’ge‘?’“\' U’V"f’% . T.C.
o ) ISTANBUL UNIVERSITESI
N FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Doktora Tezi

Echium L.’de STEARIDONIK ASIT ve SIKONIN ICERIGININ
BELIRLENMESI ve In Vitro KOSULLARDA ARTTIRILMASI

Veysel SUZERER

Biyoloji Anabilim Dal I

Botanik Programi

NAa,

DANISMAN
| Prof. Dr. Tamer OZCAN |
II. DANISMAN
| Prof. Dr. Yelda OZDEN CIFTCI l

Mayis, 2019

ISTANBUL




Bu ¢alisma, 27.05.2019 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Biyoloji Anabilim Dali, Botanik

Programinda Doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Jiirisi

Prof. Dr. Tamer OZCAN(Danisman)
Istanbul Universitesi
Fen Fakiiltesi

/

Dog. Dr. Giilsah COBANOGLU
OZYIGITOGLU
Marmara Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi

-

Prof. Dr. Engin TILKAT Prof. Q¢ Giilriz BAYCU KAHYAOGLU
Batman Universitesi [stanbul Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Fen Fakiiltesi



20.04.2016 tarihli Resmi Gazete’de yayimlanan Lisansiistii Egitim ve Ogretim Y®6netmeliginin
9/2 ve 22/2 maddeleri geregince; Bu Lisansiistii teze, Istanbul Universitesi’nin abonesi oldugu
intthal yazilim programi kullanilarak Fen Bilimleri Enstitiisii’niin belirlemis oldugu ol¢iitlere

uygun rapor alinmastir.



ONSOZ

Akademik yasamimda, {izerimde emegi olan 0 kadar kisi var ki umarim tek bir sayfa da
kendilerine minnettarliimi sunabilirim, aslinda emeklerinin karsilifin1 higbir zaman
0deyemem...

Doktora 6grenimim siirecinde degerli bilgilerine her zaman bagvurdugum ve vermis oldugu
fikirlerle ufkumun daha da agilmasini saglayan, sadece bir tez danismani degil bir abi gibi
olarak hissettigim kiymetli danismanim, Prof. Dr. Tamer OZCAN,

Lisans 6grenimimin son yillarinda tamisttm kendisiyle, belki de birlikte bu kadar basarili
olacagimizi hi¢ kimse tahmin edememistir (Bkz. Bingdl Universitesi...). Lisans dgrenimim
sonrast danigmanim olarak bilinse de, ben agik¢asi kendisini bir danigsman olarak degil 6z ablam
olarak hissediyorum, Prof. Dr. Yelda OZDEN CIFTCI (Cok sansliyim ki ailemde akademik
yasamimda yon belirlerken yardimina bagsvurdugum ¢ok miikemmel bir pusulam var...),

Yine lisans 6grenimimin ilk yillarinda tanistim kendisiyle, her ne kadar mezun olduktan sonra
ayrilmis olsak da tabiki kisa siireli bir ayrilis, biiylik bir grup icerisinde birlikte ¢alisiyor olarak
bulduk kendimizi ve doktora tezimi eger basarili bir sekilde tamamlayabiliyorsam sayesindedir.
Yelda Hocami 6z ablam olarak hissediyorsam, kendisini de 6z abim gibi hissettigim Prof. Dr.
Engin TILKAT ve ayrica sevgili Esi Prof. Dr. Emine AYAZ TILKAT (Enes Berke seni de
unutmadim...),

Kendisine tesekkiirden daha ¢ok sey yazmak istiyorum, ama sayfalar yetmeyebilir onu tek
kelimeyle izah edilebilirim Baba, Prof. Dr. Ahmet ONAY,

O benim i¢in bir Isvigre ¢akis1 gibidir, "her nerede olsam ve yardima ihtiyacim varsa o ordadir,
tezimdeki gizli kahraman Remzi ERDOL,

Ayrica;

Gebze Teknik Universitesi Dr. Hiilya AKDEMIR, Dr. Pelin Bal¢ik ERCIN, Prof. Dr. Devrim
ATILLA, Melike TEPE ve Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvar Ekibine (HE, IB, MA, 1U, NT),

Batman Universitesi Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvari Ekibine (MA, GBC, AH, HB ve QY),
Istanbul Universitesi’nden Dr.Yusuf Can GERCEK ve Dr. Almila CIFTCI,

Bingol Universitesi SHMYO ve PIKOM ekibine (IC, RS, RM, NE, HS, YD, AS, HE, MG, AS,
0S8, ST, AT ve SC),

... Ve son olarak Ailem iyiki de varsiniz, hi¢cbir zaman elinizi iizerimden ¢ekmeyin...
Sizlere sonsuz tesekkiirlerimi ve minnettarligimi sunarim...

Mayis 2019 Veysel SUZERER



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ ... iv
ICINDEKILER .........oooiiiiiieeeeeeeteeee ettt ene sttt v
SEKIL LISTEST ..ottt ettt iX
TABLO LISTESI......ooiiiiiiiiiiitiee st Xvi
SIMGE VE KISALTMA LISTESI.......ccccoooiiiiiiincseeeeeessesesenoe xviii
OZET ... XX
SUMMALRY ettt e ettt b e e e R ettt e snr e nb e e ne e e nne e XXii
Lo GIRIS .ottt ettt 1
2. GENEL KISIMLAR ... .ottt 3
2.1. SEKONDER METABOLITLER: BITKISEL SEKONDER METABOLITLER........... 3
2.2. BORAGINACEAE FAMILYASI VE ECHIUM L. c.ccvcviiicieeceeeee e 11
2.3. BITKISEL SEKONDER METABOLITLERIN URETILMESINDE YENI
YAKLASIMLAR VE UYGULAMALAR ..ot 16
3. MALZEME VE YONTEM.........cooiiiiiietieeieieee et enes s sen st enes s nesssne s, 35
L. MALZEME ... 35
3. 1.1 BitKiSEl MAEryal .........ccoiiiieiiieee e 35
3.1.1.1. Sikonin ve Yag Asitleri Miktarlarinin Belirlenmesi Calismast
Kapsamindaki Ornekler ..o 35
3.1.1.2. Invitro Calismalar Kapsaminda Kullanilan Tohum .................cccccooevennnn. 38
3.1.2. Laboratuvar Calismalarinda Kullanilan Sarf Malzeme ve Cihazlar...................... 39
3.2 YONTEM ..ottt 42
3.2.1. Besi Ortaml'c}n, BBD ve Elisitorlerin Hazirlanmasi, Malzemelerin
Sterilizasyonu, Inkiibasyon Kosullar1 ve Deney Verilerinin Hesaplanmasi............... 42
3.2.2. Tohumlarin Sterilizasyonu ve Cimlendirme Calismalart .............cccovceviiiiiiinnnnne 46
3.2.3. Cimlenen Tohumlardan Elde Edilen Aksenik Materyallerden Kallus
Kiiltiirlerinin Elde Edilmesi Calismalart ...........cccoivvviiiiiiiiiiciieceee e 46
3.2.3.1. Kallus Kiiltiirii Olusturma Caligmast ..........cccccoeveiiieiiiieeiieeeiieesseesseee s 46
3.2.3.2. Stok Kallus Kiiltiirii Eldesi ve Kallus Gelisiminin Karakterizasyonu
(@77 17 R F PSR 54
3.2.4. Olusturulan Kok ve Kotiledon Yaprag: Kaynakli Kalluslardan Siispansiyon
Kiiltiirlerinin Elde Edilmesi CaliSmalart ...........cccovivieiiiieiiiee e 56



3.2.4.1. Siispansiyon Kiiltiirii Olusturma Caligmast............cocoveieiiiiiiiiiniiiiesiieennns 56

3.2.4.2. Stok Siispansiyon Kiiltiir Hatlart Olusturma Caligmasi ............cccccveevennenne. 59
3.2.4.3. Siispansiyon Kiiltiirlerinde Optimizasyon Calismasi...........cc.ccoevvvveveriinnnnnn, 61
3.2.4.4. Siispansiyon Kiiltiirlerinde Biiyiimenin Karakterizasyonu Calismast ........... 62
3.2.5. Cimlenen Tohumlardan Elde Edilen Koklerden Sacak Kok Kiiltiirlerinin Elde

Edilmesi CaliSmalari.........coouuoiiiiiiiii e 62
3.2.5.1. Tohum Kékenli Koklerden Sacak Kok Kiiltiirlerinin Olusturma Calismasi..62
3.2.5.2. Stok Sacak Kok Kiiltiirii Hatlart Olusturma Calismast ............coceveeveeinneann. 63
3.2.5.3. Stok Sacak Kok Kiiltiirlerinden Sivi Ortamda Stok Sacak Kok Kiiltiirlerinin

Olusturulmasi ve Optimizasyon CAILSMASL ..........c.ccccovveiviiiieiiieiie e 63
3.2.5.4. Stvi Ortamda Sacak Kok Kiiltiirlerinde Biiyiime Egrisi Elde Edilmesi

(2 Ry 7 e R PSPPSR 65

3.2.6. Kok ve Kotiledon Yaprag: Stispansiyon Kiiltiirleri ile S1vi Ortamdaki
Sacak Kok Kiiltiirlerinden Metabolit Uretimi ve Arttirrmi Igin Elisitasyon
Uygulama Cali$malart ...........ocoveiieiiiiiiiiiiee e 65

3.2.7. In vivo Bitki Kisimlarindan ve In vitro Kiiltiir Uygulamalarinda Sikonin ve
Tiirevlerinin ile Yag Asidi Tipi ve Miktarlarinin Belirlenmesi Calismalart .............. 67

3.2.7.1. In vivo ve In Vitro Kok Orneklerinden (Kék Siispansiyon ve Sacak Kok
Kiiltiirleri) Sikonin ve Tiirevlerinin Miktarlarinin Belirlenmesi Calismast........... 67

3.2.7.2. Tohum ve In Vitro Kotiledon Yaprag: Stispansiyon Kiiltiirlerinde Toplam

vag ve Yag Asidi Miktarlarinin Tespiti Calismalart ..............c.cccooevieiiiiiincnnnnnn. 69
3.2.8. In Vitro Kiiltiirlerden Elde Edilen Ekstraktlardan Antikanser Aktivite
Belirlenmesi CalISMalart .........ooouviiiiiiiiiie i 72
3.2.9. IstatistikSel ANAZIET .........ceeeivieeieeiececes ettt st 72
A, BULGULAR ..ottt sttt ettt e e saa e e e e e se e e sbe e saeeanteenreas 73
4.1. TOHUMLARIN YUZEY STERILIZASYONU VE CIMLENDIRILMESINE
YONELIK CALISMALAR .....oooitiiieceseteet ettt sn st 73

4.2. CIMLENDIRILEN TOHUMLARDAN ELDE EDILEN KOK VE
KOTILEDON YAPRAGI EKSPLANTLARINDAN KALLUS
OLUSTURULMASINA YONELIK CALISMALAR .....c.ccocvviiiieeeeeeeeeeeen, 75

4.2.1. Kok ve Kotiledon Yaprag: Eksplatlarinin BBD Destekli Farkli Besi
Ortamlarinda ve Normal Fotoperiyot ile Karanlik Kosullarda Inkiibasyonu

Sonrasi Kallus Olusturma Caligsmalari...........ccccceeiiiiiiiiinii e 75
4.2.2. Kok ve Kotiledon Yapragindan Elde Edilen Kallus Kiiltiirlerinden Stok
Kallus Kiiltiirleri Olusturma Calismalari...........ccoeiiiiiiiiiiiiie e 94
4.2.3. Kok ve Kotiledon Yaprag: Stok Kallus Kiiltiirlerinin Gelisiminin
Karakterizasyonu CaligSmalari...........cccooiiiiiiiiiiiiiii e 95
4.3. KOK VE KOTILEDON YAPRAGI KALLUSLARINDAN SUSPANSIYON
KULTURU OLUSTURULMASINA YONELIK CALISMALAR .....c.cccevevevereee, 97

Vi



4.3.1. Kok ve Kotiledon Yapragi Kalluslarindan Siispansiyon Kiiltiirii Olusturma

O 11T 00 1 o TP U TP PSP 97
4.3.2. Kok ve Kotiledon Yapragi Stispansiyon Kiiltlirlerinden Stok Siispansiyon
Kiiltlirti Olusturma CaliSmalari...........cocuiiiiiiiiiiie e 98
4.3.3. Kok ve Kotiledon Yapragi Siispansiyon Kiiltlirlerinde Optimizasyon
CAlISIMALATT ...ttt e bbb sh e b e nre e ne e 103
4.3.4. Kok ve Kotiledon Yapragi Siispansiyon Kiiltlirlerinde Biliyiimenin
Karakterizasyonu CaliSmalari...........ccooieriiiiiiiiiiiiic e 110
4.4. CIMLENEN TOHUMLARDAN ELDE EDILEN KOKLERDEN SACAK KOK
KULTURU OLUSTURULMASINA YONELIK CALISMALAR ......cccoovevvererrnen. 112
4.4.1. Tohum Kaynakli Koklerden Sagak Kok Kiiltiirii Olusturma Calismalart........... 112
4.4.2. Olusturulan Sagak Kok Kiiltiirlerinden Stok Sagak Kok Kiiltiiri Olusturma
CalISMALATT......eeeei e 112
4.4.3. Stok Sagak Kok Kiiltiirlerinden Sivi Ortamda Stok Sacak Kok Kiiltiirlerinin
Olusturulmasi ve Optimizasyon Caligmalart .........cccocceriiiiiiiiieniinee e 113

4.4.4. Stvi Gamborg 0 Besi Ortamindaki Sagak Kok Kiiltiirlerinde Biiyiimenin
Karakterizasyonu Calismalari...........ccoocoveiiiiiiiiiiiiicee e 116

4.5. KOK VE KOTILEDON YAPRAGI SUSPANSIYON KULTURLERI ILE SIVI
ORTAMDAKI SACAK KOK KULTURLERINDE METABOLIT URETIMI VE
ARTTIRIMI ICIN ELISITASYON UYGULAMALARINA YONELIK

CALISMALAR ..ottt bbbttt nbe b 118
4.5.1. Siv1 Sacak Kok Kiiltiirlerinde Sikonin Tipi ve Miktarinin Elisitasyon
Uygulamalari ile Arttirtlmast CaliSmast........ccoovveiieiiiiiiiiieieeeeee e 118

4.5.2. Kok Siispansiyon Kiiltlirlerinde Sikonin Tipi ve Miktarinin Elisitasyon
Uygulamalari ile Arttirtlmast CaliSmast........cccevveeiiiiiiiiiiiiiicicceeee e 122

4.5.3. Kotiledon Yapragi Siispansiyon Kiiltiirlerinde Yag Asidi Miktarlarinin
Elisitasyon Uygulamalari ile Arttirilmast Caligmast ........ccoocveveiiieniiiiciceen, 126

4.6. IN VIVO KOK VE IN VITRO KOK SUSPANSIYONU VE SACAK KOK
KULTURU UYGULAMALARINDA SIKONIN VE TUREVLERININ
MIKTARLARININ BELIRLENMESI iILE TOHUM VE IN VITRO KOTILEDON
YAPRAGI SUSPANSIYON KULTURU UYGULAMALARINDA YAG ASIDI
TiPI VE MiKTARLARININ BELIRLENMESINE YONELIK CALISMALAR.....132

4.6.1. In Vivo Koklerden Sikonin ve Tiirevlerinin Miktarlarinin Belirlenmesi

L7113 0T 1) PR PPUPRUPI 132
4.6.2. In Vitro Kiiltiir Uygulamalarindan Elde Edilen Orneklerden Sikonin ve
Tiirevlerinin Miktarlarinin Belirlenmesi CalisSmast........ccccoccveiciieiiiieiiiie e, 134
4.6.2.1 Stvi Ortam Sacak Kok Kiiltiirlerine Elisitasyon Uygulamalar: Sonrast
Sikonin Miktarlarinin Belirlenmesi Caligmast.........c...coccevvviveiiiiesiiieeiinneiiennns 134
4.6.2.2 Kok Siispansiyon Kiiltiirlerine Elisitasyon Uygulamalar: Sonrasi Sikonin
Miktarlarinin Belirlenmesi CAlLSMAST............ccocueiiiiiiiiieiiiie s 136
4.6.3. Tohumlarin Yag Asidi icerik ve Miktarlarinin Belirlenmesi Calismasi ............. 137

vii



4.6.4. Kotiledon Yaprag: Siispansiyon Kiiltiirlerine Elisitasyon Uygulamalar1 Sonrasi
Yag Asidi Igerik ve Miktarlarmin Belirlenmesi CaliSmast ..........ccccoeevevevverrevennen. 139

4.7. IN VITRO KULTURLERDEN ELDE EDILEN EKSTRAKTLARDAN
ANTIKANSER AKTIVITENIN BELIRLENMESINE YONELIK CALISMALAR143

5. TARTISMA VE SONUCQ ......ooeviiitiiiieiieeeteee et este st ses et n et 146
5.1. TOHUMLARIN YUZEY STERILIZASYONU VE CIMLENDIRILMESINE
YONELIK TARTISMA ....oocuiiieiiieeeeieecieteee et eeee et n s 146
5.2. KOK VE KOTILEDON YAPRAGI EKSPLANTLARINDAN KALLUS
OLUSUMU VE GELISIMINE YONELIK TARTISMA.......c.cccoosiimerieeereceesnnans 147

5.3. KOK VE KOTIiLEDON YAPRAGI KALLUSLARINDAN SUSPANSIYON VE
SIVI ORTAMDA SACAK KULTURU OLUSUMU VE GELISIMINE YONELIK
N 2 B 131N 149

5.4. KOK VE KOTILEDON YAPRAGI SUSPANSIYON VE SIVI SACAK KOK
KULTURLERINE METABOLIT ARTTIRIMI ICIN ELISITASYON
UYGULAMASINA YONELIK TARTISMA .....ocoiiiieeecseeeeee e, 151

5.5. IN VIVO VE IN VITRO KULTUR UYGULAMALARINDAN ELDE EDILEN
ORNEKLERIN METABOLIT MIKTARININ BELIRLENMESINE YONELIK

TARTISMA ...ttt sttt st st n st en s 153

5.6. ANTIKANSER CALISMALARA YONELIK TARTISMA ....cccooovvvivereverererererenenans 156
KAYNAKLAR ....ccooootieeseeee ettt ettt sn et s sttt st n s s sten s st ene st ntansnsnessens 159
ERLER w.oooosetees ettt ettt sttt sttt st s st ena st n st s s ettt en et neen e 184
[0 Z.@] 005\ 1 15T 205

viii



SEKIL LISTESI

Sayfa No

Sekil 2.1: Sikimat ve mevalonat yolaklarindan sikonin/alkanin biyosentezi (Singh ve dig.,

A0 0 ) TSP RRSTPRPPRN 7
Sekil 2.2: Fenilproponoid ve tirozin yolaklarinda rosmarinik asit biyosentezi (Petersen ve

AIZ., 2009). ..ttt ettt eb e te et e be et e e e nbeeeeeneenreeneeas 8
Sekil 2.3: Omega yag asitlerinin biyosentez yolagi (Akoh ve Min, 2008). ........ccccccvevrveennnnen. 9
Sekil 2.4: Boraginacea familyasi liyelerinde dogal olarak bulunan metabolitler................... 11
SekKil 2.5: AIKANNA TINCLOMIAL ....veiiiiiirieiie ettt sre e e s be e be e re e saeesnbeeereas 12
Sekil 2.6: BOrago OffiCIiNaliS. .........ooiiiiiiiiie e 13
Sekil 2.7: Lithospermum erythrorhizon. ..o 13
SeKil 2.8: ONOSMA TAUITCUM. ...euieiiieieeiieiteeiesiesieesteeseeseesteaseesreesteeseesseesseeseesseesseeseesseessenneens 14
Sekil 2.9: Anchusa OffiCINALIS. ........cooiiiieiicce e 14
Sekil 2.10: Arnebia hiSpIdiSSIMA. ........coiiiiiiii s 15
SekKil 2.11: EChium italiCUML. .......coiiiiiie e 15

Sekil 2.12: Bitki hiicre, doku ve organ kiiltiirleri araciligiyla sekonder metabolit tiretimi.
A) Transgenik bitkilerin yetistirilmesi, (B Sagak kok kiiltiirii, (C Bitki hiicre-
stispansiyon kiiltiirli, D) Adventif kok kiiltiirti (Lu ve dig., 2016; Tilkat ve dig.,
2019°dan modifiye edilmiStir). ......coiiieiiiiiiieii e 20

Sekil 2.13: Bitki doku ve hiicre kiiltiirlerinde sik kullanilan elisitasyon tipleri (Kaynak:
Naik ve Al-Khayri, 2016; Tilkat ve dig., 2019’dan modifiye edilmistir). ...........c..c...... 21

Sekil 3.1: A) E. italicum bitkisine ait, B) ¢atlatilmis ve kabuklu tohum, (Bar A; 8 cm,
Bar B 2 0.6 CM). oottt e e ae e e ns 38

Sekil 3.2: In vitro ¢alismalarda kullanilacak E. italicum bitkisine ait tohumlar (Bar: 0.5
(0110 TR TSP PSPP 39

Sekil 3.3: Tohumlarin ¢imlendirilmesi. A) Kabuklu, kabugu catlatilmis ve B) kabuksuz
tohumlar, C) Tohumlarin 20 dk, %20 NaOCI ¢ozeltisinde ¢alkalanmasi D) Calkalama
islemlerinin ¢alkalayicida yapilmasi, E) Tohumlarin 3 defa 5° er dakika steril distile
suda yikanmasima, F) yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlarin ekilmeden 6nce
laminar akiml1 kabinde steril filtre kagitlar1 iizerinde kurutulmasi, G) kabuklu,
kabugu catlatilmig, H) kabuksuz tohumlarin BBD i¢ermeyen MS ortamina transfer

iX



edilmesi. (Barlar; A) 0.6 cm, B) 0.6cm, C) 1cm, D) 5cm, E) 1cm, F) 0.9cm,
G) 0.9CM, H) 0.9CM)...eiiiiiieiieece ettt 46

Sekil 3.4: E. italicum bitkisine ait tohumlarin in vitro ortamda ¢imlendirilmesi sonrasi
olusan kotiledon yapragi ve KOK........cccviiiiiiiiiiiicice e 47

Sekil 3.5: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkl sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli LS besi ortaminda ve normal fotoperiyot kosullarinda
kallus tiretimine etkisi. (Bar: 1CM). ...ccooiiiiiiiiiiiicic e 48

Sekil 3.6: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkl: sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli LS besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus
tretimine etkisi. (Bar: 1CM)......oooiiiiiiiiiiici e 48

Sekil 3.7: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli %2 LS besi ortaminda ve normal fotoperiyot
kosullarinda kallus tiretimine etkisi. (Bar: 1¢m). ......ccccoviiiiiiiiiiiiiiiieies e 49

Sekil 3.8: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkl: sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli /2 LS besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus
tiretimine etkisi. (Bar: TCM)......cooviiiiiiieiii e 49

Sekil 3.9: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve kdklerin, farkli sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli Gamborg besi ortaminda ve normal fotoperiyot
kosullarda kallus tiretimine etkisi. (Bar: 16m). ......ocouvviiiiiiiiiieiiie e 50

Sekil 3.10: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli Gamborg besi ortaminda ve karanlik kosullarda
kallus tiretimine etkisi. (Bar: 1CM). ...ccccoiiiiiiiiiiiiec e 50

Sekil 3.11: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli White besi ortaminda ve normal fotoperiyot
kosullarinda kallus tiretimine etkisi. (Bar: 1CM). .....ccccovvvireiinininiseeeee e 51

Sekil 3.12: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkl: sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli White besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus
tiretimine etkisi. (Bar: 1TCm).....cccuoiiiiiiiiiiie e 51

Sekil 3.13: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklari ve koklerin, farkl: sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli MS besi ortaminda ve normal fotoperiyot
kosullarinda kallus tiretimine etkisi. (Bar: 1¢m). .....cccocveiiiiiiiii e 52

Sekil 3.14: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkl: sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli MS besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus
tiretimine etkisi. (Bar: TCM)......oiiiiiiiiiiiie et e 52

Sekil 3.15: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar: ve koklerin, farkl: sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli SH besi ortaminda ve normal fotoperiyot
kosullarinda kallus tiretimine etkisi. (Bar: 1€m). .....ccoocveiiiiiiiiiiee e 53



Sekil 3.16: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli SH besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus
tiretimine etkisi. (Bar: 1CM).....cuviiiiiiiiii i 53

Sekil 3.17: Kallus olusturulmasi i¢in uygun besi ortamlaria ekilen A. Kok ve B ve C.
kotiledon yapraklari (Barlar: 1.3 ¢m). .....cccooiiiiiiiiiiiii e 55

Sekil 3.18: Kotiledon yapraklar1 ve kok kaynakli kallus kiiltiirlerinde kallus gelisimi ve
karakterizasyonu i¢in besi ortamina ekilen kalluslar (Barlar: 1.3 cm)........ccoceevviiiinene 55

Sekil 3.19: Kotiledon yapraklar1 ve kdk kallus hatlarindan siispansiyon kiiltlirlerinin
baslatilmasi. A) ve E) Kok, B), C), F) ve G.) Kotiledon Yapraklar1 (Barlar; A), B) ve
C)Bar: 1.4cm,D)Bar: 1.1cm, E), F) ve G) Bar: 1.5Cm)..cccccevveiviiiiiieee e 58

Sekil 3.20: Kotiledon yapragi ve kok kokenli kalluslardan baslatilan siispansiyon
kiiltiirlerinden stok siispansiyon kiiltiirlerin elde edilmesine ait sekil...........c..ccevvennenns 60

Sekil 3.21: Kotiledon yapragi ve kok kaynakli stok siispansiyon kiiltiirlerinden kiimelesme
gozlenen silispansiyon kiiltiirlerinin yeniden elekten gegirilmesi ile stok siispansiyon
kiiltiirlerinin elde edilmesine ait Sekil............ccceeeiiiiiiiiiii e 61

Sekil 3.22: Sivi ortamda sagak kok kiiltiirii olusturma. A) Sagak kokler, B) Sagak koklerin
alt kiiltiiriiniin yapilmasi, C) Stok sagak kok kiiltiirlerinin elde edilmesi, D) Sivi sagak
kok kiiltiirlerinin olusturulmast (Bar: 0.9 m). .......ccccoviiiiiiiniiiiiieiceee 64

Sekil 3.23: Orneklerden sikonin ve tiirevlerinin tespitine ve miktar tayinine yonelik sekil. .69

Sekil 3.24: Orneklerden yag eldesine, tiplerinin ve miktarlarinin belirlenmesine ydnelik
o[-0 U SR 71

Sekil 4.1: BBD icermeyen MS besi ortamina aktarilan A) kabuklu, B) kabugu ¢atlatilmig

ve C) kabuksuz tohumlarin inkiibasyonu sonrasi ¢gimlenen tohumlarin goriintiileri
(ST Lo ol 1 ) T OSSP PP PRSPPI 73

Sekil 4.2: A) Cimlenmis tohumlar ve B) ¢cimlenmis tohumlara (2.5 haftalik) ait koklerin
OrUNtUlert. (Bar: TCM). ...ueiiiiii i 73

Sekil 4.3: A) Normal fotoperiyot ve B) karanlik ortamda inkiibe edilen tohumlarin
cimlenmesine ait goriintiiler (Bar: 1Cm). .......ccooiiiiiiiiiiiiee e 74

Sekil 4.4: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yaprag: ve koklerden, farkl: sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli LS besi ortaminda ve normal fotoperiyod
kosullarinda kallus olusumu. (Bar: 16m).......ccovriiiiiiiieiieceec e 76

Sekil 4.5: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yaprag: ve koklerden, farkl: sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli LS besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus
olusumu. Kirmizi ok pigmentli kallus (Bar: 1cm).........cccoeviiiiiiiiiiicie 76

Sekil 4.6: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yaprag: ve koklerden, farkl: sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli %2 LS besi ortaminda ve normal fotoperiyot
kosullarinda kallus olusumu. (Bar: 16m).......ccoviiiiiiiiiiiiicec e 79



Sekil 4.7: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli 2 LS besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus
OlUSUMU (BAr: TCM). c.uiiiiiiiiiiiic it nine e 79

Sekil 4.8: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yaprag: ve koklerden, farkl: sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli Gamborg besi ortaminda ve normal fotoperiyot
kosullarinda kallus olusumu (Bar: 1Cm)........cccuiiiuiiiiiiiieiii e 82

Sekil 4.9: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli Gamborg besi ortaminda ve karanlik kosullarda
kallus olusumu (Bar: 1CM). ...c.ueiiiiiiiiiiiiiie e 82

Sekil 4.10: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli White besi ortaminda ve normal fotoperiyot
kosullarinda kallus olusumu (Bar: 16m).........cccvoiviiiiiiiiiiiciiceseesee e 85

Sekil 4.11: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yaprag ve koklerden, farkli sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli White besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus
OlUSUMU (BAr: TCM). c.uiiiiiiiiiiiie ittt nab e s nnneeans 85

Sekil 4.12: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli MS besi ortaminda ve normal fotoperiyot
kosullarinda kallus olusumu (Bar: 1Cm).........cccoiiiiiiiiiiiiciiseseese e 88

Sekil 4.13: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli MS besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus
OlUSUMU (BAr: TCM). c.uiiiiiiiiiiiie st nar e s nnaeeans 88

Sekil 4.14: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli SH besi ortaminda ve normal fotoperiyot
kosullarinda kallus olusumu (Bar: 16m)........cccoviiiiiiiiiceee e 91

Sekil 4.15: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yaprag: ve koklerden, farkl: sitokinin
ve oksin kombinasyonu destekli SH besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus
OluSUMU (BAr: 1CIM). c.eviiiiiiiecc e 91

Sekil 4.16: Kok ve kotiledon yapraklari kallus hatlarindan stok kallus kiiltiirlerinin elde
ediIIMEST (BArlar: 1.4 CM). ...ooiiiiieieeee e bbb 94

Sekil 4.17: Kok ve kotiledon yapraklarindan elde edilen kalluslarin gelisiminin
karakterizasyonu (Barlar: 1.3 CM). ......cooiiiiiiiiiiiice e 95

Sekil 4.18: Kok ve kotiledon yapraklar stok kallus hatlarindan siispansiyon kiiltiirlerinin
baslatilmast (Barlar: 1.2 Cm). ...ccoooeiiiiiiiec e 97

Sekil 4.19: Kok ve kotiledon yapraklari stok kallus hatlarindan olusturulan siispansiyon
kiiltiirlerinin 500 um lik porlara sahip steril metal elekten gecirimi sonrasi elde edilen
kiiltiirlerden yeniden siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasi (Barlar: 1.2 cm). Kok
ve kotiledon yapraklari stok kallus hatlarindan stok kallus hatlarindan olusturulan
stispansiyon kiiltiirlerinin 500 pum lik porlara sahip steril metal elekten ge¢irimi
sonrast mikroskop goriintiileri (Barlar: 50 ftm). ......coooveriiiiiiii e 99

xii



Sekil 4.20: Kok ve kotiledon yapraklar: siispansiyon kiiltiirlerinin 250 um lik porlara
sahip steril metal elekten gegirimi sonrasi elde edilen kiiltiirlerden yeniden
stispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasi (Barlar: 1.2 cm). Kok ve kotiledon
yapraklar siispansiyon kiiltiirlerinin 250 um lik porlara sahip steril metal elekten
gecirimi sonrasi mikroskop goriintiileri (Barlar: 50 pm).......cccocvviviiiniiniiiie e, 100

Sekil 4.21: Kok ve kotiledon yapraklari siispansiyon kiiltiirlerinin 100 um lik porlara
sahip steril metal elekten gecirimi sonrasi elde edilen kiiltiirlerden yeniden
stispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasi (Barlar: 1.2 cm). Kok ve kotiledon
yapraklar1 siispansiyon kiiltlirlerinin 100 um lik porlara sahip steril metal elekten
gecirimi sonrast mikroskop goriintiileri (Barlar: 50 pm)........coccovviiiiiiiiniiiiiiesieeee 101

Sekil 4.22: Kok ve kotiledon yapraklari siispansiyon kiiltiirlerinin periyodik alt
kiiltiirlenmeleri sonrasi olusturulan stok siispansiyon kiiltiir hatlar1 (Barlar: 1.2 cm). .102

Sekil 4.23: Farkli calkalama hizlarina sahip calkalayicilar iizerinde yaklasik bir ay
inkiibasyonu sonrasi kok siispansiyonlar1 (Barlar: 1.2 cm)..........cccoeveviiiiiiciiiienenn, 104

Sekil 4.24: Farkli ¢alkalama hizlarina sahip calkalayicilar tizerinde yaklasik bir ay
inkiibasyonu sonrasi kok siispansiyonlarinin biiylimelerine ait grafik............cc.ccooeenee. 104

Sekil 4.25: Farkli calkalama hizlarina sahip calkalayicilar tizerinde ve normal fotoperiyot
ortaminda yaklagik bir ay inkiibasyonu sonras1 kotiledon yaprag: siispansiyonlari
(222U T 72 ol 1 ) RSOSSN 106

Sekil 4.26: Farkli calkalama hizlarina sahip c¢alkalayicilar iizerinde ve normal fotoperiyot
ortaminda yaklasik bir ay inkiibasyonu sonrasi kotiledon yaprag: siispansiyonlarin
bliylimelerine ait Grafik.........ccooiiviiieiiiiiic e 106

Sekil 4.27: Farkli calkalama hizlarina sahip calkalayicilar iizerinde ve karanlik ortamda
yaklasik bir ay inkiibasyonu sonrasi kotiledon yapragi siispansiyonlar1 (Barlar: 1.2
(0 1) RSOSSN 108

Sekil 4.28: Farkli calkalama hizlarina sahip calkalayicilar iizerinde ve karanlik ortamda
yaklasik bir ay inkiibasyonu sonrasi1 kotiledon yapragi siispansiyonlarin biiylimelerine

AL GFAFTK. .. et nas 108
Sekil 4.29: Kok slispansiyonuna ait bllylime egrileri..........cccovvvviiiniiiiiciiieenc e 110
Sekil 4.30: Kotiledon yaprag: slispansiyonuna ait bliyime egrileri..........c.ccoovrivviinirirnenne. 111
Sekil 4.31: Sagak kok olusturulmast (Barlar: 0.8 cm). .......cccoviiiiiiiiiiiiieeeeee 112

Sekil 4.32: Sagak kok kiiltiirlerinden stok sacak kok kiiltiirleri olusturulmasi. A) A.
tumefaciens enfeksiyonu sonrasi sagak koklerin olusumu, B) Sagak koklerin
gelisimi, C) Sacak koklerin alt kiiltiire edilmesi, D) Sacak koklerden stok sacak kok
kiiltiirlerinin elde edilmesi (Barlar: 1.1 ¢m). ....cccoooviiiiiiiiii e 113

Sekil 4.33: S1vi Gamborg 0 besi ortaminda stok sacak kok kiiltiirlerinin olusturulmasi. A)
Yar1 kat1 Gamborg 0 besi ortaminda sagak kokler, B) Yari1 kat1 besi ortaminda sagak
koklerin alt kiiltiir edilmesi, C) Yar1 kat1 ortamda stok sagak kok kiiltiirlerinin elde

Xiii



edilmesi, D) Yar1 kat1 besi ortamindaki sagak koklerin sivi Gamborg 0 besi ortamina
alinmasi, E) Sivi besi ortaminda sacak kdklerin biiyiimesi, F) Sivi ortamda gelisen
sacak koklerin alt kiiltrlendmesi, G) S1vi ortamda stok sagak kok kiiltiirlerinin elde
edilmesi (Barlar: 1.3 CIM).....ocueieeieiie ettt eas 114

Sekil 4.34: S1ivi Gamborg 0 besi ortaminda farkli ¢alkalama hizlarina sahip ¢alkalayicilar
izerinde ve karanlik ortamda yaklasik bir ay inkiibasyonu sonrasi sagak kokler
(222U T o 7 ol 1 ) USSR SSSS 115

Sekil 4.35: Sivi Gamborg 0 besi ortaminda farkli ¢calkalama hizlarina sahip ¢alkalayicilar
iizerinde ve karanlik ortamda yaklasik bir ay inkiibasyonu sonrasi sacak koklerin

bliylimelerine ait Grafik.........cccooiieiiiiiiiiic 115
Sekil 4.36: S1vi Gamborg 0 besi ortaminda sagak koklerin farkli giinlerde gelisimleri

(BArlar: 1.4 CIM). ..o bbbt n bbbt 117
Sekil 4.37: Sacak kok kiiltiirlerine ait bliylime €Zrileri.........ccovviiiiiiniiiiiniiiiieee, 117

Sekil 4.38: Siv1 sagak kok kiiltiirlerinde elisitasyon uygulamasina ait kontroller
(222U T e ol 1 ) RSOSSN 119

Sekil 4.39: Siv1 sagak kok kiiltiirlerine farkli konsantrasyon ve siirelerde MeJA
uygulamasit (Barlar: 1.4 Cm). .....oooiiiiiii e 119

Sekil 4.40: Siv1 sagak kok kiiltlirlerine farkli konsantrasyon ve siirelerde ABA
uygulamasi (Barlar: 1.4 Cm). ...ocooooiiiiiie e 120

Sekil 4.41: Siv1 sagak kok kiiltiirlerine farkli konsantrasyon ve siirelerde DMSO
uygulamasi (Barlar: 1.4 Cm). .....coooiiiiii e 120

Sekil 4.42: Sivi sacak kok kiiltiirlerine farkli siirelerde soguk uygulamasi (Barlar: 1.4
(0 1) RSOSSN 121

Sekil 4.43: Kok siispansiyon kiiltiirlerinde elisitasyon uygulamasina ait kontroller
(BArIAr: 1.4 CIM). .oeoeeiiecee ettt te et e s re e st e e tesaeesbeeseennenreennens 124

Sekil 4.44: Kok siispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyonda MeJA uygulamasi
(BArar: 1.4 CIM). ..ot e bbb 124

Sekil 4.45: Kok siispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyonda Maya Oziitii (SC)
uygulamasit (Barlar: 1.4 ¢m). ......coooiiiiiii 125

Sekil 4.46: Kok siispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyonda AgNO3 uygulamasi
(BArIAr: 1.4 CIM). ..o bbbttt bt 125

Sekil 4.47: Kotiledon yapraklar siispansiyon kiiltiirlerinde elisitasyon uygulamasina ait
kontroller (Barlar: 1.4 CIM)........oouiiiiiieiiieeeeee e 127

Sekil 4.48: Kotiledon yapraklari siispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyon ve
stirelerde MeJA uygulamasi (Barlar: 1.4 cm).......ccccceiviiiiiii e 128

Xiv



Sekil 4.49: Kotiledon yaprag: siispansiyon kiiltiirlerine 10 uM (24 Saat) MeJA
uygulamasi sonrasi kaba filtreden gecirilen A) kuru 6rnek, B ve C) kuru 6rnegin
filtre kagid1 lizerinde biraktig1 pigmentler, oklar kirmizi pigmentleri géstermektedir

(BArIAr 1.5 CIM ).ttt sttt e sne e sbeente st e nreenne s 128
Sekil 4.50: Kotiledon yapraklari siispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyon ve

stirelerde ABA uygulamasi (Barlar: 1.4 ¢m). ......c.ccoooviiiiiiiiiiiieecee 129
Sekil 4.51: Kotiledon yapraklari siispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyon ve

stirelerde DMSO uygulamasi (Barlar: 1.4 cm)........c.ccooiiiiiiiiiiiiiicee e 129
Sekil 4.52: Kotiledon yapraklari siispansiyon kiiltiirlerine farkl siirelerde soguk

uygulamast (Barlar: 1.4 Cm). .....cccoiviiiiiiic e 130
Sekil 4.53: In vivo koklerin ekstraksiyonu ve ITK ’larma ait goriintiiler. ...........ccoovevvnnne. 132

Sekil 4.54: Siv1 ortamda kiiltiire edilen sagak koklere uygulanan elisitasyon sonrasi sagak
koklerin ekstraksiyonu ve ITK’larina ait gorintller. ...........ccoocveiiiiieiicniic e 135

Sekil 4.55: Kok siispansiyon kiiltiirlerine uygulanan elisitasyon sonrasi drneklerin
ekstraksiyonu ve ITK’larina ait gorintiler. ...........ccoooieiiiiiiiieee e 137

Sekil 4.56: Tohumlarin ekstraksiyon sonrasi yag eldesi ve 6rneklerin esterlestirilmesine
A1t GOTUNTULET. ...eeiiiii et et e e ne e 138

Sekil 4.57: Kotiledon yapragi siispansiyon kiiltiirlerine uygulanan elisitasyon sonrasi
orneklerin ekstraksiyonu sonrasi yag eldesi ve 6rneklerin esterlestirilmesine ait
GOTUNLULET. ©...viiiiic bbbt ns 140

Sekil 4.58: MCF-7 hiicrelerine sikonin ekstrakti uygulamasi sonrasi proliferasyon grafigi.
Kirmizi ¢izgi: sadece besiyeri. Acik yesil ¢izgi: DMSO ve besiyeri. Lacivert ¢izgi: 2
uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti. Pembe ¢izgi: 4 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti.

Turkuvaz ¢izgi: 6 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti. Mor ¢izgi: 8 uM Tiirev-3 sikonin
ekstrakti. Kahverengi ¢izgi: 10 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti. Koyu yesil ¢izgi:

12 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti uygulanan hiicrelerin proliferasyonunu

GOSTETIMEKEEAIT. ... 143

Sekil 4.59: MDA-MB-231 hiicrelerine sikonin ekstrakti uygulamasi sonrasi proliferasyon
grafigi. Kirmizi ¢izgi: sadece besiyeri. Agik yesil ¢izgi: DMSO ve besiyeri. Lacivert
cizgi: 2 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti. Pembe ¢izgi: 4 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti.
Turkuvaz ¢izgi: 6 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti. Mor ¢izgi: 8 uM Tiirev-3 sikonin
ekstrakti. Kahverengi ¢izgi: 10 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti. Koyu yesil ¢izgi:

12 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti uygulanan hiicrelerin proliferasyonunu
GOSLEIMEKLEAIT. ... s 144

XV



TABLO LIiSTESI

Sayfa No

Tablo 2.1: Bitkisel kaynakli sekonder metabolitlerin genel olarak siniflandirilmasi ve
KUIIANTM QIANTATL. ..vveiieieiie ettt an e b snnas 4

Tablo 2.2: Farkli Boraginaceae tiirlerinde sikonin ve tiirevlerinin tespit edilmesi. .............. 23

Tablo 2.3: Cesitli prekiirsor, biyotik ve abiyotik elisitorlerin sikonin ve sikonin
tlirevlerinin Uretimine EtKISI. .......iieiiiiiiieiieeiee st 25

Tablo 2.4: Baz1 Boraginaceae familyasina ait tiirlerde yer alan 6nemli ¢oklu doymamis
YAZ ASIAL OTANIATT. ..eeiiiiiiii et sne e ne e 30

Tablo 3.1: Sikonin miktar1 belirlenmesinde kullanilan Echium tiirlerine ait lokalite bilgisi.36

Tablo 3.2: Yag asidi gesitlerinin ve miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan E.italicum

orneklerine ait 1oKalite Dil@IS1. ....uiveiieiiiiiiiiieiiiese e 37
Tablo 3.3: Laboratuvar ¢aligmasi1 kapsaminda kullanilan sarf malzemeleri ve bilgileri. ...... 39
Tablo 3.4: Besi Ortamlarinin iGEIIZI. . ...eververerrereriresieiesie sttt seenneas 40
Tablo 3.5: Laboratuvar ¢aligmalarinda kullanilan cihazlar ve bilgileri........c.ccoocovviiiinnnnnne 41
Tablo 3.6: Kallus tiretimi igin kullanilan besi ortami tipleri. ..........coovevviiiieieneniieieiene 47
Tablo 3.7: In vitro kiiltiirlere uygulanan elisitasyon tip, miktar ve zaman tablosu. .............. 66

Tablo 3.8: Dogal ortamda yetisen Echium cinslerinden elde edilen kuru kék miktarlar

VE 10KAIITE DIIGIIEIT. ....cveeeeecece e 68
Tablo 3.9: Dogal ortamda yetisen Echium italicum tiirlerinden elde edilen tohumlar

VE 10KAIITE DIIGIIEIT. ....cveeeeecece e 70
Tablo 3.10: GC-MS cihazi bilgileri ve deney KOSullart...........ccoovrerineniiieieiesc s 71
Tablo 4.1: Farkli tipte ekilen tohumlarin gimlenmeye etkisi...........ccocereiiiiinniinincneennn 74
Tablo 4.2: I$181n ¢IMIENMEYE €tKISI....ciuviieiierieiieiieie e e e eee e sie e e ee e sree e sreesreeneeas 75

Tablo 4.3: LS besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen kallus miktar1 ve
L0161 (=] £ PSSP PT PP PR 77

Tablo 4.4: 4 LS besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen kallus miktari
VB TIPIEIT. ot 80

XVi



Tablo 4.5: Gamborg besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen kallus
MUKEATT VO TIPIETL. .ttt 83

Tablo 4.6: White besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen kallus miktari

VB TIPIETT. bbbttt bbb 86
Tablo 4.7: MS besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen kallus miktar1 ve

L0761 (=] TP TSP TP TP TP 89
Tablo 4.8: SH besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen kallus miktar1 ve

L0761 (=] TR R PP TP PR TSP 92
Tablo 4.9: Kok kalluslarinin gelisiminin KaraKterizaSyonu. .........c.ccvevvereeruesieesieesuesseesnennens 95
Tablo 4.10: Kotiledon yapragi kalluslarinin gelisiminin karakterizasyonu..............cc.cceeuee. 96

Tablo 4.11: Farkli ¢alkalama hizlarina sahip ¢alkalayicilar tizerinde yaklasik bir ay
inkiibasyonu sonrasi kok siispansiyonlarinin biiylimelerine ait sonuglar...................... 104

Tablo 4.12: Farkli ¢alkalama hizlarina sahip ¢alkalayicilar tizerinde ve normal
fotoperiyot ortaminda yaklasik bir ay inkiibasyonu sonras1 kotiledon yapragi
slispansiyonlarinin biiylimelerine ait SonuUGIar............ccocoviiiiiiiiiiiii e 106

Tablo 4.13: Farkli ¢alkalama hizlarina sahip ¢alkalayicilar tizerinde ve karanlik
ortamda yaklasik bir ay inkiibasyonu sonras1 kotiledon yaprag: slispansiyonlarinin
bUylUmelerine ait SONUGIAT. ......coiuiiiiiiiieitie sttt e e 108

Tablo 4.14: Farkli ¢alkalama hizlarina sahip ¢alkalayicilar tizerinde ve karanlik
ortamda yaklasik bir ay inkiibasyonu sonras1 sagak koklerin biiylimelerine ait

Y0411 (o] SRR PRTRPPRTRUPI 115
Tablo 4.15: Sivi sagak kok kiiltiirlerine elisitasyon uygulamasi sonrasi sagak koklere ait

yas ve Kurtt aBIrliKIar. .......oooviiiiiii 121
Tablo 4.16: Kok siispansiyon kiiltiirlerine elisitasyon uygulamasi sonrasi yas ve kuru

AZITIKIAT. .o 126
Tablo 4.17: Kotiledon yapragi siispansiyon kiiltiirlerine elisitasyon uygulamasi sonrasi

yas ve Kurt airliKIar. ..o 130
Tablo 4.18: In vivo koklerden elde edilen sikonin miKtart. ..........ccccceevvevieieeiesviese e, 133
Tablo 4.19: Sagak kok ekstraktlarindan tespit edilen sikonin tipi ve miktarlart. ................ 135
Tablo 4.20: Tohum ekstraktlarindan tespit edilen yag asidi tipi ve miktarlari.................... 138

Tablo 4.21: Kotiledon yapragi siispansiyonlart ait ekstraktlarinda tespit edilen yag asidi
tIP1 V& MIKLATTAIL. .ot 141

Xvii



SIMGE VE KISALTMA LiSTESI
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Kisaltmalar

2,4-D
AA
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ALA
AgNOs3
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Dk
dH20
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EPA
EtOH
EIN5S
GAZ20x
GLA
HCI
HgCl2

Aciklama

: Gram
: Miligram
> Mililitre
: Milimolar
: Mikromolar
: Molar
: Normal
. Litre

Aciklama

: 2,4-Diklorofenoksiasetik Asit

: Omega-6 (w-6), [C20:5A5,8,11,14 (5,8,11,14,17-eikosapentaenoik asit)]
- Absisik Asit

- a-Linolenik Asit Omega-3 (®-3), [C18:3A9,12,15 (oktadekatrienoik asit)]
. Giimiis Nitrat

: Benzilaminopiirin

: Bitki Biiyiime Diizenleyicisi

: Bitki Biiyiitme Odast

: Dakika

: Distile Su

: Dimetilsiilfoksit

: Omega-3 (0-3), [C22:6A4,7,10,13,16,19 (dokosahekzaenoik asit)]

: Omega-3 (w-3), [C20:5A5,8,11,14 (eikosapentaenoik asit)]

. Etilalkol

. Etilene duyarsiz 5 (Ethyleneinsensitiveb)

: Gibberellin 2-oksidaz

- y-Linolenik Asit Omega-3 (®-3), [C18:3A6,9,12 (oktadekatrienoik asit)]
: Hidroklorik Asit

: Civa Klortr
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HMAS

ITK

JA

KIN
LA

LB
LeMDR
LOX
LS
MeJA
MS
MUFA
NaOH
OA

oD
ORCA3
PA
PAL
PEG
PHB
PUFA
RPM (rpm)
SA

SC (Maya Oziit)
SDA
SH

uv

. Agir Metal ATPaz 5 (Heavy Metal ATPase 5)
. Indol-3 Asetik Asit
: Ince Tabaka Kromatografisi

: Jasmonik Asit
. Kinetin
. Linoleik Asit Omega-6 (w-6), [C18:2A9,12 (oktadekadienoik asit)]
: Luria-Bertani Besi Ortami1

: L. erythrorhizon ATP-baglanma kaset protein geni

: Linoleate 13S-Lipoksijenaz

: Linsmaier and Skoog Besi Ortami

: Metil Jasmonat

: Murashige and Skoog Besi Ortami1

: Mono Doymamis Yag Asiti (Mono Unsaturated Fatty Acid)

: Sodyum Hidroksit

: Oleik Asit Omega- (»-6), [C16A9 (9-oktadekaenoik asit)]

: Optikal Yogunluk (Optical Density)

: Octadecanoid Derivative Responsive Catharanthus AP2-Domain
: Palmitik Asit, [C16 (hekzadekaenoik asit)]

: Fenilalenin Amonyum-Liyaz (Phenylalanine Ammonia-Lyase)

: Polietilen Glikol

: Poli3-Hidroksibutirat (Poly 3-Hydroxybutyrate)

: Poli Doymamis Yag Asiti (Poly Unsaturated Fatty Acid)

: Dakikada Dénme Hizi (Rotation Per Munite)

- Salisilik Asit

: Saccharomyces crevisiae (Maya Oxziitii)

. Stearidonik Asit Omega-3, [C18:4A6,9,12,15 (oktadekatetraenoik asit)]
: Schenk ve Hildebrandt Besi Ortami
: Ultraviyole
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OZET

DOKTORA TEZi

Echium L.’de STEARIDONIK ASIiT ve SIKONIN iCERIGININ
BELIRLENMESI ve In Vitro KOSULLARDA ARTTIRILMASI

Veysel SUZERER

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Tamer OZCAN
II. Damisman : Prof. Dr. Yelda OZDEN CIiFTCi

Bitkiler uzun yillardan beri farkli amaglarla kullanilmaktadir. Tez kapsaminda c¢alisilan
Boraginaceae familyasi tiyesi Echium L. cinsi de, igermis oldugu metabolitlerin sayisinin
fazlaligi nedeniyle endiistride kullanilabilir bitkilerdendir. E. italicum L.’de bulunan sikonin ve
tiirevleri ile yag asitlerinin iiretimi ve arttirimu icin farkli kiiltiirler (kotiledon yapragi ve kok
siispansiyon ile sagak kok kiiltiirler1) olusturulmustur. Olusturulan kiiltiir hatlarina elisitasyon
(+4 °C,MeJA, DMSO, ABA, AgNOgs, SC Ekstrakt1) uygulanarak metabolit {iretiminin arttirmi
hedeflenmistir. Calisma sonucunda, en yiikksek miktarda sikonin eldesi 10 uM MeJA’nin 24
saat uygulandig1 sacak kok kiiltiirlerinde tespit edilirken, en yiiksek diizeylerde yag asidi
tiretimi ise herhangi bir elisitasyon uygulamasinin olmadigi kontrol grubu kotiledon yapragi
siispansiyon kiiltiirlerinde elde edildi. Bununla birlikte, sagak koklere MeJA uygulamasi
sonucunda iiretilen kiiltiirlerden saflastirilan Sikonin Tiirev-3 ekstrakti, [(Izovaleril/2-Metil
Biitiril Sikonin) elisite edilmis sagak kok kiiltiirleri kaynakli] meme kanseri hiicre hatlarindan
MCF-7 ve MDA-MB-231’e uygulandi. Diisiik miktarlarda denenen Sikonin Tiirev-3
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fraksiyonu, MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif etki gostermistir.
E. italicum L.’nin in vitro kiltiir hatlarina metabolit {iretimi i¢in uygulanan yontemlerin,
Echium L. cinsinin yani sira diger tiirlerde de mevcut biyoaktif bilesiklerin endiistriyel 6l¢ekte

kitlesel tiretimleri i¢in kullanilabilme potansiyeli bulunmaktadir.
Mayis 2019, 229 sayfa.

Anahtar kelimeler: Echium L., Sikonin, Sikonin Tirevleri, Yag Asitleri, Elisitor, Kallus
Kiiltiirti, Sagak Kok Kiiltiirii, Stispansiyon Kiiltiirii
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SUMMARY

Ph.D. THESIS

DETERMINATION of STEARIDONIC ACID and SHIKONIN CONTENT in
Echium L. and ELEVATION in In Vitro CONDITIONS

Veysel SUZERER

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Tamer OZCAN
Co-Supervisor : Prof. Dr. Yelda OZDEN CiFTCi

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, AgNOs, 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 uM MelJA 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
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1. GIRIS

Bitkiler milattan onceki yillardan giiniimiize kadar gida, kozmetik ve saglik gibi birgcok
endiistriyel alanda kullanilmak iizere insanlarin hizmetine sunulmaktadir. Bitkilerin bu kadar
genis Olcekte kullanimlarinin nedeni, biinyelerinde bulundurmus olduklar1 ve yasamlari
boyunca abiyotik ve biyotik etkenlere karsi yasamlarini idame ettirmelerini saglayan, ayni
zamanda insan sagligi acisindan da birtakim biyolojik aktivite ve koruyucu islevlere
(antimikrobiyal, antifungal, antikanser, antienflamatuar, antipiretik, antidiyabetik,
antiaterojenik, antitiimoral, yara iyilesmesi, karaciger koruyucu, antiproliferatif, proapoptotik
ve antihipertansif aktivite) sahip metabolitlerdir. Bu metabolitler, bitkisel ikincil metabolitler
(sekonder metabolitler) olarak da adlandirilan ve farkli yap: ve fonksiyonlara sahip (Orn:
Alkaloid, terpen, fenolik bilesikler, nadir aminoasitler, bitki aminleri, glikosidler vb.) organik
yapili maddelerdir. Bu amagla bitkiler, parcasal veya biitiin olarak herhangi bir islemden
gegmeden kullanildigr gibi, bazen hedef etken maddelerini elde etmek i¢in degisik fiziksel ve
kimyasal farkli islemlerden gegirildikten sonra da kullanilabilmektedir. Bu nedenle, insanoglu
bitkileri kendi amaglarina uygun olarak (iceriklerinin ozelliklerine gore) toplayip
kullanmaktadir. Son zamanlarda, artan niifusla birlikte, gereken talebi karsilamak iizere
bitkilerin dogal yasam ortamlarindan asir1 miktarda ve kontrolsiiz bir sekilde toplanmasini da
beraberinde getirmig, bu durum bitki tiirlerinin populasyon miktarinda azalmalara hatta yok

olmalarma sebep olmaktadir.

Bilim insanlar1 artan niifus ve gerekli talebin karsilanmasinin beraberinde getirdigi olumsuz
durumlarin iistesinden gelmek i¢in gelisen teknolojiyle birlikte farkl stratejiler gelistirmeye
caligmiglardir. Bu stratejilerden birisi olan bitkilerin kullanimi i¢in tercih sebebi olan dogal
madde(ler)in kimyasal analoglarinin sentezidir. Ancak, bu iiretim her metabolitin {iretimi igin

kolay ve ekonomik olmadigindan fazla tercih edilmemistir.

Gelisen teknolojiyle birlikte farkli ¢alisma disiplinlerini bir araya getirerek olusturulan bitki
biyoteknolojisi, ifade edilen olumsuzluklar1 ortadan kaldirmaya yonelik yeni stratejiler
olusturma ve gelistirmenin yaninda mevcut durumda uygulanan stratejilerin basarisinin

artmasina da katki saglamaktadir.



Bitki biyoteknolojisi yontem ve uygulamalari kullanilarak gelistirilen stratejiler sadece
biyolojik olarak aktif olan bitkisel ikincil metabolitleri {iretmekle kalmaz, ayn1 zamanda

miktarlarini arttirmak i¢in de yeni firsatlar sunar.

Tez ¢aligmasi kapsaminda, gida, saglik ve kozmetik endiistrisi alaninda kullanilabilecek degerli
bitkisel ikincil metabolitler barindiran, ayrica bal arilarinin bal iiretiminde nektar kaynagi
olarak tercih ettikleri Boraginacea familyasi tliyesi, Echium italicum L.’un biyoteknolojik
yontemler kullanilarak, i) sikonin ve tiirevleri ile ¢oklu doymamis yag asitlerinin iiretimi ve ii)
elisitasyon ile tiretim miktarlariin arttirilmasi amaglanmistir. Tez ¢alismasinda elde edilen
veriler, Vizyon 2023 hedefleri kapsaminda, tilkemizin endiistriyel hammadde ihtiyacinda disa
bagimliliginin azaltilmasinin yaninda, diinya endiistriyel hammadde pazarinda iilkemizin de

s0z sahibi olmasina katki saglayabilecektir.

Bu kapsamda; Biyoteknolojik yontem ve uygulamalari kullanilarak, literatiirde benzer ve farkli

metabolitlerin {iretilmesine ve miktarinin arttirilmasina yonelik calismalar derlenerek

“GENEL KISIMLAR” baglig: altinda sunulmustur.

Amaglanan hedeflere ulasmak igin, sarf malzeme, cihaz ve materyal ile literatiirde yer alan
yontem ve uygulamalar benzer ve/veya modifiye edilmis bir sekilde kullanilarak tez galismasi
gerceklestirilmis ve bu kapsamda yer alan bilgiler “MALZEME VE YONTEM” baslig

altinda sunulmustur.

Kullanilan benzer ve/veya modifiye yontem ve uygulamalarla gergeklestirilen ¢aligmalar
sonrast elde edilen sonuglar, hem sayisal hem de gorselleriyle “BULGULAR” baslig altinda

sunulmustur.

Kullanilan yontem ve uygulamalarla elde edilen sonuglar, literatiirde rapor edilen benzer
caligmalarla karsilastirilmig, ayrica calisma c¢iktilart Ozetlenerek, calismadaki ¢iktilar

arttirabilecek oneriler ile birlikte “TARTISMA VE SONUC” baslig1 altinda sunulmustur.

Deneysel ¢alismalarda elde edilen, Kromatogram ve NMR analiz sonucglar1 “EKLER” baslhig1

altinda sunulmustur.

Yararlanilan literatiirlere ait kiinyeler “KAYNAKLAR” baslig1 altinda sunulmustur.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SEKONDER METABOLITLER: BiTKISEL SEKONDER METABOLITLER

Metabolizma, organizma tarafindan gergeklestirilen tiim biyokimyasal reaksiyonlarin toplami
olarak adlandirilir. Metabolitler ise bu siire¢ igerisinde olusan ara tiriinler veya son {iriinlerdir.
Sekonder metabolit terimi 1891 yilinda Albrecht Kossel tarafindan tanimlanmis ve primer
metabolit boliinen her hiicrede bulunurken, sekonder metabolitler daha az miktarlarda bulunur
ve yasam i¢in Olaganiistii onem derecesine sahip degildir. Sekonder metabolitler, primer
metabolitlerden tiiretilir ancak organizmanin temel molekiiler iskeletini olusturmaz.
Dolayisiyla, ikincil metabolitler veya dogal iiriinler, dogal metabolik iiriinlerin hetorojen
gruplart olarak, vegetatif biiyiime igin temel degil ama adaptif roller saglayan (6rnegin;
savunma bilesikleri, ekolojik iliskiler, simbiyozis, metal tasinimi, rekabet, vb.) durumlar igin
sinyal molekiilii olarak da farklilasma bilesenleri olarak kabul edilir. ki milyonun iizerinde
bilinen sekonder metabolit bulunurken genelde yapi, fonksiyon ve biyosentezlerine gore
siiflandirilmaktadir. Sekonder metabolitler bes ana sinifa ayrilir; Terpenoidler ve steroidler,
yag asidi tiirevleri ve poliketidiler, alkoloidler, ribozomal olmayan polipeptitler ve enzim
kofaktorleridir. (Demain ve Fang, 2000; Mc Murry, 2015; Tiwari ve Rana, 2015; Thirumurugan
ve dig., 2018). Genel olarak sekonder metabolitler; A) Canli hayvan, bitki, bocek ve
mikroorganizmalara karsi rekabetci silah, B) Metal tasiyici ajan, C) Diger organizmalarla
simbiyotik iligki ajanlar1, D) Ureme ajani, E) Farklilastirma effektorii ve F) Mikroorganizmalar
arast iletisimi foknsiyonlarim1 saglar. Agirlikli olarak ise bir¢ok biyokimyasal faaliyette
(antimikrobiyal, antiparazitik, enzim ve tiimor baskilayici ve immiinosiiresif) kullanilmaktadir.
(Demain ve Fang, 2000; Thirumurugan ve dig., 2018). Sekonder metabolitlerin major
kaynaklarini; bitkiler (sekonder metabolitlerin %80°1), mikrooganizmalar, mantarlar, ve denizel
organizmalar (siingerler, tunikatlar, mercanlar ve kabuklular) olusturmaktadir (Berdy, 2005;
Thirumurugan ve dig., 2018). Ozetle bitkiler sekonder metabolit {iretimi igin en zengin
kaynaktir. Bitkisel sekonder metabolitler, yiiksek ekonomik degere sahip iirlinleri temsil eder.
Insanlik tarihinden beri bitkiler, gida (kivamlayicr), saglik (enfeksiyonlarin giderilmesi, gesitli
saglik problemleri ve hastaliklar), kozmetik, yap1 vb. endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir.
Bitkiler ¢esitli sekonder metabolitler (Tannin, terpenoitler, alkoloidler ve flavonoitler)
bakimindan zengindir ve cogu fenol ve onun oksijen-substiite tiirevleri olan aromatik maddeleri

sentez etmede sinirsiz yetenege sahiptir. Yaklasik, 25.000 terpenoidin, 12000 alkaloidin ve



8000 fenolik bilesigin sentezi bilinmektedir (Thirumurugan ve dig., 2018). Bu konuya iliskin

olarak, bitkilerde tanimlanan sekonder metabolitlerin siniflandirmasi, ticari 6rnekleri, kaynak

bitki ve kullanim alanlar1 Tablo 2.1’de sunulmustur.

Tablo 2.1: Bitkisel kaynakli sekonder metabolitlerin genel olarak siniflandirilmasi ve kullanim alanlart.

Sekonder

Metabolit Sekonder Metabolit Kaynak Bitki Kullanim Alam
Simifi
TERPENOIDLER
Limonen Citrus tiirleri
Linalool Lavanta Gida: Aroma Verici
Monoterpenler Geraniol Tiitiin Kozmetik: Koku Verici
Loganik Asit Pervane ¢icegi Saghk: insektisit, Anti Timor
Sekologanin Pervane ¢icegi
S . Gida: Aroma Verici
Zingiberin Zencefil Saghk: Anti Fungal
Artemisinin
Dihidroartesiminik Asit A. annua Saghk: Anti Malarya
Seskuiterpenler Artesiminik Asit
) Se?eer:g/i?m G1Qa: Aroma Verici
Karyofilen .y Saghk: Anti Tiimor, Anti Enflamatuar,
Biberiye A -
< nestezik
Feslegen
Taksol Cin porsugu
Diterpenler Paclitaxel T. chinensis Saghk: Anti Timdr, Kardiyoprotektif,
Tanshinon S. miltiorrhiza Anti Alzeimer
Ginkgolides G. biloba

Triterpenler

Ginsenosides
Dammarenediol

Asya Ginsengi
Panax ginseng

Gida: Enerji Verici
Saghik: Anti Tiimdr, Anti Oksidant,

Saponin Tiitiin Antidepresan
Gida: Aroma Verici
Tetraterpenler Karoten Havug Kozmetik: D_er_i Koruyucu_, I_Dolgunluk
(Karetenoid) ) Tatl1 Patates Verici, Renk Verici
Likopen Tatl1 Patates Saghk: Anti Tiimor, Anti Oksidant,
Antidepresan
. - Otomotiv: Lastik
Politerpenler Kauguk Kara Hindiba Tekstil: Uyuma Yataklart
. Saghik: Anti Tiimor, Antiiilser, Anti
Steroller Spinasterol Ispanak Testosteron
FENOLIKLER
Fenolik Asitler Kozmetik: Akne
hidroksibenzoik Salisilik Asit Sogiit Saghk: Agri Kesici, Anti Koagiilan,
asit Anti Fungal
hldmkSIS.mamlk Kafeik Asit Kahve Saghk: Anti Enflamatuar, Uyarici
asit Tarcin
Gida: Katki Maddesi
Kumarinler Kumarin Kumaru Kozmetik: Katla Maddesi
Saghk: Anti Koagiilant, Anti
Mikrobiyal, Anti Diyabetik
Gida: Aroma ve Tat Verici
. . . . Berraklagtirma
Taninler Tannik Asit Mazi Mesesi Saghk: Anti Mutajen
Anti Mikrobiyal, Anti Viral
FI?&;?:S:H Kgrsetln_ Sogag Gida: Pestisit
Naringenin Propolis - ;
_ flavanon Genistein Soya Sz_lglll_(: Anti Enﬂamatuvar, '
izoflavanoid Sivanidin ek, Bogiirt] Antioksidant, Anti Tiimor, Anti
antosiyanin yanidl Cilek, Bogiirtlen Mikrobiyal
Arubutin Domates

salkon



Tablo 2.1 Devami: Bitkisel kaynakli sekonder metabolitlerin genel olarak siniflandirilmasi ve
kullanim alanlari.

Saghk: Anti Diyabetik, Anti Viral Anti

Lignin Alkali Lignin Akasya Koagillant
Gida: Kivam Arttirici
Lignanlar Sesamin Susam Saghk: Anti Oksidant, Anti
Enflamatuar
AZOT ICERENLER
S e Saghk: Anti Oksidant, Anti
Alkaloidler Nikotin Tiitiin Enflamatuar, Agn Kesici
Kokain Koka Bitkisi Saghk: Anestetik, Agr1 Kesici
Karnabahar Gida: Tat Arttirict
I - Lahana Saghk: Anti Tiimér, Yara lyilestirici,
Glikozinatlar Sinigrin Brokoli Anti Fungal, Anti Timor, Anti
Hardal Bakteriyel

Tez galismas1 kapsaminda ¢alisilan, diger bir metabolik yolak {iriinii ise yag asitleridir. Yag
asitleri, 4 ile 36 karbon sayisina sahip ve hidrokarbon zincirlerinin son ucunda ise karboksil (-
COOH) grubu bulunduran bilesiklerdir. Dogal olarak ¢ift sayida karbon atomu bulundurmakla
birlikte, isimlendirilmesi —-COOH grubundan baglayarak yapilmaktadir. Karboksil karbonuna
komsu ilk karbon atomuna a, ikinci karbon atomuna f, li¢iincii karbon atomuna ise y karbonu

ismi verilir.

Yag asitleri A) Doymus (satiire); Hidrokarbon zinciri igerisinde karbon atomlar1 arasinda
herhangi bir ¢ift bag bulunmaz, daha ¢ok akiskan olmayan yapiya sahiptir; (Ornegin, PA), B)
Doymamis (ansatiire); Hidrokarbon zinciri i¢erisinde karbon atomlar1 arasinda birden fazla
cift bag bulunmakta olup; tek ¢ift bagdan olusanlara monoansatiire (MUFA), birden fazla ¢ift
bagdan olusanlara ise poliansatiire (PUFA) doymamus yag asidi denir (Orn: OA, GLA). Ayrica,
PUFA’larda hidrokarbon zincirinin sonundaki metil grubu ile karboksil grubuna en uzak
konumda bulunan ¢ift bag arasindaki karbon atomu sayisina gore n-3 (Omega3), n-6 (Omega6),
n-7 (Omega7) ve n-9 (Omega9) olarak 4 gruba ayrilmaktadir. C) Ek Gruplu; (hidrokarbon
zincirlerinde —OH veya —CHs ek grup igerir) ve D) Halkalh Yapih; yag asitleridir]. Yag
asitlerini daha c¢ok saglik acisindan degerlendirmekle birlikte, insan saglig1 agisindan iki veya
daha fazla ¢ift bag iceren ve insan viicudunda sentezlenemeyen yag asitlerine esansiyel yag
asitleri ismi verilmektedir. Daha ¢ok bitkilerde ve baz1 deniz canlilarinda bulunan esansiyel yag
asitleri, hiicre membran1 yapisina katilma, antiviral, antienflamatuar, antidiyabetik etkilere
sahip olup, kalp ve damar sagligi, mental gelisim ve steroid tabanl bilesenlerin sentezlenmesi
(baz1 hormonlar, tagiyict molekiiler) agisindan 6nemlidir. Esansiyel yag asitlerinin, daha yiiksek

karbona sahip yag asitlerine doniistiiriilmesinde bitkiler ve insanlar arasinda bir devamlilik



stireci vardir. Bitkilerde, onsekiz karbonlu ¢oklu doymamuis yag asitlerinin daha yiiksek karbon
say1s1 (20 karbon ve tizeri) igeren yag asitlerine dontistiiriilmesi metabolik yolaktaki enzimlerin
eksiklikleri nedeniyle gerceklestirilememekte, bu durumda da LA, ALA, GLA, SDA gibi yag
asitleri yiiksek miktarda depo edilmesine sebep olmaktadir. insanlar da, bitkilerde depo edilen
bu yag asitlerini alarak, metabolizmalariyla bunlar1 daha yiiksek karbon sayisi igeren EPA,
DHA ve AA gibi ¢oklu doymamuis yag asitlerine ¢evirebilirler (Bruneton, 1999; Clough, 2001;
Guil-Guerrero ve dig., 2006; Blasbalg ve dig., 2011; Arm ve dig. 2013).

Saglik agisindan 6nemli olan bu metabolit ihtiyaglarini insanlar, giinliik beslenme meniilerine
dahil edecekleri besinlerle giderebilmektedir. Daha 6nceki paragrafta ifade edildigi {izere,
esansiyel yag asitleri kaynaklar1 daha ¢ok bazi deniz canlilari ve bitkiler olarak bilinmektedir.
Denizlerin asir1 kirlenmesi (agir metal vb.), diizensiz avlanma, ekonomik problemler (deniz
tirtinlerin pahaliligi), vejeteryan/vegan bireylerin besin tercihi gibi durumlar, esansiyel yag
asitleri agisindan bitkilere yonelimi artirmaktadir. Ayrica bazi bitki familyalar: esansiyel yag
gereksinimi karsilamak i¢in kullanilabilmektedir (Welch ve dig., 2010; Guil-Guerrero ve dig.,
2013b). Bunlarin arasinda; Boraginacae, Onagraceae, Brassicaceae, Solanaceae,
Chenopodiaceae, Poaceae, Fabaceae, Rosaceae familyasina ait cins ve tiirler sayilabilir
(Hildebrand, 2011).

Ifade edilen bilgilerde yer aldig1 iizere bitki tiirlerinin bir ¢ogu ve &zellikle tez galigmasi
kapsaminda arastirilan Boraginaceae famiyasi liyesi Echium L.’de gida, saglik, kozmetik, yap1
vb., bir ¢cok endiistriyel alanda kullanilabilir biyoaktif bilesenler bulunmakta olup, dogrudan

veya dolayl olarak bir islemden gegirildikten sonra degerlendirilmektedir.

Bunlar arasinda, Sikonin/Alkanin, Rosmarinik Asit, Omega-3 grubu yag asitlerinden ALA ve
SDA, Omega-6 grubu yag asitlerinden LA ve GLA en 6nemlilerindendir.

Sikonin/Alkanin; Birbirinin enantiyomeri (R/S), lipofilik kirmizi pigmentli iki madde,

izohekzenilnaftarizinler ya da naftakinonlar olarak da bilinmektedir. Glikoz kullanilarak
dogrudan Sikimat yolagindan, yine glikozdan tiirevlendirilmis Gliseraldehit-3-fosfat
kullanilarak Mevalonat yolaginda sententezlenen iki prekiirsér 4-hidroksibenzoat (4HB) ve
geranildifosfat (GPP) araciligyla (Sekil 2.1) sentez edilen Sikonin/Alkanin (Sekil 2.4), ilk
olarak Cin’de Boraginaceae ailesinden Lithospermum erythrorhizon tiiriinden izole edilmis bir

naftokinon bileseni olup, Cin tibbinda antienflamatuar, yara iyilestirici ve yine Eski Cin’de



boyar madde oOzellikleri nedeniyle kullanilagelmistir. Boraginaceae familyasinda
Lithospermum disinda Arnebia, Alkanna, Anchusa, Borago, Onosma ve Echium cinsleri de
sikonin ve alkanin barimdirmaktadir (Singh ve dig., 2010). Bu maddelerin biyolojik aktivite
bakimindan ¢ok genis etkileri bulunmaktadir; bunlar arasinda antimikrobiyal, antitiimoral, yara
iyilestirici, antiviral, analjezik, antienflamatuar, antialerjenik, antipiretik, ve anti oksidan
Ozelliklerinin yaninda boyar madde olarak dudak nemlendirici olarak da Japon kozmetik
sanayisinde kullanilmaktadir (Papageorgiou ve dig., 2006, 2008; Singh ve dig., 2010, Pal ve
dig., 2018).
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Sekil 2.1: Sikimat ve mevalonat yolaklarindan sikonin/alkanin biyosentezi (Singh ve dig., 2010).

Rosmarinik Asit; Rosmarinik asit (Sekil 2.4) ilk olarak 1958 yilinda biberiyeden (Rosmarinus

officinalis) oziitlenen kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenilaktik asit esteri olarak tespit edilmistir.
Rosmarinik asit, fenilproponoid ve tirozin yolaklarindan (Sekil 2.2) tiirevlendirilmekte olup, iki

yolakta sikimat yolagina bagimlidir. Boraginaceae, Lamiacea, Anthocerotaceae ve Blechnaceae



familyasi tiyesi bitkiler tarafindan iiretilen rosmarinik asit birgok biyolojik aktiviteye sahiptir;
Antioksidant, anti-enflamatuar, anti-mutajenik, anti-genotoksik, antialzeimer, antimetastatik,
antianjiyogenik, ndroprotektif, antimikrobiyal, immunomodiilator, antivenom,
antimelanogenik (Scarpati ve dig., 1958; Petersen ve dig., 2009; Petersen, 2013; Khojasteh ve
dig., 2014; Pezeshki ve Petersen, 2018).
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Sekil 2.2: Fenilproponoid ve tirozin yolaklarinda rosmarinik asit biyosentezi (Petersen ve dig., 2009).

Tez ¢alismasi kapsaminda, ¢aligma materyali olarak kullanilan Echium L.’den elde edilen ve
omega-3 ve omega-6 gruplarinda yer alan ALA, SDA, LA ve GLA’ya ait biyosentez yolagi
Sekil 2.3 de ve ilgili doymamus yag asitlerine yonelik kisa 6zet bilgi ise paragrafin devaminda

sunulmustur.
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Sekil 2.3: Omega yag asitlerinin biyosentez yolagi (Akoh ve Min, 2008).

ALA; (Sekil 2.4), 18 karbonlu 3 ¢ift bag igeren ve Omega-3 sinifinda esansiyel bir yag asidi
olup, romatoid artrit, mental rahatsizliklar, lupus, diyabet, bobrek rahatsizliklari, iilseratif kolit,
Crohn hastaligi, kronik obstriiktif akciger hastaligi, migren, deri kanseri, depresyona kars1 ve

kanser onleyici olarak kullanilmaktadir (Blondeau, 2016).

SDA; (Sekil 2.4), 18 karbonlu 3 ¢ift bag iceren ve Omega-3 sinifinda esansiyel bir yag asidi
olup 1960 yilinda kesfedilmistir. ALA’nin A6 Desaturaz enzimiyle doniistiiriilmesi sonucu elde

edilen ilk ¢oklu doymamis yag asitidir. EPA ve DHA gibi ¢oklu doymamis yag asitlerinin
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insanlarda sentezlenmesi i¢in gerekli bir yag asididir. Zaman zaman LA viicutta A6 desaturaz
enzimi i¢cin ALA ile yarismakta ve buna ek olarak bu enzimin aktivitesinin diisiik ve inaktif
olusu SDA ve dolayisiyla EPA’ya doniistimii sinirlayabilmektedir. Bu durum, trans ve doymus
yag asidi alimi, yiiksek alkol ve seker tiiketimi, diyabet, yaslilik, yiiksek tansiyon, egzema, stres,
sigara aligkanlig1, B6 vitamini ve ¢inko alimimin yetersizligi durumunda meydana gelmektedir
(Clough, 2001; Zhang ve dig., 2008). Diger Omega-3 sinifi esansiyel yag asitleri gibi; romatoid
artrit, diyabet, mental rahatsizliklarin onlenmesi, bobrek rahatsizliklar1 ve kanser Onleyici

olarak da kullanilmaktadir (Coupland ve dig., 2008).

LA; (Sekil 2.4), 18 karbonlu 2 ¢ift bag iceren ve Omega-6 sinifinda esansiyel bir yag asidi olup
GLA’nin olusumu icin bir prekorsor olarak kullanilmaktadir. Norolojik hastaliklarin

onlenmesinde, diyabet rahatsizliklarinda kullanilmaktadir (Lankinen ve dig., 2019).

GLA; (Sekil 2.4.), 18 karbonlu 3 ¢ift bag iceren ve Omega-6 sinifinda esansiyel bir yag asidi
olup LA’ min A6 Desaturaz enzimi ile reaksiyonu sonucu olusur. Ozellikle AA gibi ¢oklu
doymamis yag asitlerinin insanlarda sentezlenmesi i¢in gerekli bir yag asididir. Boraginaceae
familyasi1 tiyelerinde yiiksek miktarda tespit edilmistir. Ekzema, diyabet, kanser, viral
enfeksiyonlara, osteoporoz, alkolizm gibi rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir
(Horrobin, 1992; Gunstone, 1992; Velasco ve Goffman, 1999; Guil-Guerrero ve dig., 2001b).

Boraginaceae familyas: iiyesi birgok bitki yukarida ifade edilen metabolitler basta olmak iizere
¢ok sayida metaboliti (sikonin tiirevleri, alkoloidler vb.) igermekte olup, tez konusu ¢alisma
materyali olan Boraginaceae familyasi tiyesi Echium L. tiirtiniin botanik 6zellikleri, cografik

yayiligt ve ekonomik 6nemi bir sonraki baglikta sunulmustur.
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Sekil 2.4: Boraginacea familyasi iiyelerinde dogal olarak bulunan metabolitler.

2.2. BORAGINACEAE FAMILYASI ve ECHIUM L.

Diinya’da ve Ulkemizde yayilis gosteren bitkilerin birgogu basta tibbi amagli olmak iizere gida,
kozmetik, yapr gibi bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Tez calismasi kapsaminda
arastirilan ve ekonomik olarak degerli metabolitleri igeren E. italicum L. tiiriiniin tiyesi oldugu
Boraginaceae familyasi ise, Diinya’da 145 cins ve 2213 tiir, Ulkemiz’de ise 44 cins, 345 tiir ve
38 alttiir ile yayilis gosterirken yiiksek oranda endemizm goriilmektedir (Santana ve dig., 2012;
Aymelek, 2015). Boraginacaee familyasina ait bitkiler genellikle tek yillik ya da ¢ok yillik, ¢ali
ve aga¢ formunda olup, diken ve tiiy barindiran gévdeler ile mavi, pembe, sar1, beyaz renkli

ciceklere sahiptir (Wickens, 1978).

Echium L. Diinya’da Asya’nin Batisi, Giiney ve Kuzey Afrika, Avrupa, Atlantik Okyanusu’nun
kiyisinda yer alan ve Echium L.’ye ait endemiklerin bir ¢ogunun bulundugu Makorenezya
(Azore, Madeyra, Kanarya ve Kap Verde)’da yayilis gdsterirken, Ulkemizin hemen hemen bir
cok bolgesinde dagilis gostermekte ve 9 tiirle temsil edilmektedir. Hilger ve Bohle (2000)’nin
yayinlamis oldugu DNA sekanslama caligmalarina gére Echium L. cinsi, E. russicum farkli bir
cinse dahil edildigi i¢in 8 tiir 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. tiirii endemik olarak rapor
edilmistir (Davis, 1978; Gliner ve Ekim, 2014).

Echium L. cinsine ait tiirler Boraginaceae familyasi iiyelerinde oldugu iizere, tek yilliktan ¢ok
yilliga degisen bir yasam skalasi gosterirken, tiiylii ve dikenli gévdeye ve bocekler tarafindan
dollenen zigomorfik cigeklere sahiptirler (Ozcan, 2013). 7.5 ila 9.5 mm uzunlugunda, sik1
huniler seklinde, soluk mavi-eflatun-pembemsi-beyazims: renklerde tag yapraklari vardir
(Edmondson, 1978). Bazaldaki yapraklar sapli olup rozet biciminde sekil gdsterirken, yaprak
saplart mevcut olmayip, tohumlar1 dortlii nutlet seklindedir (Davis,1978; Giiner ve Ekim,

2014).

Boraginacae familyasi tiyesi cinslerin bir¢ogu, dogrudan ve/veya dolayl olarak saglik, peyzaj,
gida, kozmetik, boya vb. alanlarda kullanilmaktadir. Familya iiyeleri, ifade edilen alanlarda
kullanilan ve kullanilabilecek bir ¢ok metaboliti (sikonin, alkanin, rosmarinik asit, linoleik asit,
stearidonik asit, a- ve y-linolenik asit gibi doymamis yag asitleri vb.) ¢esitli organlarinda
bulundurmaktadir. Bazi Boraginaceae familyasindan bazi cinslerin belirtilen alanlarda

kullanimu ile iligkili 6rnekleri inceleyecek olursak;

Alkanna (Havaciva otu), uzun yillardan beri, deri hastaliklar1 ile ilgili problemlerde

yararlanilmasinin yaninda boyar madde olarak kozmetik ve tekstil endiistrisinde
kullanilmaktadir. 1976 yilinda modern tipta yeni bir gelisme olarak yara iyilestirici olarak tespit
edilmis olup, antik ¢aglarda koklerinin yaralarda kullanildig: ile ilgili kayitlar bulunmaktadir

(Sekil 2.5), (Kheiri ve dig., 2017).

Sekil 2.5: Alkanna tinctoria.
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Borago (Hodan), antik ¢agdan beri medikal ve beslenme uygulamalarinda yaygin bir sekilde

kullanilmakta olup, 6zellikle antidepresan, diiiretik ve yaralanmis veya tahris dokularda gelisen
agrilar1 azaltici etkilerinin yaninda, tohumlariin icerdigi yag (yiiksek miktarda y-linolenik asit)
sayesinde hormonal sistemini diizenleme ve diigiik kan basinci olugturma gibi etkileri nedeniyle
de kullanilmustir (Sekil 2.6) (Bown, 1995; Hendawy ve EI-Gengaihi, 2010; Asadi-Samani ve
dig., 2014).

Sekil 2.6: Borago officinalis.

Lithospermum (Taskesen Otu), koklerinden elde edilen kirmizi-mor renk antik ¢agdan beri

boyar madde olarak kullanilmaktadir. Ornegin, L. erythrorhizon’dan elde edilen mor renk
Japon st diizey biirokratlarin elbiselerinin boyanmasinda ve ayrica, kurutulmus kokleri ilag
hammaddesi olarak kullanilmaktaydi. “Shikon-Borei-Toh” adiyla antitiimér olarak oral yolla,
“Shu-Un-Koh” adiyla merhem olarak deride meydana gelen bazi hastaliklarda (yara, yanik,
soguk 1sirmasi, sislik ve hemoroidde) kullanilmaktayd: (Sekil 2.7), (Fujita ve Yoshida 1937,
Ootsuka ve dig., 1972; Yazaki, 2017).

Sekil 2.7: Lithospermum erythrorhizon.
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Onosma (Emzikotu), orjini Grekge koku anlamina gelen, Latince “osma” kelimesinden
kokenlenmis, igeriginde birgok metaboliti barindirmaktadir. Geleneksel tedavide laksatif,
antihelmintik, tag diisiiriicii ve panzehir olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, ¢igekleri;
uyarict Ve kardiotonik, yapraklari; miishil ve egzama tedavisinde, kokleri: gida boyar madde,
yagli boya ve tekstil boyast ve medikal uygulamalarda kullanilmaktadir (Sekil 2.8) (Kumar ve
dig., 2013).

Sekil 2.8: Onosma tauricum.

Anchusa (Sigirdili), Uygur geleneksel tibbinda kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler

hastaliklarin tedavilerinde, bunun yaninda agri kesici, gaz giderici, antidiyabetik, yara
iyilestirici olarak geleneksel tip uygulamalarinda kullanilmaktadir (Sekil 2.9) (Hou ve dig.,
2017; Taban ve dig., 2018).

Sekil 2.9: Anchusa officinalis.
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Arnebia (Egnik), Pers ve geleneksel tipta, “Aboukhalsa”, “Havachoobeh” ve “Sorkh Giyah”

adlariyla bilinmekte olup, yaniklarin iyilestirilmesi ile ¢esitli deri hastaliklarinda
kullanilmaktadir. Bununla birlikte igermis oldugu metabolitler nedeniyle antimikrobiyal,

antitiimor, antienflamatuar ve antiplatelet aktiviteleri de bulunmaktadir (Hosseini, 2018).

Sekil 2.10: Arnebia hispidissima.

Echium (Engerek Otu), icerdigi nektar yogunlugundan kaynakli olarak bal bitkisi olarak

bilinmektedir. Bununla birlikte, igeriginde yiiksek miktarda doymamis yag asitleri (ALA, GLA,
SDA) sayesinde balik yagimna alternatif olarak ozellikle vejeteryan kisilerin kullanimina
sunulabilecegi gibi hali hazirda gida, saglik ve kozmetik alanlarinda kullanilmaktadir.
Geleneksel tipta kokleri yilan zehirlenmelerinde panzehir, balgam soktiiriicii, sara hastaliginin
tedavisinde, diiiretik, yatistirici, romatizmal hastaliklarda, ciltteki kirisikliklara, giines 1s181min
zararli etkilerine karst kullanilirken, koklerden elde edilen boyar madde ise kozmetikte
kullanilmaktadir (Sekil 2.11) (Cakiloglu ve dig., 2007; Oral ve Aslan 2007; Yildirim ve Ozkum
2010; Aymelek, 2015).

Sekil 2.11: Echium italicum.
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Baslik 2.1 ve 2.2°de ifade edilen bilgiler 6zetlendiginde, bitkiler bir¢ok endiistriyel alanda
kullanilan ya da kullanilabilir bilesenler/metabolitler bulundurmaktadir. Bitkiler, metabolit
acisindan zengin olmalar1 ve ilgili metabolitleri iceren diger canlilardaki bazi sorunlardan
dolay1 (Ornegin; soguk sularda yasayan denizel canlilar biinyelerinde bulundurduklari yiiksek
doymamis yag asitleri bakimindan tercih edilmekte olup denizlerdeki ekosistemin olumsuz
etkilenmesiyle beraber getirdigi biyogesitliligin azalmasi durumu, yine buna bagli olarak
denizlere dokiilen sanayi atiklarindan gelen agir metal birikimleri, asir1 avlanma gibi
durumlarin yaninda vejeteryan ve veganlarin beslenme durumlari vb.) alternatif tiiketim
kaynagi olabilir. Ancak, karasal bitkilerin alternatif kaynak olusu, popiilasyon yapisi ve
endemizm 6zelligi dikkate alindiginda yogun ve kontrolsiiz bir sekilde dogadan toplanmasina
yol agmakta, bu durum ise bitki gesitliliginin azalmasina, hatta yok olmasina neden olmaktadir.
Ifade edilen durumlarin iistesinden gelmek icin bitki biyoteknolojisi alanlarinda calisan bilim
insanlari, ilgili metabolitlerin bitkilerin dogal yasamlarindan toplanarak elde edilmesi yerine

farkli ve basarili stratejiler gelistirmeye calismislardir.

2.3. BITKIiSEL SEKONDER METABOLITLERIN URETILMESINDE YENIi
YAKLASIMLAR ve UYGULAMALAR

Birlesmis Milletler Sosyal ve Ekonomi Boliimii Niifus Biriminin tahminlerine gore, Diinya
niifusunun 2023 yilinda 8 milyar, 2050 yilinda ise 10 milyar olmasi beklenmektedir
(http://www.worldometers.info/world-population). Diinya niifusunun bu denli hizl1 bir sekilde
yiikselmesi saglik ve gida alanlarinda kaynak ihtiyaglarini artirmaktadir. Bahsi gegen
kaynaklarin biiyiik bir boliimiinii bitkiler olusturmakta olup, var olan bitkisel kaynagin etkin bir
sekilde kullanilmasmin yaninda, artan niifusa karsi yeterli bitkisel kaynak ihtiyacinin da

karsilanabilmesi i¢in stratejilerin olusturulmasi gerekmektedir.

Bununla birlikte, Diinya’da niifusun artmasina paralel olarak sanayideki gelismeler, ekilebilen
arazi alanini azaltmakta ayn1 zamanda var olan alanlarin da hem dogrudan hem de dolayl bir
sekilde kirlenmesine sebep olmaktadir. Bu durum tarimsal iiretimdeki verimi de etkilemektedir.
Bilim insanlari, var olan genetik kaynagin korunmasinin yaninda, dogal siirecte karsilasilan
tarimsal problemlerin {istesinden gelmek icin, geleneksel iiretim teknikleriyle giincel
teknolojiyi birlestirmek suretiyle yeni teknikler gelistirmeye ¢alismistir. Ortaya ¢ikan flizyon
teknoloji giincel sorunlari iistesinden gelmesinin yaninda, gerekli ihtiyaglarin karsilamasina

da katki saglamaktadir. Bitki Biyoteknolojisi olarak adlandirilmakta olan bu teknoloji,
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geleneksel tekniklerin modern teknolojiyle birlikte yogrulmasiyla ortaya cikmustir. Ilk
caligmalar1 1902 yilinda Haberlant ile baslamis ve giliniimiizde molekiiler biyoloji ve genetik
alanindaki yeni gelismeler de dahil edilmesiyle (Molekiiler Temelli Islah, Genom Editing vb.)
farkl1 bir boyuta ulagsmustir.

Ilk zamanlardan giiniimiize degin Bitki Biyoteknolojisiyle; mevsimden bagimsiz iiretim/seri
iiretim, genetik olarak birbirine benzer nitelikte bitkilerin tiretilmesi, geleneksel ¢cogaltimda
problemlerle karsilasilan bitkilerin kolay iiretimi, yiiksek verimli tiirlerin segilimi ve {iretimi,
farkli canlilarda var olan 6zelliklerin kazandirildig1 zengin igerikli bitkilerin tiretimi, ekonomik
olarak degerli ve endemik bitkilerin orta ve uzun siireli korunmasi gibi ¢aligmalarin yaninda,
belki de en ilgi ¢ekici ¢alisma konusu olarak degerlendirilebilecek olan, bitkisel gen
kaynaklarmin icerdigi maddelerin {iretimi, {retiminin arttirilmasi gibi caligmalar

yapilabilmektedir.

Metabolit tiretimi ve tretiminin arttirtlmasi ¢alismalari, Bitki Biyoteknolojisinde yer alan
yontem ve metotlar kullanilarak gerceklestirilmektedir. Calisma aseptik sartlarda, yapay bir
besi ortaminda, hiicre, doku veya organ gibi ¢esitli bitki kisimlarindan, kontrollii sicaklik ve
151k sartlarinda yeni doku, bitki veya bitkisel tiriinlerin eldesini amag¢lamaktadir (Thorpe, 2007).
Gergeklestirilen ¢alismalar, bitkilerin dogadan yogun bir sekilde bilingsiz toplanarak
popiilasyon yogunlugunun kritik esiklere diismesinin 6nlenmesinde, mevsimden bagimsiz
iretime ve genis alana ihtiyag olmadan calismaya olanak saglamanin yaninda, uygulan bazi
manipiilasyonlarla hedef madde ya da maddelerin iiretiminin arttirilmasina da olanak

saglamaktadir.

Son zamanlarda Bitki Biyoteknolojisi yontem ve metotlar kullanilarak, bitkilerde ¢ok 6nemli
etkilere sahip ve bir¢ok alanda kullanilan ve/veya kullanilabilir madde {iretiminin ve
tretimlerinin  artirilldigi  ¢alismalar mevcuttur. Bu c¢alismalarda genelde kullanilan

biyoteknolojik yaklasimlar;

A) Bitki hiicre, doku ve organ kiiltiirleri yoluyla iiretim (hiicre, siirgiin, govde ve kok
kiiltiirleri, biiyiik 6lgekli kiiltiirler)
B) Transgenik bitkiler yoluyla iiretim (metabolizma miihendisligi, heterolog ekspresyon,

molekiiler sekillendirme)
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seklinde iki farkli yaklasimla yapilan bir ¢ok calismaya literatiirde; Hyoscymaus spp. kok
kiiltiirlerinde Tropan alkoloidleri tiretimi, Hypericum perforatum siirgiin kiiltiirlerinde hiperisin
ve psodohiperisin iiretimi, Lotus embiryo kiltiirlerinde neferin tiretimi, Stevia rebaudiana da
nodal ve yaprak eksplantlarindan olusturulan kallus kiiltiirlerinden steviosid tiretimi, Spilanthes
acmella hiicre kiiltiirlerinde skopoletin iiretimi, Datura metel sagak kok kiiltiirlerinde atropin
iretimi, Mentha citrate govde teratomalarinda terpen iiretimi, Japonya'da Mitsui Petrochemical
Industries tarafindan, 4000 ila 20.000 litrelik 6l¢eklerde, berberin, ginseng ve sikonin {iretimi,
metabolik miihendisligi 6rnegi olarak Panax ginseng bitkisine ait dammarendiol-II-sentaz
(pgDDS) ve CRYP716A47 genlerinin tiitiin bitkisinde ekspresyonuyla protopanaksadiol
tiretimi, son olarak heterelog ekspresyon yardimiyla metabolit tiretimine 6rnek olarak E. coli’
de artemisinik asit iretilmesi calismalarina rastlanmaktadir. (Spencer ve dig., 1990;
Janarthanam ve dig., 2010; Filova, 2014; Sonja ve dig., 2014; Bhatia ve dig., 2015; Chun ve
dig., 2015; Shakeran ve dig., 2015; Abyari ve dig., 2016)

Tez ¢alismasi kapsaminda, sekonder metabolit iiretiminde ve iiretimin arttirilmasinda farkli

biyoteknolojik yontemler ve uygulamalar kullanilmistir (Sekil 2.12).

Kallus Kiiltiirleri; Ana bitkiden kesilip ¢ikartilan ve boliinme yeteneklerini kaybetmemis

organ ve doku pargalarinin, gerekli bilesenlerin (besi ortami1 ve BBD) saglandig in vitro ortama
aktarilarak olusturulan diizensiz kiitleler olarak adlandirilmakta olup, metabolit {iretiminde
kallus kiiltliriiniin baglatilacag1 eksplant kaynagi énemlidir (Sokmen ve Giirel, 2001). Kallus
kiiltirsi, sekonder metabolit liretiminde dogrudan kullanilabilecek bir in vitro kiiltiir kaynagi
olabildigi gibi, daha yiiksek hacimde iiretim saglanabilecek siispansiyon kiiltiirii caligmalarinda
da belli islemler sonrasi kullanilabilmektedir. Siispansiyon kiiltiirii ile ilgili bilgiler daha sonraki
basliklarda deginilecektir, ancak siispansiyon kiiltiiriniin baslatilmasi ¢alismalar igin kallus
morfolojisi 6nem arz etmekte olup, ufalanabilir (kolay dagilabilir) kallus morfolojisi,

siispansiyon c¢aligsmasinda tercih edilen bir 6zelliktir (Gliven ve Giirsul, 2014).

Siispansiyon Kiiltiirleri; Kiiltiiriin baslatilmasinda, istenen sekonder metaboliti iiretebilme

potansiyeli bulunan eksplanttan olusturulan dagilgan tipteki kalluslardan yararlanilmaktadir.
Genel olarak, bir organizmadan hiicrelerin izole edilmesi ve daha sonra bu hiicrelerin
laboratuvar kosullarinda uygun yapay bir besi ortaminda tiretilmesini ve ¢ogaltilmasini ifade
eder ve hizli boliinen hiicrelerin homojen bir siispansiyonu seklinde tanimlanmaktadir. Aseptik

kiiltiir kosullarimin saglandigi ortamda belli miktardaki dagilabilir karakterdeki kallus
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pargalarinin, s1vi besi ortami bulunan bir erlen igerisine transfer edilmesi ve belli donme hizina
sahip calkalayicilar tlizerinde calkalanmasiyla baslatilan kiltiirler, akabinde belirli zaman
periyotlarinda (yaklasik 1 aylik siirecler halinde taze besi ortamina 1/1 hacimde kiiltiir ve besi
ortami1 seklinde), hiicrelerin birbirlerinden ayrilmasi i¢in, por ¢aplar: 500 ile 40 um arasinda
degisen eleklerden gegirmek suretiyle alt kiiltiirlenmesi ile kiiltiirlerin homojen hal almasi
saglanmaktadir. Ideal bir siispansiyon kiiltiiriiniin béliinme, biiyiime ve farklilasmalarinda
benzer zaman senkronizasyonu gosteren hiicrelerden olugsmasi beklenmektedir. Siispansiyon
kiiltiirleri biiyiime siireci farkli asamalardan olusmakta olup bunlar; Lag Fazi-Log veya Ustel
Faz-Lineer Faz-Yavaslama Fazi ve Duraklama Fazidir. Siispansiyon kiiltiirii ¢alismalari kiigiik
hacimlerden baslayarak, daha yiiksek hacimde biyoreaktor ismi verilen sistemlerde devam
ettirebilme 6zelligine sahiptir. Bu nedenle sekonder metabolit iiretiminde ¢okga tercih edilen

bir Bitki Biyoteknolojisi uygulamasidir.

Kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde iiretim bazi faktorlerce etkilenebilmekte olup, ideal bir
kiiltiir olusturmada dikkat edilmesi gerekmektedir. Bunlar; eksplant tipi, besi ortami tipi ve

igerigi, pH, sicaklik, 1s1k, havalandirma olarak sayilabilir.

Sacak Kok Kiiltiirleri; Kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirleri, sekonder metabolit {iretimi

acisindan, biiyiimede hiz avantaji saglamasi nedeniyle tercih edilmektedir (Giri ve Narasu,
2000). Bitkilerin Agrobacterium rhizogenesis bakterisi ile enfekte edilmesi sonucunda, bu
bakterinin sahip oldugu kok uyarici plazmitlerinde (Root Inducing Plasmid, Ri) bulunan rol
genlerinin bitkiye aktarilmasi ile sagak kokler olusmaktadir. Sagak kokler olustuktan sonra, rol
genlerin bitkiye aktarilmasi sayesinde koklerin altkiiltiirlenmesi sirasinda besi yerine ilave

oksin eklenmesine gereksinim olmadan sagak koklerin ¢cogalmasi ve biiyiimesi saglanir.
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Tibbi Bitki Steril Bitki

Adventitatif Kok Sivi Kiiltiir Biyoreaktor

Sekil 2.12: Bitki hiicre, doku ve organ kiiltiirleri araciligiyla sekonder metabolit tiretimi. A) Transgenik
bitkilerin yetistirilmesi, (B Sacak kok kiiltiirii, (C Bitki hiicre-siispansiyon kiiltiirii, D) Adventif kok
kiiltiiri (Lu ve dig., 2016; Tilkat ve dig., 2019’dan modifiye edilmistir).

Kullanilan biyoteknolojik yaklasimlarla birlikte, bitkilerin biiylime ortamlarina ilave edilen
bazi kimyasal uyaricilarla (prekiirsor ve elisitor) veya fiziksel uyaranlarla var olan sekonder
metabolitin miktart artirilabilir, eser miktarda olan ya da iiretilmeyen metabolitlerin iiretilmesi
de saglanabilir (Naik ve Al-Khayri, 2016). Bununla birlikte sekonder metabolit tiretimi
acisindan, uygulanan kimyasal maddenin miktari, zamani ve siiresi veya fiziksel uyaricilarinin
uygulama zamani ve siiresi Onemlidir (Namdeo, 2007). Bu uyaricilar, maddenin
sentezlenmesini saglayan yolaktaki baslatict molekiil (prekiirsor) olabildigi gibi, Sekil 2.5’de

ifade edildigi iizere abiyotik veya biyotik stres ajanlari da olabilir.
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Elisitasyon Cesitleri
Abiyotik Bivotik
— Bitki Ttirevli (Polisakkarit)
—> Maya Oiitii
—> Mantar Tiirevhi
Fiziksel Kimyasal Hormonal —> Bakteri Tiirevli
w o Agar Metal —> Alg Tiirevli
Ozmotik Sitres Mineral Tuzlar .
Tuzluluk Toksik Gazlar > Hayvansal Turevi
Kuraklik Nenopartikiiller R it Sistemer
Steaklik EBiTki-Manta.r Sistemleri
Bitki-Bakteri Sistemleri

Sekil 2.13: Bitki doku ve hiicre kiiltiirlerinde sik kullanilan elisitasyon tipleri (Kaynak: Naik ve Al-
Khayri, 2016; Tilkat ve dig., 2019’dan modifiye edilmistir).

Literatiirde, Sekil 2.13’de sunulan uygulamalar ve tez calismasi kapsaminda da yararlanilan
baz1 Bitki Biyotekonoloji yontem ve uygulamalari ile prekiirsor ve elisitor/elisitasyonlar
kullanilarak, bitkisel sekonder metabolit tretimi ile ilgili benzer birgok ¢alismaya

rastlanilmaktadir;

Rapor edilen c¢aligmalarda; Silymarin marianum sacak kok Kkiiltiirlerine L-fenilalanin
uygulamasi silimarin miktarin arttirdigi, Catharanthus roseus hiicre siispansiyon kiiltiirlerine
triptofan uygulamasi katharintin miktarin arttirdigi, Corylus avellana L. hiicre siispansiyon
kiiltiirlerine fenilalanin uygulamasi paklitaksel miktarini arttirdigi, Arachies hypogea hiicre
stispansiyon kiiltiirlerine Malonyl CoA uygulamasi resveretrol miktarmi arttirdigi, Citrus
grandis kallus kiiltiirlerine mevalonik asit ve linalol uygulamasi limonen miktarini arttirdigi,
Plumbago indica kok Kkiiltiirlerine uygulanan L-alanin plumbagin miktarmni arttirdigi,
Catharanthus roseus sagak kok kiiltiirlerine uygulanan UV-B 15181 6nemli 6l¢lide vinkristin ve
vinblastin tiretimini arttirdig1, Vitis vinifera siispansiyon kiiltiirlerine UV-C ile MeJA veya UV-
C ile Salisilik Asit uygulamasi stilben miktarini arttirdigi, Artemisia annua in vivo kiiltiirlere
NaCl uygulamasi artemisin miktarini arttirdigi, Bacopa monnieri govde kiiltiirlerine MeJA
uygulamasi bakosit A miktarini arttirdig, Vitis vinifera L. cv. cabernet sauvignon siispansiyon

kiiltiirlerinde MeJA uygulamasi stilben miktarini arttirdigi, Malus sieversii F. niedzwetzkyana
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kallus kiiltiirlerine MeJA uygulamasi antosiyanin miktarini azalttigi, , Salvia lerrifolia Benth
kallus kiiltiirleine MeJA uygulamasi rosmarinik asit miktarini arttirdigi, Lepechinia caulescens
kallus kiiltiirlerine MeJA uygulamasi ursolik asit ve oleanolik asit miktarlarini arttirdigi,
Dracocephalum moldavica L. in vivo kiiltiirlere ABA uygulamasi rosmarinik asit miktarini
artirdigi, Stevia rebaudiana kallus ve siispansiyon kiiltiirlerine osmotik stres ajani olarak
proline ve PEG uygulamasi steviyol miktarmi arttirdigi, Ononis arvensis kallus kiiltiirlerine
AgNOs uygulamasi flavanoid miktarint arttirdigi, Eschscholtzia californica CHAM hiicre
stispansiyon kiiltiirlerine  AgNOs uygulamasi sanguarin miktarin1 arttirdigi, Calendula
officinalis kallus kiiltiirlerine AgNO3 uygulamasi esansiyel yag miktarini arttirdigi, Silybum
marianum (L.) Gaertn hiicre stispansiyon kiiltiirlerine AgNO3 uygulamasi bazi flavanolignan
miktarlarmi arttirdigi, Datura metel sagak kok kiiltiirlerine AgNO3 uygulamasi bazi atropin
miktarmi arttirdigi, Perovskia abrotanoides Karel. adventitatif kok kiiltiirlerine AgNOs
uygulamasi tasinon miktarini arttirdigi, Echinacea purpurea L. hiicre siispansiyon kiiltiirlerine
AgNO3uygulamasi alkamit ve kafeik asit miktarini arttirdigi, Glycyrrhiza glabra tohumlarinin
¢imlenme besi ortamina AQNO3z uygulamasi kersetin miktarimi arttirdigi, Hypericum
perforatum govde kiiltiirlerine bakteriyel elisitor uygulamasi hiperisin ve psddohiperisn
miktarmi arttirdigi, Taverniera cuneifolia (Roth) Arn. kok Kkiiltiirlerine fungal ekstrakt
uygulamasi glisirizik asit miktarmi arttirdigi, Echinacea purpurea L. hiicre siispansiyon
kiiltirlerine fungal ekstrakt uygulamasi alkamit ve kafeik asit miktarmi arttirdigi, Salvia
miltiorrhiza bunge sagak kok kiiltiirlerine ABA uygulamasi fenolik asit miktarini arttirdigi,
Artemisia annua in vivo kiiltiirlere ABA uygulamasi artemisin miktarini arttirdigi, Malus
sieversii f. niedzwetzkyana kallus kiiltiirlerine ABA uygulamasi antosiyanin miktarini azalttigi,
Catharanthus roseus hiicre siispansiyon kiiltlirlerinde normal sicakligin {izerinde inkiibasyon
ajmalisin miktarini arttirdigi, Panax ginseng sagak kok kiiltiirlerine gece ve giindiiz uygulanan
farkli sicaklik uygulamalarinda gece giindiiz ayn1 sicaklik uygulamasi, giindiiz yiiksek gece
diisiik uygulamasina goérece biraz daha fazla ginsenosit miktarini arttirdigi, Silybum marianum
sacak kok Kkiiltiirlerine gece glindiiz uygulanan farkli sicaklik uygulamalarinda, disik ve
yiiksek gece giindiiz uygulamalarinda metabolit miktarinda azalttigi, Cichorium intybus L.
sacak kok kiiltiirlerine DMSO uygulamasi kumarin miktarini arttirdigi, Artemisia annua gévde
kiiltirlerine DMSO uygulamasi artemisin ve dihidroartemisin miktarini arttirdigi, Phoenix
dactylifera L. hiicre siispansiyon kiiltiirlerine DMSO uygulamasi fenolik bilesiklerin miktarini

arttirdig1, Taxus baccata hiicre siispansiyon kiiltiirlerine DMSO uygulamasi takzol miktarini
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arttirdigi, Ammi majus sacak kok kiiltiirti ile Ruta graveolens siirgiin kiiltiirlerinin bir arada
kiiltiirlenmesi ksantonin miktarini arttirdigi, Ocimum basilicum sagak kok kiiltiirleri ile fungus
Rhizophagus irregularis kiiltiirlerinin bir arada kiiltiirlenmesi rosmarinik asit miktarimi
arttirdigi ve Pinellia ternate protokorm kiiltiirleri ile Enterobacter sp. kiiltiirlerinin bir arada
kiiltiirlenmesi alkaloid miktarii arttirdigi (Bais ve dig., 2001; Ten Hoopen ve dig., 2002;
Sidwa-Gorycka ve dig., 2003; Yu ve dig., 2005; Tumova ve Polivkova, 2006; Bernard ve dig.,
2009; Liu ve dig., 2010; Mannan ve dig., 2010; Taha ve dig., 2010; Kajani ve dig., 2012,
Manero ve dig., 2012; Bilka ve dig., 2013; Liang ve dig., 2013; Pandiangan ve dig., 2013;
Sharma ve dig., 2013; Wang ve dig., 2013; Awad ve dig., 2014; Mohammed Al-oubaidi ve
Mohammed-Ameen, 2014; Vildova ve dig., 2014; Arehzoo ve dig., 2015, Pratibha ve dig.,
2015; Rahpeyma ve dig., 2015; Shakeran ve dig., 2015; Xu ve dig., 2015; Jaisi ve
Panichayupakaranant 2016; Rahimi ve dig., 2016; Rahimi ve Hasanloo, 2016; Srivastava ve
dig., 2016; Acikgoz ve dig., 2017; Fadholi ve Hamzah 2017; Raghavendra ve dig., 2017; Sun
ve dig., 2017; Hagh ve dig., 2018; Nik Norulaini ve dig., 2018; Martinez ve dig., 2018;
Khaleghnezhad ve dig., 2019; Tahoori ve dig., 2019) tespit edilmistir.

Bunun yanisira, bu tez ¢alismasi konusu ile ilgili sikonin ve tiirevlerinin farkli Boragianaceae

familyasi tiirlerinde tespitine yonelik ¢aligsmalar Tablo 2.2’de sunulmus ve 6zetlenmistir.

Tablo 2.2: Farkli Boraginaceae tiirlerinde sikonin ve tiirevlerinin tespit edilmesi.

Ornek Kaynak Sonug Referans
. . o .. R Bankovskii,
Macrotomia usamensis Kok Sikonin tespiti ornanoval\;ees ankovsiil
. . hch kii ve Luks,
Echium lycopsis L. Kok Sikonin tespiti Sheherbanovskii ve Luks
1974
Arnebi ifl N )L
mebia densiflora (Nordm.) Ledeb o 4 alkanin tiirevinin tespiti Bozan ve dig., 1997
(Tiirkiye)
. . B,B-Dimetilakrilsikonin,
Arne(t)][?r(]i(einSI)flora Kok Terakrilalkanin, izovalerilalkanin, a- Bozan ve dig., 1999
areiye Metil-n-biitilalkanin
Lithospermum erythrorhizon Kok Propionilsikonin tespiti Cho ve dig., 1999
A. hispidissima Kok Arnebifuranon tespiti Shukla ve dig., 2001
Onosma argeTtaFum Hub.-Mor. Kok 3’{i bilinen 1 yeni _4_sikonin tiirevi Ozgen ve dig., 2004
(Trkiye) tespiti
L. canescens. (Michx.) Lehm. . Asetilsikonin ve Izobutirilsikonin Pietrosuik ve Wiedenfeld,
Kok ..
(Kanada) tespiti 2005
9 Farkli Boraginaceae
(Cin)
A. euchroma (Royle) Johnston., A.
guttata Bunge, L. erythrorhizon Kok 8 sikonin tlirevinin tespiti Hu ve dig., 2006

Sieb. et Zucc., O. paniculatum Bur.
et Franch., O. exsertum Hemsl., O.
confertum W.W. Smith, O. hookerii
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Tablo 2.2 Devami: Farkli Boraginaceae tiirlerinde sikonin ve tiirevlerinin tespit edilmesi.

O. echioide Kok 0.24 mg/kg Sikonin Sagratini ve dig., 2008
Bothriospermum secundum Maxim Kok Bothriodumin tespiti Liu ve dig., 2009
E. italicum . PRI .. .
(Makedonya) Kok 8 sikonin tlirevinin tespiti Albreht ve dig., 2009
E. fruti . .
(rl\ljhlgjum Kok Ekhiosilokinon Sherif ve dig., 2009
A.d b .
ecumbens Kok Sikonin tespiti Al-Mussawi, 2010
(Irak)
(A\I(Itir;r:]?sizr?) Kok Maksimum 1.41 mg/100 mg Kok Assimopoulou ve dig., 2011
L. erythrorhizon Kok Tigloyilsikonin Ito ve dig., 2011
A. euchroma (Royle) Johnst A. euchroma (Royle) Johnst; S-Form
L. erythrorhizon Sieb. et Zucc Naftakinonlar Baskin
' o Kok L. erythrorhizon ve O. confertum’da Zhou ve dig., 2011
O. confertum W. W. Smith R-Form Naftakinonlar Baskin
(Cin Endemikleri)
(Deoksisikonin, /B,3-
O. nigricaule . Dimetilakrilsikonin, Asetilsikonin .. .
Kok ’ (o) e dig., 2011
(Tiirkiye) 2146 mg/100 g Kok/ 220.6 mg/100 g zgen ve tie.
Kok
E. pycnanthum Pomel Kok Angelisikonin tespiti Chaouche ve dig., 2012
11 Alk Tiirt . .
(Yunzr:il:tanl;m Kok Alkanin tiirevlerinin Tespiti Tappeiner ve dig., 2014
E. vulgare E. vulgare Sikonin (4.4 mg/kg)
E. russicum Kok E. russicum Sikonin (4.8 mg/kg) Dresler ve dig. 2015
(Polonya)
L. erythrorhizon — .
Farkli Sik ki .
A. euchroma Kok 58 Farkli 51 ?ensmit‘i]e sikonofuran Liao ve dig., 2015
A. guttata. P
E. plantagineum . . .
Kok 9 Naftakinon tespiti Zhu ve dig., 2016
(Avustralya) © P 8
A. euchroma Kok 8 Hidroksil Naftaokinon tespiti Zan ve dig., 2017
E. plantagineum - . qo
Diisiik Molekiiler Agirlikl k
E. vulgare Kok usticvote .,u er. glr. 1. 19 sikonin Skoneczny ve dig., 2017
turevi tespiti
(Avustralya)
E. i .
russieum Kok Yiiksek oranda asetilsikonin tespiti Olennikov ve dig., 2017
(Rusya)
O. visianii Kok 11 Naftakinon tespiti Sut ve dg., 2017
[zovalerilalkanin, a-Metil-n-
biitilalkanin, asetilalkanin f3- .
. . . . . Yiizbasioglu B dig.,
A. densiflora (Nordm.) Ledeb Kok asetoksizovalerilalkanin, alkani ve tzbasioglu Baran ve Qg

yeni bir tiirev 4-hidroksi 4-metil
valeril alkanin

2018

Tablo 2.2. incelendiginde; Naftakinon grubunda yer alan sikonin ve tiirevlerinin genellikle
dogal yasam ortamlarindaki bazi Boraginaceae tiirlerinin koklerinden elde edilmekte olup, kok
disindaki diger organlarinda, koklerden elde edildigi kadar tespit edilememistir. Bununla

birlikte, sadece ilgili bitkilerden elde edilen tiirevler de gozlenmistir [propiyonilsikonin (Cho
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ve dig., 1999), arnebifuranon (Shukla ve dig., 2001), bothriodumin (Liu ve dig., 2009),
ekhiosilokinon (Fathy ve dig., 2009), tigloyilsikonin (Ito ve dig., 2011), ngelisikonin (Chaouche

ve dig., 2012)]. Genel olarak degerlendirildiginde, asetilsikonin-izovalerilsikonin gibi tiirevler

daha baskin bir sekilde tespit edilmistir. Skoneczny ve dig., 2017 yilinda yaptigi ¢alismada,

olgun déonemde daha yiiksek miktarda sikonin tiirevleri elde edildigi ifade edilmistir.

Bitki biyoteknolojisi metot ve uygulamalarina ek olarak elisitor, prekiirsor veya fiziksel

uygulamalarla sikonin ve tiirevlerinin {iretimi ve artirrmina yonelik caligmalar ise Tablo 2.3’de

sunulmus ve 6zetlenmistir.

Tablo 2.3: Cesitli prekiirsor, biyotik ve abiyotik elisitorlerin sikonin ve sikonin tiirevlerinin {iretimine

etkisi.
3 ko Elisitor/Prekiirsor
Tiir Kiiltiir Tipi /Yéntem Sonu¢ Kaynakca
. Siispansiyon MeJA, 12-oxo-Fitodienoik Bychkova ve dig.,
Arnebia euchroma Kiiltiir Asit Artirmigtir 1993
Stispansiyon ; Chang-Jun ve Song-
A. euchroma Kiiltiirt A. niger (160mug/nl) Artirmgtir Sheng., 1998
n-Hekzadekan Artmustir
Oktan Artmustir
Siklohekzan Azalmstir
Oleik Alkol Artmustir
Siispansiyon Oleik Asit Azalmigtir
A. euchrogig Kiilttirt Biitilasetat Azalmigtir Fuve Lu, 1998
Kastor Yagi Artmugtir
Butilasetat:Oleik Asit Artmustir
Siklohekzan:Kastor Yagt Artirmigtir
N-Hekzadekan Artmigtir
Normal Kiiltiir
Kosullarina Gore Tek
Siispansivon Fungal Elisitor Fungal Elisitor
A. euchroma uspansty Aspergillus niger:Rhizopus ~ Kullanimda 2 kat 2 1i Fu ve Lu, 1998
Kiltiiri
oryzae Kullanimda 5 Kata
Kadar Sikonin
Miktarinda Artig
Tek Kullanimlarina
Stispansiyon Nadir Toprak Elementleri Karsimn Sikonin .
A. euchroma Kiltiirii Karigimu Tiirevlerinde 2 Kata Ge ve dig., 2006
Kadar Artig
Siispansiyon . . .
A. euchroma Kiiltiirii pH (Bazik) Artirmugtir Malik ve dig., 2008
Isik Azalmigtir
Siispansiyon Sicaklik (25 °C) Artmugtir . .
A. euchroma Kiiltiirii pH (Bazik) Artmistir Malik ve dig., 2011
Sukroz (%6) Artmustir
Hiicre Cogalmasini
. . Tetiklemekte ancak
A. euchroma Sulsf..(‘;rtlfgon L-Fenil Alanin Sikonin Tiirevlerinin Syk\ilgvé?lfa-zB Oalrgnek
. Artisinda Etki &
Gostermemektedir.
Sagak Kok A. niger: A. oryzae Kombine Total Naftakinon .
A. euchroma Kiiltiirii Kullanimi Uretimi Artmistir Zhang ve dig., 2013
A. euchroma Kallus Kiiltiirii MeJA $ikonin Tirevlerinde o o is 2014

Artis
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Tablo 2.3: Cesitli prekiirsor, biyotik ve abiyotik elisitorlerin sikonin ve sikonin tiirevlerinin iiretimine

etkisi.
Karanlik Ortam
- Siispansiyon Besi Ortami Bileseni Artirmistir .
Arnebia sp. Kiilttri Artirtlmasi (Na2SOq) ﬁi;ﬁisgi Gupta ve dig., 2014
Air Lift Biyoreaktor y
A. euchroma Susp,anfl?fon Salisilik Asit Sikonin Uretimini Kumar ve dig., 2014
Kiiltiirii Azaltmugtir.
Siispansiyon . Alkanin/Sikonin Syktowska-Baranek
A. euchroma Kiiltiirii Perflorodekalin Artist ve dig., 2014
MeJA Kiiltiire Ilave
Siispansiyon Ediligsinden 1 Saat -
A. euchroma Kiiltiirt MelJA Sonra Total Sikonin Wang ve dig., 2014
Miktar1 Artmaktadir.
Sikalkin tiretiminde
R. solani kontrole
gore 7 kat arti Arghavani ve dig
A. euchroma Kallus Kiiltiirii R. solani, Cu*2, MelJA, SA saglamakta, Cu*?, g 2015 &
MeJA, SA ise yine
kontrole gore artis
saglamaktadir.
Artan Amonyum
A. euchroma Kallus Kiiltiirii Amonyum Iyonu Konsantrasyonu Hao ve dig., 2015
Pigmenti Azaltmigtir
. Sikonin ve
A. euchroma Sa(;.z.i k.K? 4 EYP76B 4 .Asm . Tiirevlerinin Uretimi Wang ve dig., 2018
Kiltiirti Ekspresyonu I¢in RNAI
Azalmigtir
TS Sacak Kok A.rhizogenesis Chaudhury ve Pal,
Ahispidissima Kilturi Transformasyon ArEe 2010
s Sagak Kok Propionillalkanin Singh ve Sharma,
A.hispidissima Kiiltiirii Azotobacter chroococcum Miktar: Artmistir 2016
Echium italicum Susp.szlyon Sivi Parafin Pigment Uretiminin Zare ve dig., 2010
Kiiltiirii Artmasi
thhosperr_num Suspjanfl}jon Indol Asetik Asit Sikonin Tiirevlerinin Tabata ve dig., 1974
erythrorhizon Kiltiiri Artmast
Glikoz Artirmustir
Siispansivon Yiiksek Nitrojen Azaltmigtir Mizukami ve diz
L. erythrorhizon Kpﬁl turﬁ Streptomisin Siilfat Artirmigtir 1977 &
Askorbik Asit Artirmistir
Ca*?ve Fe*? Azaltmistir
L. erythrorhizon Sug;?;;ﬁon Amonyum Bagli Nitrat Azaltmistir Fujita ve dig. 1981a
6.7-10 mM Nitrat
. Stispansiyon - Konsantrasyonunda . .
L. erythrorhizon Kiiltiirii Nitrat Konsantrasyonu Yiiksek Miktarda Fujita ve dig., 1981b
Uretim
- Siispansiyon . . .
L. erythrorhizon Kiiltiirii Agaropektin Artirmigtir Fukui ve dig., 1983
L. erythrorhizon Kallus Kiiltiirt Gibberellin A3 Azaltmistir YOSh'ki\ggG\/e dig.,
Organik Solvent Azaltmistir
. Siispansiyon Yag Asidi Esterleri Azaltmistir .
L. erythrorhizon Kiiltiirii n-Parafin Azaltmistr Deno ve dig., 1987
n-hekzadekan(Az Miktar) Artirmistir
- Siispansiyon Besi Ortamina Glutamin Sikonin Uretimini - .
L. erythrorhizon Kiiltiirii ilavesi Azalmakta Yazaki ve dig., 1987
- Siispansiyon - . : Sikonin Tiirevlerinin . .
L. erythrorhizon Kiiltiirii Endojen Polisakkarit Artmasi Fukui ve dig., 1990
Siispansiyon Fungal Elisitor Kontrol Grubuna
L. erythrorhizon pansiy gatl Gore 24 Kat Sikonin ~ Kim and Chang, 1990
Kiltiirii Penicillum .
Miktarinin Artmasi
. Sagak Kok Sikonin Miktarmin 3 Shimomura ve dig.,
L. erythrorhizon Kiiltiirii Sivi Parafin Kat Artmasi 1991
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Tablo 2.3 Devami: Cesitli prekiirsor, biyotik ve abiyotik elisitorlerin sikonin ve sikonin tiirevlerinin

uretimine etkisi.

- Siispansiyon - . .
L. erythrorhizon Kiiltiirii Mevinolin Artirmigtir Tani ve dig., 1992
. Sagak Kok iki Fazli Baloncuklu :
L. erythrorhizon Kiiltiiri Biyoreaktor Artirmgtir Sim ve Chang, 1993
. tumefaciens ile
L. erythrorhizon trf;gi;‘glrime Yiiksek Kons. Sukroz ve Sikonin Tiirevlerinde Srinivasan ve Ryu,
' earmis Nitrat Artig 1993
Siispansiyon
Kiltiirii
. Siispansiyon . . . .
L. erythrorhizon Kiiltiiri Oligogalakturinaz Azaltmugtir Tani ve dig., 1993
L. erythrorhizon Sul?iﬁrtﬁgon %0.2 surfactant Tween 20 Artirmgtir Lihong ve dig., 1994
. MeJA . .
. Siispansiyon A S . Artirmistir Gaisser ve Heide,
L. erythrorhizon Kiiltiirt 2 Ammomd.::;ziczj phosphonic Azaltmistir 1996
MeJA, JA,
Oligogalaktronit tek
.. . . . tek Kullanildiklarinda
L. erythrorhizon Sul?iﬁ?ﬁgon i 11 %Illﬁggalaktromt, Artirmistir, Ancak Yazaki ve dig., 1997
Cu*2MYJ’ ile birlikte
kullanildiginda
artirmistir.
Fungal Elisitor R. solani sikonin
. Sagak Kok R. solani, P. . . Brigham ve dig.,
L. erythrorhizon Kilttri aphanidermatum ve N. mreﬂeﬁﬁ‘je 30 kat 1999
hematococca 3
. - - Sikonin Miktarinda
L. erythrorhizon Sacf‘k.K?k Wi C aegn Belirgin Artig Sommer ve dig., 1999
Kiiltirii transformasyonu -
Saglanamama
.. . - Kontrole Gore %22
L. erythrorhizon S?g?ﬁ.ﬁ?k trgnbslfg\r?near;mégu Oraninda Sikonin Boehm ve dig., 2000
wi Y Miktarinda Artis
- R . . Sikonin Tiirevlerinde Bulgakov ve dig.,
L. erythrorhizon Kallus Kiiltiirti Paraflorofenilalanin Artis 2001
L. erythrorhizon Sag? k.K.(.) k Antisens DNA (LeDls) Sikonin Miktarinda Yazaki ve dig., 2001
Kiiltiri Azalma
. Sagak Kok Ubi C geninin Sikonin Miktarinda i "
L. erythrorhizon Kiiltiirii transformasyonu Artis Kohle ve dig., 2002
L. erythrorhizon Sulsipg‘lrt‘é‘rﬁo“ Diisiik Enerjili Ultra Ses Artmigtir Lin ve Wu, 2002
. Stispansiyon . Yamamoto ve dig.,
L. erythrorhizon Kiiltiirii Mavi Isik Azaltmistir 2002
16 Saat’lik Gama
. Siispansiyon o Isig1 Etkisiyle %400’ .
L. erythrorhizon Kiiltiirii Gama Is181 Jiik Sikonin Chung ve dig., 2006
MiktarindaArtis
. Sacak Kok LeMYB1 Asir1 Ekspresyonu Sikonin Uretimi .
L. erythrorhizon Kiiltiir Icin Transformasyon Artmigtir Zhao ve dig., 2015
. Sacak Kok LeACS-1 Asirt Ekspresyonu Sikonin Uretimi .
L. erythrorhizon Kiiltiirii icin RNAi Artmistir Fang ve dig., 2016a
. ) Sikonin ve
L. erythrorhizon Sagf‘.‘ k_K.(.) k LeElL-1 -A.sm Eksp resyonu Tiirevlerinin Fang ve dig., 2016b
Kiilttirt I¢in RNAI .
Uretiminde Artmigtir
. Sagak Kok LeMDR Asir1 Ekspresyonu Sikonin Uretimi .
L. erythrorhizon Kiiltiirii fcin RNAi Artmistir Zhu ve dig., 2017
Onosma echiodies SuSp..anfl?fon Mavi-Beyaz Isik Azalmigtir Lattoo, 2005
Kiiltiirii
. Siispansiyon Fungal Elisitor Sikonin Tiirevlerinde . .
O. paniculatum Kiiltiirii Aspergilus sp. Artis Ning ve dig., 1994
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Tablo 2.3 Devami: Cesitli prekiirsor, biyotik ve abiyotik elisitorlerin sikonin ve sikonin tiirevlerinin
tiretimine etkisi.

A.oryzae Artirmigtir
Ca*? Azaltmistir
_ Siispansiyon EGTA Artirmistir _
O. paniculatum e A2318 Artirmistir Ning ve dig., 1998
Kiltiri .
Verapamil Artirmigtir
TFP Artirmigtir
ABA Azaltmistir
. Siispansiyon Brassinolide (Baslangi¢ ve 4. Sikonin Tiirevlerinde .
O. paniculatum Kpiil tur?,l Giinden sonra% Artis Yang ve dig., 1999

4. Giinden tibaren

Sispansiyon  MeJA (IAA ve BAPl Besi  cklendigindeen

O. paniculatum Kiiltiirii Ortam) ’ yiiksek Ding ve dig., 2004
onsantrasyonda
Sikonin Eldesi
Mavi ve Beyaz Igik
Tamamiyle Sikonin
Uretimini
_ Siispansiyon Karanlik ve Farkli Isik Baskilarken, Kirmizi _
O. paniculatum Kiiltiirii (Beyaz-Kirmizi ve Mavi) Kismen etkilemekte. Liu ve dig., 2006
Kaynaklarinda Kiiltiir Ancak Karanlik
Ortam Sikonin
Uretimi Uzerine
Etkilidir.
Sodyum Nitropurusit Artirmgtir
. Siispansiyon Rhizoctonia cerealis Artirmugtir .
O. paniculatum Kiltiiri N o -nitro- L —arginine Azaltmistir Wu ve dig., 2009
Sodyum Azide Azaltmistir

Tablo 2.3. irdelendiginde bitki biyoteknoloji yontemleri uygulamalariyla ile birlikte ¢esitli
elisitasyon uygulamasi ve prekiirsor ilavesiyle sikonin ve tiirevlerinin tiretimine yonelik olarak
daha ¢ok Boraginaceae familyas: iiyesi Lithospermum, Arnebia ve Onosma cinslerine ait

tiirlerde ¢alismalara rastlanmistir.

L. erythrorhizon tiirii ile ilgili ¢alismalarda kallus, hiicre siispansiyon ve kallus kiiltiirlerine
farkli prekiirsor, elisitorlerin eklemesi ve genetik transformasyon c¢alismalari [Glikoz,
Streptomisin  Siilfat, Askorbik Asit, Agaropektin, n-hekzadekan, endojen polisakkarit,
Penicillum, Sivi Parafin, Mevinolin, Sukroz, Tween 20, MeJA, JA, R. solani,
Paraflorofenilalanin, Diisiik Enerjili Ultra Ses, Gama Is181 ile baz1 genetik transformasyonlar
(Ubi C geni, Ubi A geni, LeMYB1 Asir1 Ekspresyonu, LeACS-1 Asir1 Ekspresyonu, LeEIL-1
Asirt Ekspresyonu, LeMDR Asir1 Ekspresyonu)] ile sikonin ve tiirevlerinde artis saglandigi

rapor edilmistir.

Arnebia cinsine ait tiirler ile ilgili calismalarda kallus, hiicre siispansiyon ve kallus kiiltiirlerine
farkli prekiirsor, elisitorlerin eklemesi yoluyla [MeJA, 12-oxo-Fitodienoik Asit, A. niger, n-
Hekzadekan, Oktan, Oleik Alkol, Kastor Yagi, Siklohekzan:Kastor Yagi, Aspergillus
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niger:Rhizopus oryzae, Nadir Toprak Elementleri Karisimi, Bazik Ph, L-Fenil Alanin, A. niger:
A. oryzae, Karanlik Ortam, Perflorodekalin, R. solani, Azotobacter chroococcum ile bazi
genetik transformasyonlar (CYP76B74 Asir1 Ekspresyonu)] sikonin ve tiirevlerinde artig

saglandig rapor edilmistir.

Onosma cinsi tiirleri ile ilgili ¢aligmalarda hiicre siispansiyon kiiltiirlerine farkli prekiirsor,
elisitorlerin eklenmesi (Aspergilus sp., A.oryzae, EGTA, A2318, Verapamil, TFP, Brassinolide,
MelJA, Karanlik Ortam, Sodyum Nitropurusit, Rhizoctonia cerealis) ile sikonin ve tiirevlerinde

artis saglandigi bildirilmistir.

Echium tiirleri ile ilgili olarak sadece hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde siv1 parafin kullanilmis

ve sikonin miktarinda artis saglandigi rapor edilmistir.

Sikonin miktarinin tiretimi ve iiretimin artirilmasi ile 1lgili ¢alismalarda birgok kimyasal uyarici
maddenin sikonin/tiirevlerinin {iretimini artirdigi kanitlanmigtir. Ancak, bazi1 kimyasal
uyaricilarin ise; acik renkli 1siklar, Ca, Fe, Cu gibi elementler, salisilik asit, agir1 amonyum
konsantrasyonu, diisiik ve yiiksek sicakliklarin sikonin ve tiirevlerinin iiretimini azalttigi rapor

edilmistir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen diger ¢alisma ise yag asitlerinin Bitki Biyoteknolojisinin bazi
yontem ve uygulamalariyla {iretilmesi ve miktarinin arttirilmasidir. Daha 6nceki baslhiklarda
belirtildigi iizere sekonder metabolitlerin elde edilmesinde bitkiler kaynak olarak tercih
edilirken, baz1 esansiyel yag asitleri igerikleri bakimindan da bitkilerin kullanilabilirligi
onemlidir. Esansiyel yag asitleri, bazi saglik problemlerinin; kardiyovaskiiler hastaliklar,
romatoid artrit, astim, sistik fibrozis, sedef hastalig1 ve bazi sindirim sistemi hastaliklarinin
iyilestirilmesinde kullanildigi gibi, kanser ve mental hastaliklarin iyilestirilmesinde ve
onlenmesinde de kullanilmaktadir. Bununla birlikte, insanlar baz1 omega 3 ve 6 yag asitlerini
sentezleyememekte (LA ve ALA gibi esansiyel yag asitleri), bu durumda da uzun zincirli goklu
doymamis yag asitlerinin (DHA-EPA-AA) iiretimi yapilamamaktadir (Rubio-Rodriguez ve
dig., 2010). Basta denizel baz1 organizmalar (balik ve baz1 kabuklu deniz canlilari) ve bitkiler
olmakla birlikte, farkli kaynaklardan da yag asitlerini temin etmek miimkiindiir; bunlar arasinda
bakteriler, algler, prostistler, yosunlar, mantarlar sayilabilir (Dyal ve Narine, 2005; Rubio-
Rodriguez ve dig., 2010; Francisco ve dig., 2017).
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Boraginaceae famiyasina ait bazi tiirler, ifade edilen ¢oklu doymamais yag asitlerini dogal olarak

barindirmaktadir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4: Baz1 Boraginaceae familyasina ait tiirlerde yer alan 6nemli ¢oklu doymamis yag asidi
oranlari.

Ornek Kaynak Sonug¢ Referans
GLA igerigi en fazla % 5.02 (Echium.
19 Echium tiirii Tohum nervosum) Guil-Guerrero ve dig.,
(Makaronezya) SDA igerigi igerigi en fazla% 12.94 2000a
(E. plantagineum)
25 Echium tiirii ALA igerigi en fazla % 54.4 (E. Guil-Guerrero ve dig.,
Yaprak .
(Makaronezya) simplex) 2000b
SDA igerigi icerigi en fazla %8.81 (E.
14 endemik Echium Tohum pininana) Guil-Guerrero ve dig.,
(Makaronezya) Endemik tiirlerinde yiiksek oranda 2001a
GLA
11 Tiir Boraginacea Tohum Doyamamis yag a.si.di igerigi en fazla Cisowski ve dig., 2001
(Polonya) L. officinale
11 Tiir Boraginacea Tohum GLA igerigi en fazla %13.7 (Anchusa Erdemoglu ve dig.,
(Tiirkiye) leptophylla ssp. leptophylla) 2004
GLA igerigi en fazla % 20.2
20 Tiir Boraginaceae (thhqdor.a} .”?a“’.‘f?a”a M. OJ ohnst.) Guil-Guerrero ve dig.,
(Fas) Tohum SDA 1<;e_r1g1 icerigi en fazla % 16.02 2006
(E. humile ssp. pycnanthum(Pomel)
Greuter & Burdet)
Ciceklenme
E. vulgare L. sonrasi Genel olarak ¢iceklenme zamani Stolyhwo ve Mol,
(Polonya) tohum (20 boyunca LA miktarinda artis 2007
giine kadar)
LA igerigi en fazla % 42.7
(Heliotropium dolosum)
GLA igerigi igerigi en fazla% 24.03
24 Tiir I%ora}ginaceae Tohum (Symphxtym tuberosum) Ozean, 2008
(Tiirkiye) ALA igerigi en fazla % 43.00
(Echium italicum)
SDA igerigi igerigi en fazla% 14.59
(Echium italicum)
LA igerigi en fazla % 63.6
(Scrophularia sciophila)
GLA igerigi igerigi en fazla% 20.5 (E.
. Tohum . .
5 Farlfh Boraniceae (SCE fastuosum) Guil-Guerrero ve dig.,
(Ispanya) . ALA igerigi en fazla % 24.6 (E. 2008
Sistemle)
fastuosum)
SDA igerigi icerigi en fazla% 11.5 (E.
fastuosum)
LA igerigi en fazla % 16.23 (E.
italicum Kaleybar-Tohum)
E. italicum ve E. GLA igerigi igerigi en fazla% 9.79 (E.
Tohum o .
_ amoenum Yaprak |ta!|cum .Kaleybar-Tohum) Abbaszadeh ve dig.,
(Iran ve Azerbaycan Govde ALA igerigi en fazla % 44.15 (E. 2011

farkh lokasyon)

amoenum Hezar Jari-Tohum)
SDA igerigi igerigi en fazla% 12.45
(E. italicum Kaleybar-Tohum)
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Tablo 2.4 Devami: Bazi Boraginaceae familyasina ait tiirlerde yer alan 6nemli ¢oklu

doymamis yag asidi oranlari.

Farkh Bolgelerdeki

Echium cinsleri ile

iran Echium’larn
karsilagtirilmasi

Tohum

Makaronezya Echium tiirleri GLA ve
SDA miktar1 Avrupa ve fran’a gore
fazla igermekte

Shokri ve dig., 2012

3 Tiir Boraginaceae

(Rusya) Tohum

LA igerigi en fazla %
28.1(Cynoglossum officinale)
GLA igerigi igerigi en fazla% 8.3. (C.
officinale)

ALA igerigi en fazla % 37.8 (E.
vulgare)

SDA igerigi igerigi en fazla% 16.8
(Lappula squarrosa)

Yunusova ve dig,. 2012

20 Tiir Boraginaceae

Tohum
(Fas ve Tunus)

LA igerigi en fazla % 54.9
(Heliotropum bacciferum Forssk.)
Tunus
GLA igerigi igerigi en fazla% 19.5
(Borago officinalis L.) Fas
ALA igerigi en fazla % 47.6 (E.
parviflorum Moench) Tunus
SDA igerigi icerigi en fazla% 15.5 (E.
plantagineum L.) Fas

Guil-Guerrero ve dig.,
2013a

E. italicum L.

Tohum
(Tiirkiye Populasyon)

LA igerigi en fazla % 18.85 (E.
italicum L.) B3
GLA igerigi igerigi en fazla% 7.66 (E.
italicum L.) A2(E)
ALA igerigi en fazla % 43.45 (E.
italicum L.) B3
SDA igerigi igerigi en fazla% 15.48
(E. italicum L.) A2(E)

Ozcan, 2013

25 Boraginaceae Tiir

. Tohum
(Genellikle Ispanya)

LA icerigi en fazla % 42.3 (A.
puechii)
GLA igerigi icerigi en fazla% 22.9 (S.
caucasicum)
ALA igerigi en fazla % 40.3 (O
rigada)
SDA igerigi icerigi en fazla% 13.6 (L.
patula)

Guil-Guerrero ve dig.,
2014

2 farkh bolgede
yetisen
Borago officinalis

Tohum

LA igerigi en fazla % 20.3 (Shahriyar
Bolgesi)
GLA igerigi igerigi en fazla% 20.3
(Shahriyar Bolgesi)
ALA igerigi en fazla % 9.5
(Shahriyar Bolgesi)

Morteza ve dig., 2015

Paracaryum
(Boraginaceae)
Tiirkiye

Meyve

LA igerigi en fazla % 20.99
(Paracaryum calycinum)
GLA igerigi igerigi en fazla% 5.99 (P.
hirsitum)
ALA igerigi en fazla % 14.20 (P.
paphlagonicum)

Dogru-Koca ve dig.,
2016

Sardinya

. . Tohum
Boraginaceae Tiirleri

LA % 34.1, GLA % 24.6, ALA %
43.1, SDA % 15.0

Guil-Guerrero ve dig.
2017
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Tablo 2.4 Devami: Baz1 Boraginaceae familyasina ait tiirlerde yer alan 6nemli ¢oklu
doymamis yag asidi oranlari.

LA igerigi en fazla % 21.65 (Normal)
GLA igerigi igerigi en fazla% 10.94

E. vulgare (Kontamine)
Farkh metal icerigine Tohum ALA igerigi en fazla % 36.25 Dresler ve dig., 2017
sahip bolglerde (Kontamine)

SDA igerigi igerigi en fazla% 11.10
(Kontamine)
LA igerigi en fazla % 37.6 (B.
trabuti)
GLA igerigi icerigi en fazla% 23.1 (B.
Farkh Cografik Tohum morisiana) Guil-Guerrero ve dig.
Bolgeler ALA igerigi en fazla % 1.3 (B. 2018

pygmaea)

SDA igerigi igerigi en fazla% 1.9 (B.
morisiana)

Tablo 2.4. irdelendiginde, rapor edilen calismalarda dogal olarak yetisen Boraginaceae
familyas1 tiyesi Echium, Lithospermum, Anchusa, Borago, Onosma, Paracaryum,
Cynoglossum, Heliotropum, Lappula ve Lithodora cinslerine ait tiirler arasinda en yiiksek ALA
ve SDA degerleri Echium tiirlerinde tespit edilmistir [E. italicum ALA: %43.1, E. plantagineum
SDA: %15.0 (Dresler ve dig., 2017)], [E. italicum ALA: % 43.45, SDA: %15.48]. Bununla
birlikte, bitkinin farkli kisimlar1 degerlendirildiginde, coklu doymamis yag asitlerinin en fazla
bulundugu organ genelde tohum olurken, bazi ¢caligmalarda [Meyve: LA : % 20.99 (Paracayum
calycinum), GLA: % 5.99 (P. hirsitum), ALA: % 14.20 (P. paphlagonicum), Dogru-Koca ve
dig., 2016], [Yaprak: ALA % 54.4 (E. simplex). Guil-Guerrero ve dig., 2000b] bitkinin farkli
kisimlarinda da yiiksek diizeylerde yag asitleri tespit edilmistir.

Bitkisel kaynaklardan uzun zincirli doymamis esansiyel yag asitlerini elde etmek miimkiin iken
(Rubio-Rodriguez ve dig., 2010; Francisco ve dig., 2017), baz1 biyoteknolojik yontem ve
uygulamalarla tiretim miktarini arttirmak da miimkiin olabilmektedir (Rubio-Rodriguez ve dig.,
2010).

Yag asidi iiretimi ve iretim miktarmin arttirllmasina yonelik rapor edilen c¢aligmalarda;
Spirulina platensis kiiltiirlerinde diisiik sicakliklarda y-linolenik asit miktarini arttirdigs,
Escherichia coli fabF rekombinant suslarda bazi ¢oklu doymamis yag asitlerinin miktarini
arttirdigi, Mucor circinelloides kiiltiirlerinde farkli aminoasitlerin kiiltiirlere uygulanmasi
sonrasi, 6zellikle tirozin uygulamasinin bazi ¢oklu doymamis yag asitlerinin miktarini arttirdigi

Nannochloropsis sp. kiiltiirlerine UV-C uygulamasi sonrast EPA miktarim artirdigi, Chlorella
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vulgaris (mikroalg) kiiltiire uygulanan JA’nin bazi ¢oklu doymamis yag asitlerinin miktarini
artirdigi, Pichia pastoris (fungus) kiiltiirlerine TiO2 uygulamasi bazi ¢oklu doymamis yag
asitlerinin miktarini arttirdig1, mikroalglerde DHA iiretiminde oksijen kapasitesinin olumlu etki
gosterdigi, Crypthecodinium cohnii kiiltiirlerine n-dodekan, Schizochytrium sp. kiiltiirlerine
askorbik asit ilavesi DHA iiretimini olumlu yonde etkiledigi, Chlamydomonas sp. KNF0008
susunda, diisiik sicaklik ortamda kiiltiirlendiginde bazi c¢oklu doymamis yag asitlerinin
miktarint arttirdigi (Da ve dig., 2006; Ronda ve dig., 2008; Lee ve dig., 2013; Tang ve dig.,
2014; Jusoh ve dig., 2015; Sharma ve Schenk 2015; Yu ve dig., 2015; Ren ve dig., 2017; Kim
ve dig., 2018; Sun ve dig., 2018) tespit edilmistir.

Yiiksek organizasyonlu bitkilerde, Bitki Biyoteknolojisi yontem ve uygulamalari kullanilarak,
coklu doymamis yag asitlerinin iiretimiyle ilgili ¢alismalar irdelendiginde; Soya silispansiyon
kiiltiirlerine sitokin ve giberellik asit kombinasyonu uygulamasinda LA miktarin1 arttirdigi,
Maydanoz’un farkli in vitro kiiltiirlerinde ileri zaman dilimlerinde alinan 6rneklerde bazi ¢oklu
doymamis yag asitlerinin miktarmi artirdigi, Brassica napus’dan elde edilen BnDGAT?2
geninin Chlamydomonas reinhardtii’ye aktarilmasiyla ¢oklu doymamis yag asitlerinin
miktarini arttirdigi, Cereus peruvianus kallus kiiltiirlerinde, uzun siireli kallus kiiltiirlerinde LA
miktarinin arttigi, siyah frenk Gizimii (sfii) in vivo kiilltiirlerine farkli oranlarda MeJA igeren
soliisyon uygulamasinda sfii tohumlarinda GLA miktarin1 artirdigi, Jatropha curcas, kallus
kiiltiirlerinde salisilik asit uygulamasi sonrasi yag asidi miktarimi arttirdigi, Theobroma cacao
L. siispansiyon kiiltiirlerine biotin uygulamasi sonrasi baz1 ¢oklu doymamis yag asitlerinin
miktarin1 arttirdigi, Arachis hypogaea L. transgenik hatlarinda, kontrole gore bazi ¢oklu
doymamis yag asitlerinin miktarini arttirdig: (Stearns ve Morton, 1975; Lopez ve dig., 1999;
Mahalakshmi ve dig., 2013; Ahmad ve dig., 2014; Da Silva Assis Machado ve dig., 2016;
Flores ve Castillo, 2016; Parra ve dig., 2017; Wang ve dig., 2018) tespit edilmistir.

Bununla birlikte, tez ¢alismasi konusunu olusturan Echium cinsine ait tiirlerle gergeklestirilen
caligmalarda literatiirde daha ¢ok Tablo 2.3’de ifade edildigi iizere yag asidi profillerinin
belirlenmesine iligkin ¢aligmalara rastlanirken Bitki Biyoteknolojisi yontem ve uygulamalari
kullanilarak ¢oklu doymamis yag asidi tiretimi ve miktarinin arttiritlmasi ¢alismalarina sinirli

sayida rastlanmistir.

Rapor edilen ¢alismalar irdelendiginde; Echium acanthocarpum sagak koklerinde, farkli zaman

dilimlerinde alinan 6rneklerde bazi ¢oklu doymamis yag asitlerinin miktarint artirdigi, E.
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acanthocarpum A6 Desaturaz geninin transfer edildigi sagak kok kiiltiirlerinde bazi ¢oklu
doymamus yag asitlerinin miktarini arttirdigi (Sanchez ve dig., 2011; Zarate ve dig., 2016) tespit

edilmistir.

Tez calismasi kapsaminda, E. italicum L.’de bitki biyoteknoloji yontem ve uygulamalarina ek
olarak bazi1 kimyasal ve fiziksel uyaricilar kullanilarak sikonin ve tiirevleri ile ¢coklu doymamis
yag asiti liretiminin arttirilmasi hedeflenmistir. Literatiir incelendiginde prekiirsor, elisitér veya
fiziksel uygulamalar kullanilarak, farkli Boraginaceae familyasi tiiyelerinde sikonin ve
tiirevlerinin miktarinin arttirilmasi ile yine ¢oklu doymamis yag asidi liretiminin artirimina
yonelik ¢alismalar literatiirde mevcut olmakla birlikte, in vitro ortamda E. italicum L. bitkisinde
s0z konusu metabolitlerin iiretimlerinin arttirilmasina yoénelik c¢aligmalar literatiirde
bulunmamaktadir. Bu nedenle, tez ¢alismasi hem bitkisel materyal hem de uygulanan

yontemler ve uygulamalar dolayisiyla 6zgilindiir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MALZEME
3.1.1. Bitkisel Materyal

3.1.1.1. Sikonin ve Yag Asitleri Miktarlarimin Belirlenmesi Calismast Kapsamindaki

Ornekler

Ulkemizde yayilis gdsteren Echium L. cinsine ait tiirlerin sikonin ve yag asidi miktarinmn
belirlenmesine yonelik ¢alismalar donemsel olarak gerceklestirilmistir. ilk donemde, Tiirkiye
Floras1 (Davis, 1965) ve TUBIVES internet portalindan yararlanarak, cinse ait tiirlerin yayilis
gosterdigi alanlar belirlenmistir. Toplanan 6rneklerin bilimsel teshisleri Tiirkiye Florasi ve
teshisli herbaryum materyallerinden yararlanilarak gergeklestirilmistir. Cinse ait tiirlerin
toplanmasi asamasinda, arazi ¢alismalari i¢in Agustos-Eyliil-Ekim donemleri tercih edilirken,
bitkinin olgun, toprak alt1 ve toprak iistii organlarinin tam olarak toplanmasina, giiniin ilk

saatlerindeki toplama sirasinda popiilasyon 6zelligine 6zen gosterilmistir.

Sikonin ve tiirevlerinin analizleri i¢in toplanan orneklere ait detayli bilgiler Tablo 3.1°de

sunulmustur.

Yag asitleri analizleri icin ise 6rnekler, farkli cografik bolge ve belirli yiikseklikler belirlenerek

toplanmis olup detayli bilgiler Tablo 3.2’de sunulmustur.

Ayrica, sikonin ve tirevleri miktarlarinin belirleme ¢aligmalarina 6rneklerin kuru kok
miktarlari, yag asitleri ¢esit ve miktarinin belirlenmesi ¢aligmalarinda ise 6rneklerden elde

edilen tohum miktarina gore analizlerler yapilmistir.
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Tablo 3.1: Sikonin miktar1 belirlenmesinde kullanilan Echium tiirlerine ait lokalite bilgisi.

()Kl':)ek Tiir ismi GPS Kodu Y(‘&‘:ﬁ‘;k Konum ohum
o1 E. italicum ;éiiggzg 79 IStanbul_E(:\;rg\?kTOIU Havsa var
o2 E. italicum 421;:3(2):32: g 132 Edirne-K1r1|<\l/|aer\<j|l(iiYolu Inece Var
03 E. italicum 42‘;3‘3‘?4915 52 Lﬁlebg?ﬁgpizrﬁiﬁféyﬁ Var
04 E. italicum 3;:2222% 63 CorhETYe (Ez:gl\)d evki Yok
05 E. italicum 41205:23: K 63 COﬂlETiiIiliflng o Yok

27°44°45” D (iptal)

06 E. italicum ‘z‘ggggg g 12 Gelibolu-Canakkale Var
07 . plantagenium ;2:(2)3:;2: Ié 73 Canakkale Otobiis Terminali Var
08 E. italicum 32:?2;?% 111 Maniseilnsézlzilgiu:'u'rl;lisi Ceza Var
09 Ewigre  NIK gy CoumMeminYouio
o0 Ewigae < PESTK g MwlaSwesMamin g
0o11 E. vulgare iizggjgg 202 Borgka—Hgg\);at\Zr?)l u10. Km Var
012 E. vulgare 3499,;413,’185’:,% 850 Trabzon Hamsikok 10. Km Var
onEwew  STINK g Temmomevn
O14 E. vulgare 4;1;?;?;:’};( 7 Ordu-Terﬁl/lee \\/(kcilu Sakarli Var
015 E. vulgare gg;g;g 14 Termziﬁgsi\igejlglu Dal Yok
Ole  Ewigme  juiiep 1082 G eV
017 E. vulgare giz‘i’gg (1) g 562 Kastamonu Eﬁ\ﬁpm Hanond Var
018 E. vulgare 3431:2126,’111’ I; 792 Kastamé) Q;IKGZ?/?SI( Yolu Var
019 E. vulgare 3431:2126,’111’ I; 792 Kastamé) Q;IKGZ?/?SI( Yolu Var
) 41°9°317 K Kara}bﬁk-ZonguIQak Yplu

020 E. vulgare 32997°46” D 213 Sahinkaya Ti'me_:h Yenice Yok

Mevki

0n  Ewigare  Gugep 6% Kot Meve (Bol) VAT
022 . plantegineum 3;222‘5“35 17 Ispartakule Mevki-istanbul Var
023 E. italicum 3;3?:33:% 60 Liileburgaz-Kirklareli Var
024 E. italicum ig:g;:gz:g 1200 Bingdl Universitesi-Bingdl Var
025 E. italicum ig:gig: E 1800 Kuruca Gegidi-Bingol Var

Not: OS5 6rneginin, vejetatif ve generatif kisimlari bulunmadigindan 6rnek iptal edilmistir.
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Tablo 3.2: Yag asidi gesitlerinin ve miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan E.italicum 6rneklerine ait
lokalite bilgisi.

(")II;II:)ek Tiir ismi GPS Kaydi Y(lll\;(::::;k Konum DTL(I):]UUITTU
01.1 E. italicum ;g:igjgﬁ 21 Gelibolu-Canakkale Var
02.1 E. italicum ;;Zg;;ﬁ 655 Mugla-Ula Yolu Var
03.1 E. italicum ;SZTE:;‘Z:E 1220 Fethiye-Korkuteli Yolu Var
04.1 E. italicum igig;:;g:g 937 Egridir-Gelendost Yolu Var
05.1 E. italicum g?:iizﬁ 1063 Kayseri-Sorgun Yolu Var
06.1 E. italicum g;:gi;gﬁ 722 Samsun Bolu Yolu Var
07.1 E. italicum iizégg E 377 Boyabat-Hanénii Yolu Var
08.1 E. italicum ;‘(Z)Zgéﬁg 1256 Gerede-Eskipazar Yolu Var
09.1 E. italicum iizzgigz:g 1200 Bingdl Universitesi-Bingol Var
010.1 E. italicum iﬁ:ii;iﬁ 1511 Bitlis Baykan Yolu Var
011.1 E. italicum 4312:??)?; I; 1800 Bitlis Tatvan Var

Tablo 3.1°de sunulan 6rneklerin tasnifleri yapilarak analiz i¢in yeterli 6rneklerin kokleri, oda

sicakliginda 151k gérmeyen bir ortamda kurutuldu ve analiz yapilincaya kadar saklandi.

Tablo 3.2°de belirtilen Orneklerin tasnifleri yapilarak, bitki Orneklerinden (Sekil 3.1A)
tohumlarin kolay bir sekilde alinmasi i¢in kurutuldu. Kurumanin ardindan tohumlar bir elek
sisteminden gecirilerek bitkiden ayrildi. Analiz i¢in yeteri miktardaki tohum ornekleri (Sekil

3.1B) cam kavonozlara aktarilarak serin bir yerde analiz yapilincaya kadar saklandi.
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Sekil 3.1: A) E. italicum bitkisine ait, B) ¢atlatilmis ve kabuklu tohum, (Bar A; 8 cm, Bar B : 0.6 cm).

3.1.1.2. In vitro Calismalar Kapsaminda Kullanilan Tohum

In vitro ¢alismalar kapsaminda kullanilan tohumlar, kolay erisilebilirlik agisindan, 38°52°59”
K 40°52°34”D koordinatlarinda yer alan ve 1200m yiikseklikteki Bingdl Universitesi Kampiisii
igerisindeki dogal yasam ortamindan Ekim-Kasim ay1 i¢erisinde toplandi. Bitki drneklerinden
tohumlarin kolay bir sekilde alinmasi i¢in kurutuldu. Ardindan tohumlar bir elek sisteminden
gecirilerek bitkiden ayrildi. Cam kavanozlara birakilan tohumlar (Sekil 3.2) calismalarda

kullanilmak tizere +4 °C’de buzdolabinda sakland.
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Sekil 3.2: In vitro ¢alismalarda kullanilacak E. italicum bitkisine ait tohnumlar (Bar: 0.5 cm).

3.1.2. Laboratuvar Cahsmalarinda Kullamlan Sarf Malzeme ve Cihazlar

Laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 3.3’de, besi ortamlarinin

igerigine iliskin kimyasallar Tablo 3.4’de cihaz bilgileri Tablo 3.5’de sunuldu.

Tablo 3.3: Laboratuvar ¢alismasi kapsaminda kullanilan sarf malzemeleri ve bilgileri.

Kimyasal Adi Firma Ad1 Katalog No
Alkol Alkomed
Ticari gamagsir suyu [ NaOCl (ACE)] P&G -
Glisin Merck 1.04201.0100
Nikotinik asit Sigma N-0765
Tiamin HCI Sigma T-3902
Piridoksin HCI Sigma P-8666
Myo-inositol Sigma 1-3011
Agar Sigma A7921
Sukroz Sigma S5391
2,4-D (Diklorofenoksiasetik asit) Sigma S-7299
IAA (Indolasetik asit) Sigma 1-2886
KIN (Kinetin) Sigma K-3378
NAA (Naftalenasetik asit) Sigma N-0640
TDZ (Tidiazuron) Duchefa T0916.0250
BAP (Benzilaminopiirin) Sigma B-3408
Na,SO4 (Sodyum Siilfat) Sigma 239313
KCl (Potasyum Kloriir) Sigma P-5405
(NH4)2SO04 (Amonyum Siilfat) Sigma A-3920
NaH2P04.H,0 (Sodyum Fosfat) Sigma S-9638
Ca(NOs3); .4H20 (Kalsiyum Nitrat) Sigma C-2786
NHsNOz (Amonyum nitrat) Sigma A-3795
KNOj3 (Potasyum nitrat) Sigma P-8291
KH,PO, (Potasyum fosfat) Sigma P-8416

CaCl,.2H20 (Kalsiyum kloriir) Sigma C-2536
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Tablo 3.3 Devami: Laboratuvar ¢alismasi kapsaminda kullanilan sarf malzemeleri ve

bilgileri.
MgS04.7H.0 (Magnezyum siilfat) Sigma M-7899
H3BOs (Borik asit) Sigma B-9645
KI (Potasyum iyodiir) Riedel-de Haen 03124
MnSQO4.4H,0 (Mangan siilfat) Sigma M-7899
ZnS04.7H,0 (Cinko siilfat) Sigma Z-1001
Na;Mo004.2H,0 (Molibdik asit) Sigma M-1651
CuS04.5H,0 (Bakar siilfat) Sigma C-8027
CoCl,.6H,0 (Kobalt kloriir) Sigma C-2911
FeS0,.7H20 (Demir siilfat) Sigma F-8263
Na;EDTA .
(Sodyum etilendiamintetraasetik asit) Sigma 4503
HCI Sigma 320331
NaOH Sigma 221465
Petri Kab1 ISOLAB LB.1S.081.02.091
Magenta Sigma V8505
NaCl Sigma 17179
Tripton Sigma T7293
Maya Oziitii Sigma Y1625
Agrobacterium rhizogenesis ATCC CIP 104786
Asetosiringon Sigma D134406
Timentin Sigma 17778
Gamborg (Gamborg B5) Hazir Besi Ortamu Duchefa G0209.0050
Linsmaier & Skoog Hazir Besi Ortami Duchefa L0230.0050
Murashige & Skoog Hazir Besi Ortam Duchefa M0222.0050
White Hazir Besi Ortami Duchefa W0227.0050
LB (Laura Bertani) Besi Ortami Sigma L3022
Yag Asidi Standart Metil Ester (Supelco) Sigma 18919
Stearidonik Asit Metil Ester Santa Cruz Biotech. SC-361006
Tablo 3.4: Besi Ortamlarinin igerigi.
Kimyasallar LS Gamborg0  White MS SH
Na;SO,4 0 0 200 mg 0 0
KCI 0 0 65 mg 0 0
(NH4)2S04 0 134 mg 0 0 0
NaH,P0O4.H,0 0 150 mg 18.98 mg 0 0
NH4H2PO4 0 0 0 0 300 mg
NHsNO; 1650 mg 0 0 1650 mg 0
KNOs 1900 mg 2500 mg 80 mg 1900 mg 2500 mg
KH2P04 (Monobasic) 170 mg 0 0 170 mg 0
Ca(NQO3)2.4H:0 0 0 221.96 mg 0 0
MgS04.7H,0 181 mg 250 mg 720 mg 370mg 400 mg
CaCl,.2H20 440 mg 150 mg 0 440mg 200 mg
K2SO4 0 0 0 0 0

MnSO4.H,0 16,9 10 mg 504mg  169mg  10mg
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Tablo 3.4 Devam: Besi Ortamlarinin igerigi.

ZnS04.7H,0 8,6 mg
Na;M0..2H,O 0,25 mg
KI 0,83 mg
H3BO; 6,20 mg
CoCl,.6H,0 0.025 mg
CuS04.5H,0 0.025 mg
Demir Kelator
FeS04.7H,0 28 mg
Na;EDTA 37 mg
Vitamin
Glisin 0
Nikotinik Asit 0
Tiamin HCI 0.4 mg
Pridoksin HCI 0
Siikroz 30 gr
Myo-Inositol 100 mg
Agar 7gr
pH 5.8

2 mg 2.67 mg 8.6 mg 1mg
0.25mg 0,000mg 025mg 0.1mg
0.75mg 0.75 mg 0.83 mg 1mg

3 mg 1.50 mg 6.20 mg 5 mg
0.025 mg 0 0.025mg 0.1mg
0.025 mg 0.01 0.025mg 0.2mg

28 mg 2.5 mg 28 mg 20 mg

37 mg 0 37 mg 15mg

0 3mg 2mg 0

1 mg 0.50 mg 0.5mg 5mg

10 mg 0.10 mg 0.1 mg 5mg

1 mg 0.10 mg 0.5 mg 0.5mg

20 gr 20 gr 30gr 30 gr
100 mg 100 mg 100mg 1000 mg

7gr 79r 7qr T79r

5.5 5.8 5.8 5.8

Tablo 3.5: Laboratuvar ¢aligmalarinda kullanilan cihazlar ve bilgileri.

Cihaz Ad Firma Ad1 Model No Ulke
Otoklav Hirayama Hiclave HVE-50 Japonya
Calkalayici Stuart SI1500 Ingiltere
Firm Stisler SMM 6163 Tiirkiye

Etiiv ThermoScientific OGH180 ABD

Saf Su Cihazi Human Zeneer Power | Kore

pH Metre Hanna HI 110 USA
Buzdolabi Argelik 5231 NY Tiirkiye

Manyetik Karistirict Velp Velp-Are Italya
Santrifiij Eppendorf 5424-R Ingiltere

Laminar Akimli Kabin (Steril Kabin) Thermo Sci HeraGurad ABD
Hassas Terazi Sartorius BSA 224S Almanya
Termosifon Argelik G7880 Tiirkiye
Bitki Biiyiitme Odasi Genpa - Tiirkiye
Mikropipet Seti Eppendorf - Ingiltere
Mikro Filtreler (0.2 um) Sartorius Minisart Almanya
Mikro Filtreler (40-70-100-250-500 pm) PluriSelect pluriStrainer Almanya

Derin Dondurucu (-80 ‘C) Forma 8600 Thermo ABD
Fotograf Makinasi Sony DX-HX200V Japonya

Cam Boncuklu Sterilizator Steri350 Steri Isvicre
Sicak Su Banyosu MP Julaba Almanya
Liyofilizator RC101-RCT90 Jouan Almanya

Vorteks Vortex Mixer VWR ABD
Mikrodalga Firin MWT71E Samsung Malezya
Jel Elektroforezi ve Gii¢ Kaynagi MS09092879 Cleaver Ingiltere
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Tablo 3.5 Devami: Laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan cihazlar ve bilgileri.

Jel Dokiimantasyon Cihazi Chemidoc XRS* BioRad ABD
Nanodrop BioSpec-nano Shimadzu Japonya
Rotavapor R-300 Heidolph Almanya
Soxhlet Cihaz1 B-811 Buchi Almanya
Termal Dongii Cihazi PTC-200 MJ Research Amerika
Spektrofotometre UV-1800 Shimadzu Japonya

Real Time Hiicre Analizorii XCELLigence ACEA Biosciences ABD

3.2. YONTEM

3.2.1. Besi Ortamlari, BBD ve Elisitorlerin Hazirlanmasi, Malzemelerin Sterilizasyonu,

Inkiibasyon Kosullar1 ve Deney Verilerinin Hesaplanmasi

Bitki doku kiiltiirii ¢alismalar1 kapsaminda kullanilan besi ortamlarinin igerigi Tablo 3.4° de
sunulmus olup, c¢alismalar kapsaminda kullanilan besi ortamlar1 hazir besi ortami seklinde
temin edilmistir. Kullanilan besi ortamlari i¢in tabloda belirtilen degerleri karsilayan ve iiriin
katalogunda belirlenen miktar tartildi (iriin katalogunda 1 1t besi ortamina karsilik gelen miktar
verilmis olup farkli hacimlerde besi ortami1 hazirlanmasi gerek duyuldugunda, ilgili deger
orantilanarak hesaplandi). Hazirlanan besi ortamina gerekli miktarda karbon kaynagi (siikroz)
ilave edilip, besi ortamlarinin farkli amaglarla kullanilmasina yonelik ihtiya¢ duyulan BBD’ler
(Bazi1 BBD’ler ve elisitorler kimyasal yapilar1 geregi sicaktan etkilenmeleri dolayisiyla otoklav
sonrasi ilave edilmesine dikkat edilmistir) ilave edilerek, bilesenler saf su icerisinde ¢oziildii.
Besi ortaminin pH’s1 IN HCl ve/veya 1N NaOH ile 5.8’e ayarlandi. Ayrica, yar1 kati besi ortami
hazirlanmak istendiginde, pH ayarlanmasi sonrasi litre basina 6.4 gr agar ilave edildi. Besi
ortami ardindan 121 °C’de 1.2 atm basing altinda 20 dakika otoklav edilerek steril edildi. Yar1
kati olarak kullanilacak besi ortami igin, otoklav sonrasi, gerekli BBD ve/veya elisitorlerin
eklenebilmesi ve Petri/magentalara paylastirilmasi igin besi ortami steril kabin igerisinde
sogutularak kiiltiir kaplarina paylastirildi. Kiiltiir kaplarinda polimerize olan besi ortamlari
uygun sekilde sarilarak kullanincaya kadar serin ve karanlik bir ortamda saklandi. Sivi besi
ortamlar1 ise bulunduklar sise icerisinde, steril kabin igerisinde sogutuldu, ardindan sisenin

etrafi sarilarak etiketlendi ve kullanincaya kadar buzdolabinda saklandi.

BBD’ler ve elisitorlerin stoklarinin hazirlanmasi;
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KIN (Img/ml): Belirli miktar KIN tartilarak erlen igerisine alindi ardindan 1N NaOH’dan
birka¢ ml ilave edilerek final hacim dH20 eklenerek 1mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi.

Ardindan ependorf tiiplere alinarak -20 °C saklandi (Otoklav 6ncesi besi ortamina ilave edildi).

IAA (Img/ml): Belirli miktar IAA tartilarak erlen igerisine alind1 akabinde 1N NaOH’dan
birka¢ ml ilave edilerek final hacim dH>O eklenerek 1mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi.

Ardindan ependorf tiiplere alinarak -20 °C sakland1 (Otoklav 6ncesi besi ortamina ilave edildi).

NAA (Img/ml): Belirli miktar NAA tartilarak erlen igerisine alindi akabinde 1N NaOH’dan
birka¢ ml ilave edilerek final hacim dH20 eklenerek 1mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi.

Ardindan ependorf tiiplere alinarak -20 °C saklandi (Otoklav dncesi besi ortamina ilave edildi).

2,4-D (Img/ml): Belirli miktar 2,4-D tartilarak erlen igerisine alindi akabinde 1N EtOH’dan
birka¢ ml ilave edilerek final hacim dH20 eklenerek 1mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi.

Ardindan ependorf tiiplere alinarak -20 °C saklandi (Otoklav dncesi besi ortamina ilave edildi).

MeJA (Img/ml): Stogundan, ara stogu olusturacak miktar kadar hacim ¢ekildi akabinde 1N
EtOH’dan birka¢ ml ilave edilerek final hacim dH20 eklenerek 1mg/ml olacak sekilde stok
hazirlandi. Hazirlanan ara stok filtreden gegirilerek steril edildi ve steril ependorf tiiplere

alinarak -20 °C sakland1 (Otoklav sonrasi besi ortamina ilave edildi).

ABA (1mg/ml): Belirli miktar ABA tartilarak erlen igerisine alind1 akabinde 1N EtOH’dan
birka¢ ml ilave edilerek final hacim dH20 eklenerek Img/ml olacak sekilde stok hazirlandi.
Hazirlanan stok filtreden gecirilerek steril edildi ve steril ependorf tiiplere alinarak -20 °C

saklandi (Otoklav sonrasi besi ortamina ilave edildi).

AgNOs3 (Img/ml): Belirli miktar AgNOs tartilarak erlen igerisine alindi ve dH2O eklenerek
¢oziildi. Final hacim dH20 eklenerek 1mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi. Hazirlanan stok
filtreden gegirilerek steril edildi ve steril ependorf tiiplere alinarak -20 °C saklandi1 (Otoklav

sonrasi besi ortamina ilave edildi).

SC Maya Ogziitii (100 mg/ml): Belirli miktar ticari kuru instant maya tartilarak vidali sise
igerisine igerisine alind1 ve dH2O eklenerek ¢o6ziildii. Final hacim dH>O eklenerek 100mg/ml
olacak sekilde stok hazirlandi. Hazirlanan stok otoklav edildi. Otoklav sonrasi sisenin etrafi

sarild1 ve kullanincaya kadar +4 °C’de saklandi.
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DMSO: Calismada istenen miktar kadar DMSO besi ortamina otoklav sonrasi ilave edildi.

Calisma kapsaminda, basta bitki doku kiiltiiriinde kullanilan malzemeler ile diger is
paketlerinde kullanilan malzemelerin sterilizasyon islemlerinde; Cam, dH20, aliiminyum folyo,
besi ortamlar1 ve kiiltiir kaplart (Magenta GA7) gibi malzemelerin sterlizasyonu otoklavda 121
°C’de 1.2 atm basing altinda 20 dakika siiresince uygulanan programda gergeklestirildi. Doku
kiltirii  caligmalar1  kapsaminda kullanilan pens, bistliri, kasik gibi malzemelerin
sterlizasyonunda, steril kabin igerisinde konumlandirilan cam boncuklu sterilizatérde
gerceklestirildi. Alt kiiltiir islemlerinde kesme ayirma islemlerinin yapildig: filtre kagitlarinin
sterilizasyonu ise 2 kat parsomen kagidina sarildiktan sonra 180 °C’de 3 saat etiivde

gerceklestirildi.

Cimlendirme (Magenta GA7 kullanildi) ve kallus olusturma ve gelistirme (steril 9 cm. ¢apinda
Petri kaplar1 kullanildi) ¢alismalarinda, kiiltiir kaplarindaki kiiltiirlerin olas1 kontaminasyon vb.
sorunlarla karsilagilmamasi icin iki tur stre¢ filmle kapatilma saglandi. Sacak kok ve
siispansiyon kiiltiirlerinde erlenlerdeki kiiltiirlerin olas1 kontaminasyon vb. sorunlarla
karsilagilmamasi icin 2 kat steril aliiminyum folyo ile kapatildi ve {izeri iki tur stre¢ filmle
saglamlagtirildi. Antikanser c¢alismalarinda ise, genellikle tek kullanimlik malzemeler

kullanilarak ¢alismalar gerceklestirildi.

Bitki doku kdltiirii ¢alismalarinda; Yari kati1 besi ortami Petri ve Magenta GA7 kaplarina
yaklasik sirasiyla 25-30 ml besi ortam1 dokiilerek ¢alisma hacmi olusturuldu. Siispansiyon ve
sacak kok kiiltiirii calismalarinda ise ¢alismalarin tamami 250 ml erlenlerde gergeklestirildi.
Siispansiyon kiiltiirlerininin baglangicinda 100 ml taze besi ortamu, alt kiiltiir calismalarinda ise
50 ml bir 6nceki ¢alismadan gelen kiiltiir ile tizerine 50 ml taze besi ortami ilave edilerek 100
ml’lik kiiltiir ¢aligma hacmi olusturuldu. Sagak kok ¢aligmalarinda ise 100 ml taze besi ortami

calisma hacmi olarak olusturuldu.

Calisma kapsaminda, BBO’da, 151k miktar1 3000 liix, inkiibasyon sicakligi 25+2 °C, normal
fotoperiyot (16 saat aydinlik/8 saat karanlik) olarak uygulandi. Tohumlarin ¢imlendirilmesi
asamasinda veya kallus olusturma ¢alismalarinda gerektiginde karanlik ortam kiiltiir kaplarinin
151k gecirgenligi saglamayan kutularda gergeklestirildi. Siispansiyon ve sacak kok kiltiirii

caligmalarinda ¢alkalayicilar BBO’da yer alan metal platformlara yerlestirilmis olup, kiiltiir
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kaplar1 (erlenler) icin gerekli goriildiigiinde karanlik ortam, erlenlerin etrafi tamamen

aliiminyum folyo ile sarilarak saglandi.

Kallus, siispansiyon ve sacak koklerin kullanilmasiyla gerceklestirilen ¢aligmalar kapsaminda
sonuclarin degerlendirilmesinde; morfolojik c¢aligmalarla birlikte orneklerin yas ve kuru
agirliklar1 hesaplandi. Morfolojik ve sayisal degerlendirmeler her Kkiiltiir ¢alismasi igin

asagidaki sekilde gerceklestirildi.

Kallus kiiltiirlerinde gergeklestirilen galismalar sonrasi, morfolojik gézlemler kalluslarin renk
(pigmentli, pigmentsiz ve diger renk tonlari), fiziksel (dagilgan-sert) durumu izlenerek
gerceklestirildi. Yas agirliklar morfolojik degerlendirmeler sonrasi kalluslarin tartilmasi ile,
kuru agirliklar ise yaklasik bir giin 151k almayan ortamda ve oda sicakliginda kurutulduktan

sonra tartilmast ile hesaplandi.

Stispansiyon  kiiltlirlerinde  gergeklestirilen ¢alismalar sonrasi, morfolojik tespitler
slispansiyonlarin renk (pigmentli, pigmentsiz ve diger renk tonlar1) ve fiziksel yapilari
(kiimelesme durumu) gozlenerek gerceklestirildi. Yas ve kuru agirliklarin tespitinde ise,
inkiibasyon siiresi sonunda calismaya katilan her gruptaki erlenlerden yaklagik 1 ml
stispansiyon kiiltiirii 1.5 ml ependorf alinarak 5000 rpm de 6 dakika santriifiij edildi, ardindan
tiipte pelete dokunmadan maksimum hacimde siipernatant pipet yardimiyla cekilerek atildi.
Pelet, kalan minumum miktarda siipernatantla ¢oziildii ve agirligi kaydedilmis filtre kagidi
tizerine yayildi ve 1s1k gérmeyen ortamda oda sicakliginda yaklasik 30 dakika bekletildi.
Beklemenin ardindan filtre kagitlarimin tartimi1 yapilarak yas agirliklar, sonrasinda 1s1k
gormeyen ortamda ve oda sicakliginda filtre kagitlarinin kurutulmasiyla kuru agirliklar

hesaplandi.

Sacak koklerde gergeklestirilen ¢aligmalar sonrasi, morfolojik gozlemler sagak koklerin fiziksel
(parcalanma ve parcalanmama) ve besi ortamindaki renk (pigmentasyon) durumlari izlenerek
gergeklestirildi. Yas ve kuru agirliklar hesaplanirken, morfolojik gozlemler sonrasinda erlenler
igerisindeki besi ortami dokiildii, ardindan olusan sagak koklerin lizerindeki fazla miktardaki
besi ortami kurutularak yas agirlik; yas agirligi tespit edilen sagak kokler 11k gérmeyen

ortamda oda sicakliginda kurutularak kuru agirliklart hesaplandi.
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3.2.2. Tohumlarin Sterilizasyonu ve Cimlendirme Calismalar:

Tohumlarin ¢imlendirilmesi c¢alismalarinda, Kiling ve arkadaslarmin 2015; Tilkat ve
arkadaglarinin 2018 yilinda rapor ettigi, yiizey sterilizasyonu protokolii kullanild1 (Sekil 3.3A-
F). Protokole gore, tohumlar %20 lik ticari NaOCl [(ACE, Procter & Gamble), (Sekil 3.3C) ile
20 dakika ¢alkalayicida (Sekil 3.3D) ¢alkalandiktan sonra her biri 5’er dakika olmak tizere 3
defa steril distile su ile NaOCI’ nin etkisi giderilmeye ¢alisildi (Sekil 3.3E). Akabinde laminer
akimli kabin i¢inde filtre kagidi iizerine alinan tohumlar islakliklar1 giderilinceye kadar
kurutuldu (Sekil 3.3F). Islaklig1 giden tohumlar pens yardimiyla Zare ve arkadaslarinin 2011
yilinda rapor ettigi ¢alismaya gore, bitki biiylime diizenleyici icermeyen MS besi ortamina
(Murashige ve Skoog, 1962) ekildi (Sekil 3.3G,H). Besi ortamina ekilen tohumlar inkiibasyon
i¢in bitki biiylitme odasina transfer edildi. Calismada; A)Tohumlarin disindaki sert kabugu bir
kirict yardimiyla catlatilmis ve kabugundan arindirilmis (perikarp ve testasindan arindurlmas)
tohumlar kullanilarak, B) Normal fotoperiyot (aydinlik) ve karanlik ortamda ¢imlendirme

caligmalar1 gergeklestirildi. Her ¢alismada ortalama 50 tohum kullanilda.

Sekil 3.3: Tohumlarin ¢imlendirilmesi. A) Kabuklu, kabugu ¢atlatilmis ve B) kabuksuz tohumlar, C)
Tohumlarin 20 dk, %20 NaOCI ¢ozeltisinde ¢alkalanmasi D) Calkalama islemlerinin calkalayicida
yapilmasi, E) Tohumlarin 3 defa 5° er dakika steril distile suda yikanmasima, F) yiizey sterilizasyonu
yapilan tohumlarin ekilmeden 6nce laminar akimli kabinde steril filtre kagitlar1 lizerinde kurutulmast,
G) kabuklu, kabugu c¢atlatilmis, H) kabuksuz tohumlarin BBD igermeyen MS ortamina transfer
edilmesi. (Barlar; A) 0.6 cm, B) 0.6cm, C) 1cm, D) 5¢cm, E) 1cm, F) 0.9cm, G) 0.9cm, H) 0.9cm).

3.2.3. Cimlenen Tohumlardan Elde Edilen Aksenik Materyallerden Kallus

Kiiltiirlerinin Elde Edilmesi Calismalar
3.2.3.1. Kallus Kiiltiirii Olusturma Calismasi

Tez caligmas1 kapsaminda, sikonin ve tiirevleri ile yag asitlerinin {iretilmesi ve iiretiminin

arttirilmasi amaciyla kullanilan siispansiyon kiiltiirleri, ¢imlendirilen tohumlardan elde edilen
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kotiledon yapragi ve kok eksplantlarindan olusturulan kallus kiiltiirleriyle gergeklestirildi.
Calisma kapsaminda daha Once literatiirde rapor edilen ¢alismalardan elde edilen bilgiler
modifiye edilerek (Zare ve dig., 2011) farkli besi ortamlarinin ve BBD kombinasyonlarinin

kallus olusturmaya etkisi aragtirildi.

Normal fotoperiyotlu BBO’da, BBD i¢ermeyen MS besi ortaminda ¢imlendirilen tohumlardan
elde edilen kokler ve kotiledon yapraklar: (Sekil 3.4) esit biiyiikliikte alinarak Tablo 3.6’da
sunulan besi ortamlarina ekildi ve BBO’da normal fotoperiyotta (Sekil 3.5, Sekil 3.7, Sekil 3.9,
Sekil 3.11, Sekil 3.13, Sekil 3.15) ve karanlik ortamda (Sekil 3.6, Sekil 3.8, Sekil 3.10, Sekil
3.12, Sekil 3.14, Sekil 3,16) yaklasik 1 ay inkiibe edildikten sonra kallus morfolojileri ve kallus

olusum ytizdeleri hesaplandi.

Kotiledon
Yapragi

Kok

Sekil 3.4: E. italicum bitkisine ait tohumlarin in vitro ortamda ¢imlendirilmesi sonrasi olusan kotiledon
yapragi ve kok.

Tablo 3.6: Kallus tiretimi i¢in kullanilan besi ortamu tipleri.

BeS|T(i);itam1 Hormon Kombinasyonu (mg/l)
LS 2 Kin+0.2 IAA 2 Kin+0.2 NAA 2 Kin+0.2 2,4-D
% 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 kullanildi ve 3 defa tekrarlandi.
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Kok

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

Sekil 3.5: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli LS besi ortaminda ve normal fotoperiyot kosullarinda kallus tiretimine etkisi.
(Bar: 1cm).

Yaprak

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

Karanhk

Sekil 3.6: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli LS besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus {iretimine etkisi. (Bar: 1cm).
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¥ LS+2 Kin+0.2 JAA 72 LS+2 Kin+0.2 NAA ¥ LS+2 Kin+0.2 2,4-D

Aydinhk

Sekil 3.7: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli 2 LS besi ortaminda ve normal fotoperiyot kosullarinda kallus iiretimine etkisi.
(Bar: 1cm).

Yaprak

%2 LS+2 Kint0.2 IAA ¥ LS+2 Kin+0.2 NAA Y% LS+2 Kin+0.2 2,4-D

Karanhk

Sekil 3.8: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli 2 LS besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus iiretimine etkisi. (Bar: 1cm).



50

Kok

Gamborg+2 Kin+0.2 TAA Gamborg+2 Kin+0.2 NAA Gamborg+2 Kin+0.2 2,4-D

Aydinhk

Sekil 3.9: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli Gamborg besi ortaminda ve normal fotoperiyot kosullarda kallus tiretimine
etkisi. (Bar: 1cm).

Yaprak

Kok

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

Karanhk

Sekil 3.10: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli Gamborg besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus iiretimine etkisi. (Bar:
lcm).
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White+2 Kin+0.2 JAA White+2 Kin+0.2 NAA White+2 Kin+0.2 2,4-D

Aydinhk

Sekil 3.11: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli White besi ortaminda ve normal fotoperiyot kosullarinda kallus {iretimine etkisi.
(Bar: 1cm).

Yaprak

Kok

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

Karanhk

Sekil 3.12: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli White besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus tiretimine etkisi. (Bar: 1cm).
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MS+2 Kin+0.2 TAA MS+2 Kin+0.2 NAA MS+2 Kin+0.2 2,4-D

Aydinhk

Sekil 3.13: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklari ve koklerin, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli MS besi ortaminda ve normal fotoperiyot kosullarinda kallus iiretimine etkisi.
(Bar: 1cm).

Yaprak

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

Karanhk

Sekil 3.14: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli MS besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus {iretimine etkisi. (Bar: 1cm).
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Yaprak

Kok

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

Aydinhk

Sekil 3.15: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklari ve koklerin, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli SH besi ortaminda ve normal fotoperiyot kosullarinda kallus iiretimine etkisi.
(Bar: 1cm).

Yaprak

Kok

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

Karanhk

Sekil 3.16: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapraklar1 ve koklerin, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli SH besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus {iretimine etkisi. (Bar: 1cm).
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3.2.3.2. Stok Kallus Kiiltiirii Eldesi ve Kallus Gelisiminin Karakterizasyonu Calismasi

Elde edilen kalluslarin 2 mg/1 Kin ile 0.2 mg/l farkli oksin (IAA-NAA-2,4-D) kombinasyonu
destekli farkli besi ortamlarinda [LS (Linsmaier ve Skoog, 1965), LS, Gamborg (Gamborg v
dig. 1968) , White (White, 1943), MS ve SH (Schenk ve Hildebrandt, 1972)] ve karanlik ile
normal fotoperiyot kosullarinda inkiibasyonu sonrasi gelisimlerinin izlendigi ¢alismada elde
edilen veriler irdelendiginde, siispansiyon c¢alismalarinda Kkullanilabilecek nitelikte olan
kalluslar i¢in en uygun 151k yogunlugu ve besi ortami; kok kaynakli kalluslar i¢in karanlik
ortamdaki 2 mg/l Kin ile 0.2 mg/l 1AA destekli LS besi ortami, kotiledon yaprag: kaynakli
kalluslar igin ise normal fotoperiyot ve karanlik kosullarda 2 mg/l Kin ile 0.2 mg/l 2,4-D

destekli LS besi ortami olarak belirlendi.

Kallus olusturma ve gelistirme besi ortaminin belirlenmesi akabinde en uygun kosullarda
kalluslarin gelismesinin irdelenmesinin yaninda en uygun 151k yogunlugunun belirlenmesi ve
sonrasinda stok kallus kiiltiirii elde edilmesi icin kallus kiiltiirlerinin gelisimi izlendi. Calisma
kapsaminda olusturulan kallus kiiltiirlerinden elde edilen kalluslar agirliklar1 alinarak belirlenen
besi ortamlarina ekildi (Sekil 3.15), ardindan BBO’da [kotiledon yapragi (normal fotoperiyot
ve karanlik) ve kokler (karanlik) kalluslar] yaklasik 1 ay inkiibe edildikten sonra yas ve kuru

agirliklar1 hesaplandi.
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Kok

Karanhk
LS+2 Kin+0.2 IAA

Kotiledon Yaprag

Aydinhk Karanhk
LS+2 Kin+0.2 2,4-D

Sekil 3.17: Kallus olusturulmasi igin uygun besi ortamlara ekilen A. Kok ve B ve C. kotiledon
yapraklari (Barlar: 1.3 cm).

Elde edilen stok kallus kiltiirleri kullanilarak kalluslarin gelisimi ve karakterizasyonu
calismalar1 yapildi. Benzer sekilde kotiledon yapragi kaynakli kalluslar normal fotoperiyot ve
karanlik ortamda LS+2 mg/l Kin+ 0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda, kok kaynakli kalluslar ise
karanlik ortamda LS+2 mg/l Kin+ 0.2 mg/l IAA besi ortaminda inkiibe edildi (Sekil 3.16).

Kok (Karanlik) K. Yapragi (Aydinhik) K. Yapragi (Karanlk)

LS+2 mg/l Kin + 0.2 mg/l [AA LS+2 mg/l Kin + 0.2 mg/ 2,4-D

Sekil 3.18: Kotiledon yapraklari ve kok kaynakli kallus kiiltiirlerinde kallus gelisimi ve
karakterizasyonu i¢in besi ortamina ekilen kalluslar (Barlar: 1.3 cm).
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3.2.4. Olusturulan Kok ve Kotiledon Yaprag Kaynakh Kalluslardan Siispansiyon

Kiiltiirlerinin Elde Edilmesi Calismalar:

Tez ¢aligmasi kapsaminda, sikonin ve tiirevleri ile yag asitlerinin in vitro kiiltiirlerde tiretilmesi
ve bazi fiziksel ve kimyasal elisitasyon uygulamalartyla miktarimin artrilmasinda siispansiyon
kilttirleri kullanildi. Siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasi i¢in uygun nitelikte (kolay
dagilabilir) kalluslarin kullanilmasi 6nemlidir. Bu amagla, sikonin ve tiirevlerinin liretilmesinde
2 mg/l Kin ve 0.2 mg/l 1AA destekli LS besi ortaminda iiretilen kok kaynakli pigmentli
dagilabilir kalluslar, yag asitleri i¢in ise 2 mg/l Kin ve 0.2 mg/l 2,4-D destekli LS besi ortaminda
iretilen kotiledon yapragi kaynakli dagilabilir kalluslar kullanildi.

3.2.4.1. Siispansiyon Kiiltiirii Olusturma Calismast

Literatiirde sikonin ve tlirevlerinin silispansiyon kiiltiirlerinden {iretilmesinde 1518in etkisi
olumsuz olarak tespit edildiginden daha 6nce de ifade edildigi lizere kok kaynakli kalluslarin
olusturulmasinda ve ¢ogaltiminda kiiltiirler tamamen karanlik kosullarda inkiibe edildigi gibi
siispansiyon kiiltlirlerinin olusturulmas1 ve stok silispansiyon kiiltlirii elde edilmesinde de

kiltiirler tamamen karanlik kosullarda inkiibe edildi.

Yaymlanmig literatir kapsaminda, yag asitlerinin siispansiyon kiiltiirlerinde iiretilmesinde
151g1n olumlu ya da olumsuz yonde herhangi bir etkisi olmadigindan kotiledon yaprag: kaynakli
kalluslarin olusturulmasinda ve ¢ogaltilmasinda kiiltiirler hem normal fotoperiyot hem de
karanlik ortamda inkiibe edilirken, siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasi ve stok siispansiyon
kiiltiirii elde edilmesinde de kiiltiirler normal fotoperiyot ve karanlik ortamda inkiibe edildi.
Ancak, kotiledon yapraklari kaynakli kalluslarin normal fotoperiyotta inkiibasyonu, sert ve
dagilgan olmayan kalluslar meydana getirdiginden, kotiledon yapraklar1 kaynakli kalluslardan
slispansiyon kiiltiirii caligmalarinda karanlikta inkiibe edilen kotiledon yapragi kallus kiiltiirleri
kullanild1 ve siispansiyon kiiltiirleri olusturulmasi ve stok siispansiyon kiiltiirii elde edilmesinde

kiiltiirler hem karanlik hem de normal fotoperiyotta inkiibe edildi.

Siispansiyon kiiltiirleri olusturma calismalarinda, 3.2.4. bashgi altinda ifade edildigi gibi
sikonin ve tiirevlerinin iiretilmesinde 2 mg/l Kin ve 0.2 mg/l IAA destekli LS besi ortaminda
tiretilen ve ¢ogaltilan kok kaynakli pigmentli dagilabilir kalluslar, yag asitleri i¢in ise 2 mg/I
Kin ve 0.2 mg/l 2,4-D destekli LS besi ortaminda karanlik ortamda inkiibasyon sonucu iiretilen

ve ¢cogaltilan kotiledon yaprag: kaynakli dagilabilir kalluslar kullanildi. Stispansiyon kiiltiirleri
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olusturma calismasinda, dagilgan nitelikte kalluslardan her 250 ml erlene yaklasik 5 gr kadar
alinarak tizerine ayni besi ortamimin 100 ml sivi hali eklendi. Kalluslarin besi ortaminin
eklendigi erlenler gerekli kapatilma islemleri gerceklestirilerek, BBO’da 100 rpm dénme hizina
ayarl calkalayicilar iizerinde inkiibe edilerek siispansiyon kiiltiirleri baslatildi (Sekil 3.17).
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Kotiledon Yaprag:

Stok Kallus
Kiltiirleri
Karanhk Aydinhk Karanhk
LS+2 Kin+0.2 TAA LS+2 Kin+0.2 2,4-D
Yaklagik 5 gr.

Pargalanmig Kalluslar

Kok Kotiledon Yaprag:

!

Kotiledon Yaprag:

250 ml erlenlere 100
besi ortami yaklasik ve
5 gr kallus

Karanhk Aydinhk Karanhk
LS+2 Kin+0.2 JAA LS+2 Kint+0.2 2,4-D

Sekil 3.19: Kotiledon yapraklar1 ve kok kallus hatlarindan stispansiyon kiiltiirlerinin baglatilmasi. A) ve
E) Kok, B), C), F) ve G.) Kotiledon Yapraklar: (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 Siispansiyon Kiiltiir Hatlar1 Olusturma Calismasi

3.2.4.1. bashig altinda ifade edildigi tizere hem kotiledon yapragi (normal fotoperiyot ve
karanlik ortamda inkiibasyon) hem de kok (karanlik ortamda inkiibasyon) siispansiyon
kiiltiirleri baslatildi ve akabinde elde edilen siispansiyon kiiltiirlerinden stok siispansiyon
kiltirii elde edilmesi c¢alismalarina gecildi. Calisma kapsaminda ilk birkag alt kiiltiirleme
asamasi siirecinde, hiicrelerin iyi dagilmasi i¢in inkiibasyon siiresi sonunda her ay sirasiyla
steril edilmis 500pum lik, 250 pum lik ve son olarak da 100 pum lik ¢apa sahip steril celik
eleklerden siiziilerek hiicrelerin ayrilmasi saglandi. Bu ¢alismalarda kullanilan besi ortamlari,
slispansiyon olusturma calismalarinda kullanilan besi ortamlar1 ile benzer olacak sekilde

ayarlandi. Ayrica ilgili ¢calismaya ait islemler Sekil 3.20°de sunuldu.

Sekil 3.18°de verildigi tizere, siispansiyon kiiltiiriiniin baglatildig1 hatlar yaklagik 1 ay sonra
calkalayicidan alinarak 500um lik elekten gegirildi. Elekten gegirilen siispansiyonlardan 250
ml lik erlenlere 50 ml almip tlizerine 50 ml taze besi ortami ilave edilerek kapatildi ve yeniden
yaklasik bir ay BBO’da 100 rpm ayarlanmis ¢alkalayici tizerinde inkiibe edilerek siispansiyon
kiiltiirleri elde edildi. 500um lik elekten gegirilen siispansiyon hatlar1 yaklasik 1 ay sonra
calkalayicidan alinarak bu defa 250um lik elekten gegirildi. Elekten gegirilen siispansiyon
kiiltiirlerinden 250 ml lik erlenlere 50 ml alinip lizerine 50 ml taze besi ortami ilave edilerek
kapatild1 ve yeniden yaklagik bir ay BBO’da 100 rpm ayarlanmis ¢alkalayici lizerinde inkiibe
edilerek siispansiyon kiiltiirleri elde edildi. 250pum lik elekten gecirilen silispansiyon hatlari
yaklasik 1 ay sonra calkalayicidan alinarak bu defa 100um lik steril elekten gegirildi. Elekten
gegirilen siispansiyon kiiltiirlerinden 250 ml lik erlenlere 50 ml alinip tizerine 50 ml taze besi
ortamu ilave edilerek kapatildi ve yeniden yaklasik bir ay 25+2 °C BBO’da 100 rpm ayarlanmis
calkalayici tizerinde inkiibe edilerek siispansiyon Kkiiltiirleri elde edildi. Ayrica siispansiyon
kiltirii calismalarinda her elekten gecirme siireci sonrasinda hiicrelerin goriintiillenmesi

Olympus CX41 mikroskopla yapilarak, hiicrelerin varligi, konumu ve diizenleri tespit edildi.

100um lik elekten gecirildikten sonra olusturulan siispansiyon kiiltiirleri, her ay 250 ml
erlenlere 50 ml kiiltiir 50 ml besi ortami olacak sekilde alt kiiltiirlenip BBO’da 100 rpm
ayarlanmig galkalayici tizerinde yaklasik 1 ay inkiibe edilerek stok kiiltiirler elde edildi. Seri alt
kiiltiirleme sonrasi siispansiyonlarin durumlari gozlendi, gerektiginde (kiimelesme var ise)
100um lik elekten gecirilme islemleri tekrarlanarak ayni sekilde stok kiiltiir elde etme

¢alismalarina devam edildi (Sekil 3.21).
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Suspansiyon kiltirerinin olusturulmasi ‘
(100 ml besi ortami+~5 g Kallus
100 rpm de galkalama

Yaklasik bir ay sonra olusturulmus
stispansiyon kiltarlerinin
500 um lik elekten stiziilmesi

Elekten gegirilen stispansiyondan SOml
alinmasi ve tzerine 50 ml taze besi
ortami ilave edilerek yeniden
100 rpmde galkalama

Yaklasik bir ay sonra olusturulmus
stispansiyon kiltarlerinin
250 pum lik elekten stiziilmesi

Elekten gegirilen stispansiyondan 50ml
alinmasi ve tizerine 50 ml taze besi
ortamiilave edilerek yeniden
100 rpmde galkalama

Yaklasik bir ay sonra olusturulmusg v ) )
suspansiyon kulturlerinin \// 3 ////,/;//»//\)

100 um lik elekten stiziilmesi \-

Elekten gegirilen stispansiyondan 50ml
alinmasi ve tzerine 50 ml taze besi
ortami ilave edilerek yeniden
100 rpmde galkalama

v

100 pm lik elekten gegirilerek olusturulmus stispansiyonlar ayda bir
yaklasik 50 ml alinmasi ve Gizerine 50 ml taze besi ortamiilave edilerek yeniden
100 rpmde calkalanarak kok (karanlik) ve kotiledonyapragi (aydinlik ve karanlik) siispansiyon stok kalturlerinin olusturulmasi

Sekil 3.20: Kotiledon yapragi ve kok kdkenli kalluslardan baslatilan siispansiyon kiiltiirlerinden stok
stispansiyon kiiltiirlerin elde edilmesine ait sekil.
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Stok kiltirlerde kiimelegme olmas: T,
halinde yeniden 100 pum. lik elekten \
gecirilmesi Y

Elekten gegirilen siispansiyondan 50 ml
alinmasi ve tizerine 50 ml taze besi
artami ilave edilerek yeniden
100 rpmde ¢alkalama

v

100 pum lik elekten gegirilerek olusturulmus siispansiyonlar ayda bir
yaklasik S0 ml alinmasi ve Gzerine 50 ml taze besi ortami ilave edilerek yeniden
100 rpmde calkalanarak kék (karanlik) ve kotiledon yapragi (aydinlik ve karanlik) siispansiyon stok kiltiirlerinin olusturulmasi

Sekil 3.21: Kotiledon yapragt ve kok kaynakli stok siispansiyon kiiltiirlerinden kiimelesme goézlenen
siispansiyon kiiltiirlerinin yeniden elekten gegirilmesi ile stok siispansiyon kiiltiirlerinin elde edilmesine
ait sekil.

3.2.4.3. Siispansiyon Kiiltiirlerinde Optimizasyon Calismast

Her iki eksplant kaynagi i¢in stok siispansiyon kiiltiirlerinin elde edilmesiyle birlikte, sikonin
ve tiirevleri ile yag asitlerinin iiretilmesi ve miktarini arttirllmasia yonelik ¢aligmalarda, en
uygun biiyiime kosullarinin belirlenmesinde 6nemli etkenlerden birisi de ¢alkalama hizidir. Bu
nedenle hem kok hem de kotiledon yapragi kaynakli stok siispansiyon kiiltiirlerinden, her bir
calkalama hizi i¢in 5 adet 250 ml erlene alt kiiltiir zamani1 gelen siispansiyon hatlarindan 50 ml
tizerine 50 ml taze besi ortam ilave edilerek, 90-100-110 rpm farkli calkalama hizlarina sahip
calkalayicilar lizerinde BBO’da inkiibe edildi. Farkli ¢alkalama hizlar1 deneme c¢alismalarinda
kotiledon yaprag: siispansiyon kiiltiirleri normal fotoperiyot ve karanlik, kok siispansiyon
kiiltiirleri ise karanlik ortamda inkiibe edilerek en uygun ¢alkalama hiz1 yas ve kuru agirliklar

hesaplanarak tespit edilmeye caligildi.
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3.2.4.4. Siispansiyon Kiiltiirlerinde Biiyiimenin Karakterizasyonu Calismasi

En uygun, biiyiime ortami ve biiyiime kosullarinin belirlenmesinin ardindan, siispansiyon
kiiltiiriinde metabolit liretimi ve arttirnmi ig¢in en uygun elisitasyon zamaninin belirlenmesi
amaciyla, hem kok siispansiyonlar1 hem de kotiledon yaprag: siispansiyonlari i¢in biiyiime

egrisi olusturulmasi ¢aligmalarina gegildi.

Calismada, kiiltiiriin baglangici olarak kabul edilen 0. giinden itibaren her 7 giinde bir 28. giine
kadar her deneme i¢in 5 erlen olacak sekilde 250 ml erlene alt kiiltiir zamani gelen siispansiyon
hatlarindan 50 ml {izerine 50 ml taze besi ortami ilave edilerek kiiltiirler hazirlandi. Kotiledon
yaprag1 siispansiyon hatlar1 karanlik ortamda BBO’da 100 rpm ayarli ¢alkalayici tizerinde, kok
slispansiyon hatlar1 ise yine karanlik ortamda BBO’da 110 rpm ayarli ¢alkalayici tizerinde
inkiibe edildi. Biiylime egrisi hesaplanmasinda, her zaman diliminde BBO’dan alinan
stispansiyon Kkiiltlirlerinde morfolojik goézlemlerin yaninda, ornek alinarak yas ve kuru

agirliklart hesaplandi.

3.2.5. Cimlenen Tohumlardan Elde Edilen Koklerden Sacak Kok Kiiltiirlerinin Elde

Edilmesi Calismalari
3.2.5.1. Tohum Kokenli Koklerden Sacak Kok Kiiltiirlerinin Olusturma Calismasi

Tez calismas1 kapsaminda sikonin ve tlirevlerinin iiretilmesi ve sonrasinda bazi fiziksel ve
kimyasal elisitasyon uygulamalariyla miktarinin arttirilmasinda farkli bir kiiltir tipi olarak

sacak kok olusturma caligsmasi gerceklestirildi.

Cimlenmis tohumlardan elde edilen koklerden sagak kok olusturma ¢alisgmasinda, Chaudhury
ve Pal’ in 2010 rapor ettikleri ¢alisma modifiye edilerek gergeklestirildi. Agrobacterium
rhizogenes ATCC 15834 ticari olarak satin alindi. LB [%] tripton, %0,5 maya oziitii, %0,5
NaCl, pH 7,0, (Bertani, 1951)] besi ortaminda 28 °C’da inkiibe edilerek 24 saatlik taze kiiltiirleri
hazirlandi. Bu taze kiiltiirden tek koloni elde etmek amaciyla streak plate yontemi ile yar1 kati
LB besi ortamina ekim yapildi. 24 saat 28 °C’ ta inkiibe edilen Petri plaklarindan alinan tek
koloni 5 ml LB siv1 besi ortaminda OD 600 oluncaya kadar 28 °C’ ta inkiibe edildi. Bakteri
hiicreleri 3000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Supernatant dokiildi ve pelet
100 uM asetosiringon i¢eren ancak vitamin, sukroz ve bitki bliylime diizenleyicisi igermeyen

20 ml sivi Gamborg O besi ortaminda siispanse edildi. In vitro kosullarda ¢imlendirilen E.



63

italicum L. tohumlarindan olusan bitkiciklerin kokleri bu siispansiyonun igine aseptik
kosullarda aktarildi ve siispansiyon 100 rpm’de 15-20 dakika calkalayicida calkalandi.
Calkalanan eksplantlar slispansiyondan ¢ikartildi ve steril kabin i¢inde bitki dokusuna bulagan
fazla bakteriden kurtulmak i¢in steril filtre kagitlarinda bekletildi. Ardindan enfekte olan kokler
BDD i¢ermeyen Gamborg besi ortamina aktarilarak karanlik ortamda BBO’da inkiibe edildi.
Sagak kok olusumlar1 gozlendiginde (yaklasik 1 Hafta) koklerden A. rhizogenes eliminasyonu
icin bellirli bir alt kiiltiir siliresince kokler, 300 mg/ml Timentin igeren BBD igermeyen

Gamborg besi ortamina aktarilarak karanlik ortamda BBO’da inkiibe edildi.
3.2.5.2. Stok Sacak Kok Kiiltiirii Hatlar1 Olusturma Calismasi

3.2.5.1. baghiginda ifade edildigi iizere elde edilen sacak kdkler, alt kiiltiir siireci igerisinde 300
mg/l Timentin igeren BBD icermeyen Gamborg besi ortamina aktarilarak karanlik ortamda
inkiibe edildi. Inkiibasyon siireci sonunda, A. rhizogenez’in kiiltiir ortamidan tamamen elemine
edilene kadar sagak kokler 300 mg/l Timentin igeren BBD icermeyen Gamborg besi ortaminda
ayda bir periyodta karanlik ortamda BBO’da inkiibasyona devam edildi. A. rhizogenez’in kiiltiir
ortamindan tamamen elemine edilmesinden sonra sagak kokler yaklasik ayda bir periyodta
timentin igermeyen Gamborg 0 besi ortaminda ve karanlik ortamda BBO’da inkiibe edilerek

stok sacak kok kiiltiirleri elde edildi.

3.2.5.3. Stok Sacak Kék Kiiltiirlerinden S Ortamda Stok Sacak Kok Kiiltiirlerinin

Olusturulmasi ve Optimizasyon Calismasi

Sikonin ve tlirevlerinin iretilmesi ve bazi fiziksel ve kimyasal elisitasyon yontemleriyle
miktarlarinin arttirilmasi ¢alismalari siirecinde kullanilmak tizere yari kati besi ortamlarinda
cogaltilan sagak kokler sivi ortamda iiretilmesi agsamasina gecildi. Calismada, yaklasik 0.5 gr
yar1 kat1 besi ortamindan alinan sagak kokler, 250 ml erlenlere aktarilarak tizerine 100 ml sivi
Gamborg 0 besi ortami ilave edilip, ardindan gerekli kapatilma islemleri gergeklestirilerek,
BBO’da 100 rpm donme hizina ayarli ¢alkalayicilar {izerinde inkiibe edilerek sivi ortamda
sacak kok kiiltiirleri baglatildi (Sekil 3.20).
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Transforme Edilmis Koklerin Sacak Koklerin

Gamborg+300 mg/L Timentin Gamborg 0 Besi

igeren Besi Ortamina Ortaminda Alt
Alinmasi Kiiltiirden 1 Ay Sonra

Sacak Koklerin
Gamborg 0 Besi Sacak Koklerin S1ivi
Ortaminda Alt Kiiltiire ’ Gamborg 0 Besi
Allnmasi Ortamina Alinarak Sivi

Kiiltiirlerin Baslatilmasi

Sekil 3.22: Sivi ortamda sagak kok kiiltiirii olusturma. A) Sagak kokler, B) Sacak koklerin alt kiiltiiriiniin
yapilmasi, C) Stok sacak kok kiiltiirlerinin elde edilmesi, D) Siv1 sagak kok kiiltiirlerinin olusturulmasi
(Bar: 0.9 cm).

Her 1 aylik inkiibasyon siireci sonunda, s1v1 besi ortamda gogalan sagak kok kiiltiirlerinden belli
miktar alinarak benzer sekilde 250 ml erlenlere transfer edildi ve tizerine 100 ml sivi Gamborg
0 besi ortamu ilave edilip, ardindan gerekli kapatilma iglemleri gerceklestirilerek, BBO’da 100
rpm donme hizina ayarli galkalayicilar tizerinde inkiibe edilerek sivi ortamda stok sagak kok
kiiltiirleri elde edildi.

Siispansiyon kiiltiirlerinde gergeklestirilen ¢alkalama hizlarma yonelik optimizasyon
caligmalarina benzer ¢alisma sivi ortamda sagak kok kiiltiirleri olusturma calisamalarinda da

gerceklestirildi. Calismada s1vi ortamdaki sagak kok kiiltiirlerinden alinan yaklasik 0.5 gr sagak
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kokler 250 ml erlenlere aktarilarak tizerine 100 ml sivi Gamborg O besi ortamu ilave edilip,
ardindan gerekli kapatilma islemleri gergeklestirilerek, BBO’da 90-100-110 rpm dénme hizina
ayarli calkalayicilar tizerinde inkiibe edilerek farkli calkalama hizlarinin sagak kok olusumuna
etkisi tespit edilmeye calisildi. Uygulama sonrasinda, calismaya ait her bir erlen calkayici

tizerinden alinarak, morfolojik gézlemler kaydedilerek, yas ve kuru agirliklart hesaplandi.
3.2.5.4. St Ortamda Sacak Kok Kiiltiirlerinde Biiyiime Egrisi Elde Edilmesi Calismast

Sivi ortamda gergeklestirilen sagak kok kiiltlirleri olusturma, stok sagak kok kiiltiirleri
calismalar1 ve ardindan gergeklestirilen optimizasyon caligmalar1 sonrasinda, siispansiyon
kiiltirlerinde gerceklestirildigi gibi metabolit iiretimi ve arttirimi igin en uygun elisitasyon
zamaninin belirlenmesi amaciyla sivi ortamda sagak kok iiretim c¢alismalarinda biiylime egrisi
calismasi gergeklestirildi. Caligmada, her 10 giin i¢in 5’er erlen olmak tizere sivi ortamdaki
sacak kok kiiltlirlerinden alinan yaklasik 0.5 gr sagak kokler 250 ml erlenlere aktarilarak {izerine
100 ml sivi Gamborg O besi ortami ilave edilip, ardindan gerekli kapatilma islemleri
gerceklestirilerek, optimizasyon ¢alismalar1 kapsaminda en uygun ¢alkalama hizi olarak tespit
edilen 100 rpm donme hizina ayarli ¢alkalayicilar tizerinde BBO’da inkiibe edildi. Her 10 giinde
bir caligma kapsaminda hazirlanan erlenler BBO’dan alinip 30. giine kadar sagak koklerin
biiylimesi gozlenerek en uygun elisitasyon uygulama zamani tespit edilmeye caligildi. Biiyliime
egrisi hesaplanmasinda, belirlenen her zaman dilimi i¢in, ¢aligmaya ait her bir erlen grubu
calkayici iizerinden alinarak, morfolojik gozlemler kaydedildi ve akabinde yas ve kuru

agirliklar: hesaplandi.

3.2.6. Kok ve Kotiledon Yaprag Siispansiyon Kiiltiirleri ile Stvi Ortamdaki Sacak Kok

Kiiltiirlerinden Metabolit Uretimi ve Arttirimi i¢in Elisitasyon Uygulama Calismalar

Tez calismasi kapsaminda, en uygun in vitro tiretim prosesinin belirlendigi, kotiledon yapragi
ve kok silispansiyon kiiltiirleri ile sivi ortamdaki sagak kok kiiltiirlerinde bir sonraki asama,
tiretilen stok kiiltiirlerde metabolit tiretiminin (sikonin ve tiirevleri ile yag asitleri) arttirilmasi

amaciyla gesitli fiziksel ve kimyasal elisitasyon ¢aligmalar1 gergeklestirildi.

Calisma kapsaminda siispansiyon ve sagak kok Kkiiltiirlerine uygulanan elisitasyon tipi ve

miktari/stiresi Tablo 3.7’de sunuldu.
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Tablo 3.7’de yer alan kimyasal elisitérler Baslik 3.1.2°de ifade edilen sekilde hazirlanarak; stok
stispansiyon kiiltiirlerinden, 250 ml erlene 50 ml siispansiyon kiiltiirii tizerine 50 ml uygun besi
ortami (Kotiledon yaprag: siispansiyon kiiltiirleri i¢in; 2 mg/l Kin ve 0.2 mg/l 2,4-D destekli
LS, Kok siispansiyon kiiltiirleri i¢in; Kotiledon yapragi siispansiyon kiiltiirleri i¢in; 2 mg/l Kin
ve 0.2 mg/l 1AA destekli LS) ilave edilerek, sivi ortam sagak kok kiiltiirleri i¢in; 250 ml erlene
yaklasik 0.5 gr sacak kok alinarak {izerine BBD igermeyen Gamborg besi ortami ilave edildi.
Hazirlanan kiiltiirler daha sonra gergeklestirilen optimizasyon c¢aligmalar1 kapsaminda
(Kotiledon yapragi siispansiyon ve sivi ortam sagak kok kiiltiirleri 100 rpm, kok siispansiyon
kiltiirleri 110 rpm hizinda) tespit edilen hizlara ayarl ¢alkalayicilar iizerinde karanlik ortamda
BBO’da inkiibe edildi. Akabinde biiylime egrisi ¢alismalarinda tespit edilen biiylime fazi

sonunda Tablo 3.7’de sunulan elisitasyonlar ilgili zaman dilimlerinde uygulandi.

Tablo 3.7: In vitro kiiltiirlere uygulanan elisitasyon tip, miktar ve zaman tablosu.

Kiiltiir Tipi Kotiledon \.(apraél Sacgak Kok Kiiltira Kok Siispansiyon
Siispansiyon
Uygulama Zamani Uygulama Zamani Uygulama Zamani
Elisitasyon Tipi (Saat) (Saat) (Saat)
0 12 | 24 | 48 0 12 | 24 | 48 0 12 | 24 | 48
Kontrol X X X X X X X X X X
Soguk (+4°C) X | x| x X | x| x
ABA (0.1 mg/1) X | x| x X | X | x
ABA (0.5 mg/1) X | x| X X | X | x
DMSO (%0.1) X | x| x X | X | x
DMSO (%0.2) X | x| X X | X | X
MelA (5 uM) X | x| x X | x| x X
MelA (10 pM) X | x| x X | x| x X
Maya Oziitii (100 mg) X
Maya Oziitii (200 mg) X
AgNOs (4 mg) X
AgNO; (8 mg) X

Tablo 3.7’ de ifade edilen ¢aligmalar sonrasinda uygulama kapsaminda yapilan her ¢aligma

grubu icin erlenlerdeki kiiltiirlere yonelik morfolojik ve sayisal gézlem gergeklestirildi.

Elisitasyon uygulamasi sonrasi, slispansiyon kiiltiirlerinde morfolojik gézlem sonrasinda yas ve
kuru agirlik hesaplandi. Morfolojik ve sayisal gdzlem sonrasinda geriye kalan 6rnekler, kaba
filtre kagitlarindan gegcirilerek besi ortami uzaklastirildi aradindan, oda siacakliginda karanlik

ortamda kurutularak metabolit tipi ve miktar1 analizleri i¢in saklandi.
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Elisitasyon uygulamasi sonrasi sivi ortamdaki sagak kok kiiltiirlerinde morfolojik gézlem
sonrasinda Yyas ve kuru agirlik hesaplandi. Kuru agirliklar tespit edilen sagak kokler metabolit

tipi ve miktar1 analizleri i¢in saklandi.

3.2.7. In vivo Bitki Kisimlarindan ve In vitro Kiiltiir Uygulamalarinda Sikonin ve

Tiirevlerinin ile Yag Asidi Tipi ve Miktarlarinin Belirlenmesi Calismalari

Tez calismasi1 kapsaminda, Tablo 3.1 (Kok) ve Tablo 3.2 (Tohum) kapsamindaki yer alan
orneklerden analiz i¢in yeterliligi g6z oniinde bulundurularak, sikonin ve tiirevleri ile yag asidi

tipi ve miktarlari tespit edildi.

3.2.7.1. In vivo ve In Vitro Kok Orneklerinden (Kik Siispansiyon ve Sacak Kok Kiiltiirleri)

Sikonin ve Tiirevlerinin Miktarlarimin Belirlenmesi Calismast

Tablo 3.1’de yer alan ve tiir tespiti yapilmis olan Echium cinsine ait tiirlerden analiz igin yeteri
kadar kok elde edilen ornekler (Tablo 3.8) ile, Baslik 3.2.6 kapsamindaki ¢alismalardan (Kok
Siispansiyon ve S1vi Ortam Sagak Kok Kiiltiirii Elisitasyon Calismalari) elde edilen 6rneklerden
sikonin ve tiirevlerinin tespiti ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in; analizi yapilacak yeteri kadar
ornek (~1 gr) tartildi, tartim sonrasi ornekler sirayla kloroformda ektrakte edildi. Evaporator
kullanim1 yapilarak kloroform uzaklastirildi. Kloroform ugurulduktan ekstrakt diklorometanda
birakildi. Ardindan Hekzan:Etil Asetat (8.5:1.5) ¢oziicii sisteminde ITK ile analiz yapilds.
Gerekli madde miktarina ulagilmasinin ardindan Hekzan:Etil Asetat (8.5:1.5) sistemiyle
preparatif ITK kullanilarak maddeler saflastirildi ve tartimlar1 yapilarak oranlar hesaplandh.
Orneklerden madde miktari tespiti yapilirken, analize alinan drnek miktarina gore elde edilen

miktarlar arasinda oranlama yapildi.

Prepartif iTK sonrasinda saflastirilan maddelerin tanimlamasi standartlara gére yapilirken,
gercek yapilarinin tanimlanmasi icin yiiksek oranda materyel iiretilerek (sagak kok) NMR da

yap1 analizi gerceklestirildi.

Ayrica, gergeklestirilen ¢alismaya ait sekil Sekil 3.23” de sunuldu.
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Tablo 3.8: Dogal ortamda yetisen Echium cinslerinden elde edilen kuru kok miktarlart ve lokalite

bilgileri.
> . . Kuru Kok
Ornek  riir fsmi GPSKodu  Yukseklik Konum Miktar1
No (Metre) (gn)
.. . 41°40°45” K Edirne-Kirklareli Yolu Inece
02 E. italicum 27902°48” D 132 Mevki 2.97
.. - 41°24°59” K Liileburgaz Saricaali Koyii
03 E. italicum 27°13°14” D 52 Taskdprii Mevki 3.34
.. - 41°05°23” K Corlu Yenice Mevki
04 E. italicum 2794445 63 (Tekirdag) 2.24
. ot 40°38’50” K :
06 E. italicum 26°50°33” D 12 Gelibolu-Canakkale 3.30
.. . 40°09°19” K .. .
o7 . plantagenium 26°27°26” D 73 Canakkale Otobiis Terminali 10.11
.. 40°36°45” K Corum-Merzifon Yolu 10.
09 E. vulgare 35°05°40” D 1080 Km 3.22
- 40°43°53” K Magcka Siimela Manastiri
010 E e 39°38°10” D 2 Yolu (Trabzon) 0.96
. 41°22°49” K Borgka-Hopa Yolu 10. Km
011 E. vulgare 41°35°40” D 202 (Artvin) 3.63
% 40°43°8” K -
012 E. vulgare 39°31°15” D 850 Trabzon Hamsikok 10. Km 5.37
. 41°6’18” K Trabzon-Giresun Yolu
013 E. vulgare 39°24°47” D 15 Carsibas1 Mevki 2.45
. 41°9’39” K Ordu-Terme Yolu Sakarli
014 E. vulgare 3795°6” D 7 Mevki 491
. 41°13°15” K Terme-Samsun Yolu Dal
015 By ulgare 36°50°57” D 14 Bahce Mevki 5.98
- 41°16’1” K Kastamonu-Karabiik Yolu
018 E. vulgare 33992°11” D 792 Gemi Mevki 7.06
.. 41°16’1” K Kastamonu-Karabiik Yolu
019 E. vulgare 33992°11” D 792 Gemi Mevki 2.74
41°931” K Karabiik-Zonguldak Yolu
020 E. vulgare 097> A £ 213 Sahinkaya Tiineli Yenice 3.73
32°27°46” D .
Mevki
024 E. italicum 38°52°597 K 1200 Bingd! Universitesi-Bingdl 14.6

40°52°34” D
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Ogitiilen
In Vivo Kok/Kok Omeklerin
. L Tartilmasi .
SuspanﬁlyomSaqak Ogiitiilmiis ve Tartim1 Yapilmig Coziiciiniin Uzaklastirlmast
Kok Omeklerin Orneklerin Kloroform Icerisinde
Ogiitiilmesi Ekstraksiyonu (30 °C)

Ardindan Ayrimi Yapilan
4mm  Orneklerin Preratif ITK <mm |
ile Saflastirilmasi

Elde Edilen 1
Maddelerin Tartilmas1

Yap1 Analizi igin NMR

ITK da Ekstraktin
Hekzan:Etil Asetat (8.5-1.5)
Analiz

Sekil 3.23: Orneklerden sikonin ve tiirevlerinin tespitine ve miktar tayinine yonelik sekil.

3.2.7.2. Tohum ve In Vitro Kotiledon Yaprag: Siispansiyon Kiiltiirlerinde Toplam yag ve
Yag Asidi Miktarlarinin Tespiti Calismalar:

Tablo 3.2°de yer alan Ornekler lizerinden dogu bati1 kuzey giiney ile farkli yiiksekliklerden
toplanan tohum (3 gr) (Tablo 3.9) ve kotiledon yaprag: siispansiyon kiiltiirlerine yonelik
calismalarda kullanilan ornekler (1 gr), ogitiiciiden gegirilerek tartildi (W1). Soxhlet
ekstraksiyon sisteminde yer alan numune kaplarinin darasi (W2) alindi. Ardindan, soxhlet
siteminde yer alan kartuslara alinan Ornekler, toplama kaplarina 100 ml hekzan birakilarak
sistem 4 saat ekstraksiyon, 30 dakika yikama ve 45 dakika kurutmaya programlanarak
calistirildi. Ekstraksiyon sonrasinda toplama kabinda elde edilen yagdan hekzan kalintisi
olmamasi i¢in ¢eker ocakta bekletildi. Hekzanin u¢tugundan emin olduktan sonra toplama kab1
yeniden tartilarak (W3) olusan yag miktar1 ve yag yiizdeleri %0il = [(W3 — W2)/W1] x100
esitligi kullanilarak hesaplandi.

Orneklerden elde edilen yaglarin analizi igin metil esterleri olusturuldu. 100 mg'lik 6rnek 20
mL'lik bir deney tiipiinde tartildi. Ornek 10 ml'lik hekzanda ¢oziildii. Metanol igerisine 100
puL'lik 2N potasyum hidroksit (100 mL'de 11.2 g) eklendi. 30 sn siireyle vortekslendi ve
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santrifiij edildi. 2 ml siipernatant alindi. Standartlar i¢in hazir metil ester formlar1 satin alindi.
Yag asitleri metil esterleri standardi olarak Supelco 18919 (Standart C4-C24 yag asitlerini igerir
ve %2- %4 nispi konsantrasyona sahiptir) kullanildi. Bu karigim 100 mg'lik saf karisim halinde
elde edildi. Kullanimdan 6nce 6rnegin tamami 10 ml' lik hekzanda seyreltilmistir. Standart 3
farkli konsantrasyonda cihazda analiz edilerek standartize edilmistir. Ardindan GC-MS

sisteminde analiz edilmistir.

Tablo 3.9: Dogal ortamda yetisen Echium italicum tiirlerinden elde edilen tohumlar ve lokalite bilgileri.

Oﬁfk Aksesyon Tiir Ismi GPS Kaydi Y(T\;(Z:::;k Konum

01.1 Al E. italicum 3(6)2421;3§§ 21 Gelibolu-Canakkale
021 C2(a) E. italicum ;;Zg;; I; 655 Mugla-Ula Yolu
03.1 C2(b) E. italicum ;g:‘:zjgg 1220 Fethiye-Korkuteli Yolu
04.1 B3 E. italicum igzg;;gg 937 Egridir-Gelendost Yolu
06.1 A6 E. italicum ;‘;Zgi;gg 722 Samsun Bolu Yolu
07.1 A5 E. italicum iii;ggg E 377 Boyabat-Hanénii Yolu
09.1 B8 E. italicum jg:g;:;i:ﬁ 1200 Bingdl Universitesi-Bingdl
010.1 B9 (a) E. italicum ii:gi;ig 1511 Bitlis Baykan Yolu
011.1 B9 (b) E. italicum 3828’57 K 1800 Bitlis Tatvan Yolu

42°10°15” D
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Orneklerden yag asidi elde edilmesine yonelik sekil Sekil 3.24’de ile GC-MS kosullar1 Tablo
3.10’da sunuldu.

. Ogiitillen Orneklerin
Tartilmasi
Tohum/Kotiledon

Ogiitiilmiis ve Tartim1
Yapilmis Orneklerin Hekzan
Icerisinde Ekstraksiyonu

Yapragi Stuispansiyon
Omeklerin Ogiitiilmesi

!

Omeklerden Elde Edilen
Yag Miktarlarinin
Hesaplanmasi ve

Esterlestirme

GC-MS Analizi

Sekil 3.24: Orneklerden yag eldesine, tiplerinin ve miktarlarinin belirlenmesine yonelik diagram.

Tablo 3.10: GC-MS cihazi bilgileri ve deney kosullar

Kromatografik Sistem

Agilent 6890 GC

Inlet Split

Detektor 5973 MSD

Autosampler Agilent 7683

Liner Split liner (p/n 5183-4647)

Kolon 60 m x 0.25 mm ID, 0.15 pm DB-23 (J&W 122-2361)

Deney Kosullar:

Inlet Sicaklig 250°C

Enjeksiyon Hacmi 1 uL

Split Oran1 1/50

Tastyict Gaz Helyum

Basing 230 kPa devamli basing (50°C'de 33 cm/s)

Firm Sicakligt 50°C, 1 dk, 25°C/dk ila 175°C, 4°C/dk ila 230°C, 5
dk.

Detektor Sicakligi 280°C

Detektor Gazlari Helyum takviye gaz 30 mL/dk.
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3.2.8. In Vitro Kiiltirlerden Elde Edilen Ekstraktlardan Antikanser Aktivite

Belirlenmesi Calismalar:

Tez galismasi kapsaminda sivi ortamda sagak kok kiiltiirlerine uygulanan fiziksel ve kimyasal
elisitasyon sonrasinda, kontrol gruplarina gére 10 puM MeJA nin 24 saat uygulamasinin
gergeklestirildigi 6rneklerde yiiksek miktarda sikonin tiirevlerinin (En Yiiksek Artig Tiirev 3:
Izovaleril/2 Metilbiitiiril Sikonin) olustugu tespit edildi. Preperatif ITK sonras1 elde edilen
Tiirev-3 doz ve zamana bagli proliferasyon analizleri meme kanseri hiicrelerinde
degerlendirildi. Tiirev-3’iin kanser hiicrelerinde etkisinin tespiti i¢in, metastatik olmayan
Luminal tip meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7 ve kemoterapiye direngli, metastatik
karakterli bazal tip MDA-MB-231 hiicre hatlar1 kullanildi. Proliferasyon analizleri ger¢ek
zamanli impedansa dayali 6l¢iim yapan Xcelligence cihazinda (Real Time Cell Analyzer-
ACEA) 80 saat stireli olarak ve her 15 dakikada bir hiicre indeksinin dl¢iimii kayit edilerek,
hiicrelerin analizi gercgeklestirildi. Madde uygulanmasindan 24 saat 6nce MCF-7 hiicreleri
10x103hiicre/kuyu ve MDA-MB-231 7500 hiicre/kuyu olarak ekildi. Hiicrelerin yapismasini
takiben 24. saatte Tirev-3 kuyulara sadece besiyeri iceren kontrol, besiyeri ve en yiiksek
konsantrasyona sahip Tiirev-3 igerdigi konsantrasyonda (1/5000) DMSO igeren kontrol
besiyeri ve 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 uM final konsantrasyonlarda Tiirev-3 i¢eren besiyerleri hiicrelere
eklendi. Tiirev-3 uygulamasina bagli hiicre proliferasyonundaki degisim kontrol grubuna gore

belirlendi.
3.2.9. istatistiksel Analizler

Tez kapsaminda gercekletirilen ¢aligmalar, tesadiif bloklart deneme desenine gore yapildi. Elde
edilen sonuglardaki degiskenlikleri tespit etmek igin analizler SPSS 19.0 paket programi
kullanilarak gergeklestirildi. Ilgili is paketi kapsamindaki ¢aligmalarda elde edilen sonuglar
arasindaki farkliliklarin  belirlenebilmesi i¢in veriler ANOVA programina yiiklendi.
Gergeklestirilen ¢aligmalar arasindaki farklar P<0.05 seviyesinde Duncan ¢oklu karsilastirma

testine gore, oransal veriler ise, Ki kare (y2 ) testi ile hesaplandi.
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4. BULGULAR

41. TOHUMLARIN YUZEY STERILIZASYONU ve CIMLENDIRILMESINE
YONELIK CALISMALAR

Tohumlarin yiizey sterilizasyonunda Kiling ve arkadaslarmin 2015 yilinda rapor ettikleri
calismada basaril1 bir sekilde sonug veren protokol kullanildi. 3.2.2. bashig: altinda ifade edilen
sterilizasyon protokolii dis sert kabugu (perkarp ve testa) bulunan, dis sert kabugu catlatilmis
ve dis sert kabuktan arindirilmis tohumlara uygulandi. Tohumlar ¢imlenme i¢in herhangi bir
BBD icermeyen MS besi ortamina ekilerek, BBO’da inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi boyunca
tohumlarin gelisimi izlendi. Yaklasik bir ay sonra tohumlarin ¢imlenmesi ile ilgili morfolojik
gozlemler alinarak Sekil 4.1°de, sayisal veriler alinarak istatistiksel olarak hesaplandi ve Tablo

4.1’de sunuldu.

Sekil 4.1: BBD igermeyen MS besi ortamina aktarilan A) kabuklu, B) kabugu catlatilmis ve C) kabuksuz
tohumlarin inkiibasyonu sonrasi ¢imlenen tohumlarin gériintiileri (Bar: 1cm).

Sekil 4.2: A) Cimlenmis tohumlar ve B) ¢imlenmis tohumlara (2.5 haftalik) ait kdklerin goriintiileri.
(Bar: 1cm).
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Tablo 4.1: Farkli tipte ekilen tohumlarin ¢imlenmeye etkisi.

. . Enfeksiyon Yiizdesi Cimlenme Yiizdesi
Ekilen Tohum Tipi (%) (%)
Kabuklu 15.00 a 10.00 ¢
Kabugu Catlatilmis 10.00b 25.00b
Kabuksuz 5.00c 95.00 a

*Her bir denemede 50 adet tohum kullanilmis ve 3 defa tekrar edilmistir.

Tablo 4.1 irdelendiginde, uygulanan sterilizasyon metodunun her {i¢ tohum tipi i¢in de uygun
oldugu tespit edilirken, kabuksuz tohumda diger tohum tiplerine gore en az oranda (%)5)
enfeksiyon hesaplandi. Cimlenme yiizdeleri degerlendirildiginde, sert kabugundan arindirilmis
olan tohumlarin ¢imlenme orani (%95) diger tohum tiplerine gore belirgin diizeyde yiiksek
olarak hesaplandi. Bununla birlikte, kabuksuz tohumlarda g¢imlenmenin, tohumlarin besi
ortamina ekimi itibariyle yaklasik 1 hafta i¢inde basladigi tespit edildi. Morfolojik olarak
irdelendiginde ise, kabuklu ve kabugu catlatilmis olan tohumda her ne kadar ¢cimlenme gozlense
de, gelisimin yavas oldugu kabuksuz tohumlarda ise g¢imlenme giiglii olurken ¢imlenen

tohumlardan yiiksek oranda kok olustugu tespit edildi.

Farkli uygulama tiplerinin ¢imlenme iizerine olan etkisi gozlendikten sonra, 15181n ¢imlenme
tizerine etkisi arastirildi. Kabugu kirilmis olan tohumlarin, Kiling ve arkadaslarinin 2015°de ve
Tilkat ve arkadaglarinin 2018’de tohum sterilizasyonunda kullandiklar1 metotla yiizey
sterilizasyonu gergeklestirildi. Sterilizasyonu gergeklestirilen tohumlar BBD igermeyen MS
besi ortamina ekilerek, BBO’da inkiibe edildi. Yaklasik bir ay sonra tohumlarin ¢gimlenmesi ile
ilgili morfolojik gozlemlere dayanarak (Sekil 4.3°de), sayisal veriler alinip istatistiksel olarak

hesapland1 ve Tablo 4.2’de sunuldu.

Sekil 4.3: A) Normal fotoperiyot ve B) karanlik ortamda inkiibe edilen tohumlarin ¢imlenmesine ait
gortintiiler (Bar: 1cm).
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Tablo 4.2: Isigin ¢imlenmeye etkisi.

. Enfeksiyon Yiizdesi Cimlenme Yiizdesi
Cimlenme Ortamm (%) (%)
Normal Fotoperiyot 5.00a 95.00a
Karanhk 5.00 a 90.00a

*Her bir uygulamada 50 adet tohum kullanildi ve 3 defa tekrar edildi.

Tablo 4.2. irdelendiginde, hem karanlikta hem de normal fotoperiyotta ¢imlendirilen
tohumlarda enfeksiyon ylizdesi (%5) benzerlik gdsterirken, ¢imlenme oraninda ise karanlikta
%90, normal fetoperiyotta ise %95 olarak hesaplanirken, ¢imlenme yiizdelerinde istatistiksel
bir fark gozlenmedi. Morfolojik olarak irdelendiginde, karanlikta ve normal fotoperiyotlu
ortamda her ne kadar ¢imlendirme ylizdelerinde istatistiksel olarak benzerlik vardir. Karanlikta
¢imlenen tohumlardan elde edilen bitkilerde kotiledon yapragi rejenerasyonu gozlenmezken,
aynt zamanda etiyole bitkiler elde edildi. Yag asidi lretimi caligmalarinda, kotiledon
yapragindan elde edilecek kalluslar kullanilacagindan, tohumlarin ¢imlendirme ¢aligmalarinin

normal fotoperiyotta gergeklestirilmesine karar verildi.

4.2. CIMLENDIRILEN TOHUMLARDAN ELDE EDIiLEN KOK VE KOTILEDON
YAPRAGI EKSPLANTLARINDAN KALLUS OLUSTURULMASINA YONELIK
CALISMALAR

4.2.1. Kok ve Kotiledon Yapragi Eksplatlarmin BBD Destekli Farkh Besi
Ortamlarinda ve Normal Fotoperiyot ile Karanlik Kosullarda inkiibasyonu Sonrasi

Kallus Olusturma Calismalan

Uygun besi ortami ve kosullarda ¢imlendirilen tohumlardan elde edilen kok ve kotiledon
yapragi eksplantlar1 Tablo 3.6.” ifade edilen besi ortamlarina transfere edilerek, karanlik ve

normal fotoperiyoda ayarlanmig BBO’da inkiibe edildi.

Koklerin ve kotiledon yapraklarinin BBO’da yaklasik bir ay sonraki inkiibasyonu ardindan,
kallus olusumu ile ilgili morfolojik gézlemler alinarak, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7,
Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.1, Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15,’de,
sayisal veriler alinarak istatistiksel olarak hesaplandi 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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Kok

LS+2 Kin+0.2 JAA LS+2 Kin+0.2 NAA LS+2 Kin+0.2 2,4-D
Aydinhk

Sekil 4.4: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli LS besi ortaminda ve normal fotoperiyod kosullarinda kallus olusumu. (Bar:
lcm).

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

Karanhk

Sekil 4.5: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli LS besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus olusumu. Kirmizi ok pigmentli
kallus (Bar: 1cm).
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Tablo 4.3: LS besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen kallus miktar1 ve tipleri.

Kallus (%0)
Normal Fotoperiyot Karanhk
Pigmentsiz Pigmentli Pigmentsiz Pigmentli
Kok K. Yapragi Kok K. Yapragi Kok K. Yapragi Kok K. Yaprad

Besi Ortamm Tipi (mg/1)

LS+2 Kin+0.2 IAA 55¢ 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 kullanildi.

Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 ile Tablo 4.3’ irdelendiginde, farkli BBD kombinasyonu (2,4-D harig)
destekli LS besi ortaminda normal fotoperiyotta inkiibe edilen eksplantlardan elde edilen
kalluslar genel olarak sert, karanlik ortamda inkiibe edilen eksplantlardan ise az sert iyi kirilgan
tipte kallus olusumu gozlendi. Genel olarak 2,4-D destekli LS besi ortaminda ve karanlikta
inkiibe edilen eksplantlardan ise yumusak tipte kallus olusumu goézlendi. Pigmentli kallus
olusumu IAA, NAA ve 2,4-D destekli LS besi ortaminda ve karanlik ortamda inkiibe edilen
kok eksplantlarinda gézlenirken, farkli BBD kombinasyonlari destekli LS besi ortaminda ve
normal fotoperiyot ile karanlikta inkiibe edilen hem kok hem de kotiledon yaprag
eksplantlarinda ise pigmentsiz kallus olusumu gozlendi. Bununla birlikte, LS+2mg/l Kin+0.2
mg/l 2,4-D besi ortamda ve normal fotoperiyotlu ortamda inkiibe edilen kotiledon
yapraklarindan bitki rejenerasyonu meydana geldigi gézlendi. Ayrica, LS+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA besi ortaminda ve normal fotoperiyotta, LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l IAA ve LS+2mg/l
Kin+0.2 mg/l NAA besi ortamlarinda ve karanlik ortamda inkiibe edilen kok eksplantlarinda
tilysii kok olusumu goézlendi. Kallus olusumuna yonelik elde edilen sayisal veriler istatistiki

olarak degerlendirildiginde;

Normal fotoperiyot ortaminda;

Hem kok hem de kotiledon yapragi eksplantlarindan pigmentli kallus tiretimi gozlenmedi.

Pigmentsiz kallus tiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; LS+2mg/l Kin+0.2 mg/1
IAA besi ortaminda (%55-%40), LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortaminda (%75-%80),
LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda (%85-%100) olarak hesaplandi. BBD destekli
LS besi ortamlarinda inkiibe edilen kok ve kotiledon yapragi eksplantlarindan kallus olusumlari

arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi.
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Karanlik ortamda;

Pigmentli kallus iiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirastyla; LS+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA besi ortaminda (%70-%0), LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortaminda (%12-%0),
LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda (%10-%0) hesaplandi. Kok eksplantlarinin NAA
ve 2,4-D destekli LS besi ortamlarinda inkiibasyon sonrasi kallus olusumu ile IAA destekli LS
besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit
edildi.

Pigmentsiz kallus iiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; LS+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA destekli besi ortaminda (%30-%100), LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA destekli besi
ortaminda (%70-%70), LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortaminda (%90-%100)
olarak hesaplandi. Kok eksplantlarinin BBD destekli LS besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi
kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, Kotiledon yapragi
eksplantlarmin IAA ve 2,4-D destekli LS besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi Kkallus
olusumu ile NAA destekli LS besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda

istatistiksel olarak fark tespit edildi.
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¥ LS+2 Kin+0.2 JAA 72 LS+2 Kin+0.2 NAA % LS+2 Kin+0.2 2,4-D

Aydinhk

Sekil 4.6: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli %2 LS besi ortaminda ve normal fotoperiyot kosullarinda kallus olusumu. (Bar:
lcm).

Yaprak

% LS+2 Kint+0.2 IAA ¥, LS+2 Kin+0.2 NAA % LS+2 Kin+0.2 2,4-D
Karanhk

Sekil 4.7: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli ¥ LS besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus olugumu (Bar: 1cm).
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Tablo 4.4: ' LS besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen kallus miktar1 ve tipleri.

Kallus (%0)
. . . Normal Fotoperiyot Karanhk
Besi Ortam Tipi (mg/) Pigmentsiz Pigmentli Pigmentsiz Pigmentli
Kok K.Yapragi Kok K. Yapragi Kok K. Yapragi Kok K. Yaprag
2 LS+2 Kin+0.2 TAA 65b 75a - 100a 25¢ 50a 15b
% LS+2 Kin+0.2 NAA  100a 65b - - 100a 50b 25b 25a
%% LS+2 Kin+0.2 2,4-D  100a 65b - - 100a 90a -

Her denemede ortama 20 eksplant kullanildi.

Sekil 4.6 ve Sekil 4.7 ile Tablo 4.4’1 irdelendiginde, farkli BBD kombinasyonlari (2,4-D harig)
Y% LS besi ortaminda normal fotoperiyotta inkiibe edilen eksplantlardan elde edilen kalluslar
genel olarak sert, karanlik ortamda inkiibe edilen eksplantlardan ise orta sert tipte ve az kirtllgan
kallus olusumu gozlendi. 2,4-D destekli Y2 LS besi ortaminda ve karanlikta inkiibe edilen
eksplantlardan ise yumusak tipte kallus olusumu gozlendi. Pigmentli kallus olusumu IAA ve
NAA destekli % LS besi ortaminda ve karanlik ortamda inkiibe edilen kok ve kotiledon yapragi
eksplantlarinda gozlenirken, farkli BBD kombinasyonlar: destekli 2 LS besi ortaminda ve
normal fotoperiyot ile karanlikta inkiilbe edilen hem kok hemde kotiledon yapragi
eksplantlarinda ise pigmentsiz kallus olusumu goézlendi. Bununla birlikte, 1AA ve 2,4-D
destekli %2 LS besi ortamda ve normal fotoperiyotlu ortamda ile IAA ve NAA destekli %52 LS
besi ortaminda ve karanlikta inkiibe edilen kotiledon yapraklarindan bitki rejenerasyonu
meydana geldigi gozlendi. Ayrica, IAA ve NAA destekli Y2 LS besi ortaminda ve normal
fotoperiyot ile karanlik ortamda inkiibe edilen kok eksplantlarinda tiiysii kok olusumu gézlendi.

Kallus olusumuna yonelik elde edilen sayisal veriler istatistiki olarak degerlendirildiginde;
Normal fotoperiyot ortaminda;
Hem kok hemde kotiledon yapragi eksplantlarindan pigmentli kallus tiretimi gézlenmedi.

Pigmentsiz kallus tiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; %2 LS+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA besi ortaminda (%65-%75), Y2 LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortaminda (%100-%65),
¥ LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda (%100-%65) olarak hesaplandi. Kok ve
kotiledon yaparagi eksplantlarinin NAA ve 2,4-D destekli %2 LS besi ortaminda inkiibasyonu
sonrast kallus olusumu ile TAA destekli 2 LS besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus

olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi.



81

Karanlik ortamda;

Pigmentli kallus tiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; %2 LS+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA besi ortaminda (%50-%15), 2 LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortaminda (%25-%25),
Y2 LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda (%0-%0) hesaplandi. Kok ve kotiledon
yapragi eksplantlarinin IAA ve NAA destekli besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi kallus

olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi.

Pigmentsiz kallus iiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; %2 LS+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA destekli besi ortaminda (%0-%25), Y2 LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA destekli besi
ortaminda (%100-%50), Y2 LS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortaminda (%100-%90)
olarak hesaplandi. Kok eksplantlarinin BBD destekli besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi
kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilmezken, kotiledon yapraklarinin
BBD destekli besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda istatistiksel
olarak fark tespit edildi.
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Gamborg+2 Kin+0.2 JAA Gamborg+2 Kin+0.2 NAA Gamborg+2 Kin+0.2 2,4-D

Aydinhk

Sekil 4.8: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli Gamborg besi ortaminda ve normal fotoperiyot kosullarinda kallus olusumu
(Bar: 1cm).

Yaprak

Gamborg+2 Kin+0.2 TAA Gamborg+2 Kin+0.2 NAA Gamborg+2 Kin+0.2 2,4-D

Karanhk

Sekil 4.9: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli Gamborg besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus olusumu (Bar: 1cm).
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Tablo 4.5: Gamborg besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen kallus miktar1 ve tipleri.

Kallus (%0)
. . . Normal Fotoperiyot Karanhk
Besi Ortam Tipi (mg/) Pigmentsiz Pigmentli Pigmentsiz Pigmentli
Kok K.Yapragi Kok K. Yapragi Kok K. Yapragi Kok K. Yaprag
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 kullanildi.

Sekil 4.8 ve Sekil 4.9 ile Tablo 4.5 irdelendiginde, farkli BBD kombinasyonlar1 destekli (2,4-
D harig) destekli Gamborg besi ortaminda normal fotoperiyotta inkiibe edilen eksplantlardan
elde edilen kalluslar genel olarak orta sert, karanlik ortamda inkiibe edilen eksplantlardan ise
orta sert tipte ve az kirilgan kallus olusumu gozlendi. 2,4-D destekli Gamborg besi ortaminda
ve karanlikta inkiibe edilen eksplantlardan ise yumusak ancak yapiskan tipte kallus olusumu
gozlendi. Pigmentli kallus olusumu IAA ve NAA destekli Gamborg besi ortaminda ve karanlik
ortamda inkiibe edilen kok ve kotiledon yapragi eksplantlarinda gdzlenirken, farkli BBD
kombinasyonlar1 destekli Gamborg besi ortaminda ve normal fotoperiyot ile karanlikta inkiibe
edilen hem kok hemde kotiledon yapragi eksplantlarinda ise pigmentsiz kallus olusumu
gozlendi. Bununla birlikte, IAA ve NAA destekli Gamborg besi ortaminda ve normal
fotoperiyot ile karanlik ortamda inkiibe edilen kok eksplantlarinda tiiysii kok olusumu gézlendi.

Kallus olusumuna yonelik elde edilen sayisal veriler istatistiki olarak degerlendirildiginde;

Normal fotoperiyot ortaminda;

Hem kok hemde kotiledon yapragi eksplantlarindan pigmentli kallus tiretimi gozlenmedi.

Pigmentsiz kallus tiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; Gamborg+2mg/l Kin+0.2
mg/l 1AA besi ortaminda (%50-%50), Gamborg+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortaminda
(%50-%50), Gamborg+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda (%100-%90) olarak
hesaplandi. Kok ve kotiledon yapragi eksplantlarinin NAA ve IAA destekli Gamborg besi
ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu ile 2,4-D destekli Gamborg besi ortaminda

inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilmedi.
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Karanlik ortamda;

Pigmentli kallus tiretimi, k6k ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; Gamborg+2mg/l Kin+0.2
mg/l 1AA besi ortaminda (%65-%25), Gamborg+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortaminda
(%25-%15), Gamborg +2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda (%0-%0) hesaplandi. Kok
ve kotiledon yapragi cksplantlarinin IAA ve NAA destekli Gamborg besi ortamlarinda

inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi.

Pigmentsiz kallus iiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; Gamborg+2mg/l Kin+0.2
mg/l 1AA destekli besi ortaminda (%25-%25), Gamborg+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA destekli
besi ortaminda (%25-%25), Gamborg+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortaminda
(%100-%75) olarak hesaplandi. Kok ve kotiledon yapragi eksplantlariin IAA ile NAA destekli
Gamborg besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu ile 2,4-D destekli Gamborg
besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit
edildi.
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Yaprak

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

Aydinhk

Sekil 4.10: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli White besi ortaminda ve normal fotoperiyot kosullarinda kallus olusumu (Bar:
lcm).

White+2 Kin+0.2 TAA ‘White+2 Kin+0.2 NAA ‘White+2 Kin+0.2 2,4-D

Karanhk

Sekil 4.11: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli White besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus olusumu (Bar: 1cm).
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Tablo 4.6: White besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen kallus miktar1 ve tipleri.

Kallus (%0)
. . . Aydinhk Karanhk
Besi Ortam Tipi (mg/) Pigmentsiz Pigmentli Pigmentsiz Pigmentli
Kok K. Yapragi Kok K.Yapragi Kok K. Yapragi Kok K. Yaprad
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 kullanildi.

Sekil 4.9 ve Sekil 4.10 ile Tablo 4.6 irdelendiginde, farkli BBD kombinasyonlar1 destekli (2,4-
D hari¢) destekli White besi ortaminda normal fotoperiyotta inkiibe edilen eksplantlardan elde
edilen kalluslar genel olarak orta sert az kirilgan, karanlik ortamda inkiibe edilen eksplantlardan
ise orta sert tipte ve az kirilgan kallus olusumu gozlendi. 2,4-D destekli White besi ortaminda
ve karanlikta inkiibe edilen eksplantlardan ise yumusak ancak yapiskan tipte kallus olusumu
gozlendi. Pigmentli kallus olusumu IAA ve NAA destekli White besi ortaminda normal
fotoperiyot ile karanlik ortamda inkiibe edilen kok, karanlik ortamda inkiibe edilen kotiledon
yapragi ve 2,4-D destekli White besi ortaminda ve karanlikta inkiibe edilen kok ve kotiledon
kotiledon yapraginda gozlenirken, farkli BBD kombinasyonlar1 destekli White besi ortaminda
ve normal fotoperiyot ile karanlikta inkiibe edilen hem kok hemde kotiledon yapragi
eksplantlarinda ise pigmentsiz kallus olusumu gézlendi. Bununla birlikte, IAA ve NAA destekli
White besi ortaminda ve normal fotoperiyot ile karanlik ortamda inkiibe edilen kok
eksplantlarinda tiiysii kok olusumu gozlendi. Kallus olusumuna yonelik elde edilen sayisal

veriler istatistiki olarak degerlendirildiginde;

Normal fotoperiyot ortaminda;

Pigmentli kallus iiretimi, kok eksplantlarinin IAA ve NAA destekli White besi ortaminda
inkiibasyonu sonrasi sirasiyla %25 ve %15 olarak hesaplanirken, kallus olusumlari arasinda

IAA ve NAA destekli White besi ortamlari arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi.

Pigmentsiz kallus tiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirastyla; White+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA besi ortaminda (%50-%25), White+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortaminda (%65-%?50),
White+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda (%75-%50) olarak hesaplandi. Kok
eksplantlariin BBD destekli White besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu
arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, kotiledon yapragi eksplantlarinin NAA ve 2,4-

D destekli White besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu ile IAA destekli White
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besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit
edildi.

Karanlik ortamda;

Pigmentli kallus tiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; White+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA besi ortaminda (%60-%15), White+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortaminda (%50-%15),
White+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda (%50-%15) hesaplandi. Kok eksplantlarinin
NAA ve 2,4-D destekli White besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu ile I1AA
destekli White besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak
fark tespit edilirken, kotiledon yapragi eksplantlarinin BBD destekli White besi ortaminda

inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilmedi.

Pigmentsiz kallus tiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; White+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA destekli besi ortaminda (%50-%25), White+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA destekli besi
ortaminda (%75-%25), White+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortaminda (%50-%50)
olarak hesaplandi. Kok eksplantlarmin IAA ve 2,4-D destekli White besi ortaminda
inkiibasyonu sonasi kallus olusumu ile NAA destekli White besi ortaminda inkiibasyonu
sonrast kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, kotiledon yapragi
eksplantlarinin IAA ve NAA destekli White besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus
olusumu ile 2,4-D destekli White besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda

istatistiksel olarak fark tespit edildi.
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MS+2 Kin+0.2 TAA MS+2 Kin+0.2 NAA MS+2 Kin+0.2 2,4-D

Aydinhk

Sekil 4.12: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli MS besi ortaminda ve normal fotoperiyot kosullarinda kallus olusumu (Bar:
lcm).

Yaprak

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

Karanhk

Sekil 4.13: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli MS besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus olusumu (Bar: 1cm).
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Tablo 4.7: MS besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen kallus miktar1 ve tipleri.

Kallus (%0)
. . . Aydinhk Karanhk
Besi Ortam Tipi (mg/) Pigmentsiz Pigmentli Pigmentsiz Pigmentli
Kok K.Yapragi Kok K. Yapragi Kok K. Yapragi Kok K. Yaprag
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 kullanildi.

Sekil 4.10 ve Sekil 4.11 ile Tablo 4.7 irdelendiginde, farkli BBD kombinasyonlar1 destekli (2,4-
D hari¢) MS besi ortaminda normal fotoperiyotta inkiibe edilen eksplantlardan elde edilen
kalluslar genel olarak orta sert az kirilgan, karanlik ortamda inkiibe edilen eksplantlardan ise
sert tipte ve kirilgan olmayan kallus olusumu goézlendi. 2,4-D destekli MS besi ortaminda ve
karanlikta inkiibe edilen eksplantlardan ise yumusak ancak yapiskan tipte kallus olusumu
gozlendi. Pigmentli kallus olusumu IAA ve NAA destekli MS besi ortaminda karanlik ortamda
inkiibe edilen kok ve kotiledon yapragi eksplantlarinda gozlenirken, farkli BBD
kombinasyonlar1 destekli MS besi ortaminda ve normal fotoperiyot ile karanlikta inkiibe edilen
hem kok hemde kotiledon yapragi eksplantlarinda ise pigmentsiz kallus olusumu gozlendi.
Bununla birlikte, IAA ve NAA destekli MS besi ortaminda ve normal fotoperiyot ile karanlik
ortamda inkiibe edilen kok eksplantlarinda tiiysii kok olusumu gozlendi. Kallus olusumuna

yonelik elde edilen sayisal veriler istatistiki olarak degerlendirildiginde;

Normal fotoperiyot ortaminda;

Hem kok hem de kotiledon yapragi eksplantlarindan pigmentli kallus tiretimi gézlenmedi.

Pigmentsiz kallus tiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; MS+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA besi ortaminda (%100-%50), MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortaminda (%100-%75),
MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda (%2100-%90) olarak hesaplandi. Kok
eksplantlarinin farkli BBD destekli MS besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu
arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, kotiledon yapragi eksplantlarinin IAA ve NAA
destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu ile 2,4-D destekli MS besi

ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi.
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Karanlik ortamda;

Pigmentli kallus tiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; MS+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA besi ortaminda (%50-%25), MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortaminda (%50-%5),
MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda (%0-%0) hesaplandi. Kok ve kotiledon yaprag:
eksplantlarinin IAA ve NAA destekli MS besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi kallus

olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi.

Pigmentsiz kallus tiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; MS+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA destekli besi ortaminda (%50-%75), MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA destekli besi
ortaminda (%50-%100), MS+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortaminda (%2100-%100)
olarak hesaplandi. Kok eksplantlarinin ITAA ve NAA destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu
sonast kallus olusumu ile 2,4-D destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus
olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, kotiledon yapragi eksplantlarinin
NAA ve 2,4-D destekli MS besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu ile IAA
destekli MS besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak

fark tespit edildi.
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Yaprak

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

Aydinhk

Sekil 4.14: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve koklerden, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli SH besi ortaminda ve normal fotoperiyot kosullarinda kallus olusumu (Bar:
lcm).

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

Karanhk

Sekil 4.15: Cimlenen tohumlardan alinan kotiledon yapragi ve kdklerden, farkli sitokinin ve oksin
kombinasyonu destekli SH besi ortaminda ve karanlik kosullarda kallus olusumu (Bar: 1cm).
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Tablo 4.8: SH besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen kallus miktar1 ve tipleri.

Kallus (%0)
. . . Aydinhk Karanhk
Besi Ortam Tipi (mg/) Pigmentsiz Pigmentli Pigmentsiz Pigmentli
Kok K.Yapragi Kok K. Yapragi Kok K. Yapragi Kok K. Yaprag
SH+2 Kin+0.2 IAA 100a 25¢ 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 15¢c -

Her denemede ortama 20 eksplant kullanildi.

Sekil 4.11 ve Sekil 4.12 ile Tablo 4.8 irdelendiginde, farkli BBD kombinasyonlar1 destekli (2,4-
D harig) destekli SH besi ortaminda normal fotoperiyotta inkiibe edilen eksplantlardan elde
edilen kalluslar genel olarak orta sert az kirilgan, karanlik ortamda inkiibe edilen eksplantlardan
ise orta sert tipte ve kirilgan olmayan kallus olusumu goézlendi. 2,4-D destekli SH besi
ortaminda ve karanlikta inkiibe edilen eksplantlardan ise orta yumusak ancak yapiskan tipte
kallus olusumu gozlendi. Pigmentli kallus olusumu, IAA destekli SH besi ortaminda normal
fotoperiyotta inkiibe edilen kok eksplantlarinda, IAA ve NAA destekli SH besi ortaminda
karanlik ortamda inkiibe edilen kok ve kotiledon yapragi eksplantlarinda ve 2,4-D destekli SH
besi ortaminda inkiibe edilen kok eksplantlarinda gézlenirken, farkli BBD kombinasyonlari
destekli SH besi ortaminda ve normal fotoperiyot ile karanlikta inkiibe edilen hem k6k hemde
kotiledon yaprag: eksplantlarinda ise pigmentsiz kallus olusumu goézlendi. Bununla birlikte,
IAA ve NAA destekli SH besi ortaminda ve normal fotoperiyot ile karanlik ortamda inkiibe
edilen kok eksplantlarinda tliysii kok olusumu gozlendi. Kallus olusumuna yonelik elde edilen

sayisal veriler istatistiki olarak degerlendirildiginde;

Normal fotoperiyot ortaminda;

Pigmentli kallus tiretimi, sadece kok eksplantlarmin SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l 1AA besi

ortaminda (%25) inkiibasyonu sonrasi gozlendi.

Pigmentsiz kallus tiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirasiyla; SH+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA besi ortaminda (%100-%25), SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortaminda (%75-%50),
SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda (%100-%100) olarak hesaplandi. Kok
eksplantlarmin I1AA ve 2,4-D destekli SH besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi kallus
olusumu ile NAA besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda istatistiksel

olarak fark tespit edilirken, kotiledon yapragi eksplantlarinin farkli BBD kombinasyonlar
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destekli SH besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak
fark tespit edildi.

Karanlik ortamda;

Pigmentli kallus iiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirastyla; SH+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA besi ortaminda (%60-%25), SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA besi ortaminda (%50-%25),
SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda (%15-%0) hesaplandi. Kok eksplantlarinin,
farklt BBD kombinasyonlari destekli SH besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu
arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, kotiledon yapragi eksplantlarinin IAA ve NAA
destekli SH besi ortamlarinda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak
fark tespit edildi.

Pigmentsiz kallus tiretimi, kok ve kotiledon yapraklarinda sirastyla; SH+2mg/l Kin+0.2 mg/I
IAA destekli besi ortaminda (%50-%75), SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l NAA destekli besi ortaminda
(%75-%100), SH+2mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortaminda (%100-%2100) olarak
hesaplandi. Kok eksplantlarinin farkli BBD kombinasyonlar: destekli SH besi ortamlarinda
inkiibasyonu sonasi kallus olusumu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, kotiledon
yapragi eksplantlarinin NAA ve 2,4-D destekli SH besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus
olusumu ile TAA destekli SH besi ortaminda inkiibasyonu sonrasi kallus olusumu arasinda

istatistiksel olarak fark tespit edildi.

Sonug olarak, kok ve kotiledon yapragi eksplantlarindan farkli BBD kombinasyonlar1 destekli
besi ortamlarinda kallus olusumu ile ilgili ¢alismalarda, kallus olusumu denenen tiim besi
ortamlarinda gozlenmekle birlikte, sikonin tiretimi igin gerekli olan kirmizi pigmentli kallus
olusumu daha ¢ok karanlik ortamda inkiibe edilen kok eksplantlarinda, normal fotoperiyot
ortaminda inkiibe edilen kok ekplantlarinda ve karanlik ortamda inkiibe edilen kotiledon
yapraklarinda gézlendi. Yine pigmentli kallus olusumu ¢oktan aza IAA, NAA ve 2,4-D besi
ortami destekli besi ortamlarinda ve daha ¢ok kok kalluslarinda gozlendi. IAA ve NAA destekli
LS, ALS, Gamborg, White, MS ve SH besi ortamlarinda ve karanlikta inkiibe edilen kok
eksplantlarinda pigmentli kallus olusumu goriilsede, en yiiksek oranda ve kullanilabilir nitelikte
kallus olusumu IA A destekli LS besi ortaminda ve karanlikta inkiibe edilen kok eksplantlarinda

gozlendi.
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Yag asidi iiretimi igin siispansiyon Kkiiltiirlerinde kullanilacak olan kallus eldesi igin ise
kotiledon yapraklari tercih edilirken, IAA ve NAA destekli LS, ALS, Gamborg, White, MS ve
SH Dbesi ortamlarina gore 2,4-D destekli LS, 'ALS, Gamborg, White, MS ve SH besi

ortamlarinda kallus olusumu hem daha yiiksek hemde uygun nitelikte oldugu gézlendi.

Farkli 151k kosullarinda (normal fotoperiyot ve karanlik) inkiibe edilen eksplantlardan kallus
olusumunda ise normal fotoperiyotta inkiibe edilen eksplantlardan kallus olusumlar1 karanlik
ortamda inkiibe edilen eksplanlardan olusan kalluslara gére daha sert ve az kirilgan olarak

gozlendi.

IAA, NAA, 2,4-D destekli LS ve ALS besi ortamlarinda ve normal fotoperiyot kosullarinda
inkiibe edilen kotiledon yapragi eksplantlarindan kallus olusumu caligsmalarinda ayrica bitkisel

rejenerasyon da gozlendi.

4.2.2. Kok ve Kotiledon Yapragindan Elde Edilen Kallus Kiiltiirlerinden Stok Kallus

Kiiltiirleri Olusturma Cahsmalari

4.2.1. baghg: altinda sunulan g¢alismalar degerlendirildiginde, ¢alisma sonucu elde edilen
kalluslar, en iyi kallus olusturma besi ortami olan; pigmentli kok kalluslar igin LS+2 mg/I
Kin+0.2 mg/l 1AA besi ortaminda karanlikta, kotiledon yapragi kalluslar1 i¢in ise LS+2 mg/I
Kin+0.2 mg/l 2,4-D destekli besi ortaminda aydinlikta ve karanlikta BBO’da inkiibe edilerek
stok kallus kiiltiirleri elde edildi. (Sekil 4.16.).

Kok Kotiledon Yaprag:

Karanhk Aydinhk Karanhk
LS+2 Kin+0.2 JAA LS+2 Kin+0.2 2,4-D

Sekil 4.16: Kok ve kotiledon yapraklart kallus hatlarindan stok kallus kiiltiirlerinin elde edilmesi
(Barlar: 1.4 cm).
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Sekil 4.16 irdelendiginde; kok kalluslarinin LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA besi ortaminda ve
karanlikta inkiibe edildiginde olusan kalluslar pigmentli az yumusak ve kirilgan nitelikte
meydana gelirken, kotiledon yapragi kalluslarinin LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi
ortaminda ve normal fotoperiyotta ile karanlikta inkiibe edildiginde, aydinlikta inkiibe edilen
kalluslardan gelisen kalluslar sert ve kirilgan olmayan ancak karanlikta inkiibe edilen

kalluslardan gelisen kalluslarin ise yumusak ve kirilgan nitelikte gelistigi gézlendi.

4.23. Kok ve Kotiledon Yapragi Stok Kallus Kiiltiirlerinin Gelisiminin

Karakterizasyonu Cahismalari

4.2.2. bashginda ifade edildigi iizere elde edilen kalluslar, pigmentli her bir kok kallusu
tartilarak LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA besi ortaminda karanlikta, her bir kotiledon yapragi
kallusu tartilarak LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D besi ortaminda normal fotoperiyotta ve
karanlik ortamda BBO’da inkiibasyonu sonrasi, gelisiminin karakterizasyonu i¢in; morfolojik
gozlemler alinarak Sekil 4.17°de, sayisal veriler alinarak istatistiksel olarak hesaplandi ve Tablo
4.9 ve Tablo 4.10 sunuldu.

Kok (Karanhk) K. Yaprag (Aydinhk) K. Yaprag (Karanhk)

LS+2 mg/l Kin + 0.2 mg/l JAA LS+2 mg/l Kin + 0.2 mg/l 2,4-D

Sekil 4.17: Kok ve kotiledon yapraklarindan elde edilen kalluslarin gelisiminin karakterizasyonu
(Barlar: 1.3 cm).

Tablo 4.9: Kok kalluslarinin gelisiminin karakterizasyonu.

Eksplant Tipi Rejengrasyon Ortalama Yas Agrihk Ortalama Kun;u Agirhk
(%) (mg) (mg)
Kok (Kiiltiir Baslangici) 100a 261.66+10.53b 28.50+1.15b
Kok (Kiiltiir Siireci) 100a 760.28+84.03a 83.63+9.24a

Her denemede ortama 20 eksplant kullanildi.
*Gergeklestirilen ¢alismada eksplantlarin bir kismi deney baslangicinda kurutmaya alinmis, geri kalam kallus
gelisiminin izlenmesi i¢in besi ortaminda inkiibe edilmistir.
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Tablo 4.10: Kotiledon yapragi kalluslarmin gelisiminin karakterizasyonu.

. Rejenerasyon Ortalama Yas Agrihk Ortalama Kuru Agirhk
Eksplant Tipi
(%) (mg) (mg) *
K. Yapragi Aydulik 100a 116.20+7.32¢ 12.65:0.81¢
(Kiiltiir Baslangicr)
K. Yapragi Aydinlik 100a 761.00+82.71a 83.7129.09a
(Kiiltiir Siireci)
K. Yapragi Karanhk 100a 115.20410.50¢ 12.15+1.15¢
(Kiiltiir Baslangici)
K. Yaprag) Karanlk 100a 577.90+55.19b 61.36:6.07b
(Kiiltiir Siireci)

Her denemede ortama 20 eksplant kullanildi.
*Gergeklestirilen ¢alismada eksplantlarin bir kismi deney baslangicinda kurutmaya alinmis, geri kalani kallus
gelisiminin izlenmesi i¢in besi ortaminda inkiibe edildi.

Sekil 4.17, Tablo 4.9 ve Tablo 4.10 irdelendiginde, kok kalluslarinin gelisimi morfolojik olarak
irdelendiginde inkiibasyon sonrasi pigmentli ve kirilgan yumusak ve dagilabilir kallus elde
edilirken, kotiledon yapragi kalluslarinin gelisimi morfolojik olarak irdelendiginde inkiibasyon
sonrast normal fotoperiyotta gelisen kalluslar sert ve kirllgan olmayan, karanlikta gelisen
kalluslardan ise yumusak ve kirilgan kalluslar elde edildigi gozlendi. Sayisal veriler
degerlendirildiginde; kok kalluslarinin inkiibasyonu Oncesi ortalama yas agirliklar
261.66+10.53 mg, ortalama kuru agirliklar1 ise 28.78+1.15 mg olarak hesaplanirken,
inkiibasyon sonrasi yas agirliklart 760.28+84.03 mg, ortalama kuru agirliklari ise 83.6349.24
mg olarak hesaplandi. Kotiledon yapraklarinin normal fotoperiyotta ortamda inkiibasyonu
oncesi ortalama yas agirliklar1 120.20+7.32 mg, ortalama kuru agirliklar: ise 13.22+0.81 mg
olarak hesaplanirken, inkiibasyon sonrasi yas agirliklar1 761.00+82.71 mg ortalama kuru
agirliklart 83.714£9.09 mg olarak hesaplandi. Kotiledon yapraklarinin karanlik ortamda
inkiibasyonu Oncesi ortalama yas agirliklart 115.20+10.50 mg, ortalama kuru agirliklart ise
12.67+1.15 mg olarak hesaplanirken, inkiibasyon sonrasi yas agirliklar1 577.90+55.19 mg
ortalama kuru agirliklar1 61.36+6.07 mg olarak hesaplandi. Kotiledon yapraklarinin normal
fotoperiyot ve karanlikta inkiibasyonu sonrasi gelisimleri arasinda istitastiksel olarak fark
hesaplandi. Her ne kadar normal fotoperiyotta inkiibe edilen kalluslarin gelisimi karanlikta
inkiibe edilen kalluslarin gelisimine gore agirlik bakimindan daha iyi olsada, siispansiyon
kiiltiirleri i¢in kullanilabilir nitelikteki kalluslar karanlik ortamda inkiibe edilen kalluslarda
meydana geldigi gozlendiginden, stok kiiltlir olusturma calismalarinda, kok kalluslarinda

oldugu gibi kotiledon yapraklari kalluslarinda da karanlik ortamda inkiibasyon tercih edildi.
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43. KOK ve KOTILEDON YAPRAGI KALLUSLARINDAN SUSPANSiYON
KULTURU OLUSTURULMASINA YONELIK CALISMALAR

4.3.1. Kok ve Kotiledon Yaprag Kalluslarindan Siispansiyon Kiiltiirii Olusturma

Cahismalan

3.2.5.1. bagligr altinda Sekil 3.17°de sunuldugu iizere, sikonin ve yag asitleri iiretilmesi ve
miktarmnin arttirilmasi ¢alismasi1 kapsaminda siispansiyon kiiltiirleri olusturuldu. Pigmentli kok
ve kotiledon yapragi stok kallus hatlarinin ¢ogaltiminin yapildig: besi ortamlari olan LS+2 mg/I
Kin+0.2 mg/l IAA ve LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D’{in s1v1 tipleri kullanilarak siispansiyon
kiiltiirleri baglatildi. Hem kok hemde kotiledon yapraklarina ait dagilgan 6zellikteki 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 igeren 250 ml erlenlere
yaklasik 5’er gram eklenerek 100 rm ayarli ¢alkayacilar tizerinde kokler karanlik, kotiledon
yapraklar1 ise hem normal fotoperiyot hemde karanlik ortamda BBO’da yaklasik bir ay inkiibe

edildi. inkiibasyon sonras1 olusan kiiltiirler Sekil 4.18de sunuldu.

Kok Kotiledon Yaprag:

Karanhk Aydinhk Karanhk
LS+2 Kin+0.2 JAA LS+2 Kin+0.2 2,4-D

Sekil 4.18: Kok ve kotiledon yapraklari stok kallus hatlarindan siispansiyon kiiltiirlerinin baglatilmasi
(Barlar: 1.2 cm).

Sekil 4.18 irdelendiginde inkiibasyon sonrasinda kalluslarin sivi besi ortamlarinda dagildigi,
kok silispansiyon Kkiiltiirlerinde pigmentasyon, kotiledon yapraklar1 siispansiyon hatlarinin
normal fotoperiyotlu ortama gore karanlik ortamda daha iyi bir sekilde siispansiyon oldugu

gozlendi.
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4.3.2. Kok ve Kotiledon Yaprag Siispansiyon Kiiltiirlerinden Stok Siispansiyon

Kiiltiirii Olusturma Cahsmalar

4.3.1. baslig1 altinda ifade edildigi iizere, slispansiyon kiiltiirleri olusturma asamasindan sonra

stok siispansiyon kiiltiirleri olusturma ¢alisamalarina agsamasina gegildi.

Stok stispansiyon kiiltlirlerinin olusturma c¢alaismalarindaki en 6nemli basamak hiicrelerin
biribirinden ayrilmasi ve silispansiyon kiiltlirlerinin homojen bir hal almasini saglanmasidir.
Pigmentli kok ve kotiledon yaprag: kallus hatlarindan siispansiyon kiiltiirlerinin baglatiimasi
sonrast BBO’da yaklagik bir aylik inkiibasyon asamasi sonrasi olusturulan kiiltiirler, 500
um.’lik porlara sahip steril metal elekten gegirildi. Elekten gegirilen kiiltiirlerden bir miktar
ornek aliarak mikroskopta gozlendi ve Sekil 4.19°da, elde edilen kiiltiirlerden alinan 50 ml
kiiltiir izerine 50 ml taze besi ortami (Kok i¢in; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA, kotiledon
yapraklari i¢in; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/1 2,4-D) eklenerek kiiltiirler hazirlandi ve Sekil 4.19°da
sunuldu. Hazirlanan kiiltiirler 100 rpm ayarli ¢alkayacilar tizerinde kokler karanlik, kotiledon
yapraklar1 ise hem normal fotoperiyot hemde karanlik ortamda BBO’da yaklagsik bir ay yeniden

inkiibasyonu saglandi.



99

Kotiledon Yaprag

Karanhk Aydinhk Karanhk
LS+2 Kin+0.2 TAA LS+2 Kin+0.2 2,4-D
Kok Kotiledon Yapragi

Karanhk Aydinhk Karanhk
LS+2 Kin+0.2 TAA LS+2 Kin+0.2 2,4-D

Sekil 4.19: Kok ve kotiledon yapraklari stok kallus hatlarindan olusturulan siispansiyon kiiltiirlerinin
500 um lik porlara sahip steril metal elekten gegirimi sonrasi elde edilen kiiltiirlerden yeniden
siispansiyon Kkiiltiirlerinin olusturulmas1 (Barlar: 1.2 cm). Kok ve kotiledon yapraklar stok kallus
hatlarindan stok kallus hatlarindan olusturulan siispansiyon kiiltiirlerinin 500 um lik porlara sahip steril
metal elekten gecirimi sonras1 mikroskop goriintiileri (Barlar: 50 um).

Sekil 4.19 irdelendiginde 500 um lik porlara sahip steril metal elekten gegirilen siispansiyon
kiiltiirlerinde hiicrelerin kiimelesme gosterdigi ancak, elekten gec¢irme sonrasi dagilma

gostermeyen kiime kallus hatlarinin uzaklagtirildigr gézlendi.

500 um lik porlara sahip steril metal elekten gegirilen kdk ve siispansiyon kiiltiirlerinden
baslatilan kiiltiirlerin BBO’da yaklasik bir aylik inkiibasyonu sonrasi olusturulan kiiltiirler 250
um.’lik porlara sahip steril metal elekten gegirildi. Elekten gegirilen kiiltiirlerden bir miktar
ornek alinarak mikroskopta gozlendi ve Sekil 4.20°da, elde edilen kiiltiirlerden alinan 50 ml
kiiltiir tizerine 50ml taze besi ortami (Kok i¢in; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l TAA, kotiledon
yapraklari i¢in; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/1 2,4-D) eklenerek kiiltiirler hazirland1 ve Sekil 4.20°de

sunuldu. Hazirlanan kiiltiirler 100 rpm ayarli ¢alkayacilar {izerinde kokler karanlik, kotiledon
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yapraklari ise hem normal fotoperiyot hemde karanlik ortamda BBO’ da yaklasik bir ay yeniden

inkiibasyonu saglandu.

Kok Kotiledon Yaprag

Karanhk Aydinhk Karanhk
LS+2 Kin+0.2 IAA LS+2 Kin+0.2 2,4-D
Kok Kotiledon Yaprag

Karanhk Aydinhk Karanhk
LS+2 Kin+0.2 TAA LS+2 Kin+0.2 2,4-D

Sekil 4.20: Kok ve kotiledon yapraklari siispansiyon kiiltiirlerinin 250 pm lik porlara sahip steril metal
elekten gecirimi sonrast elde edilen kiiltiirlerden yeniden siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasi
(Barlar: 1.2 cm). Kok ve kotiledon yapraklari stispansiyon kiiltiirlerinin 250 pum lik porlara sahip steril
metal elekten gecirimi sonras1 mikroskop goriintiileri (Barlar: 50 um).

Sekil 4.20 irdelendiginde 500 um lik porlara sahip steril metal elekten gecirilen siispansiyon
kiiltiirlerine goére 250 pum lik porlara sahip steril metal elekten gegirilen siispansiyon
kiiltiirlerinde hiicrelerin kiimelesmelerin azaldig, elekten gecirme sonrasi dagilma gostermeyen

kiime kallus hatlarinin uzaklastirildig1 gozlendi.

250 pum lik porlara sahip steril metal elekten gecirilen kdk ve siispansiyon kiiltiirlerinden
baslatilan kiiltlirlerin BBO’da yaklasik bir aylik inkiibasyonu sonrasi olusturulan kiiltiirler 100
um.’lik porlara sahip steril metal elekten gecirildi. Elekten gegirilen kiiltlirlerden bir miktar

ornek alinarak mikroskopta gozlendi ve Sekil 4.21°da, elde edilen kiiltiirlerden alinan 50 ml
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kiiltiir tizerine 50 ml taze besi ortami (Kok i¢in; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA, kotiledon
yapraklari i¢in; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/1 2,4-D) eklenerek kiiltiirler hazirland1 ve Sekil 4.21°de
sunuldu. Hazirlanan kiiltiirler 100 rpm ayarli ¢alkayacilar iizerinde kokler karanlik, kotiledon
yapraklarinin ise hem normal fotoperiyot hem de karanlik ortamda BBO’ da yaklasik bir ay

yeniden inkiibasyonu saglandi.

Kok Kotiledon Yaprag

Karanhk Aydinhk Karanhk
LS+2 Kin+0.2 IAA LS+2 Kin+0.2 2,4-D
Kok Kotiledon Yaprag

Karanhk Aydinhk Karanhk
LS+2 Kin+0.2 TAA LS+2 Kin+0.2 2,4-D

Sekil 4.21: Kok ve kotiledon yapraklar: stispansiyon kiiltiirlerinin 100 pum lik porlara sahip steril metal
elekten gecirimi sonrasi elde edilen kiiltiirlerden yeniden siispansiyon kiiltiirlerinin olusturulmasi
(Barlar: 1.2 cm). K6k ve kotiledon yapraklari siispansiyon kiiltiirlerinin 100 pum lik porlara sahip steril
metal elekten gegirimi sonrasi mikroskop goriintiileri (Barlar: 50 um).

Sekil 4.21 irdelendiginde 250 um lik porlara sahip steril metal elekten gegirilen siispansiyon
kiiltiirlerine gore 100 um lik porlara sahip steril metal elekten gegirilen siispansiyon
kiiltiirlerinde hiicrelerin kiimelesmelerin ortadan kalktigini, elekten gecirme sonrasi dagilma

gostermeyen kiime kallus hatlarinin tamamen uzaklagtirildig1 gozlendi.
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100 um lik porlara sahip steril metal elekten gecirilen kdk ve siispansiyon kiiltiirlerinden
baslatilan kiiltiirlerin BBO’da yaklasik bir aylik inkiibasyonu sonrasi olusturulan kiiltiirler
periyodik olarak yaklasik ayda bir alt kiiltiire edildi. Ancak periyodik alt kiiltiirleme ¢alismalar1
stiresince alt kiiltiir asamalarinda kiimelesme gozlendiginde kiiltlirler yeniden 100 pm.’lik
porlara sahip steril metal elekten gegirilerek stok siispansiyon Kkiiltiirleri elde edildi. Periyodik
alt kiiltiirlemelerde veya elekten gecirilmesine gerek duyulan kiiltiirler islemlerin ardindan 50
ml kiiltiir iizerine 50 ml taze besi ortami (Kok igin; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA, kotiledon
yapraklar1 i¢in; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D) eklenerek kiiltiirler hazirland1 ve 100 rpm
ayarl ¢alkayacilar iizerinde kokler karanlik, kotiledon yapraklari ise hem normal fotoperiyot
hemde karanlik ortamda BBO’da inkiibasyonu saglanarak stok siispansiyon kiiltiirleri elde

edildi (Sekil 4.22).

Kotiledon Yapragi

Karanhk Aydinhk Karanhk
LS+2 Kin+0.2 JAA LS+2 Kin+0.2 2,4-D

Sekil 4.22: Kok ve kotiledon yapraklari siispansiyon kiiltiirlerinin periyodik alt kiiltiirlenmeleri sonrasi
olusturulan stok siispansiyon kiiltiir hatlar1 (Barlar: 1.2 cm).

Sekil 4.22 irdelendiginde, degisik por biiyiikliiklerine sahip eleklerden gecirilmis olan
slispansiyon kiiltiirlerinin, homojen bir hal aldig1 gozlendi. Optimizasyon  ¢alismalar1  ve

biliylime egrisi ¢aligmalari i¢in stok kiiltiirlerin olusturulmasi ¢aligmalarina devam edildi.
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4.3.3. Kok ve Kotiledon Yapragi Siispansiyon Kiiltiirlerinde Optimizasyon Calismalari

4.3.2. baghig altinda ifade edilen stok siispansiyon kiiltiirii olugsturma c¢alismas1 sonrasi, kok ve
kotiledon yaprag siispansiyon hatlarinin farkli galkalama hizlarina ayarlanan (90-100-110 rpm)
calkalayicilar iizerinde inkiibasyonu c¢alismalart gerceklestirildi. Caligma kapsaminda stok
stispansiyon Kkiiltiirlerinin alt kiiltiirleme zamani siirecinde, kok ve kotiledon yapragi (normal
fotoperiyot ve karanlik ortamda inkiibe edilen) siispansiyon hatlarina ait 50 ml kiiltiir ve 50 ml
taze besi ortami1 (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 alinarak, BBO’da 90-100-110 rpm hizlarina ayarli ¢alkalayicilar tizerinde yaklagik 1
ay inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 morfolojik gdzlemlere ait sonuglar (Sekil 4.23, Sekil 4.25,
Sekil 4.27), sayisal degerlere ait grafikler (Sekil 4.24, Sekil 4.26, 4.28) ve istatistiki
degerlendirmeler, kok, normal fotoperiyotta ve karanlik ortamda inkiibe edilen kotiledon

yapragi siispansiyon hatlari igin sirasiyla Tablo 4.11, Tablo 4.12, Tablo 4.13)’de sunuldu.
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Kok

90 RPM 100 RPM 110 RPM
LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA

Sekil 4.23: Farkli galkalama hizlarina sahip ¢alkalayicilar lizerinde yaklagik bir ay inkiibasyonu sonrasi
kok siispansiyonlar1 (Barlar: 1.2 cm).

0,07 0,009
0,06 - - 0,008
- 0,007
- 0,05 - 0,006 ~
::"0.04 - 0,005 ::"
b
0,02 - !
- 0,002
0,01 - 0,001
0 0
90 RPM 100 RPM 110 RPM
—— Kok Yag AZrlik 0,0647 0,0549 0,0465
== KOk Kuru Agirlk 0,0055 0,0051 0,0073
Calkalama Hizi

Sekil 4.24: Farkli calkalama hizlarina sahip c¢alkalayicilar {izerinde yaklasik bir ay inkiibasyonu sonrasi
kok slispansiyonlarinin bilyiimelerine ait grafik.

Tablo 4.11: Farkli ¢alkalama hizlarina sahip ¢alkalayicilar lizerinde yaklasik bir ay inkiibasyonu sonrasi
kok siispansiyonlariin biiyiimelerine ait sonuglar.

Calkalama Hiza Yas Agirhk (gr) Kuru Agirhk (gr)
(RPM) Ort+SH Ort+SH
90 0,0647+0.0014a 0,0055+0.0002¢
100 0,0549+0.0042b 0,0051+0.0003b
110 0,0465+0.0040¢ 0,0073+0.0006a

Her denemede ortama 10 erlen kiiltiir kullanildi.
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Sekil 4.23, Sekil 4.24 ve Tablo 4.11’e gore; Morfolojik veriler irdelendiginde, diisiik ¢alkalama
hizlarinda erlen kenarlarina hiicre kiimelerinin  y1gildig1 goézlendi. Bununla birlikte
pigmentasyonun bazi erlenlerde ¢alkalama hizi artikga artirdigr gozlendi. Sayisal veriler
degerlendirildiginde, yaklasik bir aylik inkiibasyonun sonunda 90 rpm hizla ¢alkalama da
ortalama yas agirlik 0,0647+0.0014 gr, ortalama kuru agirlik 0,0055+0.0002 gr olarak, 100 rpm
hizla ¢calkamada ortalama yas agirlik 0,0549+0.0042 gr, ortalama kuru agirlik 0,0051+0.0003
olarak, 110 rpm ortalama yas agirlik 0,0465+0.0040 gr, ortalama kuru agirlik 0,0073+0.0006
gr olarak hesapland. Istatistiksel olarak irdelendiginde, yas agirliklar bakimindan farkl
calkalama hizlarinda inkiibe edilen kok silispansiyonlar1 arasinda fark hesaplanirken, kuru
agirliklar bakimindan 90 rpm ile 100 rpm calkalama hizlarinda inkiibe edilen kok
siispansiyonlarina gére 110 rpm c¢alkama hizinda inkiibe edilen kok siispansiyonlar1 arasinda
fark hesaplandi. Her ne kadar 110 rpm’e gore 90 rpm ve 100 rpm ¢alkalama hizlarinda inkiibe
edilen erlenlerde yas agirlik yiiksek olarak hesaplansa da, 110 rpm c¢alkalama hizlarinda inkiibe
edilen erlenlerde en yiiksek kuru agirlik hesaplandi. Sonug olarak biiylime egrisi ¢aligmalarinda

calkalama hizi olarak 110 rpm kullanilmasina karar verildi.
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Kotiledon Yapragi (Aydinlik)

90 RPM 100 RPM 110 RPM
LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D

Sekil 4.25: Farkli calkalama hizlarina sahip calkalayicilar lizerinde ve normal fotoperiyot ortaminda
yaklasik bir ay inkiibasyonu sonrasi kotiledon yaprag: siispansiyonlart (Barlar: 1.2 cm).
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Sekil 4.26: Farkli ¢alkalama hizlarina sahip calkalayicilar {izerinde ve normal fotoperiyot ortaminda
yaklasik bir ay inkiibasyonu sonrasi kotiledon yaprag: slispansiyonlarin biiylimelerine ait grafik.

Tablo 4.12: Farkli ¢alkalama hizlarina sahip calkalayicilar iizerinde ve normal fotoperiyot ortaminda
yaklasik bir ay inkiibasyonu sonrasi kotiledon yaprag siispansiyonlariin bilyiimelerine ait sonuglar.

Calkalama Hizi Yas Agirlik (gr) Kuru Agirhk (gr)
(RPM) Ort+SH Ort+SH

90 0,0751+0.0101b 0,0081+0.0012b

100 0,097210.0072a 0,0100+0.0006a

110 0,0622+0.0033b 0,0088+0.0005b

Her denemede ortalama 10 erlen kiiltiir kullanildi.
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Sekil 4.25, Sekil 4.26 ve Tablo 4.12°¢c gore; Morfolojik veriler irdelendiginde, koyu
pigmentasyonun bazi erlenlerde ¢alkalama hizi artik¢a artirdigi gozlendi. Bununla birlikte bazi
erlenlerde agik renkli hiicre kiimelesmesi gozlendi. Sayisal veriler degerlendirildiginde,
yaklagik bir aylik inkiibasyonun sonunda 90 rpm hizla calkalama da ortalama yas agirlik
0,0751£0.0101 gr, ortalama kuru agirlik 0,0081+0.0012 gr olarak, 100 rpm hizla ¢alkalama da
ortalama yas agirlik 0,0972+0.0072 gr, ortalama kuru agirlik 0,0100+0.0006 gr olarak, 110 rpm
ortalama yas agirlik 0,0622+0.0033 gr, ortalama kuru agirlik 0,0088+0.0005 gr olarak
hesaplandi. Yas ve kuru agirliklar bakimindan farkli 90 rpm ile 110 rpm ¢alkalama hizlarinda
inkiibe edilen kotiledon yapragi siispansiyonlaria gore 100 rpm calkalama hizlarinda inkiibe
edilen kotiledon yapragi slispansiyonlar1 arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi. 90 rpm
ve 110 rpm calkalama hizlarinda inkiibasyona gore 100 rpm ¢alkalama hizinda, daha yiiksek

yas ve kuru agirlik hesaplandi.
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Kotiledon Yaprag) (Karanlik)

100 RPM 110 RPM
LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D

Sekil 4.27: Farkli ¢alkalama hizlarina sahip ¢alkalayicilar iizerinde ve karanlik ortamda yaklagik bir ay
inkiibasyonu sonrast kotiledon yapragi siispansiyonlari (Barlar: 1.2 cm).
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Sekil 4.28: Farkli ¢calkalama hizlarina sahip c¢alkalayicilar iizerinde ve karanlik ortamda yaklasik bir ay
inkiibasyonu sonras1 kotiledon yaprag: siispansiyonlarin bilylimelerine ait grafik.

Tablo 4.13: Farkli ¢alkalama hizlarina sahip ¢alkalayicilar iizerinde ve karanlik ortamda yaklagik bir ay
inkiibasyonu sonrasi kotiledon yaprag: silispansiyonlarinin biiyiimelerine ait sonuglar.

Calkalama Hizi Yas Agirhik (gr) Kuru Agirhik (gr)
(RPM) Ort+SH Ort+SH
90 0,0855+0.0116b 0,0092+0.0014b
100 0,117140.0098a 0,0121£0.0008a
110 0,07244+0.0043b 0,0103+0.0006b

Her denemede ortala ma 10 erlen kiiltiir kullanildi.
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Sekil 4.27, Sekil 4.28 ve Tablo 4.13’¢ gore; Morfolojik veriler irdelendiginde, koyu
pigmentasyonun bazi erlenlerde ¢alkalama hizi artikga artirdigi gozlendi. Bununla birlikte
normal fotoperiyot ortaminda gore erlenlerde herhangi bir kiimelesme gozlenmedi. Sayisal
veriler degerlendirildiginde, yaklagik bir aylik inkiibasyonun sonunda 90 rpm hizla ¢alkalama
da ortalama yas agirlik 0,0855+0.0116 gr, ortalama kuru agirlik 0,0092+0.0014 gr olarak, 100
rpm hizla c¢alkamada ortalama yas agirhik 0,1171£0.0098 gr, ortalama kuru agirhik
0,0121+0.0008 gr olarak, 110 rpm ortalama yas agirlik 0,0724+0.0043 gr, ortalama kuru agirlik
0,0103+0.0006 gr olarak hesaplandi. Yas ve kuru agirliklar bakimindan farkli 90 rpm ile 110
rpm calkalama hizlarinda inkiibe edilen kotiledon yapragi silispansiyonlarina gore 100 rpm
calkalama hizlarinda inkiibe edilen kotiledon yapragi siispansiyonlari arasinda istatistiksel
olarak fark tespit edildi. 90 rpm ve 110 rpm ¢alkalama hizlarinda inkiibasyona gére 100 rpm
calkalama hizinda, daha yiiksek yas ve kuru agirlik hesaplandi.

Sonug olarak, normal fotoperiyotta inkiibe edilen siispansiyonlarda kiimelesme gozlenmesi,
bununla birlikte maksimum yas ve kuru agirligin karanlikta inkiibe edilen siispansiyonlara gore
diisiik olmasi nedeniyle, biiylime egrisi ¢aligmalarinda karanlik ortamda inkiibasyon ve 100 rpm

calkalama hiz1 kullanilmasina karar verildi.
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43.4. Kok ve Kotiledon Yaprag: Siispansiyon Kiiltiirlerinde Biiyiimenin

Karakterizasyonu Calismalari

4.3. bashig1 altinda ifade edildigi {izere, uygun nitelikteki kalluslardan siispansiyon kiiltiirlerinin
olusturulmus olmasi1 devaminda, yapilan optimizasyon ¢aligsmalari sonucunda, kok ve kotiledon
yapraklariin en uygun ¢ogaltma metodunun belirlenmesi sonrasinda elisitasyon uygulamasi

i¢in 6nemli bir asama olan biiyliime egrisinin belirlenmesi ¢alismalarina gegildi.

Kok ve kotiledon yapragi stok siispansiyon kiiltiir hatlarina ait kiiltiirlerin alt kiiltiirleme
stirecinde, her bir 6l¢iim giinii i¢in 5 erlen olusturuldu. 250 ml lik bir erlene 50 ml kiiltiir 50 ml
taze besi ortami (Kok slispansiyonlari i¢in; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA, kotiledon yapragi
slispansiyonlart i¢in; LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/1 2,4-D) ilave edilerek hazirlanan kok ve kotiledon
yapraklar1 siispansiyonlari ait kiiltiirler BBO’da sirasyiyla 110 rpm ve 100 rpm c¢alkalama hizina
ayarli galkalayicilar iizerinde yaklasik bir ay inkiibe edildi. inkiibasyona baslanan giin (0. Giin)
ve akabinde her yedi giinde 28. giine kadar, inkiibasyonu tamamlanan erlenler BBO’da bulunan
calkayicilar lizerinde alinarak hem kdk hem de kotiledon yaprag: slispansiyonlarina ait yas ve
kuru agirliklar hesaplandi ve biiylime egrileri olusturuldu. Olusturulan egriler sirastyla Sekil

4.29 ve Sekil 4.30’da sunuldu.
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Sekil 4.29: Kok siispansiyonuna ait biiyiime egrileri.

Sekil 4.29 irdelendiginde, inkiibasyonun ilk giinii hesaplanan ortalama yas agirlik 0.0847 gr,
ortalama kuru agirlik 0.0077 gr olarak, inkiibasyonun 7. giinii ortalama yas agirlik 0.1013 gr,
ortalama kuru agirlik 0.0092 gr olarak, inkiibasyonun 14. giinii ortalama yas agirlik 0.1024 gr,
ortalama kuru agirlik 0.0093 gr olarak, inkiibasyonun 21. giinii ortalama yas agirlik 0.1112 gr,
ortalama kuru agirlik 0.0105 gr olarak ve inkiibasyonun 28. giinii ortalama yas agirlik 0.0852
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gr, ortalama kuru agirlik 0.0077 gr olarak hesaplandi. Inkiibasyonun baslangicindan itibaren
21. giine kadar inkiibasyonda ortalama yas ve kuru agirliklarda artis hesaplanirken, 21. giinden
sonra inkiibasyonda ise ortalama yas ve kuru agirliklarda azalmalar hesaplandi. Sonug olarak
kok silispansiyon hatlarinda sikonin miktarinin arttirllmasia yonelik elisitasyon uygulamasi

calismalari igin elisitasyon uygulama zamani olarak inkiibasyonun 20. giinii olarak tespit edildi.
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Sekil 4.30: Kotiledon yapragi siispansiyonuna ait biitytime egrileri.

Sekil 4.30 irdelendiginde, inkiibasyonun ilk giinii hesaplanan ortalama yas agirlik 0.0603 gr,
ortalama kuru agirlik 0.0057 gr olarak, inkiibasyonun 7. giinii ortalama yas agirlik 0.0773 gr,
ortalama kuru agirlik 0.0069 gr olarak, inkiibasyonun 14. giinii ortalama yas agirlik 0.1133 gr,
ortalama kuru agirlik 0.0095 gr olarak, inkiibasyonun 21. giinii ortalama yas agirlik 0.0897 gr,
ortalama kuru agirlik 0.0080 gr olarak ve inkiibasyonun 28. giinii ortalama yas agirlik 0.0775
gr, ortalama kuru agirlik 0.0070 gr olarak hesaplandi. Inkiibasyonun baslangicindan itibaren
14. giine kadar inkiibasyonda ortalama yas ve kuru agirliklarda artis hesaplanirken, 14. giinden
sonra inkiibasyonda ise ortalama yas ve kuru agirliklarda azalmalar hesaplandi. Sonug olarak
kotiledon yapragi siispansiyon hatlarinda yag asidi miktarinin arttirllmasma yonelik
gerceklestirilecek elisitasyon uygulamasi ¢alismalari igin elisitasyon uygulama zamani olarak

inkiibasyonun 14. giinii olarak tespit edildi.
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4.4. CIMLENEN TOHUMLARDAN ELDE EDILEN KOKLERDEN SACAK KOK
KULTURU OLUSTURULMASINA YONELIK CALISMALAR

4.4.1. Tohum Kaynakh Koklerden Sacak Kok Kiiltiirii Olusturma Calismalari

Cimlenen tohumlardan elde edilen kokler, 3.2.5.1. basliginda ifade edildigi lizere modifiye
edilerek uygulanan metot kapsaminda sagak kokler elde edildi. A. tumefaciens ile tohum
kaynakli koklerin birlikte kiiltiire edilmesinden sonra inkiibe edildigi besi ortaminda, yaklasik
1 hafta i¢inde sagak kokler gozlendi (Sekil 4.31).

Sekil 4.31: Sacak kok olusturulmasi (Barlar: 0.8 cm).

4.4.2. Olusturulan Sacak Kok Kiiltiirlerinden Stok Sacak Kok Kiiltiirii Olusturma

Cahismalan

3.2.5.1. bashg altinda gergeklestirilen calismalar kapsaminda elde edilen sagak kokler (Sekil
4.31), 3.2.5.2. baglig1 altinda ifade edildigi iizere A. tumefaciens’in ortamdan eliminasyonu igin
Timentin igeren besi ortamlarinda inkiibasyonu ardindan, A. tumefaciens’in tamamen elimine
olmast sonrast, olusan sagak kokler BBD i¢ermeyen Gamborg besi ortaminda karanlik ortamda
BBO’da birer aylik periyotlar halinde inkiibe edilerek stok sacak kok kiiltiirleri elde edildi
(Sekil 4.32).
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Kokiiltiire Edilmis Olusan Sacak Koklerin Sagak Koklerin Stok Sacak Koklerin
Koklerin Gamborg+300 Gamborg+300 mg/L Koklerin BBD’ siz BBD’ siz Gamborg Besi
mg/L Timentin iceren Timentin iceren Besi Gamborg Besi Ortaminda
Besi Ortammma Alinmasi Ortamina Gelisimi Ortamima Alinmasi Olusturulmasi

Sekil 4.32: Sacak kok kiiltiirlerinden stok sagak kok kiilttirleri olusturulmasi. A) A. tumefaciens
enfeksiyonu sonrasi sagak koklerin olusumu, B) Sagak koklerin gelisimi, C) Sagak koklerin alt kiiltiire
edilmesi, D) Sagak koklerden stok sacak kok kiiltiirlerinin elde edilmesi (Barlar: 1.1 cm).

4.4.3. Stok Sacak Kok Kiiltiirlerinden Sivi Ortamda Stok Sacak Kok Kiiltiirlerinin

Olusturulmasi ve Optimizasyon Calismalari

4.4.2 baghigi altinda ifade edildigi tizere yar1 kat1 besi ortamda elde edilen stok sagak kok
kiiltiirlerinden, sikonin ve tiirevlerinin iretilmesi ve bazi fiziksel ve kimyasal uyaricilarla
miktarlarmin arttirillmasi ¢aligmasi kapsaminda sagak kokler sivi Gamborg O besi ortaminda
kiiltiirlendi. Calisma 3.2.5.3 basligi altinda ifade edilen ve Sekil 3.20° de sunulan metot ile sagak
koklerin sivi Gamborg O besi ortaminda ve 100 rpm ayarli ¢alkalayicilar iizerinde karanlik
ortamda BBO’da inkiibasyonu gergeklestirilerek sivi ortamda stok sacak kok kiiltiirleri elde
edildi (Sekil 4.33).
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Transforme Edilmis Koklerin Sacak Koklerin Sacak Koklerin Sivi
Gam.borg+300 mg/L Timentin Gamborg 0 Besi Gamborg 0 Besi
Iceren Besi Ortamma Ortaminda Alt Ortamma Alndiktan 1

Alnmasi Kiiltiirden 1 Ay Sonra Ay Sonra

Sivi Sagak Kok Kiiltiir
Hatlarimin Gamborg 0
Besi Ortaminda Eldesi

Sagak Koklerin
Gamborg 0 Besi Sacak Koklerin Sivi Sivi Sagak Kok
Ortaminda Alt Kiiltiire ’ Gamborg 0 Besi ’ Hattindan Gelen ’
Alinmasi Ortamma Almarak Sivi Gamborg 0 Besi
Kiiltiirlerin Baglatilmasi Ortaminda

Sekil 4.33: Sivi Gamborg 0 besi ortaminda stok sagak kok kiiltiirlerinin olusturulmasi. A) Yari kati
Gamborg 0 besi ortaminda sacak kokler, B) Yar1 kat1 besi ortaminda sagak koklerin alt kiiltiir edilmesi,
C) Yan kat1 ortamda stok sagak kok kiiltiirlerinin elde edilmesi, D) Yar1 kat1 besi ortamindaki sagak
koklerin s1tvi Gamborg 0 besi ortamina alinmasi, E) Sivi besi ortaminda sagak koklerin biiyiimesi, F)
S1vi ortamda gelisen sagak koklerin alt kiiltrlendmesi, G) S1vi ortamda stok sacak kok kiiltiirlerinin elde
edilmesi (Barlar: 1.3 cm).

Sivi besi ortaminda ortamda stok sagak kok kiiltiirlerinin elde edilmesinin ardindan, sagak
koklerin sivi ortamdaki biiyiimelerinin optimizasyonu c¢alismalar1 gerceklestirildi. Sivi
Gamborg 0 besi ortaminda elde edilen sagak koklerin, alt kiiltiirlenme siirecinde, 3.2.5.3. baghgi
altinda ifade edildigi lizere esit miktarda alinan sagak kokler 250 ml erlen icerisine alinarak
tizerine 100 ml sivi Gamborg O besi ortami aktarihp gerekli kapatilma islemleri
gercgeklestirilerek 90-100 ve 110 rpm hizlarina ayarl ¢alkalayicilar tizerinde (her ¢alkalama hzi
icin ayr1 grup erlenler hazirland1) karanlik ortamda BBO’da inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
morfolojik gozlemlere ait sonuglar (Sekil 4.34), sayisal degerlere ait grafikler (Sekil 4.35) ve
istatistiki degerlendirmeler (Tablo 4.14)’de sunuldu.
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Sacak Kok

90 RPM 100 RPM 110 RPM
Gamborg 0

Sekil 4.34: Sivi Gamborg 0 besi ortaminda farkli ¢alkalama hizlarina sahip calkalayicilar tizerinde ve
karanlik ortamda yaklasik bir ay inkiibasyonu sonrasi sagak kokler (Barlar: 1.2 cm).
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Sekil 4.35: Sivi Gamborg 0 besi ortaminda farkli ¢alkalama hizlarina sahip ¢alkalayicilar {izerinde ve
karanlik ortamda yaklasik bir ay inkiibasyonu sonrasi sagak koklerin biiyiimelerine ait grafik.

Tablo 4.14: Farkli ¢alkalama hizlarina sahip ¢alkalayicilar iizerinde ve karanlik ortamda yaklagik bir ay
inkiibasyonu sonrasi sagak kdklerin biiylimelerine ait sonuglar.

Calkalama Hizi Yas Agirhik (gr) Kuru Agirhik (gr)
(RPM) Ort+SH 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 kiiltir kullanildi.
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Sekil 4.34, Sekil 4.35 ve Tablo 4.14’¢ gore; Morfolojik veriler irdelendiginde, koyu
pigmentasyonun bazi erlenlerde ¢alkalama hizina paralel olarak artis gosterdigi, bununla
birlikte yiiksek calkalama hizinin (110 rpm) sacak koklerde kirilmalar meydana getirdigi
gozlendi. Sayisal veriler degerlendirildiginde, yaklasik bir aylik inkiibasyonun sonunda 90 rpm
hizla ¢alkalamada ortalama yas agirlik 2.7848+0.1176 gr, ortalama kuru agirlik 0.3063+0.0129
gr olarak, 100 rpm hizla ¢alkamada ortalama yas agirlik 3.4082+0.4238 gr, ortalama kuru
agirlik 0.3749+0.0466 gr olarak, 110 rpm ortalama yas agirlik 2.8674+0.1924 gr, ortalama kuru
agirhik 0.3154+0.0212 gr olarak hesaplandi. Yas ve kuru agirliklar bakimindan 100 rpm
calkalama hizinda inkiibe edilen sacak koklere gére 110 rpm ¢alkalama hizinda inkiibe edilen
sacak kokler arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, 90 rpm galkalama hizinda inkiibe
edilen sagak kokler arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi. Sagak koklerin 90 ve 110 rpm
calkalama hizlarinda inkiibasyonuna gore 100 rpm g¢alkalama hizinda inkiibasyonunda daha

yiiksek yas ve kuru agirlik hesaplanda.

Sonug olarak, 110 rpm hizinda ¢alkalanan sagak koklerde kirilmalar, bununla birlikte 90 ve 110
rpm ¢alkama hizlarinda inkiibe edilen sagak koklerde hesaplanan yas ve kuru agirligin 100 rpm
calkalama hizinda inkiibe edilen sagak koklerde hesaplanan yas ve kuru agirliktan diisiik olmast

sebebiyle, biiyiime egrisi ¢alismalarinda 100 rpm ¢alkalama hizi kullanilmasina karar verildi.

4.4.4. Stvi Gamborg 0 Besi Ortamindaki Sacak Kok Kiiltiirlerinde Biiyiimenin

Karakterizasyonu Calismalari

3.2.5.1.,3.2.5.2., 3.2.5.3. basliklar1 kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalarin sonucunda 4.4.1,
4.4.2 ve 4.4.3 baghig altinda elde edilen veriler kullanilarak, sikonin ve tiirevlerinin iiretilmesi
ve miktariin arttirilmasinda uygulanacak olan fiziksel ve kimyasal uyaricilarin uygulama
zamaninin belirlenmesi amaciyla, 3.2.5.4. bashig1 altinda ifade edilen metod kapsaminda, sivi
Gamborg 0 besi ortaminda elde edilen stok sagak kok kiiltiirlerinin alt kiiltiirleme siirecinde,
Olclimii yapilacak her giin i¢in 5 erlen hazirlandi. 250 ml lik erlen igerisine yaklasik 0.25 gr
sacak kok alinarak {izerine 100 ml s1vi Gamborg O besi ortami eklendi ve gerekli kapatilma
islemi yapilarak 100 rpm hizina ayarli calkalayicilar iizerinde karanlik ortamda BBO’da
yaklasik bir ay inkiibe edildi. Inkiibasyona baslanan giin (0. giin) ve akabinde her on giinde 30.
giine kadar, inkiibasyonu tamamlanan erlenler, BBO’da bulunan ¢alkayicilar tizerinden alinarak
(Sekil 4.36) sacak koklere ait yas ve kuru agirliklar hesaplanarak biiyiime egrileri olusturuldu
Sekil 4.37°de sunuldu.
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Sekil 4.36: Sivi Gamborg 0 besi ortaminda sagak koklerin farkli giinlerde gelisimleri (Barlar: 1.4 cm).
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Sekil 4.37: Sagak kok kiiltiirlerine ait biiyiime egrileri.

Sekil 4.36 ve Sekil 4.37 degerlendirildiginde, inkiibasyon siiresi arttik¢a besi ortamindaki
pigmentasyona ait koyuluk arttigi gozlendi (20. giinden itibaren). Bununla birlikte,
inkiibasyonun ilk giiniinde hesaplanan ortalama yas agirlik 0.25gr, ortalama kuru agirlik 0.28
gr olarak, inkiibasyonun 10. giinii ortalama yas agirlik 2.0030gr, ortalama kuru agirlik 0.2200gr
olarak, inkiibasyonun 20. giinii ortalama yas agirlik 3.2260 gr, ortalama kuru agirlik 0.3550 gr
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olarak, inkiibasyonun 30. giinii ortalama yas agirlik 6.4603gr, ortalama kuru agirlik 0.7110gr
olarak hesaplandi. Inkiibasyonun baslangicindan itibaren 20. giine kadar inkiibasyonda
ortalama yas ve kuru agirliklarda lineer artis hesaplanirken, 20. giinden sonra inkiibasyonda ise
ortalama yas ve kuru agirliklarda logaritmik artis hesaplandi. Ancak, her ne kadar 20. giinden
itibaren logaritmik bir biiyiime olsa da, besi ortaminda pigemntasyonda koyulagsma artmaktadir.
Sonug olarak sikonin miktarinin arttirilmasina yonelik elisitasyon uygulamasi ¢alismalar1 igin

elisitasyon uygulama zamani olarak inkiibasyonun 20. giinii olarak tespit edildi.

45. KOK VE KOTILEDON YAPRAGI SUSPANSiYON KULTURLERI iLE SIVI
ORTAMDAKI SACAK KOK KULTURLERINDE METABOLIT URETIMI ve
ARTTIRIMI ICiIN ELiSITASYON UYGULAMALARINA YONELIK CALISMALAR

45.1. Sivi Sacak Kok Kiiltiirlerinde Sikonin Tipi ve Miktarmin Elisitasyon

Uygulamalari ile Arttirilmasi1 Calismasi

3.2.6 baslig1 altinda Tablo 3.7°de ifade edilen elisitasyon tipleri, miktarlar1 ve siireleri, sivi
sacak kok kiiltlirlerine uygulanarak sikonin tipi ve miktarinin arttirilmasi hedeflenmistir.
Calismada, alt kiiltiir siireci i¢indeki s1v1 sagak kok kiiltiirli hatlar1, her bir ¢alisma i¢in ortalama
10 erlen olacak sekilde 250 ml erlene 0.5 gr sacak kok, 100 ml taze besi ortami1 (Gamborg 0)
ilave edilip alt kiiltiir islemi tamamlandiktan sonra, gerekli kapatma islemlerinin ardindan 100
rpm hizina ayarl g¢alkalayicilar lizerinde elisitasyon uygulama zamania kadar (20. giin)
karanlik ortamda ve BBO’da inkiibe edildi. Inkiibasyonun 20. giiniinde ¢alkalayicilar iizerinden
almman erlenlere Tablo 3.7°de sunulan tabloda ifade edildigi gibi elisitasyonlar uygulandi.
Kontrol gruplarinda; erlenlerin agizlar1 a¢ilmadan BBO’daki calkalayicilar iizerinde
inkiibasyona devam edildi, MeJA, ABA, DMSO gruplarinda; erlenlere steril ortam kosullarinda
kimyasallar ilave edilerek yeniden kapatildi ve BBO’daki ¢alkalayicilar lizerinde inkiibasyon
yeniden birakildi, +4 °C gruplarinda; erlenlerin agizlari agilmadan, buzdolab1 igerisine alinan
calkalayicilar {izerine birakilarak inkiibasyona devam edildi. Elisitasyon siiregleri ig¢in
belirlenen zaman dilimleri sonunda, morfolojik gozlemler Sekil 4.38, Sekil 4.39, Sekli 4.40,
Sekil 4.41 ve Sekil 4.42°de yas ve kuru agirliklar1 hesaplanarak Tablo 4.15’de sunuldu. Kuru

agirliklar1 hesaplanan sacgak kokler sikonin tipi ve miktarlari belirleme ¢aligmalari i¢in saklandi.
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0 Saat 12 Saat 24 Saat 48 Saat

Sekil 4.38: Sivi sacak kok kiiltiirlerinde elisitasyon uygulamasina ait kontroller (Barlar: 1.4 cm).

Uygulama Oncesi 12 Saat MeJA 24 Saat MeJA 48 Saat MeJA

Sekil 4.39: Sivi sagak kok kiiltiirlerine farkli konsantrasyon ve siirelerde MeJA uygulamasi (Barlar: 1.4
cm).
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Uygulama Oncesi 12 Saat ABA 24 Saat ABA 48 Saat ABA

0.1 mg

0.5 mg

Sekil 4.40: Siv1 sagak kok kiiltiirlerine farkli konsantrasyon ve siirelerde ABA uygulamasi (Barlar: 1.4
cm).

Uygulama Oncesi 12 Saat DMSO 24 Saat DMSO 48 Saat DMSO

% 0.1

% 0.2

Sekil 4.41: Sivi sacak kok kiiltiirlerine farkli konsantrasyon ve siirelerde DMSO uygulamasi (Barlar:
1.4 cm).
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Uygulama Oncesi 12 Saat +4 °C 24 Saat +4 °C 48 Saat +4 °C

Sekil 4.42: Sivi sagak kok kiiltiirlerine farkli siirelerde soguk uygulamasi (Barlar: 1.4 cm).

Tablo 4.15: Sivi sagak kok kiiltiirlerine elisitasyon uygulamasi sonrasi sagak koklere ait yas ve kuru
agirliklar.

Elisitasyon Ortalama Yas Agrihk Ortalama Kuru Agirhk
Uygulama (mg) (mg)
Tipi ve Uygulama Siiresi (Saat) Uygulama Siiresi (Saat)
Miktar 0 12 24 48 0 12 24 48
Kontrol 2.48+0.22 3.20+0.21ab 3.20+0.26¢ 3.26+0.29abc 0.27+0.03 0.35+0.02ab 0.35+0.03¢ 0.35+0.03abc
MeJA (5 pM) 3.79+0.36a 4.3140.46ab 3.65+0.21ab 0.41+0.04a 0.47+0.05ab 0.40+0.02ab
MeJA (10 pM) 3.62+0.32ab 2.88+0.27¢ 2.5940.10cd 0.40+0.03ab 0.32+0.03¢ 0.29+0.01cd
ABA (0.1 mg) 2.62+0.39b 3.84+0.24bc 3.1420.24abc 0.29+0.04b 0.42+0.03bc 0.35+0.03abc
ABA (0.5 mg) 2.84+0.32ab 2.86+0.17¢ 3.00+0.26bc 0.31+0.04ab 0.32+0.02¢ 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) 2.9340.15ab 3.78+0.26bc 3.79+0.33a 0.32+0.02ab 0.42+0.02bc 0.42+0.04a
Soguk (+4 °C) 3.11£0.43ab 2.76+0.20c 2.2240.02d 0.35+0.05ab 0.30+0.02¢ 0.25+0.01d

Her denemede ortama 10 erlen kiiltiir kullanild.

Sekil 4.38, Sekil 4.39, Sekil 4.40, Sekil 4.41 ve Sekil 4.42 irdelendiginde; ABA, DMSO ve
soguk denemelerine gore MeJA’nin denenen iki farkli konsantrasyonunda besi ortamlarinda
belirgin kirmiziliklar devam etmektedir. MeJA disindaki diger denemelerde besi ortamlari koyu
kirmizi bir renk aldig1 gozlendi. Tablo 4.15 irdelendiginde, sacak kok kitlesi bakimindan MeJA
ve DMSO’daki diisiik konsantrasyon denemelerinin diger ortamlardaki denemelere gore
ozellikle 24 saat uygulamalarinda daha fazla miktarda oldugu gozlendi [5 pM MeJA 24 Saat
(Yas Agirlik: 4.31+£0.46 gr; Kuru Agirlik: 0.47+0.05 gr); %0.1 DMSO 24 Saat (Yas Agirhik:
4.894+0.58 gr; Kuru Agirhik: 0.54+0.06 gr)]. Bununla birlikte, kontrol ile denemelerde
hesaplanan yas ve kuru agirliklar arasinda sayisal ve istatistiksel olarak parelellik tespit edildi.
Genellikle biiylime fazinin sonu olarak tespit edilen 20. giin gerceklestirilen denemeler de
dogrulanmis oldu. Ciinkii 24. saatten 48. saate dogru biiylime, 12. saatten 24. saate kadar ki
bliylimeye oranla genelde ya ¢ok zayif ya da biiyiimede gerilemeler oldugu tespit edildi. En
yiiksek yas ve kuru agirlik 24 saat %0.1 DMSO (Yas Agirlik: 4.89+0.58 gr; Kuru Agirlik:
0.54+0.06 gr) uygulamasinda hesaplanirken, en diisiikk yas ve kuru agirlik 48 saat +4 °C (Yas
Agirhik: 2.2240.02 gr; Kuru Agirlik: 0.25+0.01 gr) uygulamasinda hesaplandi. Beklendigi gibi,
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bitkinin asil biiyiime sicakligi ortalama 25 °C oldugu bilindiginden, soguk uygulama siiresi
arttikca sagak kok gelisiminde gerileme oldugu hesaplandi. MeJA, ABA ve DMSO diisiik doz
uygulamalarinda gelisimi olumlu etkilerken, yiiksek doz ve uzun siire uygulamalarda ise
gelisimi olumsuz yonde etkiledigi hesaplandi. 12 Saat uygulamalarinda, hem yas hem kuru
agirliklar bakimindan MeJA (5 uM) ile Kontrol, MeJA (10 uM), ABA (0.5 mg), DMSO (%
0.1), DMSO (% 0.2) ve Soguk (+4 °C) arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, MeJA
(5 uM) ile ABA (0.1 mg) arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi. 24 saat uygulamalarinda,
hem yas hem kuru agirliklar bakimindan DMSO (% 0.1) ile MeJA (5 uM) arasinda istatistiksel
olarak fark tespit edilirken, Kontrol, DMSO (% 0.1) ile ABA (0.1 mg), ABA (0.5 mg), DMSO
(% 0.2) ve Soguk (+4 °C) arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi. 48 Saat
uygulamalarinda, hem yas hem kuru agirliklar bakimindan DMSO (% 0.2) ile Kontrol, MeJA
(5 uM), ABA (0.1 mg) ve DMSO (% 0.1) arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken,
DMSO (% 0.2) ile ABA (0.5 mg) ve Soguk (+4 °C) arasinda istatistiksel olarak fark tespit
edildi.

45.2. Kok Siispansiyon Kiiltiirlerinde Sikonin Tipi ve Miktarinin Elisitasyon

Uygulamalar ile Arttirilmasi1 Calismasi

Sacak kok  Kkiiltiirlerine  elisitasyon uygulamast sonrast elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, kok slispansiyon hatlari i¢in farkl elisitasyon tipleri, miktarlar ile tek bir
stire uygulamasiyla (Baslik 3.2.6, Tablo 3.7) sikonin ve tiirevlerinin miktarlarinin arttirilmasi
hedeflenmistir. Calismada, uygun nitelikteki (tamamen siispanse halindeki, kiimelesme
meydana gelmeyen alt kiiltiir siirecindeki) alt kiiltiir siireci i¢indeki kok siispansiyon hatlari, her
bir ¢alisma i¢in ortalama 10 Erlen olacak sekilde 250 ml Erlene 50 ml kiiltiir 50 ml taze besi
ortam1 (LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA) ilave edilip alt kiiltiir islemi tamamlandiktan sonra,
gerekli kapatma islemlerinin ardindan 100 rpm hizina ayarl ¢alkalayicilar tizerinde elisitasyon
uygulama zamanina kadar (21. giin) karanlik ortamda ve BBO’da inkiibe edildi. inkiibasyonun
21. giinlinde c¢alkalayicilar tlizerinden alinan erlenlere Tablo 3.7°de sunulan tabloda ifade
edildigi gibi elisitasyonlar uygulandi. Kontrol gruplarinda; Erlenlerin agizlari agilmadan
BBO’daki ¢alkalayicilar iizerinde inkiibasyona devam edildi, MeJA, Maya Oziitii (SC), AgNO3
gruplarinda; Erlenlere steril ortam kosullarinda kimyasallar ilave edilerek yeniden kapatildi ve
BBO’daki ¢alkalayicilar iizerinde inkiibasyon yeniden birakildi. Elisitasyon siiregleri igin

belirlenen zaman dilimi sonunda inkiibasyonlar sonlandirilarak, morfolojik gozlemler Sekil
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4.43, Sekil 4.44, Sekli 4.45 ve Sekil 4.46°de yas ve kuru agirliklar1 hesaplanarak Tablo 4.16°de
sunuldu. Her bir deney grubu i¢in geriye kalan kiiltiir kaba filtre kagidindan gecirelerek oda

sicakliginda kurutuldu ve sikonin tipi ve miktarlari belirleme galigmalari i¢in saklandi.
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Uygulama Oncesi (0. Saat) 24 Saat

LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA

Sekil 4.43: Kok siispansiyon kiiltiirlerinde elisitasyon uygulamasina ait kontroller (Barlar: 1.4 cm).

4 . Kok
Uygulama Oncesi 24 Saat MeJA

5uM

10 pM

LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA

Sekil 4.44: Kok stispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyonda MeJA uygulamasi (Barlar: 1.4 cm).
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.. . Kok
Uygulama Oncesi 24 Saat Maya S.C.

200 mg

LS+2 mg/1 Kin+0.2 mg/l IAA

Sekil 4.45: Kok siispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyonda Maya Oziitii (SC) uygulamasi (Barlar:
1.4 cm).

.. . Kok
Uygulama Oncesi 24 Saat AgNO;

LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l [AA

Sekil 4.46: Kok siispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyonda AgNOsz uygulamasi (Barlar: 1.4 cm).



Tablo 4.16: Kok stispansiyon kiiltiirlerine elisitasyon uygulamasi sonrasi yas ve kuru agirliklar.
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Elisitasyon Ortalama Yas Agirhk Ortalama Kuru Agirhk
Uygulama (gr) (gr)
Tipi ve Uygulama Siiresi (Saat)
Miktar1 0 24 0 24
Kontrol 0.0411£0.0015  0.0497+0.0023b  0.0051+0.0004  0.0050+0.0005b
MeJA (5 pM) 0.0836+0.0024a 0.0068+0.0003a
MeJA (10 pM) 0.0798+0.0042a 0.0065+0.0005a
Maya Oziitii (100mg/I) 0.0502+0.0033b 0.0054+0.0008b
Maya Oziitii (200mg/I) 0.0567+0.0050b 0.0056:0.0006b
AgNO; (4 mg/l) 0.0577+0.0034b 0.0052+0.0003b
AgNO; (8 mg/l) 0.0544+0.0020b 0.0059+0.0006b

Her denemede ortama 10 erlen kiiltiir kullanild1.

Sekil 4.43, Sekil 4.44, Sekil 4.45 ve Sekil 4.46 irdelendiginde; MeJA, Maya Orziitii (SC) ve
AgNO3’lin denenen iki farkli konsantrasyonunda besi ortamlarinda belirgin koyulagmalar
oldugu gozlendi. Ayrica MeJA denemlerinde ise kirmizi pigmentasyon varligi gézlendi. Tablo
4.16 irdelendiginde kontrol ile denemelerdeki hesaplamalarda yas ve kuru agirliklar arasinda
sayisal ve istatistiksel olarak paralellik tespit edildi. Sagak kok denemelerinde sikonin tip ve
miktarinin en fazla elde edildigi 24. Saat, kok siispansiyonu ¢aligmalarinda tek uygulama
zamani olarak denemeler gergeklestirildi. Kontrole gore gerceklestirilen tiim denemelerde yas
ve kuru agirlik miktarlarinda artislar tespit edildi. En yiiksek yas ve kuru agirlik 24 saat SuM
MeJA (Yas Agirlik: 0.0836+0.0024 gr; Kuru Agirlik: 0.0068+0.0003 gr) uygulamasinda
hesaplanirken, en diisiik yas ve kuru agirlik kontrol (Yas Agirlik: 0.0497+0.0023 gr; Kuru
Agirlik: 0.0050+0.0005 gr)’de hesaplandi. Hem yas hem kuru agirliklar bakimmdan MeJA (5
uM) ile MeJA (10 uM) arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, MeJA (5 uM) ile
Kontrol, Maya Oziitii (SC) (100 mg/l), Maya Oziitii (SC) (200 mg/l), AgNOs (4 mg/l) ve
AgNOs (8 mg/l) arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi.

4.5.3. Kotiledon Yaprag Siispansiyon Kiiltiirlerinde Yag Asidi Miktarlarinin

Elisitasyon Uygulamalari ile Arttirilmasi Calismasi

3.2.6 baglig1 altinda Tablo 3.7’de ifade edilen elisitasyon tipleri, miktarlar1 ve siireleri, kotiledon
yapragi slispansiyon kiiltiirlerine uygulanarak yag asidi miktarinin arttirilmasi hedeflenmistir.
Calismada, uygun nitelikte (tamamen siispanse halindeki, kiimelesme meydana gelmeyen alt
kiiltiir siirecindeki) alt kiiltiir siireci i¢indeki kotiledon yaprag: siispansiyon hatlari, her bir
¢alisma i¢in ortalama 10 erlen olacak sekilde 250 ml erlene 50 ml kiiltiir 50 ml taze besi ortami
(LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D) ilave edilip alt kiiltiir islemi tamamlandiktan sonra, gerekli

kapatma islemlerinin ardindan 100 rpm hizina ayarli calkalayicilar {izerinde elisitasyon
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uygulama zamanina kadar (14. giin) karanlik ortamda ve BBO’da inkiibe edildi. Inkiibasyonun
14. giiniinde calkalayicilar iizerinden alinan erlenlere Tablo 3.7’de sunulan tabloda ifade
edildigi gibi elisitasyonlar uygulandi. Kontrol gruplarinda; erlenlerin agizlar1 agilmadan
BBO’daki ¢alkalayicilar iizerinde inkiibasyona devam edildi, MeJA, ABA, DMSO gruplarinda;
erlenlere steril ortam kosullarinda kimyasallar ilave edilerek yeniden kapatildi ve BBO’daki
calkalayicilar iizerinde yeniden inkiibasyon birakildi, +4 °C gruplarinda; erlenlerin agizlari
acilmadan, buzdolabi igerisine alinan calkalayicilar iizerine birakilarak inkiibasyona devam
edildi. Elisitasyon siiregleri i¢in belirlenen zaman dilimleri sonunda, morfolojik gdzlemler Sekil
4.47, Sekil 4.48, Sekli 4.49, Sekil 4.50, Sekil 4.51 ve Sekil 4.52°de yas ve kuru agirliklari
hesaplanarak Tablo 4.17°de sunuldu. Her bir deney grubu i¢in geriye kalan kiiltiir kaba filtreden
gecirelerek oda sicakliginda kurutuldu ve yag asidi tipi ve miktarlar1 belirleme ¢alismalari igin

saklandi.

Kotiledon Yaprag

Uygulama Oncesi (0. Saat) 12 Saat 24 Saat 48 Saat
LS+2 mg/l1 Kin+0.2 mg/1 2,4-D

Sekil 4.47: Kotiledon yapraklar siispansiyon kiiltiirlerinde elisitasyon uygulamasina ait kontroller
(Barlar: 1.4 cm).
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Kotiledon Yaprag:
Uygulama Oncesi 12 Saat MeJA 24 Saat MeJA 48 Saat MeJA

SuM

10 pM

LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D

Sekil 4.48: Kotiledon yapraklan siispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyon ve siirelerde MeJA
uygulamasi (Barlar: 1.4 cm).

Sekil 4.49: Kotiledon yapragi siispansiyon kiiltiirlerine 10 pM (24 Saat) MeJ A uygulamasi sonrasi kaba
filtreden gegirilen A) kuru 6rnek, B ve C) kuru 6rnegin filtre kagidi izerinde biraktig1 pigmentler, oklar
kirmiz1 pigmentleri gostermektedir (Barlar 1.5 cm).
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Kotiledon Yaprag
Uygulama Oncesi 12 Saat ABA 24 Saat ABA 48 Saat ABA

0.1 mg

0.5 mg

LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l 2,4-D

Sekil 4.50: Kotiledon yapraklari siispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyon ve siirelerde ABA
uygulamasi (Barlar: 1.4 cm).

Kotiledon Yaprag
Uygulama Oncesi 12 Saat DMSO 24 Saat DMSO 48 Saat DMSO

% 0.1

% 0.2

LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/1 2,4-D

Sekil 4.51: Kotiledon yapraklar siispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyon ve stirelerde DMSO
uygulamasi (Barlar: 1.4 cm).
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Kotiledon Yaprag

Uygulama Oncesi 12 Saat +4 °C 24 Saat +4 °C 48 Saat +4 °C
LS+2 mg/l1 Kin+0.2 mg/1 2,4-D

Sekil 4.52: Kotiledon yapraklari slispansiyon kiiltiirlerine farkl: siirelerde soguk uygulamasi (Barlar: 1.4
cm).

Tablo 4.17: Kotiledon yaprag: siispansiyon kiiltiirlerine elisitasyon uygulamasi sonrasi yas ve kuru
agirliklar.

Elsitasyon Ortalama Yas Agriik Ortalama Kuru Agirhk
Uygulama (gr) (9n)
Tipi ve Uygulama Siiresi (Saat) Uygulama Siiresi (Saat)
Miktar 0 12 24 48 0 12 24 48
Kontrol 0.0648+0.0146 0.07617+0.0031d 0.0724+0.0024¢ 0.0723+0.0022d 0.0043+0.0005 0.0046+0.0001¢ 0.0055+0.0001¢ 0.0061+0.0004¢
MeJA (5 pM) 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 pM) 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 0.18110.0246a 0.2113+0.0225a 0.0104+0.0004b 0.0111+0.0007b 0.013120.0008ab
ABA (0.5 mg) 0.1179+0.0069¢ 0.1137+0.0055b 0.1371+0.0036¢ 0.0095+0.0009b 0.0104+0.0003b 0.0137+0.0002ab
DMSO (% 0.1) 0.1191+0.0236¢ 0.1266+0.0142b 0.1478+0.0122¢ 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+0.0169¢ 0.0146+0.0020a 0.0189+0.0027a 0.0100+0.0015b
Soguk (+4 °C) 0.0342+0.0016¢ 0.0371+0.0029d 0.0392+0.0026¢ 0.0101+0.0004b 0.0116+0.0003b 0.0145+0.0027a

Her denemede ortama 10 erlen kiiltiir kullanildi.

Sekil 4.47, Sekil 4.48, Sekil 4.49, Sekil 4.50, Sekil 4.51 ve Sekil 4.52 irdelendiginde; ABA,
DMSO ve soguk denemelerine gére MeJA’nin denenen iki farkli konsantrasyonun da besi
ortamlarinda belirgin koyu kahverengi renk tonu gézlendi. En 6nemli morfolojik gézlem, elde
edilen siispansiyon kiiltlirlerinin kaba filtre kagidindan geg¢irilmesi sonrast MeJA
uygulamalarinda kirmizi pigmentasyon gozlendi (Sekil 4.49). Tablo 4.17 irdelendiginde
hesaplanan yas ve kuru agirliklar bakimindan sagak kok ve siispansiyon kiiltiirlerinde oldugu
tizere paralellik tespit edilmedi. Yas agirlik bakimindan genel bir degerlendirme yapildiginda;
yas agirlik bakimindan MeJA, ABA ve DMSO’nun diisiik ve yiiksek konsantrasyonlari ile artan
slire uygulamalarma gdre kontrol ve +4 °C uygulamalarinda artan siireye bagl olarak daha fazla
miktarda oldugu gozlenirken, kuru agirliklar bakimindan yas agirligin en diisiik hesaplandig:
+4 °C denemelerinde, kuru agirhigin kontrol ve diger uygulamalara gore daha fazla arttigi
gozlendi. En yiiksek yas agirlik 48 saat 0.1 mg ABA (0.2113+0.0225 gr), en yiiksek kuru agirlik
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48 saat +4 °C (0.0145+0.0027 gr) uygulamalarinda hesaplanirken, en diisiik yas agirlik 48 saat
+4 °C (0.0342+0.0016 gr), en disik kuru agirlik 0. saat kontrol (0.0043%0.0005 gr)
uygulamalarinda hesaplandi. Yas agirliklar bakimindan 12 Saat uygulamalarinda, ABA (0.1
mg) ile MeJA (10 uM), DMSO (% 0.2) arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, ABA
(0.1 mg) ile Kontrol, MeJA (5 uM), ABA (0.5 mg), DMSO (% 0.1) ve Soguk (+4 °C) arasinda
istatistiksel olarak fark tespit edildi. Kuru agirliklar bakimindan 12 Saat uygulamalarinda,
DMSO (% 0.2) ile Kontrol, MeJA (5 uM), MeJA (10 uM), ABA (0.1 mg), ABA (0.5 mg),
DMSO (% 0.1) ve Soguk (+4 °C) arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilmedi. Yas agirliklar
bakimindan 24 Saat uygulamalarinda, MeJA (10 uM) ile MeJA (5 uM), ABA (0.1 mg), DMSO
(% 0.2) arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, MeJA (10 uM) ile Kontrol, ABA (0.5
mg), DMSO (% 0.1) ve Soguk (+4 °C) arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi. Kuru
agirliklar bakimindan 24 Saat uygulamalarinda, DMSO (% 0.2) ile Kontrol, MeJA (5 uM),
MeJA (10 uM), ABA (0.1 mg), ABA (0.5 mg), DMSO (% 0.1) ve Soguk (+4 °C) arasinda
istatistiksel olarak fark tespit edildi. Yas agirliklar bakimindan 48 Saat uygulamalarinda, MeJA
(10 uM) ile ABA (0.1 mg) arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, MeJA (10 uM) ile
Kontrol, MeJA (5 uM), ABA (0.5 mg), DMSO (% 0.1), DMSO (% 0.2) ve Soguk (+4 °C)
arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi. Kuru agirhiklar bakimindan 48 Saat
uygulamalarinda, Soguk (+4 °C) ile MeJA (5 uM), MeJA (10 uM), ABA (0.1 mg), ABA (0.5
mg), DMSO (% 0.1) ve DMSO (% 0.2) arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilirken, soguk
(+4 °C) ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark tespit edildi.
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4.6. In Vivo KOK ve In Vitro KOK SUSPANSIYONU VE SACAK KOK KULTURU
UYGULAMALARINDA SIKONIN ve TUREVLERININ MIKTARLARININ
BELIRLENMESI iLE TOHUM ve In Vitro KOTILEDON YAPRAGI SUSPANSIiYON
KULTURU UYGULAMALARINDA YAG ASIiDi TiPi ve MIKTARLARININ
BELIRLENMESINE YONELIK CALISMALAR

In vivo kok ve In vitro kiiltiirlerde (kok siispansiyon ve sivi sagak kok kiiltiirlerine elisitasyon
uygulamalari) sikonin ve tiirevlerinin miktarlarinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar Baglik
4.6.1 ve 4.6.2°de, tohum ve in vitro kotiledon yaprag: siispansiyon kiiltiirlerinde (elisitasyon
uygulamalari) yag asidi tipi ve miktarlarinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar Baslik 4.6.3 ve

4.6.4’de sunuldu.
4.6.1. In Vivo Koklerden Sikonin ve Tiirevlerinin Miktarlarimin Belirlenmesi Calismasi

Tablo 3.8’de sunulan in vivo materyale ait 6rnekler Baglik 3.2.7.1 kapsaminda ifade edilen
yontemle ekstrakte edilen 6rneklerden ITK yapild: (Sekil 4.53). Elde edilen ekstraktlar yine
3.2.7.1 bashig kapsaminda sikonin miktar: tespit edilerek Tablo 4.18’de sunuldu.

Orneklerin Kloroformun Ekstraktlarin Eldesi
Ogiitiilmesi Kloroformla Ekstraksiyonu Uzaklagtirilmas:

Kuru Orneklerin

Sekil 4.53: In vivo kdklerin ekstraksiyonu ve ITK larina ait goriintiiler.
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Tablo 4.18: In vivo koklerden elde edilen sikonin miktari.

- .. . Elde Edilen
Ornek i ismi GPSKodu  Yiksekdik Konum Sikonin Miktar1
No (Metre)
(mg)
. . 41°40°45” K Edirne-Karklareli
02 E. italicum 27°02°48” D 132 Yolu Inece Mevki 1 mg>
0n A2 Liileburgaz Saricaali
03 E. italicum 417247597 K 52 Kéyil Taskoprii 1 mg>
27°13°14” D )
Mevki
.. - 41°05°23” K Corlu Yenice Mevki
04 E. italicum 2794445 63 (Tekirdag) 1 mg>
" . 40°38’50” K .
06 E. italicum 26°50°33” D 12 Gelibolu-Canakkale 3mg
.. . 40°09°19” K Canakkale Otobiis
07 . plantagenium 26°27°26” D 73 Terminali 1 mg>
.. 40°36’45” K Corum-Merzifon Yolu
09 E. vulgare 35°05°40” D 1080 10. Km 1 mg>
042559 Magka Siimela
010 E. vulgare 40043,53,, < 791 Manastir1 Yolu 1 mg>
39°38°10” D
(Trabzon)
- 41°22°49” K Borgka-Hopa Yolu
on ERgare 41°35°40” D 202 10. Km (Artvin) 1 mg>
. 40°43°8” K Trabzon Hamsikok
012 E. vulgare 39°31°15” D 850 10. Km 1 mg>
.. 41°6’18” K Trabzon-Giresun Yolu
013 E. vulgas 39°24°47” D 15 Carsibas1 Mevki 1 mg>
.. 41°9°39” K Ordu-Terme Yolu
014 Egire 37°5°6” D U Sakarli Mevki 1 mg>
. 41°13’15” K Terme-Samsun Yolu
015 E. vulgare 36°50°57” D 14 Dal Bahge Mevki 1 mg>
.. 41°16’1” K Kastamonu-Karabiik
018 E. vulgare 3322’11 D 792 Yolu Gemi Mevki 1 mg>
.. 41°16’1” K Kastamonu-Karabiik
019 E. vulgare 33922°11” D 792 Yolu Gemi Mevki 1 mg>
41°931” K Karabiik-Zonguldak
020 E. vulgare 32997°46” D 213 Yolu Sahinkaya 1 mg>
Tineli Yenice Mevki
- - 38°52°59” K Bingol Universitesi-
024 E. italicum 40°52°34” D 1200 Bingol 1 mg>

Tablo 4.18 irdelendiginde, preperatif ITK ile saflastirma icin gereken madde miktari elde
edilemediginden total sikonin miktari hesaplanmaya ¢alisildi. O6 disinda (3 mg sikonin) diger

koklerin ekstraktlarindan elde edilen sikonin miktar1 1 mg altinda kaldig1 hesaplanda.
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4.6.2. In Vitro Kiiltir Uygulamalarindan Elde Edilen Orneklerden Sikonin ve

Tiirevlerinin Miktarlarinin Belirlenmesi Calismasi

Kok siispansiyon ve sivi sagak kok kiiltiirlerine Tablo 3.7°de ifade edilen elisitasyon tipleri
3.2.6 baghig1 altinda ifade edildigi gibi gerceklestirildi. Caligmalar sonucu elde edilen bilgiler
Baslik 4.6.2.1 ve 4.6.2.2° de sunuldu.

4.6.2.1 St Ortam Sacak Kok Kiiltiirlerine Elisitasyon Uygulamalart Sonrast Sikonin

Miktarlarinin Belirlenmesi Calismast

3.2.6 bashigi altinda Tablo 3.7°de ifade edilen elisitasyon tipleri, miktarlar1 ve siireleri, sivi
sacak kok kiiltlirlerine uygulanarak sikonin tipi ve miktarinin arttirilmasi hedeflenmistir.
Calismada, alt kiiltiir siireci i¢cindeki s1vi sacak kok kiiltiirti hatlari, her bir ¢alisma i¢in ortalama
10 erlen olacak sekilde 250 ml erlene 0.5 gr sacak kok, 100 ml taze besi ortami1 (Gamborg 0)
ilave edilip alt kiiltiir islemi tamamlandiktan sonra, gerekli kapatma islemlerinin ardindan 100
rpm hizina ayarli calkalayicilar {izerinde elisitasyon uygulama zamanina kadar (20. giin)
karanlik ortamda ve BBO’da inkiibe edildi. inkiibasyonun 20. giiniinde galkalayicilar iizerinden
alman erlenlere Tablo 3.7°de sunulan tabloda ifade edildigi gibi elisitasyonlar uygulandi.
Kontrol gruplarinda; erlenlerin agizlar1 agilmadan BBO’daki calkalayicilar iizerinde
inkiibasyona devam edildi, MeJA, ABA, DMSO gruplarinda; erlenlere steril ortam kosullarinda
kimyasallar ilave edilerek yeniden kapatildi ve BBO’daki ¢alkalayicilar iizerinde inkiibasyon
yeniden birakildi, +4 °C gruplarinda; erlenlerin agizlari agilmadan, buzdolab1 igerisine alinan
calkalayicilar iizerine birakilarak inkiibasyona devam edildi. Elisitasyon siirecleri icin
belirlenen zaman dilimleri sonunda 4.5.1. baglig1 altinda ifade edildigi {izere biiylime iizerine
morfolojik ve sayisal veriler irdelendi. Elde edilen kokler 3.2.7.1 baglig: altinda ifade edildigi
lizere ekstraktlar hazirlanarak dnce ITK (Sekil 4.54) ardindan preperatif ITK yapilarak elde
edilen sikonin tiirevlerinin miktarlari tespit edilerek Tablo 4.19°da sunuldu. Bununla birlikte
daha once gerceklestirilen calismalarda elde edilen sagak kokler ayni sekilde analiz igin
hazirlanarak, yapi tayinleri i¢in NMR’a analizine gonderildi. Elde edilen veriler EKLER

basliginda sunuldu.
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Kuru Orneklerin Orneklerin Kloroformun Ekstraktlarin Eldesi
Ogiitiilmesi Kloroformla Ekstraksiyonu Uzaklastirilmasi

Sekil 4.54: Sivi ortamda kiiltiire edilen sagak koklere uygulanan elisitasyon sonrasi sagak koklerin
ekstraksiyonu ve ITK larina ait goriintiiler.

Tablo 4.19: Sacgak kok ekstraktlarindan tespit edilen sikonin tipi ve miktarlari.

Elisitor Tipi/ Kuru R sy s 2-Metilbiitiril/izovaleril
Uygulama ZaI:nam Kok Miktar: Deoksi Sikonin  Asetil Sikonin Sikonin
(Saat) (ar) (ma) (ma) (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 uM 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 pM. 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
%0 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
%o 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

*/Deger Elde Edilen Sikonin Tirevlerinin 1 gr Kuru K6k Miktarina oranlamig sonucudur.
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Siv1 ortamda sagak kok kiiltlirlerine uygulanan elisitasyon ardindan ekstraksiyon islemleri
sonrasi yapilan ITK ve preperatif ITK verilerinin sunuldugu Tablo 4.19 irdelendiginde, sagak
koklerden en yiiksek miktarda elde edilen sikonin tiirevleri Deoksi Sikonin, Asetil Sikonin, 2-
Metilbiitiril/izovaleril Sikonin olarak tespit edildi. Morfolojik gdézlem sonuglarinin sunuldugu
4.5.1 baghginda da ifade edildigi lizere MeJA uygulamalarinda diger uygulamalara gore daha
acik kirmizi pigmentli besi ortami olustugu gozlenriken, analitik sonuglarda genelde sikonin
tirevlerinin en yiiksek miktarda MeJA uygulamalarinda tespit edildigi gozlendi. Calisma
sonrast sikonin tiirevlerinin ve miktarlarinin belirlendigi calismada hem gercek hem de orantisal
(1 gr) kuru madde iizerinden hesaplamalar yapildi. Sikonin tiirevleri igerisinde en yiiksek
artiglar ayn1 saat dilimindeki kontroliine gére; Deoksi Sikonin 48 Saat % 0.2 DMSO (~2 kat),
Asetil Sikonin 24 Saat 10 pM MeJA (~2 kat), 2-Metilbiitiril/Izovaleril Sikonin 24 Saat 10 pM
MeJA (~87 kat) uygulamalarinda tespit edildi. En yiiksek Deoksi Sikonin miktar1 48 Saat %
0.2 DMSO (2.50 mg), 24 Saat 10 uM MeJA (2.38 mg) uygulamalarinda tespit edilirken, en
diisiik Deoksi Sikonin miktar1 24, 48 Saat 1 mg/l ABA ve 48 Saat 0.5 mg/l ABA (0.31, 0.28 ve
0.28 mg) uygulamalarinda tespit edildi. En yiiksek Asetil Sikonin miktari1 24 ve 48 Saat 10 uM
MeJA (6.75 ve 4.65 mg) uygulamalarinda tespit edilirken, en diisiik Asetil Sikonin miktar1 24
Saat % 0.1 DMSO’da (0.77 mg) tespit edildi. En yiiksek 2-Metilbiitiril/izovaleril Sikonin
miktar1 12 ve 24 Saat 10 uM MeJA (6.99 ve 7.88 mg) uygulamalarinda tespit edilirken, en
diisiik 2-Metilbiitiril/izovaleril Sikonin miktar1 24 ve 48 Saat Kontrol (0.09 ve 0.30 mg)
uygulamalarinda tespit edildi.

4.6.2.2 Kok Siispansiyon Kiiltiirlerine Elisitasyon Uygulamalart Sonrast Sikonin

Miktarlarinin Belirlenmesi Calismast

Sacak kok kiiltiirlerine  elisitasyon uygulamasi sonrasi elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, kok siispansiyon hatlari i¢in farkli elisitasyon tipleri, miktarlar1 ve siireleri
uygulamasiyla (Bashik 3.2.6, Tablo 3.7) sikonin miktarlarinin arttirilmasi hedeflenmistir.
Calismada, uygun nitelikte (tamamen siispanse halde, kiimelesme meydana gelmeyen) ve alt
kiltiir siireci igindeki kok siispansiyon hatlari, her bir ¢alisma i¢in ortalama 10 erlen olacak
sekilde 250 ml erlene 50 ml kiiltiir 50 ml taze besi ortam1 (LS+2 mg/l Kin+0.2 mg/l IAA) ilave
edilip alt kiiltiir islemi tamamlandiktan sonra, gerekli kapatma islemlerinin ardindan 100 rpm
hizina ayarli ¢alkalayicilar lizerinde elisitasyon uygulama zamanina kadar (21. giin) karanlik

ortamda ve BBO’da inkiibe edildi. Inkiibasyonun 21. giiniinde calkalayicilar {izerinden alnan
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erlenlere Tablo 3.7’de sunulan tabloda ifade edildigi gibi elisitasyonlar uygulandi. Kontrol
gruplarinda; Erlenlerin agizlar1 agilmadan BBO’daki calkalayicilar iizerinde inkiibasyona
devam edildi, MeJA, Maya Oziitii (SC), AgNOs3 gruplarinda; Erlenlere steril ortam kosullarinda
kimyasallar ilave edilerek yeniden kapatildi ve BBO’daki calkalayicilar {izerinde inkiibasyon
yeniden birakildi. Elisitasyon siiregleri i¢in belirlenen zaman dilimleri sonunda 4.5.2 basligi
altinda ifade edildigi iizere biiylime {lizerine morfolojik ve sayisal veriler irdelendi. Her bir
deney grubu i¢in geriye kalan kiiltiir kaba filtre kagidindan gegirelerek oda sicakliginda

kurutuldu ve sikonin tipi ve miktarlar1 belirleme ¢aligmalar1 gerceklestirildi.

Ancak, kok siispansiyonlarinda elisitasyon caligsmalar1 sonrasi elde edilen kuru maddelerden
3.2.7.1 baghg@ altinda ifade edildigi iizere ekstraktlar hazirlanarak énce iTK yapildi ancak ITK
sonrasi preperatif ITK yapilmast i¢in gerekli madde miktarinin preperatif iTK yapilabilecek
nicelikte olmadigi tespit edildi (Sekil 4. 55).

Orneklerin Kloroformun Ekstraktlarin Eldesi ITK
Ogiitiilmesi Kloroformla Ekstraksiyonu Uzaklagtirilmasi

Kuru Orneklerin

Sekil 4.55: Kok stispansiyon kiiltiirlerine uygulanan elisitasyon sonrasi drneklerin ekstraksiyonu ve
ITK’larina ait goriintiiler.

4.6.3. Tohumlarin Yag Asidi Icerik ve Miktarlarinin Belirlenmesi Calismasi

Tablo 3.9°da sunulan tohumlar Baslik 3.2.7.2 kapsaminda ifade edilen yontemle ekstrakte edildi
(Sekil 4.56). Elde edilen ekstraktlar yine 3.2.7.2 baghig1 kapsaminda yag asidi tipi ve miktarlar
tespit edilerek Tablo 4.20°de sunuldu. Ayrica, ¢aligsmalara ait kromatogramlar EKLER bagligi

altinda sunuldu.
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Tohumlar Orneklerin Ekstraksiyon Sonrasi Elde edilen Yagin

Ogiitiilmesi Hekzanla Ekstraksiyonu Elde Edilen Yag Esterlestirilmesi

Kuru Orneklerin

Sekil 4.56: Tohumlarin ekstraksiyon sonrasi yag eldesi ve drneklerin esterlestirilmesine ait goriintiiler.

Tablo 4.20: Tohum ekstraktlarindan tespit edilen yag asidi tipi ve miktarlari.

z E . | 3

2 % :cgc == = % E _ g g g >¢_:

; 8% | T | @2 | 2> |33 | 28| 92|83 £

Ornek | © £ s S < 5 = B .2 o > o> i

o= =] 2 n = = = =

o >, m = b < = 2

2 ) ) @ =

[=-] = L m
Al A5 C2(a) A6 B3 B8 C2(b) | B9(a) | B9(b)
Yiikseklik (m) 21 377 655 722 937 1200 1220 1511 1800

Yag Asitleri Yiizde (%)

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 3.86 341 3.14 2.37 3.45 2.65 3.03
*C18:1 Oleic acid 18.25 14.30 16 15.3 13.37 | 1354 | 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 y- 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 e-Linolenic acid 37.46 | 40.11 | 34.87 | 38.47 | 4391 | 35.37 | 39.01 | 34.95 | 3171
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 | 80091 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 Yag (%) 1_1_24 14.96 14.60 15.55 12.75 15.70 19.05 13.40 11.72

T.E. Tespit Edilemedi

Farkl:1 yiiksekliklerden ve bolgelerden toplanan E. italicum bitkisinden elde edilen tohumlarin,

ekstraksiyonu sonrasi yag asitlerinin tipi ve miktarlarinin sunuldugu Tablo 4.20 irdelendiginde,

en yiiksek total yag C2(b) (%19.05), en diisiik total yag Al (%11.24)’de tespit edildi. Major
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yag asitleri olarak; C16:0 Palmitik Asit, C18:0 Stearik Asit, C18:1 Oleik Asit, C18:2n6
Linoleik Asit, C18:3n6 y- Linolenik Asit, C18:3n3 a-Linolenik Asit ve C18:4n3 Stearidonik
Asit olarak tespit edildi. Major yag asitlerinde, tohumlarin iceriginde en yiiksek yag asidi
C18:3n3 a-Linolenik Asit olurken (B3: %43.91), en diisiik yag asidi C18:0 Stearik Asit (B8:
%2.37) olarak tespit edidi. Major yag asitleri arasinda en yiiksek ve en diisiik; [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), Al (%10.65);
C18:3n6 y- Linolenik Asit B8 (%10.28), C2(a) (%5.75); C18:3n3 a-Linolenik Asit B3
(%43.91), C2(a) (%34.87) ve C18:4n3 Stearidonik Asit [A5 (%13.72), C2(a) (%8.8)] olarak
tespit edildi. Yag asitlerinin genel ortalamalar1 bakimindan degerlendirildiginde en yiiksek ve
en dusiik; [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 Y A/Mono-unsaturated YA B3 (5.25), B9(b) (3.24) olarak tespit edildi. Sonug

olarak, yag asidi icerigi bakimindan en zengin B3 ve C2(a) tohum 6rnekleri tespit edildi.

4.6.4. Kotiledon Yaprag Siispansiyon Kiiltiirlerine Elisitasyon Uygulamalar: Sonrasi

Yag Asidi Icerik ve Miktarlarinin Belirlenmesi Calismasi

3.2.6 basligi altinda Tablo 3.7°de ifade edilen elisitasyon tipleri, miktarlar1 ve siireleri, kotiledon
yaprag silispansiyon kiiltiirlerine uygulanarak yag asidi miktarinin arttirilmasi hedeflenmistir.
Calismada, uygun nitelikte (tamamen siispanse haldeki, kiimelesme meydana gelmeyen) ve alt
kiiltiir stireci igindeki kotiledon yaprag: slispansiyon hatlari, her bir ¢alisma icin ortalama 10
erlen olacak sekilde 250 ml erlene 50 ml kiiltiir 50 ml taze besi ortami (LS+2 mg/l Kin+0.2
mg/l 2,4-D) ilave edilip alt kiiltiir islemi tamamlandiktan sonra, gerekli kapatma islemlerinin
ardindan 100 rpm hizina ayarli ¢alkalayicilar lizerinde elisitasyon uygulama zamanina kadar
(14. giin) karanlik ortamda ve BBO’da inkiibe edildi. Inkiibasyonun 14. giiniinde calkalayicilar
tizerinden alinan erlenlere Tablo 3.7°de sunulan tabloda ifade edildigi gibi elisitasyonlar
uygulandi. Kontrol gruplarinda; erlenlerin agizlar1 agilmadan BBO’daki ¢alkalayicilar {izerinde
inkiibasyona devam edildi, MeJA, ABA, DMSO gruplarinda; erlenlere steril ortam kosullarinda
kimyasallar ilave edilerek yeniden kapatildi ve BBO’daki calkalayicilar {izerinde inkiibasyon
yeniden birakildi, +4 °C gruplarinda; erlenlerin agizlari agilmadan, buzdolab1 igerisine alinan

calkalayicilar iizerine birakilarak inkiibasyona devam edildi. Elisitasyon siiregleri ig¢in
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belirlenen zaman dilimleri sonunda 4.5.3 baslig: altinda ifade edildigi iizere biiylime tizerine
morfolojik ve sayisal veriler irdelendi. Her bir deney grubu i¢in geriye kalan kiiltiir kaba filtre
kagidindan gegirelerek oda sicakliginda kurutuldu ve yag asidi tipi ve miktarlar1 belirleme

calismalar1 gerceklestirildi.

Elde edilen kuru 6rnekler Baglik 3.2.7.2 kapsaminda ifade edilen yontemle ekstrakte edildi
(Sekil 4.57). Elde edilen ekstraktlar yine 3.2.7.2 baslhig1 kapsaminda ifade edilen yontemle yag
asidi tipi ve miktarlar1 tespit edilereck Tablo 4.21°de sunuldu. Ayrica, caligmalara ait

kromatogramlar EKLER baglig1 altinda sunuldu.

Kuru Orneklerin Orneklerin Ekstraksiyon Sonrasi Elde edilen Yagin
Ogiitiilmesi Hekzanla Ekstraksiyonu Elde Edilen Yag Esterlestirilmesi

Sekil 4.57: Kotiledon yapragi siispansiyon kiiltiirlerine uygulanan elisitasyon sonrasi Orneklerin
ekstraksiyonu sonrasi yag eldesi ve 6rneklerin esterlestirilmesine ait goériintiiler.
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Tablo 4.21: Kotiledon yapragi siispansiyonlari ait ekstraktlarinda tespit edilen yag asidi tipi ve
miktarlari.

Ornek
*C16:0 Palmitic Acid
C16:1 Palmitoleic Acid
C18:0 Stearic Acid
*C18:1 cis Oleic Acid
*C18:2n6 Linoleic Acid
C18:3n6 v- linolenic Acid
C18:3n3 a-Linolenic Acid
C18:4n3 Stearidonic Acid
Saturated FA
Unsaturated FA
Mono-unsaturated
Poly-unsaturated
Unsaturated/Saturated
Poly-/Mono-unsaturated
Total Yag (%)

Yag Asidi (%)
S1 23.93 126 | 3.17 | 2491 | 25.00 6.83 11.42 | 2.74 | 27.10 | 72.16 | 26.17 | 45.99 | 2.66 1.76 | 6.62
S2 | 2388 | 1.36 | 3.25 | 25.11 | 2589 | 6.73 | 11.25 | 253 | 27.13 | 72.87 | 26.47 | 46.40 | 269 | 1.75 | 6.86
S3 23.96 151 | 3.14 | 2591 | 26.89 8.31 8.20 2.08 | 27.10 | 72.90 | 27.42 | 45.48 | 2.69 166 | 4.55
S4 23.90 144 | 379 | 27.01 | 25.94 | 8.63 7.30 199 | 27.69 | 72.31 | 28.45 | 43.86 | 2.61 154 | 354
S5 25.20 148 | 3.26 | 27.17 | 27.10 6.65 7.55 1.59 | 28.46 | 71.54 | 28.65 | 42.89 | 251 150 | 3.64
S6 25.76 145 | 3.75 | 25.84 | 27.55 6.55 7.52 158 | 29.51 | 70.49 | 27.29 | 43.20 | 2.39 158 | 371
S7 25.24 142 | 359 | 3113 | 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 | 3162 | 2242 | 7.04 | 6.03 | 1.68 | 30.05 | 69.95 | 32.78 | 37.17 | 233 | 1.13 | 1.94
S9 | 3090 | 135 | 3.29 | 30.62 | 21.04 | 5.52 536 | 1.37 | 34.19 | 65.26 | 31.97 | 33.29 | 1.91 | 1.04 | 3.07
S10 | 31.29 370 | 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 | 3042 | 1.06 | 3.07 | 29.91 | 2225 | 555 | 6.01 | 1.19 | 33.49 | 65.97 | 30.97 | 35.00 | 1.97 | 1.13 | 3.53
S12 | 3046 | 121 | 362 | 2742 | 2368 | 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 | 1.56 134 | 7.66
S14 | 2714 | T.E. | 352 | 22.13 | 1870 | 5.28 | 4.92 | 0.65 | 30.66 | 51.68 | 22.13 | 2955 | 1.69 | 1.34 | 3.63
S15 | 31.40 T.E. 341 | 26.12 | 22.38 5.33 5.42 144 | 34.81 | 60.69 | 26.12 | 3457 | 1.74 132 | 432
S16 | 3241 | 1.08 | 3.47 | 2243 | 26.95 | 546 | 6.20 | 1.67 | 35.88 | 63.79 | 23.51 | 40.28 | 1.78 | 1.71 | 3.37
s17 | 21.04 | 068 | 271 [ 2032 | 1965 | 6.03 | 546 | 1.00 | 2375 | 53.14 | 21.00 [ 32.14 | 224 | 153 | 3.44
S18 | 2920 | 1.20 | 296 | 2841 | 2407 | 7.15 | 548 | 153 | 32.16 | 67.84 | 29.61 | 3823 | 211 | 129 | 3.08
S19 | 2943 | 128 | 3.22 | 26.65 | 2465 | 7.60 | 543 | 1.72 | 32.65 | 67.33 | 27.93 | 39.40 | 2.06 | 141 | 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 | 3452 | 2.22 | 1.07 | 4.09
S21 | 25.11 131 2.65 | 31.63 | 22.90 7.42 5.67 1.74 | 27.76 | 70.67 | 32.94 | 37.73 | 2.55 115 | 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 | 2.42 124 | 334
S23 | 2496 | 1.04 | 280 | 29.78 | 24.02 | 813 | 641 | 1.93 | 27.76 | 71.31 | 30.82 | 40.49 | 257 | 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 | 2.55 123 | 3.63
S25 | 25.08 | 1.05 | 3.15 | 30.89 | 2357 | 7.85 | 6.34 | 2.06 | 28.23 | 71.76 | 31.94 | 39.82 | 254 | 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 um. MeJA 12. Saat-S9:5 um. MeJA 24. Saat-S10:5 um. MeJA 48. Saat

S11:10 um. MeJA 12. Saat-S12:10 um. MeJA 24. Saat-S13:10 pm. 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:%0 1 DMSO 12. Saat-S21: :%0 1 DMSO 24. Saat-S22: :%0 1 DMSO 48. Saat

S23: :%0 1 DMSO 12. Saat-S24: :%o0 1 DMSO 24. Saat-S25: :%0 1 DMSO 48. Saat
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Kotiledon yapragi siispansiyon kiiltiirlerine farkli elisitor uygulamasi akabindeki ekstraksiyonu
sonras1 yag asitlerinin tipi ve miktarlarinin sunuldugu Tablo 4.21 irdelendiginde, en yiiksek
total yag S12 (%9.30), en diisiik total yag S8 (%1.94)’de tespit edildi. Major yag asitleri olarak;
C16:0 Palmitik Asit, C16:1 Palmitoleik Asit, C18:0 Stearik Asit, C18:1 Oleik Asit, C18:2n6
Linoleik Asit, C18:3n6 y- Linolenik Asit, C18:3n3 a-Linolenik Asit ve C18:4n3 Stearidonik

Asit olarak tespit edildi. Major yag asitlerinden tohumlarin i¢eriginde en yiiksek orandaki yag
asidi C16:1 Palmitoleik Asit olurken (S16: %32.41), en diisiik orandaki yag asidi C18:4n3
Stearidonik Asit (S14: %0.65) olarak tespit edidi. Major yag asitleri arasinda en yiiksek ve en
diisiik; [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
(9%31.63), S14 (%22.13); C18:2n6 Linoleik Asit; S6 (%27.55), S14 (%18.70); C18:3n6 y-
Linolenik Asit; S4 (%8.63), S14 (%5.28); C18:3n3 a-Linolenik Asit; S1 (%11.42), S20 (%4.60)
ve C18:4n3 Stearidonik Asit; S1 (%2.74), S14 (%0.65) olarak tespit edildi. Yag asitlerinin genel
ortalamalari bakimindan degerlendirildiginde en yiiksek ve en diisiik; [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 Y A/Mono-unsaturated; YA S1
(1.76), S9 (1.09)] olarak tespit edildi.
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4.7. In vitro KULTURLERDEN ELDE EDIiLEN EKSTRAKTLARDAN ANTIKANSER
AKTIVITENIN BELIRLENMESINE YONELIK CALISMALAR

Sivi sacak kok kiiltiirlerine elisitor uygulanmasi ardindan sikonin tipi ve miktarlarinin
belirlenmesi ¢alismasinda kontrole gore en belirgin sikonin miktarinin artirimima neden olan
elisitasyon uygulamasi olan 24 Saat 10 uM MeJA uygulamasindan elde edilen koklerden
saflagtirilmig Tiirev 3’tin Luminal tip meme kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7 ve kemoterapiye
direncli, metastatik karakterli bazal tip hiicre hattt MDA-MB-231 hiicre hatlarina 0, 2, 4, 6, 8,
10, 12 uM konsantrasyonlarda uygulanmasiyla elde edilen proliferasyon sonuglari sirasiyla iKi

hiicre hatt1 i¢in Sekil 4.58 ve Sekil 4.59°da sunuldu.

150
13,0 /M\N
5 11,0 £ -
gu 7 s Ny
c
5 90
§ 7,0 f - DMSO ve besiyeri
3 50 ,f .....
g 7 ; —
° | | 6uM sikonin
2 30 s , : =
— 8 uM sikonin
10 el Arrrean
W e { : B ————— = ¥ =2
-1.0 + - ' *{ 12 uM sikonin
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0

Time (in Hour)

Sekil 4.58: MCF-7 hiicrelerine sikonin ekstrakti uygulamasi sonrasi proliferasyon grafigi. Kirmizi ¢izgi:
sadece besiyeri. A¢ik yesil ¢izgi: DMSO ve besiyeri. Lacivert ¢izgi: 2 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti.
Pembe ¢izgi: 4 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti. Turkuvaz ¢izgi: 6 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti. Mor
cizgi: 8 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti. Kahverengi ¢izgi: 10 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti. Koyu yesil
¢izgi: 12 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti uygulanan hiicrelerin proliferasyonunu gostermektedir.
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Sekil 4.59: MDA-MB-231 hiicrelerine sikonin ekstrakti uygulamasi sonrasi proliferasyon grafigi.
Kirmizi ¢izgi: sadece besiyeri. Agik yesil ¢izgi: DMSO ve besiyeri. Lacivert ¢izgi: 2 uM Tiirev-3 sikonin
ekstrakti. Pembe c¢izgi: 4 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti. Turkuvaz ¢izgi: 6 uM Tiirev-3 sikonin
ekstrakti. Mor ¢izgi: 8 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti. Kahverengi ¢izgi: 10 uM Tiirev-3 sikonin
ekstrakti. Koyu yesil ¢izgi: 12 uM Tiirev-3 sikonin ekstrakti uygulanan hiicrelerin proliferasyonunu
gostermektedir.

Sekil 4.58 ve Sekil 4.59 irdelendiginde MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde gergeklestirilen
calismanin sonucunda sikonin ekstraktlarinin MCF-7 hiicrelerinin yaninda MDA-MB-231

hiicrelerinin proliferasyonun baskilanmasinda da etkili oldugu tespit edildi.

MCF-7 hiicrelerinde 4, 6, 8, 10, 12 uM konsantrasyonlarinda Tiirev-3 sikonin ekstraktinin
proliferasyonu baskilandigi, fakat 2 pM Tirev-3 sikonin ekstrakti konsantrasyonunun
proliferasyonu arttirict etkisi tespit edildi. Tirev-3 sikonin ekstraktinin konsantrasyon ve
siirenin artmasina bagli olarak hiicrelerde anti-proliferatif etki gosterdigi tespit edildi. Zamana
bagli olarak 4 uM konsantrasyonda Tiirev-3 sikonin ekstraktinin hiicrelerde proliferasyonu
arttirdigr ve yaklasik olarak madde eklenmesinden 30 saat sonra 4 pM ile muamele edilen
hiicrelerin kontrol hiicre sayisina yaklastiklar: gozlendi. En dikkat ¢ekeni ise 6, 8, 10, 12 uM
konsantrasyonlarda Tiirev-3 sikonin ekstrakti ile muamele edilen hiicrelerde etkili ve doza bagli

olarak uyumlu anti proliferatif etki gdzlendi (Sekil 4.58).
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Kemoterapiye direngli ve metastatik kapasitesinin yiiksek olmasi1 nedeniyle MDA-MB-231
hiicre hatlar1 yeni terapotik ilag gelistirme ¢alismalarinda yogun olarak kullanilmaktadir. Tiirev-
3 sikonin ekstraktlariyla muamele edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferasyon analizinde,
hiicrelerin proliferasyonunun doza bagli olarak baskilandig: tespit edildi (Sekil 4.59). Tiirev-3
sikonin ekstraktlar1 uygulanan farkli molekiiler alt-gruptaki meme kanser hiicre hatlarinin her
ikisinde de 8 uM, 10 uM ve 12 uM konsantrasyonlarinin hiicre proliferasyonunu etkili bir
sekilde baskiladigi tespit edildi.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. TOHUMLARIN YUZEY STERILIZASYONU ve CIMLENDIRILMESINE
YONELIK TARTISMA

E. italicum L. tlirline ait tohumlarin yiizey sterilizasyonu ve ¢imlendirilmesi kapsaminda
gerceklestirilen ¢aligmalarda; kabuk 6zellikleri bakimindan in vitro ¢imlendirme ¢aligmalarinda
en yiiksek ¢imlenme oran1 kabuksuz tohumlarda gozlendi, literatiirdeki ¢alismalar
irdelendiginde, in vitro ortamda tohumlarin ¢imlendirme c¢alismalarinda da daha ¢ok sert
kabugundan arindirilmig tohumlar kullanilmistir [Kayis1 (Yildinnm ve dig., 2007), Badem
(Isikalan ve dig., 2008), Kayisi, Seftali, Yabani Kiraz (San ve dig., 2014), Sakiz agac1 (Kiling
ve dig., 2015; Tilkat ve dig., 2018). Tohumlarin yiizey sterilizasyonu ¢alismalarinda yiizey
sterilant1 olarak daha ¢ok NaOCI kullanilmis olup, NaOCl’den farkli olarak literatiirde bir¢ok
kimyasal maddenin yiizey sterilizasyonunda tek ya da kombine seklinde kullanildigi rapor
edilmistir; EtOH, Gama Is1g1, HgClz, H202, Klor Gazi, NaOCl, Tween 20 (Cuero ve dig., 1986;
Manjkhola ve dig., 2005; Zare ve dig., 2010; Barampuram ve dig., 2014; Kiling ve dig., 2015),
tez kapsaminda gerceklestirilen ¢calismada ylizey sterilanti olarak NaOCIl kullanilmis ve basarili
sonuglar gozlenmistir. Literatiirde NaOCl’nin yiizey sterilizasyonu i¢in kullanildig1 ve basarili
sonuglar alindig1 ¢aligmalar [6rnegin, Feslegen (Bais ve dig., 2002), Keten (Y1ldiz ve Er, 2002),
Ansellia (Vasudevan ve Staden, 2010), Sakiz Agaci (Yildirim, 2012; Kiling ve dig., 2015)
mevcuttur. Yiizey sterilizasyonu gerceklestirilen tohumlar, BBD igermeyen MS besi ortaminda
karanlik ve normal fotoperiyotta ¢imlendirilmis, karanlik ortamda inkiibe edilen tohumlarin
¢imlenme orani sayisal olarak normal fotoperiyotta inkiibe edilen tohumlara oranla yiiksek olsa
da istatistiksel olarak herhangi bir anlamli fark hesaplanmadi, ayrica karanlik ortamda ¢imlenen
tohumlarda kotiledon yapragi olusumu gozlenmedi. Literatiir irdelendiginde, Bais ve
arkadaglariin 2002’de feslegende ve Pradhan ve Pant’ m 2009°da Dendrobium densiflorum
tohumlar1 BBD i¢ermeyen MS besi ortaminda daha yiiksek oranda ¢imlendirme orani elde
edildigi rapor edilmistir. Kurt ve Erdag’in 2009 yilinda rapor ettikleri ¢alismada Centaurea
zeybekii tohumlarinin farkli 151k yogunluklarinda (karanlik ve normal fotoperiyot) ortamda
cimlendirilmesi caligmasinda, sayisal olarak karanlikta ¢imlenme orani yiiksek olsa da
istatistiksel olarak her iki ortamda ¢imlendirme oranindan bir fark gézlenmemistir. Edalifart ve
arkadaslariin 2014 yilinda rapor ettikleri ¢alismada Withania coagulans’in 12 farkli ekotipinin

karanlik ve normal fotoperiyot kosullarindaki ¢imlenmeleri irdelendiginde, tiim ekotiplerde
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karanlik ortam en iyi ¢imlenme kosulu olarak gézlenmistir. Gergeklestirilen ¢alismalarda 151k
bazi tiirlerde dormansiyi devam ettirirken bazi durumlarda ise dormansiyi kirmaktadir. Bazi
caligsmalarda ise ¢cimlenme c¢aligsmalarinda 15181n olumsuz etkisi sik goriilen bir durum olmadigi
rapor edilmistir (Kulkarni ve dig., 2006). Bununla birlikte, 151k bazi reaksiyonlari uyarici

etkisiyle ¢imlenmeyi etkileyebilmektedir (GA3z sentezi) (Karakurt vd, 2010).

5.2. KOK ve KOTILEDON YAPRAGI EKSPLANTLARINDAN KALLUS OLUSUMU
ve GELISIMINE YONELIK TARTISMA

Tez galismasi kapsaminda in vitro ¢imlendirilen tohumlardan elde edilen bitkiciklerden alinan
kokler ve kotiledon yapraklar siispansiyon Kkiiltiirlerinin baglatilmasinda gerekli olan kallus
olusturma i¢in kullanilmistir. Olusturulan kok kalluslar1 sikonin ve tiirevleri igin, kotiledon

yapraklari kalluslari ise yag asitleri iiretimi i¢in slispansiyon kiiltiirii olusturmada kullanilmistir.

Literatiir irdelendiginde, sikonin ve tiirevlerinin yogun bir sekilde Boraginaceae familyasina ait
tiirlerin koklerinde [Macrotomia usamensis (Rornanova ve Bankovskii, 1965), E. lycopsis L.
(Shcherbanovskii ve Luks, 1974), A. densiflora (Nordm.) Ledeb. (Bozan ve dig., 1997; 1999;
Yiizbasioglu Baran ve dig., 2018), L erythrorhizon (Cho ve dig., 1999; Hu ve dig., 2006; Ito ve
dig., 2011; Liao ve dig., 2015), A. hispidissima (Shukla ve dig., 2001), O. argentatum (Ozgen
ve dig., 2004), A. euchroma (Hu ve dig., 2006; Zhou ve dig., 2011; Zan ve dig., 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 dig., 2006), O.
echioide (Sagratini ve dig., 2008), Bothriospermum secundum Maxim (Liu ve dig., 2009), E.
italicum (Albreht ve dig., 2009), E. fruticosum (Sherif ve dig., 2009), A. decumbens (Al-
Mussawi, 2010), O. confertum W. W. Smith (Zhou ve dig., 2011), O. nigricaule (Ozgen ve dig.,
2011), E. pycnanthum Pomel (Chaouche ve dig., 2012), 11 Alkanna Tiirii (Tappeiner ve dig.,
2014), E. vulgare ve E. russicum (Dresler vd. 2015; Olennikov ve dig., 2017), A. guttata (Liao
ve dig., 2015), A. euchroma (Liao ve dig., 2015; Zan ve dig., 2017), E. plantagineum
(Skoneczny ve dig., 2017), O. visianii (Sut ve dig., 2017)] bulundugu tespit edilmistir.

Bununla birlikte, kallus olusturma ¢alismalarinda ise daha ¢ok kok materyal kullanilmistir A.
euchroma (Hao ve dig., 2014; Arghavani ve dig., 2015; Hao ve dig., 2015), L. erythrorhizon
(Yoshikawa ve dig., 1986; Bulgakov ve dig., 2001); E. italicum (Zare ve dig., 2010). Kallus
olusturma caligmalarinda kok eksplantlari sitokinin ile oksin (2 mg/l Kin+0.2 IAA/NAA/2,4-
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D) kombinasyonu destekli farkli besi ortamlar1 (LS, 'ALS, Gamborg, White, MS, SH)
kullanilarak karanlikta ve normal fotoperiyotta inkiibe edilmis ve en yiiksek pigmentli kallus
olusumu karanlik ortamda inkiibe edilen kok eksplantlarinda LS+2 mg/l Kin+0.2 IAA besi
ortaminda elde edilmistir (%70). Literatiir irdelendiginde, in vitro ortamda sikonin ve
tirevlerinin tretildigi ¢alismalarda, kok eksplantlar1 karanlik ortamda inkiibe edilmis olup,
aydinlik ortamda pigment olusumu inhibe olmaktadir (Pal ve dig., 2018). L. erythrorhizon’de
gerceklestirilen bir ¢alismada 6zellikle karanlikta uyarilabilir bir gen olan LEDI karakterize
edilmis olup, sikonin biyosentezinde LEDI-2 regiilator bir gen oldugu tespit edilmistir (Yazaki
ve dig., 2001). Isikli ortamda vakuol i¢inde 4-hidroksibenzoikasidin glukozit formu biriktirilir,
karanlhiga transfer edildiginde geranil transferazin indiiksiyonuyla sikonin biyosentezinin

basladig tespit edilmistir (Yazaki ve dig., 2001; Pal ve dig., 2018).

Tez ¢aligmasi kapsaminda, sikonin ve tiirevlerinin tiretimi i¢in en uygun besi ortami ve BBD
kombinasyonu daha 6nce de ifade edildigi tizere LS+2 mg/l Kin+0.2 IAA olarak tespit edildi.
Literatiirde besi ortam1 icerigine bagli olarak nitrojen igeriginin fazlaliginin sikonin {iretimini
olumsuz etkiledigi rapor edilirken, bazi ¢alismalarda ise nitrojen icerigi fazla ve az olan farkli
besi ortamlarmin sikonin tiretimi i¢in kullanildig: bildirilmistir [L. erythrorhizon LS (Fujita et
al. (1981b), A. euchroma White (Malik ve dig., 2008), O. bulbotrichom MS (Bagheri ve dig.,
2018), E. italicum Gamborg (Zare ve dig., 2010), LS (Zare ve dig., 2011), O. paniculatum M9
(Liu ve dig., 2006)]. Bu durumun, bitkilerin yetistigi bolgelerdeki farkliliklardan kaynaklandigi
ve genotipik bir etki oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, BBD kombinasyonu agisindan, tez
kapsaminda gerceklestirilen caligmalarla literatiirde rapor edilen calismalarla parelellik
gostermektedir; L. erythrorhizon hiicre kiiltiirlerinde 2,4-D destekli besi ortaminda sikonin
biyosentezinin inhibe oldugu rapor edilmistir (Yamamoto et al., 2002). Farkl1 bir ¢alismada, A.
hispidissima’da 2,4-D destekli besi ortaminda hem karanlik hem de normal fotoperiyotlu
ortamda olusan kalluslarda herhangi bir pigment olusumu gozlenmezken, IAA destekli besi
ortaminda ve karanlik ortamda inkiibasyon pigmentli kallus olusumu gozlenmistir. (Pal ve
Chaudhry, 2010). Bununla birlikte, BBD etkisi bakimindan, IAA nin sikonin tiretimini artirdig1
2,4-D nin ise sikonin {iretimini inhibe ettigi rapor edilmistir. (Malik ve dig., 2014; Pal ve dig.,
2018). Pigmentli kallus (sikonin ve tiirevlerini barindiran) olusumu iizerine 2,4-D negatif etkisi
[2,4-D etilen sinyal yolaginda dogrudan yer alan HMAS, EIN3 ve ORCAS3 genlerinin ifadelerini
Oonemli Ol¢iide azaltmaktadir. Ayrica 2,4-D, LOX ve GA20x adli Jasmonik asit ve Giberellik

Asit (EIN3 hedeflenerek etilen sinyal yolagini regiile eder) biyosentezini uyaran 2 dolayli genin
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ifadesinide baskilamaktadir. Dolayisiyla, 2,4-D’nin etilen sinyal yolagindaki blokaj1 sikonin ve
tiirevlerinin  biyosentezini saglayan fenilpropanoidle iligkili genlerin ifadelerinin
baskilanmasina neden olmaktadir (Liao ve dig., 2018)], IAA nin pozitif etkisine irdelendiginde,
MeJA ile IAA bir biri ile iligkili metabolitler olup, 6zellikle MeJA sikonin biyosentezinde
onemli bir enzim olan PHB-geraniltransferaz enziminin aktivitesini artirmaktadir. Bununla
birlikte, farkli bir calismada LeMDR geninin biyosentezinde sikonin miktariyla dogru orantili
bir sekilde iligki tespit edilirken, IAA ve MeJA ilavesi LeMDR biyosentezini artirmaktadir
(Ding ve dig., 2004; Zhu ve dig., 2017).

Daha once de ifade edildigi gibi yag asitlerin in in vitro kosullarda iiretimi ¢aligmalarina,
sikonin iiretimi ¢alismalarina kiyasla sinirli sayida rastlanilmaktadir. Bitkilerde yag asitlerinin
en yiiksek oranlarda ihtiva edildigi yer tohumdur (Ozcan, 2008; Karaman ve dig., 2011; Ozcan;
2014; Elagbar ve dig., 2016). Tohum dokularinda ise testa, kotiledon ve embriyoda rastlanir
(Yu ve dig., 2016). Tez calismasi kapsaminda, yag asitlerinin {iretimi i¢in ¢imlenen
tohumlardan elde edilen kotiledon yapragi kullanilmis olup (tohumda en yiiksek biyomasa
sahip), kotiledon yapraklari kok eksplantlarinda oldugu gibi farkli besi ortami ve BBD
kombinasyonlarindan olusan besi ortamlari, karanlik ve normal fotoperiyot ortaminda inkiibe
edilmistir. Gergeklestirilen c¢alismada, silispansiyon kiiltiirleri i¢in en uygun kallus karanlik
ortamda ve LS+2 mg/I+0.2 mg/l 2,4-D inkiibe edilen besi ortaminda elde edildi (%2100).
Literatiirde, 2,4-D ve sitokin destekli besi ortamlarinin kullanilarak kallus eldesi ¢alismalarina
sik rastlanmaktadir (Malik ve dig., 2003; Kermanee, 2004; Castellar ve dig., 2011; Nartop ve
dig., 2015; Surmus-Asan ve dig., 2017; Tilkat ve dig., 2018). Kallus olusumunda sitokinin
(Kinetin) ve oksin kombinasyonuna bagli olarak, sitokinin hiicre boliinmesi ve kallogenezi
uyarmakta, bununla birlikte oksinin asidifikasyonunu artirmasi ve lignifikasyonun artmasi
hiicre duvarinin sertliginin azalmasina sebep olmaktadir. Ayrica 151ksiz ortamda fotosentez
olmadigindan kalluslarda yesil renk yerine sarimsi renk elde edilmektedir (Ikeuchi ve dig.,

2013; Khan ve dig., 2015; Kumlay ve Ercisli, 2015).

5.3. KOK ve KOTILEDON YAPRAGI KALLUSLARINDAN SUSPANSIYON VE SIVI
ORTAMDA SACAK KULTURU OLUSUMU ve GELiSIMINE YONELIK TARTISMA

Kok (Pigmentli) ve kotiledon yapragi (Dagilgan) kalluslarindan en iyi kallus olusturmak
amaciyla besi ortamlar1 s1vi olarak kullanilarak siispansiyon kiiltiirleri elde edildi. Tohumlarin

cimlendirilmesiyle elde edilen kdklerden ise, A. rhizogenes kullanilarak Chaudhury ve Pal’ in
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2010 rapor ettikleri calisma modifiye edilerek sacak kok olusturulmasi saglandi. Elde edilen
sacak kokler sivi besi ortamina aktarilarak sivi ortamda sagak kok kiiltiirleri elde edildi.
Olusturulan siispansiyon kiiltiirleri ve sivi sagak kok kiiltiirlerinde optimizasyon olarak
calkalama hizlar1 incelenmis olup (90-100-110 rpm), kok siispansiyon kiiltiirleri i¢in 110 rpm,
kotiledon yaprag siispansiyon kiiltiirleri i¢in ise 100 rpm ve s1v1 ortam sagak kok kiiltiirleri i¢in
100 rpm olarak belirlenmistir. Literatiirde, slispansiyon hatlarinin ve sivi sacak kok
kiiltiirlerinde calkalama hizlariyla ilgili gerceklestirilen calismalarda, yiiksek ve diisiik
calkalama hizlar1 ile fazla miktarda besi ortami barindiran siispansiyon kiiltiirlerinde hiicrelerin
¢ogalma kabiliyetlerinin azaldigi bu durumun metabolit birikimin de etkiledigi ile ilgili
caligmalara rastlanmaktadir (Kanokwaree ve Doran, 1997; Rajasekhar ve dig., 1971; Devi ve
dig., 2006; Ibrahim ve dig., 2009; Loc ve An, 2010; Tilkat ve dig., 2018).

Stispansiyon kiiltlirlerinde gergeklestirilen diger bir ¢alisma olan biiyiime egrisi olusturma
calismalari ise, metabolit artirimi i¢in elisitasyonun uygulanacagi zamani verecektir. Elisitoriin
uygulama zamani, 6nemli bir faktor olup, farkli biiylime fazindaki veya hiicre dongiisiindeki
hiicrelerin mRNA ve protein seviyeleri farkli oldugu gibi, hiicrelerin farkli biiyiime fazinda da
elisitore cevaplar farkli olmaktadir (Zhao ve dig., 2001; Chong ve dig., 2005; Narayani ve
Srivastava, 2017). Sonug olarak, farkl biiylime fazindaki elisitdr uygulamalari biiytime ile ilgili
cevaplarda ve sekonder metabolit biyosentezinde ¢esitli sonuglar olusturabilir (Chong ve dig.,
2005; Narayani ve Srivastava, 2017). Ornegin; Taxus chinensis siispansiyon kiiltiirlerine fungal
elisitoriin, bilylimenin yavaslama fazinda uygulanarak takzol miktarini artirdigi, Plumbago
rosea siispansiyon kiiltiirlerine duraklama fazinda mikrobiyal elisitér uygulamasinin plumbagin
miktarini artirdigl, Pueraria tuberos hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde ge¢ duraklama fazinda,
maya ekstrakti uygulamasinin izoflavonoid iiretiminde avantaj sagladigi rapor edilmistir (Wang
ve dig., 2001; Komaraiah ve dig., 2002; Goyal ve Ramawat 2008). Bununla birlikte, kok
(Sikonin ve tiirevleri) ve kotiledon yapragi (Yag asitleri) siispansiyon hatlar1 ile siv1 ortam sagak
kok (Sikonin ve tiirevleri) hatlar1 kullanilarak metabolit (Sikonin ve tiirevleri ve yag asitleri)
tiretiminin yapildig1 ¢aligmalara literatiirde rastlanmaktadir [Kok siispansiyon; A. euchroma
(Fu ve Lu, 1998; Malik ve dig., 2008), E. italicum (Zare ve dig., 2010; 2011), L. erythrorhizon
(Mizukami ve dig., 1977; Deno ve dig., 1987; Gaisser and Heide, 1996; Chung ve dig., 2006),
O. echiodies (Lattoo, 2005), O. paniculatum (Ning ve dig., 1998; Ding ve dig., 2004), Sacak
kok; A. euchroma (Zhang ve dig., 2013; Wang ve dig., 2018), A.hispidissima (Chaudhury ve
Pal, 2010; Singh ve Sharma, 2016), L. erythrorhizon (Shimomura ve dig., 1991; Brigham ve
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dig., 1999; Yazaki ve dig., 2001; Kohle ve dig., 2002; Zhao ve dig., 2015; Fang ve dig., 2016a,b;
Zhu ve dig., 2017), Yag asitleri; T. cacao (Parra ve dig., 2017), E. acanthocarpum sacak kok
(Sanchez ve dig., 2011; Zarate ve dig., 2016)].

5.4. KOK ve KOTILEDON YAPRAGI SUSPANSIYON ve SIVI SACAK KOK
KULTURLERINE METABOLIT ARTTIRIMI ICIN ELiSITASYON
UYGULAMASINA YONELIK TARTISMA

Kok ve kotiledon yaprag: siispansiyon kiiltiirleri ile sivi ortam sagak kok kiiltiirlerine Tablo
3.7’de sunulan elisitasyon tipleri bliylime egrilerine gore elde edilen zaman diliminin sonunda
(bliylime fazinin sonunda) 12-24 ve 48 saat boyunca uygulanarak morfolojik ve sayisal veriler

irdelendiginde;

Sivi ortam sagak kok kiiltiirlerine uygulanan farkli tip ve zamanlarda elisitasyon

uygulamalarinda;

ABA, DMSO ve soguk denemelerine gore MeJA’nin denenen iki farkli konsantrasyonunda (5-
10 uM) besi ortamlarinda belirgin kirmiziliklar devam etmektedir. MeJA disindaki diger
denemelerde besi ortamlari koyu kirmizi bir renk aldigi gézlenmistir. Sagak kok Kkitlesi
bakimindan MeJA ve DMSO’nun diisiik konsantrasyonda denenmesi, diger ortamlardaki
denemelere gore Ozellikle 24 saat uygulamalarinda daha fazla miktarda sikonin tiirevlerinin
tiretilmesine neden olmustur [5 uM MeJA 24 Saat (Yas Agirlik: 4.31+0.46 gr; Kuru Agirhik:
0.47+0.05 gr); %0.1 DMSO 24 Saat (Yas Agirlik: 4.89+0.58 gr; Kuru Agirlik: 0.54+0.06 gr)].
Bununla birlikte, kontrol dahil denemelerde yas ve kuru agirliklar arasi sayisal ve istatistiksel
olarak paralellik tespit edildi. Elisitasyon uygulamasinda 24. saatten 48. saate dogru biiylime,
12. saatten 24. saate kadar ki biiylimeye oranla genelde ya cok zayif ya da biiylimede
gerilemeler oldugu tespit edildi. En yiiksek yas ve kuru agirlik 24 saat %1 DMSO (Yas Agirlik:
4.89£0.58 gr; Kuru Agirlik: 0.54+0.06 gr) uygulamasinda hesaplanirken, en diisiik yas ve kuru
agirlik 48 saat +4 °C (Yas Agirlik: 2.22+0.02 gr; Kuru Agirlik: 0.25+0.01 gr) uygulamasinda
gozlendi. Bitkinin asil bityiime sicakligi ortalama 25 °C oldugu bilindiginden soguk uygulama
siiresi arttikga bitki metabolizmasi yavasladigindan, sacak kok gelisiminde gerileme oldugu
hesaplandi. MeJA, ABA ve DMSO diisiik doz uygulamalarinda gelisimi olumlu etkilerken,
yiiksek doz ve uzun siire uygulamalarda ise gelisimi olumsuz yonde etkiledigi hesaplandi.

Sagak kok kiiltiirlerine metabolit iiretimi i¢in uygulanan elisitasyon uygulamalarina yonelik
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literatiir irdelendiginde; Panax ginseng’de sagak koklerin sogukta inkiibasyonu sagak kok
gelisimi, Susam sacak kokleri 30 °C’de inkiibasyona karsilik 26°C inkiibasyonda sacak kok
gelisimini inhibe olmustur (Yu ve dig., 2015; Jin ve dig., 2015). Salvia miltiorrhiza sagak
koklerine MeJA uygulamasi biiylimede artis saglamistir (Wang vd, 2016). Salvia sclarea sagak
kok kiiltiirlerinde yiiksek konsantrasyonlarda 62.5, 125, 250, 625 ve 1250 uM MeJA
uygulamalarinda en yiiksek sagak kok miktar1 125 uM MeJA konsantrasyonunda gézlenmistir
(Kuzma ve dig., 2009). Rubia tinctorum sagak kok kiiltiirlerine 100 uM MeJA igin uygulama
stiresi arttik¢a sagak kok miktarinda artig gozlenirken. Rubia tinctorum sacak kok kiiltiirlerine
diisiik miktarda DMSO’nun farkli zaman uygulamalarinda sagak kok miktarinda artig
gozlenmistir (Perassolo ve dig., 2017). Cichorium intybus L. sagak kok kiiltiirlerine uygulanan
% 0.1-0.6 arasinda DMSO uygulamasinda yiiksek konsantrasyonlara gore diisiik
konsantrasyonlarda sagak kok miktari yiiksek oldugu gozlenmistir (Bais ve dig., 2001).

Kok stispansiyon kiiltiirlerinde, sacak kok denemelerinde sikonin tip ve miktarinin en fazla elde
edildigi 24. Saat, kok silispansiyonu ¢aligmalarinda tek uygulama zamani olarak denemeler
gerceklestirildi. Kontrole gore gergeklestirilen tiim denemelerde yas ve kuru agirlik
miktarlarinda artiglar tespit edildi. Literatiirde, siispansiyon kiiltiirlerine farkli elisitasyon
uygulamalarinda; Menthax piperita hiicre siispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda
ve zamanlarda MeJA uygulamasi gergeklestirilmis, 0-50-100-200 uM MeJA’nin 72 saate kadar
uygulamalarinda, kuru agirliklar azaltirken, Taxus hiicre kiiltiirlerine, kiiltiirtin 7. Giintinde 150
uM MeJA uygulamas: yapilmasi ardindan 17. Giline kadar hiicre kiiltiirii miktarinda artig
saglanirken, 17. gilinden itibaren hiicre kiiltliri miktarinda azalma meydana gelmistir
(Krzyzanowska ve dig., 2012; Patil ve dig., 2014). Abrus  precatorius  Linn.  hiicre
kiltiirlerine 1, 10, 50, 100 mg/l maya 6ziitii uygulamalarinda 100 mg/l uygulamaya kadar hiicre
miktarinda artis gozlenmistir (Karwasara ve dig., 2010). Ophiorrhiza mungos Linn.
stispansiyon kiiltiirlerine, 2-7.5 pM 15 giin AgNOs uygulamasinda diisiik ve yiiksek
konsantrasyonlarda 5. ve 10. giinlerde kontrole gore yiiksek hiicre miktar1 elde edildigi gézlendi

(Deepthi ve Satheeshkumar, 2016).

Yag asitlerinin liretimi icin olusturulan kotiledon yapragi siispansiyon hatlarinda
gerceklestirilen calismalarda, ABA, DMSO ve soguk denemelerine gére MeJA’ ’nin denenen iki
farkli konsantrasyonunda besi ortamlarinda belirgin koyu kahverengi renk tonu gézlendi. En

onemli morfolojik gozlem, elde edilen siispansiyon Kkiiltiirlerinin kaba filtre kagidindan
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gecirilmesi sonrasi kurutma asamasinda gozlendi. Bu gozleme gore genel olarak literatiirde
sikoninin bitkide en fazla kok kisminda rastlandigi, kiiltiir ortamlarinda ise 2,4-D uygulamalari
sonucu sikonin miktarmi disiirdigii rapor edilirken, MeJA wuygulamalarinda kirmizi
pigmentasyon gozlendi. Yas ve kuru agirliklar bakimindan sacak kok ve siispansiyon
kiltiirlerinde oldugu tizere parellik tespit edilmedi. Yag agirhik bakimindan genel bir
degerlendirme yapildiginda; yas agirlik Kontrol ve +4 °C uygulamalarina gore MeJA, ABA ve
DMSO’nun diisiik ve yiiksek konsantrasyonlariyla ve artan siireye gore artis gosterirken, kuru
agirliklar bakimindan yas agirligin en diisiik hesaplandigr +4 °C denemelerinde, kontrol ve
diger uygulamalara gore daha fazla arttig1 gézlendi. Bu sonug, 6zellikle 1liman iklim kusaginda
yasayan bitkiler i¢in zarar verici bir abiyotik elisitor olan soguk kosullara maruz kalan bitkilerin
bir ¢esit adaptasyon gegirerek sonbahar donemi boyunca metabolizmalarini artirip bir dizi
kriyokoruyucu bazi bilesenleri [seker alkolleri (sorbitol, mannitol rubitol), ¢oziinebilir seker
(sakkaroz, raffinoz), diisiik molekiil agirlikli azot bilesikleri (prolin, glisin, betain)] ve fenolik
madde iiretimini (sentez edilen bu fenolikler hiicre duvarina ya siiberin yada lignin olarak
katilir) arttirarak soguk kosullara tolerans saglamalart ile iligkili olabilir (Perez-llzarbe ve dig.,
2004; Griffith ve Yaish, 2004; Janska ve dig., 2010; Akula ve Ravishankar, 2011).

55. In Vivo ve In Vitro KULTUR UYGULAMALARINDAN ELDE EDILEN
ORNEKLERIN METABOLIT MIKTARININ BELIRLENMESINE YONELIK
TARTISMA

Invivo koklerden yeteri kadar kuru madde elde edilemediginden, total sikonin ve tiirevleri igin
miktar hesaplamas1 yapilmis olup, 12m yiikseklikte 40°38°50” K 26°50°33” D
koordinatlarindaki E. italicum bitkisine ait in vivo koklerde en fazla total sikonin ve tiirevleri
igerigi (3mg Total Sikonin/3.30 gr kuru kok) tespit edilmistir. Literatiirde, dogal ortamdan
toplanan bitkilerdeki sikonin miktarina ait calismalara rastlanmaktadir; [Macrotomia usamensis
(Rornanova ve Bankovskii, 1965), Echium lycopsis L. (Shcherbanovskii ve Luks, 1974),
Arnebia densiflora (Bozan ve dig., 1999; Yiizbasioglu Baran ve dig., 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 dig., 2015), E.
plantagineum, E. vulgare (Avustralya) (Skoneczny ve dig., 2017), E. russicum (Rusya)
(Olennikov ve dig., 2017)].
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E. italicum tiiriinden elde edilen tohumlarin yag igeriklerinde en yiiksek total yag C2(b)
(9%19.05), en diisiik total yag Al (%]11.24) lokasyonundan toplanan 6rneklerde tespit edildi.
Major yag asitleri; C16:0 Palmitik Asit, C18:0 Stearik Asit, C18:1 Oleik Asit, C18:2n6
Linoleik Asit, C18:3n6 y- Linolenik Asit, C18:3n3 a-Linolenik Asit ve C18:4n3 Stearidonik
Asit olarak gozlendi. Major yag asitlerinden tohumlarin igeriginde en yiiksek yag asidi C18:3n3
a-Linolenik Asit olurken (B3: %43.91), en diisiik yag asidi C18:0 Stearik Asit (B8: %2.37)
olarak tespit edidi. Major yag asitleri arasinda en yiiksek ve en diisiik; 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 [BI(b) (%16.63), Al (%10.65)],
C18:3n6 y- Linolenik Asit [B8 (%10.28), C2(a) (%5.75)], C18:3n3 a-Linolenik Asit [B3
(%43.91), C2(a) (%34.87)] ve C18:4n3 Stearidonik Asit [A5 (%13.72), C2(a) (%8.8)] olarak
tespit edildi. Literatlirde farkli bolgelerden toplanan tohumlarin yag asitleri irdelendiginde,
Boraginecea familyas: liyelerinde major yag asidinin ALA oldugu ¢aligmalar mevcuttur (Guil-
Guerrero ve dig., 2000b; Ozcan, 2008; Abbaszadeh ve dig., 2011; Yunusova vd. 2012; Guil-
Guerrero ve dig., 2013a; Guil-Guerrero vd. 2017; Dresler ve dig., 2017). E. italicum tiiriine
iliskin yapilan bir ¢calismada, popiilasyonlar arasinda yag asitleri konsantrasyonlarinin belirgin

oranlarda intraspesifik varyasyonlar gosterdigi bildirilmistir (Ozcan, 2013).

Sivi sacak kok kiiltiirlerine uygulanan elisitasyon sonrasi, kuru maddelerin sikonin tiirevlerinin
belirlenmesi kapsaminda gergeklestirilen calismalarda, sacak koklerden en yiliksek miktarda
elde edilen sikonin tiirevleri Deoksi Sikonin, Asetil Sikonin, 2-Metilbiitiril/Izovaleril Sikonin
olarak tespit edildi. Morfolojik gozlem sonuglarmin sunuldugu 4.5.1 baghiginda da ifade
edildigi tizere MeJA uygulamalarinda diger uygulamalara gore daha agik kirmizi pigmentli besi
ortam1 olustugu tespit edilirken, analitik sonuc¢larda genelde sikonin tiirevlerinin en yiiksek
miktarda MeJA uygulamalarinda tespit edildigi gozlendi. Caligma sonrasi sikonin tiirevlerinin
ve miktarlarinin belirlendigi ¢alismada hem ger¢ek hem de orantisal (1 gr) kuru madde
tizerinden hesaplamalar yapildi. Sikonin tilirevleri igerisinde en yiiksek artiglar ayni saat
dilimindeki kontroliine gore; Deoksi Sikonin 48 Saat % 0.2 DMSO (~2 kat), Asetil Sikonin 24
Saat 10 uM MeJA (~2 kat), 2-Metilbiitiril/izovaleril Sikonin 24 Saat 10 uM MeJA (~87 kat)
uygulamalarinda tespit edildi. En yiiksek Deoksi Sikonin miktar1 48 Saat % 0.2 DMSO (2.50
mg), 24 Saat 10 uM MeJA (2.38 mg) uygulamalarinda tespit edilirken, en diigiitk Deoksi Sikonin
miktar1 24, 48 Saat 1 mg/l ABA ve 48 Saat 0.5 mg/l ABA (0.31, 0.28 ve 0.28 mg)
uygulamalarinda tespit edildi. En yiiksek Asetil Sikonin miktar1 24 ve 48 Saat 10 uM MeJA
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(6.75 ve 4.65 mg) uygulamalarinda tespit edilirken, en diisiik Asetil Sikonin miktar1 24 Saat %
0.1 DMSO’da (0.77 mg) tespit edildi. En yiiksek 2-Metilbiitiril/izovaleril Sikonin miktar1 12
ve 24 Saat 10 uM MeJA (6.99 ve 7.88 mg) uygulamalarinda tespit edilirken, en diisiik 2-
Metilbiitiril/izovaleril Sikonin miktar1 24 ve 48 Saat Kontrol (0.09 ve 0.30 mg)
uygulamalarinda tespit edildi. Sivisagak kok kiiltiirlerine uygulanan elisitasyon sonrasi sikonin
liretimi i¢in en uygun uygulama 24 Saat 10 uM MeJA olup literatiirde, MeJA uygulamasiyla
sikonin iiretimine yonelik bir¢ok ¢aligma [A. euchroma (Urmantseva vd, 1999; Wang ve dig.,
2014; Arghavani ve dig., 2015); L. erythrorhizon (Gaisser ve Heide, 1996; Mizukami ve dig.,
1992, 1993; Yazaki ve dig., 1997b), O. paniculatum (Ding ve dig., 2004)] rapor edilmistir. Bu
durumun gergeklesmesinin sebebi MeJA’nin 6zellikle sikonin biyosentez yolagindaki PAL ve
PHB—geraniltransferaz enziminin aktivitesini artirmasi olarak ifade edilmistir (Ding ve dig.,
2014).

Kok siispansiyonlarina elisitasyon uygulamasi sonrasi saflastirma icin gerekli madde miktarina
erisim  saglanamadigindan  sikonin iretimi i¢in miktar belirleme calismalar

gerceklestirilememistir.

In vitro kotiledon yaprag: siispansiyon hatlarina elisitasyon uygulamasi sonrasi yag asidi
miktar1 en yiiksek total yag S12 (9%9.30), en diisiik total yag S8 (%1.94)’de tespit edildi. Major
yag asitleri olarak; C16:0 Palmitik Asit, C16:1 Palmitoleik Asit, C18:0 Stearik Asit, C18:1
Oleik Asit, C18:2n6 Linoleik Asit, C18:3n6 y- Linolenik Asit, C18:3n3 a-Linolenik Asit ve
C18:4n3 Stearidonik Asit olarak tespit edildi. Major yag asitlerinden tohumlarin iceriginde en
yiiksek yag asidi C16:1 Palmitoleik Asit olurken (S16: %32.41), en diisiik yag asidi C18:4n3
Stearidonik Asit (S14: %0.65) olarak tespit edidi. Major yag asitleri arasinda en yiiksek ve en
diisiik; 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 y-
Linolenik Asit [S4 (%8.63), S14 (%5.28)], C18:3n3 a-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 yag asitlerinin iiretimiyle ilgili sinirli sayida ¢alismaya rastlanmistir; Stearns ve
Morton’un 1975 yilinda rapor ettigi ¢alismada, soya siispansiyon kiiltlirlerine sitokin ve
giberellik asit kombinasyonu uygulamasinda LA iiretiminin arttig1 tespit edilmistir. Lopez ve

dig., 1999 yilinda rapor ettigi calismada, Maydanoz’un farkli in vitro kiiltiirlerinde ileri zaman
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dilimlerinde aliman 6rneklerde bazi ¢oklu doymamis yag asitlerinin liretiminin artti1 tespit
edilmistir. Ahmad ve dig., 2014 yilinda rapor ettikleri ¢alismada; Brassica napus’dan elde
edilen BnDGAT?2 geninin Chlamydomonas reinhardtii’ye aktarilmasiyla ¢oklu doymamis yag
asitlerinin tiretimi artirdigi rapor edilmistir. Da Silva Assis Machado ve dig., tarafindan 2016
yilinda yapilan ¢alismada, Cereus peruvianus’un uzun siireli kallus kiilttirlerinde LA {iretiminin
arttig1 tespit edilmistir. Flores ve Castillo’un 2016 yilinda rapor ettigi ¢alismada, siyah frenk
tiziimii (Ribes sp.) in vivo kiilltiirlerine farkli oranlarda MeJA igeren soliisyon uygulamasinda
sfii tohumlarinda GLA {iretiminin arttig1 gézlenmistir. Mahalakshmi ve dig., tarafindan 2013
yilinda yapilan ¢alismada, Jatropha curcas kallus kiiltiirlerinde salisilik asit uygulamasi
sonrast yag asidi iretiminin arttigi tespit edilmistir. Parra vd. tarafindan 2017 yilinda
yayinlanan bir ¢alismada, Theobroma cacao L. siispansiyon kiiltiirlerine biotin uygulamasi
sonrast bazi ¢oklu doymamis yag asitlerinin iiretiminin arttig1 ifade edilmistir. Wang vd. nin
2018 yilinda rapor ettigi ¢alismada, Arachis hypogaea L. transgenik hatlarinda, kontrole gére

bazi ¢oklu doymamais yag asitlerinin {iretiminin arttig1 belirlenmistir.
5.6. ANTIKANSER CALISMALARA YONELIK TARTISMA

MCF-7 hiicrelerinde 4, 6, 8, 10, 12 uM konsantrasyonlarin da Tiirev-3 sikonin ekstrakti
proliferasyonun baskilandig1 fakat 2 pM Tiirev-3 sikonin ekstrakti konsantrasyonun
proliferasyonu arttirict etkisi tespit edildi. Tirev-3 sikonin ekstraktinin konsantrasyon ve
siirenin artmasina bagli olarak hiicrelerde anti-proliferatif etki gosterdigi tespit edildi. Zamana
bagli olarak 4 pM konsantrasyonda Tiirev-3 sikonin ekstrakti hiicrelerde proliferasyonu
arttirdigr ve yaklasik olarak madde eklenmesinden 30 saat sonra 4 uM ile muamele edilen
hiicrelerin kontrol hiicre sayisina yaklastiklarr gozlendi. En dikkat ¢ekeni ise 6, 8, 10, 12 uM
konsantrasyonlar da Tiirev-3 sikonin ekstrakti ile muamele edilen hiicrelerde etkili ve doza
bagli olarak uyumlu anti proliferatif etki gozlendi. Kemoterapiye direngli ve metastatik
kapasitesinin yiiksek olmasi nedeniyle MDA-MB-231 hiicre hatlar1 yeni terapotik ilag
gelistirme calismalarinda yogun olarak kullanilmaktadir. Tirev-3 sikonin ekstraktlariyla
muamele edilen MDA-MB-231 Thiicrelerinin  proliferasyon analizinde hiicrelerin
proliferasyonunun doza bagli olarak baskilandigi tespit edildi (Sekil 4.59). Tiirev-3 sikonin
ekstraktlart uygulanan farkli molekiiler alt-gruptaki meme kanser hiicre hatlarinin her ikisinde
de 8 uM, 10 pM ve 12 uM konsantrasyonlarinin hiicre proliferasyonunu etkili bir sekilde

baskiladig1 tespit edildi. Literatiirde sikonin ve tiirevlerinin bir ¢ok hastaligi kars1 ve kanser
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hiicre hattina kars1 antiproleferatif etki olusturdugu rapor edilmistir (Malik ve dig., 2014).
Kanser hiicrelerine karsi sikoninin, p53’tin (timor siipresor protein) ekspresyonunu
proapoptotik proteinlerle birlikte diizenledigi bildirilirken, kanser hiicreleriyle miicadelesini
bir¢ok mekanizmayla (topoizomeraz-I inhibisyonu, protein tirozin kinaz inhibisyonu ve kaspaz
aktivasyonu vb.) saglamaktadir. (Hsu ve dig., 2004; Wu ve dig., 2004, Mao ve dig., 2008; Jang
ve dig., 2014). Ayn1 zamanda, sikoninin hiicresel gelisime ve farkli kanser hiicre hatlar1 iizerine
yan etkisi tespit edilmemistir (Yao ve Zhao, 2010). Sikoninin (sikonin ve tiirevlerinin) MCF ve
MDA-MB-231 kanser hiicre hatlar1 {izerine diisiik miktarda uygulanmasiyla olusan
antiproliferatif etkinin arastirildig1 ¢alismalara literatiirde sik¢a rastlanmaktadir (Wu ve dig.,
2013; Qui ve dig., 2017; Lin ve dig., 2018). Meme kanserlerinde Gstrojenin onemli bir
karsinojenik faktor oldugu kabul edilirken, ozellikle sikoninin yukarida belirtilen
mekanizmalar1 hareketlendirerek antiostrojenik etki gostermek suretiyle meme kanseri

hiicrelerini olumsuz etkiledigi bildirilmistir (Yao ve Zhao, 2010).
Sonug olarak, tez kapsaminda gergeklestirilen denemelerimizde;

e Boraginecea familyasia ait E. italicum L. tohumlarmin BBD igermeyen MS besi
ortaminda ¢imlendirilmesiyle elde edilen bitkiciklerden alinan kok ve kotiledon yapragi
eksplantlarindan, sikonin ve tiirevleri ile yag asitlerinin iretimi i¢in kallus
olusturulmaya ¢alisildi. Kallus olusturma calismalarinda, istenen ozellikte ve tipte
kallus olusumlar ile gelisimleri i¢in kok eksplantlari 2 mg/l Kinetin ve 0.2 mg/l IAA
destekli LS besi ortami, kotiledon yaprag: eksplantlari i¢in 2 mg/l Kinetin ve 0.2 mg/1
2,4-D destekli LS besi ortami olarak belirlenmistir.

o Gelistirilen kalluslardan siispansiyon kiiltlirii olusturma ve gelistirme caligsmalari
kapsaminda kok siispansiyonlart i¢in optimum calkalama hizi 110 rpm, kotiledon
yapraklart i¢in ise 100 rpm olark belirlenmistir. Sikonin ve tlirevlerinin tiretilmesi
calismalari i¢in diger bir kiiltiir tipi olarak olusturulan sacak kokler ise, ¢imlendirilen
bitkiciklerden elde edilen kokler A. tumefaciens ile enfeksiyonu sonrasi olusturulurken,
sacak koklerin sivi besi ortaminda gergeklestirilen optimizasyon kapsaminda optimum
calkalama hiz1 100 rpm olarak belirlenmistir.

e Olusturulan in vitro kiiltiirler kullanilarak metabolit tiretimi ve tiretimlerinin arttirilmasi
icin kullanilan fiziksel ve kimyasal elisitasyonlarinin uygulanmasi i¢in optimum

zamaninin belirlenmesi ¢aligmalarinda; kok siispansiyon kiiltiirlerinde biiyiime fazinin
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sonu olan 21. giin, kotiledon yapraklar slispansiyon kiiltiirlerinde biiyliime fazinin sonu
olan 14. giin olarak, sivi ortamda tiretilen sagak kokler icin ise (besi ortaminda koyu
pigmentasyonun gozlendigi) 20. giiniin sonu olarak belirlenmistir.

In vitro kiiltiirlere metabolit tiretiminin arttirilmasi igin uygulanan farkli elisitasyon
calismalarinda ise, sikonin ve tiirevlerinin {iretiminin arttirilmasinda; sivi ortamda sagak
kok kiltiirlerine uygulanan farkli tipte ve zamanlardaki elisitasyon uygulamalarinda,
sikonin ve tiirevlerinin arttirilmasinda en basarili uygulama 24 saat 10 uM MeJA olarak
belirlenirken, kok siispansiyon Kkiiltiirlerinde ise yeteri kadar kuru madde elde
edilemediginden dolay1 saflastirma ¢aligmalart gerceklestirilememis, dolayisiyla
sikonin ve tiirevlerine yonelik miktar tespiti yapilamamistir. Kok siispansiyonlari
caligmalarinda ise metabolit miktar1 tespitinde gerekli biyomasin elde edilebilmesi i¢in
yiiksek hacimde kiiltiir olusturulmasi 6nemlidir.

Yag asitlerinin iiretimin arttirilmasinda, kotiledon yaprag: siispansiyon kiiltiirlerine
uygulanan farkli tipte ve zamanlardaki elisitasyon uygulamalarinda, sagak koklerde
oldugu gibi ortak bir uygulama tespit edilemezken en imit vadeden sonuclar soguk ve
DMSO uygulamalarinda tespit edilmistir.

In vitro kiiltiirlerden elde edilen maddelerin antikanser aktivite ¢alismalarinda ise,
kemoterapik ilaglara direngli metastatik meme kanseri hiicre hatlarina Tiirev-3’iin,
diisiik konsantrasyonlarda antipoliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda E. italicum L. tiirtiniin in vitro kiiltiirlerine metabolit {iretimi
ve arttirllmasina yonelik uygulanan metot ve yontemler, basta Boraginecea familyasi
olmak tzere diger bitki gruplarinda da tespit edilebilecek biyoaktif metabolitlerin
beslenme, saglik ve endiistriyel alanlarda standardize edilmis kosullarda yiiksek verimle

tiretimi i¢in referans veriler olarak degerlendirilebilir.



159

KAYNAKLAR

Abbaszadeh, S., Tayebeh, R., Massoud, T., Faezeh, F. and Yasaman, S., 2011,
Characterizatiaon of fatty acids in different organs of some Iranian Echium plants,
Journal of Medicinal Plants Research, 5 (19), 4814-4821.

Abyari, M., Nasr, N., Soorni, J. and Sadhu, D. 2016, Enhanced accumulation of scopoletin in
cell suspension culture of Spilanthes acmella Murr. using precursor feeding, Biological
and Applied Sciences, 59, €16150533.

Acikgoz, M.A., Yarilgag, T. and Kara, $.M., 2017, Enhancement of phytochemical compounds
using biotic and abiotic elicitors in purple coneflower (Echinacea purpurea L.), Indian
Journal of Pharmaceutical Education and Research, 52 (4), 140-145.

Ahmad, I., Sharma, A.K., Daniell, H. and Kumar, S., 2014, Altered lipid composition and
enhanced lipid production in green microalga by introduction of brassica diacylglycerol
acyltransferase 2, Plant Biotechnology Journal, 13 (4), 540-550.

Akoh C.C. and Min D.B., 2018, Food lipids: chemistry, nutrition, and biotechnology, 3th ed.

Akula, R. and Ravishankar, G.A., 2011, Influence of abiotic stress signals on secondary
metabolites in plants, Plant Signaling and Behavior, 6 (11), 1720-1731.

Albreht, A., Vovk, |., Simonovska, B. and Srbinoska, M., 2009, Identification of shikonin and
its ester derivatives from the roots of Echium italicum L, Journal of Chromatography A,
1216 (15), 3156-62.

Al-Mussawi, A.A., 2010, Isolation and identification of shikonin from Arnebia decumbens L.
and its antibacterial activity, Journal of Applied Sciences Research, 6 (9), 1452-1456.

Amoah, S.K., Sandjo, L.P., Kratz, J.M., Biavatti, M.W., 2016, Rosmarinic acid -
pharmaceutical and clinical aspects, Planta Medica, 82 388-406.

Arehzoo, Z., Christina, S., Florian, G., Parvaneh, A., Javad, A., Seyed, H.M. and Christoph,
W., 2015, Effects of some elicitors on tanshinone production in adventitious root cultures
of Perovskia abrotanoides Karel, Industrial Crops and Products, 67 97—-102.

Arghavani, P., Haghbeen, K. and Mousavi, A., 2015, Enhancement of shikalkin production in
Arnebia euchroma callus by a fungal elicitor, Rhizoctonia solani, Iran Journal of
Biotechnology, 13 (4), e1058.

Arm, JP., Boyce, JA., Wang, L., Chhay, H., Zahid, M. and Patil, V., 2013, Impact of botanical
oils on polyunsaturated fatty acid metabolism and Leukotriene’s generation in mild
asthmatics, Lipids Health Disease, 2 (12),141-145.

Asadi-Samani, M., Bahmani, M. and Rafieian-Kopaei, M., 2014, The chemical composition,
botanical characteristic and biological activities of Borago officinalis: A review, Asian
Pacific Journal of Tropical Medicine, 7, S22-S28.



160

Assimopoulou, A.N., Tappeiner, J., Ganzera, M., Vasiliou, A., Stuppner, H. and Papageorgiou,
V.P., 2011, Determination of alkannin/shikonin derivatives in endemic Greek Alkanna
species, Planta Medicine, 77.

Awad, V., Kuvalekar, A. and Harsulkar, A., 2014, Microbial elicitation in root cultures of
Taverniera cuneifolia (Roth)Arn. for elevated glycyrrhizic acid production, Industrial
Crops and Products, 54, 13-16.

Aymelek, N., 2015, Echium L. (Borq_ginaceae) Tiirleri Uzerinde Anatomik Arastirmalar,
Yiiksek Lisans, Afyon Kocatepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii.

Bae, K.H., Ko, M.S., Lee, M.H., Kim, N.Y., Song, J.M. and Song, G., 2013. Effects of NaOCI
treatment on in vitro germination of seeds of a rare endemic plant, Oreorchis coreana
Finet, Journal of Plant Biotechnolgy, 40, 43-48.

Bagheri, F., Tahvilian R., Karimi, N., Chalabi, M. and Azami, M., 2018, Shikonin production
by callus culture of Onosma bulbotrichom as active pharmaceutical ingredient, Iranian
Journal of Pharmaceutical Research, 17 (2), 495-504.

Bais, H.P., Sudha, G., Suresh, B. and Ravishankar, G.A., 2001, Permeabilization and in situ
adsorption studies during growth and coumarin production in hairy root cultures of
Cichorium intybus L., Indian Journal of Experimental Biology, 39, 564-571.

Bais, H.P., Walker, T.S., Schweizer, H.P., Vivanco, J.M., 2002, Root specific elicitation and
antimicrobial activity of rosmarinic acid in hairy root cultures of Ocimum basilicum,
Plant Physiology and Biochemistry, 40 (11), 983-995.

Barampuram, S., Allen, G., Krasnyanski, S., 2014, Effect of various sterilization procedures on
the in vitro germination of cotton seeds, Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 118 (1),
179-185.

Bérdy, J., 2005, Bioactive microbial metabolites. The Journal of Antibiotics, 58 (1), 1-26.

Bernard, Y.K.B., Christie, A.M.P., Jacqueline, V.S., Ka-Yiu, S., 2009, The effects of UV-B
stress on the production of terpenoid indole alkaloids in Catharanthus roseus hairy roots,
Biotechnology Progress, 25, 8615.

Bertani, G., 1951, Studies on lysogenesis I. The mode of phage liberation by lysogenic
Escherichia coli, Journal of Bacteriology, 62, 293-300.

Bhatia, S., Sharma, K., Dahiya, R. and Tanmoy, B. 2015, Plant Tissue Culture, Modern
Applications of Plant Biotechnology in Pharmaceutical Sciences, 31, 107.

Bilka,, F., Balazova, A., Bilkova, A. and Holkova, 1., 2013, Effect of abiotic elicitation on
the sanguinarine production and polyphenol oxidase activity in the suspension culture of
Eschscholtzia californica CHAM, Ceska Slovenska Farmacie, 62 (4), 169-173.

Blasbalg, T.L., Hibbeln, J.R., Ramsden, C.E., Majchrzak, S.F. and Rawlings, R.R., 2011,
Changes in consumption of omega-3 and omega-6 fatty acids in the United States during
the 20th century, American Journal of Clinical Nutrients, 93 (5), 950-962.



161

Blondeau, N., 2016. The nutraceutical potential of omega-3 alpha-linolenic acid inreducing the
consequences of stroke, Biochimie, 120, 49-55.

Boehm, R., Sommer, S., Li, S.M. and Heide, L., 2000, Genetic engineering on shikonin
biosynthesis: expression of the bacterial ubiA gene in Lithospermum erythrorhizon, Plant
Cell Physiology, 41:911-919.

Bown, D., 1995, Encyclopedia of Herbs and their Uses, The Royal Horticultural Society,
Dorling Kindersley Ltd., London. 233 pp.

Bozan, B., Baser, K.H.C. and Kara, S., 1999, Quantitative determination of naphthoquinones
of Arnebia densiflora by TLC-densitometry, Fitoterapia, 70 (4), 402-406.

Bozan, B., Baser, K.H.C. and Kara, S., 1997, Quantitative determination of naphthaquinones
of Arnebia densiflora (Nordm.) Ledeb. by an improved high-performance liquid
chromatographic method, Journal of Chromatography A, 782 (1), 133-136.

Brigham, L.A., Michaels, P.J. and Flores, H.E., 1999, Cell-specific production and
antimicrobial activity of napthoquinones in roots of Lithospermum erythrorhizon, Plant
Physiology, 119, 417-428.

Bruneton, J., 1999, Pharmacognosy, Phytochemistry, Medicinal Plants, Lavoisier Technique &
Documentation, Paris.

Bulgakov, V.P., Kozyrenko, M.M. and Fedoreyev, S.A. 2001, Shikonin production by p-
fluorophenylalanine resistant cells of Lithospermum erythrorhizon, Fitoterapia, 72, 394—
340.

Bychkova, T.P., Nanenina, E.B., Berzin, V.B. and Miroshnikov, A.L. 1993, Influence of
jasmonic acid and 12-oxophytodienoic acid on the biosynthesis of shikonin in a cell
culture of Arnebia euchroma, Bioorganicheskaya Khimiya, 19, 1008-1012.

Castellar, A., Gagliardi, R.F., Mansuri, E., 2011, In vitro propagation and establishment of
callus and cell suspension cultures of Petiveria alliacea L., valuable medicinal plant,
Journal of Medicinal Plants Research, 5 (7), 1113-1120.

Chang-Jun, L. and Song-Sheng, H. 1998, Effects of fungal encitors on the cell growth and the
shikonin biosynthesis in Arnebia euchroma cells in suspension culture, Journal of Plant
Physiology and Molecular Biology, 24 (1), 6-10.

Chaouche, T., Haddouchi, F. and Bekkara, F.A., 2012, Identification of shikonin from the roots
of Echium pycnanthum Pomel., Asian Journal of Pharmaceutical and Clinical Research,
5 (3), 1-3.

Chaudhury A. ve Pal M. 2010. Induction of shikonin production in hairy root cultures of
Arnebia hispidissima via Agrobacterium rhizogenes-mediated genetic transformation,
Journal Crop Science and Biotechnology, 13 (2), 99-106.

Cho, M.H., Paik, Y.S. and Hahn, T.R., 1999, Propionylshikonin from the roots of
Lithospermum erythrorhizon, Archives of Pharmacal Research, 22 (4), 414-416.



162

Chong, T.M., Abdullah, M.A.and Lai, O.M., 2005, Effective elicitation factors in Morinda
elliptica cell suspension culture, Process Biochemistry, 40:3397-3405.

Chun, J.H., Adhikari, P.B., Park, S.B., Han, J.Y. and Choi, Y.E. 2015, Production of the
dammarene sapogenin (protopanaxadiol) in transgenic tobacco plants and cultured cells
by heterologous expression of PgDDS and CYP716A47. Plant Cell Reports, 34, 1551—
1560.

Chung, B.Y., Lee, Y.B. and Baek, M.H. 2006, Effects of low-dose gammairradiation on
production of shikonin derivatives in callus cultures of Lithospermum erythrorhizon S.
Radiat, Physical Chemistry, 75, 1018-1023.

Cisowski, W., Ziclinska, M., Stasiek, Stotyhwo A., Migas, P. and Kamieniec, A., 2001. Gas—
liqguid chromatographic analysis of fatty acids obtained from the seeds of some
boraginaceae plants, Acta Chromatographica, 11, 215-223.

Clough, P.M., 2001, Specialty vegetable oils containing gamma-linolenic acid and stearidonic
acid, In: Structured and Modified Lipids, Gunstone, F.D., Marcel Dekker Inc. (eds.), New
York, pp. 75-117.

Coupland, K., 2008, Stearidonic acid: A plant produced omega-3 PUFA and a potential
alternative for marine oil fatty acids, Lipid Techology, 22 (7), 152-154.

Cuero R.G., Smith, J.E. and Lacey, J., 1986, The influence of gamma irradiation and sodium
hypochlorite sterilization on maize seed microflora and germination, Food Microbiology,
3(2), 107-113.

Cakllo_glu, U., Tiirkoglu, 1., ve Kiirsat, M., 2007, Harput (Elaz13) ve Cevresinin Etnobotanik
Ozellikleri, Dogu Anadolu Bélgesi Arastirmalari, Elaz1g.

Da Silva Assis Machado, F.A.P., Capelasso, M., de Oliveira, A.J.B., Gongalves, R.A.C,
Zamuner, M.L.M., Mangolin, C.A. and de Fatima P.S. Machado, M., 2006, Fatty acids
production from plants and callus cultures of Cereus peruvianus Mill. (Cactaceae),
Journal of Plant Sciences, 1, 368-373.

Da, S.T., Mendes, A., Mendes, R.L., Calado, V., Alves, S.S., Vasconcelos, J.M., Reis, A., 2006,
Effect of n-dodecane on Crypthecodinium cohnii fermentations and DHA production,
Journal of Indian Microbiology Biotechnology, 33, 408-416.

Davis, P.H, 1965, Flora of Turkey and the East Aegean Islands, VVol. 6. Edinburgh University
Press, UK.

Davis, P.H., 1978, Flora of Turkey and the East Aegean Islands, VVol. 6, Edinburgh University
Press, UK.

Deepthi, S. and Satheeshkumar, K., Enhanced camptothecin production induced by elicitors in
the cell suspension cultures of Ophiorrhiza mungos Linn., Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, 124 (3), 483-493.



163

Demain, A.L. and Fang, A., 2000, The natural functions of secondary metabolites, Advances in
Biochemical Engineering/Biotechnology, 69: 1-39.

Deno, H., Suga, C., Morimoto, T. and Fujita, Y., 1987, Production of shikonin derivatives by
cell suspension cultures of Lithospermum erythrorhizon: VI. Production of shikonin
derivatives by a two-layer culture containing an organic solvent, Plant Cell Reports, 6,
197-209.

Devi, C.S., Murugesh, S. and Srinivasan, M.V., 2006, Gynemic acid production in suspension
cell culture, of Gymnema sylvestre, Journal of Apllied Science, 6 (10), 2263-2268.

Ding, J., Shi S.,, Jiang B. H., Yang Y. H., Huang J., Shen H. G., Xia K., Zhang J. And Jiang X.
2004, Effects of methyl jasmonate with indole-3-acetic acid and 6-benzylaminopurine on
the secondary metabolism of cultured Onosma paniculatum Cells, In Vitro Cellular and
Developmental Biology - Plant, 40 (6), 581-585.

Dogru-Koca, A., Ozcan, T. and Yildirimli, S., 2016, Chemotaxonomic perspectives of the
Paracaryum (Cynoglosseae, Boraginaceae) taxa based on fruit fatty acid composition,
Phytochemistry, 131, 100-106.

Dresler, S., Badnarek, W., Nowak, B.H.. and Wojcik, M., 2017, Morphometric and
phytochemical profile of seeds of metallicolous and nonmetallicolous Echium vulgare
populations, Biochemical Systematics and Ecology, 70, 304-310.

Dresler, S., Kubrak, T., Bogucka-Kocka, A. and Szymczak, G., 2015, Determination of
shikonin and rosmarinic acid in Echium vulgare L. and Echium russicum J.F. Gmel. by
Capillary Electrophoresis, Journal of Liquid Chromatography and Related Technologies,
38 (6), 698-701.

Dyal, S.D. and Narine, S.S., 2005, Implications for the use of Mortierella fungi in the industrial
production of essential fatty acids, Food Research International, 38 (4), 445-467.

Edalatifard, L., Sanavy S. A. M. M. and Askari, H., 2014, The optimum condition under light
and media for seed germination of Withania coagulans, International Journal of Farming
and Allied Sciences, 3 (7), 722-728.

Edmondson, J.R., 1978. Echium. In: Flora of Turkey and East Aegean Islands Vol 6., Davis,
P.H., (ed), University Press, Edinburgh, 319-325.

Elagbar, Z.A., Naik, R.R., Shakya, A.K. and Bardaweel, S.K., 2016, Fatty acids analysis,
antioxidant and biological activity of fixed oil of Annona muricata L. seeds, Journal of
Chemistry, D0i10.1155/2016/6948098.

Erdemoglu, N., Kusmenoglu, S. and Vural, M., 2004, y-Linolenic acid content and fatty acid
composition of Boraginaceae seed oils, Europan Journal of Lipid Science and
Technology, 106, 160-164.

Fadholi, M. and Hamzah, M., 2017, Enhancement of artemisinin content in Artemisia annua
By increasing gene expression with abscisic acid (ABA) and salinity stress treatment,
Proceeding of Science and Technology, 1 (1), 10-17.



164

Fang, R., Wu, F., Zou, A., Zhu, Y., Zhao, H., Zhao, H., Liao, Y., Tang, R.J., Yang, T., Pang,
Y., Wang, X., Yang, R., Qi, J,, Lu, G. and Yang, Y., 2016a, Transgenic analysis reveals
LeACS-1 as a positive regiilator of ethylene-induced shikonin biosynthesis in
Lithospermum erythrorhizon hairy roots, Plant Molecular Biology, 90, 345-358.

Fang, R., Zou, A., Zhao, H., Wu, F., Zhu, Y., Zhao, H., Liao, Y., Tang, R.J., Yang, T., Pang,
Y., Yang, R., Wang, X., Qi, J., Lu, G. and Yang, Y., 2016b, Transgenic studies reveal the
positive role of LeEIL-1 in regulating shikonin biosynthesis in Lithospermum
erythrorhizon hairy roots, BMC Plant Biology, 16, 121.

Fathy, H.M., Aboushoer, M.l., Baraka, A., Abdel-Kader, M.S. and Omar, A.A., 2009, A new
naphthoquinone with anti-inflammatory activity from an egyptian collection of
Echiochilon fruticosum, Natural Product Sciences, 15 (1), 22-26.

Filova, A. 2014, Production of secondary metabolites in plant tissue cultures, Research Journal
of Agricultural Science, 46 (1), 236-245.

Flores, G. and Ruiz del Castillo, M.L., 2016, Enhancement of nutritionally significant
constituents of black currant seeds by chemical elicitor application, Food Chemistry, 194,
1260-1265.

Francisco, M.R., Saldanha, T. and Fraga, M.E., 2017, Fungi as an alternative to produce
essential fatty acids, Scientifica, 45 (2), 123-129.

Fu, X. and Lu, D., 1998, Enhancement of shikonin production in cell suspension culture of
Arnebia euchroma employing two-liquid phase system, Chinese Journal of Chemical
Engineering, 6 (1), 86-90.

Fu, X. and Lu, D., 1998, Stimulation of shikonin production by combined fungal elicitation and
in situ extraction in suspension cultures of Arnebia euchroma, Enzyme and Microbial
Technology, 24, 243-246.

Fujita, N. and Yoshida, Y., 1937, Ueber die anatomie von Radix lithospermi, Yakugaku Zasshi,
57:368-391.

Fujita, Y., Hara, Y., Ogino, T. and Suga, C., 19814, Production of shikonin derivatives by cell
suspension cultures of Lithospermum erythrorhizon. I.Effects of nitrogen source on the
production of shikonin derivatives, Plant Cell Reports, 1, 59-60.

Fujita, Y., Hara, Y., Suga, C. and Morimoto, T., 1981b, Production of shikonin derivatives by
cell suspension cultures of Lithospermum erythrorhizon Il. A new medium for the
production of shikonin derivates, Plant Cell Reports, 1, 61-63.

Fukui, H., Tani, M. and Tabata, M., 1990, Induction of shikonin biosynthesis by endogenous
polysaccharides in Lithospermum erythrorhizon cell suspension cultures, Plant Cell
Reports, 9:73-76.

Fukui, H., Tsukada, M., Mizukami, H. and Tabata, M., 1983, Formation of stereoisomeric
mixtures of naphthoquinone derivatives in Echium lycopsis callus cultures,
Phytochemistry, 22, 453-456.



165

Gaisser, S. and Heide, L., 1996, Inhibition and regulation of shikonin biosynthesis in suspension
cultures of Lithospermum, Phytochemistry, 41, 1065-72.

Gamborg, O.L., Miller, R.A. and Ojima, K., 1968, Nutrient requirements of suspension cultures
of soybean root cells, Experimental Cell Research, 50, 151-158.

Ge, F., Yuan, X. and Wang, X., 2006, Cell growth and shikonin production of Arnebia
euchroma in a periodically submerged airlift bioreactor, Biotechnology Letter, 28, 525—
529.

Giri, A. and Narasu, M.L., 2000, Transgenic hairy roots, recent trends and applications,
Biotechnology Advances, 18, 1-22.

Goyal, S. and Ramawat, K.G., 2008, Increased isoflavonoids accumulation in cell suspension
cultures of Pueraria tuberosa by elicitors, Indian Journal of Biotechnology, 7, 378-382.

Griffith, M. and Yaish M.W.F., 2004, Antifreeze proteins in overwintering plants: a tale of two
activities, Trends Plant Science, 9, 399-405.

Guil-Guerrero, J.L, Garcia-Maroto, F. and Giménez-Giménez, A., 2001a, Fatty acid profiles
from forty-nine plant species that are potential new sources of y-linolenic acid, Journal
of American Oil and Chemical Society, 78, 677-684.

Guil-Guerrero, J.L., Campra-Madrid, P. and El-Hassan, B., 2000a, y —Linolenic acid
purification from seed oil sources by argentated silica gel chromatography column,
Process Biochemical, 36 (4), 341-354.

Guil-Guerrero, J.L., Gomez-Mercado, F., Rodriguez-Garcia, I., Campra Madrid, P. and Garcia-
Maroto, F., 2001b, Occurence and characterization of oils rich in y-linolenic acid (I11):
the taxonomical value of the fatty acids in Echium (Boraginaceae), Phytochemistry, 58
(1), 117-120.

Guil-Guerrero, J.L., Lopez-Martinez, J.C. and Campra-Madrid, P., 2008, Gamma-linolenic
extraction from seed by SCF and several solvent systems, Internation Journal of Food
and Science Technology, 43, 1176-1180.

Guil-Guerrero, J.L., Lopez-Martinez, J.C., Gobmez-Mercado, F. and Campra-Madrid, P., 2006,
Gamma-linolenic and stearodinic acids from Moroccan Boraginaceae, European Journal
of Lipid Science Technology, 108, 43-47.

Guil-Guerrero, J.L., Mercado F.G., Bueno, R.P.R., Cervera, M.A.R. and Elena, V.V. 2014,
Restricted-range Boraginaceae species constitute pote, Journal of Oil and Fat Industries
Journal of American Oil Chemistry Society, 91, 301-308.

Guil-Guerrero, J.L., Mercado F.G., Bueno, R.P.R., Cervera, M.A.R., Fernandez, M.J.G.,
Urrestarazu, M. and Cervera, M.A.R., 2017, Sardinian Boraginaceae are new potential
sources of gamma-linolenic acid, Food Chemistry, 218, 435-439.

Guil-Guerrero, J.L., Mercado F.G., Bueno, R.P.R., Cervera, M.A.R., Fernandez, M.J.G.,
Urrestarazu, M., Becker, S.J. and de Belair, G., 2018, Fatty acid profiles and sn-2 fatty



166

acid distribution of y-linolenic acid-rich Borago species, Journal of Food Composition
and Analysis, 66, 74-80.

Guil-Guerrero, J.L., Rincén-Cervera, M.A., Rincon-Cervera, M.A., Gomez-Mercado, F.,
Ramos-Bueno, R.P. and Venegas-Venegas, C.E., 2013a, New seed oils of Boraginaceae
rich in stearidonic and gamma-linolenic acids from the Maghreb region, Journal of Food
Composition and Analysis, 31, 20-23.

Guil-Guerrero, J.L., Rincon-Cervera, M.A., Venegas-Venegas, C.E., Ramos-Bueno, R.P. and
Suarez-Medina, M.D. 2013b, Highly bioavailable a-linolenic acid from the subcutaneous
fat of the palaeolithic relict “Galician horse”, International Food Research Journal, 20,
3249-3258.

Guil-Guerrerol, J.L., Garcia-Maroto, F., Campra-Madrid, P. and Gémez- Mercado, F., 2000b.,
Occurrence and characterization of oils rich in gamma-linolenic acid Part Il fatty acids
and squalene from Macaronesian Echium Leaves, Phytochemistry, 54 (5), 525-529.

Gunstone, F.D., 1992, y-Linolenic acid —occurence and physical and chemical properties,
Progressive Lipid Research, 31, 145-161.

Gupta, K., Garg, S., Singh, J. and Kumar, M., 2014, Enhanced production of napthoquinone
metabolite (shikonin) from cell suspension culture of Arnebia sp. and its up-scaling
through bioreactor, 3Biotech, 4, 263-273.

Gliner, A ve Ekim, T., 2014, Resimli Tiirkiye Florasi cilt 1 Nezahat Gdkyigjt Botanik Bahcesi
yaymnlart Flora dizisi, 2. Flora Aragtirmalart Dernegi ve Turkiye Is Bankasi Kiltiir
yayinlari, Istanbul.

Giiven, A. ve Giirsul, 1., 2014, Bitki doku kiiltiirlerinde ikincil metabolit sentezi, Gida, 39 (5),
299- 306.

Hagh, Z.G., Jokar, S., Bodaghi H. and Modarres, M., 2018, Effect of salicylic acid and methyl
jasmonate on the production of rosmarinic acid and caffeic acid in callus culture of Salvia
lerrifolia Benth, Iranian Journal of Plant Biology, 10 (1), 1-15.

Hao, H., Lei, C. and Shen, Y., 2014, Effects of exogenous methyl jasmonate on the biosynthesis
of shikonin derivatives in callus tissues of Arnebia euchroma, Applied Biochemistry and
Biotechnology, 173, 2198-2210.

Hao, H., Pu, G.P., Lei, C.Y., Ye, H.C. and Wang, H., 2015, Effects of ammonium ion on cell
growth and biosynthesis of shikonin derivatives in callus tissues of Arnebia euchroma,
Biologia, 70 (8),1053-1062.

Hendawy, S.F. and El-Gengaihi, S., 2010, Comparative responses of Borago officinalis and
Echium vulgare to different nitrogen and phosphorus sources, Journal of Herbs, Spices
and Medicinal Plants, 16 (1), 12-23,

Hildebrand, D., 2011, Production of unusual fatty acids in plants, Chapter in Plant Lipid
biochemistry in online book, The AOCS Lipid Library.



167

Hilger. H. H. and Boéhle R.U. (2000). Pontechium: A new genus distinct from Echium and
Lobostemon (Boraginaceae), Intertional Association for Plant Taxonomy, 49 (4), 737-
746.

Horrobin, D.F., 1992, Nutritional and medical importance of gamma-linolenic acid,
Progressive Lipid Research, 31 (2), 163-194.

Hosseini, A., Mirzaee, F., Davoodi, A., Jouybari, H.B. and Azadbakht, M., 2018, The
traditional medicine aspects, biological activity and phytochemistry of Arnebia spp.,
Medicinski Glasnik, 15 (1), 1-9.

Hou, Y.Z., Chen, K.K., Deng, X.L., Fu, Z.L., Chen, D.F., and Wang, Q., 2017, Anti-
complementary constituents of Anchusa italica, Natural Product Research, 31 (21),
2572-2574.

Hsu, P.C., Huang, Y.T., Tsai, M.L., Wang, Y.J., Lin, J.K. and Pan, M.H., 2004, Induction of
apoptosis by shikonin through coordinative modulation of the Bcl-2 family, p27, and p53,
release of cytochrome c, and sequential activation of caspases in human colorectal
carcinoma cells, Journal of Agriculture and Food Chemistry, 52, 6330-6337.

Hu, Y., Jiang, Z., Leung, S.Y.K. and Zhao, Z., 2006, Simultaneous determination of
naphthoquinone derivatives in Boraginaceous herbs by high-performance liquid
chromatography, Analytica Chimica Acta, 577 (1), 26-31.

Ikeuchi, M., Sugimoto, K. and lwase, A., 2013, Plant callus: Mechanisms of induction and
repression, Plant Cell, 25 (9), 3159-3173.

Isikalan, C., Adiyaman Akbas, F., Namli, S., Tilkat, E. and Basaran, D., 2008, In vitro
micropropagation of almond (Amygdalus communis L. cv. Nonpareil), African Journal
of Biotechnology, 7 (12), 1875-1880.

Ito, Y., Onobori, K., Yamazaki, T. and Kawamura, Y., 2011, Tigloylshikonin, a new minor
shikonin derivative, from the roots and the commercial root extract of Lithospermum
erythrorhizon, Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 117-119.

Ibrahim, A., Khalifa, S., Khafagi, I, Youssef, D., Khan, I. And Mesbah, M., 2009,
Enhancement of oleandrin production in suspension cultures of Nerium oleander by
combined optimization of medium composition and substrate feding, Plant Biosystem,
143 (1), 97-103.

Jaisi, A. and Panichayupakaranant, P., 2016, Enhanced plumbagin production in Plumbago
indica root cultures by l-alanine feeding and in situ adsorption. Plant Cell Tissue and
Organ Culture, 38 (2), 351-355.

Janarthanam, B., Gopalakrishnan, M. and Sekar, T., 2010, Secondary metabolite production in
callus cultures of Stevia rebaudiana Bertoni, Bangladesh Journal of Science and
Industrial Research, 45 (3), 243-248.



168

Jang, S.Y., Lee, J.K., Jang, E.H., Jeong, S.Y. and Kim, J.H., 2014, Shikonin blocks migration
and invasion of human breast cancer cells through inhibition of matrix metalloproteinase-
9 activation, Oncology Reports, 31(6),2827-2833.

Janska, A., Marsik, P., Zelenkova, S. and Ovesna, J., 2010, Cold stress and acclimation- what
Is important for metabolic adjustment?, Plant Biology, 12, 395-405,

Jin, U.H., Chun, J.A., Han, M.O., Lee, J.W., Yi, Y.B., Lee, S.W. and Chung, C.H., 2005,
Sesame hairy root cultures for extra-cellular production of a recombinant fungal phytase,
Process Biochemistry, 40 (12), 3754-3762.

Jusoh. M., Loh, S.H., Chuah, T.S., Aziz, A. and Cha, T.S., 2015, Elucidating the role of
jasmonic acid in oil accumulation, fatty acid composition and gene expression in
Chlorella vulgaris (Trebouxiophyceae) during early stationary growth phase, Algal
Research, 9, 14-20.

Kajani, A.A., Moghim, S. and Mofid, M.R., 2012, Enhanced taxane production and secretion
from Taxus baccata cell culture by adding dimethylsulfoxide, Biotechnology and Applied
Biochemistry, 59 (3), 223-227.

Kanokwaree, K. and Doran, P.M., 1997, The extent to which external oxygen transfer limits
growth in shake flask culture of hairy roots, Biotechnology and Bioengineering, 55 (3),
520-526.

Karakurt, H., Aslantas, R. ve Esitken, A., 2010, Tohum ¢imlenmesi ve bitki biiylimesi {izerinde
etkili olan gevresel faktorler ve bazi 6n uygulamalar, Journal of Agricultural Faculty of
Uludag University, 24 (2), 115-128.

Karaman, S., Giilseven, M., Cémlek¢ioglu, N., and Ilgim, A., 2016, Fatty acid composition of
Matthiola longipetala ssp. Bicornis, International Journal of Agriculture and Biology, 13
(4), 581-585.

Karwasara, V.S., Jain, R., Tomar, P. and Dixit V. K., 2010, Elicitation as yield enhancement
strategy for glycyrrhizin production by cell cultures of Abrus precatorius Linn., In Vitro
Cellular and Developmental Biology — Plant, 46 (4), 354-362.

Kermanee, P., 2004, Plant Regeneration from Cell suspension culture of rice varieties khao
dawk mali 105 and suphanburi, Kasetsart Journal of Natural Science, 38, 90-96.

Khaleghnezhad V., Yousefi A.R., Tavakoli, A. and Farajmand B., 2019, Interactive effects of
abscisic acid and temperature on rosmarinic acid, total phenolic compounds, anthocyanin,
carotenoid and flavonoid content of dragonhead (Dracocephalum moldavica L.), Scientia
Horticulturae, 250, 302-309.

Khan, N., Ahmed, M., Hafiz, I., Abbasi, N., Ejaz, S. and Anjum, M., 2015, Optimizing the
concentrations of plant growth regulators for in vitro shoot cultures, callus induction and
shoot regeneration from calluses of grapes, Journal international des sciences de la vigne
et du vin, 49 (1), 37-45.



169

Kheiri, A., Amini, S., Javidan, A.N., Saghafi, M.M. and Khorasani, G., 2017, The effects of
Alkanna tinctoria Tausch on split-thickness skin graft donor site management: a
randomized, blinded placebo-controlled trial, BMC Complementary and Alternative
Medicine, 17, 253-258.

Khojasteh, A., Mirjalili, M.H., Hidalgo, D., Corchete, P. and Palazon, J., 2014, New trends in
biotechnological production of rosmarinic acid, Biotechnology Letters, 36, 2393-2406.

Kiling, F.M., Siizerer, V., Ozden Ciftci, Y., Onay, A., Yildirim, H., Uncuoglu Altinkut, A.,
Tilkat, E., Koc, 1., Akdemir, O.F. and Metin Karakas, O., 2015, Clonal micropropagation
of Pistacia lentiscus L. and assessment of genetic stability using IRAP markers, Plant
Growth Regulation, 75, 75-88.

Kim, D.J. and Chang, H.N. 1990, Effect of growth hormone modifications on shikonin
production from Lithospermum erythrorhizon cell cultures with in situ extraction,
Biotechnology Letter, 12, 289-94.

Kim, E.J.,Jung, W., Lim, S., Kim, S., Choi, .H.G. and Ha, S.J., 2018, Lipid production by arctic
microalga Chlamydomonas sp. KNF0008 at low temperatures, Applied Biochemistry and
Biotechnology, doi.org/10.1007/s12010-018-2921-1.

Komaraiah, P., Naga Amrutha, R. and Kavi Kishor, P.B. 2002, Elicitor enhanced production of
plumbagin in suspension cultures of Plumbago rosea L., Enzyme Microbial Technology,
31, 634-639.

Kohle, A., Sommer, S. and Yazaki, K., 2002, High level expression of chorismate pyruvate-
lyase (ubiC) and HMG-CoA reductase in hairy root cultures of Lithospermum
erythrorhizon, Plant Cell Physiology, 43, 894-902.

Krzyzanowska, J., Czubacka, A., Pecio, L., Przybys, M., Doroszewska, T., Stochmal, A., and
Oleszek, W., 2012, The effects of jasmonic acid and methyl jasmonate on rosmarinic acid
production in Mentha X piperita cell suspension cultures, Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, 108 (1), 73-81.

Kulkarni, M.G., Sparg, S.G. and Staden, J.V., 2006, Dark conditioning, cold stratification and
a smoke-derived compound enhance the germination of Eucomis autumnalis subsp.
autumnalis seeds, South African Journal of Botany, 72 (1), 157-162.

Kumar, N., Kumar R. and Kishore, K., 2013, Onosma L.: A review of phytochemistry and
ethnopharmacology, Pharmacognosy Review, 7, 140-151.

Kumar, P., Saini, M., Bhushan, S., Warghat, A. R., Pal, T., Malhotra, N. and Sood, A. 2014,
Effect of salicylic acid on the activity of PAL and PHB Geranyltransferase and shikonin
derivatives production in cell suspension cultures of Arnebia euchroma (Royle) Johnst—
A medicinally important plant species, Applied Biochemistry and Biotechnology, 173,
248-258.

Kumlay, A.M. and Ercisli, S., 2015, Callus induction, shoot proliferation and root regeneration
of potato (Solanum tuberosum L.) stem node and leaf explants under long-day conditions,
Biotechnology and Biotechnological Equipment, 29 (6),1075-1084,



170

Kurt, S. and Erdag, B., 2009, In vitro germination and axillary shoot propagation of Centaurea
zeybekii, Biologia, 64 (1), 97-101.

Kuzma, L., Bruchazer, E. and Wysokinska, H., 2009, Methyl jasmonate effect on diterpenoid
accumulation in Salvia sclarea hairy root culture in shake flasks and sprinkle bioreactor,
Enzyme and Microbial Technology, 47 (6-7), 406-410.

Lankinen, M.A., Fauland, A., Shimizu, B., Agren, J., Wheelock, C.J., Laakso, M., Ursula, S.
and Pihlajamiki, J., 2019. Inflammatory response to dietary linoleic acid depends on
FADS1 genotype, The American Journal of Clinical Nutrition, DOI:
10.1093/ajcn/nqy287.

Lattoo, S., 2005, In vitro approaches for the production of shikonin from Onosma echioides
var. Hispidum, PhD thesis. Jammu, University of Jammu.

Lee, S. Lee, S., Yoon, Y.J. and Lee, J., 2013, Enhancement of long-chain fatty acid production
in Escherichia coli by coexpressing genes, including fabF, Involved in the Elongation
Cycle of Fatty Acid Biosynthesis, 169 (2), 462-476.

Liang, Z., Ma, Y., Xu, T., Cui, B., Liu, Y., Guo, Z., Yang, D., 2013, Effects of abscisic acid,
gibberellin, ethylene and their interactions on production of phenolic acids in Salvia
miltiorrhiza bunge hairy roots, PLoS ONE, 8 (9), e72806.

Liao, M. Li, A., Chen, C., Ouyang, H., Zhang, Y., Xu, Y., Feng, Y. and Jian, H., 2015,
Systematic identification of shikonins and shikonofurans in medicinal Zicao species using
ultra-high performance liquid chromatography quadrupole time of flight tandem mass
spectrometry combined with a data mining strategy, Journal of Chromatography A, 1425,
158-172.

Liao, Y., Tang, C., Fang, R., Zhu, Y., Wu, F., Zhao, P., Huang, S., Wang, X., Pang, Y., Yang,
R., Lu, G, Q1, J and Yang, Y., 2018, Transcriptome analysis reveals that blocking the
ethylene signal transduction pathway is a key point for 2,4-D inhibited shikonin
biosynthesis in Lithospermum erythrorhizon (Boraginaceae), Pakistan Journal of Botany,
50 (4), 1451-1458.

Lihong, Y., Mingli, Z. and Pingkai, O., 1994, Effect of surfactant Tween 20 on shikonin
production by Lithospermum erythrorhizon Cells Culture[J], Journal of Nanjing
Technical University, 16 (3),16-19.

Lin, K.H., Huang, M.Y., Cheng, W.C., Wang, S.C., Fang, S.H., Tu, H.P., Su, C.C., Hung,
Y.L.1, Liu, P.L., Chen, C.S., Wang, Y.T. and Li, C.Y., 2018, RNA-seq transcriptome
analysis of breast cancer cell lines under shikonin treatment, Science Report, 8 (1), 2672.

Lin, L. and Wu, J., 2002, Enhancement of shikonin production in single and two-phase
suspension cultures of Lithospermum erythorhizon cells using low-energy ultrasound,
Biotechnology and Bioengineering, 78, 81-88.

Linsmaier, E.M. and Skoog F., 1965, Organic growth factor requirements of tobacco tissue
cultures, Physiology Plantarum, 18, 100-127.



171

Liu, C. Z.,, Qi, J. L. and Chen, L., 2006, Effect of light on gene expression and shikonin
formation in cultured Onosma paniculatum cells. Plant Cell Tissue and Organ Culture,
84, 39-46.

Liu, X., Jing, Y.P and Shi, Y.P, 2009, Bothriodumin, a shikonin derivative from
Bothriospermum secundum Maxim., Pharmazie, 64, 619-621.

Liu, Y.H., Liang, Z.S. and Chen, B., 2010, Elicitation of alkaloids in in vitro PLB (protocorm-
like body) cultures of Pinellia ternata, Enzyme Microbial Technology, 46, 28-31.

Loc, N.H., and An, N.T.T., 2010, Asiaticoside production from centella (Centella asiatica L.
Urban) cell culture, Biotechnology and Bioprocess Engineering, 15, 1065-1070.

Lopez, M.G., Sanchez-Mendoza, I.R. and Ochoa-Alejo, N., 1999, Compartive study of volatile
components and fatty acids of plants and in vitro cultures of parsley (Petroselinum
crispum (Mill) Nymex Hill), Journal of Agricultural Food Chemistry, 47, 3292-3296.

Lu, X., Tang, K. and Li, P., 2016, Plant metabolic engineering strategies for the production of
pharmaceutical terpenoids, Frontiers in Plant Science, 7, 1647-1653.

Mahalakshmi, R., Eganathan, P. and Parida, A.K., 2013, Salicylic acid elicitation on production
of secondary metabolite by cell cultures of Jatropha curcas L., International Journal of
Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, 5 (4), 655-659.

Malik, S., Bhushan, S. and Verma, S.C., 2008, Production of naphthoquinone pigments in cell
suspension cultures of Arnebia euchroma (Royle) Johnston: influence of pH on growth
kinetics and acetylshikonin, Medical and Aromatic Plant Science Biotechnology, 2, 43—
49,

Malik, S., Bhushan, S., Sharma, M. and Ahuja, P.S. 2011, Physico-chemical factors influencing
the shikonin derivatives production in cell suspension cultures of Arnebia euchroma
(Royle) Johnston, a medicinally important plant species, Cell Biology International, 35,
152-157.

Malik, S., Bhushan, S., Sharma, M. and Ahuja, P.S., 2014, Biotechnological approaches to the
production of shikonins: a critical review with recent updates, Critical Review
Biotechnology, 36 (2), 327-340 .

Malik, S.I., Rashid, H., Yasmin, T. and Minhas, M., 2004, Effect of 2,4-dichlorophenoxyacetic
acid on callus Induction from mature wheat (Triticum aestivum L.) seeds, International
Journal of Agriculture and Biology, 6 (1), 156-159.

Manero, F.J., Algar, E., Martin Gomez, M.S., Saco Sierra, M.D. and Solano, B.R., 2012,
Elicitation of secondary metabolism in Hypericum perforatum by rhizospherebacteria and
derived elicitors in seedlings and shoot cultures. Pharmaceutical Biology, 50, 1201-1209.

Manjkhola, S., Dhar, U. and Joshi, M., 2005, Organogenesis, embryogenesis, and synthetic
seed production in Arnebia euchroma a critically endangered medicinal plant of the
Himalaya, In Vitro Cellular and Developmental Biology-Plant, 41, 244-248.



172

Mannan, A., Liu, C., Arsenault, P.R., Towler, M.J., Vail, D.R., Lorence, A. and Weathers, P.J.,
2010, DMSO triggers the generation of ROS leading to an increase in artemisinin and
dihydroartemisinic acid in Artemisia annua shoot cultures, Plant Cell Reports, 29, 143—
152

Mao, X., Yu, C.R., Li, W.H. and Li, W.X., 2008, Induction of apoptosis by shikonin through a
ROS/INK-mediated process in Bcr/Abl-positive chronic myelogenous leukemia (CML)
cells, Cell Research, 18, 879-888.

Martinez, V.M.V., Estradas Sato, S.E., Arellano Garcia, J.J., Rivera Leyva, J.C., Castillo
Espena, P., Flores, A.F., Cardoso Taketa, A.T. and Perea Arango, I., 2018, Methyl
jasmonate and salicylic acid enhanced the production of ursolic acid and oleanolic acid
in callus cultures of Lepechinia caulescens, Pharmacognosy Magazines, 13 (4), 886-891.

Mc Murry, J.E., 2015, Organic chemistry with biological applications, In: Secondary
Metabolites: An Introduction to Natural Products Chemistry, Stamford, USA: Cengage
Learning Ltd., 1016-1046.

Mizukami, H., Konoshima, M. and Tabata, M. 1977, Effect of nutritional factors on shikonin
derivative formation in Lithospermum callus cultures, Phytochemistry, 16, 1183-1186.

Mizukami, H., Ogawa, T., Ohashi, H. and Ellis, B.E., 1992, Induction of rosmarinic acid
biosynthesis in Lithospermum erythrorhizon cell suspension cultures by yeast extract,
Plant Cell Report, 11, 480—483.

Mizukami, H., Tabira, Y., Ohashi, H. and Ellis, B.E., 1993, Methyl jasmonate induced
rosmarinic acid biosynthesis in Lithospermum erythrorhizon cell suspension cultures.
Plant Cell Reports, 12, 706-709.

Mohammed Al-oubaidi, H.K. and Mohammed-Ameen, A.S., 2014, The effect of (AgNO3) NPs
on increasing of secondary metabolites of Calendula officinalis L. in vitro, International
Journal of Pharmacy and Therapeutics, 5 (4), 267-272.

Morteza, E., Akbari, G.A., Moaveni, P., Alahdadi, I., Bihamta, M.R., Hasanloo, T. and
Joorabloo, A., 2015, Compositions of the seed oil of the Borago officinalis from Iran,
Natural Product Research, 29 (7), 663-666.

Murashige, T. and Skoog, F., 1962, A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures, Physiology Plantarum, 15, 473-479.

Naik, P.M. and Al-Khayri, J.M., 2016, Abiotic and biotic elicitors-role in secondary
metabolites production through in vitro culture of medicinal plants, In: Abiotic and Biotic
Stress in Plants—Recent Advances and Future Perspectives, Shanker, A.K., and Shanker,
C. (eds). Intech, London-UK.

Namdeo, A.G., 2007, Plant cell elicitation for production of secondary metabolites: A Review,
Pharmacognosy Reviews, 1 (1), 69-79.



173

Narayani, M. and Srivastava, S., 2017, Elicitation: a stimulation of stress in in vitro plant
cellfitissue cultures for enhancement of secondary metabolite production, Phytochemistry
Review, 16, 1227:1252.

Nartop, P., Giirel, A., Akgiin, I.H., Bedir, E., 2015, Astragalaside IV and cycloastragenol
productionin in vitro produced Astragalus trojanus Stev., Indian Journal of
Biotechnology, 14, 540-546.

Nik Norulaini, N.A.R., Thamare, K.M., Zarina, Z. and Tengku Norsalwani, T.L., 2018, Effect
of mevalonic acid (MVA) and linalool as a precursor in enhancement of limonene in
Citrus grandis osbeck albedo tissue culture, Pertanika Journal of Tropical Agricultural
Science, 41 (1), 101-114.

Ning, W., Wang, J.X., Liu, Y.M,, Li, N. and Cao, R.Q., 1998, The effects of Ca2+ during the
elicitation of shikonin derivatives in Onosma paniculatum cells, In vitro Cellular and
Developmental Biology-Plant, 34, 261-265.

Ning, W., Zhao, Q., Xia, Z. and Cao, R., 1994, Effects of fungal elicitor on shikonin derivatives
formation in Onosma paniculatum cell cultures, Acta Phytophysiol Sinica, 20, 325-331.

Olennikov, D., Daironas, Z.V. and Zilfirakov, I.N., 2017, Shikonin and rosmarinic-acid
derivatives from Echium russicum Roots, Chemistry of Natural Compounds, 53 (5), 1-3.

Ootsuka, Y., Yakazu, M. and Shimizu, T., 1972, Kanpou Shinryou Iten. Nanzandou, Tokyo.
(Japonca)

Oral, C.D. ve Aslan, M.,. 2007, Konya ilinde kullanilan halk ilaglart iizerine etnobotanik
arastirmalar, Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fitoterapi Programi Yiiksek
Lisans Tezi, Konya.

Ozcan, T., 2008, Analysis of the total oil and fatty acid composition of seeds of some
Boraginaceae taxa from Turkey, Plant Systematics Evolution, 274, 143-153

Ozcan, T., 2013, Molecular (RAPDs and fatty acid) and micromorphological variations of
Echium italicum L. populations from Turkey, Plant Systematics and Evolution, 299 (3),
631-641.

Ozcan, T., 2014, Fatty acid composition of seed oils in some sand dune vegetation species from
Turkey, Chemistry of Natural Compounds, 50 (5), 699-703.

Ozgen, U., Coskun, M., Kazaz, C. and Secen H., 2004. Naphthoquinones from the roots of
Onosma argentatum Hub.-Mor. (Boraginaceae), Turkish Journal of Chemistry, 28, 451-
454,

Ozgen, U., Demirkaya Miloglu, F. and Bulut, G., 2011, Quantitative determination of shikonin
derivatives with UV-Vis spectrophotometric methods in the roots of Onosma nigricaule,
Reviews in Analytical Chemistry, 30 (2), 1-10.

Pal, M., Kumar, V., Yadav, R., Gulati, D. and Yadav, R.C., 2018, Potential and prospects of
shikonin production enhancement in medicinal plants, Proceedings of the National



174

Academy of Sciences, India Section B: Biological Sciences,
https://doi.org/10.1007/s40011-017-0931-3.

Pandiangan, D., Tilaar, W., Nainggolan, N. and Wahyudi, L., 2013, Relations between
catharanthine content enhancement with other associated secondary metabolites in
Catharanthus roseus cell culture that treated tryptophan, International Journal of
Scientific Research, 4 (1), 2208-2212.

Papageorgiou, V.P., Assimopoulou, A.N. and Ballis, A.C., 2008, Alkannins and shikonins: a
new class of wound healing agents. Current Medicinal Chemistry, 15, 3248-3267.

Papageorgiou, V.P., Assimopoulou, A.N., Samanidou, V.F. and Papadoyannis, 1., 2006, Recent
advances in chemistry, biology and biotechnology of alkannins and shikonins, Current
Organic Chemistry, 10, 2123-2142.

Parra, O., Gallego, A.M., Urrea, A., Rojas, L.F., Correa, C. and Atehortua, L., 2017,
Biochemical precursor effects on the fatty acid production in cell suspension cultures of
Theobroma cacao L., Plant Physiology and Biochemistry, 111, 59-66.

Patil, R.A., Lenka, S.K., Normanly, J., Walker, E.L. and Roberts, S.C., 2014, Methyl jasmonate
represses growth and affects cell cycle progression in cultured Taxus cells, Plant Cell
Reports, 33 (9), 1479-1492. ,

Perassolo, M., Cardillo, A.B., Mugas, M.L., Montoya, S.C.N, Giulietti, A.M. and Talou, J.R.,
2017, Enhancement of anthraquinone production and release by combination of culture
medium selection and methyl jasmonate elicitation in hairy root cultures of Rubia
tinctorum, Industrial Crops and Products, 105, 124-132.

Perez-llzarbe, J., Hernandez, T., Estrella, 1. and Vendrell, M., 1997, Cold storage of apples (cv.
Granny Smith) and changes in phenolic compounds, Zeitschrift fiir Lebensmittel-
Untersuchung und -Forschung NLM, 204, 52-55.

Petersen, M., 2013, Rosmarinic acid: new aspects. Phytochemisty Review, 12, 207-227.

Petersen, M., Abdullah, Y., Benner, J., Eberle, D., Gehlen, K., Hucherig, S., Janiak, V., Kim,
K.H., Sander, M., Weitzel, C. and Wolters, S., 2009, Evolution of rosmarinic acid
biosynthesis, Phytochemistry, 70, 1663-1679.

Pezeshki, S. and Petersen, M., 2018, Rosmarinic acid and related metabolites, In:

Biotechnology of Natural Products, Schwab, W., Lange, B. and Wiist, M., (eds), Springer,
Cham.

Pietrosuik, A. and Wiedenfeld, H., 2005, Shikonin derivatives from Lithospermum canescens,
Journal of Pharmaceutical Biology, 43 (2), 189-191.

Pradhan, S. and Pant, B., 2009, In vitro seed germination in Cymbidium elegans Lindl. and
Dendrobium densiflorum Lindl. Ex Wall. (Orchidaceae), Journal of Plant Science, 6,
100-102.



175

Pratibha, G., Satyawati, S. and Sanjay, S., 2015, Biomass yield and steviol glycoside production
in callus and suspension culture of Stevia rebaudiana treated with proline and
polyethylene glycol, Applied Biochemistry and Biotechnology, 176 (3), 863-74.

Qui, H.Y., Zhu, X, Luo, Y.L., Tang, C.Y. and Qi, J.L., 2017, Identification of new shikonin
derivatives as antitumor agents targeting STAT3 SH2 domain, Nature Scientific Report
7,2863.

Raghavendra, S., Satish, D., Masuthi, D.K., Padmanabha, K., Biradar, 1.B. and Hadimani, H.P.,
2017, Efficient elicitor and precursor induced resveratrol production in suspension
cultures of Arachies hypogea, International Journal of Chemical Studies, 5 (5), 621-626.

Rahimi, S. and Hasanloo, T., 2016, The effect of temperature and pH on biomass and bioactive
compounds production in Silybum marianum hairy root cultures, Research Journal of
Pharmacognosy, 3 (2), 53-59.

Rahpeyma, S.A., Moieni, A. and Javaran, M.J., 2015, Paclitaxel production is enhanced in
suspension-cultured hazel (Corylus avellana L.) cells by using a combination of sugar,
precursor, and elicitor, Engineering Life Science, 15, 234-242.

Rajasekhar, E.W., Edwards, M., Wilson, S.B., Street, H.E. 1971, Studies on the growth in
culture.

Ren, L.J., Sun, X.M., Ji, X.J., Chen, S.L., Guo, D.S., Huang, H., 2017. Enhancement of
docosahexaenoic acid synthesis by manipulation of antioxidant capacity and prevention
of oxidative damage in Schizochytrium sp., Bioresource Technology, 223, 141-148.

Ronda, S.R. and Lele S., 2008, Culture Conditions stimulating high y-Linolenic Acid
accumulation by Spirulina platensis, Brazilian Journal of Microbiology, 39, 693-697.

Rornanova, A.S. and Bankovskii, A.l., 1965, Isolation of shikonin from Macrotomia ugamensis
M. Pop., Khimiya Prirodnykh Soedinenii, 1 (3), 226-227.

Rubio-Rodriguez, N., Beltran, S., Jaime, 1., M. de Diego, S., Sanz, M.T. and Carballido, J.R.,
2010, Production of omega-3 polyunsaturated fatty acid concentrates: A review,
Innovative Food Science and Emerging Technologies, 11 (1), 1-12.

Sagratini, G., Cristalli, G., Giardina, D., Gioventu, G., Maggi, F., Ricciutelli, M. and Vittori,
S., 2008, Alkannin/shikonin mixture from roots of Onosma echioides (L.) L.: Extraction
method study and quantification, Journal of Seperation Science, 31 (6-7), 945-952.

Sanchez, E.C., Rodriguez, C., Guerra, R.D., Ravelo, A.G. and Zarate, R., 2011, Echium
acanthocarpum hairy root cultures, a suitable system for polyunsaturated fatty acid
studies and production, BMC Biotechnology, 11, 42-52.

Santana, O., Reina, M., Fraga, B.M., Sanz, J. and Gonzalez-Coloma, A., 2012, Antifeedant
activity of fatty acid esters and phytosterols from Echium wildpretii, Chemistry and
Biodiversity, 9, 567-576.



176

Scarpati, M.L. and Oriente, G., 1958, Isolamento e costituzione dell’acido rosmarinico (dal
rosmarinus off.), Rice Science, 28, 2329-2333.

Schenk, R.U. and Hildebrandt, A., 1972, Medium and techniques for induction and growth of
monocotyledonous and dicotyledonous plant cell cultures, Canadian Journal of Botany,
50, 199-204.

Shakeran, Z., Keyhanfar, M., Asghari, G. and Ghanadian, M., 2015, Improvement of atropine
production by different biotic and abiotic elicitors in hairy root cultures of Datura metel,
Turkish Journal of Biology, 39, 111-118.

Sharma, K. and Schenk, P.M., 2015, Rapid induction of omega-3 fatty acids (EPA) in
Nannochloropsis sp. by UV-C radiation, Biotechnology and Bioengineering, 112(6),
1243-1249.

Sharma, P., Yadav, S., Srivastava, A. and Shrivastava, N., 2013, Methyl jasmonate mediates
upregulation of bacoside A production in shoot cultures of Bacopa monnieri,
Biotechnology Letters, 35, 1121-1125.

Shcherbanovskii, L. R. and Luks, Y.A., 1974., Shikonin from Echium lycopsis, Chemistry of
Natural Compounds, 10 (4), 517-517.

Sherif, H.F., Aboushoer, M., Baraka, A., Abdel-Kader, M. and Omar, A.A., 2009, A New
Naphthoquinone with Anti-inflammatory Activity from An Egyptian Collection of
Echiochilon fruticosum, Natural Product Sciences, 15 (1), 22-26.

Shimomura, K., Sudo, H., Saga, H. and Kamada, H., 1991, Shikonin production and secretion
by hairy root cultures of Lithospermum erythrorhizon, Plant Cell Reports, 10, 282—285.

Shokri, E., Nematzadeh, G., Zolala, J., Nasiri, N., Kazemi-Tabar, S.K., Hosseinpour-Azad, N.,
2012, Delta-6 desaturase makes a different fatty acid profile of seed oil in Iranian borage
(Echium amoenum Fisch. and Mey.), Acta Physiology Plant, 34, 2413-2418.

Shukla, Y.N., Srivastava, A., Singh, S.C. and Kumar, S., 2001, New naphthoquinones from
Arnebia hispidissima Roots, Planta Medicine, 67 (6), 575-577.

Sidwa-Gorycka, M., Krolicka, A. and Kozyra, M., 2003, Establishment of a co-culture of Ammi
majus L. and Ruta graveolens L. for the synthesis of furanocoumarins, Plant Science,
165, 1315-1319.

Sim, S.J. and Chang, H.N., 1993, Increased shikonin production by hairy roots of Lithospermum
erythrorhizon in two phase bubble column reactor, Biotechnolgy Letter, 15, 145-150.

Singh, B. and Sharma, R.A., 2016, Yield enhancement of phytochemicals by Azotobacter
chroococcum biotization in hairy roots of Arnebia hispidissima, Industrial Crops
Production, 81, 169-175.

Singh, R.S., Gara, R.K., Bhardwaj, P.K., Kaachra, A., Malik, S., Kumar, R., Sharma, M., Ahuja,
P.S. and Kumar, S., 2010, Expression of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase, p-
hydroxybenzoate-mgeranyltransferase and genes of phenylpropanoid pathway exhibits



177

positive correlation with shikonins content in arnebia [Arnebia euchroma (Royle)
Johnston], BMC Molecular Biology, 11, 88-98.

Skoneczny, D., Weston, P.A., Zhu, X., Gurr, G.M., Callaway, R.M., Barrow, R.A. and Weston,
L.A., 2017, Metabolic profiling and identification of shikonins in root periderm of two
invasive Echium spp. weeds in Australia, Molecules, 22, 330-340.

Sommer, S., Kohle, A. and Yazaki, K., 1999, Genetic engineering of shikonin biosynthesis
hairy root cultures of Lithospermum erythrorhizon transformed with the bacterial ubiC
gene, Plant Molecular Biology, 39, 683-693.

Sonja, G.S., Oler, T., Stéphane, M., Alain, D., Eric, L., Claude, J., and Daniel, H. 2015,
Polysaccharide elicitors enhance phenylpropanoid and naphtodianthrone production in
cell suspension cultures of Hypericum perforatum, Plant Cell Tissue and Organ Culture,
122 (3), 649-663.

Sokmen, A. ve Giurel, E., 2001, Ikincil metabolit iiretimi, In: Bitki Biyoteknolojisi, Doku
Kiiltiirti ve Uygulamalari II, Babaoglu, M., Giirel, E. ve Ozcan, S. (eds). Konya, Turkey.

Spencer, A., Hamill, J.D. and Rhodes, M.J.C. 1990, Production of terpenes by differentiated
shoot cultures of Mentha citrata transformed with Agrobacterium tumefaciens T37, Plant
Cell Reports, 8 (10), 601-604.

Srinivasan, V. and Ryu, D.D.Y., 1992, Enzyme activity and shikonin production in
Lithospermum erythrorhizon cell cultures, Biotechnology and Bioengineering, 40, 69—74.

Srivastava, S., Conlan, X.A., Cahill, D.M. and Adholeya, A., 2016, Rhizophagus irregularis as
an elicitor of rosmarinic acid and antioxidant production by transformed roots of Ocimum
basilicum in an in vitro co-culture system, Mycorrhiza, 26, 919-930.

Stearns, E.M and Morton, W.T., 1975, Effects of growth regulators on fatty acids of soybean
suspension cultures, Phytochemistry, 14 (3), 619:622.

Stolyhwo, A. and Mol, J., 2007, Changes in the content of gamma-linolenic C18:3 (n-6) and
stearidonic C18:4 (n-3) acids in developing seeds of viper's bugloss Echium vulgare L.,
Acta Biochimica Polonica, 54, 741-746.

Sun, S., Wang, Y., Chen, X., Gong, X., Wang, N., Ma, L., Qiu, Y., Wang, F. and Feng, S.,
2017, Effects of methyl jasmonate and abscisic acid on anthocyanin biosynthesis in callus
cultures of red-fleshed apple (Malus sieversii f. niedzwetzkyana), Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, 130 (2), 227-237.

Sun, X.M., Geng, L.J.,, Ren, L.J., Ji, X.J., Hao, N., Chen, K.Q. and Huang, H., 2018, Influence
of oxygen on the biosynthesis of polyunsaturated fatty acids in microalgae, Bioresource
Technology, 250, 868-876.

Surmus-Asan, H., Ozen, H.C., Onay, A. 2017, Hypericum retusum Aucher’in hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinin optimizasyonu ve fenolik bilesen iceriginin incelenmesi, Igdir
Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisti Dergisi. 7 (2), 97-105.



178

Sut, S., Pavela, R., Kolar¢ik, V., Cappellacci, L., Petrelli, R., Maggi, F., Dall’Acqua, S. and
Benelli, G., 2017, Identification of Onosma visianii roots extract and purified shikonin
derivatives as potential acaricidal agents against Tetranychus urticae, Molecules, 22 (6),
1002.

Syklowska-Baranek, K., Pietrosiuk, A., Naliwajski, M.R., Kawiak, A., Jeziorek, M., Wyderska,
S., Lojkowska, E. and Chinou, 1., 2012, Effect of L-phenylalanine on PAL activity and
production of naphthoquinone pigments in suspension cultures of Arnebia euchroma
(Royle) Johnst, In Vitro Cell Devolepmental Biology-Plant, 48, 555-564.

Syklowska-Baranek, K., Pilarek, M., Cichosz, M. and Pietrosiuk, A., 2014, Liquid
perfluorodecalin application for in situ extraction and enhanced naphthoquinones
production in Arnebia euchroma cell suspension cultures, Applied Biochemistry and
Biotechnology, 172, 2618-2627.

Taban, K., Eruygur, N. and Ustiin, O., 2018, Biological activity studies on the aqueous
methanol extract of Anchusa undulata L. subsp. hybrida (Ten.) Coutinho. Marmara
Pharmalogical Journal, 22 (3), 357-364.

Tabata, M., Mizukami, H. and Hiraoka, N., 1974, Pigment formation in callus culture of
Lithospermum erythrorhizon, Phytochemistry, 13, 927-932.

Taha, H.S., Abdel-Kawy, A.M, Abd-EI-Kareem F.M. and El-Shabrawi, H.M., 2010, Implement
of DMSO for enhancement and production of phenolic and peroxides compounds in
suspension cultures of Egyptian date palm (Zaghlool and Samany) cultivars, Journal of
Biotechnology and Biochemistry, 1 (1), 1-10.

Tahoori, F., Majd, A., Nejadsattari, T., Ofoghi H. and Iranbakhsh, A., 2019, Qualitative and
quantitative study of quercetin and glycyrrhizin in in vitro culture of Liquorice
(Glycyrrhiza glabra L.) and elicitation with AgNOs, Notulae Botanicae Horti
Agrobotanici Cluj-Napoca, 47 (1), 143-151.

Tang, X., Zhang, H., Chen, H. Chen, Y.Q., Chen, W. and Song, Y., 2014. Effects of 20 standard
amino acids on the growth, total fatty acids production, and y-Linolenic acid yield in
Mucor circinelloides, Current Microbiology, 69 (6), 899-908.

Tani, M., Fukui, H., Shimomura, M. and Tabata, M., 1992, Structure of endogenous
oligogalacturonides inducing shikonin biosynthesis in Lithospermum cell cultures,
Phytochemistry, 31 (8), 2719-2723.

Tani, M., Takeda, K., Yazaki, k. and Tabata, M., 1993, Effects of oligogalacturonides on
biosynthesis of shikonin in Lithospermum cell cultures, Phytochemistry, 34 (5), 1285-
1290.

Tappeiner, J., Vasiliou, A., Ganzera, M., Fessas, D., Stuppner, H., Papageorgiou, V.P. and
Assimopoulou, A.N., 2014, Quantitative determination of alkannins and shikonins in
endemic Mediterranean Alkanna species, Biomedical Chromatography, 28, 923-933.



179

Ten Hoopen, H.J.G., Vinke, J.L. and Moreno P.R.H., 2002, Influence of temperature on growth
and ajmalicine production by Catharantus roseus suspension cultures, Enzyme Microbial
Technology, 30, 56-65.

Thirumurugan, D., Cholarajan, A., Raja, S.S.S. and Vijayakumar, R., 2018, An Introductory
Chapter: Secondary Metabolites, In: Secondary Metabolites - Sources and Applications,
Thirumurugan, D., Cholarajan, A., Raja, S.S.S. and Vijayakumar, R. (eds.), InTech,
London, UK.

Thorpe, T.A., 2007, History of plant tissue culture, Molecular Biotechnology, 37 (2)i169-80.

Tilkat, E., Ertas, A., Surmus-Asan, H., Yilmaz, M.A., Onay, A., Siizerer, V., 2018, Pistacia
lentiscus L. un in vitro stirgiin, kallus ve hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde antikanser
aktivite gosteren kimyasal bilesenlerin iiretilmesi, TUBITAK 114Z842 Numarali Proje
Sonug¢ Raporu, 241s.

Tilkat, E., Siizerer, V., Tilkat Ayaz, E. ve Ozden Ciftci, Y., 2019, Ikincil bitki metabolitlerinin
liretimi ve metabolit miihendisligi, In: Bitki Biyoteknolojisinde Giincel Yaklasimlar,
Ozden Ciftci, Y. ve Aktinkut Uncuoglu, A. (Eds.), Palme, Ankara, Tiirkiye.

Tiwari, R and Rana, C.S., 2015, Plant secondary metabolites: A review, International Journal
of Engineering Research and General Science, 3 (5), 661-670.

Tumova L. and Polivkova D., 2006, Effect of AgQNO3 on the production of flavonoids by the
culture of Ononis arvensis L in vitro, Ceskad Slovenska Farmacie, 55, 186-188.

TUBIVES, 2019. Echium, http://www.tubives.com/index.php?sayfa=dizin&cins=Echium,
[Ziyaret tarihi: 4 Nisan 2019]

Urmantseva, V.V., Karyagina, T.B. and Chertkova, R.V., 1999, Induction of phenylalanine
ammonia-lyase by methyl jasmonate in cultured cells of Arnebia euchroma. Russian
Journal of Plant Physiology, 46, 749-759.

Vasudevan, R. and Staden, J.V., 2010, In vitro asymbiotic seed germination and seedling
growth of Ansellia africana Lindl., Scientia Horticulturae, 123 (4), 496-504.

Velasco, L. and Goffman, F.D., 1999, Chemotaxonomic significance of fatty acids and
tocopherols in Boraginaceae. Phytochemistry, 52 (3), 423-426.

Vergara Martinez, V.M., Estrada-Soto, S.E., Arellano-Garcia, J.J., Rivera-Leyva, J.C., Castillo-
Espafia, P., Flores, A.F., Cardoso-Taketa, A.T., and Perea-Arango, I., 2018, Methyl
jasmonate and salicylic acid enhanced the production of ursolic and oleanolic acid in
callus cultures of Lepechinia caulescens, Pharmacognosy Magazine, 13 (4), 886-889.

Vildova, A., Hendrychova, H., Kubes, J. and Timova, L., 2014, Influence of AgNO3 treatment
on the flavonolignan production in cell suspension culture of Silypbum marianum (L.)
Gaertn, International Scholarly and Scientific Research and Innovation, 8 (8), 959-962.

Wang, C., Qing, X., Yu, M., Sun, Q., Liu, F., Qi, B. and Li, X., 2018, Production of
eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3) in transgenic peanut (Arachis hypogaea L.)



180

through the alternative AS8-desaturase pathway, Molecular Biology Reports,
doi.org/10.1007/s11033-018-4476-1.

Wang, C., Wu, J. and Mei, X., 2001, Enhancement of taxol production and excretion in Taxus
chinensis cell culture by fungal elicitation and medium renewal, Applied Microbiology
and Biotechnology, 55:404-410.

Wang, C.H., Zheng, L.P., Tian, H. and Wang, J.W., 2016, Synergistic effects of ultraviolet-B
and methyl jasmonate on tanshinone biosynthesis in Salvia miltiorrhiza hairy roots,
Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, 159, 93-100.

Wang, L.J., Ma, L., Xi, H.F., Duan, W., Wang, J.F. and Li, S.H., 2013, Individual and combined
effects of CaCl> and UV-C on the biosynthesis of resveratrols in grape leaves and berry
skins, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 61, 7135-7141.

Wang, S., Guo, L.P, Xie, T., Yang, J., Tang, J.F., Li, X., Wang, X. and Huang, L.Q., 2014,
Different secondary metabolic responses to MeJA treatment in shikonin-proficient and
shikonin-deficient cell lines from Arnebia euchroma (Royle) Johnst, Plant Cell Tissue
and Organ Culture, 119, 587-598.

Wang, S., Wang, R., Liu, T., Lv, C,, Liang, J., Kang, C., Zhou, L., Guo, J., Cui, G., Zhang, Y.,
Werck-Reichhart, D., Guo, L. and Huang, L., 2018, CYP76B74 catalyzes the 3"-
hydroxylation of geranylhydroquinone in shikonin biosynthesis, Plant Phsiology, DOI:
https://doi.org/10.1104/pp.18.01056.

Welch, A.A., Shakya-Shrestha, S., Lentjes, M.A., Wareham, N.J. and Khaw, K.T. 2010,
Dietary intake and status of n-3 polyunsaturated fatty acids in a population of fish-eating
and non-fish-eating meat-eaters, vegetarians, and vegans and the product-precursor ratio
[corrected] of a-linolenic acid to long-chain n-3 polyunsaturated fatty acids: results from
the EPIC-Norfolk cohort, American Journal of Clinical Nutrients, 92 (5),1040-1051.

White, P.R., 1943, Nutrient deficiency studies and improved inorganic nutrients for cultivation
of excised tomato roots, Growth, 7, 53- 65.

Wickens, G.E., 1978, Symphytum L. In: Flora of Turkey and The East Aegean Island Vol.6,
Davis P.H. (ed), Edinburgh University Press, 378-386.

Wu, H., Xie, J., Pan, Q., Wang, B., Hu, D. and Hu, X., 2013, Anticancer agent shikonin is an
incompetent inducer of cancer drug resistance, Plos ONE, 8 (1), e52706.

Wu, SJ., Qi, J.L. and Zhang, W.J. 2009, Nitric oxide regulates shikonin formation in
suspension-cultured Onosma paniculatum cells, Plant Cell Physiology, 50, 118-128.

Wu, Z., Wu, L., Li, L., Tashiro, S., Onodera, S. and Ikejima, T., 2004, p53-mediated cell cycle
arrest and apoptosis induced by shikonin via a caspase-9-dependent mechanism in human
malignant melanoma A375-S2 cells, Journal of Pharmacology Science, 94, 166-176.

Xu, A., Zhan, J.C., Huang, W.D., 2015, Effects of ultraviolet C, methyl jasmonate and salicylic
acid, alone or in combination, on stilbene biosynthesis in cell suspension cultures of Vitis
vinifera L. cv. Cabernet sauvignon, Plant Cell Tissue and Organ Culture, 122, 197-211.



181

Yamamoto, H., Zhao, P., Yazaki, K. and Inoue, K, 2002, Regulation of lithospermic acid B and
shikonin production in Lithospermum erythrorhizon cell suspension cultures, Chemical
and Pharmaceutical Bulletin, 50, 1086—1090.

Yang, Y. H., Zhang, H. and Cao, R.Q. 1999, Effect of brassinolide on growth and shikonin
formation in cultured Onosma paniculatum cells, Journal of Plant Growth Regulation,
18, 89-92.

Yao, Y. and Zhou, Q., 2010, A novel antiestrogen agent shikonin inhibits estrogen-dependent
gene transcription in human breast cancer cells, Breast Cancer Research and Treatment,
121(1), 223-240.

Yazaki, K., 2017, Lithospermum erythrorhizon cell cultures: Present and future aspects, Plant
Biotechnology, 34, 131-142.

Yazaki, K., Fukui, H., Kikuma, M. and Tabata, M., 1987, Regulation of shikonin production
by glutamine in Lithospermum erythrorhizon cell cultures, Plant Cell Reports, 6 (2), 131-
134.

Yazaki, K., Matsuoka, H., Shimomura, K., Bechthold, A. and Sato, F., 2001, A novel dark-
inducible protein, LeDI-2, and its involvement in root-specific secondary metabolism in
Lithospermum erythrorhizon, Plant Physiology, 125, 1831:1841.

Yazaki, K., Takeda, K. and Tabata, M., 1997, Effects of methyl jasmonate on shikonin and
dihydroechinofuran production in Lithospermum erythrorhizon cell cultures, Plant Cell
Physiology, 38, 776-782.

Yildirim, H., Tilkat, E., Onay, A. and Ozen, H.C., 2007, In vitro embryo culture of apricot,
Prunus armeniaca L. cv. Hacihaliloglu, International Journal of Science and Technology,
2 (2), 99-104.

Yildirim, K.F. ve Ozkum, D., 2010, Kuzey Kibris*in faydal bitkilerinin ve kullanim alanlarinin
arastirilmasi, Yakin Dogu Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Yiiksek lisans Tezi,
Kibris.

Yildiz, M. and Er, C., 2002, The effect of sodium hypochlorite solutions on in vitro seedling
growth and shoot regeneration of flax (Linum usitatissimum), Naturwissenschaften, 89
(6), 259-261.

Yoshikawa, N., Fukui, H. and Tabata, M., 1986, Effect of gibberellin A on shikonin production
in Lithospermum callus cultures, Phytochemistry, 25, 621-622.

Yu, KW., Murthy, H.N., Hahn, E.J. and Paek, K.Y., 2005, Ginsenoside production by hairy
root cultures of Panax ginseng: influence of temperature and light quality. Biochemical
Engineering Journal, 23 (1), 53-56.

Yu, Q., Liu, Z., Xub, H., Zhang, B., Zhang M. and Li, M., 2015, TiO2 nanoparticles promote
the production of unsaturated fatty acids (UFAS) fighting against oxidative stress in
Pichia pastoris, Royal Society of Chemistry, 5, 41033-41040.



182

Yu, S., Du, S., Yuan, J., and Hu, Y., Fatty acid profile in the seeds and seed tissues of Paeonia
L. species as new oil plant resources, Nature Scientific Report, 6, 26944.

Yunusova, S.G., Khatmulina, L.1., Fedorov, N.I., Ermolaeva, N.A., Galkin, E.G. and Yunusova,
M.S., 2012, Polyunsaturated fatty acids from several plant species of the family
Boraginaceae, Chemistry of Natural Compounds, 48, 361-366.

Yiizbasioglu Baran, M., Guvenalp, Z., Saracoglu, 1., Kazaz, C., Salih, B., Demirezer, L.O. and
Kuruuzum-Uz, A., 2018, Cytotoxic naphthoquinones from Arnebia densiflora (Nordm.)
Ledeb and determining new apoptosis inducers, Natural Product Research, DOI:
10.1080/14786419.2018.1525714.

Zan, K., Zheng, H.Y., Liu, J., Guo, L.N., Zheng, J. and Ma, S.C., 2017. Simultaneous
determination of eight hydroxyl naphthoquinones in different parts of Arnebiae euchroma
by HPLC, China Journal of Chinese Materia Medica, 42 (13), 2532-2537.

Zarate, R., Sanchez, E.C., Vazdekis, N.E.J, Rodriguez, C., Guerra, R.D. and Ravelo, A.G.,
2016, Healthy omega-3 enhancement in Echium acanthocarpum transformed hairy roots
by overexpression of a 6-desaturase gene from Primula vialli, SCIREA Journal of
Biology, 1 (1), 1-41.

Zare, K., Nazemiyeh, H., Movafeghi, A., Khosrowshahli, M., Motallebi-Azar, A., Dadpour, M.
and Omidi, Y., 2010, Bioprocess engineering of Echium italicum L.: induction of
shikonin and alkannin derivatives by two-liquid-phase suspension cultures, Plant Cell,
Tissue and Organ Culture, 100, 157-164.

Zare, Kh., Khosrowshahli, M., Nazemiyeh, H., Movafeghi, A., Motallebi Azar, A. ve Omidi,
Y., 2011, Callus cultur of Echium italicum L. towards production of a shikonin derivative,
Natural Product Research, 25 (16), 1480-1487.

Zhang, P., Boudyguina, E., Wilson, M. D., Gebre, A. K. and Parks, J. S., 2008, Echium oil
reduces plasma lipids and hepatic lipogenic gene expression in Apob100-only LDL
receptor knockout mice, Journal of Nutritional Biochemistry, 19 (10), 655-663.

Zhang, P., Wang, F., and Zhu, C., 2013, Influence of fungal elicitor and macroporous resin on
shikonin accumulation in hairy roots of Arnebia euchroma (Royle) Johnst, Chinese
Journal of Biotechnology, 29, 214-223.

Zhao, H., Chang, Q.S., Zhang, D.X., Fang, R.J., Zhao, H., Wu, F.Y., Wang, X.M., Lu, G.H.,
Qi,J.L. and Yang, Y.H., 2015, Overexpression of LeMYB1 enhances shikonin formation
by up-regulating key shikonin biosynthesis-related genes in Lithospermum erythrorhizon,
Biologia Plantarum, 59 (3), 429-435.

Zhao, J., Zhu, W.H. and Hu, Q., 2001, Selection of fungal elicitors to increase indole alkaloid
accumulation in Catharanthus roseus suspension cell culture, Enzyme Microbial
Technology, 28, 666-672.

Zhou, W., Jiang, H.D.G.L, Peng, Y. and Li S.S., 2011, Comparative study on enantiomeric
excess of main akannin/shikonin derivatives isolatedfrom the roots of three endemic
Boraginaceae plants in China, Biomedical Chromatography, 25, 1067-1075.



183

Zhu, X., Skoneczny, D., Weidenhamer, J.D., Mwendwa, J.M., Weston, P.A., Gurr, G.M.,
Callaway, R.M. and Weston, L.A., 2016, Identification and localization of bioactive
naphthoquinones in the roots and rhizosphere of Paterson's curse (Echium plantagineum),
a noxious invader, Journal of Experimental Botany, 67 (12), 3777-3788.

Zhu, Y., Lu, G.H., Bian, ZW., Wu, F.Y., Pang, Y.J., Wang, X.M., Yang, R.W., Tang, C.Y.,
Qi, J.L.and Yang, Y.H., 2017, Involvement of LeMDR, an ATP-binding cassette protein

gene, in shikonin transport and biosynthesis in Lithospermum erythrorhizon, BMC Plant
Biology, 17, 198-208.



184

EKLER

EK 1. 1 Numarah sikonin tiirevine (Deoksi Sikonin) ait 1H NMR spektrumu (CDCI3, 400 MHz).
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EK 2. 1 Numaral sikonin tiirevine (Deoksi Sikonin) ait 13C NMR spektrumu (CDCI3, 100 MHz).
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EK 3. 2 Numarah sikonin tiirevine (Asetil Sikonin) ait 1H NMR spektrumu (CDCI3, 400 MHz).
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EK 4. 2 Numarah sikonin tiirevine (Asetil Sikonin) ait ait 13C NMR spektrumu (CDCI3, 100
MHZz).
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EK 5. 3 Numaral sikonin tiirevine (2-Metil Biitiiril/Izovaleril Sikonin) ait 1IH NMR spektrumu
(CDCI3, 400 MHz.).
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EK 6. 3 Numarah sikonin tiirevine (2-Metil Biitiiril/Izovaleril Sikonin) ait 13C NMR spektrumu
(CDCI3, 100 MHz).
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EK 7. A1 numarali tohuma ait GC-MS kromatogrami.
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EK 8. A5 numarali tohuma ait GC-MS kromatogrami.
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EK 9. C2(a) numarali tohuma ait GC-MS kromatogrami.
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EK 10. B3 numaral tohuma ait GC-MS kromatogrami.
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EK 11. A6 numarah tohuma ait GC-MS kromatogramu.
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14,57
16,99
17,97
2553
28,51

19,17
-2695

2210-9-r1.rst

I~} Yy

||||<_°F:||||||||‘ﬂ||||

mIm

aimitoliec
53 Fapmagesss
8:303 a-Linolen:
€22:1n9 Enucic acid=}
C20:3n3 cis-11,14, 1=
C24:1 Nervonic acid=}

C16:0 Paimitic acid

&

C14:0 Myristic acid
C18:0 Stearic acd
C18:1n9¢ Oleic aci
C18:2n6 Linoleic
C20:0 Arachidic Ach
C20:1 cis-Eicoser
c1

C22:0 Behenic acd

T T T T T I T [T T T T T T oo orT
12 14 16 18 20 22 24

T T[T T[T I T oo
28 30

)
&



190

EK 13. C2(b) numaral tohuma ait GC-MS kromatogrami.
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EK 14.B9(a) numaral tohuma ait GC-MS kromatogrami.
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EK 15. B9(b) numarah tohuma ait GC-MS kromatogramu.
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EK 16. S1 numaral 6rnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 17. S2 numaral érnege ait GC-MS kromatogramu.
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EK 18. S3 numaral érnege ait GC-MS kromatogramu.
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EK 19. S4 numaral 6rnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 21. S6 numaral 6rnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 23. S8 numaral 6rnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 24. S9 numaral 6rnege ait GC-MS kromatogramu.

TiICv 11 Ddatans

1300000
1200000
1100000

1000000

T T T T T T T T T T T
400 &00 .00 10.00 1200 .00 1600 1200 2000 2200 2400



196

EK 25. S10 numarah 6rnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 26. S11 numarah 6rnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 27. S12 numarah 6rnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 29. S14 numarah 6rnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 31. S16 numarah 6rnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 32. S17 numarah 6rnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 33. S18 numarah 6rnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 35. S20 numarah 6rnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 37. S22 numarah 6rnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 39. S24 numarah érnege ait GC-MS kromatogrami.
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EK 41. Stearidonik asit standart GC-MS kromatogram.
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