Kaynak Bitki Kullanım Alanı  

TERPENOİDLER 

Monoterpenler 

Limonen 

Linalool 

Geraniol 

Loganik Asit 

Sekologanin 

Citrus türleri 

Lavanta 

Tütün 

Pervane çiçeği 

Pervane çiçeği 

Gıda: Aroma Verici 

Kozmetik: Koku Verici 

Sağlık: İnsektisit, Anti Tümör 

Seskuiterpenler 

Zingiberin Zencefil 
Gıda: Aroma Verici 

Sağlık: Anti Fungal 

Artemisinin 

Dihidroartesiminik Asit 

Artesiminik Asit 

A. annua Sağlık: Anti Malarya 

Karyofilen 

Şerbetçi Otu 

Kenevir 

Biberiye 

Fesleğen 

Gıda: Aroma Verici 

Sağlık: Anti Tümör, Anti Enflamatuar, 

Anestezik 

Diterpenler 

Taksol 

Paclitaxel 

Tanshinon 

Ginkgolides 

Çin porsuğu  

T. chinensis 

S. miltiorrhiza 

G. biloba 

Sağlık: Anti Tümör, Kardiyoprotektif,  

Anti Alzeimer 

Triterpenler 

Saponin 

Ginsenosides 

Dammarenediol 

Asya Ginsengi 

Panax ginseng 

Tütün 

Gıda: Enerji Verici 

Sağlık: Anti Tümör, Anti Oksidant, 

Antidepresan 

Tetraterpenler 

(Karetenoid) 

Karoten 

 

Likopen 

Havuç 

Tatlı Patates 

Tatlı Patates 

Gıda: Aroma Verici 

Kozmetik: Deri Koruyucu, Dolgunluk 

Verici, Renk Verici 

Sağlık: Anti Tümör, Anti Oksidant, 

Antidepresan 

Politerpenler Kauçuk Kara Hindiba 
Otomotiv: Lastik 

Tekstil: Uyuma Yatakları 

Steroller Spinasterol Ispanak 
Sağlık: Anti Tümör, Antiülser, Anti 

Testosteron 

FENOLİKLER 

Fenolik Asitler 

hidroksibenzoik 

asit 

hidroksisinamik 

asit 

Salisilik Asit Söğüt 

Kozmetik: Akne 

Sağlık: Ağrı Kesici, Anti Koagülan, 

Anti Fungal 

Kafeik Asit 
Kahve  

Tarçın 
Sağlık: Anti Enflamatuar, Uyarıcı 

Kumarinler Kumarin Kumaru 

Gıda: Katkı Maddesi 

Kozmetik: Katkı Maddesi 

Sağlık: Anti Koagülant, Anti 

Mikrobiyal, Anti Diyabetik 

Taninler Tannik Asit Mazı Meşesi 

Gıda: Aroma ve Tat Verici 

Berraklaştırma 

Sağlık: Anti Mutajen 

Anti Mikrobiyal, Anti Viral 
Flavanoidler 

flavanol 

flavanon 

izoflavanoid 

antosiyanin 

şalkon 

Kersetin 

Naringenin 

Genistein 

Siyanidin 

Arubutin 

Soğan 

Propolis 

Soya 

Çilek, Böğürtlen 

Domates 

Gıda: Pestisit 

Sağlık: Anti Enflamatuvar, 

Antioksidant, Anti Tümör, Anti 

Mikrobiyal 
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Tablo 2.1 Devamı: Bitkisel kaynaklı sekonder metabolitlerin genel olarak sınıflandırılması ve 

kullanım alanları. 

Lignin Alkali Lignin Akasya 
Sağlık: Anti Diyabetik, Anti Viral Anti 

Koagülant  

Lignanlar Sesamin Susam 

Gıda: Kıvam Arttırıcı 

Sağlık: Anti Oksidant, Anti 

Enflamatuar 

AZOT İÇERENLER 

Alkaloidler 
Nikotin Tütün 

Sağlık: Anti Oksidant, Anti 

Enflamatuar, Ağrı Kesici 

Kokain Koka Bitkisi Sağlık: Anestetik, Ağrı Kesici 

Glikozinatlar Sinigrin 

Karnabahar 

Lahana 

Brokoli 

Hardal 

Gıda: Tat Arttırıcı 

Sağlık: Anti Tümör, Yara İyileştirici, 

Anti Fungal, Anti Tümör, Anti 

Bakteriyel  

 

Tez çalışması kapsamında çalışılan, diğer bir metabolik yolak ürünü ise yağ asitleridir. Yağ 

asitleri, 4 ile 36 karbon sayısına sahip ve hidrokarbon zincirlerinin son ucunda ise karboksil (-

COOH) grubu bulunduran bileşiklerdir. Doğal olarak çift sayıda karbon atomu bulundurmakla 

birlikte, isimlendirilmesi –COOH grubundan başlayarak yapılmaktadır. Karboksil karbonuna 

komşu ilk karbon atomuna α, ikinci karbon atomuna β, üçüncü karbon atomuna ise γ karbonu 

ismi verilir.  

Yağ asitleri A) Doymuş (satüre); Hidrokarbon zinciri içerisinde karbon atomları arasında 

herhangi bir çift bağ bulunmaz, daha çok akışkan olmayan yapıya sahiptir; (Örneğin, PA), B) 

Doymamış (ansatüre); Hidrokarbon zinciri içerisinde karbon atomları arasında birden fazla 

çift bağ bulunmakta olup; tek çift bağdan oluşanlara monoansatüre (MUFA), birden fazla çift 

bağdan oluşanlara ise poliansatüre (PUFA) doymamış yağ asidi denir (Örn: OA, GLA). Ayrıca, 

PUFA’larda hidrokarbon zincirinin sonundaki metil grubu ile karboksil grubuna en uzak 

konumda bulunan çift bağ arasındaki karbon atomu sayısına göre n-3 (Omega3), n-6 (Omega6), 

n-7 (Omega7)  ve n-9 (Omega9) olarak 4 gruba ayrılmaktadır. C) Ek Gruplu; (hidrokarbon 

zincirlerinde –OH veya –CH3 ek grup içerir) ve D) Halkalı Yapılı; yağ asitleridir]. Yağ 

asitlerini daha çok sağlık açısından değerlendirmekle birlikte, insan sağlığı açısından iki veya 

daha fazla çift bağ içeren ve insan vücudunda sentezlenemeyen yağ asitlerine esansiyel yağ 

asitleri ismi verilmektedir. Daha çok bitkilerde ve bazı deniz canlılarında bulunan esansiyel yağ 

asitleri, hücre membranı yapısına katılma, antiviral, antienflamatuar, antidiyabetik etkilere 

sahip olup, kalp ve damar sağlığı, mental gelişim ve steroid tabanlı bileşenlerin sentezlenmesi 

(bazı hormonlar, taşıyıcı moleküler) açısından önemlidir. Esansiyel yağ asitlerinin, daha yüksek 

karbona sahip yağ asitlerine dönüştürülmesinde bitkiler ve insanlar arasında bir devamlılık 
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süreci vardır. Bitkilerde, onsekiz karbonlu çoklu doymamış yağ asitlerinin daha yüksek karbon 

sayısı (20 karbon ve üzeri) içeren yağ asitlerine dönüştürülmesi metabolik yolaktaki enzimlerin 

eksiklikleri nedeniyle gerçekleştirilememekte, bu durumda da LA, ALA, GLA, SDA gibi yağ 

asitleri yüksek miktarda depo edilmesine sebep olmaktadır. İnsanlar da, bitkilerde depo edilen 

bu yağ asitlerini alarak, metabolizmalarıyla bunları daha yüksek karbon sayısı içeren EPA, 

DHA ve AA gibi çoklu doymamış yağ asitlerine çevirebilirler (Bruneton, 1999; Clough, 2001; 

Guil-Guerrero ve diğ., 2006; Blasbalg ve diğ., 2011; Arm ve diğ. 2013). 

Sağlık açısından önemli olan bu metabolit ihtiyaçlarını insanlar, günlük beslenme menülerine 

dahil edecekleri besinlerle giderebilmektedir. Daha önceki paragrafta ifade edildiği üzere, 

esansiyel yağ asitleri kaynakları daha çok bazı deniz canlıları ve bitkiler olarak bilinmektedir. 

Denizlerin aşırı kirlenmesi (ağır metal vb.), düzensiz avlanma, ekonomik problemler (deniz 

ürünlerin pahalılığı), vejeteryan/vegan bireylerin besin tercihi gibi durumlar, esansiyel yağ 

asitleri açısından bitkilere yönelimi artırmaktadır. Ayrıca bazı bitki familyaları esansiyel yağ 

gereksinimi karşılamak için kullanılabilmektedir (Welch ve diğ., 2010; Guil-Guerrero ve diğ., 

2013b). Bunların arasında; Boraginacae, Onagraceae, Brassicaceae, Solanaceae, 

Chenopodiaceae, Poaceae, Fabaceae, Rosaceae familyasına ait cins ve türler sayılabilir 

(Hildebrand, 2011). 

İfade edilen bilgilerde yer aldığı üzere bitki türlerinin bir çoğu ve özellikle tez çalışması 

kapsamında araştırılan Boraginaceae famiyası üyesi Echium L.’de gıda, sağlık, kozmetik, yapı 

vb., bir çok endüstriyel alanda kullanılabilir biyoaktif bileşenler bulunmakta olup, doğrudan 

veya dolaylı olarak bir işlemden geçirildikten sonra değerlendirilmektedir.  

Bunlar arasında, Şikonin/Alkanin, Rosmarinik Asit, Omega-3 grubu yağ asitlerinden ALA ve 

SDA, Omega-6 grubu yağ asitlerinden LA ve GLA en önemlilerindendir.  

Şikonin/Alkanin; Birbirinin enantiyomeri (R/S), lipofilik kırmızı pigmentli iki madde, 

izohekzenilnaftarizinler ya da naftakinonlar olarak da bilinmektedir. Glikoz kullanılarak 

doğrudan Şikimat yolağından, yine glikozdan türevlendirilmiş Gliseraldehit-3-fosfat 

kullanılarak  Mevalonat yolağında sententezlenen iki  prekürsör  4-hidroksibenzoat (4HB) ve 

geranildifosfat (GPP) aracılığyla (Şekil 2.1) sentez edilen Şikonin/Alkanin (Şekil 2.4), ilk 

olarak Çin’de Boraginaceae ailesinden Lithospermum erythrorhizon türünden izole edilmiş bir 

naftokinon bileşeni olup, Çin tıbbında antienflamatuar, yara iyileştirici ve yine Eski Çin’de 
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boyar madde özellikleri nedeniyle kullanılagelmiştir. Boraginaceae familyasında 

Lithospermum dışında Arnebia, Alkanna, Anchusa, Borago, Onosma ve Echium cinsleri de 

şikonin ve alkanin barındırmaktadır (Singh ve diğ., 2010). Bu maddelerin biyolojik aktivite 

bakımından çok geniş etkileri bulunmaktadır; bunlar arasında antimikrobiyal, antitümoral, yara 

iyileştirici, antiviral, analjezik, antienflamatuar, antialerjenik, antipiretik,  ve anti oksidan 

özelliklerinin yanında boyar madde olarak dudak nemlendirici olarak da Japon kozmetik 

sanayisinde kullanılmaktadır (Papageorgiou ve diğ., 2006, 2008; Singh ve diğ., 2010, Pal ve 

diğ., 2018). 

 

     Şekil 2.1: Şikimat ve mevalonat yolaklarından şikonin/alkanin biyosentezi (Singh ve diğ., 2010). 

 

Rosmarinik Asit; Rosmarinik asit (Şekil 2.4) ilk olarak 1958 yılında biberiyeden (Rosmarinus 

officinalis) özütlenen kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenilaktik asit esteri olarak tespit edilmiştir. 

Rosmarinik asit, fenilproponoid ve tirozin yolaklarından (Şekil 2.2) türevlendirilmekte olup, iki 

yolakta şikimat yolağına bağımlıdır. Boraginaceae, Lamiacea, Anthocerotaceae ve Blechnaceae 
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familyası üyesi bitkiler tarafından üretilen rosmarinik asit birçok biyolojik aktiviteye sahiptir; 

Antioksidant, anti-enflamatuar, anti-mutajenik, anti-genotoksik, antialzeimer, antimetastatik, 

antianjiyogenik, nöroprotektif, antimikrobiyal, immunomodülatör, antivenom, 

antimelanogenik (Scarpati ve diğ., 1958; Petersen ve diğ., 2009; Petersen, 2013; Khojasteh ve 

diğ., 2014; Pezeshki ve Petersen, 2018).  

 

   Şekil 2.2: Fenilproponoid ve tirozin yolaklarında rosmarinik asit biyosentezi (Petersen ve diğ., 2009). 

 

Tez çalışması kapsamında, çalışma materyali olarak kullanılan Echium L.’den elde edilen ve 

omega-3 ve omega-6 gruplarında yer alan ALA, SDA, LA ve GLA’ya ait biyosentez yolağı 

Şekil 2.3’ de ve ilgili doymamış yağ asitlerine yönelik kısa özet bilgi ise paragrafın devamında 

sunulmuştur. 
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                     Şekil 2.3: Omega yağ asitlerinin biyosentez yolağı (Akoh ve Min, 2008).  

 

ALA; (Şekil 2.4), 18 karbonlu 3 çift bağ içeren ve Omega-3 sınıfında esansiyel bir yağ asidi 

olup, romatoid artrit, mental rahatsızlıklar, lupus, diyabet, böbrek rahatsızlıkları, ülseratif kolit, 

Crohn hastalığı, kronik obstrüktif akciğer hastalığı, migren, deri kanseri, depresyona karşı ve 

kanser önleyici olarak kullanılmaktadır (Blondeau, 2016). 

SDA; (Şekil 2.4), 18 karbonlu 3 çift bağ içeren ve Omega-3 sınıfında esansiyel bir yağ asidi 

olup 1960 yılında keşfedilmiştir. ALA’nın Δ6 Desaturaz enzimiyle dönüştürülmesi sonucu elde 

edilen ilk çoklu doymamış yağ asitidir. EPA ve DHA gibi çoklu doymamış yağ asitlerinin 
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insanlarda sentezlenmesi için gerekli bir yağ asididir. Zaman zaman LA vücutta Δ6 desaturaz 

enzimi için ALA ile yarışmakta ve buna ek olarak bu enzimin aktivitesinin düşük ve inaktif 

oluşu SDA ve dolayısıyla EPA’ya dönüşümü sınırlayabilmektedir. Bu durum, trans ve doymuş 

yağ asidi alımı, yüksek alkol ve şeker tüketimi, diyabet, yaşlılık, yüksek tansiyon, egzema, stres, 

sigara alışkanlığı, B6 vitamini ve çinko alımının yetersizliği durumunda meydana gelmektedir 

(Clough, 2001; Zhang ve diğ., 2008). Diğer Omega-3 sınıfı esansiyel yağ asitleri gibi; romatoid 

artrit, diyabet, mental rahatsızlıkların önlenmesi, böbrek rahatsızlıkları ve kanser önleyici 

olarak da kullanılmaktadır (Coupland ve diğ., 2008). 

LA; (Şekil 2.4), 18 karbonlu 2 çift bağ içeren ve Omega-6 sınıfında esansiyel bir yağ asidi olup 

GLA’nın oluşumu için bir prekörsör olarak kullanılmaktadır. Nörolojik hastalıkların 

önlenmesinde, diyabet rahatsızlıklarında kullanılmaktadır (Lankinen ve diğ., 2019). 

GLA; (Şekil 2.4.),  18 karbonlu 3 çift bağ içeren ve Omega-6 sınıfında esansiyel bir yağ asidi 

olup LA’ nın Δ6 Desaturaz enzimi ile reaksiyonu sonucu oluşur. Özellikle AA gibi çoklu 

doymamış yağ asitlerinin insanlarda sentezlenmesi için gerekli bir yağ asididir. Boraginaceae 

familyası üyelerinde yüksek miktarda tespit edilmiştir. Ekzema, diyabet, kanser, viral 

enfeksiyonlara, osteoporoz, alkolizm gibi rahatsızlıkların tedavisinde kullanılmaktadır 

(Horrobin, 1992; Gunstone, 1992; Velasco ve Goffman, 1999; Guil-Guerrero ve diğ., 2001b). 

Boraginaceae familyası üyesi birçok bitki yukarıda ifade edilen metabolitler başta olmak üzere 

çok sayıda metaboliti (şikonin türevleri, alkoloidler vb.) içermekte olup, tez konusu çalışma 

materyali olan Boraginaceae familyası üyesi Echium L. türünün botanik özellikleri, coğrafik 

yayılışı ve ekonomik önemi bir sonraki başlıkta sunulmuştur.  
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                   Şekil 2.4: Boraginacea familyası üyelerinde doğal olarak bulunan metabolitler. 

 

2.2. BORAGINACEAE FAMİLYASI ve ECHIUM L.  

Dünya’da ve Ülkemizde yayılış gösteren bitkilerin birçoğu başta tıbbi amaçlı olmak üzere gıda, 

kozmetik, yapı gibi birçok endüstriyel alanda kullanılmaktadır. Tez çalışması kapsamında 

araştırılan ve ekonomik olarak değerli metabolitleri içeren E. italicum L. türünün üyesi olduğu 

Boraginaceae familyası ise, Dünya’da 145 cins ve 2213 tür, Ülkemiz’de ise 44 cins, 345 tür ve 

38 alttür ile yayılış gösterirken yüksek oranda endemizm görülmektedir (Santana ve diğ., 2012; 

Aymelek, 2015). Boraginacaee familyasına ait bitkiler genellikle tek yıllık ya da çok yıllık, çalı 

ve ağaç formunda olup, diken ve tüy barındıran gövdeler ile mavi, pembe, sarı, beyaz renkli 

çiçeklere sahiptir (Wickens, 1978).  

Echium L. Dünya’da Asya’nın Batısı, Güney ve Kuzey Afrika, Avrupa, Atlantik Okyanusu’nun 

kıyısında yer alan ve Echium L.’ye ait endemiklerin bir çoğunun bulunduğu Makorenezya 

(Azore, Madeyra, Kanarya ve Kap Verde)’da yayılış gösterirken, Ülkemizin hemen hemen bir 

çok bölgesinde dağılış göstermekte ve 9 türle temsil edilmektedir. Hilger ve Böhle (2000)’nin 

yayınlamış olduğu DNA sekanslama çalışmalarına göre Echium L. cinsi, E. russicum farklı bir 

cinse dahil edildiği için 8 tür ile (E. orientale L., E. glomeratum Poir., E. italicum L., E. vulgare 

L. subsp. vulgare, E. plantagineum L., E. angustifolium Mill., E. parviflorum Moench., E. 
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arenarium Guss.) temsil edilmekte olup, bunlardan E. orientale L. türü endemik olarak rapor 

edilmiştir (Davis, 1978; Güner ve Ekim, 2014). 

Echium L. cinsine ait türler Boraginaceae familyası üyelerinde olduğu üzere, tek yıllıktan çok 

yıllığa değişen bir yaşam skalası gösterirken, tüylü ve dikenli gövdeye ve böcekler tarafından 

döllenen zigomorfik çiçeklere sahiptirler (Özcan, 2013). 7.5 ila 9.5 mm uzunluğunda, sıkı 

huniler şeklinde, soluk mavi-eflatun-pembemsi-beyazımsı renklerde taç yaprakları vardır 

(Edmondson, 1978). Bazaldaki yapraklar saplı olup rozet biçiminde şekil gösterirken, yaprak 

sapları mevcut olmayıp, tohumları dörtlü nutlet şeklindedir  (Davis,1978; Güner ve Ekim, 

2014). 

Boraginacae familyası üyesi cinslerin birçoğu, doğrudan ve/veya dolaylı olarak sağlık, peyzaj, 

gıda, kozmetik, boya vb. alanlarda kullanılmaktadır. Familya üyeleri, ifade edilen alanlarda 

kullanılan ve kullanılabilecek bir çok metaboliti (şikonin, alkanin, rosmarinik asit, linoleik asit, 

stearidonik asit, α- ve γ-linolenik asit gibi doymamış yağ asitleri vb.) çeşitli organlarında 

bulundurmaktadır. Bazı Boraginaceae familyasından bazı cinslerin belirtilen alanlarda 

kullanımı ile ilişkili örnekleri inceleyecek olursak; 

Alkanna (Havaciva otu), uzun yıllardan beri, deri hastalıkları ile ilgili problemlerde 

yararlanılmasının yanında boyar madde olarak kozmetik ve tekstil endüstrisinde 

kullanılmaktadır. 1976 yılında modern tıpta yeni bir gelişme olarak yara iyileştirici olarak tespit 

edilmiş olup, antik çağlarda köklerinin yaralarda kullanıldığı ile ilgili kayıtlar bulunmaktadır 

(Şekil 2.5), (Kheiri ve diğ., 2017). 

 

                                                            Şekil 2.5: Alkanna tinctoria. 
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Borago (Hodan), antik çağdan beri medikal ve beslenme uygulamalarında yaygın bir şekilde 

kullanılmakta olup, özellikle antidepresan, diüretik ve yaralanmış veya tahriş dokularda gelişen 

ağrıları azaltıcı etkilerinin yanında, tohumlarının içerdiği yağ (yüksek miktarda γ-linolenik asit) 

sayesinde hormonal sistemini düzenleme ve düşük kan basıncı oluşturma gibi etkileri nedeniyle 

de kullanılmıştır (Şekil 2.6) (Bown, 1995; Hendawy ve El-Gengaihi, 2010; Asadi-Samani ve 

diğ., 2014). 

 

                                                           Şekil 2.6: Borago officinalis. 

 

Lithospermum (Taşkesen Otu), köklerinden elde edilen kırmızı-mor renk antik çağdan beri 

boyar madde olarak kullanılmaktadır. Örneğin, L. erythrorhizon’dan elde edilen mor renk 

Japon üst düzey bürokratların elbiselerinin boyanmasında ve ayrıca,  kurutulmuş kökleri ilaç 

hammaddesi olarak kullanılmaktaydı. “Shikon-Borei-Toh” adıyla antitümör olarak oral yolla,  

“Shu-Un-Koh” adıyla merhem olarak deride meydana gelen bazı hastalıklarda (yara, yanık, 

soğuk ısırması, şişlik ve hemoroidde) kullanılmaktaydı (Şekil 2.7), (Fujita ve Yoshida 1937; 

Ootsuka ve diğ., 1972; Yazaki, 2017). 

 

                                                   Şekil 2.7: Lithospermum erythrorhizon. 
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Onosma (Emzikotu), orjini Grekçe koku anlamına gelen, Latince “osma” kelimesinden 

kökenlenmiş, içeriğinde birçok metaboliti barındırmaktadır. Geleneksel tedavide laksatif, 

antihelmintik, taş düşürücü ve panzehir olarak kullanılmaktadır. Bununla birlikte, çiçekleri; 

uyarıcı ve kardiotonik, yaprakları; müshil ve egzama tedavisinde, kökleri: gıda boyar madde, 

yağlı boya ve tekstil boyası ve  medikal uygulamalarda kullanılmaktadır (Şekil 2.8) (Kumar ve 

diğ., 2013). 

 

                                                            Şekil 2.8: Onosma tauricum. 

 

Anchusa (Sığırdili), Uygur geleneksel tıbbında kardiyovasküler ve serebrovasküler 

hastalıkların tedavilerinde, bunun yanında ağrı kesici, gaz giderici, antidiyabetik, yara 

iyileştirici olarak geleneksel tıp uygulamalarında kullanılmaktadır (Şekil 2.9) (Hou ve diğ., 

2017; Taban ve diğ., 2018). 

 

Şekil 2.9: Anchusa officinalis. 
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Arnebia (Eğnik), Pers ve geleneksel tıpta, “Aboukhalsa”, “Havachoobeh” ve “Sorkh Giyah” 

adlarıyla bilinmekte olup, yanıkların iyileştirilmesi ile çeşitli deri hastalıklarında 

kullanılmaktadır. Bununla birlikte içermiş olduğu metabolitler nedeniyle antimikrobiyal, 

antitümör, antienflamatuar ve antiplatelet aktiviteleri de bulunmaktadır (Hosseini, 2018). 

 

                                                       Şekil 2.10: Arnebia hispidissima. 

 

Echium (Engerek Otu), içerdiği nektar yoğunluğundan kaynaklı olarak bal bitkisi olarak 

bilinmektedir. Bununla birlikte, içeriğinde yüksek miktarda doymamış yağ asitleri (ALA, GLA, 

SDA) sayesinde balık yağına alternatif olarak özellikle vejeteryan kişilerin kullanımına 

sunulabileceği gibi hali hazırda gıda, sağlık ve kozmetik alanlarında kullanılmaktadır. 

Geleneksel tıpta kökleri yılan zehirlenmelerinde panzehir, balgam söktürücü, sara hastalığının 

tedavisinde, diüretik, yatıştırıcı, romatizmal hastalıklarda, ciltteki kırışıklıklara, güneş ışığının 

zararlı etkilerine karşı kullanılırken, köklerden elde edilen boyar madde ise kozmetikte 

kullanılmaktadır (Şekil 2.11) (Çakıloğlu ve diğ., 2007; Oral ve Aslan 2007; Yıldırım ve Özkum 

2010; Aymelek, 2015). 

 

                                                           Şekil 2.11: Echium italicum. 
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Başlık 2.1 ve 2.2’de ifade edilen bilgiler özetlendiğinde, bitkiler birçok endüstriyel alanda 

kullanılan ya da kullanılabilir bileşenler/metabolitler bulundurmaktadır. Bitkiler, metabolit 

açısından zengin olmaları ve ilgili metabolitleri içeren diğer canlılardaki bazı sorunlardan 

dolayı (Örneğin; soğuk sularda yaşayan denizel canlılar bünyelerinde bulundurdukları yüksek 

doymamış yağ asitleri bakımından tercih edilmekte olup denizlerdeki ekosistemin olumsuz 

etkilenmesiyle beraber getirdiği biyoçeşitliliğin azalması durumu, yine buna bağlı olarak 

denizlere dökülen sanayi atıklarından gelen ağır metal birikimleri, aşırı avlanma gibi 

durumların yanında vejeteryan ve veganların beslenme durumları vb.) alternatif tüketim 

kaynağı olabilir. Ancak, karasal bitkilerin alternatif kaynak oluşu, popülasyon yapısı ve 

endemizm özelliği dikkate alındığında yoğun ve kontrolsüz bir şekilde doğadan toplanmasına 

yol açmakta, bu durum ise bitki çeşitliliğinin azalmasına, hatta yok olmasına neden olmaktadır. 

İfade edilen durumların üstesinden gelmek için bitki biyoteknolojisi alanlarında çalışan bilim 

insanları, ilgili metabolitlerin bitkilerin doğal yaşamlarından toplanarak elde edilmesi yerine 

farklı ve başarılı stratejiler geliştirmeye çalışmışlardır. 

2.3. BİTKİSEL SEKONDER METABOLİTLERİN ÜRETİLMESİNDE YENİ 

YAKLAŞIMLAR ve UYGULAMALAR  

Birleşmiş Milletler Sosyal ve Ekonomi Bölümü Nüfus Biriminin tahminlerine göre, Dünya 

nüfusunun 2023 yılında 8 milyar, 2050 yılında ise 10 milyar olması beklenmektedir 

(http://www.worldometers.info/world-population). Dünya nüfusunun bu denli hızlı bir şekilde 

yükselmesi sağlık ve gıda alanlarında kaynak ihtiyaçlarını artırmaktadır. Bahsi geçen 

kaynakların büyük bir bölümünü bitkiler oluşturmakta olup, var olan bitkisel kaynağın etkin bir 

şekilde kullanılmasının yanında, artan nüfusa karşı yeterli bitkisel kaynak ihtiyacının da 

karşılanabilmesi için stratejilerin oluşturulması gerekmektedir.  

Bununla birlikte, Dünya’da nüfusun artmasına paralel olarak sanayideki gelişmeler, ekilebilen 

arazi alanını azaltmakta aynı zamanda var olan alanların da hem doğrudan hem de dolaylı bir 

şekilde kirlenmesine sebep olmaktadır. Bu durum tarımsal üretimdeki verimi de etkilemektedir. 

Bilim insanları, var olan genetik kaynağın korunmasının yanında, doğal süreçte karşılaşılan 

tarımsal problemlerin üstesinden gelmek için, geleneksel üretim teknikleriyle güncel 

teknolojiyi birleştirmek suretiyle yeni teknikler geliştirmeye çalışmıştır. Ortaya çıkan füzyon 

teknoloji güncel sorunların üstesinden gelmesinin yanında, gerekli ihtiyaçların karşılamasına 

da katkı sağlamaktadır. Bitki Biyoteknolojisi olarak adlandırılmakta olan bu teknoloji, 
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geleneksel tekniklerin modern teknolojiyle birlikte yoğrulmasıyla ortaya çıkmıştır. İlk 

çalışmaları 1902 yılında Haberlant ile başlamış ve günümüzde moleküler biyoloji ve genetik 

alanındaki yeni gelişmeler de dahil edilmesiyle (Moleküler Temelli Islah, Genom Editing vb.) 

farklı bir boyuta ulaşmıştır.   

İlk zamanlardan günümüze değin Bitki Biyoteknolojisiyle; mevsimden bağımsız üretim/seri 

üretim, genetik olarak birbirine benzer nitelikte bitkilerin üretilmesi, geleneksel çoğaltımda 

problemlerle karşılaşılan bitkilerin kolay üretimi, yüksek verimli türlerin seçilimi ve üretimi, 

farklı canlılarda var olan özelliklerin kazandırıldığı zengin içerikli bitkilerin üretimi, ekonomik 

olarak değerli ve endemik bitkilerin orta ve uzun süreli korunması gibi çalışmaların yanında, 

belki de en ilgi çekici çalışma konusu olarak değerlendirilebilecek olan, bitkisel gen 

kaynaklarının içerdiği maddelerin üretimi, üretiminin arttırılması gibi çalışmalar 

yapılabilmektedir. 

Metabolit üretimi ve üretiminin arttırılması çalışmaları, Bitki Biyoteknolojisinde yer alan 

yöntem ve metotlar kullanılarak gerçekleştirilmektedir. Çalışma aseptik şartlarda, yapay bir 

besi ortamında, hücre, doku veya organ gibi çeşitli bitki kısımlarından, kontrollü sıcaklık ve 

ışık şartlarında yeni doku, bitki veya bitkisel ürünlerin eldesini amaçlamaktadır (Thorpe, 2007). 

Gerçekleştirilen çalışmalar, bitkilerin doğadan yoğun bir şekilde bilinçsiz toplanarak 

popülasyon yoğunluğunun kritik eşiklere düşmesinin önlenmesinde, mevsimden bağımsız 

üretime ve geniş alana ihtiyaç olmadan çalışmaya olanak sağlamanın yanında, uygulan bazı 

manipülasyonlarla hedef madde ya da maddelerin üretiminin arttırılmasına da olanak 

sağlamaktadır. 

Son zamanlarda Bitki Biyoteknolojisi yöntem ve metotlar kullanılarak, bitkilerde çok önemli 

etkilere sahip ve birçok alanda kullanılan ve/veya kullanılabilir madde üretiminin ve 

üretimlerinin artırıldığı çalışmalar mevcuttur. Bu çalışmalarda genelde kullanılan 

biyoteknolojik yaklaşımlar; 

A) Bitki hücre, doku ve organ kültürleri yoluyla üretim (hücre, sürgün, gövde ve kök 

kültürleri, büyük ölçekli kültürler)  

B) Transgenik bitkiler yoluyla üretim (metabolizma mühendisliği, heterolog ekspresyon, 

moleküler şekillendirme)  
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şeklinde iki farklı yaklaşımla yapılan bir çok çalışmaya literatürde; Hyoscymaus spp. kök 

kültürlerinde Tropan alkoloidleri üretimi, Hypericum perforatum sürgün kültürlerinde hiperisin 

ve psödohiperisin üretimi, Lotus embiryo kültürlerinde neferin üretimi, Stevia rebaudiana da 

nodal ve yaprak eksplantlarından oluşturulan kallus kültürlerinden steviosid üretimi, Spilanthes 

acmella hücre kültürlerinde skopoletin üretimi, Datura metel saçak kök kültürlerinde atropin 

üretimi, Mentha citrate gövde teratomalarında terpen üretimi, Japonya'da Mitsui Petrochemical 

Industries tarafından, 4000 ila 20.000 litrelik ölçeklerde, berberin, ginseng ve şikonin üretimi, 

metabolik mühendisliği örneği olarak Panax ginseng bitkisine ait dammarendiol-II-sentaz 

(pgDDS) ve CRYP716A47 genlerinin tütün bitkisinde ekspresyonuyla protopanaksadiol 

üretimi, son olarak heterelog ekspresyon yardımıyla metabolit üretimine örnek olarak E. coli’ 

de artemisinik asit üretilmesi çalışmalarına rastlanmaktadır. (Spencer ve diğ., 1990; 

Janarthanam ve diğ., 2010; Filova, 2014; Sonja ve diğ., 2014; Bhatia ve diğ., 2015; Chun ve 

diğ., 2015; Shakeran ve diğ., 2015; Abyari ve diğ., 2016) 

Tez çalışması kapsamında, sekonder metabolit üretiminde ve üretimin arttırılmasında farklı 

biyoteknolojik yöntemler ve uygulamalar kullanılmıştır (Şekil 2.12). 

Kallus Kültürleri; Ana bitkiden kesilip çıkartılan ve bölünme yeteneklerini kaybetmemiş 

organ ve doku parçalarının, gerekli bileşenlerin (besi ortamı ve BBD) sağlandığı in vitro ortama 

aktarılarak oluşturulan düzensiz kütleler olarak adlandırılmakta olup, metabolit üretiminde 

kallus kültürünün başlatılacağı eksplant kaynağı önemlidir (Sökmen ve Gürel, 2001). Kallus 

kültürü, sekonder metabolit üretiminde doğrudan kullanılabilecek bir in vitro kültür kaynağı 

olabildiği gibi, daha yüksek hacimde üretim sağlanabilecek süspansiyon kültürü çalışmalarında 

da belli işlemler sonrası kullanılabilmektedir. Süspansiyon kültürü ile ilgili bilgiler daha sonraki 

başlıklarda değinilecektir, ancak süspansiyon kültürünün başlatılması çalışmaları için kallus 

morfolojisi önem arz etmekte olup, ufalanabilir (kolay dağılabilir) kallus morfolojisi, 

süspansiyon çalışmasında tercih edilen bir özelliktir (Güven ve Gürsul, 2014).  

Süspansiyon Kültürleri; Kültürün başlatılmasında, istenen sekonder metaboliti üretebilme 

potansiyeli bulunan eksplanttan oluşturulan dağılgan tipteki kalluslardan yararlanılmaktadır. 

Genel olarak, bir organizmadan hücrelerin izole edilmesi ve daha sonra bu hücrelerin 

laboratuvar koşullarında uygun yapay bir besi ortamında üretilmesini ve çoğaltılmasını ifade 

eder ve hızlı bölünen hücrelerin homojen bir süspansiyonu şeklinde tanımlanmaktadır. Aseptik 

kültür koşullarının sağlandığı ortamda belli miktardaki dağılabilir karakterdeki kallus 
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parçalarının, sıvı besi ortamı bulunan bir erlen içerisine transfer edilmesi ve belli dönme hızına 

sahip çalkalayıcılar üzerinde çalkalanmasıyla başlatılan kültürler, akabinde belirli zaman 

periyotlarında (yaklaşık 1 aylık süreçler halinde taze besi ortamına 1/1 hacimde kültür ve besi 

ortamı şeklinde), hücrelerin birbirlerinden ayrılması için, por çapları 500 ile 40 µm arasında 

değişen eleklerden geçirmek suretiyle alt kültürlenmesi ile kültürlerin homojen hal alması 

sağlanmaktadır. İdeal bir süspansiyon kültürünün bölünme, büyüme ve farklılaşmalarında 

benzer zaman senkronizasyonu gösteren hücrelerden oluşması beklenmektedir. Süspansiyon 

kültürleri büyüme süreci farklı aşamalardan oluşmakta olup bunlar; Lag Fazı-Log veya Üstel 

Faz-Lineer Faz-Yavaşlama Fazı ve Duraklama Fazıdır. Süspansiyon kültürü çalışmaları küçük 

hacimlerden başlayarak, daha yüksek hacimde biyoreaktör ismi verilen sistemlerde devam 

ettirebilme özelliğine sahiptir. Bu nedenle sekonder metabolit üretiminde çokça tercih edilen 

bir Bitki Biyoteknolojisi uygulamasıdır. 

Kallus ve süspansiyon kültürlerinde üretim bazı faktörlerce etkilenebilmekte olup, ideal bir 

kültür oluşturmada dikkat edilmesi gerekmektedir. Bunlar; eksplant tipi, besi ortamı tipi ve 

içeriği, pH, sıcaklık, ışık, havalandırma olarak sayılabilir. 

Saçak Kök Kültürleri;  Kallus ve hücre süspansiyon kültürleri, sekonder metabolit üretimi 

açısından, büyümede hız avantajı sağlaması nedeniyle tercih edilmektedir (Giri ve Narasu, 

2000). Bitkilerin Agrobacterium rhizogenesis bakterisi ile enfekte edilmesi sonucunda, bu 

bakterinin sahip olduğu kök uyarıcı plazmitlerinde (Root Inducing Plasmid, Ri)  bulunan rol 

genlerinin bitkiye aktarılması ile saçak kökler oluşmaktadır. Saçak kökler oluştuktan sonra, rol 

genlerin bitkiye aktarılması sayesinde köklerin altkültürlenmesi sırasında besi yerine ilave 

oksin eklenmesine gereksinim olmadan saçak köklerin çoğalması ve büyümesi sağlanır.  
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Şekil 2.12: Bitki hücre, doku ve organ kültürleri aracılığıyla sekonder metabolit üretimi. A) Transgenik 

bitkilerin yetiştirilmesi, (B Saçak kök kültürü, (C Bitki hücre-süspansiyon kültürü, D) Adventif kök 

kültürü (Lu ve diğ., 2016; Tilkat ve diğ., 2019’dan modifiye edilmiştir). 

 

Kullanılan biyoteknolojik yaklaşımlarla birlikte, bitkilerin büyüme ortamlarına ilave edilen 

bazı kimyasal uyarıcılarla (prekürsör ve elisitör) veya fiziksel uyaranlarla var olan sekonder 

metabolitin miktarı artırılabilir, eser miktarda olan ya da üretilmeyen metabolitlerin üretilmesi 

de sağlanabilir (Naik ve Al-Khayri, 2016). Bununla birlikte sekonder metabolit üretimi 

açısından, uygulanan kimyasal maddenin miktarı, zamanı ve süresi veya fiziksel uyarıcılarının 

uygulama zamanı ve süresi önemlidir (Namdeo, 2007). Bu uyarıcılar, maddenin 

sentezlenmesini sağlayan yolaktaki başlatıcı molekül (prekürsör) olabildiği gibi, Şekil 2.5’de 

ifade edildiği üzere abiyotik veya biyotik stres ajanları da olabilir. 
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Şekil 2.13: Bitki doku ve hücre kültürlerinde sık kullanılan elisitasyon tipleri (Kaynak: Naik ve Al-

Khayri, 2016; Tilkat ve diğ., 2019’dan modifiye edilmiştir). 

 

Literatürde, Şekil 2.13’de sunulan uygulamalar ve tez çalışması kapsamında da yararlanılan 

bazı Bitki Biyotekonoloji yöntem ve uygulamaları ile prekürsör ve elisitör/elisitasyonlar 

kullanılarak, bitkisel sekonder metabolit üretimi ile ilgili benzer birçok çalışmaya 

rastlanılmaktadır; 

Rapor edilen çalışmalarda; Silymarin marianum saçak kök kültürlerine L-fenilalanin 

uygulaması silimarin miktarını arttırdığı, Catharanthus roseus hücre süspansiyon kültürlerine 

triptofan uygulaması katharintin miktarını arttırdığı, Corylus avellana L. hücre süspansiyon 

kültürlerine fenilalanin uygulaması paklitaksel miktarını arttırdığı, Arachies hypogea hücre 

süspansiyon kültürlerine Malonyl CoA uygulaması resveretrol miktarını arttırdığı, Citrus 

grandis kallus kültürlerine mevalonik asit ve linalol uygulaması limonen miktarını arttırdığı, 

Plumbago indica kök kültürlerine uygulanan L-alanin plumbagin miktarını arttırdığı, 

Catharanthus roseus saçak kök kültürlerine uygulanan UV-B ışığı önemli ölçüde vinkristin ve 

vinblastin üretimini arttırdığı, Vitis vinifera süspansiyon kültürlerine UV-C ile MeJA veya UV-

C ile Salisilik Asit uygulaması stilben miktarını arttırdığı, Artemisia annua in vivo kültürlere 

NaCl uygulaması artemisin miktarını arttırdığı, Bacopa monnieri gövde kültürlerine MeJA 

uygulaması bakosit A miktarını arttırdığı, Vitis vinifera L. cv. cabernet sauvignon süspansiyon 

kültürlerinde MeJA uygulaması stilben miktarını arttırdığı, Malus sieversii F. niedzwetzkyana 
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kallus kültürlerine MeJA uygulaması antosiyanin miktarını azalttığı, , Salvia lerrifolia Benth 

kallus kültürleine MeJA uygulaması rosmarinik asit miktarını arttırdığı, Lepechinia caulescens 

kallus kültürlerine MeJA uygulaması ursolik asit ve oleanolik asit miktarlarını arttırdığı, 

Dracocephalum moldavica L. in vivo kültürlere ABA uygulaması rosmarinik asit miktarını 

artırdığı, Stevia rebaudiana kallus ve süspansiyon kültürlerine osmotik stres ajanı olarak 

proline ve PEG uygulaması steviyol miktarını arttırdığı, Ononis arvensis kallus kültürlerine 

AgNO3 uygulaması flavanoid miktarını arttırdığı, Eschscholtzia californica CHAM hücre 

süspansiyon kültürlerine AgNO3 uygulaması sanguarin miktarını arttırdığı, Calendula 

officinalis kallus kültürlerine AgNO3 uygulaması esansiyel yağ miktarını arttırdığı, Silybum 

marianum (L.) Gaertn hücre süspansiyon kültürlerine AgNO3 uygulaması bazı flavanolignan 

miktarlarını arttırdığı, Datura metel saçak kök kültürlerine AgNO3 uygulaması bazı atropin 

miktarını arttırdığı, Perovskia abrotanoides Karel. adventitatif kök kültürlerine AgNO3 

uygulaması taşinon miktarını arttırdığı, Echinacea purpurea L. hücre süspansiyon kültürlerine 

AgNO3 uygulaması alkamit ve kafeik asit miktarını arttırdığı, Glycyrrhiza glabra tohumlarının 

çimlenme besi ortamına AgNO3 uygulaması kersetin miktarını arttırdığı, Hypericum 

perforatum gövde kültürlerine bakteriyel elisitör uygulaması hiperisin ve psödohiperisn 

miktarını arttırdığı, Taverniera cuneifolia (Roth) Arn. kök kültürlerine fungal ekstrakt 

uygulaması glisirizik asit miktarını arttırdığı, Echinacea purpurea L. hücre süspansiyon 

kültürlerine fungal ekstrakt uygulaması alkamit ve kafeik asit miktarını arttırdığı, Salvia 

miltiorrhiza bunge saçak kök kültürlerine ABA uygulaması fenolik asit miktarını arttırdığı, 

Artemisia annua in vivo kültürlere ABA uygulaması artemisin miktarını arttırdığı, Malus 

sieversii f. niedzwetzkyana kallus kültürlerine ABA uygulaması antosiyanin miktarını azalttığı, 

Catharanthus roseus hücre süspansiyon kültürlerinde  normal sıcaklığın üzerinde inkübasyon 

ajmalisin miktarını arttırdığı, Panax ginseng saçak kök kültürlerine gece ve gündüz uygulanan 

farklı sıcaklık uygulamalarında gece gündüz aynı sıcaklık uygulaması, gündüz yüksek gece 

düşük uygulamasına görece biraz daha fazla ginsenosit miktarını arttırdığı, Silybum marianum 

saçak kök kültürlerine gece gündüz uygulanan farklı sıcaklık uygulamalarında, düşük ve 

yüksek gece gündüz uygulamalarında metabolit miktarında azalttığı, Cichorium intybus L. 

saçak kök kültürlerine DMSO uygulaması kumarin miktarını arttırdığı, Artemisia annua gövde 

kültürlerine DMSO uygulaması artemisin ve dihidroartemisin miktarını arttırdığı, Phoenix 

dactylifera L. hücre süspansiyon kültürlerine DMSO uygulaması fenolik bileşiklerin miktarını 

arttırdığı, Taxus baccata hücre süspansiyon kültürlerine DMSO uygulaması takzol miktarını 
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arttırdığı, Ammi majus saçak kök kültürü ile Ruta graveolens sürgün kültürlerinin bir arada 

kültürlenmesi ksantonin miktarını arttırdığı, Ocimum basilicum saçak kök kültürleri ile fungus 

Rhizophagus irregularis kültürlerinin bir arada kültürlenmesi rosmarinik asit miktarını 

arttırdığı ve Pinellia ternate protokorm kültürleri ile Enterobacter sp. kültürlerinin bir arada 

kültürlenmesi alkaloid miktarını arttırdığı (Bais ve diğ., 2001; Ten Hoopen ve diğ., 2002; 

Sidwa-Gorycka ve diğ., 2003; Yu ve diğ., 2005; Tumova ve Polivkova, 2006; Bernard ve diğ., 

2009; Liu ve diğ., 2010; Mannan ve diğ., 2010; Taha ve diğ., 2010; Kajani ve diğ., 2012; 

Manero ve diğ., 2012; Bilka ve diğ., 2013; Liang ve diğ., 2013; Pandiangan ve diğ., 2013; 

Sharma ve diğ., 2013; Wang ve diğ., 2013; Awad ve diğ., 2014; Mohammed Al-oubaidi ve 

Mohammed-Ameen, 2014; Vildova ve diğ., 2014; Arehzoo ve diğ., 2015, Pratibha ve diğ., 

2015; Rahpeyma ve diğ., 2015; Shakeran ve diğ., 2015; Xu ve diğ., 2015; Jaisi ve 

Panichayupakaranant 2016; Rahimi ve diğ., 2016; Rahimi ve Hasanloo, 2016; Srivastava ve 

diğ., 2016; Açıkgöz ve diğ., 2017; Fadholi ve Hamzah 2017; Raghavendra ve diğ., 2017; Sun 

ve diğ., 2017; Hagh ve diğ., 2018; Nik Norulaini ve diğ., 2018; Martinez ve diğ., 2018; 

Khaleghnezhad ve diğ., 2019; Tahoori ve diğ., 2019) tespit edilmiştir. 

Bunun yanısıra, bu tez çalışması konusu ile ilgili şikonin ve türevlerinin farklı Boragianaceae 

familyası türlerinde tespitine yönelik çalışmalar Tablo 2.2’de sunulmuş ve özetlenmiştir. 

                 Tablo 2.2: Farklı Boraginaceae türlerinde şikonin ve türevlerinin tespit edilmesi. 

Örnek Kaynak Sonuç Referans 

Macrotomia usamensis Kök Şikonin tespiti 
Rornanova ve Bankovskii, 

1965 

Echium lycopsis L. Kök Şikonin tespiti 
Shcherbanovskii ve Luks, 

1974 

Arnebia densiflora (Nordm.) Ledeb 

(Türkiye) 
Kök 4 alkanin türevinin tespiti Bozan ve diğ., 1997 

Arnebia densiflora  

(Türkiye) 
Kök 

β,β-Dimetilakrilşikonin, 

Terakrilalkanin, İzovalerilalkanin, α-

Metil-n-bütilalkanin 

Bozan ve diğ., 1999 

Lithospermum erythrorhizon Kök Propionilşikonin tespiti Cho ve diğ., 1999 

A. hispidissima Kök Arnebifuranon tespiti Shukla ve diğ., 2001 

Onosma argentatum Hub.-Mor. 

(Türkiye) 
Kök 

3’ü bilinen 1 yeni 4 şikonin türevi 

tespiti 
Özgen ve diğ., 2004 

L. canescens. (Michx.) Lehm. 

(Kanada) 
Kök 

Asetilşikonin ve İzobutirilşikonin 

tespiti 

Pietrosuik ve Wiedenfeld, 

2005 

9 Farklı Boraginaceae 

(Çin) 

A. euchroma (Royle) Johnston., A. 

guttata Bunge, L. erythrorhizon 

Sieb. et Zucc., O. paniculatum Bur. 

et Franch., O. exsertum Hemsl., O. 

confertum W.W. Smith, O. hookerii  

Kök 8 şikonin türevinin tespiti Hu ve diğ., 2006 
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Tablo 2.2 Devamı: Farklı Boraginaceae türlerinde şikonin ve türevlerinin tespit edilmesi. 

O. echioide Kök 0.24 mg/kg Şikonin Sagratini ve diğ., 2008 

Bothriospermum secundum Maxim Kök Bothriodumin tespiti Liu ve diğ., 2009 

E. italicum  

(Makedonya) 
Kök 8 şikonin türevinin tespiti Albreht ve diğ., 2009 

E. fruticosum 

(Mısır) 
Kök Ekhioşilokinon Sherif ve diğ., 2009 

A. decumbens 

(Irak) 
Kök Şikonin tespiti Al-Mussawi, 2010 

Alkanna spp. 

(Yunanistan) 
Kök Maksimum 1.41 mg/100 mg Kök Assimopoulou ve diğ., 2011 

L. erythrorhizon Kök Tigloyilşikonin Ito ve diğ., 2011 

A.  euchroma (Royle) Johnst 

L. erythrorhizon Sieb. et Zucc. 

O. confertum W. W. Smith 

(Çin Endemikleri) 

Kök 

A. euchroma (Royle) Johnst; S-Form  

Naftakinonlar Baskın 

L. erythrorhizon ve O. confertum’da 

R-Form  Naftakinonlar Baskın 

 

Zhou ve diğ., 2011 

O. nigricaule 

(Türkiye) 
Kök 

(Deoksişikonin, /β,β-

Dimetilakrilşikonin, Asetilşikonin 

214.6 mg/100 g Kök/ 220.6 mg/100 g 

Kök 

Özgen ve diğ., 2011 

E. pycnanthum Pomel Kök Angelişikonin tespiti Chaouche ve diğ., 2012 

11 Alkanna Türü 

(Yunanistan) 
Kök Alkanin türevlerinin Tespiti Tappeiner ve diğ., 2014 

E. vulgare 

E. russicum 

(Polonya) 

Kök 

E. vulgare Şikonin (4.4 mg/kg) 

E. russicum Şikonin (4.8 mg/kg) 

 

Dresler ve diğ. 2015 

L. erythrorhizon 

A. euchroma  

A. guttata. 

Kök 
58  Farklı Şikonin ve şikonofuran 

tespiti 
Liao ve diğ., 2015 

E. plantagineum 

(Avustralya) 
Kök 9 Naftakinon tespiti Zhu ve diğ., 2016 

A. euchroma Kök 8 Hidroksil Naftaokinon tespiti Zan ve diğ., 2017 

E. plantagineum 

E. vulgare 

(Avustralya) 

Kök 
Düşük Moleküler Ağırlıklı 9 şikonin 

türevi tespiti 
Skoneczny ve diğ., 2017 

E. russicum 

(Rusya) 
Kök Yüksek oranda asetilşikonin tespiti Olennikov ve diğ., 2017 

O. visianii Kök 11 Naftakinon tespiti Sut ve dğ., 2017 

A. densiflora (Nordm.) Ledeb Kök 

İzovalerilalkanin, α-Metil-n-

bütilalkanin, asetilalkanin β-

asetoksizovalerilalkanin, alkani ve 

yeni bir türev  4-hidroksi 4-metil 

valeril alkanin 

Yüzbaşıoğlu Baran ve diğ., 

2018 

 

Tablo 2.2. incelendiğinde; Naftakinon grubunda yer alan şikonin ve türevlerinin genellikle 

doğal yaşam ortamlarındaki bazı Boraginaceae türlerinin köklerinden elde edilmekte olup, kök 

dışındaki diğer organlarında, köklerden elde edildiği kadar tespit edilememiştir. Bununla 

birlikte, sadece ilgili bitkilerden elde edilen türevler de gözlenmiştir [propiyonilşikonin (Cho 
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ve diğ., 1999), arnebifuranon (Shukla ve diğ., 2001), bothriodumin (Liu ve diğ., 2009), 

ekhioşilokinon (Fathy ve diğ., 2009), tigloyilşikonin (Ito ve diğ., 2011), ngelişikonin (Chaouche 

ve diğ., 2012)]. Genel olarak değerlendirildiğinde, asetilşikonin-izovalerilşikonin gibi türevler 

daha baskın bir şekilde tespit edilmiştir. Skoneczny ve diğ., 2017 yılında yaptığı çalışmada, 

olgun dönemde daha yüksek miktarda şikonin türevleri elde edildiği ifade edilmiştir. 

Bitki biyoteknolojisi metot ve uygulamalarına ek olarak elisitör, prekürsör veya fiziksel 

uygulamalarla şikonin ve türevlerinin üretimi ve artırımına yönelik çalışmalar ise Tablo 2.3’de 

sunulmuş ve özetlenmiştir. 

Tablo 2.3: Çeşitli prekürsör, biyotik ve abiyotik elisitörlerin şikonin ve şikonin türevlerinin üretimine 

etkisi. 

Tür Kültür Tipi 
Elisitör/Prekürsör 

/Yöntem 
Sonuç Kaynakça 

Arnebia euchroma 
Süspansiyon 

Kültürü 

MeJA, 12-oxo-Fitodienoik 

Asit 
Artırmıştır 

Bychkova ve diğ., 

1993 

A. euchroma 
Süspansiyon 

Kültürü 
A. niger (160mug/nl) Artırmıştır 

Chang-Jun ve Song-

Sheng., 1998 

A. euchroma 
Süspansiyon 

Kültürü 

n-Hekzadekan 

Oktan 

Siklohekzan 

Oleik Alkol 

Oleik Asit 

Bütilasetat 

Kastor Yağı 

Butilasetat:Oleik Asit  

Siklohekzan:Kastor Yağı  

N-Hekzadekan 

Artmıştır 

Artmıştır  

Azalmıştır 

Artmıştır 

Azalmıştır 

Azalmıştır 

Artmıştır 

Artmıştır 

Artırmıştır 

Artmıştır  

Fu ve Lu, 1998 

A. euchroma 
Süspansiyon 

Kültürü 

Fungal Elisitör 

Aspergillus niger:Rhizopus 

oryzae 

Normal Kültür 

Koşullarına Göre Tek 

Fungal Elisitör 

Kullanımda 2 kat 2 li 

Kullanımda 5 Kata 

Kadar Şikonin 

Miktarında Artış 

Fu ve Lu, 1998 

A. euchroma 
Süspansiyon 

Kültürü 

Nadir Toprak Elementleri 

Karışımı 

Tek Kullanımlarına 

Karşın Şikonin 

Türevlerinde 2 Kata 

Kadar Artış 

Ge ve diğ., 2006 

A. euchroma 
Süspansiyon 

Kültürü 
pH (Bazik) Artırmıştır Malik ve diğ., 2008 

A. euchroma 
Süspansiyon 

Kültürü 

Işık 

Sıcaklık (25 ºC) 

pH (Bazik) 

Sukroz (%6) 

Azalmıştır 

Artmıştır 

Artmıştır 

Artmıştır 

Malik ve diğ., 2011 

A. euchroma 
Süspansiyon 

Kültürü 
L-Fenil Alanin 

Hücre Çoğalmasını 

Tetiklemekte ancak 

Şikonin Türevlerinin 

Artışında Etki 

Göstermemektedir. 

Sykłowska-Baranek 

ve diğ., 2012 

A. euchroma 
Saçak Kök 

Kültürü 

A. niger: A. oryzae Kombine 

Kullanımı 

Total Naftakinon 

Üretimi Artmıştır 
Zhang ve diğ., 2013 

A. euchroma Kallus Kültürü MeJA 
Şikonin Türevlerinde 

Artış 
Hao ve diğ., 2014 
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Tablo 2.3: Çeşitli prekürsör, biyotik ve abiyotik elisitörlerin şikonin ve şikonin türevlerinin üretimine 

etkisi. 

Arnebia sp. 
Süspansiyon 

Kültürü 

Karanlık Ortam 

Besi Ortamı Bileşeni 

Artırılması (Na2SO4) 

Air Lift Biyoreaktör 

Artırmıştır 

Artırmıştır 

Artırmıştır 

Gupta ve diğ., 2014 

A. euchroma 
Süspansiyon 

Kültürü 
Salisilik Asit 

Şikonin Üretimini 

Azaltmıştır. 
Kumar ve diğ., 2014 

A. euchroma 
Süspansiyon 

Kültürü 
Perflorodekalin 

Alkanin/Şikonin 

Artışı 

Sykłowska-Baranek 

ve diğ., 2014 

A. euchroma 
Süspansiyon 

Kültürü 
MeJA 

MeJA Kültüre İlave 

Edilişinden 1 Saat 

Sonra Total Şikonin 

Miktarı Artmaktadır. 

Wang ve diğ., 2014 

A. euchroma Kallus Kültürü R. solani, Cu+2, MeJA, SA 

Sikalkin üretiminde  

R. solani kontrole 

göre 7 kat artış 

sağlamakta, Cu+2, 

MeJA, SA ise yine 

kontrole göre artış 

sağlamaktadır.  

Arghavani ve diğ., 

2015 

A. euchroma Kallus Kültürü Amonyum İyonu 

Artan Amonyum 

Konsantrasyonu 

Pigmenti Azaltmıştır 

Hao ve diğ., 2015 

A. euchroma 
Saçak Kök 

Kültürü 

CYP76B74 Aşırı 

Ekspresyonu İçin RNAi 

Şikonin ve 

Türevlerinin Üretimi 

Azalmıştır 

Wang ve diğ., 2018 

A.hispidissima 
Saçak Kök 

Kültürü 

A.rhizogenesis 

Transformasyon 
Artmıştır 

Chaudhury ve Pal, 

2010 

A.hispidissima 
Saçak Kök 

Kültürü 
Azotobacter chroococcum 

Propionillalkanin 

Miktarı Artmıştır 

Singh ve Sharma, 

2016 

Echium italicum 
Süspansiyon 

Kültürü 
Sıvı Parafin 

Pigment Üretiminin 

Artması 
Zare ve diğ., 2010 

Lithospermum 

erythrorhizon 

Süspansiyon 

Kültürü 
Indol Asetik Asit 

Şikonin Türevlerinin 

Artması 
Tabata ve diğ., 1974 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 

Glikoz 

Yüksek Nitrojen 

Streptomisin Sülfat 

Askorbik Asit  

Ca+2 ve Fe+2 

Artırmıştır 

Azaltmıştır 

Artırmıştır 

Artırmıştır 

Azaltmıştır 

Mizukami ve diğ., 

1977 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 
Amonyum Bağlı Nitrat Azaltmıştır Fujita ve diğ. 1981a 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 
Nitrat Konsantrasyonu 

6.7-10 mM  Nitrat 

Konsantrasyonunda 

Yüksek Miktarda 

Üretim 

Fujita ve diğ., 1981b 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 
Agaropektin Artırmıştır Fukui ve diğ., 1983 

L. erythrorhizon Kallus Kültürü Gibberellin A3 Azaltmıştır 
Yoshikawa ve diğ., 

1986  

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 

Organik Solvent 

Yağ Asidi Esterleri 

n-Parafin 

n-hekzadekan(Az Miktar) 

Azaltmıştır 

Azaltmıştır 

Azaltmıştır 

Artırmıştır 

Deno ve diğ., 1987 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 

Besi Ortamına Glutamin 

İlavesi 

Şikonin Üretimini 

Azalmakta 
Yazaki ve diğ., 1987 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 
Endojen Polisakkarit 

Şikonin Türevlerinin 

Artması 
Fukui ve diğ., 1990 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 

Fungal Elisitör 

Penicillum 

Kontrol Grubuna 

Göre 24 Kat Şikonin 

Miktarının Artması 

Kim and Chang, 1990  

L. erythrorhizon 
Saçak Kök 

Kültürü 
Sıvı Parafin 

Şikonin Miktarının 3 

Kat Artması 

Shimomura ve diğ., 

1991 
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Tablo 2.3 Devamı: Çeşitli prekürsör, biyotik ve abiyotik elisitörlerin şikonin ve şikonin türevlerinin 

üretimine etkisi. 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 
Mevinolin Artırmıştır Tani ve diğ., 1992 

L. erythrorhizon 
Saçak Kök 

Kültürü 

İki Fazlı Baloncuklu 

Biyoreaktör 
Artırmıştır Sim ve Chang, 1993 

L. erythrorhizon 

A. tumefaciens ile 

transforme 

edilmiş 

Süspansiyon 

Kültürü 

Yüksek Kons. Sukroz ve 

Nitrat 

Şikonin Türevlerinde 

Artış 

Srinivasan ve Ryu, 

1993 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 
Oligogalakturinaz Azaltmıştır Tani ve diğ., 1993 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 
%0.2 surfactant Tween 20 Artırmıştır Lihong ve diğ., 1994 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 

MeJA 

2-Aminoindan-2-phosphonic 

acid 

Artırmıştır 

Azaltmıştır 

Gaisser ve Heide, 

1996 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 

MeJA, JA, Oligogalaktronit, 

Cu+2 

MeJA, JA, 

Oligogalaktronit tek 

tek Kullanıldıklarında 

Artırmıştır, Ancak 

Cu+2 MJ’ ile birlikte 

kullanıldığında 

artırmıştır. 

Yazaki ve diğ., 1997 

L. erythrorhizon 
Saçak Kök 

Kültürü 

Fungal Elisitör 

R. solani, P. 

aphanidermatum ve N. 

hematococca 

R. solani şikonin 

türevlerinde 30 kat 

artış 

Brigham ve diğ., 

1999 

L. erythrorhizon 
Saçak Kök 

Kültürü 

Ubi C geninin 

transformasyonu 

Şikonin Miktarında 

Belirgin Artış 

Sağlanamama 

Sommer ve diğ., 1999 

L. erythrorhizon 
Saçak Kök 

Kültürü 

Ubi A geninin 

transformasyonu 

Kontrole Göre %22 

Oranında Şikonin 

Miktarında Artış 

Boehm ve diğ., 2000 

L. erythrorhizon Kallus Kültürü Paraflorofenilalanin 
Şikonin Türevlerinde 

Artış 

Bulgakov ve diğ., 

2001 

L. erythrorhizon 
Saçak Kök 

Kültürü 
Antisens DNA (LeDIs) 

Şikonin Miktarında 

Azalma 
Yazaki ve diğ., 2001 

L. erythrorhizon 
Saçak Kök 

Kültürü 

Ubi C geninin 

transformasyonu 

Şikonin Miktarında 

Artış 
Köhle ve diğ., 2002 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 
Düşük Enerjili Ultra Ses Artmıştır Lin ve Wu, 2002  

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 
Mavi Işık Azaltmıştır 

Yamamoto ve diğ., 

2002 

L. erythrorhizon 
Süspansiyon 

Kültürü 
Gama Işığı 

16 Saat’lik Gama 

Işığı Etkisiyle %400’ 

lük Şikonin 

MiktarındaArtış 

Chung ve diğ., 2006 

L. erythrorhizon 
Saçak Kök 

Kültürü 

LeMYB1 Aşırı Ekspresyonu 

İçin Transformasyon 

Şikonin Üretimi 

Artmıştır 
Zhao ve diğ., 2015 

L. erythrorhizon 
Saçak Kök 

Kültürü 

LeACS-1 Aşırı Ekspresyonu 

İçin RNAi 

Şikonin Üretimi 

Artmıştır 
Fang ve diğ., 2016a 

L. erythrorhizon 
Saçak Kök 

Kültürü 

LeEIL-1 Aşırı Ekspresyonu 

İçin RNAi 

Şikonin ve 

Türevlerinin 

Üretiminde Artmıştır 

Fang ve diğ., 2016b 

L. erythrorhizon 
Saçak Kök 

Kültürü 

LeMDR Aşırı Ekspresyonu 

İçin RNAi 

Şikonin Üretimi 

Artmıştır 
Zhu ve diğ., 2017 

Onosma echiodies 
Süspansiyon 

Kültürü 
Mavi-Beyaz Işık Azalmıştır Lattoo, 2005 

O. paniculatum 
Süspansiyon 

Kültürü 

Fungal Elisitör 

Aspergilus sp. 

Şikonin Türevlerinde 

Artış 
Ning ve diğ., 1994 
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Tablo 2.3 Devamı: Çeşitli prekürsör, biyotik ve abiyotik elisitörlerin şikonin ve şikonin türevlerinin 

üretimine etkisi. 

O. paniculatum 
Süspansiyon 

Kültürü 

A.oryzae 

Ca+2 

EGTA 

A2318 

Verapamil 

TFP 

ABA 

Artırmıştır 

Azaltmıştır 

Artırmıştır 

Artırmıştır 

Artırmıştır 

Artırmıştır 

Azaltmıştır 

Ning ve diğ., 1998 

O. paniculatum 
Süspansiyon 

Kültürü 

Brassinolide (Başlangıç ve 4. 

Günden sonra) 

Şikonin Türevlerinde 

Artış 
Yang ve diğ., 1999 

O. paniculatum 
Süspansiyon 

Kültürü 

MeJA (IAA ve BAP’lı Besi 

Ortamı) 

4. Günden İtibaren 

eklendiğinde en 

yüksek  

konsantrasyonda 

Şikonin Eldesi 

Ding ve diğ., 2004 

O. paniculatum 
Süspansiyon 

Kültürü 

Karanlık ve Farklı Işık 

(Beyaz-Kırmızı ve Mavi) 

Kaynaklarında Kültür 

Mavi ve Beyaz Işık 

Tamamiyle Şikonin 

Üretimini 

Baskılarken, Kırmızı 

Kısmen etkilemekte. 

Ancak Karanlık 

Ortam Şikonin 

Üretimi Üzerine 

Etkilidir. 

Liu ve diğ., 2006 

O. paniculatum 
Süspansiyon 

Kültürü 

Sodyum Nitropurusit 

Rhizoctonia cerealis 

N ω -nitro- L –arginine 

Sodyum Azide 

Artırmıştır 

Artırmıştır 

Azaltmıştır 

Azaltmıştır 

Wu ve diğ., 2009 

 

Tablo 2.3. irdelendiğinde bitki biyoteknoloji yöntemleri uygulamalarıyla ile birlikte çeşitli 

elisitasyon uygulaması ve prekürsör ilavesiyle şikonin ve türevlerinin üretimine yönelik olarak 

daha çok Boraginaceae familyası üyesi Lithospermum, Arnebia ve Onosma cinslerine ait 

türlerde çalışmalara rastlanmıştır.  

L. erythrorhizon türü ile ilgili çalışmalarda kallus, hücre süspansiyon ve kallus kültürlerine 

farklı prekürsör, elisitörlerin eklemesi ve genetik transformasyon çalışmaları [Glikoz, 

Streptomisin Sülfat, Askorbik Asit, Agaropektin, n-hekzadekan, endojen polisakkarit, 

Penicillum, Sıvı Parafin, Mevinolin, Sukroz, Tween 20, MeJA, JA, R. solani, 

Paraflorofenilalanin, Düşük Enerjili Ultra Ses, Gama Işığı ile bazı genetik transformasyonlar 

(Ubi C geni, Ubi A geni, LeMYB1 Aşırı Ekspresyonu, LeACS-1 Aşırı Ekspresyonu, LeEIL-1 

Aşırı Ekspresyonu,  LeMDR Aşırı Ekspresyonu)] ile şikonin ve türevlerinde artış sağlandığı 

rapor edilmiştir.  

Arnebia cinsine ait türler ile ilgili çalışmalarda kallus, hücre süspansiyon ve kallus kültürlerine 

farklı prekürsör, elisitörlerin eklemesi yoluyla [MeJA, 12-oxo-Fitodienoik Asit, A. niger, n-

Hekzadekan, Oktan, Oleik Alkol, Kastor Yağı, Siklohekzan:Kastor Yağı, Aspergillus 
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niger:Rhizopus oryzae, Nadir Toprak Elementleri Karışımı, Bazik Ph, L-Fenil Alanin, A. niger: 

A. oryzae, Karanlık Ortam, Perflorodekalin, R. solani, Azotobacter chroococcum ile bazı 

genetik transformasyonlar (CYP76B74 Aşırı Ekspresyonu)] şikonin ve türevlerinde artış 

sağlandığı rapor edilmiştir.  

Onosma cinsi türleri ile ilgili çalışmalarda hücre süspansiyon kültürlerine farklı prekürsör, 

elisitörlerin eklenmesi (Aspergilus sp., A.oryzae, EGTA, A2318, Verapamil, TFP, Brassinolide, 

MeJA, Karanlık Ortam,  Sodyum Nitropurusit, Rhizoctonia cerealis) ile şikonin ve türevlerinde 

artış sağlandığı bildirilmiştir.  

Echium türleri ile ilgili olarak sadece hücre süspansiyon kültürlerinde sıvı parafin kullanılmış 

ve şikonin miktarında artış sağlandığı rapor edilmiştir. 

Şikonin miktarının üretimi ve üretimin artırılması ile ilgili çalışmalarda birçok kimyasal uyarıcı 

maddenin şikonin/türevlerinin üretimini artırdığı kanıtlanmıştır. Ancak, bazı kimyasal 

uyarıcıların ise; açık renkli ışıklar, Ca, Fe, Cu gibi elementler, salisilik asit, aşırı amonyum 

konsantrasyonu, düşük ve yüksek sıcaklıkların şikonin ve türevlerinin üretimini azalttığı rapor 

edilmiştir. 

Tez kapsamında gerçekleştirilen diğer çalışma ise yağ asitlerinin Bitki Biyoteknolojisinin bazı 

yöntem ve uygulamalarıyla üretilmesi ve miktarının arttırılmasıdır. Daha önceki başlıklarda 

belirtildiği üzere sekonder metabolitlerin elde edilmesinde bitkiler kaynak olarak tercih 

edilirken, bazı esansiyel yağ asitleri içerikleri bakımından da bitkilerin kullanılabilirliği 

önemlidir. Esansiyel yağ asitleri, bazı sağlık problemlerinin; kardiyovasküler hastalıklar, 

romatoid artrit, astım, sistik fibrozis, sedef hastalığı ve bazı sindirim sistemi hastalıklarının 

iyileştirilmesinde kullanıldığı gibi, kanser ve mental hastalıkların iyileştirilmesinde ve 

önlenmesinde de kullanılmaktadır. Bununla birlikte, insanlar bazı omega 3 ve 6 yağ asitlerini 

sentezleyememekte (LA ve ALA gibi esansiyel yağ asitleri), bu durumda da uzun zincirli çoklu 

doymamış yağ asitlerinin (DHA-EPA-AA) üretimi yapılamamaktadır (Rubio-Rodríguez ve 

diğ., 2010). Başta denizel bazı organizmalar (balık ve bazı kabuklu deniz canlıları) ve bitkiler 

olmakla birlikte, farklı kaynaklardan da yağ asitlerini temin etmek mümkündür; bunlar arasında 

bakteriler, algler, prostistler, yosunlar, mantarlar  sayılabilir (Dyal ve Narine, 2005; Rubio-

Rodríguez ve diğ., 2010; Francisco ve diğ., 2017).  
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Boraginaceae famiyasına ait bazı türler, ifade edilen çoklu doymamış yağ asitlerini doğal olarak 

barındırmaktadır (Tablo 2.4).  

Tablo 2.4: Bazı Boraginaceae familyasına ait türlerde yer alan önemli çoklu doymamış yağ asidi 

oranları. 

Örnek Kaynak Sonuç Referans 

19 Echium türü 

(Makaronezya) 
Tohum 

GLA içeriği en fazla % 5.02 (Echium. 

nervosum) 

SDA içeriği içeriği en fazla% 12.94 

(E. plantagineum) 

Guil-Guerrero ve diğ., 

2000a 

25 Echium türü 

(Makaronezya) 
Yaprak 

ALA içeriği en fazla % 54.4 (E. 

simplex) 

Guil-Guerrero ve diğ., 

2000b 

14 endemik Echium 

(Makaronezya) 
Tohum 

SDA içeriği içeriği en fazla %8.81 (E. 

pininana) 

Endemik türlerinde yüksek oranda 

GLA 

Guil-Guerrero ve diğ., 

2001a 

11 Tür Boraginacea 

(Polonya) 
Tohum 

Doyamamış yağ asidi içeriği en fazla 

L. officinale 
Cisowski ve diğ., 2001 

11 Tür Boraginacea 

(Türkiye) 
Tohum 

GLA içeriği en fazla %13.7 (Anchusa 

leptophylla ssp. leptophylla) 

Erdemoğlu ve diğ., 

2004 

20 Tür Boraginaceae 

(Fas) 
Tohum 

GLA içeriği en fazla % 20.2 

(Lithodora maroccana I.M. Johnst.) 

SDA içeriği içeriği en fazla % 16.02 

(E. humile ssp. pycnanthum(Pomel) 

Greuter & Burdet) 

Guil-Guerrero ve diğ., 

2006 

E. vulgare L. 

(Polonya) 

Çiçeklenme 

sonrası 

tohum (20 

güne kadar) 

Genel olarak çiçeklenme zamanı 

boyunca LA miktarında artış 

Stolyhwo ve Mol,  

2007 

24 Tür Boraginaceae 

(Türkiye) 
Tohum 

LA içeriği en fazla % 42.7 

(Heliotropium dolosum) 

GLA içeriği içeriği en fazla% 24.03 

(Symphytum tuberosum) 

 ALA içeriği en fazla % 43.00 

(Echium italicum) 

SDA içeriği içeriği en fazla% 14.59 

(Echium italicum) 

Özcan, 2008 

5 Farklı Boraniceae 

(İspanya) 

Tohum 

(SCE 

Sistemle) 

LA içeriği en fazla % 63.6 

(Scrophularia sciophila) 

GLA içeriği içeriği en fazla% 20.5 (E. 

fastuosum) 

 ALA içeriği en fazla % 24.6 (E. 

fastuosum) 

SDA içeriği içeriği en fazla% 11.5 (E. 

fastuosum) 

Guil-Guerrero ve diğ., 

2008 

E. italicum ve E. 

amoenum 

(İran ve Azerbaycan 

farklı lokasyon) 

Tohum 

Yaprak 

Gövde 

LA içeriği en fazla % 16.23 (E. 

italicum Kaleybar-Tohum) 

GLA içeriği içeriği en fazla% 9.79 (E. 

italicum Kaleybar-Tohum) 

 ALA içeriği en fazla % 44.15 (E. 

amoenum Hezar Jari-Tohum) 

SDA içeriği içeriği en fazla% 12.45 

(E. italicum Kaleybar-Tohum) 

Abbaszadeh ve diğ., 

2011 
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Tablo 2.4 Devamı: Bazı Boraginaceae familyasına ait türlerde yer alan önemli çoklu 

doymamış yağ asidi oranları. 

Farklı Bölgelerdeki 

Echium cinsleri ile 

İran Echium’ların 

karşılaştırılması 

Tohum 

Makaronezya Echium türleri GLA ve 

SDA miktarı Avrupa ve İran’a  göre 

fazla içermekte 

Shokri ve diğ., 2012 

3 Tür Boraginaceae 

(Rusya) 
Tohum 

LA içeriği en fazla % 

28.1(Cynoglossum officinale) 

GLA içeriği içeriği en fazla% 8.3. (C. 

officinale) 

 ALA içeriği en fazla % 37.8 (E. 

vulgare) 

SDA içeriği içeriği en fazla% 16.8 

(Lappula squarrosa) 

Yunusova ve diğ,. 2012 

20 Tür Boraginaceae 

(Fas ve Tunus) 
Tohum 

LA içeriği en fazla % 54.9 

(Heliotropum bacciferum Forssk.) 

Tunus 

GLA içeriği içeriği en fazla% 19.5 

(Borago officinalis L.) Fas 

 ALA içeriği en fazla % 47.6 (E. 

parviflorum Moench) Tunus 

SDA içeriği içeriği en fazla% 15.5 (E. 

plantagineum L.) Fas  

Guil-Guerrero ve diğ., 

2013a 

E. italicum L. 

(Türkiye Populasyon) 
Tohum 

LA içeriği en fazla % 18.85 (E. 

italicum L.) B3 

GLA içeriği içeriği en fazla% 7.66 (E. 

italicum L.) A2(E) 

 ALA içeriği en fazla % 43.45 (E. 

italicum L.) B3 

SDA içeriği içeriği en fazla% 15.48 

(E. italicum L.) A2(E) 

Özcan, 2013 

25 Boraginaceae Tür 

(Genellikle İspanya) 
Tohum 

LA içeriği en fazla % 42.3 (A. 

puechii) 

GLA içeriği içeriği en fazla% 22.9 (S. 

caucasicum) 

 ALA içeriği en fazla % 40.3 (O 

rigada) 

SDA içeriği içeriği en fazla% 13.6 (L. 

patula) 

Guil-Guerrero ve diğ., 

2014 

2 farklı bölgede 

yetişen 

 Borago officinalis 

Tohum 

LA içeriği en fazla % 20.3 (Shahriyar 

Bölgesi) 

GLA içeriği içeriği en fazla% 20.3 

(Shahriyar Bölgesi) 

 ALA içeriği en fazla % 9.5 

(Shahriyar Bölgesi) 

Morteza ve diğ., 2015 

Paracaryum 

(Boraginaceae) 

Türkiye 

Meyve 

LA içeriği en fazla % 20.99 

(Paracaryum calycinum) 

GLA içeriği içeriği en fazla% 5.99 (P. 

hirsitum) 

 ALA içeriği en fazla % 14.20 (P. 

paphlagonicum) 

Doğru-Koca ve diğ., 

2016 

Sardinya 

Boraginaceae Türleri 
Tohum 

LA % 34.1, GLA % 24.6, ALA % 

43.1, SDA % 15.0  

Guil-Guerrero ve diğ. 

2017 
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Tablo 2.4 Devamı: Bazı Boraginaceae familyasına ait türlerde yer alan önemli çoklu 

doymamış yağ asidi oranları. 

E. vulgare 

Farklı metal içeriğine 

sahip bölglerde 

Tohum 

LA içeriği en fazla % 21.65 (Normal) 

GLA içeriği içeriği en fazla% 10.94 

(Kontamine) 

 ALA içeriği en fazla % 36.25 

(Kontamine) 

SDA içeriği içeriği en fazla% 11.10 

(Kontamine) 

Dresler ve diğ., 2017 

Farklı Coğrafik 

Bölgeler 
Tohum 

LA içeriği en fazla % 37.6 (B. 

trabuti) 

GLA içeriği içeriği en fazla% 23.1 (B. 

morisiana) 

 ALA içeriği en fazla % 1.3 (B. 

pygmaea) 

SDA içeriği içeriği en fazla% 1.9 (B. 

morisiana) 

Guil-Guerrero ve diğ. 

2018 

 

Tablo 2.4. irdelendiğinde, rapor edilen çalışmalarda doğal olarak yetişen Boraginaceae 

familyası üyesi Echium, Lithospermum, Anchusa, Borago, Onosma, Paracaryum, 

Cynoglossum, Heliotropum, Lappula ve Lithodora cinslerine ait türler arasında en yüksek ALA 

ve SDA değerleri Echium türlerinde tespit edilmiştir [E. italicum ALA: %43.1, E. plantagineum 

SDA: %15.0 (Dresler ve diğ., 2017)], [E. italicum ALA: % 43.45, SDA: %15.48]. Bununla 

birlikte, bitkinin farklı kısımları değerlendirildiğinde, çoklu doymamış yağ asitlerinin en fazla 

bulunduğu organ genelde tohum olurken, bazı çalışmalarda [Meyve: LA : % 20.99 (Paracayum 

calycinum), GLA: % 5.99 (P. hirsitum), ALA: % 14.20 (P. paphlagonicum), Doğru-Koca ve 

diğ., 2016], [Yaprak: ALA % 54.4 (E. simplex). Guil-Guerrero ve diğ., 2000b] bitkinin farklı 

kısımlarında da yüksek düzeylerde yağ asitleri tespit edilmiştir. 

Bitkisel kaynaklardan uzun zincirli doymamış esansiyel yağ asitlerini elde etmek mümkün iken 

(Rubio-Rodríguez ve diğ., 2010; Francisco ve diğ., 2017), bazı biyoteknolojik yöntem ve 

uygulamalarla üretim miktarını arttırmak da mümkün olabilmektedir (Rubio-Rodríguez ve diğ., 

2010). 

Yağ asidi üretimi ve üretim miktarının arttırılmasına yönelik rapor edilen çalışmalarda; 

Spirulina platensis kültürlerinde düşük sıcaklıklarda γ-linolenik asit miktarını arttırdığı, 

Escherichia coli fabF rekombinant suşlarda bazı çoklu doymamış yağ asitlerinin miktarını 

arttırdığı, Mucor circinelloides kültürlerinde farklı aminoasitlerin kültürlere uygulanması 

sonrası, özellikle tirozin uygulamasının bazı çoklu doymamış yağ asitlerinin miktarını arttırdığı 

Nannochloropsis sp. kültürlerine UV-C uygulaması sonrası EPA miktarını artırdığı, Chlorella 
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vulgaris (mikroalg) kültüre uygulanan JA’nın bazı çoklu doymamış yağ asitlerinin miktarını 

arttırdığı, Pichia pastoris (fungus) kültürlerine TiO2 uygulaması bazı çoklu doymamış yağ 

asitlerinin miktarını arttırdığı, mikroalglerde DHA üretiminde oksijen kapasitesinin olumlu etki 

gösterdiği, Crypthecodinium cohnii kültürlerine n-dodekan, Schizochytrium sp. kültürlerine 

askorbik asit ilavesi DHA üretimini olumlu yönde etkilediği, Chlamydomonas sp. KNF0008 

suşunda, düşük sıcaklık ortamda kültürlendiğinde bazı çoklu doymamış yağ asitlerinin 

miktarını arttırdığı (Da ve diğ., 2006; Ronda ve diğ., 2008; Lee ve diğ., 2013; Tang ve diğ., 

2014; Jusoh ve diğ., 2015; Sharma ve Schenk 2015; Yu ve diğ., 2015; Ren ve diğ., 2017; Kim 

ve diğ., 2018; Sun ve diğ., 2018)  tespit edilmiştir. 

Yüksek organizasyonlu bitkilerde, Bitki Biyoteknolojisi yöntem ve uygulamaları kullanılarak, 

çoklu doymamış yağ asitlerinin üretimiyle ilgili çalışmalar irdelendiğinde; Soya süspansiyon 

kültürlerine sitokin ve giberellik asit kombinasyonu uygulamasında LA miktarını arttırdığı, 

Maydanoz’un farklı in vitro kültürlerinde ileri zaman dilimlerinde alınan örneklerde bazı çoklu 

doymamış yağ asitlerinin miktarını artırdığı, Brassica napus’dan elde edilen BnDGAT2 

geninin Chlamydomonas reinhardtii’ye aktarılmasıyla çoklu doymamış yağ asitlerinin 

miktarını arttırdığı, Cereus peruvianus kallus kültürlerinde, uzun süreli kallus kültürlerinde LA 

miktarının arttığı, siyah frenk üzümü (sfü) in vivo külltürlerine farklı oranlarda MeJA içeren 

solüsyon uygulamasında sfü tohumlarında GLA miktarını artırdığı, Jatropha curcas, kallus 

kültürlerinde salisilik asit uygulaması sonrası yağ asidi miktarını arttırdığı, Theobroma cacao 

L. süspansiyon kültürlerine biotin uygulaması sonrası bazı çoklu doymamış yağ asitlerinin 

miktarını arttırdığı, Arachis hypogaea L. transgenik hatlarında, kontrole göre bazı çoklu 

doymamış yağ asitlerinin miktarını arttırdığı (Stearns ve Morton, 1975; Lopez ve diğ., 1999; 

Mahalakshmi ve diğ., 2013; Ahmad ve diğ., 2014; Da Silva Assis Machado ve diğ., 2016; 

Flores ve Castillo, 2016; Parra ve diğ., 2017; Wang ve diğ., 2018) tespit edilmiştir. 

Bununla birlikte, tez çalışması konusunu oluşturan Echium cinsine ait türlerle gerçekleştirilen 

çalışmalarda literatürde daha çok Tablo 2.3’de ifade edildiği üzere yağ asidi profillerinin 

belirlenmesine ilişkin çalışmalara rastlanırken Bitki Biyoteknolojisi yöntem ve uygulamaları 

kullanılarak çoklu doymamış yağ asidi üretimi ve miktarının arttırılması çalışmalarına sınırlı 

sayıda rastlanmıştır. 

Rapor edilen çalışmalar irdelendiğinde; Echium acanthocarpum saçak köklerinde, farklı zaman 

dilimlerinde alınan örneklerde  bazı çoklu doymamış yağ asitlerinin miktarını artırdığı, E. 
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acanthocarpum Δ6 Desaturaz geninin transfer edildiği saçak kök kültürlerinde bazı çoklu 

doymamış yağ asitlerinin miktarını arttırdığı (Sanchez ve diğ., 2011; Zarate ve diğ., 2016) tespit 

edilmiştir. 

Tez çalışması kapsamında, E. italicum L.’de bitki biyoteknoloji yöntem ve uygulamalarına ek 

olarak bazı kimyasal ve fiziksel uyarıcılar kullanılarak şikonin ve türevleri ile çoklu doymamış 

yağ asiti üretiminin arttırılması hedeflenmiştir. Literatür incelendiğinde prekürsör, elisitör veya 

fiziksel uygulamalar kullanılarak, farklı Boraginaceae familyası üyelerinde şikonin ve 

türevlerinin miktarının arttırılması ile yine çoklu doymamış yağ asidi üretiminin artırımına 

yönelik çalışmalar literatürde mevcut olmakla birlikte, in vitro ortamda E. italicum L. bitkisinde 

söz konusu metabolitlerin üretimlerinin arttırılmasına yönelik çalışmalar literatürde 

bulunmamaktadır. Bu nedenle, tez çalışması hem bitkisel materyal hem de uygulanan 

yöntemler ve uygulamalar dolayısıyla özgündür. 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. MALZEME 

3.1.1. Bitkisel Materyal 

3.1.1.1. Şikonin ve Yağ Asitleri Miktarlarının Belirlenmesi Çalışması Kapsamındaki 

Örnekler 

Ülkemizde yayılış gösteren Echium L. cinsine ait türlerin şikonin ve yağ asidi miktarının 

belirlenmesine yönelik çalışmalar dönemsel olarak gerçekleştirilmiştir. İlk dönemde, Türkiye 

Florası (Davis, 1965) ve TÜBİVES internet portalından yararlanarak, cinse ait türlerin yayılış 

gösterdiği alanlar belirlenmiştir. Toplanan örneklerin bilimsel teşhisleri Türkiye Florası ve 

teşhisli herbaryum materyallerinden yararlanılarak gerçekleştirilmiştir. Cinse ait türlerin 

toplanması aşamasında, arazi çalışmaları için Ağustos-Eylül-Ekim dönemleri tercih edilirken, 

bitkinin olgun, toprak altı ve toprak üstü organlarının tam olarak toplanmasına, günün ilk 

saatlerindeki toplama sırasında popülasyon özelliğine özen gösterilmiştir.  

Şikonin ve türevlerinin analizleri için toplanan örneklere ait detaylı bilgiler Tablo 3.1’de 

sunulmuştur. 

Yağ asitleri analizleri için ise örnekler, farklı coğrafik bölge ve belirli yükseklikler belirlenerek 

toplanmış olup detaylı bilgiler Tablo 3.2’de sunulmuştur.  

Ayrıca, şikonin ve türevleri miktarlarının belirleme çalışmalarına örneklerin kuru kök 

miktarları, yağ asitleri çeşit ve miktarının belirlenmesi çalışmalarında ise örneklerden elde 

edilen tohum miktarına göre analizlerler yapılmıştır. 
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       Tablo 3.1: Şikonin miktarı belirlenmesinde kullanılan Echium türlerine ait lokalite bilgisi. 

Örnek 

No 
Tür İsmi GPS Kodu 

Yükseklik 

(Metre) 
Konum 

Tohum 

Durumu 

Ö1 E. italicum 
41º32’29” K 

26º49’56” D 
79 

İstanbul-Edirne Yolu Havsa 

Mevki 
Var 

Ö2 E. italicum 
41º40’45” K 

27º02’48” D 
132 

Edirne-Kırklareli Yolu İnece 

Mevki 
Var 

Ö3 E. italicum 
41º24’59” K 

27º13’14” D 
52 

Lüleburgaz Sarıcaali Köyü 

Taşköprü Mevki 
Var 

Ö4 E. italicum 
41º05’23” K 

27º44’45” D 
63 

Çorlu Yenice Mevki 

(Tekirdağ) 
Yok 

Ö5 E. italicum 
41º05’23” K 

27º44’45” D 
63 

Çorlu Yenice Mevki 

(Tekirdağ) 

(İptal) 

Yok 

Ö6 E. italicum 
40º38’50” K 

26º50’33” D 
12 Gelibolu-Çanakkale Var 

Ö7 E. plantagenium 
40º09’19” K 

26º27’26” D 
73 Çanakkale Otobüs Terminali Var 

Ö8 E. italicum 
38º30’27” K 

28º14’21” D 
111 

Manisa Salihli T Tipi Ceza 

İnfaz Kurumu 
Var 

Ö9 E. vulgare 
40º36’45” K 

35º05’40” D 
1080 

Çorum-Merzifon Yolu 10. 

Km 
Var 

Ö10 E. vulgare 
40º43’53” K 

39º38’10” D 
791 

Maçka Sümela Manastırı 

Yolu (Trabzon) 
Yok 

Ö11 E. vulgare 
41º22’49” K 

41º35’40” D 
202 

Borçka-Hopa Yolu 10. Km 

(Artvin) 
Var 

Ö12 E. vulgare 
40º43’8” K 

39º31’15” D 
850 Trabzon Hamsikök 10. Km Var 

Ö13 E. vulgare 
41º6’18” K 

39º24’47” D 
15 

Trabzon-Giresun Yolu 

Çarşıbaşı Mevki 
Var 

Ö14 E. vulgare 
41º9’39” K 

37º5’6” D 
7 

Ordu-Terme Yolu Sakarlı 

Mevki 
Var 

Ö15 E. vulgare 
41º13’15” K 

36º50’57” D 
14 

Terme-Samsun Yolu Dal 

Bahçe Mevki 
Yok 

Ö16 E. vulgare 
41º39’4” K 

34º54’6” D 
1082 

Sinop- Boyabat Yolu Ahmet 

Muhip Dranas Tüneli Mevki 
Var 

Ö17 E. vulgare 
41º34’51” K 

34º16’30” D 
562 

Kastamonu Taşköprü Hanönü 

Mevki 
Var 

Ö18 E. vulgare 
41º16’1” K 

33º22’11” D 
792 

Kastamonu-Karabük Yolu 

Gemi Mevki 
Var 

Ö19 E. vulgare 
41º16’1” K 

33º22’11” D 
792 

Kastamonu-Karabük Yolu 

Gemi Mevki 
Var 

Ö20 E. vulgare 
41º9’31” K 

32º27’46” D 
213 

Karabük-Zonguldak Yolu 

Şahinkaya Tüneli Yenice 

Mevki 

Yok 

Ö21 E. vulgare 
40º58’52” K 

32º04’01” D 
694 

Devrek-Mengen Yolu 

Kıyaslar Mevki (Bolu) 
Var 

Ö22 E. plantegineum 
41º00’42” K 

28º56’59” D 
17 Ispartakule Mevki-İstanbul Var 

Ö23 E. italicum 
41º24’00” K 

27º21’00” D 
60 Lüleburgaz-Kırklareli Var 

Ö24 E. italicum 
38º52’59” K 

40º52’34” D 
1200 Bingöl Üniversitesi-Bingöl Var 

Ö25 E. italicum 
38º57’27” K 

40º13’46” D 
1800 Kuruca Geçidi-Bingöl Var 

Not: Ö5 örneğinin, vejetatif ve generatif kısımları bulunmadığından örnek iptal edilmiştir. 
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Tablo 3.2: Yağ asidi çeşitlerinin ve miktarlarının belirlenmesinde kullanılan E.italicum örneklerine ait 

lokalite bilgisi. 

Örnek 

No 
Tür İsmi GPS Kaydı 

Yükseklik 

(Metre) 
Konum 

Tohum 

Durumu 

Ö1.1 E. italicum 
40º27’46” K 

26º40’43” D 
21 Gelibolu-Çanakkale Var 

Ö2.1 E. italicum 
37º07’51” K 

28º22’29” D 
655 Muğla-Ula Yolu Var 

Ö3.1 E. italicum 
36º48’48” K 

29º18’48” D 
1220 Fethiye-Korkuteli Yolu Var 

Ö4.1 E. italicum 
38º01’10” K 

30º57’35” D 
937 Eğridir-Gelendost Yolu Var 

Ö5.1 E. italicum 
39º11’12” K 

35º14’22” D 
1063 Kayseri-Sorgun Yolu Var 

Ö6.1 E. italicum 
41º02’10” K 

35º54’29” D 
722 Samsun Bolu Yolu Var 

Ö7.1 E. italicum 
41º37’46” K 

34º36’03” D 
377 Boyabat-Hanönü Yolu Var 

Ö8.1 E. italicum 
40º51’23” K 

32º29’14” D 
1256 Gerede-Eskipazar Yolu Var 

Ö9.1 E. italicum 
38º52’59” K 

40º52’34” D 
1200 Bingöl Üniversitesi-Bingöl Var 

Ö10.1 E. italicum 
38º52’59” K 

40º52’34” D 
1511 Bitlis Baykan Yolu Var 

Ö11.1 E. italicum 
38º28’57” K 

42º10’15” D 
1800 Bitlis Tatvan Var 

 

Tablo 3.1’de sunulan örneklerin tasnifleri yapılarak analiz için yeterli örneklerin kökleri, oda 

sıcaklığında ışık görmeyen bir ortamda kurutuldu ve analiz yapılıncaya kadar saklandı. 

Tablo 3.2’de belirtilen örneklerin tasnifleri yapılarak, bitki örneklerinden (Şekil 3.1A) 

tohumların kolay bir şekilde alınması için kurutuldu. Kurumanın ardından tohumlar bir elek 

sisteminden geçirilerek bitkiden ayrıldı. Analiz için yeteri miktardaki tohum örnekleri (Şekil 

3.1B) cam kavonozlara aktarılarak serin bir yerde analiz yapılıncaya kadar saklandı. 
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Şekil 3.1: A) E. italicum bitkisine ait,  B) çatlatılmış ve kabuklu tohum, (Bar A; 8 cm, Bar B : 0.6 cm).  

 

3.1.1.2. In vitro Çalışmalar Kapsamında Kullanılan Tohum  

In vitro çalışmalar kapsamında kullanılan tohumlar, kolay erişilebilirlik açısından, 38º52’59” 

K 40º52’34”D koordinatlarında yer alan ve 1200m yükseklikteki Bingöl Üniversitesi Kampüsü 

içerisindeki doğal yaşam ortamından Ekim-Kasım ayı içerisinde toplandı. Bitki örneklerinden 

tohumların kolay bir şekilde alınması için kurutuldu. Ardından tohumlar bir elek sisteminden 

geçirilerek bitkiden ayrıldı. Cam kavanozlara bırakılan tohumlar (Şekil 3.2) çalışmalarda 

kullanılmak üzere +4 °C’de buzdolabında saklandı. 
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        Şekil 3.2: In vitro çalışmalarda kullanılacak E. italicum bitkisine ait tohumlar (Bar: 0.5 cm). 

3.1.2. Laboratuvar Çalışmalarında Kullanılan Sarf Malzeme ve Cihazlar 

Laboratuvar çalışmalarında kullanılan kimyasal malzemeler Tablo 3.3’de, besi ortamlarının 

içeriğine ilişkin kimyasallar Tablo 3.4’de cihaz bilgileri Tablo 3.5’de sunuldu.  

             Tablo 3.3: Laboratuvar çalışması kapsamında kullanılan sarf malzemeleri ve bilgileri. 

Kimyasal Adı Firma Adı Katalog No 

Alkol Alkomed  

Ticari çamaşır suyu [ NaOCl (ACE)] P&G - 

Glisin Merck 1.04201.0100 

Nikotinik asit Sigma N-0765 

Tiamin HCl Sigma T-3902 

Piridoksin HCl Sigma P-8666 

Myo-inositol Sigma I-3011 

Agar Sigma A7921 

Sukroz Sigma S5391 

2,4-D (Diklorofenoksiasetik asit) Sigma S-7299 

IAA (Indolasetik asit) Sigma I-2886 

KIN (Kinetin) Sigma K-3378 

NAA (Naftalenasetik asit) Sigma N-0640 

TDZ (Tidiazuron) Duchefa T0916.0250 

BAP (Benzilaminopürin) Sigma B-3408 

Na2SO4 (Sodyum Sülfat) Sigma 239313 

KCl (Potasyum Klorür) Sigma P-5405 

(NH4)2SO4 (Amonyum Sülfat) Sigma A-3920 

NaH2PO4.H2O (Sodyum Fosfat) Sigma S-9638 

Ca(NO3)2 .4H2O (Kalsiyum Nitrat) Sigma C-2786 

NH4NO3 (Amonyum nitrat) Sigma A-3795 

KNO3 (Potasyum nitrat) Sigma P-8291 

KH2PO4 (Potasyum fosfat) Sigma P-8416 

CaCl2.2H2O (Kalsiyum klorür) Sigma C-2536 
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Tablo 3.3 Devamı: Laboratuvar çalışması kapsamında kullanılan sarf malzemeleri ve 

bilgileri. 

MgSO4.7H2O (Magnezyum sülfat) Sigma M-7899 

H3BO3 (Borik asit) Sigma B-9645 

KI (Potasyum iyodür) Riedel-de Haen 03124 

MnSO4.4H2O (Mangan sülfat) Sigma M-7899 

ZnSO4.7H2O (Çinko sülfat) Sigma Z-1001 

Na2MoO4.2H2O (Molibdik asit) Sigma M-1651 

CuSO4.5H2O (Bakır sülfat) Sigma C-8027 

CoCl2.6H2O (Kobalt klorür) Sigma C-2911 

FeSO4.7H2O (Demir sülfat) Sigma F-8263 

Na2EDTA 

(Sodyum etilendiamintetraasetik asit) 
Sigma 4503 

HCl Sigma 320331 

NaOH Sigma 221465 

Petri Kabı ISOLAB LB.IS.081.02.091 

Magenta Sigma V8505 

NaCl Sigma 17179 

Tripton Sigma T7293 

Maya Özütü Sigma Y1625 

Agrobacterium rhizogenesis ATCC CIP 104786 

Asetosiringon Sigma D134406 

Timentin Sigma 17778 

Gamborg (Gamborg B5) Hazır Besi Ortamı Duchefa G0209.0050 

Linsmaier & Skoog Hazır Besi Ortamı Duchefa L0230.0050 

Murashige & Skoog Hazır Besi Ortamı Duchefa M0222.0050 

White Hazır Besi Ortamı Duchefa W0227.0050 

LB (Laura Bertani) Besi Ortamı Sigma L3022 

Yağ Asidi Standart Metil Ester (Supelco) Sigma 18919 

Stearidonik Asit Metil Ester Santa Cruz Biotech. SC-361006 

 

                                                    Tablo 3.4: Besi Ortamlarının içeriği. 

Kimyasallar LS Gamborg 0 White MS SH 

Na2SO4 0 0 200 mg 0 0 

KCl 0 0 65 mg 0 0 

(NH4)2SO4 0 134 mg 0 0 0 

NaH2PO4.H2O 0 150 mg 18.98 mg 0 0 

NH4H2PO4 0 0 0 0 300 mg 

NH4NO3 1650 mg 0 0 1650 mg 0 

KNO3 1900 mg 2500 mg 80 mg 1900 mg 2500 mg 

KH2PO4 (Monobasic) 170 mg 0 0 170 mg 0 

Ca(NO3)2.4H2O 0 0 221.96 mg 0 0 

MgSO4.7H2O 181 mg 250 mg 720 mg 370 mg 400 mg 

CaCl2.2H2O 440 mg 150 mg 0 440 mg 200 mg 

K2SO4 0 0 0 0 0 

MnSO4.H20 16,9 10 mg 5.04 mg 16.9 mg 10 mg 
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Tablo 3.4 Devamı: Besi Ortamlarının içeriği. 

ZnSO4.7H2O 8,6 mg 2 mg 2.67 mg 8.6 mg 1 mg 

Na2MO4.2H2O 0,25 mg 0.25 mg 0,001 mg 0.25 mg 0.1 mg 

KI 0,83 mg 0.75 mg 0.75 mg 0.83 mg 1 mg 

H3BO3 6,20 mg 3 mg 1.50 mg 6.20 mg 5 mg 

CoCl2.6H2O 0.025 mg 0.025 mg 0 0.025 mg 0.1 mg 

CuSO4.5H2O 0.025 mg 0.025 mg 0.01 0.025 mg 0.2 mg 

Demir Kelatör      

FeSO4.7H2O 28 mg 28 mg 2.5 mg 28 mg 20 mg 

Na2EDTA 37 mg 37 mg 0 37 mg 15 mg 

Vitamin      

Glisin 0 0 3 mg 2 mg 0 

Nikotinik Asit 0 1 mg 0.50 mg 0.5 mg 5 mg 

Tiamin HCl 0.4 mg 10 mg 0.10 mg 0.1 mg 5 mg 

Pridoksin HCl 0 1 mg 0.10 mg 0.5 mg 0.5 mg 

Sükroz 30 gr 20 gr 20 gr 30 gr 30 gr 

Myo-İnositol 100 mg 100 mg 100 mg 100 mg 1000 mg 

Agar 7 gr 7 gr 7 gr 7 gr 7 gr 

pH 5.8 5.5 5.8 5.8 5.8 

 

                          Tablo 3.5: Laboratuvar çalışmalarında kullanılan cihazlar ve bilgileri. 

Cihaz Adı Firma Adı Model No Ülke 

Otoklav Hirayama Hiclave HVE-50 Japonya 

Çalkalayıcı Stuart SI500 İngiltere 

Fırın Süsler SMM 6163 Türkiye 

Etüv ThermoScientific OGH180 ABD 

Saf Su Cihazı Human Zeneer Power I Kore 

pH Metre Hanna HI 110 USA 

Buzdolabı Arçelik 5231 NY Türkiye  

Manyetik Karıştırıcı Velp Velp-Are İtalya 

Santrifüj Eppendorf 5424-R İngiltere 

Laminar Akımlı Kabin (Steril Kabin) Thermo Sci HeraGurad ABD 

Hassas Terazi Sartorius BSA 224S Almanya 

Termosifon Arçelik G7880 Türkiye 

Bitki Büyütme Odası Genpa - Türkiye 

Mikropipet Seti Eppendorf - İngiltere 

Mikro Filtreler (0.2 µm) Sartorius Minisart Almanya 

Mikro Filtreler (40-70-100-250-500 µm)  PluriSelect pluriStrainer Almanya 

Derin Dondurucu (-80 ºC) Forma 8600 Thermo ABD 

Fotoğraf Makinası Sony DX-HX200V Japonya 

Cam Boncuklu Sterilizatör Steri350 Steri İsviçre 

Sıcak Su Banyosu MP Julaba Almanya 

Liyofilizatör RC101-RCT90 Jouan Almanya 

Vorteks Vortex Mixer VWR ABD 

Mikrodalga Fırın MW71E Samsung Malezya 

Jel Elektroforezi ve Güç Kaynağı MS09092879 Cleaver  İngiltere 
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Tablo 3.5 Devamı: Laboratuvar çalışmalarında kullanılan cihazlar ve bilgileri. 

Jel Dokümantasyon Cihazı Chemidoc XRS+ BioRad ABD 

Nanodrop BioSpec-nano Shimadzu Japonya 

Rotavapor R-300 Heidolph Almanya 

Soxhlet Cihazı B-811 Buchi Almanya 

Termal Döngü Cihazı PTC-200 MJ Research Amerika 

Spektrofotometre UV-1800 Shimadzu Japonya 

Real Time Hücre Analizörü xCELLigence ACEA Biosciences ABD 

 

3.2. YÖNTEM 

3.2.1. Besi Ortamları, BBD ve Elisitörlerin Hazırlanması, Malzemelerin Sterilizasyonu, 

İnkübasyon Koşulları ve Deney Verilerinin Hesaplanması 

Bitki doku kültürü çalışmaları kapsamında kullanılan besi ortamlarının içeriği Tablo 3.4’ de 

sunulmuş olup, çalışmalar kapsamında kullanılan besi ortamları hazır besi ortamı şeklinde 

temin edilmiştir. Kullanılan besi ortamları için tabloda belirtilen değerleri karşılayan ve ürün 

kataloğunda belirlenen miktar tartıldı (ürün kataloğunda 1 lt besi ortamına karşılık gelen miktar 

verilmiş olup farklı hacimlerde besi ortamı hazırlanması gerek duyulduğunda, ilgili değer 

orantılanarak hesaplandı). Hazırlanan besi ortamına gerekli miktarda karbon kaynağı (sükroz) 

ilave edilip, besi ortamlarının farklı amaçlarla kullanılmasına yönelik ihtiyaç duyulan BBD’ler 

(Bazı BBD’ler ve elisitörler kimyasal yapıları gereği sıcaktan etkilenmeleri dolayısıyla otoklav 

sonrası ilave edilmesine dikkat edilmiştir) ilave edilerek, bileşenler saf su içerisinde çözüldü. 

Besi ortamının pH’sı 1N HCl ve/veya 1N NaOH ile 5.8’e ayarlandı. Ayrıca, yarı katı besi ortamı 

hazırlanmak istendiğinde, pH ayarlanması sonrası litre başına 6.4 gr agar ilave edildi. Besi 

ortamı ardından 121 °C’de 1.2 atm basınç altında 20 dakika otoklav edilerek steril edildi. Yarı 

katı olarak kullanılacak besi ortamı için, otoklav sonrası, gerekli BBD ve/veya elisitörlerin 

eklenebilmesi ve Petri/magentalara paylaştırılması için besi ortamı steril kabin içerisinde 

soğutularak kültür kaplarına paylaştırıldı. Kültür kaplarında polimerize olan besi ortamları 

uygun şekilde sarılarak kullanıncaya kadar serin ve karanlık bir ortamda saklandı. Sıvı besi 

ortamları ise bulundukları şişe içerisinde, steril kabin içerisinde soğutuldu, ardından şişenin 

etrafı sarılarak etiketlendi ve kullanıncaya kadar buzdolabında saklandı. 

BBD’ler ve elisitörlerin stoklarının hazırlanması; 
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KIN (1mg/ml): Belirli miktar KIN tartılarak erlen içerisine alındı ardından 1N NaOH’dan 

birkaç ml ilave edilerek final hacim dH2O eklenerek 1mg/ml olacak şekilde stok hazırlandı. 

Ardından ependorf tüplere alınarak -20 °C saklandı (Otoklav öncesi besi ortamına ilave edildi). 

IAA (1mg/ml): Belirli miktar IAA tartılarak erlen içerisine alındı akabinde 1N NaOH’dan 

birkaç ml ilave edilerek final hacim dH2O eklenerek 1mg/ml olacak şekilde stok hazırlandı. 

Ardından ependorf tüplere alınarak -20 °C saklandı (Otoklav öncesi besi ortamına ilave edildi). 

NAA (1mg/ml): Belirli miktar NAA tartılarak erlen içerisine alındı akabinde 1N NaOH’dan 

birkaç ml ilave edilerek final hacim dH2O eklenerek 1mg/ml olacak şekilde stok hazırlandı. 

Ardından ependorf tüplere alınarak -20 °C saklandı (Otoklav öncesi besi ortamına ilave edildi). 

2,4-D (1mg/ml): Belirli miktar 2,4-D tartılarak erlen içerisine alındı akabinde 1N EtOH’dan 

birkaç ml ilave edilerek final hacim dH2O eklenerek 1mg/ml olacak şekilde stok hazırlandı. 

Ardından ependorf tüplere alınarak -20 °C saklandı (Otoklav öncesi besi ortamına ilave edildi). 

MeJA (1mg/ml): Stoğundan, ara stoğu oluşturacak miktar kadar hacim çekildi akabinde 1N 

EtOH’dan birkaç ml ilave edilerek final hacim dH2O eklenerek 1mg/ml olacak şekilde stok 

hazırlandı. Hazırlanan ara stok filtreden geçirilerek steril edildi ve steril ependorf tüplere 

alınarak -20 °C saklandı (Otoklav sonrası besi ortamına ilave edildi). 

ABA (1mg/ml): Belirli miktar ABA tartılarak erlen içerisine alındı akabinde 1N EtOH’dan 

birkaç ml ilave edilerek final hacim dH2O eklenerek 1mg/ml olacak şekilde stok hazırlandı. 

Hazırlanan stok filtreden geçirilerek steril edildi ve steril ependorf tüplere alınarak -20 °C 

saklandı (Otoklav sonrası besi ortamına ilave edildi). 

AgNO3 (1mg/ml): Belirli miktar AgNO3 tartılarak erlen içerisine alındı ve dH2O eklenerek 

çözüldü. Final hacim dH2O eklenerek 1mg/ml olacak şekilde stok hazırlandı. Hazırlanan stok 

filtreden geçirilerek steril edildi ve steril ependorf tüplere alınarak -20 °C saklandı (Otoklav 

sonrası besi ortamına ilave edildi). 

SC Maya Özütü (100 mg/ml): Belirli miktar ticari kuru instant maya tartılarak vidalı şişe 

içerisine içerisine alındı ve dH2O eklenerek çözüldü. Final hacim dH2O eklenerek 100mg/ml 

olacak şekilde stok hazırlandı. Hazırlanan stok otoklav edildi. Otoklav sonrası şişenin etrafı 

sarıldı ve kullanıncaya kadar +4 °C’de saklandı. 
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DMSO: Çalışmada istenen miktar kadar DMSO besi ortamına otoklav sonrası ilave edildi. 

Çalışma kapsamında, başta bitki doku kültüründe kullanılan malzemeler ile diğer iş 

paketlerinde kullanılan malzemelerin sterilizasyon işlemlerinde; Cam, dH2O, alüminyum folyo, 

besi ortamları ve kültür kapları (Magenta GA7) gibi malzemelerin sterlizasyonu otoklavda 121 

°C’de 1.2 atm basınç altında 20 dakika süresince uygulanan programda gerçekleştirildi. Doku 

kültürü çalışmaları kapsamında kullanılan pens, bistüri, kaşık gibi malzemelerin 

sterlizasyonunda, steril kabin içerisinde konumlandırılan cam boncuklu sterilizatörde 

gerçekleştirildi. Alt kültür işlemlerinde kesme ayırma işlemlerinin yapıldığı filtre kağıtlarının 

sterilizasyonu ise 2 kat parşömen kağıdına sarıldıktan sonra 180 °C’de 3 saat etüvde 

gerçekleştirildi. 

Çimlendirme (Magenta GA7 kullanıldı) ve kallus oluşturma ve geliştirme (steril 9 cm. çapında 

Petri kapları kullanıldı) çalışmalarında, kültür kaplarındaki kültürlerin olası kontaminasyon vb. 

sorunlarla karşılaşılmaması için iki tur streç filmle kapatılma sağlandı. Saçak kök ve 

süspansiyon kültürlerinde erlenlerdeki kültürlerin olası kontaminasyon vb. sorunlarla 

karşılaşılmaması için 2 kat steril alüminyum folyo ile kapatıldı ve üzeri iki tur streç filmle 

sağlamlaştırıldı. Antikanser çalışmalarında ise, genellikle tek kullanımlık malzemeler 

kullanılarak çalışmalar gerçekleştirildi. 

Bitki doku kültürü çalışmalarında; Yarı katı besi ortamı Petri ve Magenta GA7 kaplarına 

yaklaşık sırasıyla 25-30 ml besi ortamı dökülerek çalışma hacmi oluşturuldu. Süspansiyon ve 

saçak kök kültürü çalışmalarında ise çalışmaların tamamı 250 ml erlenlerde gerçekleştirildi. 

Süspansiyon kültürlerininin başlangıcında 100 ml taze besi ortamı, alt kültür çalışmalarında ise 

50 ml bir önceki çalışmadan gelen kültür ile üzerine 50 ml taze besi ortamı ilave edilerek 100 

ml’lik kültür çalışma hacmi oluşturuldu. Saçak kök çalışmalarında ise 100 ml taze besi ortamı 

çalışma hacmi olarak oluşturuldu. 

Çalışma kapsamında, BBO’da, ışık miktarı 3000 lüx, inkübasyon sıcaklığı 25±2  °C, normal 

fotoperiyot (16 saat aydınlık/8 saat karanlık) olarak uygulandı. Tohumların çimlendirilmesi 

aşamasında veya kallus oluşturma çalışmalarında gerektiğinde karanlık ortam kültür kaplarının 

ışık geçirgenliği sağlamayan kutularda gerçekleştirildi. Süspansiyon ve saçak kök kültürü 

çalışmalarında çalkalayıcılar BBO’da yer alan metal platformlara yerleştirilmiş olup, kültür 
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kapları (erlenler) için gerekli görüldüğünde karanlık ortam, erlenlerin etrafı tamamen 

alüminyum folyo ile sarılarak sağlandı. 

Kallus, süspansiyon ve saçak köklerin kullanılmasıyla gerçekleştirilen çalışmalar kapsamında 

sonuçların değerlendirilmesinde; morfolojik çalışmalarla birlikte örneklerin yaş ve kuru 

ağırlıkları hesaplandı. Morfolojik ve sayısal değerlendirmeler her kültür çalışması için 

aşağıdaki şekilde gerçekleştirildi. 

Kallus kültürlerinde gerçekleştirilen çalışmalar sonrası, morfolojik gözlemler kallusların renk 

(pigmentli, pigmentsiz ve diğer renk tonları), fiziksel (dağılgan-sert) durumu izlenerek 

gerçekleştirildi. Yaş ağırlıklar morfolojik değerlendirmeler sonrası kallusların tartılması ile, 

kuru ağırlıklar ise yaklaşık bir gün ışık almayan ortamda ve oda sıcaklığında kurutulduktan 

sonra tartılması ile hesaplandı. 

Süspansiyon kültürlerinde gerçekleştirilen çalışmalar sonrası, morfolojik tespitler 

süspansiyonların renk (pigmentli, pigmentsiz ve diğer renk tonları) ve fiziksel yapıları 

(kümeleşme durumu) gözlenerek gerçekleştirildi. Yaş ve kuru ağırlıkların tespitinde ise, 

inkübasyon süresi sonunda çalışmaya katılan her gruptaki erlenlerden yaklaşık 1 ml 

süspansiyon kültürü 1.5 ml ependorf alınarak 5000 rpm de 6 dakika santrüfüj edildi, ardından 

tüpte pelete dokunmadan maksimum hacimde süpernatant pipet yardımıyla çekilerek atıldı. 

Pelet, kalan minumum miktarda süpernatantla çözüldü ve ağırlığı kaydedilmiş filtre kağıdı 

üzerine yayıldı ve ışık görmeyen ortamda oda sıcaklığında yaklaşık 30 dakika bekletildi. 

Beklemenin ardından filtre kağıtlarının tartımı yapılarak yaş ağırlıklar, sonrasında ışık 

görmeyen ortamda ve oda sıcaklığında filtre kağıtlarının kurutulmasıyla kuru ağırlıkları 

hesaplandı. 

Saçak köklerde gerçekleştirilen çalışmalar sonrası, morfolojik gözlemler saçak köklerin fiziksel 

(parçalanma ve parçalanmama) ve besi ortamındaki renk (pigmentasyon) durumları izlenerek 

gerçekleştirildi. Yaş ve kuru ağırlıklar hesaplanırken, morfolojik gözlemler sonrasında erlenler 

içerisindeki besi ortamı döküldü, ardından oluşan saçak köklerin üzerindeki fazla miktardaki 

besi ortamı kurutularak yaş ağırlık; yaş ağırlığı tespit edilen saçak kökler ışık görmeyen 

ortamda oda sıcaklığında kurutularak kuru ağırlıkları hesaplandı. 
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3.2.2. Tohumların Sterilizasyonu ve Çimlendirme Çalışmaları 

Tohumların çimlendirilmesi çalışmalarında, Kılınç ve arkadaşlarının 2015; Tilkat ve 

arkadaşlarının 2018 yılında rapor ettiği, yüzey sterilizasyonu protokolü kullanıldı (Şekil 3.3A-

F). Protokole göre, tohumlar  %20 lik ticari NaOCl [(ACE, Procter & Gamble), (Şekil 3.3C) ile 

20 dakika çalkalayıcıda (Şekil 3.3D) çalkalandıktan sonra her biri 5’er dakika olmak üzere 3 

defa steril distile su ile NaOCl’ nin etkisi giderilmeye çalışıldı (Şekil 3.3E). Akabinde laminer 

akımlı kabin içinde filtre kağıdı üzerine alınan tohumlar ıslaklıkları giderilinceye kadar 

kurutuldu  (Şekil 3.3F). Islaklığı giden tohumlar pens yardımıyla Zare ve arkadaşlarının 2011 

yılında rapor ettiği çalışmaya göre, bitki büyüme düzenleyici içermeyen MS besi ortamına 

(Murashige ve Skoog, 1962)  ekildi (Şekil 3.3G,H). Besi ortamına ekilen tohumlar inkübasyon 

için bitki büyütme odasına transfer edildi. Çalışmada; A)Tohumların dışındaki sert kabuğu  bir 

kırıcı yardımıyla çatlatılmış ve kabuğundan arındırılmış (perikarp ve testasından arındıırlmış) 

tohumlar kullanılarak, B) Normal fotoperiyot (aydınlık) ve karanlık ortamda çimlendirme 

çalışmaları gerçekleştirildi. Her çalışmada ortalama 50 tohum kullanıldı. 

 

Şekil 3.3: Tohumların çimlendirilmesi. A) Kabuklu, kabuğu çatlatılmış ve B) kabuksuz tohumlar, C) 

Tohumların 20 dk, %20 NaOCl çözeltisinde çalkalanması D) Çalkalama işlemlerinin çalkalayıcıda 

yapılması, E) Tohumların 3 defa 5’ er dakika steril distile suda yıkanmasıma, F) yüzey sterilizasyonu 

yapılan tohumların ekilmeden önce laminar akımlı kabinde steril filtre kağıtları üzerinde kurutulması, 

G) kabuklu, kabuğu çatlatılmış, H) kabuksuz tohumların BBD içermeyen MS ortamına transfer 

edilmesi. (Barlar; A) 0.6 cm, B) 0.6cm, C) 1cm, D) 5cm, E) 1cm, F) 0.9cm, G) 0.9cm, H) 0.9cm).   

3.2.3. Çimlenen Tohumlardan Elde Edilen Aksenik Materyallerden Kallus 

Kültürlerinin Elde Edilmesi Çalışmaları 

3.2.3.1. Kallus Kültürü Oluşturma Çalışması 

Tez çalışması kapsamında, şikonin ve türevleri ile yağ asitlerinin üretilmesi ve üretiminin 

arttırılması amacıyla kullanılan süspansiyon kültürleri, çimlendirilen tohumlardan elde edilen 
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kotiledon yaprağı ve kök eksplantlarından oluşturulan kallus kültürleriyle gerçekleştirildi. 

Çalışma kapsamında daha önce literatürde rapor edilen çalışmalardan elde edilen bilgiler 

modifiye edilerek (Zare ve diğ., 2011) farklı besi ortamlarının ve BBD kombinasyonlarının 

kallus oluşturmaya etkisi araştırıldı.  

Normal fotoperiyotlu BBO’da, BBD içermeyen MS besi ortamında çimlendirilen tohumlardan 

elde edilen kökler ve kotiledon yaprakları (Şekil 3.4) eşit büyüklükte alınarak Tablo 3.6’da 

sunulan besi ortamlarına ekildi ve BBO’da normal fotoperiyotta (Şekil 3.5, Şekil 3.7, Şekil 3.9, 

Şekil 3.11, Şekil 3.13, Şekil 3.15) ve karanlık ortamda  (Şekil 3.6, Şekil 3.8, Şekil 3.10, Şekil 

3.12, Şekil 3.14, Şekil 3,16)  yaklaşık 1 ay inkübe edildikten sonra kallus morfolojileri ve kallus 

oluşum yüzdeleri hesaplandı. 

 

Şekil 3.4: E. italicum bitkisine ait tohumların in vitro ortamda çimlendirilmesi sonrası oluşan kotiledon 

yaprağı ve kök.  

 

                                    Tablo 3.6: Kallus üretimi için kullanılan besi ortamı tipleri. 

Besi Ortamı 

Tipi 
Hormon Kombinasyonu (mg/l) 

LS 2 Kin+0.2 IAA 2 Kin+0.2 NAA 2 Kin+0.2 2,4-D 

½ LS 2 Kin+0.2 IAA 2 Kin+0.2 NAA 2 Kin+0.2 2,4-D 

Gamborg 0 2 Kin+0.2 IAA 2 Kin+0.2 NAA 2 Kin+0.2 2,4-D 

White 2 Kin+0.2 IAA 2 Kin+0.2 NAA 2 Kin+0.2 2,4-D 

MS 2 Kin+0.2 IAA 2 Kin+0.2 NAA 2 Kin+0.2 2,4-D 

SH 2 Kin+0.2 IAA 2 Kin+0.2 NAA 2 Kin+0.2 2,4-D 

Her denemede ortalama 20 eksplant kullanıldı ve 3 defa tekrarlandı. 
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Şekil 3.5: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprakları ve köklerin, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli LS besi ortamında ve normal fotoperiyot koşullarında kallus üretimine etkisi. 

(Bar: 1cm). 

 

Şekil 3.6: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprakları ve köklerin, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli LS besi ortamında ve karanlık koşullarda kallus üretimine etkisi. (Bar: 1cm). 
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Şekil 3.7: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprakları ve köklerin, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli ½ LS besi ortamında ve normal fotoperiyot koşullarında kallus üretimine etkisi. 

(Bar: 1cm). 

 

Şekil 3.8: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprakları ve köklerin, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli ½ LS besi ortamında ve karanlık koşullarda kallus üretimine etkisi. (Bar: 1cm). 
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Şekil 3.9: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprakları ve köklerin, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli Gamborg besi ortamında ve normal fotoperiyot koşullarda kallus üretimine 

etkisi. (Bar: 1cm). 

 

Şekil 3.10: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprakları ve köklerin, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli Gamborg besi ortamında ve karanlık koşullarda kallus üretimine etkisi. (Bar: 

1cm). 
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Şekil 3.11: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprakları ve köklerin, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli White besi ortamında ve normal fotoperiyot koşullarında kallus üretimine etkisi. 

(Bar: 1cm). 

 

Şekil 3.12: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprakları ve köklerin, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli White besi ortamında ve karanlık koşullarda kallus üretimine etkisi. (Bar: 1cm).  
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Şekil 3.13: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprakları ve köklerin, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli MS besi ortamında ve normal fotoperiyot koşullarında kallus üretimine etkisi. 

(Bar: 1cm). 

 

Şekil 3.14: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprakları ve köklerin, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli MS besi ortamında ve karanlık koşullarda kallus üretimine etkisi. (Bar: 1cm). 
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Şekil 3.15: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprakları ve köklerin, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli SH besi ortamında ve normal fotoperiyot koşullarında kallus üretimine etkisi. 

(Bar: 1cm). 

 

Şekil 3.16: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprakları ve köklerin, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli SH besi ortamında ve karanlık koşullarda kallus üretimine etkisi. (Bar: 1cm). 
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3.2.3.2. Stok Kallus Kültürü Eldesi ve Kallus Gelişiminin Karakterizasyonu Çalışması  

Elde edilen kallusların 2 mg/l Kin ile 0.2 mg/l farklı oksin  (IAA-NAA-2,4-D) kombinasyonu 

destekli farklı besi ortamlarında [LS (Linsmaier ve Skoog, 1965), ½LS, Gamborg (Gamborg v 

diğ. 1968) , White (White, 1943), MS ve SH (Schenk ve Hildebrandt, 1972)] ve karanlık ile 

normal fotoperiyot koşullarında inkübasyonu sonrası gelişimlerinin izlendiği çalışmada elde 

edilen veriler irdelendiğinde, süspansiyon çalışmalarında kullanılabilecek nitelikte olan 

kalluslar için en uygun ışık yoğunluğu ve besi ortamı; kök kaynaklı kalluslar için karanlık 

ortamdaki 2 mg/l Kin ile 0.2 mg/l IAA destekli LS besi ortamı, kotiledon yaprağı kaynaklı 

kallusları için ise normal fotoperiyot ve karanlık koşullarda 2 mg/l Kin ile 0.2 mg/l 2,4-D 

destekli LS besi ortamı olarak belirlendi. 

Kallus oluşturma ve geliştirme besi ortamının belirlenmesi akabinde en uygun koşullarda 

kallusların gelişmesinin irdelenmesinin yanında en uygun ışık yoğunluğunun belirlenmesi ve 

sonrasında stok kallus kültürü elde edilmesi için kallus kültürlerinin gelişimi izlendi. Çalışma 

kapsamında oluşturulan kallus kültürlerinden elde edilen kalluslar ağırlıkları alınarak belirlenen 

besi ortamlarına ekildi (Şekil 3.15), ardından BBO’da [kotiledon yaprağı (normal fotoperiyot 

ve karanlık) ve kökler (karanlık) kalluslar] yaklaşık 1 ay inkübe edildikten sonra yaş ve kuru 

ağırlıkları hesaplandı.  
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Şekil 3.17: Kallus oluşturulması için uygun besi ortamlarına ekilen A. Kök ve B ve C. kotiledon 

yaprakları (Barlar: 1.3 cm). 

 

Elde edilen stok kallus kültürleri kullanılarak kallusların gelişimi ve karakterizasyonu 

çalışmaları yapıldı. Benzer şekilde kotiledon yaprağı kaynaklı kalluslar normal fotoperiyot ve 

karanlık ortamda LS+2 mg/l Kin+ 0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında, kök kaynaklı kalluslar ise 

karanlık ortamda LS+2 mg/l Kin+ 0.2 mg/l IAA besi ortamında inkübe edildi (Şekil 3.16).  

 

Şekil 3.18: Kotiledon yaprakları ve kök kaynaklı kallus kültürlerinde kallus gelişimi ve 

karakterizasyonu için besi ortamına ekilen kalluslar (Barlar: 1.3 cm). 
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3.2.4. Oluşturulan Kök ve Kotiledon Yaprağı Kaynaklı Kalluslardan Süspansiyon 

Kültürlerinin Elde Edilmesi Çalışmaları 

Tez çalışması kapsamında, şikonin ve türevleri ile yağ asitlerinin in vitro kültürlerde üretilmesi 

ve bazı fiziksel ve kimyasal elisitasyon uygulamalarıyla miktarının artrılmasında süspansiyon 

kültürleri kullanıldı. Süspansiyon kültürlerinin oluşturulması için uygun nitelikte (kolay 

dağılabilir) kallusların kullanılması önemlidir. Bu amaçla, şikonin ve türevlerinin üretilmesinde 

2 mg/l Kin ve 0.2 mg/l IAA destekli LS besi ortamında üretilen kök kaynaklı pigmentli 

dağılabilir kalluslar, yağ asitleri için ise 2 mg/l Kin ve 0.2 mg/l 2,4-D destekli LS besi ortamında 

üretilen kotiledon yaprağı kaynaklı dağılabilir kalluslar kullanıldı. 

3.2.4.1. Süspansiyon Kültürü Oluşturma Çalışması 

Literatürde şikonin ve türevlerinin süspansiyon kültürlerinden üretilmesinde ışığın etkisi 

olumsuz olarak tespit edildiğinden daha önce de ifade edildiği üzere kök kaynaklı kallusların 

oluşturulmasında ve çoğaltımında kültürler tamamen karanlık koşullarda inkübe edildiği gibi 

süspansiyon kültürlerinin oluşturulması ve stok süspansiyon kültürü elde edilmesinde de 

kültürler tamamen karanlık koşullarda inkübe edildi. 

Yayınlanmış literatür kapsamında, yağ asitlerinin süspansiyon kültürlerinde üretilmesinde 

ışığın olumlu ya da olumsuz yönde herhangi bir etkisi olmadığından kotiledon yaprağı kaynaklı 

kallusların oluşturulmasında ve çoğaltılmasında kültürler hem normal fotoperiyot hem de 

karanlık ortamda inkübe edilirken, süspansiyon kültürlerinin oluşturulması ve stok süspansiyon 

kültürü elde edilmesinde de kültürler normal fotoperiyot ve karanlık ortamda inkübe edildi. 

Ancak, kotiledon yaprakları kaynaklı kallusların normal fotoperiyotta inkübasyonu, sert ve 

dağılgan olmayan kalluslar meydana getirdiğinden, kotiledon yaprakları kaynaklı kalluslardan 

süspansiyon kültürü çalışmalarında karanlıkta inkübe edilen kotiledon yaprağı kallus kültürleri 

kullanıldı ve süspansiyon kültürleri oluşturulması ve stok süspansiyon kültürü elde edilmesinde 

kültürler hem karanlık hem de normal fotoperiyotta inkübe edildi. 

Süspansiyon kültürleri oluşturma çalışmalarında, 3.2.4. başlığı altında ifade edildiği gibi 

şikonin ve türevlerinin üretilmesinde 2 mg/l Kin ve 0.2 mg/l IAA destekli LS besi ortamında 

üretilen ve çoğaltılan kök kaynaklı pigmentli dağılabilir kalluslar, yağ asitleri için ise 2 mg/l 

Kin ve 0.2 mg/l 2,4-D destekli LS besi ortamında karanlık ortamda inkübasyon sonucu üretilen 

ve çoğaltılan kotiledon yaprağı kaynaklı dağılabilir kalluslar kullanıldı. Süspansiyon kültürleri 
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oluşturma çalışmasında, dağılgan nitelikte kalluslardan her 250 ml erlene yaklaşık 5 gr kadar 

alınarak üzerine aynı besi ortamının 100 ml sıvı hali eklendi. Kallusların besi ortamının 

eklendiği erlenler gerekli kapatılma işlemleri gerçekleştirilerek, BBO’da 100 rpm dönme hızına 

ayarlı çalkalayıcılar üzerinde inkübe edilerek süspansiyon kültürleri başlatıldı (Şekil 3.17). 
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Şekil 3.19: Kotiledon yaprakları ve kök kallus hatlarından süspansiyon kültürlerinin başlatılması. A) ve 

E) Kök, B), C), F) ve G.) Kotiledon Yaprakları (Barlar; A), B) ve C) Bar: 1.4 cm, D) Bar: 1.1 cm, E), 

F) ve G) Bar: 1.5 cm). 
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3.2.4.2. Stok Süspansiyon Kültür Hatları Oluşturma Çalışması 

3.2.4.1. başlığı altında ifade edildiği üzere hem kotiledon yaprağı (normal fotoperiyot ve 

karanlık ortamda inkübasyon) hem de kök (karanlık ortamda inkübasyon) süspansiyon 

kültürleri başlatıldı ve akabinde elde edilen süspansiyon kültürlerinden stok süspansiyon 

kültürü elde edilmesi çalışmalarına geçildi. Çalışma kapsamında ilk birkaç alt kültürleme 

aşaması sürecinde, hücrelerin iyi dağılması için inkübasyon süresi sonunda her ay sırasıyla 

steril edilmiş 500μm lik, 250 μm lik ve son olarak da 100 μm lik çapa sahip steril çelik 

eleklerden süzülerek hücrelerin ayrılması sağlandı. Bu çalışmalarda kullanılan besi ortamları, 

süspansiyon oluşturma çalışmalarında kullanılan besi ortamları ile benzer olacak şekilde 

ayarlandı. Ayrıca ilgili çalışmaya ait işlemler Şekil 3.20’de sunuldu.  

Şekil 3.18’de verildiği üzere, süspansiyon kültürünün başlatıldığı hatlar yaklaşık 1 ay sonra 

çalkalayıcıdan alınarak 500μm lik elekten geçirildi. Elekten geçirilen süspansiyonlardan 250 

ml lik erlenlere 50 ml alınıp üzerine 50 ml taze besi ortamı ilave edilerek kapatıldı ve yeniden 

yaklaşık bir ay BBO’da 100 rpm ayarlanmış çalkalayıcı üzerinde inkübe edilerek süspansiyon 

kültürleri elde edildi. 500μm lik elekten geçirilen süspansiyon hatları yaklaşık 1 ay sonra 

çalkalayıcıdan alınarak bu defa 250μm lik elekten geçirildi. Elekten geçirilen süspansiyon 

kültürlerinden 250 ml lik erlenlere 50 ml alınıp üzerine 50 ml taze besi ortamı ilave edilerek 

kapatıldı ve yeniden yaklaşık bir ay BBO’da 100 rpm ayarlanmış çalkalayıcı üzerinde inkübe 

edilerek süspansiyon kültürleri elde edildi. 250μm lik elekten geçirilen süspansiyon hatları 

yaklaşık 1 ay sonra çalkalayıcıdan alınarak bu defa 100μm lik steril elekten geçirildi. Elekten 

geçirilen süspansiyon kültürlerinden 250 ml lik erlenlere 50 ml alınıp üzerine 50 ml taze besi 

ortamı ilave edilerek kapatıldı ve yeniden yaklaşık bir ay 25±2 °C BBO’da 100 rpm ayarlanmış 

çalkalayıcı üzerinde inkübe edilerek süspansiyon kültürleri elde edildi. Ayrıca süspansiyon 

kültürü çalışmalarında her elekten geçirme süreci sonrasında hücrelerin görüntülenmesi 

Olympus CX41 mikroskopla yapılarak, hücrelerin varlığı, konumu ve düzenleri tespit edildi.  

100μm lik elekten geçirildikten sonra oluşturulan süspansiyon kültürleri, her ay 250 ml 

erlenlere 50 ml kültür 50 ml besi ortamı olacak şekilde alt kültürlenip BBO’da 100 rpm 

ayarlanmış çalkalayıcı üzerinde yaklaşık 1 ay inkübe edilerek stok kültürler elde edildi. Seri alt 

kültürleme sonrası süspansiyonların durumları gözlendi, gerektiğinde (kümeleşme var ise) 

100μm lik elekten geçirilme işlemleri tekrarlanarak aynı şekilde stok kültür elde etme 

çalışmalarına devam edildi (Şekil 3.21). 
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Şekil 3.20: Kotiledon yaprağı ve kök kökenli kalluslardan başlatılan süspansiyon kültürlerinden stok 

süspansiyon kültürlerin elde edilmesine ait şekil. 
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Şekil 3.21: Kotiledon yaprağı ve kök kaynaklı stok süspansiyon kültürlerinden kümeleşme gözlenen 

süspansiyon kültürlerinin yeniden elekten geçirilmesi ile stok süspansiyon kültürlerinin elde edilmesine 

ait şekil. 

 

3.2.4.3. Süspansiyon Kültürlerinde Optimizasyon Çalışması 

Her iki eksplant kaynağı için stok süspansiyon kültürlerinin elde edilmesiyle birlikte, şikonin 

ve türevleri ile yağ asitlerinin üretilmesi ve miktarını arttırılmasına yönelik çalışmalarda, en 

uygun büyüme koşullarının belirlenmesinde önemli etkenlerden birisi de çalkalama hızıdır. Bu 

nedenle hem kök hem de kotiledon yaprağı kaynaklı stok süspansiyon kültürlerinden, her bir 

çalkalama hızı için 5 adet 250 ml erlene alt kültür zamanı gelen süspansiyon hatlarından 50 ml 

üzerine 50 ml taze besi ortamı ilave edilerek, 90-100-110 rpm farklı çalkalama hızlarına sahip 

çalkalayıcılar üzerinde BBO’da inkübe edildi. Farklı çalkalama hızları deneme çalışmalarında 

kotiledon yaprağı süspansiyon kültürleri normal fotoperiyot ve karanlık, kök süspansiyon 

kültürleri ise karanlık ortamda inkübe edilerek en uygun çalkalama hızı yaş ve kuru ağırlıklar 

hesaplanarak tespit edilmeye çalışıldı. 
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3.2.4.4. Süspansiyon Kültürlerinde Büyümenin Karakterizasyonu Çalışması 

En uygun, büyüme ortamı ve büyüme koşullarının belirlenmesinin ardından, süspansiyon 

kültüründe metabolit üretimi ve arttırımı için en uygun elisitasyon zamanının belirlenmesi 

amacıyla, hem kök süspansiyonları hem de kotiledon yaprağı süspansiyonları için büyüme 

eğrisi oluşturulması çalışmalarına geçildi. 

Çalışmada, kültürün başlangıcı olarak kabul edilen 0. günden itibaren  her 7 günde bir 28. güne 

kadar her deneme için 5 erlen olacak şekilde 250 ml erlene alt kültür zamanı gelen süspansiyon 

hatlarından 50 ml üzerine 50 ml taze besi ortamı ilave edilerek kültürler hazırlandı. Kotiledon 

yaprağı süspansiyon hatları karanlık ortamda BBO’da 100 rpm ayarlı çalkalayıcı üzerinde, kök 

süspansiyon hatları ise yine karanlık ortamda BBO’da 110 rpm ayarlı çalkalayıcı üzerinde 

inkübe edildi. Büyüme eğrisi hesaplanmasında, her zaman diliminde BBO’dan alınan 

süspansiyon kültürlerinde morfolojik gözlemlerin yanında, örnek alınarak yaş ve kuru 

ağırlıkları hesaplandı. 

3.2.5. Çimlenen Tohumlardan Elde Edilen Köklerden Saçak Kök Kültürlerinin Elde 

Edilmesi Çalışmaları 

3.2.5.1. Tohum Kökenli Köklerden Saçak Kök Kültürlerinin Oluşturma Çalışması 

Tez çalışması kapsamında şikonin ve türevlerinin üretilmesi ve sonrasında bazı fiziksel ve 

kimyasal elisitasyon uygulamalarıyla miktarının arttırılmasında farklı bir kültür tipi olarak 

saçak kök oluşturma çalışması gerçekleştirildi. 

Çimlenmiş tohumlardan elde edilen köklerden saçak kök oluşturma çalışmasında, Chaudhury 

ve Pal’ ın 2010 rapor ettikleri çalışma modifiye edilerek gerçekleştirildi. Agrobacterium 

rhizogenes ATCC 15834 ticari olarak satın alındı. LB [%1 tripton, %0,5 maya özütü, %0,5 

NaCl, pH 7,0, (Bertani, 1951)] besi ortamında 28 ºC’da inkübe edilerek 24 saatlik taze kültürleri 

hazırlandı. Bu taze kültürden tek koloni elde etmek amacıyla streak plate yöntemi ile yarı katı 

LB besi ortamına ekim yapıldı. 24 saat 28 ºC’ ta inkübe edilen Petri plaklarından alınan tek 

koloni 5 ml LB sıvı besi ortamında OD 600 oluncaya kadar 28 ºC’ ta inkübe edildi.  Bakteri 

hücreleri 3000 rpm’ de 10 dakika santrifüj edilerek çöktürüldü. Supernatant döküldü ve pelet 

100 µM asetosiringon içeren ancak vitamin, sukroz ve bitki büyüme düzenleyicisi içermeyen 

20 ml sıvı Gamborg 0 besi ortamında süspanse edildi. In vitro koşullarda çimlendirilen E. 
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italicum L. tohumlarından oluşan bitkiciklerin kökleri bu süspansiyonun içine aseptik 

koşullarda aktarıldı ve süspansiyon 100 rpm’de 15-20 dakika çalkalayıcıda çalkalandı. 

Çalkalanan eksplantlar süspansiyondan çıkartıldı ve steril kabin içinde bitki dokusuna bulaşan 

fazla bakteriden kurtulmak için steril filtre kağıtlarında bekletildi. Ardından enfekte olan kökler 

BDD içermeyen Gamborg besi ortamına aktarılarak karanlık ortamda BBO’da inkübe edildi. 

Saçak kök oluşumları gözlendiğinde (yaklaşık 1 Hafta) köklerden A. rhizogenes eliminasyonu 

için bellirli bir alt kültür süresince kökler, 300 mg/ml Timentin içeren BBD içermeyen 

Gamborg besi ortamına aktarılarak karanlık ortamda BBO’da inkübe edildi.  

3.2.5.2. Stok Saçak Kök Kültürü Hatları Oluşturma Çalışması 

3.2.5.1. başlığında ifade edildiği üzere elde edilen saçak kökler, alt kültür süreci içerisinde 300 

mg/l Timentin içeren BBD içermeyen Gamborg besi ortamına aktarılarak karanlık ortamda 

inkübe edildi. İnkübasyon süreci sonunda, A. rhizogenez’in kültür ortamıdan tamamen elemine 

edilene kadar saçak kökler 300 mg/l Timentin içeren BBD içermeyen Gamborg besi ortamında 

ayda bir periyodta karanlık ortamda BBO’da inkübasyona devam edildi. A. rhizogenez’in kültür 

ortamından tamamen elemine edilmesinden sonra saçak kökler yaklaşık ayda bir periyodta 

timentin içermeyen Gamborg 0 besi ortamında ve karanlık ortamda BBO’da inkübe edilerek 

stok saçak kök kültürleri elde edildi.  

3.2.5.3. Stok Saçak Kök Kültürlerinden Sıvı Ortamda Stok Saçak Kök Kültürlerinin 

Oluşturulması ve Optimizasyon Çalışması 

Şikonin ve türevlerinin üretilmesi ve bazı fiziksel ve kimyasal elisitasyon yöntemleriyle 

miktarlarının arttırılması çalışmaları sürecinde kullanılmak üzere yarı katı besi ortamlarında 

çoğaltılan saçak kökler sıvı ortamda üretilmesi aşamasına geçildi. Çalışmada, yaklaşık 0.5 gr 

yarı katı besi ortamından alınan saçak kökler, 250 ml erlenlere aktarılarak üzerine 100 ml sıvı 

Gamborg 0 besi ortamı ilave edilip, ardından gerekli kapatılma işlemleri gerçekleştirilerek, 

BBO’da 100 rpm dönme hızına ayarlı çalkalayıcılar üzerinde inkübe edilerek sıvı ortamda 

saçak kök kültürleri başlatıldı (Şekil 3.20). 



64 

 

 

 

 

Şekil 3.22: Sıvı ortamda saçak kök kültürü oluşturma. A) Saçak kökler, B) Saçak köklerin alt kültürünün 

yapılması, C) Stok saçak kök kültürlerinin elde edilmesi, D) Sıvı saçak kök kültürlerinin oluşturulması  

(Bar: 0.9 cm). 

 

Her 1 aylık inkübasyon süreci sonunda, sıvı besi ortamda çoğalan saçak kök kültürlerinden belli 

miktar alınarak benzer şekilde 250 ml erlenlere transfer edildi ve üzerine 100 ml sıvı Gamborg 

0 besi ortamı ilave edilip, ardından gerekli kapatılma işlemleri gerçekleştirilerek, BBO’da 100 

rpm dönme hızına ayarlı çalkalayıcılar üzerinde inkübe edilerek sıvı ortamda stok saçak kök 

kültürleri elde edildi. 

Süspansiyon kültürlerinde gerçekleştirilen çalkalama hızlarına yönelik optimizasyon 

çalışmalarına benzer çalışma sıvı ortamda saçak kök kültürleri oluşturma çalışamalarında da 

gerçekleştirildi. Çalışmada sıvı ortamdaki saçak kök kültürlerinden alınan yaklaşık 0.5 gr saçak 
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kökler 250 ml erlenlere aktarılarak üzerine 100 ml sıvı Gamborg 0 besi ortamı ilave edilip, 

ardından gerekli kapatılma işlemleri gerçekleştirilerek, BBO’da 90-100-110 rpm dönme hızına 

ayarlı çalkalayıcılar üzerinde inkübe edilerek farklı çalkalama hızlarının saçak kök oluşumuna 

etkisi tespit edilmeye çalışıldı. Uygulama sonrasında, çalışmaya ait her bir erlen çalkayıcı 

üzerinden alınarak, morfolojik gözlemler kaydedilerek, yaş ve kuru ağırlıkları hesaplandı.  

3.2.5.4. Sıvı Ortamda Saçak Kök Kültürlerinde Büyüme Eğrisi Elde Edilmesi Çalışması 

Sıvı ortamda gerçekleştirilen saçak kök kültürleri oluşturma, stok saçak kök kültürleri 

çalışmaları ve ardından gerçekleştirilen optimizasyon çalışmaları sonrasında, süspansiyon 

kültürlerinde gerçekleştirildiği gibi metabolit üretimi ve arttırımı için en uygun elisitasyon 

zamanının belirlenmesi amacıyla sıvı ortamda saçak kök üretim çalışmalarında büyüme eğrisi 

çalışması gerçekleştirildi. Çalışmada, her 10 gün için 5’er erlen olmak üzere sıvı ortamdaki 

saçak kök kültürlerinden alınan yaklaşık 0.5 gr saçak kökler 250 ml erlenlere aktarılarak üzerine 

100 ml sıvı Gamborg 0 besi ortamı ilave edilip, ardından gerekli kapatılma işlemleri 

gerçekleştirilerek, optimizasyon çalışmaları kapsamında en uygun çalkalama hızı olarak tespit 

edilen 100 rpm dönme hızına ayarlı çalkalayıcılar üzerinde BBO’da inkübe edildi. Her 10 günde 

bir çalışma kapsamında hazırlanan erlenler BBO’dan alınıp 30. güne kadar saçak köklerin 

büyümesi gözlenerek en uygun elisitasyon uygulama zamanı tespit edilmeye çalışıldı. Büyüme 

eğrisi hesaplanmasında, belirlenen her zaman dilimi için, çalışmaya ait her bir erlen grubu 

çalkayıcı üzerinden alınarak, morfolojik gözlemler kaydedildi ve akabinde yaş ve kuru 

ağırlıkları hesaplandı. 

3.2.6. Kök ve Kotiledon Yaprağı Süspansiyon Kültürleri ile Sıvı Ortamdaki Saçak Kök 

Kültürlerinden Metabolit Üretimi ve Arttırımı İçin Elisitasyon Uygulama Çalışmaları 

Tez çalışması kapsamında, en uygun in vitro üretim prosesinin belirlendiği, kotiledon yaprağı 

ve kök süspansiyon kültürleri ile sıvı ortamdaki saçak kök kültürlerinde bir sonraki aşama, 

üretilen stok kültürlerde metabolit üretiminin (şikonin ve türevleri ile yağ asitleri) arttırılması 

amacıyla çeşitli fiziksel ve kimyasal elisitasyon çalışmaları gerçekleştirildi. 

Çalışma kapsamında süspansiyon ve saçak kök kültürlerine uygulanan elisitasyon tipi ve 

miktarı/süresi Tablo 3.7’de sunuldu.  
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Tablo 3.7’de yer alan kimyasal elisitörler Başlık 3.1.2’de ifade edilen şekilde hazırlanarak; stok 

süspansiyon kültürlerinden, 250 ml erlene 50 ml süspansiyon kültürü üzerine 50 ml uygun besi 

ortamı (Kotiledon yaprağı süspansiyon kültürleri için; 2 mg/l Kin ve 0.2 mg/l 2,4-D destekli 

LS, Kök süspansiyon kültürleri için; Kotiledon yaprağı süspansiyon kültürleri için; 2 mg/l Kin 

ve 0.2 mg/l IAA destekli LS) ilave edilerek, sıvı ortam saçak kök kültürleri için; 250 ml erlene 

yaklaşık 0.5 gr saçak kök alınarak üzerine BBD içermeyen Gamborg besi ortamı ilave edildi. 

Hazırlanan kültürler daha sonra gerçekleştirilen optimizasyon çalışmaları kapsamında 

(Kotiledon yaprağı süspansiyon ve sıvı ortam saçak kök kültürleri 100 rpm, kök süspansiyon 

kültürleri 110 rpm hızında) tespit edilen hızlara ayarlı çalkalayıcılar üzerinde karanlık ortamda 

BBO’da inkübe edildi. Akabinde büyüme eğrisi çalışmalarında tespit edilen büyüme fazı 

sonunda Tablo 3.7’de sunulan elisitasyonlar ilgili zaman dilimlerinde uygulandı. 

                 Tablo 3.7: In vitro kültürlere uygulanan elisitasyon tip, miktar ve zaman tablosu. 

Kültür Tipi 
Kotiledon Yaprağı 

Süspansiyon 
Saçak Kök Kültürü Kök Süspansiyon 

Elisitasyon Tipi 

Uygulama Zamanı 
(Saat) 

Uygulama Zamanı 
(Saat) 

Uygulama Zamanı 
(Saat) 

0 12 24 48 0 12 24 48 0 12 24 48 

Kontrol X X X X X X X X X  X  

Soğuk (+4°C)  X X X  X X X   

ABA (0.1 mg/l) X X X X X X 
ABA (0.5 mg/l) X X X X X X 
DMSO (%0.1) X X X X X X 
DMSO (%0.2) X X X X X X 
MeJA (5 µM) X X X X X X X 

MeJA (10 µM) X X X X X X X 

Maya Özütü (100 mg)       X 

Maya Özütü (200 mg) X 

AgNO3 (4 mg) X 

AgNO3 (8 mg) X 

 

Tablo 3.7’ de ifade edilen çalışmalar sonrasında uygulama kapsamında yapılan her çalışma 

grubu için erlenlerdeki kültürlere yönelik morfolojik ve sayısal gözlem gerçekleştirildi.  

Elisitasyon uygulaması sonrası, süspansiyon kültürlerinde morfolojik gözlem sonrasında yaş ve 

kuru ağırlık hesaplandı. Morfolojik ve sayısal gözlem sonrasında geriye kalan örnekler, kaba 

filtre kağıtlarından geçirilerek besi ortamı uzaklaştırıldı aradından, oda sıacaklığında karanlık 

ortamda kurutularak metabolit tipi ve miktarı analizleri için saklandı. 
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Elisitasyon uygulaması sonrası sıvı ortamdaki saçak kök kültürlerinde morfolojik gözlem 

sonrasında yaş ve kuru ağırlık hesaplandı. Kuru ağırlıkları tespit edilen saçak kökler metabolit 

tipi ve miktarı analizleri için saklandı. 

3.2.7. In vivo Bitki Kısımlarından ve In vitro Kültür Uygulamalarında Şikonin ve 

Türevlerinin ile Yağ Asidi Tipi ve Miktarlarının Belirlenmesi Çalışmaları  

Tez çalışması kapsamında, Tablo 3.1 (Kök) ve Tablo 3.2 (Tohum) kapsamındaki yer alan 

örneklerden analiz için yeterliliği göz önünde bulundurularak, şikonin ve türevleri ile yağ asidi 

tipi ve miktarları tespit edildi. 

3.2.7.1. In vivo ve In Vitro Kök Örneklerinden (Kök Süspansiyon ve Saçak Kök Kültürleri) 

Şikonin ve Türevlerinin Miktarlarının Belirlenmesi Çalışması 

Tablo 3.1’de yer alan ve tür tespiti yapılmış olan Echium cinsine ait türlerden analiz için yeteri 

kadar kök elde edilen örnekler (Tablo 3.8) ile, Başlık 3.2.6 kapsamındaki çalışmalardan (Kök 

Süspansiyon ve Sıvı Ortam Saçak Kök Kültürü Elisitasyon Çalışmaları) elde edilen örneklerden 

şikonin ve türevlerinin tespiti ve miktarlarının belirlenmesi için; analizi yapılacak yeteri kadar 

örnek (~1 gr) tartıldı, tartım sonrası örnekler sırayla kloroformda ektrakte edildi. Evaporatör 

kullanımı yapılarak kloroform uzaklaştırıldı. Kloroform uçurulduktan ekstrakt diklorometanda 

bırakıldı. Ardından Hekzan:Etil Asetat (8.5:1.5) çözücü sisteminde İTK ile analiz yapıldı. 

Gerekli madde miktarına ulaşılmasının ardından Hekzan:Etil Asetat (8.5:1.5) sistemiyle 

preparatif İTK kullanılarak maddeler saflaştırıldı ve tartımları yapılarak oranlar hesaplandı. 

Örneklerden madde miktarı tespiti yapılırken, analize alınan örnek miktarına göre elde edilen 

miktarlar arasında oranlama yapıldı. 

Prepartif İTK sonrasında saflaştırılan maddelerin tanımlaması standartlara göre yapılırken, 

gerçek yapılarının tanımlanması için yüksek oranda materyel üretilerek (saçak kök) NMR da 

yapı analizi gerçekleştirildi. 

Ayrıca, gerçekleştirilen çalışmaya ait şekil Şekil 3.23’ de sunuldu. 
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Tablo 3.8: Doğal ortamda yetişen Echium cinslerinden elde edilen kuru kök miktarları ve lokalite 

bilgileri. 

Örnek 

No 
Tür İsmi GPS Kodu 

Yükseklik 

(Metre) 
Konum 

Kuru Kök 

Miktarı 

(gr) 

Ö2 E. italicum 
41º40’45” K 

27º02’48” D 
132 

Edirne-Kırklareli Yolu İnece 

Mevki 
2.97 

Ö3 E. italicum 
41º24’59” K 

27º13’14” D 
52 

Lüleburgaz Sarıcaali Köyü 

Taşköprü Mevki 
3.34 

Ö4 E. italicum 
41º05’23” K 

27º44’45” D 
63 

Çorlu Yenice Mevki 

(Tekirdağ) 
2.24 

Ö6 E. italicum 
40º38’50” K 

26º50’33” D 
12 Gelibolu-Çanakkale 3.30 

Ö7 E. plantagenium 
40º09’19” K 

26º27’26” D 
73 Çanakkale Otobüs Terminali 10.11 

Ö9 E. vulgare 
40º36’45” K 

35º05’40” D 
1080 

Çorum-Merzifon Yolu 10. 

Km 
3.22 

Ö10 E. vulgare 
40º43’53” K 

39º38’10” D 
791 

Maçka Sümela Manastırı 

Yolu (Trabzon) 
0.96 

Ö11 E. vulgare 
41º22’49” K 

41º35’40” D 
202 

Borçka-Hopa Yolu 10. Km 

(Artvin) 
3.63 

Ö12 E. vulgare 
40º43’8” K 

39º31’15” D 
850 Trabzon Hamsikök 10. Km 5.37 

Ö13 E. vulgare 
41º6’18” K 

39º24’47” D 
15 

Trabzon-Giresun Yolu 

Çarşıbaşı Mevki 
2.45 

Ö14 E. vulgare 
41º9’39” K 

37º5’6” D 
7 

Ordu-Terme Yolu Sakarlı 

Mevki 
4.91 

Ö15 E. vulgare 
41º13’15” K 

36º50’57” D 
14 

Terme-Samsun Yolu Dal 

Bahçe Mevki 
5.98 

Ö18 E. vulgare 
41º16’1” K 

33º22’11” D 
792 

Kastamonu-Karabük Yolu 

Gemi Mevki 
7.06 

Ö19 E. vulgare 
41º16’1” K 

33º22’11” D 
792 

Kastamonu-Karabük Yolu 

Gemi Mevki 
2.74 

Ö20 E. vulgare 
41º9’31” K 

32º27’46” D 
213 

Karabük-Zonguldak Yolu 

Şahinkaya Tüneli Yenice 

Mevki 

3.73 

Ö24 E. italicum 
38º52’59” K 

40º52’34” D 
1200 Bingöl Üniversitesi-Bingöl 14.6 
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Şekil 3.23: Örneklerden şikonin ve türevlerinin tespitine ve miktar tayinine yönelik şekil. 

 

3.2.7.2. Tohum ve In Vitro Kotiledon Yaprağı Süspansiyon Kültürlerinde Toplam yağ ve 

Yağ Asidi Miktarlarının Tespiti Çalışmaları 

Tablo 3.2’de yer alan örnekler üzerinden doğu batı kuzey güney ile farklı yüksekliklerden 

toplanan tohum (3 gr) (Tablo 3.9) ve kotiledon yaprağı süspansiyon kültürlerine yönelik 

çalışmalarda kullanılan örnekler (1 gr), öğütücüden geçirilerek tartıldı (W1). Soxhlet 

ekstraksiyon sisteminde yer alan numune kaplarının darası (W2) alındı. Ardından, soxhlet 

siteminde yer alan kartuşlara alınan örnekler, toplama kaplarına 100 ml hekzan bırakılarak 

sistem 4 saat ekstraksiyon, 30 dakika yıkama ve 45 dakika kurutmaya programlanarak 

çalıştırıldı. Ekstraksiyon sonrasında toplama kabında elde edilen yağdan hekzan kalıntısı 

olmaması için çeker ocakta bekletildi. Hekzanın uçtuğundan emin olduktan sonra toplama kabı 

yeniden tartılarak (W3) oluşan yağ miktarı ve yağ yüzdeleri %Oil = [(W3 − W2)/W1] ×100 

eşitliği kullanılarak hesaplandı.  

Örneklerden elde edilen yağların analizi için metil esterleri oluşturuldu. 100 mg'lık örnek 20 

mL'lik bir deney tüpünde tartıldı. Örnek 10 ml'lik hekzanda çözüldü. Metanol içerisine 100 

µL'lik 2N potasyum hidroksit (100 mL'de 11.2 g) eklendi. 30 sn süreyle vortekslendi ve 
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santrifüj edildi. 2 ml süpernatant alındı. Standartlar için hazır metil ester formları satın alındı. 

Yağ asitleri metil esterleri standardı olarak Supelco 18919 (Standart C4-C24 yağ asitlerini içerir 

ve %2- %4 nispi konsantrasyona sahiptir) kullanıldı.  Bu karışım 100 mg'lık saf karışım halinde 

elde edildi.  Kullanımdan önce örneğin tamamı 10 ml' lik hekzanda seyreltilmiştir. Standart 3 

farklı konsantrasyonda cihazda analiz edilerek standartize edilmiştir. Ardından GC-MS 

sisteminde analiz edilmiştir. 

Tablo 3.9: Doğal ortamda yetişen Echium italicum türlerinden elde edilen tohumlar ve lokalite bilgileri. 

Örnek 

No 
Aksesyon Tür İsmi GPS Kaydı 

Yükseklik 

(Metre) 
Konum 

Ö1.1 A1 E. italicum 
40º27’46” K 

26º40’43” D 
21 Gelibolu-Çanakkale 

Ö2.1 C2(a) E. italicum 
37º07’51” K 

28º22’29” D 
655 Muğla-Ula Yolu 

Ö3.1 C2(b) E. italicum 
36º48’48” K 

29º18’48” D 
1220 Fethiye-Korkuteli Yolu 

Ö4.1 B3 E. italicum 
38º01’10” K 

30º57’35” D 
937 Eğridir-Gelendost Yolu 

Ö6.1 A6 E. italicum 
41º02’10” K 

35º54’29” D 
722 Samsun Bolu Yolu 

Ö7.1 A5 E. italicum 
41º37’46” K 

34º36’03” D 
377 Boyabat-Hanönü Yolu 

Ö9.1 B8 E. italicum 
38º52’59” K 

40º52’34” D 
1200 Bingöl Üniversitesi-Bingöl 

Ö10.1 B9 (a) E. italicum 
38º52’59” K 

40º52’34” D 
1511 Bitlis Baykan Yolu 

Ö11.1 B9 (b) E. italicum 
38º28’57” K 

42º10’15” D 
1800 Bitlis Tatvan Yolu 
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Örneklerden yağ asidi elde edilmesine yönelik şekil Şekil 3.24’de ile GC-MS  koşulları Tablo 

3.10’da sunuldu. 

 

Şekil 3.24: Örneklerden yağ eldesine, tiplerinin ve miktarlarının belirlenmesine yönelik diagram. 

                                       Tablo 3.10: GC-MS cihazı bilgileri ve deney koşulları 

Kromatografik Sistem Agilent 6890 GC 

Inlet Split 

Detektör 5973 MSD 

Autosampler Agilent 7683 

Liner    Split liner (p/n 5183-4647) 

Kolon 60 m x 0.25 mm ID, 0.15 µm DB-23 (J&W 122-2361) 

Deney Koşulları 

İnlet Sıcaklığı                         250°C 

Enjeksiyon Hacmi                 1 µL 

Split Oranı                              1/50 

Taşıyıcı Gaz                            Helyum 

Basınç   230 kPa devamlı basınç (50°C'de 33 cm/s) 

Fırın Sıcaklığı                         50°C, 1 dk, 25°C/dk ila 175°C, 4°C/dk ila 230°C, 5 

dk. 

Detektör Sıcaklığı                 280°C 

Detektör Gazları                   Helyum takviye gaz 30 mL/dk. 

 



72 

 

 

 

3.2.8. In Vitro Kültürlerden Elde Edilen Ekstraktlardan Antikanser Aktivite 

Belirlenmesi Çalışmaları 

Tez çalışması kapsamında sıvı ortamda saçak kök kültürlerine uygulanan fiziksel ve kimyasal 

elisitasyon sonrasında, kontrol gruplarına göre 10 µM MeJA nın 24 saat uygulamasının 

gerçekleştirildiği örneklerde yüksek miktarda şikonin türevlerinin (En Yüksek Artış Türev 3: 

İzovaleril/2 Metilbütüril Şikonin) oluştuğu tespit edildi. Preperatif İTK sonrası elde edilen 

Türev-3 doz ve zamana bağlı proliferasyon analizleri meme kanseri hücrelerinde 

değerlendirildi. Türev-3’ün kanser hücrelerinde etkisinin tespiti için, metastatik olmayan 

Luminal tip meme kanseri hücre hattı olan MCF-7 ve kemoterapiye dirençli, metastatik 

karakterli bazal tip MDA-MB-231 hücre hatları kullanıldı. Proliferasyon analizleri gerçek 

zamanlı impedansa dayalı ölçüm yapan Xcelligence cihazında  (Real Time Cell Analyzer-

ACEA) 80 saat süreli olarak ve her 15 dakikada bir hücre indeksinin ölçümü kayıt edilerek, 

hücrelerin analizi gerçekleştirildi. Madde uygulanmasından 24 saat önce MCF-7 hücreleri 

10x103hücre/kuyu ve MDA-MB-231 7500 hücre/kuyu olarak ekildi. Hücrelerin yapışmasını 

takiben 24. saatte Türev-3 kuyulara sadece besiyeri içeren kontrol, besiyeri ve en yüksek 

konsantrasyona sahip Türev-3 içerdiği konsantrasyonda (1/5000) DMSO içeren kontrol 

besiyeri ve 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 µM final konsantrasyonlarda Türev-3 içeren besiyerleri hücrelere 

eklendi. Türev-3 uygulamasına bağlı hücre proliferasyonundaki değişim kontrol grubuna göre 

belirlendi. 

3.2.9. İstatistiksel Analizler 

Tez kapsamında gerçekletirilen çalışmalar, tesadüf blokları deneme desenine göre yapıldı. Elde 

edilen sonuçlardaki değişkenlikleri tespit etmek için analizler SPSS 19.0 paket programı 

kullanılarak gerçekleştirildi. İlgili iş paketi kapsamındaki çalışmalarda elde edilen sonuçlar 

arasındaki farklılıkların belirlenebilmesi için veriler ANOVA programına yüklendi. 

Gerçekleştirilen çalışmalar arasındaki farklar P<0.05 seviyesinde Duncan çoklu karşılaştırma 

testine göre, oransal veriler ise, Ki kare (χ2 ) testi ile hesaplandı. 
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4. BULGULAR 

4.1. TOHUMLARIN YÜZEY STERİLİZASYONU ve ÇİMLENDİRİLMESİNE 

YÖNELİK ÇALIŞMALAR 

Tohumların yüzey sterilizasyonunda Kılınç ve arkadaşlarının 2015 yılında rapor ettikleri 

çalışmada başarılı bir şekilde sonuç veren protokol kullanıldı. 3.2.2. başlığı altında ifade edilen 

sterilizasyon protokolü dış sert kabuğu (perkarp ve testa) bulunan, dış sert kabuğu çatlatılmış 

ve dış sert kabuktan arındırılmış tohumlara uygulandı. Tohumlar çimlenme için herhangi bir 

BBD içermeyen MS besi ortamına ekilerek, BBO’da inkübe edildi.  İnkübasyon süresi boyunca 

tohumların gelişimi izlendi. Yaklaşık bir ay sonra tohumların çimlenmesi ile ilgili morfolojik 

gözlemler alınarak Şekil 4.1’de,  sayısal veriler alınarak istatistiksel olarak hesaplandı ve Tablo 

4.1’de sunuldu. 

 

Şekil 4.1: BBD içermeyen MS besi ortamına aktarılan A) kabuklu, B) kabuğu çatlatılmış ve C) kabuksuz 

tohumların inkübasyonu sonrası çimlenen tohumların görüntüleri (Bar: 1cm). 

 

 

Şekil 4.2: A) Çimlenmiş tohumlar ve B) çimlenmiş tohumlara (2.5 haftalık) ait köklerin görüntüleri. 

(Bar: 1cm). 
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                                  Tablo 4.1: Farklı tipte ekilen tohumların çimlenmeye etkisi. 

Ekilen Tohum Tipi 
Enfeksiyon Yüzdesi 

(%) 

Çimlenme Yüzdesi 

(%) 

Kabuklu 15.00 a 10.00 c 

Kabuğu Çatlatılmış 10.00 b 25.00 b 

Kabuksuz 5.00 c 95.00 a 

*Her bir denemede 50 adet tohum kullanılmış ve 3 defa tekrar edilmiştir. 

Tablo 4.1 irdelendiğinde, uygulanan sterilizasyon metodunun her üç tohum tipi için de uygun 

olduğu tespit edilirken, kabuksuz tohumda diğer tohum tiplerine göre en az oranda (%5) 

enfeksiyon hesaplandı. Çimlenme yüzdeleri değerlendirildiğinde, sert kabuğundan arındırılmış 

olan tohumların çimlenme oranı (%95) diğer tohum tiplerine göre belirgin düzeyde yüksek 

olarak hesaplandı. Bununla birlikte, kabuksuz tohumlarda çimlenmenin, tohumların besi 

ortamına ekimi itibariyle yaklaşık 1 hafta içinde başladığı tespit edildi. Morfolojik olarak 

irdelendiğinde ise, kabuklu ve kabuğu çatlatılmış olan tohumda her ne kadar çimlenme gözlense 

de, gelişimin yavaş olduğu kabuksuz tohumlarda ise çimlenme güçlü olurken çimlenen 

tohumlardan yüksek oranda kök oluştuğu tespit edildi. 

Farklı uygulama tiplerinin çimlenme üzerine olan etkisi gözlendikten sonra, ışığın çimlenme 

üzerine etkisi araştırıldı. Kabuğu kırılmış olan tohumların, Kılınç ve arkadaşlarının 2015’de ve 

Tilkat ve arkadaşlarının 2018’de tohum sterilizasyonunda kullandıkları metotla yüzey 

sterilizasyonu gerçekleştirildi. Sterilizasyonu gerçekleştirilen tohumlar BBD içermeyen MS 

besi ortamına ekilerek, BBO’da inkübe edildi. Yaklaşık bir ay sonra tohumların çimlenmesi ile 

ilgili morfolojik gözlemlere dayanarak (Şekil 4.3’de), sayısal veriler alınıp istatistiksel olarak 

hesaplandı ve Tablo 4.2’de sunuldu. 

 

Şekil 4.3: A) Normal fotoperiyot ve B) karanlık ortamda inkübe edilen tohumların çimlenmesine ait 

görüntüler (Bar: 1cm). 
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                                                    Tablo 4.2: Işığın çimlenmeye etkisi. 

Çimlenme Ortamı 
Enfeksiyon Yüzdesi 

(%) 

Çimlenme Yüzdesi 

(%) 

Normal Fotoperiyot 5.00 a 95.00 a 

Karanlık 5.00 a 90.00 a 

*Her bir uygulamada 50 adet tohum kullanıldı ve 3 defa tekrar edildi. 

Tablo 4.2. irdelendiğinde, hem karanlıkta hem de normal fotoperiyotta çimlendirilen 

tohumlarda enfeksiyon yüzdesi (%5) benzerlik gösterirken, çimlenme oranında ise karanlıkta 

%90, normal fetoperiyotta ise %95 olarak hesaplanırken, çimlenme yüzdelerinde istatistiksel 

bir fark gözlenmedi. Morfolojik olarak irdelendiğinde, karanlıkta ve normal fotoperiyotlu 

ortamda her ne kadar çimlendirme yüzdelerinde istatistiksel olarak benzerlik vardır. Karanlıkta 

çimlenen tohumlardan elde edilen bitkilerde kotiledon yaprağı rejenerasyonu gözlenmezken, 

aynı zamanda etiyole bitkiler elde edildi. Yağ asidi üretimi çalışmalarında, kotiledon 

yaprağından elde edilecek kalluslar kullanılacağından, tohumların çimlendirme çalışmalarının 

normal fotoperiyotta gerçekleştirilmesine karar verildi. 

4.2. ÇİMLENDİRİLEN TOHUMLARDAN ELDE EDİLEN KÖK VE KOTİLEDON 

YAPRAĞI EKSPLANTLARINDAN KALLUS OLUŞTURULMASINA YÖNELİK 

ÇALIŞMALAR 

4.2.1. Kök ve Kotiledon Yaprağı Eksplatlarının BBD Destekli Farklı Besi 

Ortamlarında ve Normal Fotoperiyot ile Karanlık Koşullarda İnkübasyonu Sonrası 

Kallus Oluşturma Çalışmaları 

Uygun besi ortamı ve koşullarda çimlendirilen tohumlardan elde edilen kök ve kotiledon 

yaprağı eksplantları Tablo 3.6.’ ifade edilen besi ortamlarına transfere edilerek, karanlık ve 

normal fotoperiyoda ayarlanmış BBO’da inkübe edildi. 

Köklerin ve kotiledon yapraklarının BBO’da yaklaşık bir ay sonraki inkübasyonu ardından, 

kallus oluşumu ile ilgili morfolojik gözlemler alınarak, Şekil 4.4, Şekil 4.5, Şekil 4.6, Şekil 4.7, 

Şekil 4.8, Şekil 4.9, Şekil 4.10, Şekil 4.11, Şekil 4.1, Şekil 4.13, Şekil 4.14 ve Şekil 4.15,’de,  

sayısal veriler alınarak istatistiksel olarak hesaplandı ve Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo 

4.6, Tablo 4.7, Tablo 4.8, Tablo 4.9, Tablo 4.10, Tablo 4.11, Tablo 4.12, Tablo 4.13 ve Tablo 

4.14’de sunuldu.  
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Şekil 4.4: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprağı ve köklerden, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli LS besi ortamında ve normal fotoperiyod koşullarında kallus oluşumu. (Bar: 

1cm). 

 

Şekil 4.5: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprağı ve köklerden, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli LS besi ortamında ve karanlık koşullarda kallus oluşumu. Kırmızı ok pigmentli 

kallus (Bar: 1cm). 
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      Tablo 4.3: LS besi ortamında kültüre alınan eksplantlardan elde edilen kallus miktarı ve tipleri. 

Besi Ortamı Tipi (mg/l) 

Kallus (%) 

Normal Fotoperiyot Karanlık 

Pigmentsiz Pigmentli Pigmentsiz Pigmentli 

Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı 

LS+2 Kin+0.2 IAA 55c 40c - - 30c 100a 70a - 

LS+2 Kin+0.2 NAA 75b 80b - - 70b 70b 10b - 

LS+2 Kin+0.2 2,4-D 85a 100a - - 90a 100a 10b - 

Her denemede ortalama 20 eksplant kullanıldı. 

Şekil 4.4 ve Şekil 4.5 ile Tablo 4.3’ü irdelendiğinde, farklı BBD kombinasyonu (2,4-D hariç)  

destekli LS besi ortamında normal fotoperiyotta inkübe edilen eksplantlardan elde edilen 

kalluslar genel olarak sert, karanlık ortamda inkübe edilen eksplantlardan ise az sert iyi kırılgan 

tipte kallus oluşumu gözlendi. Genel olarak 2,4-D destekli LS besi ortamında ve karanlıkta 

inkübe edilen eksplantlardan ise yumuşak tipte kallus oluşumu gözlendi. Pigmentli kallus 

oluşumu IAA, NAA ve 2,4-D destekli LS besi ortamında ve karanlık ortamda inkübe edilen 

kök eksplantlarında gözlenirken, farklı BBD kombinasyonları destekli LS besi ortamında ve 

normal fotoperiyot ile karanlıkta inkübe edilen hem kök hem de kotiledon yaprağı 

eksplantlarında ise pigmentsiz kallus oluşumu gözlendi.  Bununla birlikte, LS+2mg/l Kin+0.2 

mg/l 2,4-D besi ortamda ve normal fotoperiyotlu ortamda inkübe edilen kotiledon 

yapraklarından bitki rejenerasyonu meydana geldiği gözlendi. Ayrıca, LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA besi ortamında ve normal fotoperiyotta,  LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l IAA ve LS+2mg/l 

Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamlarında ve karanlık ortamda inkübe edilen kök eksplantlarında 

tüysü kök oluşumu gözlendi. Kallus oluşumuna yönelik elde edilen sayısal veriler istatistiki 

olarak değerlendirildiğinde; 

Normal fotoperiyot ortamında;  

Hem kök hem de kotiledon yaprağı eksplantlarından pigmentli kallus üretimi gözlenmedi.  

Pigmentsiz kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA besi ortamında (%55-%40), LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamında (%75-%80), 

LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında (%85-%100) olarak hesaplandı. BBD destekli 

LS besi ortamlarında inkübe edilen kök ve kotiledon yaprağı eksplantlarından kallus oluşumları 

arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi. 
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Karanlık ortamda;  

Pigmentli kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA besi ortamında (%70-%0), LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamında (%12-%0), 

LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında (%10-%0) hesaplandı. Kök eksplantlarının NAA 

ve 2,4-D destekli LS besi ortamlarında inkübasyon sonrası kallus oluşumu ile IAA destekli LS 

besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit 

edildi. 

Pigmentsiz kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA destekli besi ortamında (%30-%100), LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA destekli besi 

ortamında (%70-%70), LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortamında (%90-%100) 

olarak hesaplandı. Kök eksplantlarının BBD destekli LS besi ortamlarında inkübasyonu sonrası 

kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken, kotiledon yaprağı 

eksplantlarının IAA ve 2,4-D destekli LS besi ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus 

oluşumu ile NAA destekli LS besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında 

istatistiksel olarak fark tespit edildi. 
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Şekil 4.6: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprağı ve köklerden, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli ½ LS besi ortamında ve normal fotoperiyot koşullarında kallus oluşumu. (Bar: 

1cm). 

 

Şekil 4.7: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprağı ve köklerden, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli ½ LS besi ortamında ve karanlık koşullarda kallus oluşumu (Bar: 1cm). 
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    Tablo 4.4: ½ LS besi ortamında kültüre alınan eksplantlardan elde edilen kallus miktarı ve tipleri. 

Besi Ortamı Tipi (mg/l) 

Kallus (%) 

Normal Fotoperiyot Karanlık 

Pigmentsiz Pigmentli Pigmentsiz Pigmentli 

Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı 

½ LS+2 Kin+0.2 IAA 65b 75a - - 100a 25c 50a 15b 

½ LS+2 Kin+0.2 NAA 100a 65b - - 100a 50b 25b 25a 

½ LS+2 Kin+0.2 2,4-D 100a 65b - - 100a 90a - - 

Her denemede ortama 20 eksplant kullanıldı. 

Şekil 4.6 ve Şekil 4.7 ile Tablo 4.4’ü irdelendiğinde, farklı BBD kombinasyonları (2,4-D hariç) 

½ LS besi ortamında normal fotoperiyotta inkübe edilen eksplantlardan elde edilen kalluslar 

genel olarak sert, karanlık ortamda inkübe edilen eksplantlardan ise orta sert tipte ve az kırılgan 

kallus oluşumu gözlendi. 2,4-D destekli ½ LS besi ortamında ve karanlıkta inkübe edilen 

eksplantlardan ise yumuşak tipte kallus oluşumu gözlendi. Pigmentli kallus oluşumu IAA ve 

NAA destekli ½ LS besi ortamında ve karanlık ortamda inkübe edilen kök ve kotiledon yaprağı 

eksplantlarında gözlenirken, farklı BBD kombinasyonları destekli ½ LS besi ortamında ve 

normal fotoperiyot ile karanlıkta inkübe edilen hem kök hemde kotiledon yaprağı 

eksplantlarında ise pigmentsiz kallus oluşumu gözlendi. Bununla birlikte, IAA ve 2,4-D 

destekli ½ LS besi ortamda ve normal fotoperiyotlu ortamda ile IAA ve NAA destekli ½ LS 

besi ortamında ve karanlıkta inkübe edilen kotiledon yapraklarından bitki rejenerasyonu 

meydana geldiği gözlendi. Ayrıca, IAA ve NAA destekli ½ LS besi ortamında ve normal 

fotoperiyot ile karanlık ortamda inkübe edilen kök eksplantlarında tüysü kök oluşumu gözlendi. 

Kallus oluşumuna yönelik elde edilen sayısal veriler istatistiki olarak değerlendirildiğinde; 

Normal fotoperiyot ortamında;  

Hem kök hemde kotiledon yaprağı eksplantlarından pigmentli kallus üretimi gözlenmedi.  

Pigmentsiz kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; ½ LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA besi ortamında (%65-%75), ½ LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamında (%100-%65), 

½ LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında (%100-%65) olarak hesaplandı. Kök ve 

kotiledon yaparağı eksplantlarının NAA ve 2,4-D destekli ½ LS besi ortamında inkübasyonu 

sonrası kallus oluşumu ile IAA destekli ½ LS besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus 

oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi. 
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Karanlık ortamda;  

Pigmentli kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; ½ LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA besi ortamında (%50-%15), ½ LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamında (%25-%25), 

½ LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında (%0-%0) hesaplandı. Kök ve kotiledon 

yaprağı eksplantlarının IAA ve NAA destekli besi ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus 

oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi.  

Pigmentsiz kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; ½ LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA destekli besi ortamında (%0-%25), ½ LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA destekli besi 

ortamında (%100-%50), ½ LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortamında (%100-%90) 

olarak hesaplandı. Kök eksplantlarının BBD destekli besi ortamlarında inkübasyonu sonrası 

kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit edilmezken, kotiledon yapraklarının 

BBD destekli besi ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel 

olarak fark tespit edildi.  
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Şekil 4.8: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprağı ve köklerden, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli Gamborg besi ortamında ve normal fotoperiyot koşullarında kallus oluşumu 

(Bar: 1cm). 

 

Şekil 4.9: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprağı ve köklerden, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli Gamborg besi ortamında ve karanlık koşullarda kallus oluşumu (Bar: 1cm). 
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Tablo 4.5: Gamborg besi ortamında kültüre alınan eksplantlardan elde edilen kallus miktarı ve tipleri. 

Besi Ortamı Tipi (mg/l) 

Kallus (%) 

Normal Fotoperiyot Karanlık 

Pigmentsiz Pigmentli Pigmentsiz Pigmentli 

Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı 

Gamborg+2 Kin+0.2 IAA 50b 50b - - 25b 25b 65a 25a 

Gamborg +2 Kin+0.2 NAA 50b 50b - - 25b 25b 25b 15b 

Gamborg +2 Kin+0.2 2,4-D 100a 90a - - 100a 75a - - 

Her denemede ortama 20 eksplant kullanıldı. 

Şekil 4.8 ve Şekil 4.9 ile Tablo 4.5 irdelendiğinde, farklı BBD kombinasyonları destekli (2,4-

D hariç) destekli Gamborg besi ortamında normal fotoperiyotta inkübe edilen eksplantlardan 

elde edilen kalluslar genel olarak orta sert, karanlık ortamda inkübe edilen eksplantlardan ise 

orta sert tipte ve az kırılgan kallus oluşumu gözlendi. 2,4-D destekli Gamborg besi ortamında 

ve karanlıkta inkübe edilen eksplantlardan ise yumuşak ancak yapışkan tipte kallus oluşumu 

gözlendi. Pigmentli kallus oluşumu IAA ve NAA destekli Gamborg besi ortamında ve karanlık 

ortamda inkübe edilen kök ve kotiledon yaprağı eksplantlarında gözlenirken, farklı BBD 

kombinasyonları destekli Gamborg besi ortamında ve normal fotoperiyot ile karanlıkta inkübe 

edilen hem kök hemde kotiledon yaprağı eksplantlarında ise pigmentsiz kallus oluşumu 

gözlendi. Bununla birlikte, IAA ve NAA destekli Gamborg besi ortamında ve normal 

fotoperiyot ile karanlık ortamda inkübe edilen kök eksplantlarında tüysü kök oluşumu gözlendi. 

Kallus oluşumuna yönelik elde edilen sayısal veriler istatistiki olarak değerlendirildiğinde; 

Normal fotoperiyot ortamında;  

Hem kök hemde kotiledon yaprağı eksplantlarından pigmentli kallus üretimi gözlenmedi.  

Pigmentsiz kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; Gamborg+2mg/l Kin+0.2 

mg/l IAA besi ortamında (%50-%50), Gamborg+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamında 

(%50-%50), Gamborg+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında (%100-%90) olarak 

hesaplandı. Kök ve kotiledon yaprağı eksplantlarının NAA ve IAA destekli Gamborg besi 

ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu ile 2,4-D destekli Gamborg besi ortamında 

inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit edilmedi. 
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Karanlık ortamda;  

Pigmentli kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; Gamborg+2mg/l Kin+0.2 

mg/l IAA besi ortamında (%65-%25), Gamborg+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamında 

(%25-%15), Gamborg +2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında (%0-%0) hesaplandı. Kök 

ve kotiledon yaprağı eksplantlarının IAA ve NAA destekli Gamborg besi ortamlarında 

inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi. 

Pigmentsiz kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; Gamborg+2mg/l Kin+0.2 

mg/l IAA destekli besi ortamında (%25-%25), Gamborg+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA destekli 

besi ortamında (%25-%25), Gamborg+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortamında 

(%100-%75) olarak hesaplandı. Kök ve kotiledon yaprağı eksplantlarının IAA ile NAA destekli 

Gamborg besi ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu ile 2,4-D destekli Gamborg 

besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit 

edildi.  
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Şekil 4.10: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprağı ve köklerden, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli White besi ortamında ve normal fotoperiyot koşullarında kallus oluşumu (Bar: 

1cm). 

 

Şekil 4.11: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprağı ve köklerden, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli White besi ortamında ve karanlık koşullarda kallus oluşumu (Bar: 1cm). 
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   Tablo 4.6: White besi ortamında kültüre alınan eksplantlardan elde edilen kallus miktarı ve tipleri. 

Besi Ortamı Tipi (mg/l) 

Kallus (%) 

Aydınlık Karanlık 

Pigmentsiz Pigmentli Pigmentsiz Pigmentli 

Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı 

White+2 Kin+0.2 IAA 50c 25b 25a - 50b 25b 60a 15a 

White +2 Kin+0.2 NAA 65b 50a 15b - 75a 25b 50b 15a 

White +2 Kin+0.2 2,4-D 75a 50a - - 50b 50a 50b 15a 

Her denemede ortama 20 eksplant kullanıldı. 

Şekil 4.9 ve Şekil 4.10 ile Tablo 4.6 irdelendiğinde, farklı BBD kombinasyonları destekli (2,4-

D hariç) destekli White besi ortamında normal fotoperiyotta inkübe edilen eksplantlardan elde 

edilen kalluslar genel olarak orta sert az kırılgan, karanlık ortamda inkübe edilen eksplantlardan 

ise orta sert tipte ve az kırılgan kallus oluşumu gözlendi. 2,4-D destekli White besi ortamında 

ve karanlıkta inkübe edilen eksplantlardan ise yumuşak ancak yapışkan tipte kallus oluşumu 

gözlendi. Pigmentli kallus oluşumu IAA ve NAA destekli White besi ortamında normal 

fotoperiyot ile karanlık ortamda inkübe edilen kök, karanlık ortamda inkübe edilen kotiledon 

yaprağı ve 2,4-D destekli White besi ortamında ve karanlıkta inkübe edilen kök ve kotiledon 

kotiledon yaprağında gözlenirken, farklı BBD kombinasyonları destekli White besi ortamında 

ve normal fotoperiyot ile karanlıkta inkübe edilen hem kök hemde kotiledon yaprağı 

eksplantlarında ise pigmentsiz kallus oluşumu gözlendi. Bununla birlikte, IAA ve NAA destekli 

White besi ortamında ve normal fotoperiyot ile karanlık ortamda inkübe edilen kök 

eksplantlarında tüysü kök oluşumu gözlendi. Kallus oluşumuna yönelik elde edilen sayısal 

veriler istatistiki olarak değerlendirildiğinde; 

Normal fotoperiyot ortamında;  

Pigmentli kallus üretimi, kök eksplantlarının IAA ve NAA destekli White besi ortamında 

inkübasyonu sonrası sırasıyla %25 ve %15 olarak hesaplanırken, kallus oluşumları arasında 

IAA ve NAA destekli White besi ortamları arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi.  

Pigmentsiz kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; White+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA besi ortamında (%50-%25), White+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamında (%65-%50), 

White+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında (%75-%50) olarak hesaplandı. Kök 

eksplantlarının BBD destekli White besi ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu 

arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken, kotiledon yaprağı eksplantlarının NAA ve 2,4-

D destekli White besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu ile IAA destekli White 
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besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit 

edildi. 

Karanlık ortamda;  

Pigmentli kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; White+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA besi ortamında (%60-%15), White+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamında (%50-%15), 

White+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında (%50-%15) hesaplandı. Kök eksplantlarının 

NAA ve 2,4-D destekli White besi ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu ile IAA 

destekli White besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak 

fark tespit edilirken, kotiledon yaprağı eksplantlarının BBD destekli White besi ortamında 

inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit edilmedi. 

Pigmentsiz kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; White+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA destekli besi ortamında (%50-%25), White+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA destekli besi 

ortamında (%75-%25), White+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortamında (%50-%50) 

olarak hesaplandı. Kök eksplantlarının IAA ve 2,4-D destekli White besi ortamında 

inkübasyonu sonası kallus oluşumu ile NAA destekli White besi ortamında inkübasyonu 

sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken, kotiledon yaprağı 

eksplantlarının IAA ve NAA destekli White besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus 

oluşumu ile 2,4-D destekli White besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında 

istatistiksel olarak fark tespit edildi. 
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Şekil 4.12: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprağı ve köklerden, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli MS besi ortamında ve normal fotoperiyot koşullarında kallus oluşumu (Bar: 

1cm). 

 

Şekil 4.13: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprağı ve köklerden, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli MS besi ortamında ve karanlık koşullarda kallus oluşumu (Bar: 1cm). 
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     Tablo 4.7: MS besi ortamında kültüre alınan eksplantlardan elde edilen kallus miktarı ve tipleri. 

Besi Ortamı Tipi (mg/l) 

Kallus (%) 

Aydınlık Karanlık 

Pigmentsiz Pigmentli Pigmentsiz Pigmentli 

Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı 

MS+2 Kin+0.2 IAA 100a 50c - - 50b 75a 50a 25a 

MS+2 Kin+0.2 NAA 100a 75b - - 50b 100b 50a 5b 

MS+2 Kin+0.2 2,4-D 100a 90a - - 100a 100b - - 

Her denemede ortama 20 eksplant kullanıldı. 

Şekil 4.10 ve Şekil 4.11 ile Tablo 4.7 irdelendiğinde, farklı BBD kombinasyonları destekli (2,4-

D hariç) MS besi ortamında normal fotoperiyotta inkübe edilen eksplantlardan elde edilen 

kalluslar genel olarak orta sert az kırılgan, karanlık ortamda inkübe edilen eksplantlardan ise 

sert tipte ve kırılgan olmayan kallus oluşumu gözlendi. 2,4-D destekli MS besi ortamında ve 

karanlıkta inkübe edilen eksplantlardan ise yumuşak ancak yapışkan tipte kallus oluşumu 

gözlendi. Pigmentli kallus oluşumu IAA ve NAA destekli MS besi ortamında karanlık ortamda 

inkübe edilen kök ve kotiledon yaprağı eksplantlarında gözlenirken, farklı BBD 

kombinasyonları destekli MS besi ortamında ve normal fotoperiyot ile karanlıkta inkübe edilen 

hem kök hemde kotiledon yaprağı eksplantlarında ise pigmentsiz kallus oluşumu gözlendi. 

Bununla birlikte, IAA ve NAA destekli MS besi ortamında ve normal fotoperiyot ile karanlık 

ortamda inkübe edilen kök eksplantlarında tüysü kök oluşumu gözlendi. Kallus oluşumuna 

yönelik elde edilen sayısal veriler istatistiki olarak değerlendirildiğinde; 

Normal fotoperiyot ortamında;  

Hem kök hem de kotiledon yaprağı eksplantlarından pigmentli kallus üretimi gözlenmedi.  

Pigmentsiz kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA besi ortamında (%100-%50), MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamında (%100-%75), 

MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında (%100-%90) olarak hesaplandı. Kök 

eksplantlarının farklı BBD destekli MS besi ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu 

arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken, kotiledon yaprağı eksplantlarının IAA ve NAA 

destekli MS besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu ile 2,4-D destekli MS besi 

ortamında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi. 
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Karanlık ortamda;  

Pigmentli kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA besi ortamında (%50-%25), MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamında (%50-%5), 

MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında (%0-%0) hesaplandı. Kök ve kotiledon yaprağı 

eksplantlarının IAA ve NAA destekli MS besi ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus 

oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi. 

Pigmentsiz kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA destekli besi ortamında (%50-%75), MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA destekli besi 

ortamında (%50-%100), MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortamında (%100-%100) 

olarak hesaplandı. Kök eksplantlarının IAA ve NAA destekli MS besi ortamında inkübasyonu 

sonası kallus oluşumu ile 2,4-D destekli MS besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus 

oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken, kotiledon yaprağı eksplantlarının 

NAA ve 2,4-D destekli MS besi ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu ile IAA 

destekli MS besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak  

fark tespit edildi. 
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Şekil 4.14: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprağı ve köklerden, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli SH besi ortamında ve normal fotoperiyot koşullarında kallus oluşumu (Bar: 

1cm). 

 

Şekil 4.15: Çimlenen tohumlardan alınan kotiledon yaprağı ve köklerden, farklı sitokinin ve oksin 

kombinasyonu destekli SH besi ortamında ve karanlık koşullarda kallus oluşumu (Bar: 1cm). 
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      Tablo 4.8: SH besi ortamında kültüre alınan eksplantlardan elde edilen kallus miktarı ve tipleri. 

Besi Ortamı Tipi (mg/l) 

Kallus (%) 

Aydınlık Karanlık 

Pigmentsiz Pigmentli Pigmentsiz Pigmentli 

Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı Kök K. Yaprağı 

SH+2 Kin+0.2 IAA 100a 25c 25a - 50c 75b 60a 25a 

SH+2 Kin+0.2 NAA 75b 50b - - 75b 100a 50b 25a 

SH+2 Kin+0.2 2,4-D 100a 100a - - 100a 100a 15c - 

Her denemede ortama 20 eksplant kullanıldı. 

Şekil 4.11 ve Şekil 4.12 ile Tablo 4.8 irdelendiğinde, farklı BBD kombinasyonları destekli  (2,4-

D hariç) destekli SH besi ortamında normal fotoperiyotta inkübe edilen eksplantlardan elde 

edilen kalluslar genel olarak orta sert az kırılgan, karanlık ortamda inkübe edilen eksplantlardan 

ise orta sert tipte ve kırılgan olmayan kallus oluşumu gözlendi. 2,4-D destekli SH besi 

ortamında ve karanlıkta inkübe edilen eksplantlardan ise orta yumuşak ancak yapışkan tipte 

kallus oluşumu gözlendi. Pigmentli kallus oluşumu, IAA destekli SH besi ortamında normal 

fotoperiyotta inkübe edilen kök eksplantlarında, IAA ve NAA destekli SH besi ortamında 

karanlık ortamda inkübe edilen kök ve kotiledon yaprağı eksplantlarında ve 2,4-D destekli SH 

besi ortamında inkübe edilen kök eksplantlarında gözlenirken, farklı BBD kombinasyonları 

destekli SH besi ortamında ve normal fotoperiyot ile karanlıkta inkübe edilen hem kök hemde 

kotiledon yaprağı eksplantlarında ise pigmentsiz kallus oluşumu gözlendi. Bununla birlikte, 

IAA ve NAA destekli SH besi ortamında ve normal fotoperiyot ile karanlık ortamda inkübe 

edilen kök eksplantlarında tüysü kök oluşumu gözlendi. Kallus oluşumuna yönelik elde edilen 

sayısal veriler istatistiki olarak değerlendirildiğinde; 

Normal fotoperiyot ortamında;  

Pigmentli kallus üretimi, sadece kök eksplantlarının SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l IAA besi 

ortamında (%25) inkübasyonu sonrası gözlendi.  

Pigmentsiz kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA besi ortamında (%100-%25), SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamında (%75-%50), 

SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında (%100-%100) olarak hesaplandı. Kök 

eksplantlarının IAA ve 2,4-D destekli SH besi ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus 

oluşumu ile NAA besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel 

olarak fark tespit edilirken, kotiledon yaprağı eksplantlarının farklı BBD kombinasyonları 
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destekli SH besi ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak 

fark tespit edildi. 

Karanlık ortamda;  

Pigmentli kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA besi ortamında (%60-%25), SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamında (%50-%25), 

SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında (%15-%0) hesaplandı. Kök eksplantlarının, 

farklı BBD kombinasyonları destekli SH besi ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu 

arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken, kotiledon yaprağı eksplantlarının IAA ve NAA 

destekli SH besi ortamlarında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak 

fark tespit edildi. 

Pigmentsiz kallus üretimi, kök ve kotiledon yapraklarında sırasıyla; SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l 

IAA destekli besi ortamında (%50-%75), SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA destekli besi ortamında 

(%75-%100), SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortamında (%100-%100) olarak 

hesaplandı. Kök eksplantlarının farklı BBD kombinasyonları destekli SH besi ortamlarında 

inkübasyonu sonası kallus oluşumu arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken, kotiledon 

yaprağı eksplantlarının NAA ve 2,4-D destekli SH besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus 

oluşumu ile IAA destekli SH besi ortamında inkübasyonu sonrası kallus oluşumu arasında 

istatistiksel olarak fark tespit edildi. 

Sonuç olarak, kök ve kotiledon yaprağı eksplantlarından farklı BBD kombinasyonları destekli 

besi ortamlarında kallus oluşumu ile ilgili çalışmalarda, kallus oluşumu denenen tüm besi 

ortamlarında gözlenmekle birlikte, şikonin üretimi için gerekli olan kırmızı pigmentli kallus 

oluşumu daha çok karanlık ortamda inkübe edilen kök eksplantlarında, normal fotoperiyot 

ortamında inkübe edilen kök ekplantlarında ve karanlık ortamda inkübe edilen kotiledon 

yapraklarında gözlendi. Yine pigmentli kallus oluşumu çoktan aza IAA, NAA ve 2,4-D besi 

ortamı destekli besi ortamlarında ve daha çok kök kalluslarında gözlendi. IAA ve NAA destekli 

LS, ½LS, Gamborg, White, MS ve SH besi ortamlarında ve karanlıkta inkübe edilen kök 

eksplantlarında pigmentli kallus oluşumu görülsede, en yüksek oranda ve kullanılabilir nitelikte 

kallus oluşumu IAA destekli LS besi ortamında ve karanlıkta inkübe edilen kök eksplantlarında 

gözlendi.  
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Yağ asidi üretimi için süspansiyon kültürlerinde kullanılacak olan kallus eldesi için ise 

kotiledon yaprakları tercih edilirken, IAA ve NAA destekli LS, ½LS, Gamborg, White, MS ve 

SH besi ortamlarına göre 2,4-D destekli LS, ½LS, Gamborg, White, MS ve SH besi 

ortamlarında kallus oluşumu hem daha yüksek hemde uygun nitelikte olduğu gözlendi.  

Farklı ışık koşullarında (normal fotoperiyot ve karanlık) inkübe edilen eksplantlardan kallus 

oluşumunda ise normal fotoperiyotta inkübe edilen eksplantlardan kallus oluşumları karanlık 

ortamda inkübe edilen eksplanlardan oluşan kalluslara göre daha sert ve az kırılgan olarak 

gözlendi. 

IAA, NAA, 2,4-D destekli LS ve ½LS besi ortamlarında ve normal fotoperiyot koşullarında 

inkübe edilen kotiledon yaprağı eksplantlarından kallus oluşumu çalışmalarında ayrıca bitkisel 

rejenerasyon da gözlendi. 

4.2.2. Kök ve Kotiledon Yaprağından Elde Edilen Kallus Kültürlerinden Stok Kallus 

Kültürleri Oluşturma Çalışmaları 

4.2.1. başlığı altında sunulan çalışmalar değerlendirildiğinde, çalışma sonucu elde edilen 

kalluslar, en iyi kallus oluşturma besi ortamı olan; pigmentli kök kalluslar için LS+2 mg/l 

Kin+0.2 mg/l IAA besi ortamında karanlıkta, kotiledon yaprağı kallusları için ise LS+2 mg/l 

Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortamında aydınlıkta ve karanlıkta BBO’da inkübe edilerek 

stok kallus kültürleri elde edildi. (Şekil 4.16.). 

 

Şekil 4.16: Kök ve kotiledon yaprakları kallus hatlarından stok kallus kültürlerinin elde edilmesi 

(Barlar: 1.4 cm). 
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Şekil 4.16 irdelendiğinde; kök kalluslarının LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA besi ortamında ve 

karanlıkta inkübe edildiğinde oluşan kalluslar pigmentli az yumuşak ve kırılgan nitelikte 

meydana gelirken, kotiledon yaprağı kalluslarının LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi 

ortamında ve normal fotoperiyotta ile karanlıkta inkübe edildiğinde, aydınlıkta inkübe edilen 

kalluslardan gelişen kalluslar sert ve kırılgan olmayan ancak karanlıkta inkübe edilen 

kalluslardan gelişen kallusların ise yumuşak ve kırılgan nitelikte geliştiği gözlendi. 

4.2.3. Kök ve Kotiledon Yaprağı Stok Kallus Kültürlerinin Gelişiminin 

Karakterizasyonu Çalışmaları 

4.2.2. başlığında ifade edildiği üzere elde edilen kalluslar, pigmentli her bir kök kallusu 

tartılarak LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA besi ortamında karanlıkta, her bir kotiledon yaprağı 

kallusu tartılarak LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortamında normal fotoperiyotta ve 

karanlık ortamda BBO’da inkübasyonu sonrası, gelişiminin karakterizasyonu için; morfolojik 

gözlemler alınarak Şekil 4.17’de, sayısal veriler alınarak istatistiksel olarak hesaplandı ve Tablo 

4.9 ve Tablo 4.10 sunuldu. 

 

Şekil 4.17: Kök ve kotiledon yapraklarından elde edilen kallusların gelişiminin karakterizasyonu 

(Barlar: 1.3 cm). 

                                     Tablo 4.9: Kök kalluslarının gelişiminin karakterizasyonu. 

Eksplant Tipi 
Rejenerasyon  

(%) 

Ortalama Yaş Ağrılık 

(mg) 

Ortalama Kuru Ağırlık 

(mg) * 

Kök (Kültür Başlangıcı) 100a 261.66±10.53b 28.50±1.15b 

Kök (Kültür Süreci) 100a 760.28±84.03a 83.63±9.24a 

Her denemede ortama 20 eksplant kullanıldı. 

*Gerçekleştirilen çalışmada eksplantların bir kısmı deney başlangıcında kurutmaya alınmış, geri kalanı kallus 

gelişiminin izlenmesi için besi ortamında inkübe edilmiştir. 
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                     Tablo 4.10: Kotiledon yaprağı  kalluslarının gelişiminin karakterizasyonu. 

Eksplant Tipi 
Rejenerasyon  

(%) 

Ortalama Yaş Ağrılık 

(mg) 

Ortalama Kuru Ağırlık 

(mg) * 

K. Yaprağı Aydınlık 

(Kültür Başlangıcı) 
100a 116.20±7.32c 12.65±0.81c 

K. Yaprağı Aydınlık 

(Kültür Süreci) 
100a 761.00±82.71a 83.71±9.09a 

K. Yaprağı Karanlık 

(Kültür Başlangıcı) 
100a 115.20±10.50c 12.15±1.15c 

K. Yaprağı Karanlık 

(Kültür Süreci) 
100a 577.90±55.19b 61.36±6.07b 

Her denemede ortama 20 eksplant kullanıldı. 

*Gerçekleştirilen çalışmada eksplantların bir kısmı deney başlangıcında kurutmaya alınmış, geri kalanı kallus 

gelişiminin izlenmesi için besi ortamında inkübe edildi. 

 

Şekil 4.17, Tablo 4.9 ve Tablo 4.10 irdelendiğinde, kök kalluslarının gelişimi morfolojik olarak 

irdelendiğinde inkübasyon sonrası pigmentli ve kırılgan yumuşak ve dağılabilir kallus elde 

edilirken, kotiledon yaprağı kalluslarının gelişimi morfolojik olarak irdelendiğinde inkübasyon 

sonrası normal fotoperiyotta gelişen kalluslar sert ve kırılgan olmayan, karanlıkta gelişen 

kalluslardan ise yumuşak ve kırılgan kalluslar elde edildiği gözlendi. Sayısal veriler 

değerlendirildiğinde; kök kalluslarının inkübasyonu öncesi ortalama yaş ağırlıkları 

261.66±10.53 mg, ortalama kuru ağırlıkları ise 28.78±1.15 mg olarak hesaplanırken,  

inkübasyon sonrası yaş ağırlıkları 760.28±84.03 mg, ortalama kuru ağırlıkları ise 83.63±9.24 

mg olarak hesaplandı. Kotiledon yapraklarının normal fotoperiyotta ortamda inkübasyonu 

öncesi ortalama yaş ağırlıkları 120.20±7.32 mg, ortalama kuru ağırlıkları ise 13.22±0.81 mg 

olarak hesaplanırken,  inkübasyon sonrası yaş ağırlıkları 761.00±82.71 mg ortalama kuru 

ağırlıkları 83.71±9.09 mg olarak hesaplandı. Kotiledon yapraklarının karanlık ortamda 

inkübasyonu öncesi ortalama yaş ağırlıkları 115.20±10.50 mg, ortalama kuru ağırlıkları ise 

12.67±1.15 mg olarak hesaplanırken,  inkübasyon sonrası yaş ağırlıkları 577.90±55.19 mg 

ortalama kuru ağırlıkları 61.36±6.07 mg olarak hesaplandı. Kotiledon yapraklarının normal 

fotoperiyot ve karanlıkta inkübasyonu sonrası gelişimleri arasında istitastiksel olarak fark 

hesaplandı. Her ne kadar normal fotoperiyotta inkübe edilen kallusların gelişimi karanlıkta 

inkübe edilen kallusların gelişimine göre ağırlık bakımından daha iyi olsada, süspansiyon 

kültürleri için kullanılabilir nitelikteki kalluslar karanlık ortamda inkübe edilen kalluslarda 

meydana geldiği gözlendiğinden, stok kültür oluşturma çalışmalarında, kök kalluslarında 

olduğu gibi kotiledon yaprakları kalluslarında da karanlık ortamda inkübasyon tercih edildi. 
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4.3. KÖK ve KOTİLEDON YAPRAĞI KALLUSLARINDAN SÜSPANSİYON 

KÜLTÜRÜ OLUŞTURULMASINA YÖNELİK ÇALIŞMALAR 

4.3.1. Kök ve Kotiledon Yaprağı Kalluslarından Süspansiyon Kültürü Oluşturma 

Çalışmaları 

3.2.5.1. başlığı altında Şekil 3.17’de sunulduğu üzere, şikonin ve yağ asitleri üretilmesi ve 

miktarının arttırılması çalışması kapsamında süspansiyon kültürleri oluşturuldu. Pigmentli kök 

ve kotiledon yaprağı stok kallus hatlarının çoğaltımının yapıldığı besi ortamları olan LS+2 mg/l 

Kin+0.2 mg/l IAA ve  LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D’ün sıvı tipleri kullanılarak süspansiyon 

kültürleri başlatıldı. Hem kök hemde kotiledon yapraklarına ait dağılgan özellikteki kalluslar,  

100 ml LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA ve  LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D içeren 250 ml erlenlere 

yaklaşık 5’er gram eklenerek 100 rm ayarlı çalkayacılar üzerinde kökler karanlık, kotiledon 

yaprakları ise hem normal fotoperiyot hemde karanlık ortamda BBO’da yaklaşık bir ay inkübe 

edildi. İnkübasyon sonrası oluşan kültürler Şekil 4.18’de sunuldu. 

 

Şekil 4.18: Kök ve kotiledon yaprakları stok kallus hatlarından süspansiyon kültürlerinin başlatılması 

(Barlar: 1.2 cm). 

 

Şekil 4.18 irdelendiğinde inkübasyon sonrasında kallusların sıvı besi ortamlarında dağıldığı, 

kök süspansiyon kültürlerinde pigmentasyon, kotiledon yaprakları süspansiyon hatlarının 

normal fotoperiyotlu ortama göre karanlık ortamda daha iyi bir şekilde süspansiyon olduğu 

gözlendi. 
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4.3.2. Kök ve Kotiledon Yaprağı Süspansiyon Kültürlerinden Stok Süspansiyon 

Kültürü Oluşturma Çalışmaları 

4.3.1. başlığı altında ifade edildiği üzere, süspansiyon kültürleri oluşturma aşamasından sonra 

stok süspansiyon kültürleri oluşturma çalışamalarına aşamasına geçildi. 

Stok süspansiyon kültürlerinin oluşturma çalaışmalarındaki en önemli basamak hücrelerin 

biribirinden ayrılması ve süspansiyon kültürlerinin homojen bir hal almasını sağlanmasıdır. 

Pigmentli kök ve kotiledon yaprağı kallus hatlarından süspansiyon kültürlerinin başlatılması 

sonrası BBO’da yaklaşık bir aylık inkübasyon aşaması sonrası oluşturulan kültürler, 500 

µm.’lik porlara sahip steril metal elekten geçirildi. Elekten geçirilen kültürlerden bir miktar 

örnek alınarak mikroskopta gözlendi ve Şekil 4.19’da, elde edilen kültürlerden alınan 50 ml 

kültür üzerine 50 ml taze besi ortamı (Kök için; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA, kotiledon 

yaprakları için; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D)  eklenerek kültürler hazırlandı ve Şekil 4.19’da 

sunuldu. Hazırlanan kültürler 100 rpm ayarlı çalkayacılar üzerinde kökler karanlık, kotiledon 

yaprakları ise hem normal fotoperiyot hemde karanlık ortamda BBO’da yaklaşık bir ay yeniden 

inkübasyonu sağlandı. 
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Şekil 4.19: Kök ve kotiledon yaprakları stok kallus hatlarından oluşturulan süspansiyon kültürlerinin 

500 μm lik porlara sahip steril metal elekten geçirimi sonrası elde edilen kültürlerden yeniden 

süspansiyon kültürlerinin oluşturulması (Barlar: 1.2 cm). Kök ve kotiledon yaprakları stok kallus 

hatlarından stok kallus hatlarından oluşturulan süspansiyon kültürlerinin 500 μm lik porlara sahip steril 

metal elekten geçirimi sonrası mikroskop görüntüleri (Barlar: 50 μm).  

 

Şekil 4.19 irdelendiğinde 500 μm lik porlara sahip steril metal elekten geçirilen süspansiyon 

kültürlerinde hücrelerin kümeleşme gösterdiği ancak, elekten geçirme sonrası dağılma 

göstermeyen küme kallus hatlarının uzaklaştırıldığı gözlendi. 

500 μm lik porlara sahip steril metal elekten geçirilen kök ve süspansiyon kültürlerinden 

başlatılan kültürlerin BBO’da yaklaşık bir aylık inkübasyonu sonrası oluşturulan kültürler 250 

µm.’lik porlara sahip steril metal elekten geçirildi. Elekten geçirilen kültürlerden bir miktar 

örnek alınarak mikroskopta gözlendi ve Şekil 4.20’da, elde edilen kültürlerden alınan 50 ml 

kültür üzerine 50ml taze besi ortamı (Kök için; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA, kotiledon 

yaprakları için; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D)  eklenerek kültürler hazırlandı ve Şekil 4.20’de 

sunuldu. Hazırlanan kültürler 100 rpm ayarlı çalkayacılar üzerinde kökler karanlık, kotiledon 
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yaprakları ise hem normal fotoperiyot hemde karanlık ortamda BBO’ da yaklaşık bir ay yeniden 

inkübasyonu sağlandı. 

 

Şekil 4.20: Kök ve kotiledon yaprakları süspansiyon kültürlerinin 250 μm lik porlara sahip steril metal 

elekten geçirimi sonrası elde edilen kültürlerden yeniden süspansiyon kültürlerinin oluşturulması 

(Barlar: 1.2 cm). Kök ve kotiledon yaprakları süspansiyon kültürlerinin 250 μm lik porlara sahip steril 

metal elekten geçirimi sonrası mikroskop görüntüleri (Barlar: 50 μm).   

 

Şekil 4.20 irdelendiğinde 500 μm lik porlara sahip steril metal elekten geçirilen süspansiyon 

kültürlerine göre 250 μm lik porlara sahip steril metal elekten geçirilen süspansiyon 

kültürlerinde hücrelerin kümeleşmelerin azaldığı, elekten geçirme sonrası dağılma göstermeyen 

küme kallus hatlarının uzaklaştırıldığı gözlendi. 

250 μm lik porlara sahip steril metal elekten geçirilen kök ve süspansiyon kültürlerinden 

başlatılan kültürlerin BBO’da yaklaşık bir aylık inkübasyonu sonrası oluşturulan kültürler 100 

µm.’lik porlara sahip steril metal elekten geçirildi. Elekten geçirilen kültürlerden bir miktar 

örnek alınarak mikroskopta gözlendi ve Şekil 4.21’da, elde edilen kültürlerden alınan 50 ml 
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kültür üzerine 50 ml taze besi ortamı (Kök için; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA, kotiledon 

yaprakları için; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D)  eklenerek kültürler hazırlandı ve Şekil 4.21’de 

sunuldu. Hazırlanan kültürler 100 rpm ayarlı çalkayacılar üzerinde kökler karanlık, kotiledon 

yapraklarının ise hem normal fotoperiyot hem de karanlık ortamda BBO’ da yaklaşık bir ay 

yeniden inkübasyonu sağlandı. 

 

Şekil 4.21: Kök ve kotiledon yaprakları süspansiyon kültürlerinin 100 μm lik porlara sahip steril metal 

elekten geçirimi sonrası elde edilen kültürlerden yeniden süspansiyon kültürlerinin oluşturulması 

(Barlar: 1.2 cm). Kök ve kotiledon yaprakları süspansiyon kültürlerinin 100 μm lik porlara  sahip steril 

metal elekten geçirimi sonrası mikroskop görüntüleri (Barlar: 50 μm).   

 

Şekil 4.21 irdelendiğinde 250 μm lik porlara sahip steril metal elekten geçirilen süspansiyon 

kültürlerine göre 100 μm lik porlara sahip steril metal elekten geçirilen süspansiyon 

kültürlerinde hücrelerin kümeleşmelerin ortadan kalktığını, elekten geçirme sonrası dağılma 

göstermeyen küme kallus hatlarının tamamen uzaklaştırıldığı gözlendi. 
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100 μm lik porlara sahip steril metal elekten geçirilen kök ve süspansiyon kültürlerinden 

başlatılan kültürlerin BBO’da yaklaşık bir aylık inkübasyonu sonrası oluşturulan kültürler 

periyodik olarak yaklaşık ayda bir alt kültüre edildi. Ancak periyodik alt kültürleme çalışmaları 

süresince alt kültür aşamalarında kümeleşme gözlendiğinde kültürler yeniden 100 µm.’lik 

porlara sahip steril metal elekten geçirilerek stok süspansiyon kültürleri elde edildi. Periyodik 

alt kültürlemelerde veya elekten geçirilmesine gerek duyulan kültürler işlemlerin ardından 50 

ml kültür üzerine 50 ml taze besi ortamı (Kök için; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA, kotiledon 

yaprakları için; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D)  eklenerek kültürler hazırlandı ve 100 rpm 

ayarlı çalkayacılar üzerinde kökler karanlık, kotiledon yaprakları ise hem normal fotoperiyot 

hemde karanlık ortamda BBO’da inkübasyonu sağlanarak stok süspansiyon kültürleri elde 

edildi (Şekil 4.22). 

 

Şekil 4.22: Kök ve kotiledon yaprakları süspansiyon kültürlerinin periyodik alt kültürlenmeleri sonrası 

oluşturulan stok süspansiyon kültür hatları (Barlar: 1.2 cm). 

 

Şekil 4.22 irdelendiğinde, değişik por büyüklüklerine sahip eleklerden geçirilmiş olan 

süspansiyon kültürlerinin, homojen bir hal aldığı gözlendi. Optimizasyon çalışmaları ve 

büyüme eğrisi çalışmaları için stok kültürlerin oluşturulması çalışmalarına devam edildi. 
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4.3.3. Kök ve Kotiledon Yaprağı Süspansiyon Kültürlerinde Optimizasyon Çalışmaları  

4.3.2. başlığı altında ifade edilen stok süspansiyon kültürü oluşturma çalışması sonrası, kök ve 

kotiledon yaprağı süspansiyon hatlarının farklı çalkalama hızlarına ayarlanan (90-100-110 rpm) 

çalkalayıcılar üzerinde inkübasyonu çalışmaları gerçekleştirildi. Çalışma kapsamında stok 

süspansiyon kültürlerinin alt kültürleme zamanı sürecinde, kök ve kotiledon yaprağı (normal 

fotoperiyot ve karanlık ortamda inkübe edilen) süspansiyon hatlarına ait 50 ml kültür ve 50 ml 

taze besi ortamı (LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA, LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D) 250 ml 

Erlenlere alınarak, BBO’da 90-100-110 rpm hızlarına ayarlı çalkalayıcılar üzerinde yaklaşık 1 

ay inkübe edildi. İnkübasyon sonrası morfolojik gözlemlere ait sonuçlar (Şekil 4.23, Şekil 4.25, 

Şekil 4.27), sayısal değerlere ait grafikler (Şekil 4.24, Şekil 4.26, 4.28) ve istatistiki 

değerlendirmeler, kök, normal fotoperiyotta ve karanlık ortamda inkübe edilen kotiledon 

yaprağı süspansiyon hatları için sırasıyla Tablo 4.11, Tablo 4.12, Tablo 4.13)’de sunuldu. 
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Şekil 4.23: Farklı çalkalama hızlarına sahip çalkalayıcılar üzerinde yaklaşık bir ay inkübasyonu sonrası 

kök süspansiyonları (Barlar: 1.2 cm). 

 

 

Şekil 4.24: Farklı çalkalama hızlarına sahip çalkalayıcılar üzerinde yaklaşık bir ay inkübasyonu sonrası 

kök süspansiyonlarının büyümelerine ait grafik. 

 

Tablo 4.11: Farklı çalkalama hızlarına sahip çalkalayıcılar üzerinde yaklaşık bir ay inkübasyonu sonrası 

kök süspansiyonlarının büyümelerine ait sonuçlar. 

Çalkalama Hızı  

(RPM) 

Yaş Ağırlık (gr) 

Ort+SH 

Kuru Ağırlık (gr) 

Ort+SH 

90 0,0647±0.0014a 0,0055±0.0002c 

100 0,0549±0.0042b 0,0051±0.0003b 

110 0,0465±0.0040c 0,0073±0.0006a 

Her denemede ortama 10 erlen kültür kullanıldı. 
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Şekil 4.23, Şekil 4.24 ve Tablo 4.11’e göre; Morfolojik veriler irdelendiğinde, düşük çalkalama 

hızlarında erlen kenarlarına hücre kümelerinin yığıldığı gözlendi. Bununla birlikte 

pigmentasyonun bazı erlenlerde çalkalama hızı artıkça artırdığı gözlendi. Sayısal veriler 

değerlendirildiğinde, yaklaşık bir aylık inkübasyonun sonunda 90 rpm hızla çalkalama da 

ortalama yaş ağırlık 0,0647±0.0014 gr, ortalama kuru ağırlık 0,0055±0.0002 gr olarak, 100 rpm 

hızla çalkamada ortalama yaş ağırlık 0,0549±0.0042 gr, ortalama kuru ağırlık 0,0051±0.0003 

olarak, 110 rpm ortalama yaş ağırlık 0,0465±0.0040 gr, ortalama kuru ağırlık 0,0073±0.0006 

gr  olarak hesaplandı. İstatistiksel olarak irdelendiğinde, yaş ağırlıklar bakımından farklı 

çalkalama hızlarında inkübe edilen kök süspansiyonları arasında fark hesaplanırken, kuru 

ağırlıklar bakımından 90 rpm ile 100 rpm çalkalama hızlarında inkübe edilen kök 

süspansiyonlarına göre 110 rpm çalkama hızında inkübe edilen kök süspansiyonları arasında 

fark hesaplandı. Her ne kadar 110 rpm’e göre 90 rpm ve 100 rpm çalkalama hızlarında inkübe 

edilen erlenlerde yaş ağırlık yüksek olarak hesaplansa da, 110 rpm çalkalama hızlarında inkübe 

edilen erlenlerde en yüksek kuru ağırlık hesaplandı. Sonuç olarak büyüme eğrisi çalışmalarında 

çalkalama hızı olarak 110 rpm kullanılmasına karar verildi. 
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Şekil 4.25: Farklı çalkalama hızlarına sahip çalkalayıcılar üzerinde ve normal fotoperiyot ortamında 

yaklaşık bir ay inkübasyonu sonrası kotiledon yaprağı süspansiyonları (Barlar: 1.2 cm). 

 

 

Şekil 4.26: Farklı çalkalama hızlarına sahip çalkalayıcılar üzerinde ve normal fotoperiyot ortamında 

yaklaşık bir ay inkübasyonu sonrası kotiledon yaprağı süspansiyonların büyümelerine ait grafik. 

 

Tablo 4.12: Farklı çalkalama hızlarına sahip çalkalayıcılar üzerinde ve normal fotoperiyot ortamında 

yaklaşık bir ay inkübasyonu sonrası kotiledon yaprağı süspansiyonlarının büyümelerine ait sonuçlar. 

Çalkalama Hızı  
(RPM) 

Yaş Ağırlık (gr) 
Ort+SH 

Kuru Ağırlık (gr) 
Ort+SH 

90 0,0751±0.0101b 0,0081±0.0012b 
100 0,0972±0.0072a 0,0100±0.0006a 
110 0,0622±0.0033b 0,0088±0.0005b 

Her denemede ortalama 10 erlen kültür kullanıldı. 
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Şekil 4.25, Şekil 4.26 ve Tablo 4.12’e göre; Morfolojik veriler irdelendiğinde, koyu 

pigmentasyonun bazı erlenlerde çalkalama hızı artıkça artırdığı gözlendi. Bununla birlikte bazı 

erlenlerde açık renkli hücre kümeleşmesi gözlendi. Sayısal veriler değerlendirildiğinde, 

yaklaşık bir aylık inkübasyonun sonunda 90 rpm hızla çalkalama da ortalama yaş ağırlık 

0,0751±0.0101 gr, ortalama kuru ağırlık 0,0081±0.0012 gr olarak, 100 rpm hızla çalkalama da 

ortalama yaş ağırlık 0,0972±0.0072 gr, ortalama kuru ağırlık 0,0100±0.0006 gr olarak, 110 rpm 

ortalama yaş ağırlık 0,0622±0.0033 gr, ortalama kuru ağırlık 0,0088±0.0005 gr olarak 

hesaplandı. Yaş ve kuru ağırlıklar bakımından farklı 90 rpm ile 110 rpm çalkalama hızlarında 

inkübe edilen kotiledon yaprağı süspansiyonlarına göre 100 rpm çalkalama hızlarında inkübe 

edilen kotiledon yaprağı süspansiyonları arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi. 90 rpm 

ve 110 rpm çalkalama hızlarında inkübasyona göre 100 rpm çalkalama hızında, daha yüksek 

yaş ve kuru ağırlık hesaplandı.  
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Şekil 4.27: Farklı çalkalama hızlarına sahip çalkalayıcılar üzerinde ve karanlık ortamda yaklaşık bir ay 

inkübasyonu sonrası kotiledon yaprağı süspansiyonları (Barlar: 1.2 cm). 

 

 

Şekil 4.28: Farklı çalkalama hızlarına sahip çalkalayıcılar üzerinde ve karanlık ortamda yaklaşık bir ay 

inkübasyonu sonrası kotiledon yaprağı süspansiyonların büyümelerine ait grafik. 

 

Tablo 4.13: Farklı çalkalama hızlarına sahip çalkalayıcılar üzerinde ve karanlık ortamda yaklaşık bir ay 

inkübasyonu sonrası kotiledon yaprağı süspansiyonlarının büyümelerine ait sonuçlar. 

Çalkalama Hızı 

(RPM) 

Yaş Ağırlık (gr) 

Ort+SH 

Kuru Ağırlık (gr) 

Ort+SH 

90 0,0855±0.0116b 0,0092±0.0014b 

100 0,1171±0.0098a 0,0121±0.0008a 

110 0,0724±0.0043b 0,0103±0.0006b 
Her denemede ortala ma 10 erlen kültür kullanıldı. 

 

 



109 

 

 

 

Şekil 4.27, Şekil 4.28 ve Tablo 4.13’e göre; Morfolojik veriler irdelendiğinde, koyu 

pigmentasyonun bazı erlenlerde çalkalama hızı artıkça artırdığı gözlendi. Bununla birlikte 

normal fotoperiyot ortamında göre erlenlerde herhangi bir kümeleşme gözlenmedi. Sayısal 

veriler değerlendirildiğinde, yaklaşık bir aylık inkübasyonun sonunda 90 rpm hızla çalkalama 

da ortalama yaş ağırlık 0,0855±0.0116 gr, ortalama kuru ağırlık 0,0092±0.0014 gr olarak, 100 

rpm hızla çalkamada ortalama yaş ağırlık 0,1171±0.0098 gr, ortalama kuru ağırlık 

0,0121±0.0008 gr olarak, 110 rpm ortalama yaş ağırlık 0,0724±0.0043 gr, ortalama kuru ağırlık 

0,0103±0.0006 gr olarak hesaplandı. Yaş ve kuru ağırlıklar bakımından farklı 90 rpm ile 110 

rpm çalkalama hızlarında inkübe edilen kotiledon yaprağı süspansiyonlarına göre 100 rpm 

çalkalama hızlarında inkübe edilen kotiledon yaprağı süspansiyonları arasında istatistiksel 

olarak fark tespit edildi. 90 rpm ve 110 rpm çalkalama hızlarında inkübasyona göre 100 rpm 

çalkalama hızında, daha yüksek yaş ve kuru ağırlık hesaplandı. 

Sonuç olarak, normal fotoperiyotta inkübe edilen süspansiyonlarda kümeleşme gözlenmesi, 

bununla birlikte maksimum yaş ve kuru ağırlığın karanlıkta inkübe edilen süspansiyonlara göre 

düşük olması nedeniyle, büyüme eğrisi çalışmalarında karanlık ortamda inkübasyon ve 100 rpm 

çalkalama hızı kullanılmasına karar verildi. 
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4.3.4. Kök ve Kotiledon Yaprağı Süspansiyon Kültürlerinde Büyümenin 

Karakterizasyonu Çalışmaları 

4.3. başlığı altında ifade edildiği üzere, uygun nitelikteki kalluslardan süspansiyon kültürlerinin 

oluşturulmuş olması devamında, yapılan optimizasyon çalışmaları sonucunda, kök ve kotiledon 

yapraklarının en uygun çoğaltma metodunun belirlenmesi sonrasında elisitasyon uygulaması 

için önemli bir aşama olan büyüme eğrisinin belirlenmesi çalışmalarına geçildi.  

Kök ve kotiledon yaprağı stok süspansiyon kültür hatlarına ait kültürlerin alt kültürleme 

sürecinde, her bir ölçüm günü için 5 erlen oluşturuldu. 250 ml lik bir erlene 50 ml kültür 50 ml 

taze besi ortamı (Kök süspansiyonları için; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA, kotiledon yaprağı 

süspansiyonları için; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D) ilave edilerek hazırlanan kök ve kotiledon 

yaprakları süspansiyonları ait kültürler BBO’da sırasyıyla 110 rpm ve 100 rpm çalkalama hızına 

ayarlı çalkalayıcılar üzerinde yaklaşık bir ay inkübe edildi. İnkübasyona başlanan gün (0. Gün) 

ve akabinde her yedi günde 28. güne kadar, inkübasyonu tamamlanan erlenler BBO’da bulunan 

çalkayıcılar üzerinde alınarak hem kök hem de kotiledon yaprağı süspansiyonlarına ait yaş ve 

kuru ağırlıklar hesaplandı ve büyüme eğrileri oluşturuldu. Oluşturulan eğriler sırasıyla Şekil 

4.29 ve Şekil 4.30’da sunuldu. 

  

                                   Şekil 4.29:  Kök süspansiyonuna ait büyüme eğrileri. 

 

Şekil 4.29 irdelendiğinde, inkübasyonun ilk günü hesaplanan ortalama yaş ağırlık 0.0847 gr, 

ortalama kuru ağırlık 0.0077 gr olarak, inkübasyonun 7. günü ortalama yaş ağırlık 0.1013 gr, 

ortalama kuru ağırlık 0.0092 gr olarak, inkübasyonun 14. günü ortalama yaş ağırlık 0.1024 gr, 

ortalama kuru ağırlık 0.0093 gr olarak, inkübasyonun 21. günü ortalama yaş ağırlık 0.1112 gr, 

ortalama kuru ağırlık 0.0105 gr olarak ve inkübasyonun 28. günü ortalama yaş ağırlık 0.0852 
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gr, ortalama kuru ağırlık 0.0077 gr olarak hesaplandı. İnkübasyonun başlangıcından itibaren 

21. güne kadar inkübasyonda ortalama yaş ve kuru ağırlıklarda artış hesaplanırken, 21. günden 

sonra inkübasyonda ise ortalama yaş ve kuru ağırlıklarda azalmalar hesaplandı. Sonuç olarak 

kök süspansiyon hatlarında şikonin miktarının arttırılmasına yönelik elisitasyon uygulaması 

çalışmaları için elisitasyon uygulama zamanı olarak inkübasyonun 20. günü olarak tespit edildi. 

  

                           Şekil 4.30: Kotiledon yaprağı süspansiyonuna ait büyüme eğrileri. 

 

Şekil 4.30 irdelendiğinde, inkübasyonun ilk günü hesaplanan ortalama yaş ağırlık 0.0603 gr, 

ortalama kuru ağırlık 0.0057 gr olarak, inkübasyonun 7. günü ortalama yaş ağırlık 0.0773 gr, 

ortalama kuru ağırlık 0.0069 gr olarak, inkübasyonun 14. günü ortalama yaş ağırlık 0.1133 gr, 

ortalama kuru ağırlık 0.0095 gr olarak, inkübasyonun 21. günü ortalama yaş ağırlık 0.0897 gr, 

ortalama kuru ağırlık 0.0080 gr olarak ve inkübasyonun 28. günü ortalama yaş ağırlık 0.0775 

gr, ortalama kuru ağırlık 0.0070 gr olarak hesaplandı. İnkübasyonun başlangıcından itibaren 

14. güne kadar inkübasyonda ortalama yaş ve kuru ağırlıklarda artış hesaplanırken, 14. günden 

sonra inkübasyonda ise ortalama yaş ve kuru ağırlıklarda azalmalar hesaplandı. Sonuç olarak 

kotiledon yaprağı süspansiyon hatlarında yağ asidi miktarının arttırılmasına yönelik 

gerçekleştirilecek elisitasyon uygulaması çalışmaları için elisitasyon uygulama zamanı olarak 

inkübasyonun 14. günü olarak tespit edildi. 
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4.4. ÇİMLENEN TOHUMLARDAN ELDE EDİLEN KÖKLERDEN SAÇAK KÖK 

KÜLTÜRÜ OLUŞTURULMASINA YÖNELİK ÇALIŞMALAR 

4.4.1. Tohum Kaynaklı Köklerden Saçak Kök Kültürü Oluşturma Çalışmaları 

Çimlenen tohumlardan elde edilen kökler, 3.2.5.1. başlığında ifade edildiği üzere modifiye 

edilerek uygulanan metot kapsamında saçak kökler elde edildi. A. tumefaciens ile tohum 

kaynaklı köklerin birlikte kültüre edilmesinden sonra inkübe edildiği besi ortamında, yaklaşık 

1 hafta içinde saçak kökler gözlendi (Şekil 4.31). 

 

                                      Şekil 4.31: Saçak kök oluşturulması (Barlar: 0.8 cm). 

 

4.4.2. Oluşturulan Saçak Kök Kültürlerinden Stok Saçak Kök Kültürü Oluşturma 

Çalışmaları 

3.2.5.1. başlığı altında gerçekleştirilen çalışmalar kapsamında elde edilen saçak kökler (Şekil 

4.31), 3.2.5.2. başlığı altında ifade edildiği üzere A. tumefaciens’in ortamdan eliminasyonu için 

Timentin içeren besi ortamlarında inkübasyonu ardından, A. tumefaciens’in tamamen elimine 

olması sonrası, oluşan saçak kökler BBD içermeyen Gamborg besi ortamında karanlık ortamda 

BBO’da birer aylık periyotlar halinde inkübe edilerek stok saçak kök kültürleri elde edildi 

(Şekil 4.32). 
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Şekil 4.32: Saçak kök kültürlerinden stok saçak kök kültürleri oluşturulması. A) A. tumefaciens 

enfeksiyonu sonrası saçak köklerin oluşumu, B) Saçak köklerin gelişimi, C) Saçak köklerin alt kültüre 

edilmesi, D) Saçak köklerden stok saçak kök kültürlerinin elde edilmesi (Barlar: 1.1 cm). 

 

4.4.3. Stok Saçak Kök Kültürlerinden Sıvı Ortamda Stok Saçak Kök Kültürlerinin 

Oluşturulması ve Optimizasyon Çalışmaları 

4.4.2 başlığı altında ifade edildiği üzere yarı katı besi ortamda elde edilen stok saçak kök 

kültürlerinden, şikonin ve türevlerinin üretilmesi ve bazı fiziksel ve kimyasal uyarıcılarla 

miktarlarının arttırılması çalışması kapsamında saçak kökler sıvı Gamborg 0 besi ortamında 

kültürlendi. Çalışma 3.2.5.3 başlığı altında ifade edilen ve Şekil 3.20’ de sunulan metot ile saçak 

köklerin sıvı Gamborg 0 besi ortamında ve 100 rpm ayarlı çalkalayıcılar üzerinde karanlık 

ortamda BBO’da inkübasyonu gerçekleştirilerek sıvı ortamda stok saçak kök kültürleri elde 

edildi (Şekil 4.33). 
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Şekil 4.33: Sıvı Gamborg 0 besi ortamında stok saçak kök kültürlerinin oluşturulması. A) Yarı katı 

Gamborg 0 besi ortamında saçak kökler, B) Yarı katı besi ortamında saçak köklerin alt kültür edilmesi, 

C) Yarı katı ortamda stok saçak kök kültürlerinin elde edilmesi, D) Yarı katı besi ortamındaki saçak 

köklerin sıvı Gamborg 0 besi ortamına alınması, E) Sıvı besi ortamında saçak köklerin büyümesi, F) 

Sıvı ortamda gelişen saçak köklerin alt kültrlendmesi, G) Sıvı ortamda stok saçak kök kültürlerinin elde 

edilmesi (Barlar: 1.3 cm). 

 

Sıvı besi ortamında ortamda stok saçak kök kültürlerinin elde edilmesinin ardından, saçak 

köklerin sıvı ortamdaki büyümelerinin optimizasyonu çalışmaları gerçekleştirildi. Sıvı 

Gamborg 0 besi ortamında elde edilen saçak köklerin, alt kültürlenme sürecinde, 3.2.5.3. başlığı 

altında ifade edildiği üzere eşit miktarda alınan saçak kökler 250 ml erlen içerisine alınarak 

üzerine 100 ml sıvı Gamborg 0 besi ortamı aktarılıp gerekli kapatılma işlemleri 

gerçekleştirilerek 90-100 ve 110 rpm hızlarına ayarlı çalkalayıcılar üzerinde (her çalkalama hzı 

için ayrı grup erlenler hazırlandı) karanlık ortamda BBO’da inkübe edildi. İnkübasyon sonrası 

morfolojik gözlemlere ait sonuçlar (Şekil 4.34), sayısal değerlere ait grafikler (Şekil 4.35) ve 

istatistiki değerlendirmeler (Tablo 4.14)’de sunuldu. 
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Şekil 4.34: Sıvı Gamborg 0 besi ortamında farklı çalkalama hızlarına sahip çalkalayıcılar üzerinde ve 

karanlık ortamda yaklaşık bir ay inkübasyonu sonrası saçak kökler (Barlar: 1.2 cm). 

 

 

Şekil 4.35: Sıvı Gamborg 0 besi ortamında farklı çalkalama hızlarına sahip çalkalayıcılar üzerinde ve 

karanlık ortamda yaklaşık bir ay inkübasyonu sonrası saçak köklerin büyümelerine ait grafik. 

 

Tablo 4.14: Farklı çalkalama hızlarına sahip çalkalayıcılar üzerinde ve karanlık ortamda yaklaşık bir ay 

inkübasyonu sonrası saçak köklerin büyümelerine ait sonuçlar. 

Çalkalama Hızı 

(RPM) 

Yaş Ağırlık (gr) 

Ort+SH 

Kuru Ağırlık (gr) 

Ort+SH 

90 2.7848±0.1176b 0.3063±0.0129b 

100 3.4082±0.4238a 0.3749±0.0466a 

110   2.8674±0.1924ab   0.3154±0.0212ab 
Her denemede ortalama 10 erlen kültür kullanıldı. 
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Şekil 4.34, Şekil 4.35 ve Tablo 4.14’e göre; Morfolojik veriler irdelendiğinde, koyu 

pigmentasyonun bazı erlenlerde çalkalama hızına paralel olarak artış gösterdiği, bununla 

birlikte yüksek çalkalama hızının (110 rpm) saçak köklerde kırılmalar meydana getirdiği 

gözlendi. Sayısal veriler değerlendirildiğinde, yaklaşık bir aylık inkübasyonun sonunda 90 rpm 

hızla çalkalamada ortalama yaş ağırlık 2.7848±0.1176 gr, ortalama kuru ağırlık 0.3063±0.0129 

gr olarak, 100 rpm hızla çalkamada ortalama yaş ağırlık 3.4082±0.4238 gr, ortalama kuru 

ağırlık 0.3749±0.0466 gr olarak, 110 rpm ortalama yaş ağırlık 2.8674±0.1924 gr, ortalama kuru 

ağırlık 0.3154±0.0212 gr olarak hesaplandı. Yaş ve kuru ağırlıklar bakımından 100 rpm 

çalkalama hızında inkübe edilen saçak köklere göre 110 rpm çalkalama hızında inkübe edilen 

saçak kökler arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken, 90 rpm çalkalama hızında inkübe 

edilen saçak kökler arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi. Saçak köklerin 90 ve 110 rpm 

çalkalama hızlarında inkübasyonuna göre 100 rpm çalkalama hızında inkübasyonunda daha 

yüksek yaş ve kuru ağırlık hesaplandı. 

Sonuç olarak, 110 rpm hızında çalkalanan saçak köklerde kırılmalar, bununla birlikte 90 ve 110 

rpm çalkama hızlarında inkübe edilen saçak köklerde hesaplanan yaş ve kuru ağırlığın 100 rpm 

çalkalama hızında inkübe edilen saçak köklerde hesaplanan yaş ve kuru ağırlıktan düşük olması 

sebebiyle, büyüme eğrisi çalışmalarında 100 rpm çalkalama hızı kullanılmasına karar verildi. 

4.4.4. Sıvı Gamborg 0 Besi Ortamındaki Saçak Kök Kültürlerinde Büyümenin 

Karakterizasyonu Çalışmaları 

3.2.5.1., 3.2.5.2., 3.2.5.3. başlıkları kapsamında gerçekleştirilen çalışmaların sonucunda 4.4.1, 

4.4.2 ve 4.4.3 başlığı altında elde edilen veriler kullanılarak, şikonin ve türevlerinin üretilmesi 

ve miktarının arttırılmasında uygulanacak olan fiziksel ve kimyasal uyarıcıların uygulama 

zamanının belirlenmesi amacıyla, 3.2.5.4. başlığı altında ifade edilen metod kapsamında, sıvı 

Gamborg 0 besi ortamında elde edilen stok saçak kök kültürlerinin alt kültürleme sürecinde, 

ölçümü yapılacak her gün için 5 erlen hazırlandı. 250 ml lik erlen içerisine yaklaşık 0.25 gr 

saçak kök alınarak üzerine 100 ml sıvı Gamborg 0 besi ortamı eklendi ve gerekli kapatılma 

işlemi yapılarak 100 rpm hızına ayarlı çalkalayıcılar üzerinde karanlık ortamda BBO’da 

yaklaşık bir ay inkübe edildi. İnkübasyona başlanan gün (0. gün) ve akabinde her on günde 30. 

güne kadar, inkübasyonu tamamlanan erlenler, BBO’da bulunan çalkayıcılar üzerinden alınarak 

(Şekil 4.36) saçak köklere ait yaş ve kuru ağırlıklar hesaplanarak büyüme eğrileri oluşturuldu 

Şekil 4.37’de sunuldu. 
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Şekil 4.36: Sıvı Gamborg 0 besi ortamında saçak köklerin farklı günlerde gelişimleri (Barlar: 1.4 cm). 

 

  

                                   Şekil 4.37: Saçak kök kültürlerine ait büyüme eğrileri. 

 

Şekil 4.36 ve Şekil 4.37 değerlendirildiğinde, inkübasyon süresi arttıkça besi ortamındaki 

pigmentasyona ait koyuluk arttığı gözlendi (20. günden itibaren). Bununla birlikte, 

inkübasyonun ilk gününde hesaplanan ortalama yaş ağırlık 0.25gr, ortalama kuru ağırlık 0.28 

gr olarak, inkübasyonun 10. günü ortalama yaş ağırlık 2.0030gr, ortalama kuru ağırlık 0.2200gr 

olarak, inkübasyonun 20. günü ortalama yaş ağırlık 3.2260 gr, ortalama kuru ağırlık 0.3550 gr 
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olarak, inkübasyonun 30. günü ortalama yaş ağırlık 6.4603gr, ortalama kuru ağırlık 0.7110gr 

olarak hesaplandı. İnkübasyonun başlangıcından itibaren 20. güne kadar inkübasyonda 

ortalama yaş ve kuru ağırlıklarda lineer artış hesaplanırken, 20. günden sonra inkübasyonda ise 

ortalama yaş ve kuru ağırlıklarda logaritmik artış hesaplandı. Ancak, her ne kadar 20. günden 

itibaren logaritmik bir büyüme olsa da, besi ortamında pigemntasyonda koyulaşma artmaktadır. 

Sonuç olarak şikonin miktarının arttırılmasına yönelik elisitasyon uygulaması çalışmaları için 

elisitasyon uygulama zamanı olarak inkübasyonun 20. günü olarak tespit edildi. 

4.5. KÖK VE KOTİLEDON YAPRAĞI SÜSPANSİYON KÜLTÜRLERİ İLE SIVI 

ORTAMDAKİ SAÇAK KÖK KÜLTÜRLERİNDE METABOLİT ÜRETİMİ ve 

ARTTIRIMI İÇİN ELİSİTASYON UYGULAMALARINA YÖNELİK ÇALIŞMALAR 

4.5.1. Sıvı Saçak Kök Kültürlerinde Şikonin Tipi ve Miktarının Elisitasyon 

Uygulamaları ile Arttırılması Çalışması 

3.2.6 başlığı altında Tablo 3.7’de ifade edilen elisitasyon tipleri, miktarları ve süreleri, sıvı 

saçak kök kültürlerine uygulanarak şikonin tipi ve miktarının arttırılması hedeflenmiştir. 

Çalışmada, alt kültür süreci içindeki sıvı saçak kök kültürü hatları, her bir çalışma için ortalama 

10 erlen olacak şekilde 250 ml erlene 0.5 gr saçak kök, 100 ml taze besi ortamı (Gamborg 0) 

ilave edilip alt kültür işlemi tamamlandıktan sonra, gerekli kapatma işlemlerinin ardından 100 

rpm hızına ayarlı çalkalayıcılar üzerinde elisitasyon uygulama zamanına kadar (20. gün) 

karanlık ortamda ve BBO’da inkübe edildi. İnkübasyonun 20. gününde çalkalayıcılar üzerinden 

alınan erlenlere Tablo 3.7’de sunulan tabloda ifade edildiği gibi elisitasyonlar uygulandı. 

Kontrol gruplarında; erlenlerin ağızları açılmadan BBO’daki çalkalayıcılar üzerinde 

inkübasyona devam edildi, MeJA, ABA, DMSO gruplarında; erlenlere steril ortam koşullarında 

kimyasallar ilave edilerek yeniden kapatıldı ve BBO’daki çalkalayıcılar üzerinde inkübasyon 

yeniden bırakıldı, +4 °C gruplarında; erlenlerin ağızları açılmadan, buzdolabı içerisine alınan 

çalkalayıcılar üzerine bırakılarak inkübasyona devam edildi. Elisitasyon süreçleri için 

belirlenen zaman dilimleri sonunda, morfolojik gözlemler Şekil 4.38,  Şekil 4.39, Şekli 4.40, 

Şekil 4.41 ve Şekil 4.42’de yaş ve kuru ağırlıkları hesaplanarak Tablo 4.15’de sunuldu. Kuru 

ağırlıkları hesaplanan saçak kökler şikonin tipi ve miktarları belirleme çalışmaları için saklandı. 
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     Şekil 4.38: Sıvı saçak kök kültürlerinde elisitasyon uygulamasına ait kontroller (Barlar: 1.4 cm). 

 

 

 

Şekil 4.39: Sıvı saçak kök kültürlerine farklı konsantrasyon ve sürelerde MeJA uygulaması (Barlar: 1.4 

cm). 
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Şekil 4.40: Sıvı saçak kök kültürlerine farklı konsantrasyon ve sürelerde ABA uygulaması (Barlar: 1.4 

cm). 

 

 

Şekil 4.41: Sıvı saçak kök kültürlerine farklı konsantrasyon ve sürelerde DMSO uygulaması (Barlar: 

1.4 cm). 
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           Şekil 4.42: Sıvı saçak kök kültürlerine farklı sürelerde soğuk uygulaması (Barlar: 1.4 cm). 

 

Tablo 4.15: Sıvı saçak kök kültürlerine elisitasyon uygulaması sonrası saçak köklere ait yaş ve kuru 

ağırlıklar. 

Elisitasyon 

Uygulama 

Tipi ve 

Miktarı 

Ortalama Yaş Ağrılık 

(mg) 

Ortalama Kuru Ağırlık 

(mg) 

Uygulama Süresi (Saat) Uygulama Süresi (Saat) 

0 12 24 48 0 12 24 48 

Kontrol 2.48±0.22 3.20±0.21ab 3.20±0.26c 3.26±0.29abc 0.27±0.03 0.35±0.02ab 0.35±0.03c 0.35±0.03abc 

MeJA (5 µM) 3.79±0.36a 4.31±0.46ab 3.65±0.21ab 0.41±0.04a 0.47±0.05ab 0.40±0.02ab 

MeJA (10 µM) 3.62±0.32ab 2.88±0.27c 2.59±0.10cd 0.40±0.03ab 0.32±0.03c 0.29±0.01cd 

ABA (0.1 mg) 2.62±0.39b  3.84±0.24bc 3.14±0.24abc 0.29±0.04b 0.42±0.03bc 0.35±0.03abc 

ABA (0.5 mg) 2.84±0.32ab 2.86±0.17c 3.00±0.26bc 0.31±0.04ab 0.32±0.02c 0.33±0.03bc 

DMSO (% 0.1) 3.26±0.47ab 4.89±0.58a 3.25±0.32abc 0.36±0.05ab 0.54±0.06a 0.36±0.04abc 

DMSO (% 0.2) 2.93±0.15ab 3.78±0.26bc 3.79±0.33a 0.32±0.02ab 0.42±0.02bc 0.42±0.04a 

Soğuk (+4 °C) 3.11±0.43ab 2.76±0.20c 2.22±0.02d 0.35±0.05ab 0.30±0.02c 0.25±0.01d 

Her denemede ortama 10 erlen kültür kullanıldı. 

Şekil 4.38, Şekil 4.39, Şekil 4.40, Şekil 4.41 ve Şekil 4.42 irdelendiğinde; ABA, DMSO ve 

soğuk denemelerine göre MeJA’nın denenen iki farklı konsantrasyonunda besi ortamlarında 

belirgin kırmızılıklar devam etmektedir. MeJA dışındaki diğer denemelerde besi ortamları koyu 

kırmızı bir renk aldığı gözlendi. Tablo 4.15 irdelendiğinde, saçak kök kitlesi bakımından MeJA 

ve DMSO’daki düşük konsantrasyon denemelerinin diğer ortamlardaki denemelere göre 

özellikle 24 saat uygulamalarında daha fazla miktarda olduğu gözlendi [5 µM MeJA 24 Saat 

(Yaş Ağırlık: 4.31±0.46 gr; Kuru Ağırlık: 0.47±0.05 gr); %0.1 DMSO 24 Saat (Yaş Ağırlık: 

4.89±0.58 gr; Kuru Ağırlık: 0.54±0.06 gr)]. Bununla birlikte, kontrol ile denemelerde 

hesaplanan yaş ve kuru ağırlıklar arasında sayısal ve istatistiksel olarak parelellik tespit edildi. 

Genellikle büyüme fazının sonu olarak tespit edilen 20. gün gerçekleştirilen denemeler de 

doğrulanmış oldu. Çünkü 24. saatten 48. saate doğru büyüme, 12. saatten 24. saate kadar ki 

büyümeye oranla genelde ya çok zayıf ya da büyümede gerilemeler olduğu tespit edildi. En 

yüksek yaş ve kuru ağırlık 24 saat %0.1 DMSO (Yaş Ağırlık: 4.89±0.58 gr; Kuru Ağırlık: 

0.54±0.06 gr) uygulamasında hesaplanırken, en düşük yaş ve kuru ağırlık 48 saat +4 °C (Yaş 

Ağırlık: 2.22±0.02 gr; Kuru Ağırlık: 0.25±0.01 gr) uygulamasında hesaplandı. Beklendiği gibi, 
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bitkinin asıl büyüme sıcaklığı ortalama 25 °C olduğu bilindiğinden, soğuk uygulama süresi 

arttıkça saçak kök gelişiminde gerileme olduğu hesaplandı. MeJA, ABA ve DMSO düşük doz 

uygulamalarında gelişimi olumlu etkilerken,  yüksek doz ve uzun süre uygulamalarda ise 

gelişimi olumsuz yönde etkilediği hesaplandı. 12 Saat uygulamalarında, hem yaş hem kuru 

ağırlıklar bakımından MeJA (5 µM) ile Kontrol, MeJA (10 µM), ABA (0.5 mg), DMSO (% 

0.1), DMSO (% 0.2) ve Soğuk (+4 °C) arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken, MeJA 

(5 µM) ile ABA (0.1 mg) arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi. 24 saat uygulamalarında, 

hem yaş hem kuru ağırlıklar bakımından DMSO (% 0.1) ile MeJA (5 µM) arasında istatistiksel 

olarak fark tespit edilirken, Kontrol, DMSO (% 0.1) ile ABA (0.1 mg), ABA (0.5 mg), DMSO 

(% 0.2) ve Soğuk (+4 °C) arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi. 48 Saat 

uygulamalarında, hem yaş hem kuru ağırlıklar bakımından DMSO (% 0.2) ile Kontrol, MeJA 

(5 µM), ABA (0.1 mg) ve DMSO (% 0.1) arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken, 

DMSO (% 0.2) ile ABA (0.5 mg) ve Soğuk (+4 °C) arasında istatistiksel olarak fark tespit 

edildi. 

4.5.2. Kök Süspansiyon Kültürlerinde Şikonin Tipi ve Miktarının Elisitasyon 

Uygulamaları ile Arttırılması Çalışması 

Saçak kök kültürlerine elisitasyon uygulaması sonrası elde edilen sonuçlar 

değerlendirildiğinde, kök süspansiyon hatları için farklı elisitasyon tipleri, miktarları ile tek bir 

süre uygulamasıyla (Başlık 3.2.6, Tablo 3.7) şikonin ve türevlerinin miktarlarının arttırılması 

hedeflenmiştir. Çalışmada, uygun nitelikteki (tamamen süspanse halindeki, kümeleşme 

meydana gelmeyen alt kültür sürecindeki) alt kültür süreci içindeki kök süspansiyon hatları, her 

bir çalışma için ortalama 10 Erlen olacak şekilde 250 ml Erlene 50 ml kültür 50 ml taze besi 

ortamı (LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA) ilave edilip alt kültür işlemi tamamlandıktan sonra, 

gerekli kapatma işlemlerinin ardından 100 rpm hızına ayarlı çalkalayıcılar üzerinde elisitasyon 

uygulama zamanına kadar (21. gün) karanlık ortamda ve BBO’da inkübe edildi. İnkübasyonun 

21. gününde çalkalayıcılar üzerinden alınan erlenlere Tablo 3.7’de sunulan tabloda ifade 

edildiği gibi elisitasyonlar uygulandı. Kontrol gruplarında; Erlenlerin ağızları açılmadan 

BBO’daki çalkalayıcılar üzerinde inkübasyona devam edildi, MeJA, Maya Özütü (SC), AgNO3 

gruplarında; Erlenlere steril ortam koşullarında kimyasallar ilave edilerek yeniden kapatıldı ve 

BBO’daki çalkalayıcılar üzerinde inkübasyon yeniden bırakıldı. Elisitasyon süreçleri için 

belirlenen zaman dilimi sonunda inkübasyonlar sonlandırılarak, morfolojik gözlemler Şekil 
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4.43,  Şekil 4.44, Şekli 4.45 ve Şekil 4.46’de yaş ve kuru ağırlıkları hesaplanarak Tablo 4.16’de 

sunuldu. Her bir deney grubu için geriye kalan kültür kaba filtre kağıdından geçirelerek oda 

sıcaklığında kurutuldu ve şikonin tipi ve miktarları belirleme çalışmaları için saklandı. 
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 Şekil 4.43: Kök süspansiyon kültürlerinde elisitasyon uygulamasına ait kontroller (Barlar: 1.4 cm). 

 

 

Şekil 4.44: Kök süspansiyon kültürlerine farklı konsantrasyonda MeJA uygulaması (Barlar: 1.4 cm). 
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Şekil 4.45: Kök süspansiyon kültürlerine farklı konsantrasyonda Maya Özütü (SC) uygulaması (Barlar: 

1.4 cm). 

 

 

Şekil 4.46: Kök süspansiyon kültürlerine farklı konsantrasyonda AgNO3 uygulaması (Barlar: 1.4 cm). 
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   Tablo 4.16: Kök süspansiyon kültürlerine elisitasyon uygulaması sonrası yaş ve kuru ağırlıklar. 

Elisitasyon 

Uygulama 

Tipi ve 

Miktarı 

Ortalama Yaş Ağırlık 

(gr) 

Ortalama Kuru Ağırlık 

(gr) 

Uygulama Süresi (Saat) 

0 24 0 24 

Kontrol 0.0411±0.0015 0.0497±0.0023b 0.0051±0.0004 0.0050±0.0005b 

MeJA (5 µM) 0.0836±0.0024a  0.0068±0.0003a 

MeJA (10 µM) 0.0798±0.0042a  0.0065±0.0005a 

Maya Özütü (100mg/l) 0.0502±0.0033b  0.0054±0.0008b 

Maya Özütü (200mg/l) 0.0567±0.0050b  0.0056±0.0006b 

AgNO3 (4 mg/l) 0.0577±0.0034b  0.0052±0.0003b 

AgNO3 (8 mg/l) 0.0544±0.0020b  0.0059±0.0006b 

Her denemede ortama 10 erlen kültür kullanıldı. 

Şekil 4.43, Şekil 4.44, Şekil 4.45 ve Şekil 4.46 irdelendiğinde; MeJA, Maya Özütü (SC) ve 

AgNO3’ün denenen iki farklı konsantrasyonunda besi ortamlarında belirgin koyulaşmalar 

olduğu gözlendi. Ayrıca MeJA denemlerinde ise kırmızı pigmentasyon varlığı gözlendi. Tablo 

4.16 irdelendiğinde kontrol ile denemelerdeki hesaplamalarda yaş ve kuru ağırlıklar arasında 

sayısal ve istatistiksel olarak paralellik tespit edildi. Saçak kök denemelerinde şikonin tip ve 

miktarının en fazla elde edildiği 24. Saat, kök süspansiyonu çalışmalarında tek uygulama 

zamanı olarak denemeler gerçekleştirildi. Kontrole göre gerçekleştirilen tüm denemelerde yaş 

ve kuru ağırlık miktarlarında artışlar tespit edildi. En yüksek yaş ve kuru ağırlık 24 saat 5µM 

MeJA  (Yaş Ağırlık: 0.0836±0.0024 gr; Kuru Ağırlık: 0.0068±0.0003 gr) uygulamasında 

hesaplanırken, en düşük yaş ve kuru ağırlık kontrol (Yaş Ağırlık: 0.0497±0.0023 gr; Kuru 

Ağırlık: 0.0050±0.0005 gr)’de hesaplandı. Hem yaş hem kuru ağırlıklar bakımından MeJA (5 

µM) ile MeJA (10 µM) arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken, MeJA (5 µM) ile 

Kontrol, Maya Özütü (SC) (100 mg/l), Maya Özütü (SC) (200 mg/l), AgNO3 (4 mg/l) ve 

AgNO3 (8 mg/l) arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi.  

4.5.3. Kotiledon Yaprağı Süspansiyon Kültürlerinde Yağ Asidi Miktarlarının 

Elisitasyon Uygulamaları ile Arttırılması Çalışması 

3.2.6 başlığı altında Tablo 3.7’de ifade edilen elisitasyon tipleri, miktarları ve süreleri, kotiledon 

yaprağı süspansiyon kültürlerine uygulanarak yağ asidi miktarının arttırılması hedeflenmiştir. 

Çalışmada, uygun nitelikte (tamamen süspanse halindeki, kümeleşme meydana gelmeyen alt 

kültür sürecindeki) alt kültür süreci içindeki kotiledon yaprağı süspansiyon hatları, her bir 

çalışma için ortalama 10 erlen olacak şekilde 250 ml erlene 50 ml kültür 50 ml taze besi ortamı 

(LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D) ilave edilip alt kültür işlemi tamamlandıktan sonra, gerekli 

kapatma işlemlerinin ardından 100 rpm hızına ayarlı çalkalayıcılar üzerinde elisitasyon 
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uygulama zamanına kadar (14. gün) karanlık ortamda ve BBO’da inkübe edildi. İnkübasyonun 

14. gününde çalkalayıcılar üzerinden alınan erlenlere Tablo 3.7’de sunulan tabloda ifade 

edildiği gibi elisitasyonlar uygulandı. Kontrol gruplarında; erlenlerin ağızları açılmadan 

BBO’daki çalkalayıcılar üzerinde inkübasyona devam edildi, MeJA, ABA, DMSO gruplarında; 

erlenlere steril ortam koşullarında kimyasallar ilave edilerek yeniden kapatıldı ve BBO’daki 

çalkalayıcılar üzerinde yeniden inkübasyon bırakıldı, +4 °C gruplarında; erlenlerin ağızları 

açılmadan, buzdolabı içerisine alınan çalkalayıcılar üzerine bırakılarak inkübasyona devam 

edildi. Elisitasyon süreçleri için belirlenen zaman dilimleri sonunda, morfolojik gözlemler Şekil 

4.47,  Şekil 4.48, Şekli 4.49, Şekil 4.50, Şekil 4.51 ve Şekil 4.52’de yaş ve kuru ağırlıkları 

hesaplanarak Tablo 4.17’de sunuldu. Her bir deney grubu için geriye kalan kültür kaba filtreden 

geçirelerek oda sıcaklığında kurutuldu ve yağ asidi tipi ve miktarları belirleme çalışmaları için 

saklandı. 

 

Şekil 4.47: Kotiledon yaprakları süspansiyon kültürlerinde elisitasyon uygulamasına ait kontroller 

(Barlar: 1.4 cm). 
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Şekil 4.48: Kotiledon yaprakları süspansiyon kültürlerine farklı konsantrasyon ve sürelerde MeJA 

uygulaması (Barlar: 1.4 cm). 

 

 

Şekil 4.49: Kotiledon yaprağı süspansiyon kültürlerine 10 µM (24 Saat) MeJA uygulaması sonrası kaba 

filtreden geçirilen A) kuru örnek, B ve C) kuru örneğin filtre kağıdı üzerinde bıraktığı pigmentler, oklar 

kırmızı pigmentleri göstermektedir (Barlar 1.5 cm). 
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Şekil 4.50: Kotiledon yaprakları süspansiyon kültürlerine farklı konsantrasyon ve sürelerde ABA 

uygulaması (Barlar: 1.4 cm). 

 

 

Şekil 4.51: Kotiledon yaprakları süspansiyon kültürlerine farklı konsantrasyon ve sürelerde DMSO 

uygulaması (Barlar: 1.4 cm). 
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Şekil 4.52: Kotiledon yaprakları süspansiyon kültürlerine farklı sürelerde soğuk uygulaması (Barlar: 1.4 

cm). 

 

Tablo 4.17: Kotiledon yaprağı süspansiyon kültürlerine elisitasyon uygulaması sonrası yaş ve kuru 

ağırlıklar. 

Elsitasyon 

Uygulama 

Tipi ve 

Miktarı 

Ortalama Yaş Ağrılık 

(gr) 

Ortalama Kuru Ağırlık 

(gr) 

Uygulama Süresi (Saat) Uygulama Süresi (Saat) 

0 12 24 48 0 12 24 48 

Kontrol 0.0648±0.0146 0.07617±0.0031d 0.0724±0.0024c 0.0723±0.0022d 0.0043±0.0005 0.0046±0.0001c 0.0055±0.0001c 0.0061±0.0004c 

MeJA (5 µM) 0.1421±0.0057bc 0.1532±0.0125ab 0.1549±0.0062bc 0.0095±0.0016b 0.0110±0.0002b 0.0132±0.0010ab 

MeJA (10 µM) 0.1816±0.0133a 0.1877±0.0173a 0.1943±0.0202ab 0.0103±0.0011b 0.0108±0.0007b 0.0129±0.0006ab 

ABA (0.1 mg) 0.1834±0.0160a 0.1811±0.0246a 0.2113±0.0225a 0.0104±0.0004b 0.0111±0.0007b 0.0131±0.0008ab 

ABA (0.5 mg) 0.1179±0.0069c 0.1137±0.0055b 0.1371±0.0036c 0.0095±0.0009b 0.0104±0.0003b 0.0137±0.0002ab 

DMSO (% 0.1) 0.1191±0.0236c 0.1266±0.0142b 0.1478±0.0122c 0.0109±0.0002b 0.0115±0.0017b 0.0133±0.0005ab 

DMSO (% 0.2) 0.1586±0.0063ab 0.1778±0.0087a 0.1222±0.0169c 0.0146±0.0020a 0.0189±0.0027a 0.0100±0.0015b 

Soğuk (+4 °C) 0.0342±0.0016e 0.0371±0.0029d 0.0392±0.0026e 0.0101±0.0004b 0.0116±0.0003b 0.0145±0.0027a 

Her denemede ortama 10 erlen kültür kullanıldı. 

 

 

Şekil 4.47, Şekil 4.48, Şekil 4.49, Şekil 4.50, Şekil 4.51 ve Şekil 4.52 irdelendiğinde; ABA, 

DMSO ve soğuk denemelerine göre MeJA’nın denenen iki farklı konsantrasyonun da besi 

ortamlarında belirgin koyu kahverengi renk tonu gözlendi. En önemli morfolojik gözlem, elde 

edilen süspansiyon kültürlerinin kaba filtre kağıdından geçirilmesi sonrası MeJA 

uygulamalarında kırmızı pigmentasyon gözlendi (Şekil 4.49). Tablo 4.17 irdelendiğinde 

hesaplanan yaş ve kuru ağırlıklar bakımından saçak kök ve süspansiyon kültürlerinde olduğu 

üzere paralellik tespit edilmedi. Yaş ağırlık bakımından genel bir değerlendirme yapıldığında; 

yaş ağırlık bakımından MeJA, ABA ve DMSO’nun düşük ve yüksek konsantrasyonları ile artan 

süre uygulamalarına göre kontrol ve +4 °C uygulamalarında artan süreye bağlı olarak daha fazla 

miktarda olduğu gözlenirken, kuru ağırlıklar bakımından yaş ağırlığın en düşük hesaplandığı 

+4 °C denemelerinde, kuru ağırlığın kontrol ve diğer uygulamalara göre daha fazla arttığı 

gözlendi. En yüksek yaş ağırlık 48 saat 0.1 mg ABA (0.2113±0.0225 gr), en yüksek kuru ağırlık 



131 

 

 

 

48 saat +4 °C (0.0145±0.0027 gr) uygulamalarında hesaplanırken, en düşük yaş ağırlık 48 saat 

+4 °C (0.0342±0.0016 gr), en düşük kuru ağırlık 0. saat kontrol (0.0043±0.0005 gr) 

uygulamalarında hesaplandı. Yaş ağırlıklar bakımından 12 Saat uygulamalarında, ABA (0.1 

mg) ile MeJA (10 µM), DMSO (% 0.2) arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken,  ABA 

(0.1 mg) ile Kontrol, MeJA (5 µM), ABA (0.5 mg), DMSO (% 0.1) ve Soğuk (+4 °C) arasında 

istatistiksel olarak fark tespit edildi. Kuru ağırlıklar bakımından 12 Saat uygulamalarında, 

DMSO (% 0.2) ile Kontrol, MeJA (5 µM), MeJA (10 µM), ABA (0.1 mg), ABA (0.5 mg), 

DMSO (% 0.1) ve Soğuk (+4 °C) arasında istatistiksel olarak fark tespit edilmedi. Yaş ağırlıklar 

bakımından 24 Saat uygulamalarında, MeJA (10 µM) ile MeJA (5 µM), ABA (0.1 mg),  DMSO 

(% 0.2) arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken,  MeJA (10 µM) ile Kontrol, ABA (0.5 

mg), DMSO (% 0.1) ve Soğuk (+4 °C) arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi. Kuru 

ağırlıklar bakımından 24 Saat uygulamalarında, DMSO (% 0.2) ile Kontrol, MeJA (5 µM), 

MeJA (10 µM), ABA (0.1 mg), ABA (0.5 mg), DMSO (% 0.1) ve Soğuk (+4 °C) arasında 

istatistiksel olarak fark tespit edildi. Yaş ağırlıklar bakımından 48 Saat uygulamalarında, MeJA 

(10 µM) ile ABA (0.1 mg) arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken,  MeJA (10 µM) ile 

Kontrol, MeJA (5 µM),  ABA (0.5 mg), DMSO (% 0.1), DMSO (% 0.2) ve Soğuk (+4 °C) 

arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi. Kuru ağırlıklar bakımından 48 Saat 

uygulamalarında, Soğuk (+4 °C) ile MeJA (5 µM), MeJA (10 µM), ABA (0.1 mg), ABA (0.5 

mg), DMSO (% 0.1) ve DMSO (% 0.2) arasında istatistiksel olarak fark tespit edilirken, soğuk 

(+4 °C) ile kontrol grubu arasında istatistiksel olarak fark tespit edildi. 
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4.6. In Vıvo KÖK ve In Vıtro KÖK SÜSPANSİYONU VE SAÇAK KÖK KÜLTÜRÜ 

UYGULAMALARINDA ŞİKONİN ve TÜREVLERİNİN MİKTARLARININ 

BELİRLENMESİ İLE TOHUM ve In Vıtro KOTİLEDON YAPRAĞI SÜSPANSİYON 

KÜLTÜRÜ UYGULAMALARINDA YAĞ ASİDİ TİPİ ve MİKTARLARININ 

BELİRLENMESİNE YÖNELİK ÇALIŞMALAR 

In vivo kök ve In vitro kültürlerde (kök süspansiyon ve sıvı saçak kök kültürlerine elisitasyon 

uygulamaları) şikonin ve türevlerinin miktarlarının belirlenmesine yönelik çalışmalar Başlık 

4.6.1 ve 4.6.2’de, tohum ve in vitro kotiledon yaprağı süspansiyon kültürlerinde (elisitasyon 

uygulamaları) yağ asidi tipi ve miktarlarının belirlenmesine yönelik çalışmalar Başlık 4.6.3 ve 

4.6.4’de sunuldu. 

4.6.1. In Vivo Köklerden Şikonin ve Türevlerinin Miktarlarının Belirlenmesi Çalışması  

Tablo 3.8’de sunulan in vivo materyale ait örnekler Başlık 3.2.7.1 kapsamında ifade edilen 

yöntemle ekstrakte edilen örneklerden İTK yapıldı (Şekil 4.53). Elde edilen ekstraktlar yine 

3.2.7.1  başlığı kapsamında şikonin miktarı tespit edilerek Tablo 4.18’de sunuldu.  

 

                           Şekil 4.53: In vivo köklerin ekstraksiyonu ve İTK’larına ait görüntüler. 
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                                    Tablo 4.18: In vivo köklerden elde edilen şikonin miktarı. 

Örnek 

No 
Tür İsmi GPS Kodu 

Yükseklik 

(Metre) 
Konum 

Elde Edilen 

Şikonin Miktarı 

(mg) 

Ö2 E. italicum 
41º40’45” K 

27º02’48” D 
132 

Edirne-Kırklareli 

Yolu İnece Mevki 
1 mg> 

Ö3 E. italicum 
41º24’59” K 

27º13’14” D 
52 

Lüleburgaz Sarıcaali 

Köyü Taşköprü 

Mevki 

1 mg> 

Ö4 E. italicum 
41º05’23” K 

27º44’45” D 
63 

Çorlu Yenice Mevki 

(Tekirdağ) 
1 mg> 

Ö6 E. italicum 
40º38’50” K 

26º50’33” D 
12 Gelibolu-Çanakkale 3 mg 

Ö7 E. plantagenium 
40º09’19” K 

26º27’26” D 
73 

Çanakkale Otobüs 

Terminali 
1 mg> 

Ö9 E. vulgare 
40º36’45” K 

35º05’40” D 
1080 

Çorum-Merzifon Yolu 

10. Km 
1 mg> 

Ö10 E. vulgare 
40º43’53” K 

39º38’10” D 
791 

Maçka Sümela 

Manastırı Yolu 

(Trabzon) 

1 mg> 

Ö11 E. vulgare 
41º22’49” K 

41º35’40” D 
202 

Borçka-Hopa Yolu 

10. Km (Artvin) 
1 mg> 

Ö12 E. vulgare 
40º43’8” K 

39º31’15” D 
850 

Trabzon Hamsikök 

10. Km 
1 mg> 

Ö13 E. vulgare 
41º6’18” K 

39º24’47” D 
15 

Trabzon-Giresun Yolu 

Çarşıbaşı Mevki 
1 mg> 

Ö14 E. vulgare 
41º9’39” K 

37º5’6” D 
7 

Ordu-Terme Yolu 

Sakarlı Mevki 
1 mg> 

Ö15 E. vulgare 
41º13’15” K 

36º50’57” D 
14 

Terme-Samsun Yolu 

Dal Bahçe Mevki 
1 mg> 

Ö18 E. vulgare 
41º16’1” K 

33º22’11” D 
792 

Kastamonu-Karabük 

Yolu Gemi Mevki 
1 mg> 

Ö19 E. vulgare 
41º16’1” K 

33º22’11” D 
792 

Kastamonu-Karabük 

Yolu Gemi Mevki 
1 mg> 

Ö20 E. vulgare 
41º9’31” K 

32º27’46” D 
213 

Karabük-Zonguldak 

Yolu Şahinkaya 

Tüneli Yenice Mevki 

1 mg> 

Ö24 E. italicum 
38º52’59” K 

40º52’34” D 
1200 

Bingöl Üniversitesi-

Bingöl 
1 mg> 

 

Tablo 4.18 irdelendiğinde, preperatif İTK ile saflaştırma için gereken madde miktarı elde 

edilemediğinden total şikonin miktarı hesaplanmaya çalışıldı. Ö6 dışında (3 mg şikonin) diğer 

köklerin ekstraktlarından elde edilen şikonin miktarı 1 mg altında kaldığı hesaplandı. 
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4.6.2. In Vitro Kültür Uygulamalarından Elde Edilen Örneklerden Şikonin ve 

Türevlerinin Miktarlarının Belirlenmesi Çalışması 

Kök süspansiyon ve sıvı saçak kök kültürlerine Tablo 3.7’de ifade edilen elisitasyon tipleri 

3.2.6 başlığı altında ifade edildiği gibi gerçekleştirildi. Çalışmalar sonucu elde edilen bilgiler 

Başlık 4.6.2.1 ve 4.6.2.2’ de sunuldu. 

4.6.2.1 Sıvı Ortam Saçak Kök Kültürlerine Elisitasyon Uygulamaları Sonrası Şikonin 

Miktarlarının Belirlenmesi Çalışması 

3.2.6 başlığı altında Tablo 3.7’de ifade edilen elisitasyon tipleri, miktarları ve süreleri, sıvı 

saçak kök kültürlerine uygulanarak şikonin tipi ve miktarının arttırılması hedeflenmiştir. 

Çalışmada, alt kültür süreci içindeki sıvı saçak kök kültürü hatları, her bir çalışma için ortalama 

10 erlen olacak şekilde 250 ml erlene 0.5 gr saçak kök, 100 ml taze besi ortamı (Gamborg 0) 

ilave edilip alt kültür işlemi tamamlandıktan sonra, gerekli kapatma işlemlerinin ardından 100 

rpm hızına ayarlı çalkalayıcılar üzerinde elisitasyon uygulama zamanına kadar (20. gün) 

karanlık ortamda ve BBO’da inkübe edildi. İnkübasyonun 20. gününde çalkalayıcılar üzerinden 

alınan erlenlere Tablo 3.7’de sunulan tabloda ifade edildiği gibi elisitasyonlar uygulandı. 

Kontrol gruplarında; erlenlerin ağızları açılmadan BBO’daki çalkalayıcılar üzerinde 

inkübasyona devam edildi, MeJA, ABA, DMSO gruplarında; erlenlere steril ortam koşullarında 

kimyasallar ilave edilerek yeniden kapatıldı ve BBO’daki çalkalayıcılar üzerinde inkübasyon 

yeniden bırakıldı, +4 °C gruplarında; erlenlerin ağızları açılmadan, buzdolabı içerisine alınan 

çalkalayıcılar üzerine bırakılarak inkübasyona devam edildi. Elisitasyon süreçleri için 

belirlenen zaman dilimleri sonunda 4.5.1. başlığı altında ifade edildiği üzere büyüme üzerine 

morfolojik ve sayısal veriler irdelendi. Elde edilen kökler 3.2.7.1 başlığı altında ifade edildiği 

üzere ekstraktlar hazırlanarak önce İTK (Şekil 4.54) ardından preperatif İTK yapılarak elde 

edilen şikonin türevlerinin miktarları tespit edilerek Tablo 4.19’da sunuldu. Bununla birlikte 

daha önce gerçekleştirilen çalışmalarda elde edilen saçak kökler aynı şekilde analiz için 

hazırlanarak, yapı tayinleri için NMR’a analizine gönderildi. Elde edilen veriler EKLER 

başlığında sunuldu. 
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Şekil 4.54: Sıvı ortamda kültüre edilen saçak köklere uygulanan elisitasyon sonrası saçak köklerin 

ekstraksiyonu ve İTK’larına ait görüntüler. 

 

                Tablo 4.19: Saçak kök ekstraktlarından tespit edilen şikonin tipi ve miktarları. 

Elisitör Tipi/ 

Uygulama Zamanı 

(Saat) 

Kuru 

Kök Miktarı 

(gr) 

Deoksi Şikonin 

(mg) 

Asetil Şikonin 

(mg) 

2-Metilbütiril/İzovaleril 

Şikonin 

(mg) 

Kontrol 

0 Saat 1.32 1.20/0.91 2.10/1.59 0.90/0.68 

12 Saat 1.20 1.20/1.00 4.30/3.58 0.50/0.42 

24 Saat 1.13 1.40/1.24 4.00/3.54 0.10/0.09 

48 Saat 1.30 2.10/1.62 3.10/2.38 0.40/0.30 

5 µM MeJA 

12 Saat 1.33 1.00/0.75 5.50/4.14 6.20/4.66 

24 Saat 1.46 1.10/0.69 2.50/1.71 5.60/3.84 

48 Saat 1.53 1.00/0.65 2.60/1.70 1.10/0.72 

10 µM. MeJA 

12 Saat 1.18 1.20/1.02 3.40/2.88 7.90/6.69 

24 Saat 0.80 1.90/2.38 5.40/6.75 6.30/7.88 

48 Saat 0.99 1.00/1.01 4.60/4.65 3.80/3.84 

0.1 mg/l ABA 

12 Saat 1.41 1.80/1.28 2.60/1.84 3.40/2.41 

24 Saat 1.27 0.40/0.31 2.50/1.97 4.40/3.46 

48 Saat 1.45 0.40/0.28 1.90/1.31 4.50/3.10 

0.5 mg/l ABA 

12 Saat 1.12 1.10/0.98 2.70/2.41 4.80/4.29 

24 Saat 1.11 0.50/0.45 4.50/4.05 2.00/1.80 

48 Saat 1.43 0.40/0.28 3.00/2.10 4.40/3.08 

‰ 1 DMSO 

12 Saat 1.44 2.40/1.67 2.30/1.60 0.70/0.49 

24 Saat 1.69 2.70/1.60 1.30/0.77 0.50/0.31 

48 Saat 1.33 2.30/1.73 2.70/2.33 0.60/0.45 

‰ 2 DMSO 

12 Saat 1.44 2.90/2.01 1.70/1.18 0.50/0.35 

24 Saat 1.57 2.60/1.66 2.90/1.85 0.70/0.45 

48 Saat 1.40 3.50/2.50 3.80/2.71 0.80/0.57 

+4 °C 

12 Saat 1.31 1.30/0.99 2.50/1.91 1.40/1.07 

24 Saat 1.26 2.00/1.59 2.60/2.06 1.20/0.95 

48 Saat 1.08 1.70/1.57 2.00/1.85 0.90/0.83 

*/Değer Elde Edilen Şikonin Türevlerinin 1 gr Kuru Kök Miktarına oranlamış sonucudur. 
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Sıvı ortamda saçak kök kültürlerine uygulanan elisitasyon ardından ekstraksiyon işlemleri 

sonrası yapılan İTK ve preperatif İTK verilerinin sunulduğu Tablo 4.19 irdelendiğinde, saçak 

köklerden en yüksek miktarda elde edilen şikonin türevleri Deoksi Şikonin, Asetil Şikonin, 2-

Metilbütiril/İzovaleril Şikonin olarak tespit edildi. Morfolojik gözlem sonuçlarının sunulduğu 

4.5.1 başlığında da ifade edildiği üzere MeJA uygulamalarında diğer uygulamalara göre daha 

açık kırmızı pigmentli besi ortamı oluştuğu gözlenriken, analitik sonuçlarda genelde şikonin 

türevlerinin en yüksek miktarda MeJA uygulamalarında tespit edildiği gözlendi. Çalışma 

sonrası şikonin türevlerinin ve miktarlarının belirlendiği çalışmada hem gerçek hem de orantısal 

(1 gr) kuru madde üzerinden hesaplamalar yapıldı. Şikonin türevleri içerisinde en yüksek 

artışlar aynı saat dilimindeki kontrolüne göre; Deoksi Şikonin 48 Saat % 0.2 DMSO (~2 kat), 

Asetil Şikonin 24 Saat 10 µM MeJA (~2 kat), 2-Metilbütiril/İzovaleril Şikonin 24 Saat 10 µM 

MeJA (~87 kat) uygulamalarında tespit edildi. En yüksek Deoksi Şikonin miktarı 48 Saat % 

0.2 DMSO (2.50 mg), 24 Saat 10 µM MeJA (2.38 mg) uygulamalarında tespit edilirken, en 

düşük Deoksi Şikonin miktarı 24, 48 Saat 1 mg/l ABA ve 48 Saat 0.5 mg/l ABA (0.31, 0.28 ve 

0.28 mg) uygulamalarında tespit edildi. En yüksek Asetil Şikonin miktarı 24 ve 48 Saat 10 µM 

MeJA (6.75 ve 4.65 mg) uygulamalarında tespit edilirken, en düşük Asetil Şikonin miktarı 24  

Saat % 0.1 DMSO’da (0.77 mg) tespit edildi. En yüksek 2-Metilbütiril/İzovaleril Şikonin 

miktarı 12 ve 24 Saat 10 µM MeJA (6.99 ve 7.88 mg) uygulamalarında tespit edilirken, en 

düşük 2-Metilbütiril/İzovaleril Şikonin miktarı 24 ve 48 Saat Kontrol (0.09 ve 0.30 mg) 

uygulamalarında tespit edildi.  

4.6.2.2 Kök Süspansiyon Kültürlerine Elisitasyon Uygulamaları Sonrası Şikonin 

Miktarlarının Belirlenmesi Çalışması  

Saçak kök kültürlerine elisitasyon uygulaması sonrası elde edilen sonuçlar 

değerlendirildiğinde, kök süspansiyon hatları için farklı elisitasyon tipleri, miktarları ve süreleri 

uygulamasıyla (Başlık 3.2.6, Tablo 3.7) şikonin miktarlarının arttırılması hedeflenmiştir. 

Çalışmada, uygun nitelikte (tamamen süspanse halde, kümeleşme meydana gelmeyen) ve alt 

kültür süreci içindeki kök süspansiyon hatları, her bir çalışma için ortalama 10 erlen olacak 

şekilde 250 ml erlene 50 ml kültür 50 ml taze besi ortamı (LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA) ilave 

edilip alt kültür işlemi tamamlandıktan sonra, gerekli kapatma işlemlerinin ardından 100 rpm 

hızına ayarlı çalkalayıcılar üzerinde elisitasyon uygulama zamanına kadar (21. gün) karanlık 

ortamda ve BBO’da inkübe edildi. İnkübasyonun 21. gününde çalkalayıcılar üzerinden alınan 
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erlenlere Tablo 3.7’de sunulan tabloda ifade edildiği gibi elisitasyonlar uygulandı. Kontrol 

gruplarında; Erlenlerin ağızları açılmadan BBO’daki çalkalayıcılar üzerinde inkübasyona 

devam edildi, MeJA, Maya Özütü (SC), AgNO3 gruplarında; Erlenlere steril ortam koşullarında 

kimyasallar ilave edilerek yeniden kapatıldı ve BBO’daki çalkalayıcılar üzerinde inkübasyon 

yeniden bırakıldı. Elisitasyon süreçleri için belirlenen zaman dilimleri sonunda 4.5.2 başlığı 

altında ifade edildiği üzere büyüme üzerine morfolojik ve sayısal veriler irdelendi. Her bir 

deney grubu için geriye kalan kültür kaba filtre kağıdından geçirelerek oda sıcaklığında 

kurutuldu ve şikonin tipi ve miktarları belirleme çalışmaları gerçekleştirildi.  

Ancak, kök süspansiyonlarında elisitasyon çalışmaları sonrası elde edilen kuru maddelerden 

3.2.7.1 başlığı altında ifade edildiği üzere ekstraktlar hazırlanarak önce İTK yapıldı ancak İTK 

sonrası preperatif İTK yapılması için gerekli madde miktarının preperatif İTK yapılabilecek 

nicelikte olmadığı tespit edildi (Şekil 4. 55). 

 

Şekil 4.55: Kök süspansiyon kültürlerine uygulanan elisitasyon sonrası örneklerin ekstraksiyonu ve 

İTK’larına ait görüntüler. 

 

4.6.3. Tohumların Yağ Asidi İçerik ve Miktarlarının Belirlenmesi Çalışması  

Tablo 3.9’da sunulan tohumlar Başlık 3.2.7.2 kapsamında ifade edilen yöntemle ekstrakte edildi 

(Şekil 4.56). Elde edilen ekstraktlar yine 3.2.7.2 başlığı kapsamında yağ asidi tipi ve miktarları 

tespit edilerek Tablo 4.20’de sunuldu. Ayrıca, çalışmalara ait kromatogramlar EKLER başlığı 

altında sunuldu. 
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 Şekil 4.56: Tohumların ekstraksiyon sonrası yağ eldesi ve örneklerin esterleştirilmesine ait görüntüler. 

 

                    Tablo 4.20: Tohum ekstraktlarından tespit edilen yağ asidi tipi ve miktarları. 
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A1 A5 C2(a) A6 B3 B8 C2(b) B9(a) B9(b) 

Yükseklik (m) 21 377 655 722 937 1200 1220 1511 1800 

Yağ Asitleri Yüzde (%) 

C6:0 Caproic acid 0.02 TE TE TE TE TE TE TE TE 

C8:0 Caprylic acid 0.01 TE TE TE TE TE TE TE TE 

C10:0 Capric acid 0.03 TE TE TE TE TE TE TE TE 

C12:0 Lauric acid 0.04 0.01 TE TE TE TE TE TE 0.02 

C14:0 Myristic acid 0.21 0.06 TE TE 0.04 0.07 TE 0.07 0.07 

C15:0 Pentadecanoic 0.03 0.01 TE TE TE TE TE 0.02 0.01 

C16:0 Palmitic acid 8.90 8.02 12.86 8.8 6.90 7.82 8.38 8.8 8.65 

C16:1 Palmitoleic acid 0.08 0.06 TE TE 0.06 0.07 TE 0.31 0.14 

C17:0 Heptadecanoic acid 0.12 0.09 TE 0.11 0.10 0.11 TE 0.09 0.09 

C18:0 Stearic acid 3.30 2.48 3.86 3.41 3.14 2.37 3.45 2.65 3.03 

*C18:1 Oleic acid 18.25 14.30 16 15.3 13.37 13.54 17.60 17.23 19.47 

C18:2n6 Linoleic acid 10.65 11.40 15.49 12 11.14 16.03 13.3 13.07 16.63 

C20:0  Arachidic acid 0.13 0.08 TE 0.1 0.08 0.08 0.19 0.13 0.10 

C18:3n6 γ- linolenic acid 6.64 7.45 5.75 6.59 6.70 10.28 6.00 8.19 8.58 

C20:1 cis-Eicosenoic acid 0.73 0.63 TE 0.5 0.56 0.59 0.48 0.49 0.57 

*C18:3n3 α-Linolenic acid 37.46 40.11 34.87 38.47 43.91 35.37 39.01 34.95 31.71 

C18:4n3 Stearidonic acid 11.77 13.72 8.8 13.61 12.70 12.00 10.98 12.86 9.34 

C22:0 Behenic acid 0.07 0.04 TE TE 0.05 0.05 TE TE 0.07 

C22:1n9 Erucic acid 0.16 0.14 TE TE 0.10 0.14 TE TE 0.12 

C20:3n3 Eicosatrienoic acid 0.04 0.03 TE TE 0.03 0.02 TE TE TE 

C24:1 Nervonic acid 0.12 0.14 TE TE 0.08 0.10 TE TE 0.11 

Saturated FA 12.86 10.79 16.72 12.42 10.31 10.50 12.02 11.86 12.04 

Unsaturated FA 85.90 87.92 80.91 87.1 88.65 88.14 87.4 87.1 86.67 

Mono-unsaturated 19.34 15.27 16.00 16.43 14.17 14.44 18.08 18.03 20.41 

Poly-unsaturated 66.56 72.65 64.91 70.67 74.48 73.70 69.32 69.07 66.26 

Unsaturated/Saturated 6.68 8.14 4.84 7.01 8.59 8.39 7.27 7.34 7.19 

Poly-/Mono-unsaturated 3.44 4.75 4.05 4.30 5.25 5.10 3.83 3.84 3.24 

Toplam Yağ (%) 11.24 14.96 14.60 15.55 12.75 15.70 19.05 13.40 11.72 

T.E. Tespit Edilemedi 

 

Farklı yüksekliklerden ve bölgelerden toplanan E. italicum bitkisinden elde edilen tohumların, 

ekstraksiyonu sonrası yağ asitlerinin tipi ve miktarlarının sunulduğu Tablo 4.20 irdelendiğinde, 

en yüksek total yağ C2(b) (%19.05), en düşük total yağ A1 (%11.24)’de tespit edildi. Majör 
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yağ asitleri olarak;  C16:0 Palmitik Asit,  C18:0 Stearik Asit,  C18:1 Oleik Asit, C18:2n6 

Linoleik Asit, C18:3n6 γ- Linolenik Asit, C18:3n3 α-Linolenik Asit ve C18:4n3 Stearidonik 

Asit olarak tespit edildi. Majör yağ asitlerinde, tohumların içeriğinde en yüksek yağ asidi 

C18:3n3 α-Linolenik Asit olurken (B3: %43.91), en düşük yağ asidi C18:0 Stearik Asit (B8: 

%2.37) olarak tespit edidi. Majör yağ asitleri arasında en yüksek ve en düşük; [C16:0 Palmitik 

Asit C2(a) (%12.86), A5 (%8.02); C18:0 Stearik Asit C2(a) (%3.86), B8 (%2.37);  C18:1 Oleik 

Asit B9(b) (%19.47), B3 (%13.37); C18:2n6 Linoleik Asit B9(b) (%16.63), A1 (%10.65); 

C18:3n6 γ- Linolenik Asit B8 (%10.28), C2(a) (%5.75); C18:3n3 α-Linolenik Asit B3 

(%43.91), C2(a) (%34.87) ve C18:4n3 Stearidonik Asit [A5 (%13.72), C2(a) (%8.8)] olarak 

tespit edildi. Yağ asitlerinin genel ortalamaları bakımından değerlendirildiğinde en yüksek ve 

en düşük; [Saturated YA C2(a) (%16.72), B3 (%10.31); Unsaturated YA B3 (%88.65), C2(a) 

(%80.91); Mono-unsaturated YA B9(b) (%20.41), B3 (%14.17); Poly-unsaturated YA B3 

(%74.48), C2(a) (%64.91); Unsaturated YA/Saturated YA B3 (8.59), C2(a) (4.84) ve Poly-

unsaturated YA/Mono-unsaturated YA B3 (5.25), B9(b) (3.24) olarak tespit edildi. Sonuç 

olarak, yağ asidi içeriği bakımından en zengin B3 ve C2(a) tohum örnekleri tespit edildi. 

4.6.4. Kotiledon Yaprağı Süspansiyon Kültürlerine Elisitasyon Uygulamaları Sonrası 

Yağ  Asidi İçerik ve Miktarlarının Belirlenmesi Çalışması  

3.2.6 başlığı altında Tablo 3.7’de ifade edilen elisitasyon tipleri, miktarları ve süreleri, kotiledon 

yaprağı süspansiyon kültürlerine uygulanarak yağ asidi miktarının arttırılması hedeflenmiştir. 

Çalışmada, uygun nitelikte (tamamen süspanse haldeki, kümeleşme meydana gelmeyen) ve alt 

kültür süreci içindeki kotiledon yaprağı süspansiyon hatları, her bir çalışma için ortalama 10 

erlen olacak şekilde 250 ml erlene 50 ml kültür 50 ml taze besi ortamı (LS+2 mg/l Kin+0.2 

mg/l 2,4-D) ilave edilip alt kültür işlemi tamamlandıktan sonra, gerekli kapatma işlemlerinin 

ardından 100 rpm hızına ayarlı çalkalayıcılar üzerinde elisitasyon uygulama zamanına kadar 

(14. gün) karanlık ortamda ve BBO’da inkübe edildi. İnkübasyonun 14. gününde çalkalayıcılar 

üzerinden alınan erlenlere Tablo 3.7’de sunulan tabloda ifade edildiği gibi elisitasyonlar 

uygulandı. Kontrol gruplarında; erlenlerin ağızları açılmadan BBO’daki çalkalayıcılar üzerinde 

inkübasyona devam edildi, MeJA, ABA, DMSO gruplarında; erlenlere steril ortam koşullarında 

kimyasallar ilave edilerek yeniden kapatıldı ve BBO’daki çalkalayıcılar üzerinde inkübasyon 

yeniden bırakıldı, +4 °C gruplarında; erlenlerin ağızları açılmadan, buzdolabı içerisine alınan 

çalkalayıcılar üzerine bırakılarak inkübasyona devam edildi. Elisitasyon süreçleri için 
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belirlenen zaman dilimleri sonunda 4.5.3 başlığı altında ifade edildiği üzere büyüme üzerine 

morfolojik ve sayısal veriler irdelendi. Her bir deney grubu için geriye kalan kültür kaba filtre 

kağıdından geçirelerek oda sıcaklığında kurutuldu ve yağ asidi tipi ve miktarları belirleme 

çalışmaları gerçekleştirildi. 

Elde edilen kuru örnekler Başlık 3.2.7.2 kapsamında ifade edilen yöntemle ekstrakte edildi 

(Şekil 4.57). Elde edilen ekstraktlar yine 3.2.7.2 başlığı kapsamında ifade edilen yöntemle yağ 

asidi tipi ve miktarları tespit edilerek Tablo 4.21’de sunuldu. Ayrıca, çalışmalara ait 

kromatogramlar EKLER başlığı altında sunuldu. 

 

Şekil 4.57: Kotiledon yaprağı süspansiyon kültürlerine uygulanan elisitasyon sonrası örneklerin 

ekstraksiyonu sonrası yağ eldesi ve örneklerin esterleştirilmesine ait görüntüler. 
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Tablo 4.21: Kotiledon yaprağı süspansiyonları ait ekstraktlarında tespit edilen yağ asidi tipi ve 

miktarları. 
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 Yağ Asidi (%) 

S1 23.93 1.26 3.17 24.91 25.00 6.83 11.42 2.74 27.10 72.16 26.17 45.99 2.66 1.76 6.62 

S2 23.88 1.36 3.25 25.11 25.89 6.73 11.25 2.53 27.13 72.87 26.47 46.40 2.69 1.75 6.86 

S3 23.96 1.51 3.14 25.91 26.89 8.31 8.20 2.08 27.10 72.90 27.42 45.48 2.69 1.66 4.55 

S4 23.90 1.44 3.79 27.01 25.94 8.63 7.30 1.99 27.69 72.31 28.45 43.86 2.61 1.54 3.54 

S5 25.20 1.48 3.26 27.17 27.10 6.65 7.55 1.59 28.46 71.54 28.65 42.89 2.51 1.50 3.64 

S6 25.76 1.45 3.75 25.84 27.55 6.55 7.52 1.58 29.51 70.49 27.29 43.20 2.39 1.58 3.71 

S7 25.24 1.42 3.59 31.13 23.14 7.78 6.02 1.68 28.83 71.17 32.55 38.62 2.47 1.19 3.65 

S8 27.18 1.16 2.87 31.62 22.42 7.04 6.03 1.68 30.05 69.95 32.78 37.17 2.33 1.13 1.94 

S9 30.90 1.35 3.29 30.62 21.04 5.52 5.36 1.37 34.19 65.26 31.97 33.29 1.91 1.04 3.07 

S10 31.29 3.70 T.E. 24.97 24.35 5.95 6.52 1.62 31.29 67.11 28.67 38.44 2.14 1.34 3.03 

S11 30.42 1.06 3.07 29.91 22.25 5.55 6.01 1.19 33.49 65.97 30.97 35.00 1.97 1.13 3.53 

S12 30.46 1.21 3.62 27.42 23.68 6.44 5.62 1.55 34.08 65.92 28.63 37.29 1.93 1.30 9.30 

S13 36.10 T.E. T.E. 24.10 25.31 6.89 T.E. T.E. 36.10 56.30 24.10 32.20 1.56 1.34 7.66 

S14 27.14 T.E. 3.52 22.13 18.70 5.28 4.92 0.65 30.66 51.68 22.13 29.55 1.69 1.34 3.63 

S15 31.40 T.E. 3.41 26.12 22.38 5.33 5.42 1.44 34.81 60.69 26.12 34.57 1.74 1.32 4.32 

S16 32.41 1.08 3.47 22.43 26.95 5.46 6.20 1.67 35.88 63.79 23.51 40.28 1.78 1.71 3.37 

S17 21.04 0.68 2.71 20.32 19.65 6.03 5.46 1.00 23.75 53.14 21.00 32.14 2.24 1.53 3.44 

S18 29.20 1.20 2.96 28.41 24.07 7.15 5.48 1.53 32.16 67.84 29.61 38.23 2.11 1.29 3.08 

S19 29.43 1.28 3.22 26.65 24.65 7.60 5.43 1.72 32.65 67.33 27.93 39.40 2.06 1.41 2.92 

S20 27.09 1.03 3.08 31.36 21.32 7.08 4.60 1.52 30.17 66.91 32.39 34.52 2.22 1.07 4.09 

S21 25.11 1.31 2.65 31.63 22.90 7.42 5.67 1.74 27.76 70.67 32.94 37.73 2.55 1.15 3.77 

S22 26.49 1.33 2.75 30.21 23.98 7.94 5.39 1.91 29.24 70.76 31.54 39.22 2.42 1.24 3.34 

S23 24.96 1.04 2.80 29.78 24.02 8.13 6.41 1.93 27.76 71.31 30.82 40.49 2.57 1.31 4.88 

S24 24.81 0.99 3.33 31.18 23.76 7.20 6.67 2.07 28.14 71.87 32.17 39.70 2.55 1.23 3.63 

S25 25.08 1.05 3.15 30.89 23.57 7.85 6.34 2.06 28.23 71.76 31.94 39.82 2.54 1.25 3.24 

TE: Tespit Edilemedi 

S1:0. Saat Kontrol-S2: 12. Saat Kontrol-S3: 24. Saat Kontrol-S4: 48. Saat Kontrol 

S5:4°C 12 Saat-S6: 4°C 24 Saat-S7: 4°C 48 Saat 

S8:5 µm. MeJA 12. Saat-S9:5 µm. MeJA 24. Saat-S10:5 µm. MeJA 48. Saat 

S11:10 µm. MeJA 12. Saat-S12:10 µm. MeJA 24. Saat-S13:10 µm. MeJA 48. Saat 

S14:0.1 mg ABA 12. Saat-S15:0.1 mg ABA 24. Saat-S16:0.1 mg ABA 48. Saat 

S17:0.5 mg ABA 12. Saat-S18:0.5 mg ABA 24. Saat-S19:0.5 mg ABA 48. Saat 

S20:‰ 1 DMSO 12. Saat-S21: :‰ 1 DMSO 24. Saat-S22: :‰ 1 DMSO 48. Saat 

S23: :‰ 1 DMSO 12. Saat-S24: :‰ 1 DMSO 24. Saat-S25: :‰ 1 DMSO 48. Saat 
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Kotiledon yaprağı süspansiyon kültürlerine farklı elisitör uygulaması akabindeki ekstraksiyonu 

sonrası yağ asitlerinin tipi ve miktarlarının sunulduğu Tablo 4.21 irdelendiğinde, en yüksek 

total yağ S12 (%9.30), en düşük total yağ S8 (%1.94)’de tespit edildi. Majör yağ asitleri olarak;  

C16:0 Palmitik Asit,  C16:1 Palmitoleik Asit,  C18:0 Stearik Asit,  C18:1 Oleik Asit, C18:2n6 

Linoleik Asit, C18:3n6 γ- Linolenik Asit, C18:3n3 α-Linolenik Asit ve C18:4n3 Stearidonik 

Asit olarak tespit edildi. Majör yağ asitlerinden tohumların içeriğinde en yüksek orandaki yağ 

asidi C16:1 Palmitoleik Asit olurken (S16: %32.41), en düşük orandaki yağ asidi C18:4n3 

Stearidonik Asit (S14: %0.65) olarak tespit edidi. Majör yağ asitleri arasında en yüksek ve en 

düşük; [C16:0 Palmitik Asit; S16 (%32.41), S17 (%21.04);  C16:1  Palmitioleik Asit; S10 

(%3.70), S17 (%0.68); C18:0 Stearik Asit; S4 (%3.79), S21 (%2.65);  C18:1 Oleik Asit; S21 

(%31.63), S14 (%22.13); C18:2n6 Linoleik Asit; S6 (%27.55), S14 (%18.70); C18:3n6 γ- 

Linolenik Asit; S4 (%8.63), S14 (%5.28); C18:3n3 α-Linolenik Asit; S1 (%11.42), S20 (%4.60) 

ve C18:4n3 Stearidonik Asit; S1 (%2.74), S14 (%0.65) olarak tespit edildi. Yağ asitlerinin genel 

ortalamaları bakımından değerlendirildiğinde en yüksek ve en düşük; [Saturated YA; S16 

(%35.88), S17 (%23.75); Unsaturated YA; S3 (%72.90), S14 (%51.68); Mono-unsaturated YA; 

S21 (%32.94), S17 (%21.00); Poly-unsaturated YA; S2 (%46.40), S14 (%29.55); Unsaturated 

YA/Saturated YA; S2,S3 (2.69), S13 (1.56); Poly-unsaturated YA/Mono-unsaturated; YA S1 

(1.76), S9 (1.09)] olarak tespit edildi.  
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4.7. In vıtro KÜLTÜRLERDEN ELDE EDİLEN EKSTRAKTLARDAN ANTİKANSER 

AKTİVİTENİN BELİRLENMESİNE YÖNELİK ÇALIŞMALAR 

Sıvı saçak kök kültürlerine elisitör uygulanması ardından şikonin tipi ve miktarlarının 

belirlenmesi çalışmasında kontrole göre en belirgin şikonin miktarının artırımına neden olan 

elisitasyon uygulaması olan 24 Saat 10 µM MeJA uygulamasından elde edilen köklerden 

saflaştırılmış Türev 3’ün Luminal tip meme kanseri hücre hattı olan MCF-7 ve kemoterapiye 

dirençli, metastatik karakterli bazal tip hücre hattı MDA-MB-231 hücre hatlarına 0, 2, 4, 6, 8, 

10, 12 µM konsantrasyonlarda uygulanmasıyla elde edilen proliferasyon sonuçları sırasıyla iki 

hücre hattı için Şekil 4.58 ve Şekil 4.59’da sunuldu. 

 

Şekil 4.58: MCF-7 hücrelerine şikonin ekstraktı uygulaması sonrası proliferasyon grafiği. Kırmızı çizgi: 

sadece besiyeri. Açık yeşil çizgi: DMSO ve besiyeri. Lacivert çizgi: 2 µM Türev-3 şikonin ekstraktı. 

Pembe çizgi: 4 µM Türev-3 şikonin ekstraktı. Turkuvaz çizgi: 6 µM Türev-3 şikonin ekstraktı. Mor 

çizgi: 8 µM Türev-3 şikonin ekstraktı. Kahverengi çizgi: 10 µM Türev-3 şikonin ekstraktı. Koyu yeşil 

çizgi: 12 µM Türev-3 şikonin ekstraktı uygulanan hücrelerin proliferasyonunu göstermektedir. 
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Şekil 4.59: MDA-MB-231 hücrelerine şikonin ekstraktı uygulaması sonrası proliferasyon grafiği. 

Kırmızı çizgi: sadece besiyeri. Açık yeşil çizgi: DMSO ve besiyeri. Lacivert çizgi: 2 µM Türev-3 şikonin  

ekstraktı. Pembe çizgi: 4 µM Türev-3 şikonin  ekstraktı. Turkuvaz çizgi: 6 µM Türev-3 şikonin  

ekstraktı. Mor çizgi: 8 µM Türev-3 şikonin  ekstraktı. Kahverengi çizgi: 10 µM Türev-3 şikonin  

ekstraktı. Koyu yeşil çizgi: 12 µM Türev-3 şikonin  ekstraktı uygulanan hücrelerin proliferasyonunu 

göstermektedir. 

 

Şekil 4.58 ve Şekil 4.59 irdelendiğinde MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde gerçekleştirilen 

çalışmanın sonucunda şikonin ekstraktlarının MCF-7 hücrelerinin yanında MDA-MB-231 

hücrelerinin proliferasyonun baskılanmasında da etkili olduğu tespit edildi.  

MCF-7 hücrelerinde 4, 6, 8, 10, 12 µM konsantrasyonlarında Türev-3 şikonin ekstraktının 

proliferasyonu baskılandığı, fakat 2 µM Türev-3 şikonin ekstraktı konsantrasyonunun 

proliferasyonu arttırıcı etkisi tespit edildi. Türev-3 şikonin ekstraktının konsantrasyon ve 

sürenin artmasına bağlı olarak hücrelerde anti-proliferatif etki gösterdiği tespit edildi. Zamana 

bağlı olarak 4 µM konsantrasyonda Türev-3 şikonin ekstraktının hücrelerde proliferasyonu 

arttırdığı ve yaklaşık olarak madde eklenmesinden 30 saat sonra 4 µM ile muamele edilen 

hücrelerin kontrol hücre sayısına yaklaştıkları gözlendi. En dikkat çekeni ise 6, 8, 10, 12 µM 

konsantrasyonlarda Türev-3 şikonin ekstraktı ile muamele edilen hücrelerde etkili ve doza bağlı 

olarak uyumlu anti proliferatif etki gözlendi (Şekil 4.58).  
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Kemoterapiye dirençli ve metastatik kapasitesinin yüksek olması nedeniyle MDA-MB-231 

hücre hatları yeni terapötik ilaç geliştirme çalışmalarında yoğun olarak kullanılmaktadır. Türev-

3 şikonin ekstraktlarıyla muamele edilen MDA-MB-231 hücrelerinin proliferasyon analizinde, 

hücrelerin proliferasyonunun doza bağlı olarak baskılandığı tespit edildi (Şekil 4.59). Türev-3 

şikonin ekstraktları uygulanan farklı moleküler alt-gruptaki meme kanser hücre hatlarının her 

ikisinde de 8 µM, 10 µM ve 12 µM konsantrasyonlarının hücre proliferasyonunu etkili bir 

şekilde baskıladığı tespit edildi. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

5.1. TOHUMLARIN YÜZEY STERİLİZASYONU ve ÇİMLENDİRİLMESİNE 

YÖNELİK TARTIŞMA 

E. italicum L. türüne ait tohumların yüzey sterilizasyonu ve çimlendirilmesi kapsamında 

gerçekleştirilen çalışmalarda; kabuk özellikleri bakımından in vitro çimlendirme çalışmalarında 

en yüksek çimlenme oranı kabuksuz tohumlarda gözlendi, literatürdeki çalışmalar 

irdelendiğinde, in vitro ortamda tohumların çimlendirme çalışmalarında da daha çok sert 

kabuğundan arındırılmış tohumlar kullanılmıştır [Kayısı (Yıldırım ve diğ., 2007), Badem 

(Işıkalan ve diğ., 2008), Kayısı, Şeftali, Yabani Kiraz (Şan ve diğ., 2014), Sakız ağacı (Kılınç 

ve diğ., 2015; Tilkat ve diğ., 2018). Tohumların yüzey sterilizasyonu çalışmalarında yüzey 

sterilantı olarak daha çok NaOCl kullanılmış olup, NaOCl’den farklı olarak literatürde birçok 

kimyasal maddenin yüzey sterilizasyonunda tek ya da kombine şeklinde kullanıldığı rapor 

edilmiştir;  EtOH, Gama Işığı, HgCl2, H2O2, Klor Gazı, NaOCl, Tween 20 (Cuero ve diğ., 1986; 

Manjkhola ve diğ., 2005; Zare ve diğ., 2010; Barampuram ve diğ., 2014; Kılınç ve diğ., 2015), 

tez kapsamında gerçekleştirilen çalışmada yüzey sterilantı olarak NaOCl kullanılmış ve başarılı 

sonuçlar gözlenmiştir. Literatürde NaOCl’nin yüzey sterilizasyonu için kullanıldığı ve başarılı 

sonuçlar alındığı çalışmalar [örneğin, Fesleğen (Bais ve diğ., 2002), Keten (Yıldız ve Er, 2002), 

Ansellia (Vasudevan ve Staden, 2010), Sakız Ağacı (Yıldırım, 2012; Kılınç ve diğ., 2015) 

mevcuttur. Yüzey sterilizasyonu gerçekleştirilen tohumlar, BBD içermeyen MS besi ortamında 

karanlık ve normal fotoperiyotta çimlendirilmiş, karanlık ortamda inkübe edilen tohumların 

çimlenme oranı sayısal olarak normal fotoperiyotta inkübe edilen tohumlara oranla yüksek olsa 

da istatistiksel olarak herhangi bir anlamlı fark hesaplanmadı, ayrıca karanlık ortamda çimlenen 

tohumlarda kotiledon yaprağı oluşumu gözlenmedi. Literatür irdelendiğinde, Bais ve 

arkadaşlarının 2002’de fesleğende ve Pradhan ve Pant’ ın 2009’da Dendrobium densiflorum 

tohumları BBD içermeyen MS besi ortamında daha yüksek oranda çimlendirme oranı elde 

edildiği rapor edilmiştir. Kurt ve Erdağ’ın 2009 yılında rapor ettikleri çalışmada Centaurea 

zeybekii tohumlarının farklı ışık yoğunluklarında (karanlık ve normal fotoperiyot) ortamda 

çimlendirilmesi çalışmasında, sayısal olarak karanlıkta çimlenme oranı yüksek olsa da 

istatistiksel olarak her iki ortamda çimlendirme oranından bir fark gözlenmemiştir. Edalifart ve 

arkadaşlarının 2014 yılında rapor ettikleri çalışmada Withania coagulans’ın 12 farklı ekotipinin 

karanlık ve normal fotoperiyot koşullarındaki çimlenmeleri irdelendiğinde, tüm ekotiplerde 
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karanlık ortam en iyi çimlenme koşulu olarak gözlenmiştir. Gerçekleştirilen çalışmalarda ışık 

bazı türlerde dormansiyi devam ettirirken bazı durumlarda ise dormansiyi kırmaktadır. Bazı 

çalışmalarda ise çimlenme çalışmalarında ışığın olumsuz etkisi sık görülen bir durum olmadığı 

rapor edilmiştir (Kulkarni ve diğ., 2006). Bununla birlikte, ışık bazı reaksiyonları uyarıcı 

etkisiyle çimlenmeyi etkileyebilmektedir (GA3 sentezi) (Karakurt vd, 2010). 

5.2. KÖK ve KOTİLEDON YAPRAĞI EKSPLANTLARINDAN KALLUS OLUŞUMU 

ve GELİŞİMİNE YÖNELİK TARTIŞMA 

Tez çalışması kapsamında in vitro çimlendirilen tohumlardan elde edilen bitkiciklerden alınan 

kökler ve kotiledon yaprakları süspansiyon kültürlerinin başlatılmasında gerekli olan kallus 

oluşturma için kullanılmıştır. Oluşturulan kök kallusları şikonin ve türevleri için, kotiledon 

yaprakları kallusları ise yağ asitleri üretimi için süspansiyon kültürü oluşturmada kullanılmıştır.  

Literatür irdelendiğinde, şikonin ve türevlerinin yoğun bir şekilde Boraginaceae familyasına ait 

türlerin köklerinde [Macrotomia usamensis (Rornanova ve Bankovskii, 1965), E. lycopsis L. 

(Shcherbanovskii ve Luks, 1974), A. densiflora (Nordm.) Ledeb. (Bozan ve diğ., 1997; 1999; 

Yüzbaşıoğlu Baran ve diğ., 2018), L erythrorhizon (Cho ve diğ., 1999; Hu ve diğ., 2006; Ito ve 

diğ., 2011; Liao ve diğ., 2015), A. hispidissima (Shukla ve diğ., 2001), O. argentatum (Özgen 

ve diğ., 2004),  A. euchroma (Hu ve diğ., 2006; Zhou ve diğ., 2011; Zan ve diğ., 2017), O. 

paniculatum Bur. et Franch., O. exsertum Hemsl., O. confertum W.W. Smith, O. hookerii 

Clarke var. longiflorum Duthie, O. hookerii Clarke, O. waltonii Duthic (Hu ve diğ., 2006), O. 

echioide (Sagratini ve diğ., 2008), Bothriospermum secundum Maxim (Liu ve diğ., 2009), E. 

italicum (Albreht ve diğ., 2009), E. fruticosum (Sherif ve diğ., 2009), A. decumbens (Al-

Mussawi, 2010), O. confertum W. W. Smith (Zhou ve diğ., 2011), O. nigricaule (Özgen ve diğ., 

2011), E. pycnanthum Pomel (Chaouche ve diğ., 2012), 11 Alkanna Türü (Tappeiner ve diğ., 

2014), E. vulgare ve E. russicum (Dresler vd. 2015; Olennikov ve diğ., 2017), A. guttata (Liao 

ve diğ., 2015), A. euchroma (Liao ve diğ., 2015; Zan ve diğ., 2017), E. plantagineum 

(Skoneczny ve diğ., 2017), O. visianii (Sut ve diğ., 2017)] bulunduğu tespit edilmiştir.  

Bununla birlikte, kallus oluşturma çalışmalarında ise daha çok kök materyal kullanılmıştır A. 

euchroma (Hao ve diğ., 2014; Arghavani ve diğ., 2015; Hao ve diğ., 2015), L. erythrorhizon 

(Yoshikawa ve diğ., 1986; Bulgakov ve diğ., 2001); E. italicum (Zare ve diğ., 2010). Kallus 

oluşturma çalışmalarında kök eksplantları sitokinin ile oksin (2 mg/l Kin+0.2 IAA/NAA/2,4-
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D) kombinasyonu destekli farklı besi ortamları (LS, ½LS, Gamborg, White, MS, SH) 

kullanılarak karanlıkta ve normal fotoperiyotta inkübe edilmiş ve en yüksek pigmentli kallus 

oluşumu karanlık ortamda inkübe edilen kök eksplantlarında LS+2 mg/l Kin+0.2 IAA besi 

ortamında elde edilmiştir (%70). Literatür irdelendiğinde, in vitro ortamda şikonin ve 

türevlerinin üretildiği çalışmalarda, kök eksplantları karanlık ortamda  inkübe edilmiş olup, 

aydınlık ortamda pigment oluşumu inhibe olmaktadır (Pal ve diğ., 2018). L. erythrorhizon’de 

gerçekleştirilen bir çalışmada özellikle karanlıkta uyarılabilir bir gen olan LEDI karakterize 

edilmiş olup, şikonin biyosentezinde LEDI-2 regülatör bir gen olduğu tespit edilmiştir (Yazaki 

ve diğ., 2001). Işıklı ortamda vakuol içinde 4-hidroksibenzoikasidin glukozit formu biriktirilir, 

karanlığa transfer edildiğinde geranil transferazın indüksiyonuyla şikonin biyosentezinin 

başladığı tespit edilmiştir (Yazaki ve diğ., 2001; Pal ve diğ., 2018).  

Tez çalışması kapsamında, şikonin ve türevlerinin üretimi için en uygun besi ortamı ve BBD 

kombinasyonu daha önce de ifade edildiği üzere LS+2 mg/l Kin+0.2 IAA olarak tespit edildi. 

Literatürde besi ortamı içeriğine bağlı olarak nitrojen içeriğinin fazlalığının şikonin üretimini 

olumsuz etkilediği rapor edilirken,  bazı çalışmalarda ise nitrojen içeriği fazla ve az olan farklı 

besi ortamlarının şikonin üretimi için kullanıldığı bildirilmiştir [L. erythrorhizon LS (Fujita et 

al. (1981b), A. euchroma White (Malik ve diğ., 2008), O. bulbotrichom MS (Bagheri ve diğ., 

2018), E. italicum Gamborg (Zare ve diğ., 2010), LS (Zare ve diğ., 2011),  O. paniculatum M9 

(Liu ve diğ., 2006)]. Bu durumun, bitkilerin yetiştiği bölgelerdeki farklılıklardan kaynaklandığı 

ve genotipik bir etki olduğu düşünülmektedir. Ayrıca, BBD kombinasyonu açısından, tez 

kapsamında gerçekleştirilen çalışmalarla literatürde rapor edilen çalışmalarla parelellik 

göstermektedir;       L. erythrorhizon hücre kültürlerinde 2,4-D destekli besi ortamında şikonin 

biyosentezinin inhibe olduğu rapor edilmiştir (Yamamoto et al., 2002). Farklı bir çalışmada, A. 

hispidissima’da 2,4-D destekli besi ortamında hem karanlık hem de normal fotoperiyotlu 

ortamda oluşan kalluslarda herhangi bir pigment oluşumu gözlenmezken, IAA destekli besi 

ortamında ve karanlık ortamda inkübasyon pigmentli kallus oluşumu gözlenmiştir. (Pal ve 

Chaudhry, 2010). Bununla birlikte, BBD etkisi bakımından, IAA nın şikonin üretimini artırdığı 

2,4-D nin ise şikonin üretimini inhibe ettiği rapor edilmiştir. (Malik ve diğ., 2014; Pal ve diğ., 

2018). Pigmentli kallus (şikonin ve türevlerini barındıran) oluşumu üzerine 2,4-D negatif etkisi 

[2,4-D etilen sinyal yolağında doğrudan yer alan HMA5, EIN3 ve ORCA3 genlerinin ifadelerini 

önemli ölçüde azaltmaktadır. Ayrıca 2,4-D, LOX ve GA2ox adlı Jasmonik asit ve Giberellik 

Asit (EIN3 hedeflenerek etilen sinyal yolağını regüle eder) biyosentezini uyaran 2 dolaylı genin 
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ifadesinide baskılamaktadır. Dolayısıyla, 2,4-D’nin etilen sinyal yolağındaki blokajı şikonin ve 

türevlerinin biyosentezini sağlayan fenilpropanoidle ilişkili genlerin ifadelerinin 

baskılanmasına neden olmaktadır (Liao ve diğ., 2018)], IAA’nın pozitif etkisine irdelendiğinde, 

MeJA ile IAA bir biri ile ilişkili metabolitler olup, özellikle MeJA şikonin biyosentezinde 

önemli bir enzim olan PHB-geraniltransferaz enziminin aktivitesini artırmaktadır. Bununla 

birlikte, farklı bir çalışmada  LeMDR geninin biyosentezinde şikonin miktarıyla doğru orantılı 

bir şekilde ilişki tespit edilirken, IAA ve MeJA ilavesi LeMDR biyosentezini artırmaktadır 

(Ding ve diğ., 2004; Zhu ve diğ., 2017). 

Daha önce de ifade edildiği gibi yağ asitlerin in in vitro koşullarda üretimi çalışmalarına, 

şikonin üretimi çalışmalarına kıyasla sınırlı sayıda rastlanılmaktadır. Bitkilerde yağ asitlerinin 

en yüksek oranlarda ihtiva edildiği yer tohumdur (Özcan, 2008; Karaman ve diğ., 2011; Özcan; 

2014; Elagbar ve diğ., 2016). Tohum dokularında ise testa, kotiledon ve embriyoda rastlanır 

(Yu ve diğ., 2016). Tez çalışması kapsamında, yağ asitlerinin üretimi için çimlenen 

tohumlardan elde edilen kotiledon yaprağı kullanılmış olup (tohumda en yüksek biyomasa 

sahip), kotiledon yaprakları kök eksplantlarında olduğu gibi farklı besi ortamı ve BBD 

kombinasyonlarından oluşan besi ortamları, karanlık ve normal fotoperiyot ortamında inkübe 

edilmiştir. Gerçekleştirilen çalışmada, süspansiyon kültürleri için en uygun kallus karanlık 

ortamda ve LS+2 mg/l+0.2 mg/l 2,4-D inkübe edilen besi ortamında elde edildi (%100). 

Literatürde, 2,4-D ve sitokin destekli besi ortamlarının kullanılarak kallus eldesi çalışmalarına 

sık rastlanmaktadır (Malik ve diğ., 2003; Kermanee, 2004; Castellar ve diğ., 2011; Nartop ve 

diğ., 2015; Surmuş-Asan ve diğ., 2017; Tilkat ve diğ., 2018). Kallus oluşumunda sitokinin 

(Kinetin) ve oksin kombinasyonuna bağlı olarak, sitokinin hücre bölünmesi ve kallogenezi 

uyarmakta, bununla birlikte oksinin asidifikasyonunu artırması ve lignifikasyonun artması 

hücre duvarının sertliğinin azalmasına sebep olmaktadır. Ayrıca ışıksız ortamda fotosentez 

olmadığından kalluslarda yeşil renk yerine sarımsı renk elde edilmektedir (Ikeuchi ve diğ., 

2013; Khan ve diğ., 2015; Kumlay ve Ercişli, 2015). 

5.3. KÖK ve KOTİLEDON YAPRAĞI KALLUSLARINDAN SÜSPANSİYON VE SIVI 

ORTAMDA SAÇAK KÜLTÜRÜ OLUŞUMU ve GELİŞİMİNE YÖNELİK TARTIŞMA 

Kök (Pigmentli) ve kotiledon yaprağı (Dağılgan) kalluslarından en iyi kallus oluşturmak 

amacıyla besi ortamları sıvı olarak kullanılarak süspansiyon kültürleri elde edildi. Tohumların 

çimlendirilmesiyle elde edilen köklerden ise, A. rhizogenes kullanılarak Chaudhury ve Pal’ ın 
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2010 rapor ettikleri çalışma modifiye edilerek saçak kök oluşturulması sağlandı. Elde edilen 

saçak kökler sıvı besi ortamına aktarılarak sıvı ortamda saçak kök kültürleri elde edildi.  

Oluşturulan süspansiyon kültürleri ve sıvı saçak kök kültürlerinde optimizasyon olarak 

çalkalama hızları incelenmiş olup (90-100-110 rpm), kök süspansiyon kültürleri için 110 rpm, 

kotiledon yaprağı süspansiyon kültürleri için ise 100 rpm ve sıvı ortam saçak kök kültürleri için 

100 rpm olarak belirlenmiştir. Literatürde, süspansiyon hatlarının ve sıvı saçak kök 

kültürlerinde çalkalama hızlarıyla ilgili gerçekleştirilen çalışmalarda, yüksek ve düşük 

çalkalama hızları ile fazla miktarda besi ortamı barındıran süspansiyon kültürlerinde hücrelerin 

çoğalma kabiliyetlerinin azaldığı bu durumun metabolit birikimin de etkilediği ile ilgili 

çalışmalara rastlanmaktadır (Kanokwaree ve Doran, 1997; Rajasekhar ve diğ., 1971; Devi ve 

diğ., 2006; İbrahim ve diğ., 2009; Loc ve An, 2010; Tilkat ve diğ., 2018).  

Süspansiyon kültürlerinde gerçekleştirilen diğer bir çalışma olan büyüme eğrisi oluşturma 

çalışmaları ise, metabolit artırımı için elisitasyonun uygulanacağı zamanı verecektir. Elisitörün 

uygulama zamanı, önemli bir faktör olup, farklı büyüme fazındaki veya hücre döngüsündeki 

hücrelerin mRNA ve protein seviyeleri farklı olduğu gibi, hücrelerin farklı büyüme fazında da 

elisitöre cevapları farklı olmaktadır (Zhao ve diğ., 2001; Chong ve diğ., 2005; Narayani ve 

Srivastava, 2017). Sonuç olarak, farklı büyüme fazındaki elisitör uygulamaları büyüme ile ilgili 

cevaplarda ve sekonder metabolit biyosentezinde çeşitli sonuçlar oluşturabilir (Chong ve diğ., 

2005; Narayani ve Srivastava, 2017). Örneğin; Taxus chinensis süspansiyon kültürlerine fungal 

elisitörün, büyümenin yavaşlama fazında uygulanarak takzol miktarını artırdığı, Plumbago 

rosea süspansiyon kültürlerine duraklama fazında mikrobiyal elisitör uygulamasının plumbagin 

miktarını artırdığı, Pueraria tuberos hücre süspansiyon kültürlerinde geç duraklama fazında, 

maya ekstraktı uygulamasının izoflavonoid üretiminde avantaj sağladığı rapor edilmiştir (Wang 

ve diğ., 2001; Komaraiah ve diğ., 2002; Goyal ve Ramawat 2008). Bununla birlikte, kök 

(Şikonin ve türevleri) ve kotiledon yaprağı (Yağ asitleri) süspansiyon hatları ile sıvı ortam saçak 

kök (Şikonin ve türevleri) hatları kullanılarak metabolit (Şikonin ve türevleri ve yağ asitleri) 

üretiminin yapıldığı çalışmalara literatürde rastlanmaktadır [Kök süspansiyon; A. euchroma 

(Fu ve Lu, 1998; Malik ve diğ., 2008),  E. italicum (Zare ve diğ., 2010; 2011), L. erythrorhizon 

(Mizukami ve diğ., 1977; Deno ve diğ., 1987; Gaisser and Heide, 1996; Chung ve diğ., 2006), 

O. echiodies (Lattoo, 2005), O. paniculatum (Ning ve diğ., 1998; Ding ve diğ., 2004), Saçak 

kök; A. euchroma (Zhang ve diğ., 2013; Wang ve diğ., 2018),  A.hispidissima (Chaudhury ve 

Pal, 2010; Singh ve Sharma, 2016), L. erythrorhizon (Shimomura ve diğ., 1991; Brigham ve 
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diğ., 1999; Yazaki ve diğ., 2001; Köhle ve diğ., 2002; Zhao ve diğ., 2015; Fang ve diğ., 2016a,b; 

Zhu ve diğ., 2017), Yağ asitleri; T. cacao (Parra ve diğ., 2017), E. acanthocarpum saçak kök 

(Sanchez ve diğ., 2011; Zarate ve diğ., 2016)]. 

5.4. KÖK ve KOTİLEDON YAPRAĞI SÜSPANSİYON ve SIVI SAÇAK KÖK 

KÜLTÜRLERİNE METABOLİT ARTTIRIMI İÇİN ELİSİTASYON 

UYGULAMASINA YÖNELİK TARTIŞMA 

Kök ve kotiledon yaprağı süspansiyon kültürleri ile sıvı ortam saçak kök kültürlerine Tablo 

3.7’de sunulan elisitasyon tipleri büyüme eğrilerine göre elde edilen zaman diliminin sonunda 

(büyüme fazının sonunda) 12-24 ve 48 saat boyunca uygulanarak morfolojik ve sayısal veriler 

irdelendiğinde; 

Sıvı ortam saçak kök kültürlerine uygulanan farklı tip ve zamanlarda elisitasyon 

uygulamalarında;  

ABA, DMSO ve soğuk denemelerine göre MeJA’nın denenen iki farklı konsantrasyonunda (5-

10 µM) besi ortamlarında belirgin kırmızılıklar devam etmektedir. MeJA dışındaki diğer 

denemelerde besi ortamları koyu kırmızı bir renk aldığı gözlenmiştir. Saçak kök kitlesi 

bakımından MeJA ve DMSO’nun düşük konsantrasyonda denenmesi, diğer ortamlardaki 

denemelere göre özellikle 24 saat uygulamalarında daha fazla miktarda şikonin türevlerinin 

üretilmesine neden olmuştur [5 µM MeJA 24 Saat (Yaş Ağırlık: 4.31±0.46 gr; Kuru Ağırlık: 

0.47±0.05 gr); %0.1 DMSO 24 Saat (Yaş Ağırlık: 4.89±0.58 gr; Kuru Ağırlık: 0.54±0.06 gr)]. 

Bununla birlikte, kontrol dahil denemelerde yaş ve kuru ağırlıklar arası sayısal ve istatistiksel 

olarak paralellik tespit edildi. Elisitasyon uygulamasında 24. saatten 48. saate doğru büyüme, 

12. saatten 24. saate kadar ki büyümeye oranla genelde ya çok zayıf ya da büyümede 

gerilemeler olduğu tespit edildi. En yüksek yaş ve kuru ağırlık 24 saat %1 DMSO (Yaş Ağırlık: 

4.89±0.58 gr; Kuru Ağırlık: 0.54±0.06 gr) uygulamasında hesaplanırken, en düşük yaş ve kuru 

ağırlık 48 saat +4 °C (Yaş Ağırlık: 2.22±0.02 gr; Kuru Ağırlık: 0.25±0.01 gr) uygulamasında 

gözlendi. Bitkinin asıl büyüme sıcaklığı ortalama 25 °C olduğu bilindiğinden soğuk uygulama 

süresi arttıkça bitki metabolizması yavaşladığından, saçak kök gelişiminde gerileme olduğu 

hesaplandı. MeJA, ABA ve DMSO düşük doz uygulamalarında gelişimi olumlu etkilerken,  

yüksek doz ve uzun süre uygulamalarda ise gelişimi olumsuz yönde etkilediği hesaplandı. 

Saçak kök kültürlerine metabolit üretimi için uygulanan elisitasyon uygulamalarına yönelik 
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literatür irdelendiğinde; Panax ginseng’de saçak köklerin soğukta inkübasyonu saçak kök 

gelişimi, Susam saçak kökleri 30 °C’de inkübasyona karşılık 26°C inkübasyonda saçak kök 

gelişimini inhibe olmuştur (Yu ve diğ., 2015; Jin ve diğ., 2015). Salvia miltiorrhiza saçak 

köklerine MeJA uygulaması büyümede artış sağlamıştır (Wang vd, 2016). Salvia sclarea saçak 

kök kültürlerinde yüksek konsantrasyonlarda 62.5, 125, 250, 625 ve 1250 μM MeJA 

uygulamalarında en yüksek saçak kök miktarı 125 μM MeJA konsantrasyonunda gözlenmiştir 

(Kuzma ve diğ., 2009). Rubia tinctorum saçak kök kültürlerine 100 μM MeJA için uygulama 

süresi arttıkça saçak kök miktarında artış gözlenirken. Rubia tinctorum saçak kök kültürlerine 

düşük miktarda DMSO’nun farklı zaman uygulamalarında saçak kök miktarında artış 

gözlenmiştir (Perassolo ve diğ., 2017).   Cichorium intybus L. saçak kök kültürlerine uygulanan 

% 0.1-0.6 arasında DMSO uygulamasında yüksek konsantrasyonlara göre düşük 

konsantrasyonlarda saçak kök miktarı yüksek olduğu gözlenmiştir (Bais ve diğ., 2001).  

Kök süspansiyon kültürlerinde, saçak kök denemelerinde şikonin tip ve miktarının en fazla elde 

edildiği 24. Saat, kök süspansiyonu çalışmalarında tek uygulama zamanı olarak denemeler 

gerçekleştirildi. Kontrole göre gerçekleştirilen tüm denemelerde yaş ve kuru ağırlık 

miktarlarında artışlar tespit edildi. Literatürde, süspansiyon kültürlerine farklı elisitasyon 

uygulamalarında; Menthax piperita hücre süspansiyon kültürlerine farklı konsantrasyonlarda 

ve zamanlarda MeJA uygulaması gerçekleştirilmiş, 0-50-100-200 μM MeJA’nın 72 saate kadar 

uygulamalarında, kuru ağırlıkları azaltırken, Taxus hücre kültürlerine, kültürün 7. Gününde 150 

μM MeJA uygulaması yapılması ardından 17. Güne kadar hücre kültürü miktarında artış 

sağlanırken, 17. günden itibaren hücre kültürü miktarında azalma meydana gelmiştir 

(Krzyzanowska ve diğ., 2012; Patil ve diğ., 2014). Abrus precatorius Linn. hücre 

kültürlerine 1, 10, 50, 100 mg/l maya özütü uygulamalarında 100 mg/l uygulamaya kadar hücre 

miktarında artış gözlenmiştir (Karwasara ve diğ.,  2010). Ophiorrhiza mungos Linn. 

süspansiyon kültürlerine, 2-7.5 μM 15 gün AgNO3 uygulamasında düşük ve yüksek 

konsantrasyonlarda 5. ve 10. günlerde kontrole göre yüksek hücre miktarı elde edildiği gözlendi 

(Deepthi ve Satheeshkumar, 2016). 

Yağ asitlerinin üretimi için oluşturulan kotiledon yaprağı süspansiyon hatlarında 

gerçekleştirilen çalışmalarda, ABA, DMSO ve soğuk denemelerine göre MeJA’nın denenen iki 

farklı konsantrasyonunda besi ortamlarında belirgin koyu kahverengi renk tonu gözlendi. En 

önemli morfolojik gözlem, elde edilen süspansiyon kültürlerinin kaba filtre kağıdından 
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geçirilmesi sonrası kurutma aşamasında gözlendi. Bu gözleme göre genel olarak literatürde 

şikoninin bitkide en fazla kök kısmında rastlandığı, kültür ortamlarında ise 2,4-D uygulamaları 

sonucu şikonin miktarını düşürdüğü rapor edilirken, MeJA uygulamalarında kırmızı 

pigmentasyon gözlendi. Yaş ve kuru ağırlıklar bakımından saçak kök ve süspansiyon 

kültürlerinde olduğu üzere parellik tespit edilmedi. Yağ ağırlık bakımından genel bir 

değerlendirme yapıldığında; yaş ağırlık Kontrol ve +4 °C uygulamalarına göre MeJA, ABA ve 

DMSO’nun düşük ve yüksek konsantrasyonlarıyla ve artan süreye göre artış gösterirken, kuru 

ağırlıklar bakımından yaş ağırlığın en düşük hesaplandığı +4 °C denemelerinde, kontrol ve 

diğer uygulamalara göre daha fazla arttığı gözlendi. Bu sonuç, özellikle ılıman iklim kuşağında 

yaşayan bitkiler için zarar verici bir abiyotik elisitör olan soğuk koşullara maruz kalan bitkilerin 

bir çeşit adaptasyon geçirerek sonbahar dönemi boyunca metabolizmalarını artırıp bir dizi 

kriyokoruyucu bazı bileşenleri [şeker alkolleri (sorbitol, mannitol rubitol), çözünebilir şeker 

(sakkaroz, raffinoz), düşük molekül ağırlıklı azot bileşikleri (prolin, glisin, betain)] ve fenolik 

madde üretimini (sentez edilen bu fenolikler hücre duvarına ya süberin yada lignin olarak 

katılır) arttırarak soğuk koşullara tolerans sağlamaları ile ilişkili olabilir (Perez-Ilzarbe ve diğ., 

2004; Griffith ve Yaish, 2004; Janska ve diğ., 2010; Akula ve Ravishankar, 2011). 

5.5. In Vivo ve In Vitro KÜLTÜR UYGULAMALARINDAN ELDE EDİLEN 

ÖRNEKLERİN METABOLİT MİKTARININ BELİRLENMESİNE YÖNELİK 

TARTIŞMA  

In vivo  köklerden yeteri kadar kuru madde elde edilemediğinden, total şikonin ve türevleri için 

miktar hesaplaması yapılmış olup, 12m yükseklikte 40º38’50” K 26º50’33” D 

koordinatlarındaki E. italicum bitkisine ait in vivo köklerde en fazla total şikonin ve türevleri 

içeriği (3mg Total Şikonin/3.30 gr kuru kök) tespit edilmiştir. Literatürde, doğal ortamdan 

toplanan bitkilerdeki şikonin miktarına ait çalışmalara rastlanmaktadır; [Macrotomia usamensis 

(Rornanova ve Bankovskii, 1965), Echium lycopsis L. (Shcherbanovskii ve Luks, 1974), 

Arnebia densiflora (Bozan ve diğ., 1999; Yüzbaşıoğlu Baran ve diğ., 2018), L. canescens. 

(Michx.) Lehm. Kanada (Pietrosuik ve Wiedenfeld, 2005),  E. vulgare, E. russicum (Polonya) 

(Dresler vd. 2015), L. erythrorhizon, A. euchroma, A. guttata (Liao ve diğ., 2015), E. 

plantagineum, E. vulgare (Avustralya) (Skoneczny ve diğ., 2017), E. russicum (Rusya) 

(Olennikov ve diğ., 2017)]. 
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E. italicum türünden elde edilen tohumların yağ içeriklerinde en yüksek total yağ C2(b) 

(%19.05), en düşük total yağ A1 (%11.24) lokasyonundan toplanan örneklerde tespit edildi. 

Majör yağ asitleri;  C16:0 Palmitik Asit,  C18:0 Stearik Asit,  C18:1 Oleik Asit, C18:2n6 

Linoleik Asit, C18:3n6 γ- Linolenik Asit, C18:3n3 α-Linolenik Asit ve C18:4n3 Stearidonik 

Asit olarak gözlendi. Majör yağ asitlerinden tohumların içeriğinde en yüksek yağ asidi C18:3n3 

α-Linolenik Asit olurken (B3: %43.91), en düşük yağ asidi C18:0 Stearik Asit (B8: %2.37) 

olarak tespit edidi. Majör yağ asitleri arasında en yüksek ve en düşük; C16:0 Palmitik Asit 

[C2(a) (%12.86), A5 (%8.02)],  C18:0 Stearik Asit [C2(a) (%3.86), B8 (%2.37)],  C18:1 Oleik 

Asit [B9(b) (%19.47), B3 (%13.37)], C18:2n6 Linoleik Asit [B9(b) (%16.63), A1 (%10.65)], 

C18:3n6 γ- Linolenik Asit [B8 (%10.28), C2(a) (%5.75)], C18:3n3 α-Linolenik Asit [B3 

(%43.91), C2(a) (%34.87)] ve C18:4n3 Stearidonik Asit [A5 (%13.72), C2(a) (%8.8)] olarak 

tespit edildi. Literatürde farklı bölgelerden toplanan tohumların yağ asitleri irdelendiğinde, 

Boraginecea familyası üyelerinde majör yağ asidinin ALA olduğu çalışmalar mevcuttur (Guil-

Guerrero ve diğ., 2000b; Özcan, 2008; Abbaszadeh ve diğ., 2011; Yunusova vd. 2012; Guil-

Guerrero ve diğ., 2013a; Guil-Guerrero vd. 2017; Dresler ve diğ., 2017). E. italicum türüne 

ilişkin yapılan bir çalışmada, popülasyonlar arasında yağ asitleri konsantrasyonlarının belirgin 

oranlarda intraspesifik varyasyonlar gösterdiği bildirilmiştir (Özcan, 2013). 

Sıvı saçak kök kültürlerine uygulanan elisitasyon sonrası, kuru maddelerin şikonin türevlerinin 

belirlenmesi kapsamında gerçekleştirilen çalışmalarda, saçak köklerden en yüksek miktarda 

elde edilen şikonin türevleri Deoksi Şikonin, Asetil Şikonin, 2-Metilbütiril/İzovaleril Şikonin 

olarak tespit edildi. Morfolojik gözlem sonuçlarının sunulduğu 4.5.1 başlığında da ifade 

edildiği üzere MeJA uygulamalarında diğer uygulamalara göre daha açık kırmızı pigmentli besi 

ortamı oluştuğu tespit edilirken, analitik sonuçlarda genelde şikonin türevlerinin en yüksek 

miktarda MeJA uygulamalarında tespit edildiği gözlendi. Çalışma sonrası şikonin türevlerinin 

ve miktarlarının belirlendiği çalışmada hem gerçek hem de orantısal (1 gr) kuru madde 

üzerinden hesaplamalar yapıldı. Şikonin türevleri içerisinde en yüksek artışlar aynı saat 

dilimindeki kontrolüne göre; Deoksi Şikonin 48 Saat % 0.2 DMSO (~2 kat), Asetil Şikonin 24 

Saat 10 µM MeJA (~2 kat), 2-Metilbütiril/İzovaleril Şikonin 24 Saat 10 µM MeJA (~87 kat) 

uygulamalarında tespit edildi. En yüksek Deoksi Şikonin miktarı 48 Saat % 0.2 DMSO (2.50 

mg), 24 Saat 10 µM MeJA (2.38 mg) uygulamalarında tespit edilirken, en düşük Deoksi Şikonin 

miktarı 24, 48 Saat 1 mg/l ABA ve 48 Saat 0.5 mg/l ABA (0.31, 0.28 ve 0.28 mg) 

uygulamalarında tespit edildi. En yüksek Asetil Şikonin miktarı 24 ve 48 Saat 10 µM MeJA 
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(6.75 ve 4.65 mg) uygulamalarında tespit edilirken, en düşük Asetil Şikonin miktarı 24  Saat % 

0.1 DMSO’da (0.77 mg) tespit edildi. En yüksek 2-Metilbütiril/İzovaleril Şikonin miktarı 12 

ve 24 Saat 10 µM MeJA (6.99 ve 7.88 mg) uygulamalarında tespit edilirken, en düşük 2-

Metilbütiril/İzovaleril Şikonin miktarı 24 ve 48 Saat Kontrol (0.09 ve 0.30 mg) 

uygulamalarında tespit edildi.  Sıvı saçak kök kültürlerine uygulanan elisitasyon sonrası şikonin 

üretimi için en uygun uygulama 24 Saat 10 µM MeJA olup literatürde, MeJA uygulamasıyla 

şikonin üretimine yönelik birçok çalışma [A. euchroma  (Urmantseva vd, 1999; Wang ve diğ., 

2014; Arghavani ve diğ., 2015); L. erythrorhizon (Gaisser ve Heide, 1996; Mizukami ve diğ., 

1992, 1993; Yazaki ve diğ., 1997b), O. paniculatum (Ding ve diğ., 2004)] rapor edilmiştir. Bu 

durumun gerçekleşmesinin sebebi MeJA’nın özellikle şikonin biyosentez yolağındaki PAL ve 

PHB–geraniltransferaz enziminin aktivitesini artırması olarak ifade edilmiştir (Ding ve diğ., 

2014). 

Kök süspansiyonlarına elisitasyon uygulaması sonrası saflaştırma için gerekli madde miktarına 

erişim sağlanamadığından şikonin üretimi için miktar belirleme çalışmaları 

gerçekleştirilememiştir. 

In vitro kotiledon yaprağı süspansiyon hatlarına elisitasyon uygulaması sonrası yağ asidi 

miktarı en yüksek total yağ S12 (%9.30), en düşük total yağ S8 (%1.94)’de tespit edildi. Majör 

yağ asitleri olarak;  C16:0 Palmitik Asit,  C16:1 Palmitoleik Asit,  C18:0 Stearik Asit,  C18:1 

Oleik Asit, C18:2n6 Linoleik Asit, C18:3n6 γ- Linolenik Asit, C18:3n3 α-Linolenik Asit ve 

C18:4n3 Stearidonik Asit olarak tespit edildi. Majör yağ asitlerinden tohumların içeriğinde en 

yüksek yağ asidi C16:1 Palmitoleik Asit olurken (S16: %32.41), en düşük yağ asidi C18:4n3 

Stearidonik Asit (S14: %0.65) olarak tespit edidi. Majör yağ asitleri arasında en yüksek ve en 

düşük; C16:0 Palmitik Asit [S16 (%32.41), S17 (%21.04)],  C16:1 Palmitioleik Asit [S10 

(%3.70), S17 (%0.68)], C18:0 Stearik Asit [S4 (%3.79), S21 (%2.65)],  C18:1 Oleik Asit [S21 

(%31.63), S14 (%22.13)], C18:2n6 Linoleik Asit [S6 (%27.55), S14 (%18.70)], C18:3n6 γ- 

Linolenik Asit [S4 (%8.63), S14 (%5.28)], C18:3n3 α-Linolenik Asit [S1 (%11.42), S20 

(%4.60)] ve C18:4n3 Stearidonik Asit [S1 (%2.74), S14 (%0.65)] olarak tespit edildi. In vitro 

ortamda yağ asitlerinin üretimiyle ilgili sınırlı sayıda çalışmaya rastlanmıştır; Stearns ve 

Morton’un 1975 yılında rapor ettiği çalışmada, soya süspansiyon kültürlerine sitokin ve 

giberellik asit kombinasyonu uygulamasında LA üretiminin arttığı tespit edilmiştir. Lopez ve 

diğ., 1999 yılında rapor ettiği çalışmada, Maydanoz’un farklı in vitro kültürlerinde ileri zaman 



156 

 

 

 

dilimlerinde alınan örneklerde bazı çoklu doymamış yağ asitlerinin üretiminin arttığı tespit 

edilmiştir. Ahmad ve diğ., 2014 yılında rapor ettikleri çalışmada; Brassica napus’dan elde 

edilen BnDGAT2 geninin Chlamydomonas reinhardtii’ye aktarılmasıyla çoklu doymamış yağ 

asitlerinin üretimi artırdığı rapor edilmiştir. Da Silva Assis Machado ve diğ., tarafından 2016 

yılında yapılan çalışmada, Cereus peruvianus’un uzun süreli kallus kültürlerinde LA üretiminin 

arttığı tespit edilmiştir. Flores ve Castillo’un 2016 yılında rapor ettiği çalışmada, siyah frenk 

üzümü (Ribes sp.) in vivo külltürlerine farklı oranlarda MeJA içeren solüsyon uygulamasında 

sfü tohumlarında GLA üretiminin arttığı gözlenmiştir. Mahalakshmi ve diğ., tarafından 2013 

yılında yapılan  çalışmada, Jatropha curcas kallus kültürlerinde salisilik asit uygulaması 

sonrası yağ asidi üretiminin arttığı tespit edilmiştir. Parra vd. tarafından 2017 yılında 

yayınlanan bir çalışmada, Theobroma cacao L. süspansiyon kültürlerine biotin uygulaması 

sonrası bazı çoklu doymamış yağ asitlerinin üretiminin arttığı ifade edilmiştir. Wang vd.’nin 

2018 yılında rapor ettiği çalışmada, Arachis hypogaea L. transgenik hatlarında, kontrole göre 

bazı çoklu doymamış yağ asitlerinin üretiminin arttığı belirlenmiştir. 

5.6. ANTİKANSER ÇALIŞMALARA YÖNELİK TARTIŞMA 

MCF-7 hücrelerinde 4, 6, 8, 10, 12 µM konsantrasyonların da Türev-3 şikonin ekstraktı 

proliferasyonun baskılandığı fakat 2 µM Türev-3 şikonin ekstraktı konsantrasyonun 

proliferasyonu arttırıcı etkisi tespit edildi. Türev-3 şikonin ekstraktının konsantrasyon ve 

sürenin artmasına bağlı olarak hücrelerde anti-proliferatif etki gösterdiği tespit edildi. Zamana 

bağlı olarak 4 µM konsantrasyonda Türev-3 şikonin ekstraktı hücrelerde proliferasyonu 

arttırdığı ve yaklaşık olarak madde eklenmesinden 30 saat sonra 4 µM ile muamele edilen 

hücrelerin kontrol hücre sayısına yaklaştıkları gözlendi. En dikkat çekeni ise 6, 8, 10, 12 µM 

konsantrasyonlar da Türev-3 şikonin ekstraktı ile muamele edilen hücrelerde etkili ve doza 

bağlı olarak uyumlu anti proliferatif etki gözlendi. Kemoterapiye dirençli ve metastatik 

kapasitesinin yüksek olması nedeniyle MDA-MB-231 hücre hatları yeni terapötik ilaç 

geliştirme çalışmalarında yoğun olarak kullanılmaktadır. Türev-3 şikonin ekstraktlarıyla 

muamele edilen MDA-MB-231 hücrelerinin proliferasyon analizinde hücrelerin 

proliferasyonunun doza bağlı olarak baskılandığı tespit edildi (Şekil 4.59). Türev-3 şikonin 

ekstraktları uygulanan farklı moleküler alt-gruptaki meme kanser hücre hatlarının her ikisinde 

de 8 µM, 10 µM ve 12 µM konsantrasyonlarının hücre proliferasyonunu etkili bir şekilde 

baskıladığı tespit edildi. Literatürde şikonin ve türevlerinin bir çok hastalığı karşı ve kanser 
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hücre hattına karşı antiproleferatif etki oluşturduğu rapor edilmiştir (Malik ve diğ., 2014). 

Kanser hücrelerine karşı şikoninin, p53’ün (tümör süpresör protein) ekspresyonunu 

proapoptotik proteinlerle birlikte düzenlediği bildirilirken, kanser hücreleriyle mücadelesini 

birçok mekanizmayla (topoizomeraz-I inhibisyonu, protein tirozin kinaz inhibisyonu ve kaspaz 

aktivasyonu vb.) sağlamaktadır. (Hsu ve diğ., 2004; Wu ve diğ., 2004, Mao ve diğ., 2008; Jang 

ve diğ., 2014). Aynı zamanda, şikoninin hücresel gelişime ve farklı kanser hücre hatları üzerine 

yan etkisi tespit edilmemiştir (Yao ve Zhao, 2010). Şikoninin (şikonin ve türevlerinin) MCF ve 

MDA-MB-231 kanser hücre hatları üzerine düşük miktarda uygulanmasıyla oluşan 

antiproliferatif etkinin araştırıldığı çalışmalara literatürde sıkça rastlanmaktadır (Wu ve diğ., 

2013; Qui ve diğ., 2017; Lin ve diğ., 2018). Meme kanserlerinde östrojenin önemli bir 

karsinojenik faktör olduğu kabul edilirken, özellikle şikoninin yukarıda belirtilen 

mekanizmaları hareketlendirerek antiöstrojenik etki göstermek suretiyle meme kanseri 

hücrelerini olumsuz etkilediği bildirilmiştir (Yao ve Zhao, 2010). 

Sonuç olarak, tez kapsamında gerçekleştirilen denemelerimizde; 

 Boraginecea familyasına ait E. italicum L. tohumlarının BBD içermeyen MS besi 

ortamında çimlendirilmesiyle elde edilen bitkiciklerden alınan kök ve kotiledon yaprağı 

eksplantlarından, şikonin ve türevleri ile yağ asitlerinin üretimi için kallus 

oluşturulmaya çalışıldı. Kallus oluşturma çalışmalarında, istenen özellikte ve tipte 

kallus oluşumları ile gelişimleri için kök eksplantları 2 mg/l Kinetin ve 0.2 mg/l IAA 

destekli LS besi ortamı, kotiledon yaprağı eksplantları için 2 mg/l Kinetin ve 0.2 mg/l 

2,4-D destekli LS besi ortamı olarak belirlenmiştir.  

 Geliştirilen kalluslardan süspansiyon kültürü oluşturma ve geliştirme çalışmaları 

kapsamında kök süspansiyonları için optimum çalkalama hızı 110 rpm, kotiledon 

yaprakları için ise 100 rpm olark belirlenmiştir. Şikonin ve türevlerinin üretilmesi 

çalışmaları için diğer bir kültür tipi olarak oluşturulan saçak kökler ise, çimlendirilen 

bitkiciklerden elde edilen kökler A. tumefaciens ile enfeksiyonu sonrası oluşturulurken, 

saçak köklerin sıvı besi ortamında gerçekleştirilen optimizasyon kapsamında  optimum 

çalkalama hızı 100 rpm olarak belirlenmiştir.  

 Oluşturulan in vitro kültürler kullanılarak metabolit üretimi ve üretimlerinin arttırılması 

için kullanılan fiziksel ve kimyasal elisitasyonlarının uygulanması için optimum 

zamanının belirlenmesi çalışmalarında; kök süspansiyon kültürlerinde büyüme fazının 
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sonu olan 21. gün, kotiledon yaprakları süspansiyon kültürlerinde büyüme fazının sonu 

olan 14. gün olarak, sıvı ortamda üretilen saçak kökler için ise (besi ortamında koyu 

pigmentasyonun gözlendiği) 20. günün sonu olarak belirlenmiştir.  

 In vitro kültürlere metabolit üretiminin arttırılması için uygulanan farklı elisitasyon 

çalışmalarında ise, şikonin ve türevlerinin üretiminin arttırılmasında; sıvı ortamda saçak 

kök kültürlerine uygulanan farklı tipte ve zamanlardaki elisitasyon uygulamalarında, 

şikonin ve türevlerinin arttırılmasında en başarılı uygulama 24 saat 10 µM  MeJA olarak 

belirlenirken, kök süspansiyon kültürlerinde ise yeteri kadar kuru madde elde 

edilemediğinden dolayı saflaştırma çalışmaları gerçekleştirilememiş, dolayısıyla 

şikonin ve türevlerine yönelik miktar tespiti yapılamamıştır. Kök süspansiyonları 

çalışmalarında ise metabolit miktarı tespitinde gerekli biyomasın elde edilebilmesi için 

yüksek hacimde kültür oluşturulması önemlidir.  

 Yağ asitlerinin üretimin arttırılmasında, kotiledon yaprağı süspansiyon kültürlerine 

uygulanan farklı tipte ve zamanlardaki elisitasyon uygulamalarında,  saçak köklerde 

olduğu gibi ortak bir uygulama tespit edilemezken en ümit vadeden sonuçlar soğuk ve 

DMSO uygulamalarında tespit edilmiştir.  

 In vitro kültürlerden elde edilen maddelerin antikanser aktivite çalışmalarında ise, 

kemoterapik ilaçlara dirençli metastatik meme kanseri hücre hatlarına Türev-3’ün, 

düşük konsantrasyonlarda antipoliferatif etki gösterdiği tespit edilmiştir.  

 Tez çalışması kapsamında E. italicum L. türünün in vitro kültürlerine metabolit üretimi 

ve arttırılmasına yönelik uygulanan metot ve yöntemler, başta Boraginecea familyası 

olmak üzere diğer bitki gruplarında da tespit edilebilecek biyoaktif metabolitlerin 

beslenme, sağlık ve endüstriyel alanlarda standardize edilmiş koşullarda yüksek verimle 

üretimi için referans veriler olarak değerlendirilebilir. 
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EKLER 

EK 1. 1 Numaralı şikonin türevine (Deoksi Şikonin) ait 1H NMR spektrumu (CDCl3, 400 MHz). 

 

 

EK 2. 1 Numaralı şikonin türevine (Deoksi Şikonin)  ait 13C NMR spektrumu (CDCl3, 100 MHz). 
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EK 3. 2 Numaralı şikonin türevine (Asetil Şikonin) ait 1H NMR spektrumu (CDCl3, 400 MHz). 

 

 

EK 4. 2 Numaralı şikonin türevine (Asetil Şikonin) ait ait 13C NMR spektrumu (CDCl3, 100 

MHz). 

 

 

 

 

 



186 

 

 

 

EK 5. 3 Numaralı şikonin türevine (2-Metil Bütüril/İzovaleril Şikonin) ait 1H NMR spektrumu 

(CDCl3, 400 MHz.). 

 

 

EK 6. 3 Numaralı şikonin türevine (2-Metil Bütüril/İzovaleril Şikonin)  ait 13C NMR spektrumu 

(CDCl3, 100 MHz). 
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EK 7. A1 numaralı tohuma ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 8. A5 numaralı tohuma ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 9. C2(a) numaralı tohuma ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 10. B3 numaralı tohuma ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 11. A6 numaralı tohuma ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 12. B8 numaralı tohuma ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 13. C2(b) numaralı tohuma ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 14. B9(a) numaralı tohuma ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

 

 

 

 



191 

 

 

 

EK 15. B9(b) numaralı tohuma ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 16. S1 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 17. S2 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 18. S3 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 19. S4 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 20. S5 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 21. S6 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 22. S7 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 23. S8 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 24. S9 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 25. S10 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 26. S11 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 27. S12 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 28. S13 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 29. S14 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 30. S15 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 31. S16 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 32. S17 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 33. S18 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 34. S19 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 35. S20 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 36. S21 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 
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EK 37. S22 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı. 

 

 

EK 38. S23 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı.  
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EK 39. S24 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı.  

 

 

EK 40. S25 numaralı örneğe ait GC-MS kromatogramı.  
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EK 41. Stearidonik asit standart GC-MS kromatogram. 

 

 

EK 42. FAME mix standart GC-MS kromatogram. 
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