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OZET

DEVE GULU BITKISININ /N VITRO REJENERASYONU, FARKLI
VEJETASYON DONEMLERINDE VE STRES SARTLARINDA
FiTOKIMYASAL iCERIGININ VE ANTIOKSIDAN KAPASITESINIiN
INCELENMESI

GORMEZ, Giil
Doktora Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez Danlsmar.l_lz Pr9£ Dr. Musa TURKER
II. Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Abdulhamit BATTAL
Haziran 2019, 153 sayfa

Deve giilii bitkisi (Alcea spp), halk arasinda tonsilit, mide ve bagirsak iilseri,
pnomoni, Uriner sistem enfeksiyonlar1 ve allopesi gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Deve giilii bitkisiyle ilk kez yapilan bu calismayla, in vitro
rejenerasyonu, farkli vejetasyon donemlerinde ve stres sartlarinda fitokimyasal igerigi
ve antioksidan kapasitesi incelenmistir. Bitkinin tohum dormansisi ve kontaminasyonu
engellenerek tohumlar % 86.67 oraninda ¢imlendirilmistir. Doku kiiltiirlinde en 1yi
kallus olusumu 14 giinliik kotiledonlardan 2mg/l 2,4 D igeren MS elde edilmistir. Nod
ve siirgiin ucundan %100 oraninda dogrudan rejenerasyon basarilmistir. En yiiksek
FCR, FRAP ve ORAC degerleri Temmuz ayma ait inflizyon Orneklerinde sirasiyla
16.538+0.019 GA.Eq. mg/gdrog, 225.691 pmol Fe™/gdrog, 311.86+1.006 pmol
TE/gdrog olarak tespit edilmistir. En yiiksek gallik ve klorojenik asit miktarlar
inflizyonu yapilan Temmuz (meyve) donemi Orneklerinde sirasiyla 0.779 mg/drog,
kafeik asit ise Haziran donemi orneklerinde 1.256 mg/drog. olarak tespit edilmistir.
Haziran ayinda makro ve mikro elementler yiiksek olarak belirlenmistir. Agir metaller
ise vejetasyon donemlerine gore anlamli bir farklilik géstermemistir. Doku kiiltiirtinde
0.5 mg/l NAA+0.5 mg/l BAP uygulanan 6rneklerin FCR, FRAP, ORAC ve fenolik asit
miktarlarinin dogal ortamdakine gore yaklasik iki katina ¢iktig1 tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan kapasite, Deve giilii, Fitokimyasal igerik,

Rejenerasyon.






ABSTRACT

IN VITRO REGENERATION OF HOLLYHOCK PLANT, INVESTIGATION OF
PHYTOCHEMICAL CONTENT AND ANTIOXIDANT CAPACITY AT
DIFFERENT VEGETATION PERIODS AND STRESS CONDITIONS

GORMEZ, Giil
PhD Ths., Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Musa TURKER
Co-Superv. Assist. Prof. Dr. Abdulhamit BATTAL
June 2019, 153 pages

Hollyhock plant (Alcea spp) is used in the treatment of various diseases such as
tonsillitis, stomach and intestinal ulcers, pneumonia, urinary tract infections and
allopecia among public. In vitro regeneration, phytochemical content and antioxidant
capacity of the plant in different vegetation periods and stress conditions were
investigated for the first time in this study. The seeds were germinated at a rate of 86.67
% by preventing seed dormancy and contamination. The best callus formation in tissue
culture was obtained from 14 days old cotyledons containing 2mg/l 2,4 D. 100 % direct
regeneration was achieved from the nod and shoot tip. The highest FCR, FRAP and
ORAC values were found to be 16.538 + 0.019 GA.Eq. mg/gdrog, 225.691 umol
Fe™/gdrog, 311.86+1,006 pmol TE/gdrog respectively in infusion samples in July. The
highest amounts of gallic and chlorogenic acid infusions in July (fruit) samples were
found to be 0.779 mg/drog, while caffeic acid in June (flowering) samples was1.256
mg/drog respectively. Macro and micro elements were determined higher in June
compared to other months. Heavy metals, on the other hand, did not show a significant
difference according to the vegetation periods It was determined that the amount of
FCR, FRAP and ORAC and phenolic acid in the samples treated with 0.5 mg/l

NAA+0.5 mg/l BAP almost doubled compared to those in natural environment.

Key words: Antioxidant capacity, Hollyhock, Regeneration, Phytochemical
content,
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1.GIRIS

Tibbi bitkiler hastaliklarin tedavisinde terapdtik 6zellikleri i¢in kullanilan bitki
ve bitkisel kaynakli tirtinlerdir. Etkilerinin ¢ogu, diinyanin farkli bolgelerinde yasayan
insanlarin tedavi amaciyla kendi stratejilerini gelistirdikleri folklorik tip araciliiyla
kesfedilmistir (Lima ve ark., 2005). Bitkilerin ila¢ olarak kullanilmasi, Asya, Afrika,
Avrupa ve Amerika dahil diinyadaki hemen hemen her kiiltiirde O6nemli bir rol
oynamistir (Wargovich ve ark., 2001). Bitkilerin tedavi amaciyla kullanimi
insanoglunun tarih sahnesine adim atmasiyla birlikte baglamistir. Eski Misir {izerine
yapilan ¢aligmalarda tibbi bitkilere papiruslarda, lahit i¢ine ¢izilen resimlerde ve ¢ok
nadir de olsa ¢ok az miktarda bitki igeren kavonozlarda rastlanmaktadir (Shovan, 2017).
M.O. 1500 yillarinda yazilmis Misir Ebers Papiruslarinda 450 kadar hastaligin ad
gecmekte ve tedavi amaciyla hayvansal ve bitkisel kokenli ilaglardan faydalanildigindan
bahsedilmektedir. Cin'in ilk tibbi metinlerinden biri olan Huangdi Neijing'de belirtilen
224 ilacin 100 den fazlas1 bitkilerdir (Shovan, 2017).

Hastaliklarin doga kaynaklt oldugunu diisiinen Yunan hekim Hipokrat,
tedavilerinde de bitkilerden faydalanmistir. Bati tibbinin esinlendigi Erken Roma
kitabelerinde, dzellikle de Dioscorides, Galena ve Avicenna (ibn-i Sina )’nin hastaliklari
bitkilerle tedavi ettiklerinden bahsedilmektedir. Ozellikle Dioscorides'in (M.0.90-40)
600 den fazla bitki tiirii ile ilgili bilgileri derledigi kitabt De Materia Medica, Ortagag
ve Ronesans boyunca Avrupa'nin en Onemli referans medikal kitab1 olarak kalmistir.
Yunan doktor Galeno de Pergamo (M.O. 200-130) olusturdugu bitkisel recetelerle
Avrupa tibbina bin yildan fazla bir siire 151k tutmustur. Milattan sonra 980-1037
yillarinda yasamis miisliiman hekim, bilim adami ve filozof Ibn-i Sina, muhtesem
zekasinin 6nemli bir {irlinii olan El-Kanun fi't-t1ibb adl1 eserinde bitkilerden faydalanarak
olusturdugu regetelerden bahsetmis, tip ve botanigin birbiriyle baglantili oldugunu
vurgulamistir (Agirakca, 2015).

Gilinimiizde ise bati tibb1 {irettigi bir¢ok ilacin icine bitkisel kaynakl
hammaddeleri eklemeye devam etmektedir. Ulkemizde de halk yasadign cevrede
bulunan bitkileri, gida ihtiyaglarini karsilamanin yani sira hayvan ve insan hastaliklarina

kars1 terdpatik olarak kullanmaktadir. I¢inde bulundugu cografik konum nedeniyle
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iilkemiz, kimyasal kompozisyonu belirlenmemesine ragmen halk arasinda terdpatik
olarak kullanilan ¢ok sayida bitkiye ev sahipligi yapmaktadir.

Bitkiler, ftrettikleri birincil metabolitlerin yanisira onlara terdpatik 6zellik
kazandiran sekonder metabolitleri nedeniyle giin gegtikge artan bir deger
kazanmaktadirlar. Yiiksek bitkilerin tohum ile vejetatif dokularinda oldukca fazla
bulunan ve bitkinin fizyolojik gelisimi icin gerekli olan karbonhidratlar, proteinler,
yaglar vb. bilesikler primer metabolitler olarak siniflandirilirken, primer metabolitler
kadar bitkinin yasamsal olaylar1 i¢in gerekli olmayan ancak bitkinin herhangi bir stres
faktoriiyle karsi karsiya kaldigi (UV 1sin, herbisit, kuraklik, soguk, besin azligi,
yaralanma, viral, fungal, bakteriyel patojenler vb.) durumlarda savunma mekanizmasi
olarak ve tozlagsma esnasinda tasiyici bocekleri cezbetmek igin sentezlenen kimyasallar
da sekonder metabolit adim1 alirlar. Sekonder metabolitler, bitki hiicrelerinin hayatta
kalmasi i¢in gerekli olmayan ancak bitki ic¢in bir biitiin olarak yararli olan maddelerdir.
Primer metabolitlerden farkli olarak, sekonder metabolitlerin yoklugu hemen o&liimle
sonuglanmaz, bunun yerine organizmanin hayatta kalma, dogurganlik ya da estetiginin
uzun vadede bozulmasina neden olabilecekleri gibi 6nemli bir degisiklige de yol
acmayabilirler (Tiwari, 2015). Bunlar, bitkiyi biiyiime ortamindaki degisikliklerden
koruyarak bitki gelisimine yardimci olan metabolik aktiviteleri etkileyen sinyal
fonksiyonlarina sahip karmagsik kimyasal maddelerdir.

Sekonder metabolit tliretimi hiicre kiiltiirleriyle gerceklestirildiginde bitkideki
kadar ya da daha fazla iiretimin saglanabilmesi icin kiiltiirlere ¢esitli miidahalelerde
bulunulabilir. Kiiltlir ortamina bu maddelerin dnciillerinin ilavesi, elisitasyon, kiiltiirden
yiiksek iiretkenlikteki 1rklarin se¢imi ve metabolik miihendisligi caligmalar1 bu
miidahalelerin bazilaridir.

Tibbi bitkileri dogal olarak yetistikleri ortamdan toplamak, bulunduklar1 habitata
zarar vermekte ve genetik cesitliligi olumsuz etkilemektedir. Bitkilerin devamli ve
yiiksek kaliteli kiltiirlerinin doku kiiltiiriinde mikro cogaltimi ile tibbi bitkilerin
soylarinin tilkenmesi ve habitat tahribati engellenebilir (Murch ve ark., 2000). Klasik
bitki 1slah1 caligmalarinin temelinde iiriin kalitesi ve miktarinin arttirilmasit ¢aligmalari
yer alirken, tarimsal iiriin kaybinin en 6nemli sebepleri arasinda yer alan hastalik ve

zararlilara kars1 dayaniklilik kazandirilmasi her zaman ikinci planda birakilmistir.
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Bitkileri korumak amaciyla kullanilan yiiksek maliyetli kimyasallarin kalintilar1 hem
iirtin hem de toprak ve suda uzun siire ayrismadan kaldig1 i¢in insan, hayvan ve cevre
sagligint onemli dlglide tehdit eder duruma gelmistir. Kimyasallarin kullanim1 yiiksek
maliyeti de beraberinde getirmektedir. Dogadaki genetik ¢esitlilikten faydalanan klasik
bitki 1slah1 ¢alismalar1 olduk¢a uzun bir zaman periyodunu kapsamaktadir. Bu nedenle
bitkilerin tarimsal 6zelliklerinin iyilestirilmesinde bitki doku kiiltiirleri ve bitki genleri
lizerine yapilacak calismalar, bitki 1slahinin getirdigi zorluklar1 ortadan kaldiracaktir
(Babaoglu ve ark., 2002).

Bitki doku kiiltiirleri, biitiinligli bozulmamais bir bitki veya s6z konusu bitkinin
bir bolimii (eksplant1) kullanilarak steril sartlarda, suni besi ortami kullanilarak elde
edilen kiiltiirlerdir. Bitki hiicresinin totipotent potansiyeline ek olarak, hiicrelerin
metabolizmalarini, biiylimelerini ve gelisimlerini degistirebilecek kapasiteleri de tiim
bitkinin yenilenmesi agisindan ayni derecede onemli ve hayati 6neme sahiptir. Bitki
doku kiiltiir ortamu, bitkilerin normal biiylimesi ve gelisimi i¢in gerekli olan tiim besin
maddelerini igerir.

Bitkilerin tibbi etkilerinin belirlenebilmesi i¢in fitokimyasal igeriklerinin 1yi
tespit edilmesi gerekir. Ozellikle bazi tibbi bitkilerin mevsimsel olmasi, ihtiya¢ duyulan
her an elde edilememesi sorununun yanisira sekonder metabolitlerinin kalitesinde de
biiyiime sartlarindan kaynaklanan dalgalanmalara neden olmaktadir. Bitki doku
kiiltiirleri bu noktada dnemli sekonder metabolitlerin liretiminde alternatif bir yaklagim
sunmaktadir. Biyoaktif molekiiller 6zellesmis bitki hiicrelerinde veya organlarinda
sekonder metabolit olarak birikirler ancak miktarlar1 bitkinin kisimlarina, mevsime,
iklime ve biliyime fazina gore degisiklik gosterir. Hiicre kiltlirii teknolojisi hem
sekonder metabolit {iretimini hem de incelenmesini miimkiin kilmaktadir. Bitki
hiicreleri, kiiltlirlere eklenen dogal veya suni bilesikleri hidroksilleme, glikolizleme,
hidrojenleme, dehidrojenasyon gibi ¢ok cesitli reaksiyonlara tabi tutarak metabolitlere
doniistiiriirler.

Bitki doku Kkiiltiirleri yoluyla sekonder metabolitler istenen miktarda
iiretilebilmektedir. Ozellikle baz1 sekonder metabolitlerin antioksidan dzellikte olmalart,
iretimlerine olan ilgiyl arttirmaktadir. Bir antioksidan, diger molekiillerin

oksidasyonunu inhibe eden bir molekiildiir. Oksidasyon, elektron kaybmi veya
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oksidasyon durumunda bir artis1 iceren kimyasal bir reaksiyondur. Yiikseltgenme
reaksiyonlar1 serbest radikallere neden olabilir. Sirasiyla, bu radikaller zincir
reaksiyonlarin1 baslatabilir. Zincir reaksiyonu bir hiicrede gerceklestiginde, hiicrede
hasara veya Oliime neden olabilir. Antioksidanlar, serbest radikal ara maddeleri
kaldirarak bu zincir reaksiyonlari sonlandirir ve diger oksidasyon reaksiyonlarini inhibe
eder (Shovan, 2017). Normal metabolik fonksiyonlar sirasinda, viicutta serbest radikal
denilen yiiksek oranda reaktif bilesikler iiretilebildigi gibi ¢evreden de alinabilmektedir.
Bu molekiiller, bir ¢ift elektrona sahip olduklarindan dolay1 yiiksek oranda reaktiftirler
ve kararsizdirlar. Proteinler, lipitler ve karbonhidratlar gibi hiicresel molekiiller ile
reaksiyona girerler ve bunlar1 denatiire ederler. Bunun bir sonucu olarak, hayati hiicresel
yapilar ve fonksiyonlar kaybolur ve sonugta c¢esitli patolojik durumlara neden olur.
Antioksidanlar, hiicresel bilesenlere saldirmadan Once serbest radikalleri stabilize
edebilir veya devre dis1 birakabilir. Serbest radikallerin enerjisini azaltarak veya
kullanimlar1 i¢in bazi elektronlarindan vazgecerek hareket etmelerini saglarlar. Son on
yilda, antioksidan enzimlerin yararli etkilerine yonelik sayisiz aragtirma yapilmistir.
Yaglanma siireci, kanser, diyabet, Alzheimer hastaligi, felg, kalp krizi ve ateroskleroz
dahil olmak iizere serbest radikallerle altmistan fazla hastalik arasinda onemli bir
baglant1 oldugu bulunmustur. Serbest radikallere maruz kalma oranini azaltarak ve
antioksidan enzim bakimindan zengin gidalar veya antioksidan enzim takviyeleri
alimim arttirarak, viicudumuzun serbest radikallere bagli saglik problemleri riskinin
azaltilabilir (Shovan, 2017).

Fenolik bilesikler bazen bitkilerde sasirtici derecede yliksek konsantrasyonda
bulunan, antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerdir (Lapornik ve ark., 2005). Hidrojen
veya elektron veren ajanlar olarak reaktiviteleri ile belirlenen reaktif oksijen tiirleri
(ROS) gibi serbest radikalleri temizleme yetenegine sahiptirler (Fernandez-Pachon ve
ark., 2006). Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi temel olarak serbest radikallerin
adsorbe edilmesinde ve notriilestirilmesinde, singlet ve ti¢lii oksijenin sondiiriillmesinde
veya peroksitlerin ayristirilmasinda 6nemli bir rol oynayabilen redoks 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir (Rice ve ark., 1995).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) terimi, radikal tip reaksiyonlarda (elektron alan

veya veren) yer alan radikalleri veya kimyasal tiirleri icerir. Ancak, eslestirilmemis
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elektronlara sahip olmadiklar1 i¢in gercek radikal degillerdir. Radikal olmayan ROS
ornekleri, hidrojen peroksit (H»0,), hipoklor6z asit (HOCI), ozon (O3) ve tekli oksijeni
('0,) igerir. ROS, mitokondriyal solunum, polimorfoniikleer 16kositlerin aktivasyonu,
arakidonik asit metabolizmasi, enzimatik fonksiyonlar ve demir veya bakir aracili
kataliz gibi endojen islemlerle iiretilebilir. Insan organizmasi, ROS'u gesitli fizyolojik
stirecler arasindaki harmonik dengenin islevsel bir pargasi olarak iiretir (Verma ve
Gupta, 2010).

Dogal antioksidanlarin ¢ogu, antibakteriyel, antiviral, antienflamatuar,
antialerjik, antitrombotik ve vazodilatuar faaliyetler dahil olmak {izere genis bir
biyolojik etki gosterir. Antioksidan aktivite, yasam i¢in 6nemli bir 6zelliktir (Velioglu ve
ark.,1998). Kronik dejeneratif hastaliklarin ©Onlenmesinde maddelerin in vitro
antioksidan aktivitesini belirlemek igin cesitli teknikler gelistirilmistir. /n vitro olarak
diisiik antioksidan aktiviteye sahip maddelerin muhtemelen in vivo olarak da ¢ok az
aktivite gosterecegini diisiindiirmesi nedeniyle antioksidan kapasite belirleme teknikleri
oldukca 6nem tagimaktadir. (Velioglu ve ark., 1998).

Mineraller insan viicudunun sadece % 4-6'sin1 olustursalar da diyette kritik
oneme sahiptir (Ozcan, 2004). Organ ve dokulardaki fazlaliklar1 veya eksiklikleri
hastaliklara yol acar. Metallerin bitkisel infiizyonlarin farmakolojik 6zellikleri
tizerindeki muhtemel etkilerini bilmek ¢ok onemlidir (Kizil ve ark., 2010). Enzimler
gibi viicudun 6nemli bilesenleri kimyasal elementlerle yakindan iligkilidir. Elementler,
ozellikle esansiyel eser elementler, guatrda iyot, anemide demir gibi mineraller
hastaliklarla miicadele etmede kiiratif ve onleyici rol oynarlar. Tedavi edilemez olarak
kabul edilen birgok hastalik, bu elementlerin dengesizliginin insan viicudunda
dengelenmesiyle tedavi edilebilir. (Shirin ve ark., 2010). Tibbi bitkilerin mineral
iceriklerinin belirlenmesi, besin icerikleri ve farmakolojik fonksiyonlarin1 dikkate
alarak, tedavi am¢lh kullanilmak iizere onerilen bitki dozlarinin tanimlanmasi agisindan
olduk¢a 6nemlidir.

Bu caligmada halk arasinda tibbi bitki olarak kullanilan Deve giiliiniin dogal
ortamindan farkli vejetasyon donemlerinde (Haziran-¢iceklenme, Temmuz-meyve,
Agustos-tohum) getirilen Orneklerinin, mineral agir metal, azot ve protein oranlari,

toplam fenolikleri ve antioksidan kapasitelerinin (FRAP, ORAC, FCR) tespit edilmesi
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amaclanmistir. Ayrica in vitro ortamda tohum sterilizasyon protokolii olusturulmasi,
tohum dormansisinin kirillarak c¢imlenmenin saglanmasi, filizlenen bitkinin vejetatif
kisimlarin1 eksplant olarak kullanarak kallus olusturma, mikrogogaltim, rejenerasyon ve
iklime alistirma caligsmalarinin yapilmasi hedeflenmistir. Olusturulan kalluslara farkl
oranlarda UV, seker ve hormon uygulanarak toplam fenolik asitleri ve antioksidan
kapasitelerinin (FRAP, ORAC, FCR) miktarlar1 belirlenerek uygulanan yontemlerin
etkisinin degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Son yillarda ilag hammaddesini olusturacak bitki kimyasallarinin arastirilmasi ve
doku kiiltiirii yoluyla tretilmesi ¢aligmalart artarak devam etmektedir. Bu ¢alismalar
sayesinde halk hekimliginde kullanilan ancak iizerinde bilimsel arastirma yapilmamis
onlarca bitki literatiire tanitilmaktadir. Deve giilii bitkisinin fitokimyasal igeriginin
tespiti ve doku kiltiirii yoluyla iiretilmesi ¢alismasiyla iilkemiz topraklarinda
yetismesine ragmen lizerinde daha once bdyle bir calisma yapilmamis bu bitkinin,
gelecekte kimya, kozmetik, eczacilik, ve tip alaninda in vitro arttirilabilir hammadde
kaynagi olarak kullanilmasi ¢aligmalarina onciiliik etmesi hedeflenmistir. Bu nedenle,
ekonomik kullanim ve son iirlinlerin performansinin arttirilmas1 i¢cin Deve giilii
bitkisinin kimyasal 6zelliklerini bilmek onemlidir. Ayn1 sekilde bitkinin antioksidan
kapasite, sekonder metabolitleri, mineral ve protein miktarlarinin tespitinin, bitkinin
gelecekteki detayli terap6tik karakterizasyon arastirmalari igin temel veri niteliginde bir

basamak olusturacag: diistintilmektedir.



2. KAYNAK BIiLDIRISLERI

2.1. Deve giilii

Calismada kullanilan Deve giilii (4lcea kurdica Schlecht Alef.Ost.Bot.Zeitschr.12:253.
1862) Malvacea ailesine ait olup, Tiirkiye, Kuzey Irak, Kuzeybat: Iran'da yayilim
gosteren, cok yillik, otsu bir bitkidir. Ulkemizde Dogu ve Giineydogu Anadolu
Bolgelerinde yayilim gosteren Deve giilii, vejetasyon donemini Haziran-Temmuz-
Agustos aylarinda tamamlamaktadir. Halk arasinda toprak iistii kisimlar1 analjezik ve
antiseptik amagla kullanilmaktadir.

Anadolu'da tibbi bitkiler olarak kullanilan 1500'e yakin tiirii olan Malvacea,
kutuplar disinda diinyaya yayilmis genis bir bitki ailesidir. Malvacea tamilyasi iiyeleri
tek veya ¢ok yillik otsu, ¢ali veya agaglardir. Yapraklar palmat damarli, tam ya da
palmat loblu, kiiclik stipulalidir. Yeryiiziinde 80 cins, 1500 kadar tiir ile temsil edilir.
Hatmi (Alcea) tiirlerine nemli, tuzlu topraklarda, ekilmemis arazilerde rastlanir. Kurak
toprakta yetisenler ise miisilaj bakimindan daha zengindir (Tanker ve ark., 2007). Bu
familyanin en taninmis iiyeleri pamuk (Gossypium), bamya (Hibiscus) ve ¢igekgilik
sektoriinde ekonomik degere sahip giilhatmi (Alcea rosea L.)’ dir. Yiiksek musilaj
icerigi nedeniyle Malvacea familyasi liyeleri mide ve bogaz agrilari ile ksiiriik ve astim
rahatsizlig1 i¢in halk arasinda kullanilmaktadir (Uzunhisarcikli ve Vural, 2012).
Malvacea familyasi ¢i¢ekleri boya sanayinde de kullanilmaktadir. Bu familyaya ait olan
A. rosea’nin emenagog (adet hizlandiric1) (Dudek ve ark., 2006), ekspektoran (Shome
ve ark., 1992) olarak kullanildig1 bildirilmistir. A.rosea dan izole edilen flavonoidler,
farmosotik preparatlarin ham maddesini olusturmaktadir (Matlawska, 1992). Bu bitki
tiirtinden elde edilen antosiyaninlerin anti-enflamatuar ve anti-mikrobiyal etkiye sahip
dogal ila¢ eldesinde kullanildiklar1 bildirilmistir. (Iauk ve ark., 2003). Malvacea’nin
toprakiistii kisimlar analjezik, ditiretik olarak (El¢i ve Erik, 2006), bobrek tasi mesane
tas1 ve artrit i¢in dekoksiyon seklinde; haslanmig yapraklar1 apse ve kasintili kisimlari
tedavi etmek i¢in harici olarak 2-3 saat uygulayarak, apsenin olgunlagsmasini
desteklemek i¢in distan lapa seklinde kullanilmaktadir (Gtiner ve ark., 2000).

Malvacea familyasinin 6nemli bir cinsi olan Alcea’nin 70’e yakin tiirli vardir
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(Pakravan ve Ghahreman, 2002). Alcea narin, soluk sar1, koyu kirmizi1 kokleri ve grimsi
yesil yapraklar1 olan narin bir bitkidir. Geleneksel olarak A. kurdica, tonsillit, mide
tilseri, duodenal {ilserler, pndmoni, iiriner sistem enfeksiyonlar1 ve allopesi gibi gesitli
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in halk arasinda kullanilmaktadir (Mati ve de Boer, 2011).
Cok yillik, otsu bir bitki olan Deve giilii, 20-80 cm yiikseklikte, dik, tabandan itibaren
dallanmis goriiniimdedir. Govde capt 2-7 mm, silindirik, tiiysiiz veya nadiren seyrek
yildizs1 tlylii, taban yapraklari palmatilobat, yaprak sapt 3-10 cm. yildizs: tiyliidiir.
Cicek rengi pembe, beyaz , sar1 olabilmektedir Cigek sap1 5-20 mm ve yildizsi tiiyliidiir.
1750-2500 m yiikseklerde yayilis gosteren Deve giilii bitkisine kalkerli kayaliklar,
yamaglar, step ve yol kenarinda rastlanmaktadir (Uzunhisarcikli ve Vural, 2012). Deve
giilii bitkisinin genel o6zellikleri Cizelge 2.1° de verilmistir. Vejetasyon donemini
Haziran-Eyliil aylarinda tamamlayan bitki halk arasinda g¢esitli tibbi amaglarla

kullanilmaktadir.

Cizelge 2.1. Deve giilii bitkisinin genel 6zellikleri

Deve giilii bitkisinin genel 6zellikleri

Alem: Plantae (Bitkiler)

Altalem: Tracheobionta ( Damarli Bitkiler)
Ustbdliim: Spermatophyta (Tohumlu Bitkiler)
Boliim: Magnoliophyta ( Cicekli Bitkiler)
Smf: Magnoliopsida- Dicotyledonae (Cift ¢cenekliler)
Alt sinif: Dilleniidae

Ordo: Malvales

Familya: Malvaceae (Ebeglimecigiller)

Cins: Alcea (Glilhatmi)

Tiir: Alcea kurdica (Hollyhock-Deve giilii)
Omiir : cok yillik

Yap1 : Ot

Yetigme ortami :

Habitat :

Kalkerli kayaliklar, yamaglar, step, yol kenar1
750-2500m




Cizelge 2.1. Deve giilii bitkisinin genel 6zellikleri (devam)

Deve giilii bitkisinin genel dzellikleri

Lokalitesi : C9-Van:-Catak, Eski Konalga - kdyiiniin- giiney- yamaglari,

-step,38°:S-0337-1814",-41°:91"-773, 1961 -m,
-26.05.2010,-MM79

Vejetasyon donemi : Haziran-Temmuz-Agustos

Yoresel adi : Hero, hiro

Toplanma dénemleri : Haziran-Temmuz-Agustos

Kullanilan kisim : toprak tstii kisimlar

Kullanim amaci : tedavi (analjezik,antiseptik)

Kullanim gekli: herbal infiizyon

Endemizm durumu ve Endemik degil Tirkiye, Kuzey Irak, Bati ve Kuzey-bati

yayilist : Iran.

2.2.Tibbi Bitkiler

Bitkilerin tedavi amaciyla kullanimi insanoglunun tarth sahnesine adim
atmasiyla birlikte baglamistir. 1961 yilnda baslayan arkeolojik kazilar sonucu Sanidar
magarasinda insan iskeleti yaninda bulunan polenler, M.O. 50.000 yillarindan kalan
Yontma Tas devrine ait kitabeler ve arkeolojik materyaller bitkilerin en az 60.000 yil
oncesine kadar Orta Paleolitik donemden beri ilag¢ olarak kullanildigini gostermektedir
(Fabricant ve Farnsworth, 2001).

Giliniimiizde ise bati tibb1 irettigi bir¢ok ilacin icine bitkisel kaynakl
hammaddeleri eklemeye devam etmektedir. Yiizyillar boyu diinya genelinde oldugu gibi
Anadolu’da da halk bulundugu ¢evrede var olan bitkileri yiyecek icecek, kozmetik ve
kimya sanayinin yanisira tedavi edici olarak da kullanmistir. Bu giin bile tibbi bitkilerin
halk hekimliginde kullanimi hemen her iilkede yaygin bir sekilde devam etmektedir.
Bitkisel kaynaklara olan talebin son yillarda artarak devam etmesinin en biiyiik nedeni,
sentetik olarak {iretilen ilaglarin sézkonusu hastaligi iyilestirirken viicudun farkli
organlarina zarar verecek olumsuz etkileri de beraberinde getirmesidir. Diinya Saglik
Orgiiti (WHO), yaklasik diinya niifusunun %80’inin hastaliklardan korunma ve
iyilesme amaciyla Oncelikle tibbi bitkilerden faydalandiklarin1 ve tedavi amach

kullanilan tibbi bitkilerin sayisinin  20.000 civarinda oldugunu bildirmektedir
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(Faydaloglu ve Siiriicii, 2011). Cagdas diinyada teknoloji ve tiptaki gelismelere ragmen
sifal1 bitkilere olan talep giin gectikge artarak devam etmektedir.

Ulkemizin yer aldig1 cografik bolge nedeniyle sahip oldugu muazzam bitkisel
zenginlik, sifali bitki olarak halk arasinda kullanilmasina ragmen bilim insanlarinca
heniiz arastirllmamis ve fitokimyasal yapisi aydinlatilmamis ¢ok sayida bitkiyi de

beraberinde getirmektedir.

2.3. Bitki Doku Kiiltiirleri

Artan diinya niifusu beraberinde insanlari, ¢evresindeki canlilari nasil daha
verimli kullanabiliriz sorusuna yanit aramaya itmistir. Giiniimiizden 10 yillar 6ncesine
kadar modern 1slah yoOntemlerinin uygun yetistirme teknikleri ile kullanilmasi
sonucunda tarimsal verim elde edilebilmistir. Ancak diinya niifusundaki hizli artis
karsisinda elde edilen verim artis1 yetersiz kalmistir. Klasik bitki 1slah1 yontemleriyle
bitkilerin genetik kodlarinin degistirilerek iyilestirilmesi ¢aligmalarinin, istenilen biitiin
Ozelliklerin bir genotipte toplanmasi i¢in yeterli olmadig1 sonucunu ortaya ¢ikarmistir.
Klasik bitki 1slah1 c¢alismalarmin temelinde iirtin kalitesi ve miktarmin arttirilmasi
caligmalar1 yer alirken, tarimsal {irlin kaybinin en 6nemli sebepleri arasinda yer alan
hastalik ve zararlilara kars1 dayaniklilik kazandirilmasi her zaman ikinci planda
birakilmistir. Bitkileri korumak amaciyla kullanilan yiiksek maliyetli kimyasallarin
kalintilar1 hem {irtin hem de toprak ve suda uzun siire ayrismadan kaldigi i¢in, insan,
hayvan ve cevre sagligin1 6nemli Slgiide tehdit eder duruma gelmistir. Kimyasallarin
kullanim1 yiiksek maliyeti de beraberinde getirmektedir. Dogadaki genetik cesitlilikten
faydalanan klasik bitki 1slaht c¢alismalart olduk¢a uzun bir zaman periyodunu
kapsamaktadir. Bu nedenle bitkilerin tarimsal 6zelliklerinin iyilestirilmesinde bitki doku
kiiltiirleri ve bitki genleri iizerine yapilacak ¢aligsmalar, bitki 1slahinin getirdigi zorluklari
ortadan kaldiracaktir (Babaoglu ve ark., 2002).

Bitki doku kiiltiirleri, biitiinliigli bozulmamais bir bitki veya sdz konusu bitkinin
bir bolimi (eksplant1) kullanilarak steril sartlarda, suni besi ortami kullanilarak elde
edilen kiiltiirlerdir. Bitki hiicresinin totipotent potansiyeline ek olarak, hiicrelerin

metabolizmalarini, biiylimelerini ve gelisimlerini degistirebilecek kapasiteleri de tiim
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bitkinin yenilenmesi agisindan ayni derecede 6nemli ve hayati 6neme sahiptir. Bitki
doku kiiltiir ortami, bitkilerin normal biiyiimesi ve gelisimi i¢in gerekli olan tiim besin
maddelerini igerir. Temel olarak kat1 besiyerinde makro besin maddeleri, mikro besinler,
vitaminler, diger organik bilesenler, bitki biiylime diizenleyicileri, karbon kaynagi ve
jellestirici maddelerden olusur. Murashige ve Skoog ortami (MS ortami) cogu bitki
tiiriiniin in vitro vejetatif yayilimi i¢in en yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ortamin pH",
hem bitkilerin biiylimesini hem de bitki biiylime diizenleyicilerinin aktivitesini etkileyen
onemli bir faktordiir, 5.7-5.8 arasindaki degere ayarlanir. Hem kat1 hem de sivi ortam
kiiltiirleme i¢in kullanilabilir. Ortamin bilesimi, &zellikle bitki hormonlar1 ve azot
kaynaginin, baslangi¢ eksplantinin cevabi iizerinde derin etkileri vardir. Bitki biiyiime
diizenleyicileri (BBD), kiiltiir ortamindaki bitki hiicrelerinin ve dokularinin gelisim
yolunun belirlenmesinde onemli bir rol oynar. Oksinler, sitokininler ve gibberellinler en
cok kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileridir. Kullanilan hormonlarin tiirii ve
konsantrasyonu esas olarak bitkinin tiirine, doku veya organina ve deneyin amacina
baghdir. Oksinler ve sitokininler, bitki doku kiiltiiriinde en yaygin olarak kullanilan bitki
biiylime diizenleyicileridir ve miktari, kurulan veya yenilenen kiiltlir tiiriinii belirler.
Hem oksin hem de sitokinin dengesi, kallus olarak bilinen farklilasmamis hiicrelerin
gelismesine yol agar.

Bitki doku kiiltiirlerinde kullanilan temel sistem bitki rejenerasyonudur. Bitki

rejenerasyonu genellikle ti¢ alt baglikta incelenmektedir:

1. Meristematik hiicrelerden olusmus somatik dokulardan rejenerasyon; bu
sistemde u¢ ve yan meristemlerden bitki ¢ogaltildig1 icin meristem kiiltiirii
yoluyla klonal c¢ogaltim diye adlandirilir. Elde edilen hiicreler tamamen
donor bitkiye benzer.

2. Meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon: bir bitki
eksplantinin kesilmis yiizeyindeki bir kisim somatik hiicrenin bitki biiyiime
diizenleyicilerinin etkisi ile boliinerek ve organize olarak Dbitkiyi
olusturmasidir. Boliinen ve organize olan somatik hiicreler 6nce organlari
daha sonra bitkiyi olusturursa direkt organogenez, siirekli boltinerek embriyo
ve daha sonra da tam bir bitkiyi olusturursa direkt somatik embriyogenez

diye adlandirilir. Eger her iki durum da belirli bir kallus, proto-kallus veya



12

hiicre slispansiyonu durumundan sonra ortaya ¢ikarsa indirekt rejenerasyon
adin1 alir.

3. Mayoz boliinme gecirmis gametik hiicrelerden rejenerasyon. Bu durumda
donor bitkinin kromozom sayisinin yarisina sahip, genellikle steril haploid

bitkiler elde edilir (Babaoglu ve ark., 2002).

Mikrocogaltma

“Mikrocogaltim, bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme
potansiyeline sahip bitki kisimlarindan (embriyo, tohum, gévde, stirgiin, kok, kallus, tek
hiicre ya da polen tanesi vb.) yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni
bitkilerin elde edilmesi olarak tanimlanabilir” (Babaoglu ve ark., 2002). Mikrogogaltma,
saglikli bitki dokularinin (eksplant) segilmesiyle baglar. Saglikli ana bitkinin yaprak,
apikal meristem, tomurcuk ve kok gibi herhangi bir pargasi eksplant olarak kullanilir.
Mikrogogaltim sadece bitkilerden elde edilebilen bir¢ok sekonder metabolitin iiretimi
icin Oonemli bir teknolojidir, ¢iinkii bir¢cok ikincil bitki metaboliti kimyasal olarak
sentezlenemez ve sadece bitkilerden elde edilebilir. Bitki doku kiiltiiriindeki ilerlemeler,
gelecek kusaklar icin sifali bitkilerin hizli ¢ogalmasini ve siirdiiriilebilir kullanimini

saglayacaktir. Tiim siireg, asagidaki asamalarla 6zetlenebilir:
i.  Dondr bitkinin hazirlanmasi
Ana bitkinin in vitro kiiltiirdeki kontaminasyonunu en aza indirgemek icin
optimal kosullar altinda bitkinin tohumdan ¢imlendirilerek in vitro yetistirilmesi basari
olasiligin arttirmaktadir.
ii.  Baslangi¢ asamasi
Bu asamada bir eksplant yiizey sterilizasyonuna tabi tutulur ve besin ortamina

aktarilir. Genel olarak sterilizasyon ig¢in, bakterisit ve fungisit {lriinlerinin kombine

uygulamas1 6nerilmektedir. Uriin segimi, uygulanacak eksplant tipine bagldir.
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Eksplantin kimyasal c¢ozeltilerdeki ylizey sterilizasyonu, kirletici maddelerin bitki
hiicrelerine minimum diizeyde zarar vermemesi i¢in Onemli bir adimdir. En c¢ok
kullanilan dezenfektanlar sodyum hipoklorit, kalsiyum hipoklorit, etanol ve civa
kloriirdiir. Kiiltiirler, ¢cogalma yontemine gore, iklim odasinda ya 151k ya da karanlik

kosullar altinda inkiibe edilir (Husain ve Anis, 2009).

iii.  Cogaltim asamasi

Istenen (veya planlanan) bitki sayisina ulasilana kadar tekrarlanan alt kiiltiirler

ile ¢ogaltilir.

iv.  Koklenme asamasi

Koklendirme asamasi, eksplantlarin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan aymi kiiltiir
ortaminda eszamanli olarak meydana gelebilir. Bununla birlikte, bazi durumlarda
koklenme ve giiclii kok biiyltimesinin gelisimini indiiklemek icin besin modifikasyonu

ve bitki biiylime diizenleyicileri dahil olmak iizere medyanin degistirilmesi gerekir.

v.  Iklimlendirme asamasi

Alistirma, in vitro ile ex vitro kosullar arasinda bir gecis asamasidir ve in vitro
kosullardaki  anormalliklerin alistirma asamasinda diizeltilereck normal  bitki
bliylimesinin saglanmas1 gerekir Bu asamada, in vitro bitkiler kontrollii olarak
bulunduklari laboratuar sartlarindan uzaklastirilirlar. Iklimlendirme yavas yavas yiiksek
nemden diisiik neme ve diisiik 151k yogunlugundan yiiksek 151tk yogunluguna dogru
yapilir. Bitkiler daha sonra uygun bir substrata aktarilarak (kum, turba, kompost vb.)
serada kademeli olarak alistirilir.

Bitki hiicre sayisinda ve hiicre hacmindeki artig bitki hiicrelerindeki biiylimeyi
gosterir. Bitki hiicre kiiltiirlerindeki biiylime-zaman grafigi, mikroorganizmalarda
oldugu gibi sigmoidal bir egridir. Bitki doku kiiltiirlerinde hiicre gelisimi bes biliylime

fazindan olusarak sigmoidal bir davranis gosterir:
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1.Lag Faz: Hiicrelerin boliinmeye hazirlandig1 agsama.

2.Log veya tistel Faz: Hizla boliinen hiicreler iistsel artisa neden olur.

3.Lineer Faz: Hiicre sayisinda dogrusal artisla birlikte kiiltiiriin yas ve kuru
agirliklarinin arttigr safha.

4.Yavaslama Fazi: Bitki doku kiiltiiriinde besin igeriginin azalmasi ve hiicre atiklarinin
ortamda birikmesi nedeniyle hiicre boliinmesinin asamali olarak azalmasi. (Giliven ve
Giirsul, 2014).

Gelismekte olan bir teknoloji olarak, bitki doku kiiltiirli, giderek artan diinya
talebini karsilamak i¢in gerekli bitkileri saglayarak, hem tarim hem de endiistri {izerinde
bliylik bir etkiye sahiptir. Son zamanlarda tarim bilimlerinin ilerlemesine Snemli
katkilar saglamis ve giinlimiizde modern tarimin 6nemli bir alani haline gelmistir.
Biyoteknoloji, emsalsiz bir hizla tarimsal uygulamaya sokulmustur. Doku kiiltiiri,
genetik olarak homojen, hastaliksiz bitki materyalinin iiretimini ve ¢ogalmasini saglar.
Literatiirde Deve giilii'niin doku kiiltiirii ile ilgili caligmalarina rastlanmamistir. Bu
nedenle Malvacea familyasindan farkli cinslerin doku kiiltlirii ¢alismalarini iceren
kaynaklar incelenmistir. Deve giilii ile yapilan bu calisma doku kiiltiirii caligmasi
alaninda ilk olma 6zelligini tasimaktadir.

Jenderek ve ark. (1998), endojen kontaminasyonu ve inat¢i siirglin olusumu
nedeniyle mikrogogaltimi olduk¢a zor olan Hibiscus syriacus (Malvacea)'un farklh
eksplantlar1 (kok, hipokotil ve yaprak petiolii) ile doku kiiltiirii ¢alismasi yapmuslardir.
McCown's woody plant basal salt medyumu ve 0.5, 1.0, 2.2, 44 ve 10 mM TDZ
(Thidiazuran) veya 2IP (izopentil adenin) veya BA (Benzi adenin) igeren MS kullanarak
eksplantlar1 kiiltiire almislardir. Adventif tomurcuklar, TDZ igeren medyumlarda {i¢
farkli eksplant tiirlinde de gozlemlenirken, en bol tomurcuga sahip kallus olusumu 1
mM TDZ igeren medyumda kiiltiire alinan hipokotil eksplantinda goriilmiistiir. Petiol
eksplantinda kallus olusturmadan siirgiin olusurken, kok ve hipokotil eksplantlarinin
%70'1 kallus olusturmadan yaprak olusturmustur.

Mujeera ve Balasubramanian (2006), bitki biiyiime diizenleyicilerinin Hibiscus
sabdariffa (Malvacea)'dan elde edilen lif kalitesi ve miktar1 iizerine etkilerini incelemek
iizere bir ¢alisma yapmislardir. Giberellikasit (GAA) ve Naftalan asedik (NAA) asit
farkli konsantrasyonlarda denenmistir. En iyi sonu¢ GA100+NAA 50ug/ml eklenen
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tohumlarin mahsuliinde gézlemlenmistir. Bu ¢alisma tekstil endiistrisi i¢in 6nemli bir lif
kaynag olan Kerkede (H.sabdariffa)'den elde edilen fibrillerin kalitesinin arttirilmasi
acisindan kayda deger bir ¢aligma olarak kabul edilmektedir.

Sodyum hipoklorit (NaOCIl), etanol, civa kloriir (HgCl,) ve Tween-20 gibi
sterilize edici maddelerin kullanilmasi, tohum yiizeyi sterilizasyonu i¢in yaygin olarak
tavsiye edilir (Ramakrishna ve ark. 1991; Balyeri ve Mbah, 2006). Younesikelaki ve
ark. (2016), Althaea officinalis (Malvaceae)’in tohumlarini in vitro ¢imlendirmek igin
ti¢ farkl1 yontem denemislerdir:

1) Sterilize distile su Kontrol olarak 20 dakika;

2)0.1,0.2,0.3 HgCl, (w/v) 1, 3, 5, 7 dakika;

3) % 70 etanol + 100 pL tween-20, 5 ve 10 dakika,

% 4 NaOCI (w/v) 5 ve 10 dakika olacak sekilde tohumlara uygulamislardir. Maksimum
kontaminasyon kontrol grubunda gozlenirken, minimum kontaminasyon 10 dakika %4
NaOCl de bekletilen tohumlarda goriilmiistiir.

Ozyigit ve ark., (2007) pamuk (Gossypium hirsitum L. (Malvacea)) doku
kiiltiiriinde eksplant yasi ile total fenolik igerigi ve rejenerasyon cevabi arasindaki
iliskiyi incelemislerdir. Kiiltiire aldiklar1 (G. hirsutum L) var. Nazilli 84S pamuk kok,
hipokotil, kotiledon ve yaprak eksplantlarin1 ¢cimlenmenin 7., 14., 21. ve 28. giinlerinde
toplam fenol icerigi bakimindan degerlendirmislerdir. Eksplant yasina ve total fenol
icerigine gore farkli rejenerasyon oranlar tespit etmislerdir. Rejenere siirgiinler daha
sonra 1 mg/l indol-3-biitirik asit (IBA) igeren Woody Plant Medium (WPM)'da
koklendirilmistir. Yapilan ¢alismada en diisiik fenol miktar1 ¢cimlenmeden sonraki ilk 7
giinde goriilmiistiir. Total fenol miktarinin koklerde 7-28. giinler ve yapraklarda 14-28.
giinler arasinda siirekli artarken hipokotil, kotiledon ve MS medyada ise 7-21. gilinler
arasinda artig gosterip 21. giinden sonra diistiigii gézlemlenmistir. Hiicre boliinmesinin
en fazla goriildiigli germinasyonun ilk 3 haftasinda solunumun arttig1 dolayisiyla fenol
miktarinin da artig gosterdigi sonucuna varmiglardir. 3. haftadan sonra fenol miktarinin
ilk giinlere gore ciddi miktarda azaldigini tespit etmislerdir.

Raoul ve ark. (2010), Hibiscus sabdariffa (Malvacea) ile kallus indiiksiyonu ve
somatik embriyogenezis lizerine 6nemli bir c¢alisma gergeklestirmistir. Yaptiklari

calismada doku kiiltiirti i¢in iki farkli genotip (Hibiscus sabdariffa var. sabdariffa ve
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Hibiscus sabdariffa var. altissima), i¢ farkli konsantrasyonda (%1, %2, %3), iki seker
(sakkaroz ve glukoz) ve ii¢ eksplant tipi (kok, hipokotil, kotiledeon) kullanmislardir.
Hipokotil ve kotiledondan kallus ve somatik embriyo olusumu i¢in MS besi ortaminda
ve Driver ve Kuniyuki (DKW) besi ortaminda BBD'lerinin farkli kombinasyonlarini
denenmislerdir. Her iki genotip i¢in de biitiin eksplant tiplerinde kullanilan seker ve
BBD'lerin tiim konsantrasyonlarinda kallus olusumu gozlenmistir. Kallus i¢in en
basarili sonu¢ %3 sakkaroz iceren hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda goriiliirken
somatik embriyo i¢in ise 4 mg/l 2.4-D+1 mg/l TDZ ve 1 mg/l 2.4-D+0,5 mg/l TDZ
iceren DKW medyumunda goriilmiistiir.

Mubashrah ve ark., (2012) Alcea rosea (Malvacea) kotiledon eksplantlarini
kullanarak organogenez ve kallus olusumu igin protokol olusturmaya c¢alismislardir.
IAA, NAA, 2-4 D, IBA, BAP ve Kinetin gibi oksin ve sitokininleri tek basina veya
kombinasyon halinde kullanarak kallus kalitesini incelemislerdir. Tek basina kullanilan
oksinler arasinda en iyi sonu¢ 0.03 mg/l 2.4-D'nin eklenmesinden 10 giin sonra tesbit
edilmistir. Tek basma kullanilan sitokininler icinde ise 8 mg/l ve 10 mg/l BAP
kullanimindan sonra en 1yi sonug belirlenmistir.

Samanthi ve ark. (2013), Kenaf (Hibiscus cannabinus L. (Malvacea)) bitkisinin
yaprak eksplantlarindan in vitro siirgiin rejenerasyonu iizerine bir ¢aligma yapmiglardir.
Bu calismada Hibiscus cannabinus L.'nin V36 ve G4 varyetelerinden alinan yaprak
eksplantlari, N6 Benzyl adenine (BA) ve Indole-3-butyric acid (IBA)'in ii¢ farkh
kombinasyonuyla muamele edilmistir. En fazla saglikli kallus yiizdesi 1.5 mg/l BA ve
0.5 mg/l IBA eklenmis MS besi ortaminda goriilmiistiir. Ayn1 sekilde 0.3 mg/l GA;
eklenmis MS ortaminda da % 68.7 oraninda bitki rejenerasyonu gozlemlenmistir. BBD
siz besiyerinde biyiitiillen biitiin bitkilerin koklendigi kaydedilmistir. Kallus
indiiksiyonu (kallus sayisi) ve bitki rejenerasyonu bakimindan varyeteler arasinda

anlamli bir farkin olmadig1 belirtilmistir.

2.4. Bitki Sekonder Metabolitleri

Zengin bitki c¢esitliligi nedeniyle iilkemiz, gelismis {ilkelerin bitkisel
hammaddeye dayali1 gida, kimya, ila¢ v.b gibi bircok alanina da kaynak saglamaktadir.
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Bu bitkiler dogal sifa kaynagi olarak organik asitler, antioksidan maddeler, polifenoller,
vitaminler ve mineraller gibi bazi temel bilesikleri igermektedir. Bitkiler primer ve
sekonder metabolitler olarak iki ¢esit temel kimyasal sentezlerler. Primer metabolitler
vitaminler, proteinler, yaglar, karbonhidratlar ve mineraller gibi bitki metabolizmasinda
olusan ve metabolik faaliyetlerde kullanilan maddelerdir. Organlarin islevlerini
destekleyerek viicudun savunma giiclinii artirir ve iyilesmeyi hizlandirirlar. ADP, ATP
ve diger niikleotid trifosfatlar ile enerji transferi; proton ve elektron alicilari; glikoliz ve
sitrik asit dongiileri; solunum zinciri; karbonhidrat dongiisii; enzim tepkimeleri; lipit,
niikleotid biyosentezi gibi hiicrenin canliligini siirdiirebilmesi i¢in gereken tiim
metabolik yollar birincil metabolizmanin ana unsurlaridir. Birincil metabolizmadaki
tiim temel metabolik siirecler, hiicre bilesenlerinin enerji iiretimi ve biiylime sirasindaki
doniisimleriyle ilgilidir. ikincil metabolizmada ise bitki savunmasindan sorumlu
bilesenler {lretilir. Sekonder metabolitler alkaloitler, izoprenoitler/terpenler, kaucuk
benzeri polimerler/poliizoprenler, fenolik bilesikler, ender aminoasitler, bitki aminleri
ve glikozitler olarak siniflandiralabilir (Giiven ve Giirsul, 2014). Bunlar, bitkiyi biiyiime
ortamindaki degisikliklerden koruyarak bitki gelisimine yardimci olan metabolik
aktiviteleri etkileyen sinyal fonksiyonlarina sahip karmasik kimyasal maddelerdir.
Cizelge 2.2’de bitki hiicre kiiltiirleri tarafindan iiretilen ve ekonomik degeri yiiksek bazi
sekonder metabolitler verilmistir.

Sekonder metabolitler, bitkisel yagsamin olmazsa olmazi degildir ancak bitkilerin
hayat siklusu i¢inde karsilasabilecekleri, optimum yasam sartlarinin disinda kalan ve
kendilerini savunmay1 gerektiren her durumda (kuraklik, tuzluluk, herbisit, vb.) tiretilen
organik bilesiklerdir (Giiven ve Knorr 2011). Sekonder metabolizmanin stres
kosullarinda ortaya ¢ikiyor olmasi bitkiler agisindan olumsuzluk gibi goriinse de

sekonder metabolit liretimini tegvik ettigi i¢in pozitif etki olarak algilanmaktadir.
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Cizelge 2.2. Bitki hiicre kiiltiirleri tarafindan iiretilen ve ekonomik degeri yiiksek bazi
sekonder metabolitler (Sokmen, 2001).

Kimyasal Simif Metabolitin ad1 Elde edildigi bitki

Tropan alkaloidleri Atropin Atropa bellodina
Indol alkaloidleri Aymalisin, Vinblastin Catharanthus roseus
Kinolin alkaloidleri Kinin, Kinidin, Cinchona ledgeriana
Izokinolin alkaloidleri Kodein,Morfin Papaver somniferum

Fenilpropanoidler Antosiyaninler Daucus carota
Izoprenoidler Piretrin, Yasmolin C. cinerariaefolium

Digoksin, Digitoksin Digitalis lanata ve Digitalis
purpurea
Terpenoidler Saponinler Ginseng panax

2.4. Sekonder Metabolitlerin Siniflandirilmasi

Sekonder metabolitler, kimyasal yapilarina (halkaya sahip olmasina veya seker
icermesine), bilesimine (azot igerip igcermemesine), g¢esitli  ¢oziiciilerdeki
cOziintirlikklerine veya sentezlendigi metabolik yola gore siniflandirilirlar (Harborne ve
Williams, 2000). Ug biiyiik molekiil ailesi genel olarak kabul edilir: Terpenler, Azotlu
Bilesikler (Alkaloidler) ve Fenolik Bilesikler (Bourgaud ve ark., 2001).

2.4.1. Terpenler

Bitki sekonder metabolitlerinin en genis siifin1 olusturan terpenler, asetil-CoA
veya glikolitik yol iizerinden sentezlenirler. Genellikle suda ¢oziinmezler. Bes karbonlu
izopren birimlerinin birlegsmesiyle olusurlar. Bazi terpenler biiyiime ve gelismede
onemli rol oynarlar. Ornegin biiyiime hormonlarinin énemli bir grubunu olusturan
giberellinler diterpendir. Terpenler toksik olmalar1 nedeniyle bitki ile beslenen canlilara
kars1 bitki savunmasinda gorev alirlar. Bir¢ok bitki tiirli kendine has kokusu olan ugucu
yag veya eterik yag olarak bilinen mono ve seskiterpen karisimi molekiilleri sentezler
(Taiz ve Zaiger, 2008). Terpenler, ayn1 zamanda onemli kimyasallar olan ve farkli bitki
kisimlarindan elde edilen, ugucu ya da eterik yaglar olarak da adlandirilan esansiyel
yaglart olusturur. Ugucu yaglar gida muhafaza, aromaterapi ve koku endiistrisinde
kullanilmaktadir. Dogada, ugucu yaglarin bitkileri korumada 6nemli bir rolii vardir.
Antibakteriyel ajanlar, antiviraller, antifungaller ve bocek Oldiiriiciiler olarak ve ayrica

herbivorlarin etkisine karsi hizmet ederler. Bazen polenlerin yayilmasina yardimci olan
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veya diger istenmeyen bdcekleri kovan bocekleri ¢ekerler. Sivi, ugucu, saydam, nadiren
renkli, organik c¢oziiciilerde ¢Oziiniir ve sudan daha diisiik yogunlukludurlar.
Tomurcuklar, cicekler, yapraklar, saplar, tohumlar, meyveler, kokler ve kabuklar gibi
bitkinin tim organlar1 tarafindan sentezlenir ve salgi hiicreleri, bosluklar, kanallar,
epidermal hiicreler ve salg1 trikomlarinda depolanirlar (Nunes ve ark., 2012). Cizelge

2.2°de terpen gesitleri ve ornekleri verilmistir.

Cizelge 2. 3. Terpen ¢esitleri ve drnekleri

TERPENLER

Terpen smifi Ornek

Monoterpen Mentol
Seskiterpen Limonen

Diterpen Taksol
Triterpen Digitanin
Tetraterpenler Karoten
Politerpenler Dolikol

2.4.2. Alkaloidler

Alkaloidler farmakolojik olarak aktif, azot iceren bitki kokenli temel bilesikler
olarak tanimlanir. Iyon kanallarin1 ve nérotransmisyonu engelleyebilir, enzimleri inhibe
edebilir, haliisinasyon, koordinasyon kaybi, kasilma, kusma ve 6liime neden olabilirler.
Genellikle bitkilerin yapisinda malik, tartarik, sitrik, limonik vb. asitlerle tuzlar seklinde
bulunur. Alkaloid tuzlari; beyaz, kristalik, suda iyi ¢dzlinen, organik ¢oziiclilerde iyi
¢Ozlinmeyen veya az ¢oziinen maddelerdir. Azot tasimalar1 nedeniyle bitkilerde azot
kaynagi olarak kullanilirlar. Ot yiyen hayvanlara karsi bitkileri korurlar. Organik
asitlerle bag yaparak olusturduklar1 tuzlar sayesinde hiicrenin pH ve iyon dengesini
diizenlerler (Mammadov, 2014). Alkaloidler, karbon, hidrojen ve azota ek olarak,
oksijen, kiikiirt, nadiren klor, brom ve fosfor gibi diger elementleri de igerebilir. Cizelge
2.3.’de baslica alkaloid tipleri, amino asit Onciilleri ve her bir tipin iyi bilinen 6rnekleri

verilmisgtir.
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Cizelge 2. 4. Bagslica alkaloid tipleri, amino asit dnciilleri ve her bir tipin iyi bilinen
ornekleri (Taiz ve Zaiger, 2008).

Alkaloid sinifi Biyosentetik onciil Ornekler Yararlanma sekilleri
Pirolidin Ornitin( aspartat) Nikotin Uyarici,
sakinlestirici,yatigtirict
Tropan Ornitin Atropin Bagirsak spazmlarini
onleyici,panzehir,
gdzbebegi biiyiitiicii
Kokain Merkezi sinir sistemi

uyarict, lokal anastetik

Piperidin Lizin Koniin Zehir (motor ndronlari
felg etme)

Pirolizidin Ornitin Retrorsin Insanlara yonelik

yararlanma sekli

bulunmamaktadir.
Kinolizidin Lizin Lupinin Kalp atiginin
diizenlenmesi

Indol Triptofan Psilosibin Halisiinasyon yapici
Rezerpin Yiiksek tansiyon

tedavisi,psikoz tedavisi
Striknin Uyaricl, sakinlestirici

Izokinolin Tirozin Kodein Analjezik(agr kesici),
Oksiirtik tedavisi

2.4.3. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler sentez edildikleri dokular1 boyarlar ayrica sebze ve meyvelerin
kendine 0zgli buruk tadini ve rengini verirler. Bir kisim fenolikler sadece organik
¢oziiciilerde ¢oziinlirken, bir baska grubu karboksilik asit ve glikolizitleri sayesinde
suda ¢dziinebilir. Ugiincii grup fenolikler ise biiyiik polimerlerdir ve suda ¢dziinmezler.
Fenolik bilesikler bitkilerde yiiksek konsantrasyonda bulunanarak antioksidan aktiviteye
neden olabilir (Laporinik ve ark., 2005).

Hidrojen veya elektron vererek reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi serbest

radikalleri temizleme yetenegine sahiptirler (Fernandez-Pachon ve ark., 2006). Fenolik
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bilesiklerin antioksidan aktivitesi temel olarak serbest radikallerin adsorbe edilmesinde
ve notiirlestirilmesinde, singlet ve ii¢lii oksijenin sondiiriilmesinde veya peroksitlerin
ayristirilmasinda 6nemli bir rol oynayabilen redoks 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir
(Rice ve ark., 1995).

Bitki fenolikleri hiicre duvart komponentleri arasinda molekiiler kopriiler
olusturarak hiicre duvarmna sertlik kazandirmaktadir. Lignin ve fitoaleksinin
onciilleridir. Mikroorganizmalarin parcalanmasi sonucu topragin nitrojen ve humus
icerigini  etkilerler. Isigin etkisiyle kloroplastlarda sentezlenerek vakuollerde
depolanirlar. Bir kismi da sekonder hiicre duvarinda ligninleri olusturur. Isik
sentezlerini etkiledigi i¢in ilkbahar yapraklarinda sonbahardakine oranla daha fazla
fenolik igerik bulunur. Sinnamik asit, kumarin ve narinjenin gibi fenoliklerin derivatlari
bliylimeyi inhibe etme Ozelligindedirler. Baz1 bitkilerde fenolik derivatlar allelopatik
ozellik tasir (6rn. Salix rubra ve Salix viminalis in irettigi naringenin derivati
izosalipurposid gibi). Tiitiin bitkisinde ise kendi tiretttigi fenolikler tohuma sizdigi
zaman ¢imlenmeyi inhibe edebilmektedir. Ayn1 sekilde farkli bitkilerde herbisit olarak
etki gosterebilen fenolikler de vardir. Bitki kok sisteminden atildiklarinda, komsu
rizosferde inhibitor biiylime islevi gostererek topragin bakteri florasini etkilerler (Kefeli

ve ark., 2003). Cizelge 2.5’de fenolik bilesikler verilmistir.

Cizelge 2.5. Fenolik bilesikler

SINIFLANDIRMA SPESIFiK BILESIK
Flavonoid Bilesikler (polifenoller)

Flavonoller (Flavon-3-oller) Kampferol, kuersetin

Flavonlar Apigenin, luteolin

Flavanonlar Naringenin, hesperedin

Flavanollar Katesinler, gallokatesinler
Antosiyanidinler Pelargonidinler, siyanidin, malvidin
Kondanse tanenler veya proantosiyanidinler Trimerik prosiyanidinler
Isoflavonlar Daidzein, genistein, glycitein

Hidroksisnnamik asitler Kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit
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Cizelge 2.5. Fenolik bilesikler (devam)

SINIFLANDIRMA SPESIFiK BILESIK

Flavonoid olmayan Fenolik bilesikler (Fenolik Asitler)

Benzoik asitler Gallik asit, para-hidroksi benzoik asit
Hidroksisnnamik asitler Kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit
Hidrolize tanenler Pentagalloyilglukoz

Ligninler

2.5. Serbest Radikaller (ROS) ve Oksidatif Hasar

Canlilar hayatsal faaliyetlerin siirdiirebilmek i¢in glukolizis ile organik
molekiillerin pargalanmasi sonucu olusan enerjiyi kullanirlar. Oksijen metabolizmasi
hiicreler tarafindan potansiyel olarak zararli reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretir. Hiicrede
artan ROS/RNS seviyeleri, bozuk hiicre islevine, yaslanmaya ya da hastaliga yol
acmaktadir. Fizyolojik kosullar altinda, oksitleyici ajanlar ve antioksidan savunmalar1
dengededir. Canli hiicreler, katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon gibi enzimleri ve C ve E gibi enzim olmayan antioksidan savunma
molekiillerini iiretebilir veya disaridan alabilir. Serbest radikallerin {iretimi, canli bir
sistemin antioksidan kapasitesini asarsa, bu reaktif oksijen ve azot tiirleri lipitler,
proteinler ve DNA ile reaksiyona girerek hiicrenin enzimleri ve genetik malzemesinde
yapisal ve fonksiyonel hasara neden olabilir (Nunes ve ark., 2012). Oksitleyicilerin
baskinligr ve sonugta ortaya ¢ikan hasar oksidatif stres olarak adlandirilir (Magder,
2006). Canli organizmalarda, serbest radikallerin ve diger reaktif tiirlerin seviyeleri,
biyomolekiillere olan oksidatif hasar1 tam olarak ortadan kaldirmasa da minimize eden
kompleks bir antioksidan savunma mekanizmas1 ile kontrol edilir. Oksidant-
antioksidant dengesinin reaktif tiirler lehine iglemesi sonucu oksidatif hasar seviyeleri
yiikselerek bazi kronik hastaliklarda doku harabiyetine neden olur (Halliwell, 2001).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) arasinda hidrojen peroksit (H,0,), hipoklordz asit
(HOCI), ozon (O3) tekli oksijen ('0,), siiper oksit anyon radikalleri (O,*), hidroksil
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radikal tiirleri (*OH), nitrik oksit (NO) ve azot dioksit (NO,) gibi reaktif azot tiirleri de
vardir (Magder, 2006).

Serbest radikallerin iiretilmesi

Serbest radikaller, kendilerini noétralize etmek i¢in diger maddelerden
elektronlar1 yakalamalarma neden olan eslesmemis bir elektrona sahiptirler. ilk saldirt
serbest radikalin notralize edilmesine neden olsa da, islemde bir baska serbest radikal
olusur ve bu da zincirleme bir reaksiyon olusmasima neden olur. Miiteakip serbest
radikaller devre dis1 birakilincaya kadar, ilk reaksiyonun saniyelerinde binlerce serbest
radikal reaksiyonu meydana gelebilir. Oksijen, genellikle serbest radikal veya reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan potansiyel olarak zarar veren molekiillerin bir
parcasi haline gelebilen yiiksek derecede reaktif bir atomdur.

O2'nin rediiksiyona ugradigr ardisik tek degerlikli islemde, siiperoksit (O»),
hidrojen peroksit (H,0,) ve asir1 reaktif hidroksi radikal (*OH) gibi bir¢ok reaktif ara
madde olusur. islem “Es.2.1” de gosterildigi sekilde temsil edilebilir:

0,5 05 5H0, = *OH = H,0 .1)

Hiicreye alinan O,'nin yaklasik %5'1, siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikalleri gibi ROS'a dontstiiriilir. Aerobik kosullar altindaki hiicreler, ROS'un
saldiristyla her zaman tehdit altinda olmasma ragmen, hiicrenin oldukca giiclii
antioksidan sistemleri sayesinde, etkisiz hale getirilir. SOD (Siiper Oksit Dismutaz),
GPx (Glutatyon Peroksidaz) GR (Glutatyon Rediiktaz), CAT (Catalaz), vb., gibi
antioksidan enzimler, askorbik asit, tokoferoller ve tokotrienoller, karotenoidler,
glutatyon ve lipoik asit gibi besin tiirevli antioksidanlar, ferritin, laktoferrin, albiimin, ve
seruloplazmin gibi metal baglayict proteinler ve c¢ok sayida bitki fenolikleri gibi

antioksidanlar, ROS u etkisiz hale getirmektedir (Shovan, 2017).
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2.6. Antioksidanlar

Okside edilebilir substratlarin konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda diistik
miktarlarda bile s6z konusu substratin oksidasyonunu geciktiren veya engelleyen
herhangi bir madde biyolojik antioksidan olarak tanimlanir (Halliwell, 2001). Bir
antioksidan, diger molekiillerin oksidasyonunu inhibe eden bir molekiildiir. Oksidasyon,
elektron kaybini veya bir artis1 iceren kimyasal bir reaksiyondur. Yiikseltgenme
reaksiyonlar1 serbest radikallere neden olabilir. Antioksidanlar serbest radikale
elektronlarin1 vererek kendilerini okside ederken, serbest radikali kararli hale getirerek
oksidasyon reaksiyonlarint inhibe eder (Shovan, 2017). Antioksidanlar, serbest
radikallerin saldirisina bagl patolojilere karsi organizmanin savunma mekanizmasindan
sorumludur, bu nedenle, bitki kaynakli antioksidanlarin alinmasi, kanser, Parkinson,
Alzheimer veya ateroskleroz gibi oksidatif stresin neden oldugu dejeneratif hastaliklarin
onlenmesinde rol oynar (Pisoschi ve Negulescu, 2012).

Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize etmek icin etkilesimli ve sinerjik olarak

calisan, endojen ve eksojen kokenli gesitli bilesenleri igerir (Percival, 1998).

Bu bilesenler sunlari icerir:

a. Endojen Antioksidanlar
- Bilirubin
- Tioller, 6rnegin, glutation, lipoik asit, N-asetil sistein
- NADPH ve NADH
- Ubiquinone (koenzim Q10)
- Urik asit
- Enzimler: Bakir/¢inko ve manganez bagimli siiperoksit dismutaz,
demir bagiml katalaz, Selenyum bagimli glutatyon peroksidaz

b. Diyet antioksidanlari
- C vitamini
- E vitamini
- Beta karoten ve diger karotenoidler ve oksikarotenoidler, 6rnegin, likopen ve

lutein

- Polifenoller, 6rnegin flavonoidler, flavonlar, flavonoller ve proantosiyanidinler



25

c. Metal baglayici proteinler
- Albumin (bakir)
- Seruloplazmin (bakir)
- Metallothionein (bakir)
- Ferritin (demir)
- Miyoglobin (demir)

- Transferrin (demir)

2.7. Serbest Radikal Toplayicilar Olarak Fenolikler

Fenolik bilesikler, sahip olduklar1 hidroksil gruplarinda igerdikleri bir hidrojen
atomunu veya bir elektronu bir serbest radikale baglama yetenegine sahiptir (Dai ve
Mumper, 2010). Bir hidrojen atomunun hizli bir sekilde radikallere (R): R ile
baglanmasiyla lipidlerin ve diger molekiillerin oksidasyonuna miidahale ederler (Es
2.2).

R+ POH — RH + PO- (2.2)

Fenoksi radikal ara iiriinler1 (PO), rezonansa bagli olarak nispeten stabildir ve bu
nedenle yeni bir zincir reaksiyonu kolaylikla baglatilmaz. Fenolik maddeler, benzen
halkasindaki ¢ift baglari nedeniyle rezonans 0zelligi kazanmaktadirlar. ROS’la
karsilastiklarinda, radikali kararli hale getirmek icin kendi elktronlarini verirler. radikal
stabil hale gecince bu kez kendileri kararsiz duruma diigebilirler. Ancak halkasal yapiya
sahip olduklar1 (benzen) ve bu yapinin i¢inde de ¢ift baglar1 oldugu i¢in tek kalan
elektronlarin1 benzen halkasi i¢inde dolastirarak kendilerini kararli hale getirirler.

Meyve ve sebze alimi ile kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser veya osteoporoz
gibi oksidatif stres ile iliskili hastaliklar arasindaki ters iliski, kismen fenoliklere
atfedilmistir (Dai ve Mumper, 2010). Cotelle (2001), Fenolik bilesiklerin antioksidan
0zelliginin asagidaki mekanizmalarla islerlik gdsterebilecegini belirtmistir:

(1) ROS / RNS gibi radikal tiirleri temizleyerek,
(2) baz1 enzimleri inhibe ederek veya serbest radikal iiretiminde rol oynayan metalleri
selatlayip ROS / RNS olusumunu baskilayarak;

(3) antioksidan savunmay arttirarak.
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2.8. HAT (Hidrojen Atom Transferi) ve ET (Elektron Transferi) yontemleri

Bitkilerin toplam antioksidan kapasitesinin (TAC; Total Antioxidant Capacity),
belirlenmesinde hidrojen atomu transferi (HAT) ve elektron transferi (ET)
reaksiyonlarina dayanan yontemler kullanilmaktadir (Huang ve ark.,2005). Oksijen
radikal absorbans kapasitesi (ORAC: Oxygen Radical Absorbans Capacity), Folin-
Ciocalteu antioksidan kapasite deneyi (F-C analizi veya toplam fenolik deneyi) ve ferrik
iyon azaltic1 antioksidan giic (FRAP) gibi ¢esitli antioksidan analizler, bitkilerden alinan
fenolik orneklerin antioksidan kapasitesinin nicellestirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir.

ET temelli deneylerde, antioksidanin (substratin) indirgeme giicli Olgiiliirken,
HAT temelli deneylerde ise antioksidanin (substratin) hidrojen verebilme giicii dlgiiliir.
ORAC gibi HAT temelli deneylerde substratin (antioksidanin), lipit peroksidasyonu
radikal zincirlerini hidrojen vererek kirma kapasitesi dl¢lilmektedir. Bu analizler, serbest
radikalleri hidrojen atomu vererek kararli hale getiren bir antioksidanin kapasitesini
Olcer. HAT-temelli analizlerin ¢ogunlugu, antioksidan ve substratin, azo bilesiklerinin
ayrismastyla termal olarak iiretilen peroksil radikalleri icin yaristigt bir rekabetci
reaksiyon semasini igerir (Huang ve ark., 2005). ET temelli yontemlerde kullanilan
proplar oksidan 6zellik tasimaktadir. Ortama eklenen bitkisel kaynakli antioksidanlar
proba elektron vererek, probda renk degisimine neden olur. Antioksidan kapasitesine
bagli olarak renk degismektedir. F-C ve FRAP testi, ET bazli analizlerdir. Bu deneyler,
azaltilarak renk degistiren bir oksidan probun azaltilmasinda bir antioksidanin
kapasitesini olger (Awika ve ark., 2003) Sonuglar ise Trolox esdegeri (TE) veya gallik
asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilir.

2.8.1. Orac (oxygen radical absorbans capacity; oksijen radikal absorbans

kapasitesi)

HAT-temelli analizlerin bir 6rnegi olarak ORAC testi (Cao ve ark., 1995), 2,2'-
azobis (2-amidinopropan) dihidrokloriiriin (AAPH) ayrigsmasiyla iiretilen peroksil

radikalleri i¢in 6rnek antioksidan ile rekabet etmek iizere bir biyolojik fliioresan prob
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(6rn., Fliioresin) kullanir. Oncelikle termal bozunmayla AAPH, peroksi radikallerine
dontigiir. Ortama eklenen fliioresanin peroksil radikaliyle reaksiyona girmesinin
ardindan Ol¢tim yapilir. Daha sonra antioksidan iceren bitki ekstreleri AAPH ve
flouresin igeren ortama eklendiginde bitkisel antioksidanlar peroksil radikallerine H"
vererek kararli hale gelmesini saglar. Boylece kararli hale gelen peroksil radikalinin
floresin proteinine baglanmasi engellenmis olur. Floresan yogunlugu, fizyolojik
kosullarda (pH 7.4, 37°C) her dakika 6lgiiliir ve floresan bozunmasinin kinetik bir egrisi
elde edilir. Boslugun AUC (AUC; Area Under the Curve) 'sinin veya numunenin
TAC'sinin (6rn., Trolox) ve numunenin TAC'sinin ¢ikarilmasiyla hesaplanan egri
altindaki net alan (AUC), standart bir egriye dayanan Trolox esdegeri olarak hesaplanir
(Huang ve ark., 2005). ORAC yonteminin biyolojik sistemlerde fenollerin antioksidan
aktivitesini diger yontemlerden daha iyi taklit ettigi diistiniilmektedir, ¢linkli biyolojik
olarak ilgili serbest radikalleri kullanir ve antioksidanlarin hem zaman hem de aktivite
derecesini entegre eder (Ou ve ark., 2002). Bununla birlikte, yontem genellikle pahali
ekipman kullanimini gerektirir ve genellikle zaman alic1 bir siiregtir. ORAC yontemi ile
peroksil radikallerine karsi hidrofilik ve lipofilik zincir kirma antioksidan giicii
dogrudan dlgiilebilmektedir (Wu ve ark., 2004). Bu yontemle, su ve lipitte ¢oziinebilir
maddeler ile reaksiyon verebilen ve biyolojik sistemlerde en fazla bulunan radikal olan
peroksil tarafindan olusturulan oksidasyonun, antioksidan tarafindan engellenmesi,

fliioresan yogunlugundaki azalma ile belirlenmektedir (Albayrak ve ark., 2010).

2.8.2. FRAP (ferric reducing ability of plasma; demir III iyonu indirgeyici

antioksidan giicii yontemi )

FRAP testi, pH 3.6 gibi asidik pH'da suda ¢oziinebilir antioksidanlarin ferrik
demirli rediiksiyon kapasitesini olger (Pulido ve ark., 2000). Ortamda diisiik miktarlarda
bulunan Fe(Ill) ve tripiridiltriazin (TPTZ) reaksiyona girerek [Fe(Ill)-TPTZ]
kompleksini olusturur. Bu kompleks daha sonra ortama eklenen antioksidanlarin
etkisiyle Fe(I)-tripiridiltriazin [Fe(II)-TPTZ] kompleksine indirgenmektedir. Sonucta
593 nm’de absorbans veren koyu mavi renkli Fe(Il)-TPTZ kompleksi olugmaktadir

(Okan ve ark., 2013). Bu deneyde, test ¢ozeltisinin sar1 rengi, antioksidan numunelerin
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indirgeme giicline bagli olarak cesitli yesil ve mavi tonlarma doniisiir. Bir bilesigin
indirgeme kapasitesi, potansiyel antioksidan aktivitesinin onemli bir gostergesi olarak
gorev yapabilir. Antioksidan numunelerdeki antioksidan maddeler gibi indirgeyicilerin
varhigi, Fe*'/ ferrisiyanit kompleksinin demir forma indirgenmesine neden olur. Fe** 'min
liganda baglanmasi ¢ok yogun lacivert bir renk olusturur. Renk degisimi durdugunda
reaksiyon tamamlanir. Renk degisiminin derecesi, antioksidan konsantrasyonuyla
orantilidir. Emilim azaltilan demir miktarini test etmek icin Olgiilebilir ve antioksidan

miktar1 ile korelasyon kurulur. Referans olarak Trolox (Pellegrini ve ark., 2003) veya

askorbik asit (Gil ve ark., 2003) kullanilir.
2.8.3.Folin-Ciocalteu (F-C ) ayiraci ile toplam fenolik analizi

F-C analizi, yaklasik 760 nm'de spektroskopik olarak belirlenen mavi bilesikleri
olusturmak icin alkalin ortamda fenolik bilesiklerden fosfomolibdik (H3PMo12040) ve
fosfotungstik (H3PW12040) asit komplekslerine elektronlarin aktarilmasina dayanir.
Singleton ve ark. (1999), tarafindan gelistirilen bu metodla antioksidanlarin toplam
fenol miktar 6l¢iilmektedir. Gallik asit, karsilastirma standardi olarak yaygin bir sekilde
kullanilir. Gallik asidin yerine ferrulik asit, vanilik asit, protokatesik asit, klorojenik ve
tannik asitler de kullanilmaktadir. Engelleyici etkiler, numune alkalin hale getirildikten
sonra F-C reaktifi ve/veya hava oksidasyonu ile rekabet eden oksidanlara bagli olabilir.
Bu nedenle F-C reaktifi alkali numuneden 6nce eklenir. Katki maddeleri, beklenmedik
fenollerden, aromatik aminlerden, yiiksek seker seviyelerinden veya orneklerde
askorbik asitten meydana gelir. Katki etkileri, alkali eklenmeden 6nce veya bilinen bir
enterferansin daha spesifik bir analizi ile 6lgiilebilir ve daha sonra F-C degerinden
cikarilabilir (Dai ve Mumper, 2010).

Kalibrasyon egrisi i¢in standart olarak gallik asit kullanilir. Toplam fenolik
icerigi mg gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilir. FCR deneyinde “Es 2.3 deki
hesaplamalar kullanilir:

C=(cxV)m (2.3)
C = GAE'de fenolik bilesiklerin toplam igerigi, mg/g bitki ekstresi;

¢ = Kalibrasyon egrisinden olusturulan gallik asit konsantrasyonu, mg/ml;
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V = ekstraktin hacmi, ml;
m = saf bitki metanolik ekstraktinin agirligi, g.

Dogan ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada, bazi tibbi bitkilerin a-tokoferol, B-
karoten, ferulik asit ve gallik asit gibi antioksidan icerikler ve toplam fenolik ve protein
iceriklerini sirasiyla Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ve UV-goriiniir
spektrofotometre ile belirlemislerdir. Bitki tiirlerine gore antioksidan, fenolik ve bitki
proteinlerinin igeriklerinin degistigi, en fazla a-tokoferol, P-karoten, ferulik asit ve
gallik asit icerigine sahip olan bitkilerin sirasiyla Rosmarinus officinalis L., Mentha
piperita L., Mentha piperita L. ve Equisetum hyemale L.oldugu sonucuna varmislardir.
Genel olarak, incelenen bitkiler arasinda en yiiksek antioksidan igerige sahip olan
bitkinin ise E. hyemale L.oldugunu bildirmislerdir.

Bouayed ve ark. (2007), iran 'm Hamadan bélgesinde halk hekimliginde
kullanilan 5 tibbi bitki olan Deve giilii (Malvaceae) ve Stachys lavandulifolium
(Lamiaceae)'un ¢igeklerini, Valeriana officinalis  (Valerianaceae)'in  koklerini,
Lavandula officinalis (Lamiaceae) ve Melissa officinalis (Lamiaceae)'in yapraklarini
total fenolik ve total flavonoid agisindan incelemislerdir. Bu ¢alismada, ayni1 cografik
orjinli ve aym dogal sartlarda biiyliyen ancak farkli familyalara ait bitkilerin farkl
organlar1  kullanilarak fenolik igerikleri, dolayisiyla antioksidan kapasiteleri
incelenmistir. Fenolik bilesiklerin miktariyla antioksidan aktivite arasinda onemli bir
iliski oldugu, antioksidan kapasite ve flavonoid igerigin kullanilan farkl: bitki parcalari
arasinda biiytik farkliliklar gosterdigi belirlenmistir.

Razavi ve arkadaslar1 (2011), yaptiklar1 calismada Iran'da tibbi bitki olarak
kullanilan Malva sylvestris L. (Malvaceae) bitki ekstraktinin biyoaktivitelerini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda, bitkinin kurutulmus olan ¢i¢ek ve yapraklarini n-
hexane, dichloromethane ve methanol ile muamele ettikten sonra c¢esitli metodlar
kullanarak bitki ekstraktinin antimikrobiyal, sitotoksik ve fitotoksik etkilerini
arastirmiglardir. Metanolla ekstre edilen M.sylvestris yaprak ve ¢iceklerinin bir bitki
patojeni olan Erwinia carotovora'ya ve Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Entrococcus faecalis gibi insan patojeni bakteri strainlerine karsi giiclii
antimikrobiyal etkiler gosterdigini tespit etmislerdir. Sonug olarak, Malva sylvestris'in

antiseptik, kemopreventif ya da kemoterOpatik bir ajan olarak kullanilabilecegini
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belirtmislerdir.

Veshkurova ve ark. (2006), Malva sylvestris (Malvaceae) bitkisinden bir
fitoaleksin olan malvon A (2-methyl-3-methoxy-5,6-dihydroxy-1,4-naphthoquinone)'y1
izole ederek, MS ve NMR spektroskopi ve X-Isin1 kristalografik analizi ile yapisini
incelemislerdir. Malva sylvestris't se¢melerinin nedenini de bir bitki patojeni olan
Verticillium dahliae kars1 tiretmis oldugu fitoaleksin malvon A ile direng gostermesi
olarak aciklamislardir.

Dudonné ve ark. (2009), 30 bitkinin sulu ekstrelerini, oksijen radikal silipiirme
kapasitesi (ORAC) deneyi, ferrik indirgeyici antioksidan potansiyeli (FRAP)
deneylerinin de i¢inde oldugu bir dizi deneyle antioksidan Ozellikleri agisindan ve
Folin-Ciocalteu yontemiyle de toplam fenolik acisindan degerlendirmislerdir.
Antioksidan ozellikler ve toplam fenolik igerik, secilen bitkilerde 6nemli Olgiide
farklilik gostermistir. Mese (Quercus robur), ¢am (Pinus maritima) ve tar¢in
(Cinnamomum zeylanicum) sulu ekstrelerinin, kullanilan yontemlerin ¢ogunda en
yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve bu nedenle potansiyel olarak dogal
antioksidan kaynaklar1 olabilecegi belirtilmistir. Antioksidan kapasite ile toplam fenolik
igerik arasinda anlamli bir iligki oldugunu tespit etmislerdir.

Zakizadeh ve ark. (2011), Alcea hyrcana Grossh (Malvacea)'un yaprak, cicek ve
tohumlarmin metalonik ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini arastirmiglardir. Bu
calismada total fenolik ve total flavonid igerikleri de ayrica belirlenmistir. Yapilan
deneyler sonucunda, yaprak ve tohum ekstelerinin diger ekstrelere gore en yiiksek
antioksidan giice sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica tohum ekstrelerinin 6nemli
Olciide yiiksek fenol (68.9 +/-3.7 mg gallik asit esdegeri/g ekstrakt) igerdigi, yapraklarin
ise diger kisimlara gore daha fazla flavonoid (28.3+/-2.6 mg quersetin esdegeri/g ekstre)

icerdigi goriilmiistiir.
2.9. Doku Kiiltiirii Yoluyla Sekonder Metabolit Uretimi
Modern kentlesmeyle birlikte artan ¢evre kirliligi, bitkilerin yasam alanlarinin

kisitlanmasina, artan pazar ihtiyacinin karsilanamaz hale gelmesine ve nesillerinin

tilkkenme tehlikesine neden olmustur. Tibbi bitkiler giin gectikge daha fazla herbisit,
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insektisit ve agir metal kontaminasyonunu yan etki olarak insan ve hayvanlara
tagimaktadir. T1bbi bitkisel materyalden sekonder metabolitlerin uygun bir sekilde doku
kiiltiirleri yardimiyla tiretiminin arastirilmasi, tiim diinyada ila¢ endiistrisinin gelisimi
icin gittikge onemli hale gelmistir (Tiwari, 2015). Mikroorganizmalardan elde edilenden
dort kat daha fazla farmasotik ve pigment dahil bir¢ok madde bitkiler tarafindan
tiretilmektedir. Bu kimyasallarin bir kismmin kimyasal olarak sentezlenmesi veya
genetik miithendisligi yoluyla mikroorganizmalarin iirettigi miktarlar1 tiretmek oldukga
zordur. Bitki hiicre kiiltiirli ¢evresel, ekolojik veya iklimsel sartlarla siirli degildir ve
bu nedenle hiicreler, kiiltiire alinan bitkilere gore daha yiiksek biliylime hizlarinda
cogalabilirler (Zhong, 2001).

Sekonder metabolitlerin bitkilerden dogrudan elde edilmeye calisilmasi bir dizi
sorunu da beraberinde getirmektedir. Ozellikle bitkilerin dogal ortamlarindan
toplanmalarinin  maliyetli ve giic olmasi, soylarinin giderek azalmasi, sekonder
metabolit kalite ve miktarinin mevsime gore degismesi, fitokimyasal maddelerin belirli
gelisim evrelerinde oldukg¢a az iiretilmesi, hedef bitkinin kiiltiire alinma zorluklari,
istenilen sekonder metabolit liretimi i¢in oldukc¢a genis ekilebilir tarim arazilerine
gerksinim duyulmasi, bunlardan bazilaridir. Bu gibi zorluklardan 6tiirii kisitli olan
tiretim, sekonder metabolitlere olan ilgiden kaynaklanan tiiketici taleplerini
karsilayamamaktadir. Bitki etken maddelerinin eczacilik, kimya, kozmetik, boya ve gida
alanlarindaki talepleri yeteri miktarda karsilayabilmesi i¢in klasik tarim yontemlerinin
yetersizligi beraberinde doku kiiltiirleri yoluyla sekonder metabolit iiretim ve arttirimi
tizerindeki ¢aligmalara da kap1 aralamistir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015).

Aktif sekonder metabolitleri iiretmek icin alternatif bir secenek olarak, tibbi
bitkilerin hiicre ve doku kiiltiirline alinmasinin belirgin avantajlar1 vardir:

1. Kiiltiir sistemi, tiriin yetistirmek icin kullanilabilecek ¢ok fazla alana ihtiyag duymaz;
2. Sistem, mevsim ile smirl degildir. Faydal bilesikler iklimsel degisikliklerden veya
toprak kosullarindan bagimsiz olarak kontrollii kosullar altinda iiretilebilir

3. Sekonder metabolizma, hedef bilesiklerin {iretimini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in
diizenlenebilir.

4. Sistemin bakimi sirasinda higbir herbisit ve bocek ilact kullanilmadigi i¢in insan

saglhigina zararh bir etki gostermeyecektir. Bu nedenle de doku kiiltiiriinii ¢evre dostu
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olarak tanimlayabiliriz.

5. Sistem kurulduktan sonra, yararli bilesiklerin icerigi, kalite kontroliinii
kolaylastiracak sekilde farkli alanlardan toplanan bitkilerden daha kararli olacaktir
(Twari, 2015).

Bir bitkinin metabolizmasini, biiyiimesini veya gelismesini etkileyen veya
engelleyen herhangi bir olumsuz durum veya madde stres olarak kabul edilmelidir
(Lichtenthaler, 1995). Sekonder metabolit biyosentezini etkileyen faktorlerden birisi de
cevresel stresdir. Ancak hedef sekonder metabolit hiicre i¢inde oldugu i¢in elde edilmesi
oldukca zordur. Bitki doku kiiltiirlerinde sekonder metabolitlerin siirekli iiretimini
saglamak icin sekonder metabolit aktivitesini indiiklemek yeterli degildir. Hiicre ici
sekonder metabolitlerin ayn1 anda hiicrelerden geri kazanilmasi gerekir. Bu nedenle,
pratikte, sekonder metabolit biyosentezini indiikleyen stres faktorleri ideal olarak hiicre
i¢i liriin geri kazanimini da gelistirmelidir (Giiven ve Knorr, 2011).

Doku kiiltiiriine alinan bitkiler normal sartlarda iiretmedikleri kimyasallar
tiretebilirler. Bunun nedenlerinden biri olarak Fowler (1982), bitki hiicrelerinin normal
islevleri i¢in gerekli DNA miktarindan ¢ok daha fazlasimi igerdigini ve bu fazla
DNA’nin sadece “yapisal” islev goren gen ve gen gruplarimi tagiyarak normalde ana
bitkide bulunmayan enzimleri kodlayabilecegini 6ne siirmiistiir. Doku kiiltiiriine alinan
bitkilerde {iretilebilen bu enzimlerin katalizleyecegi biyosentetik yollar da yeni
metabolitlerin sentezlenmesine yol acabilir. S6kmen (2001) ise, doku kiiltiirii ortaminda
bulunan farklilagmamis ve organize olmamis bazi hiicrelerin, ana hiicreyle ayni
genotipte olmalarina ragmen ana bitkiden farkli fenotipe sahip olabilecegini
belirtmektedir. Kiiltiir besi ortaminin bilesenlerinden herhangi biri veya daha fazlasinin
herhangi bir sekonder metabolitin biyosentez yolunu baskilayarak onciil maddenin bir
baska yola kaymasina ve yeni biyosentetik iirlinlerin iiretilmesine neden olacagini
belirtmektedir. Picralima nitida da normal sartlarda bulunmayan ancak doku kiiltiiriinde
elde edilen merkezi sinir sistemi aktivatorii perisin, Morinda citrofolia’ dan elde edilen
lusidin ve Linum flavum’un kiiltiire alinmasiyla elde edilen sitotoksik lignan ve B-
peltatin, ana bitki tarafindan normal sartlarda iiretilmeyen ancak kiiltiir ortaminda
varlig1 tespit edilen metabolitlere 6rnek olarak gosterilebilir (S6kmen, 2001).

Literatiir incelendiginde bugiine dek tibbi bitkilerden faydalanmak icin kallus
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kiiltiirii, hiicre siispansiyonu kiiltiirii, tiiylii kok kiltlirii ve adventif kok kiiltiirti gibi ¢cok
sayida kiiltiir ortamlar1 kullanildig1 gorilmiistiir. Tibbi bitkiler arasinda, nesli
tiikenmekte olan tiirler ve pozitif anti-kanser, ndrolojik koruma, anti-sitma ve anti-
oksidatif aktiviteleri olan bitkiler daha fazla dikkat ¢ekmistir. Doku kiiltiirlerinde
sekonder metabolitlerin arttirilmasi i¢in ¢esitli stratejiler gelistirilmistir:

1. Biyosentez yolunda yer alan anahtar gen(ler)i asir1 ifade etmek;

2. Biyosentezleyici hedef bilesiklerin rekabetc¢i dallarinin bloke edilmesi;

3. Bozunma yollarinin bloke edilmesi veya hedef bilesiklerin taginmasinin arttirilmas;

4. Bitkilerin reproduktiv gelisimini engelleyip vejetatif gelisimini arttirarak hedef
bilesigin biyokiitlesinin arttirilmas.

5. Anahtar genleri tasiyan mikroorganizmalar yardimiyla hedef bilesikler veya énemli
ara Uriinlerin iiretilmesi.

6. Bitkilere stres uygulayarak sekonder bilesiklerin arttirilmasi, bunlardan bazilaridir.

7. Bitkiye biyotik ve abiyotik elisatdrlerin ugulanmasi.

T1bbi bilesiklerin tiretimi i¢in hiicre kiiltiirleri alanindaki ilerlemeler, alkaloidler,
terpenoidler, steroidler, saponinler, fenolikler, flavanoidler ve amino asitler gibi ¢ok
cesitli farmakolojik {iriinlerin {iretimini miimkiin kilmistir. Bu degerli farmasétiklerin
bazilarin1 nispeten biiylik miktarlarda hiicre kiiltiirleri ile liretmeye yonelik basarili
caligmalar yapilmistir (Cizelge 2.5). Bitki hiicre kiiltiirii sistemleri, kimyasal sentez ile
iretilemeyen, potansiyel yenilenebilir Onemli bilesikler, tatlar, kokular ve
renklendiricilerin kaynagidir (Vanishree ve ark., 2004).

Taxus agacinin kabugunda bulunan karmasik bir diterpen alkaloid olan taksol
(paklitaksel), mikro tiibiiler hiicre sistemi {lizerindeki benzersiz etki sekli nedeniyle
bilinen en umut verici antikanser ajanlarindan biridir (Vanisree ve ark.,2004).
Giliniimiizde, taksonlarin yiiksek ticari degeri, Taxus agacinin nadir ve pahali olmasi
nedeniyle, cesitli Taxus tilirleri tarafindan kiiltiirlerde taksol {liretimi yapilmaktadir.. Bu
kiiltiirlerde taksol tiretimini arttirmak icin kiiltiir ortamina farkli amino asitler eklenmis
ve T. cuspidata kiiltiirlerinde fenilalaninin maksimum taksol iiretimine yardimci oldugu
bulunmustur (Fett-Neto ve ark., 1994). Yukimune ve ark., (1996), ise biyotik ve

abiyotik faktorlerin doku kiiltiiriinde taksol tiretimi ve birikimini arastirmistir.



34

Cizelge 2. 6. Bitki Doku Kiiltiirli yoluyla iiretilen bazi bitki sekonder metabolitleri ve
yetistirildikleri kiiltiir ortam1 6zellikleri. Vanisree ve ark.’ndan (2004)

alintilanmistir
Bitki adi Etken madde Yetistirilen doku i tipi Referans
kiiltiirii ortam
Anchusa Rosmarinic acid B5+2.4-D (1.0 Suspension De-Eknamkul ve
officinalis mg/1), Kinetin Ellis, 1985
(0.1 mg/1)
Capsicum Capsaicin MS +24-D (2 Suspension Johnson et al.,
annuum L. mg/1), Kinetin 1990
(0.5 mg/l),
Sucrose (3%)
Citrus sp. Naringin, Limonin MS +2.4-D (0.66  Callus Barthe et al.,
mg/l), 1987 Coconut
Kin.(1.32mg/1) milk (100 ml
Eucalyptus Steroller ve MS+2.4-D(2 Callus Venkateswara et
tereticornis SM.  Fenolik bilesikler mg/l) al., 1986
Ginkgo biloba Ginkgolide A MS +NAA (1 Suspension Carrier et al.,
mg/1), Kinetin 1991
(0.1 mg/1),
Sucrose (3%)
Papaver Alkaloids MS (glisinsiz) + Callus Furuya et al.,
somniferum L. Kinetin (0.1 1972
mg/1)
Taxus spp. Taxol B5 medium + Suspension Wu et al., 2001

2.4-D (0.2 mg/),

BA (0.5 mg/),

Casein

hydrolysate (200

mg/l),  Sucrose
3%)

Kisaltmalar: BS = Gamborg’s (1968) medium; BA = 6-Benzyladenine; 2.4-D = 2.4-dichlorophenoxyacetic acid; GA3
= Gibberellic acid; IAA = Indole-3-acetic acid; IBA = Indole-3- butyric acid; 2iP = N6-[2-isopentenyl]-adenine; LS =
Linsmaier and Skoogs (1965) medium; MS = Murashige and Skoog (1962) medium; NAA = Napthaleneacetic acid.
Ayni sekilde Papaver somniferum’dan elde edilen Latex, analjezik etkiye sahip
morfin ve kodeinin ticari bir kaynagidir. P. somniferum'un kallus ve siispansiyon
kiiltiirleri, bu bilesiklerin iretimi i¢in alternatif bir ara¢ olarak aragtirilmistir.
Morfolojik olarak farklilasmamis kiiltiirlerde morfin ve kodeinin iiretilmeye
baslanmustir (Siah and Doran 1991). Ilag¢ endiistrisi igin son derece énemli bir sekonder
metabolit olan diosgenin, steroidal ilaglarin kimyasal sentezi i¢in bir onciidiir. 1983'te
Tal ve ark. Dioscorea deltoidea hiicre kiiltiirlerinde karbon ve nitrojen diizeylerinin tek
bir hiicre hattinda biiyiik 6l¢iide diosgenin birikimini etkiledigini bildirmistir.
L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA), yiiksek bitkilerde betain ve melaninin bir

onciisii olan onemli bir ikincil metabolizma aracidir. Ayni zamanda, hayvanlarda



35

katekolaminlerin bir dnciisiidiir ve beyindeki dopamin eksikligi ile iliskili ilerleyici bir
sakatlik bozuklugu olan Parkinson hastalig1 i¢in giiclii bir ila¢ olarak kullanilmaktadir.
Bu tedavinin yaygin olarak uygulanmasi, ekonomik fiyat seviyesinde biiyiik miktarlarda
L-DOPA i¢in bir talep olusturarak zenginlestirilmis iiretim i¢in alternatif bir ara¢ olarak
hiicre kiiltiirlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Brain (1976), Mucuna pruriense
kallus dokusunun, nispeten yiiksek 2.4-D konsantrasyonlari igceren ortamda 25 mg/l
DOPA biriktirdigini bildirmistir. Teramoto ve Komamine (1988), Mucuna hassjoo,
Pruriense ve M. deeringiana'nmin kallus kiltlirii olusturarak ve kiiltiir kosullarini
optimize etmistir. En yiiksek DOPA konsantrasyonu, M. hassjoo hiicreleri, 0.025 mg/I
2.4 -D ve 10 mg/1 kinetin ile MS ortaminda yetistirildiginde elde edilmistir.

Giri ve ark., (2012) nadir bir Himalaya sifali orkidesi olan Habenaria
edgeworthii nin kallus siispansiyon kiiltiirlerinden fenolik bilesiklerin {iretimi i¢in doku
kiiltlirii galismalar1 yapmislardir. Tohumlar 1 mM-naftalenilsetik asit (NAA) ile takviye
edilmis 2 MS ortami iizerinde kiiltiire alindiginda sekiz hafta i¢inde, kirillgan ve acik
sart renkli kallus olusumu gozlemiglerdir toplam fenolik muhtevasi, BA {iizerinde
biiyiitiilen kallusta 10.33 ve 14.30 mg gallik asit esdegeri arasinda degistigi
kaydedilmistir. Antioksidan aktivite, iic in vitro deneyle Olclilerek (ABTS, DPPH,
FRAP), 3.0uM BA iceren ortamda biiyiitilen kallusta maksimum aktivite
gozlemlenmistir. HPLC analizi ile, dogal ortaminda yetisen orkide ile
karsilastirlldiginda kiiltiir ortaminda yetistirilende yiiksek gallik asit tespit edilmistir.

North ve ark. (2012), Strelitzia reginae bitkisinin, doku kiiltiirline alinan
orneklerinde bitki biiylime diizenleyicilerinin, antioksidan uygulamalarinin (askorbik
asit ve aktif komiir) ve doku yaralanmalarinin toplam fenolik igerik iizerine etkilerini
arastirmiglardir. Sonuglar, ¢esitli 1-naftalen asetik asit (NAA) ve 6-benzilaminopurin
(BAP) konsantrasyonlarinin fenolik iiretimini 6nemli 6l¢iide etkiledigini gostermistir.
En yiiksek bitki biliylime diizenleyici konsantrasyonunu igeren ortam (yani, 0.5 mg/l
NAA ve 6 mg/l BAP), kontrol ortamina gore en yiiksek fenol igerigiyle sonuglanmaistir.
Aktif komiiriin (AC), askorbik asit (AA) ile karsilastirildiginda, ortamin toplam fenol
icerigini %53 oraninda azaltirken, eksplantlarin yaralanmasinin fenolik miktarini 6nemli
Olciide arttirdigr tespit edilmistir.

Madhavi ve ark. (1998), Vaccinium myrtillus meyvelerinden ve hiicre
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kiiltiirlerinden biyoaktif bilesenlerin izolasyonunu incelemislerdir. Ekstre edilen kallus
kiiltiirleri ve meyve fraksiyonlarmin analizleri sonucu bazi flavonoidleri
belirlemislerdir. Kallus'ta antosiyanin birikimi meyveden daha diisiik bulunmustur. Hem
kallus hem de dogal otaminda yetisen meyve ekstrelerinde proantosiyanidinler
birikmesine ragmen meyvedekinin kallusdan ytliksek oldugu tespit edilmistir.

Dias ve ark. (1998) Hypericum perforatum var. angus tifolium kallusundan
luteolin-5,3'-dimetil eter, luteolin-5-glukozit ve luteolin-3'-glukozit ile birlikte dogal
olarak olusan yeni bir bilesik 6-C-prenil luteolin tespit etmislerdir. Kallusun toplam
flavonoid igerigi, yabani biiyiliyen H. perforatum bitkilerinin i¢eriginden ¢ok daha diisiik
olarak bulunmustur.

Bitki sekonder metabolitlerini doku kiiltiirii yoluyla arttirmanin bir baska yolu da
elisator kullanimidir. Elisatorler hedef canli organizmanin savunma sistemini aktif hale
getirebilecek c¢esitli kaynaklardan kimyasallar veya biyo-faktorlerdir. Elisatorler
bitkilerde veya hiicre kiiltlirlerinde savunma reaksiyonuna neden olarak sekonder
metabolit birikimini tetiklerler. Elisatorler, plasma membraninin i¢ ve dis yiizeyinde
bulunan reseptorler tarafindan taninabilirler. Aktive olan reseptorler ise sirasiyla iyon
kanallarimi, GTP-bagl proteinleri ve protein kinazlar gibi efektorlerini aktive ederler.
Aktive efektorler ise elisator sinyallerini genlere tasiyarak sekonder metabolitlerin
biyosentezini saglayacak olan sinyal molekiillerinin (salisilik asit, jasmonik asit, nitrik
oksit v.b) sentezine Onciiliik ederler (Wang ve ark., 2017).

Kiiltiir ortamindaki kimyasallarin kompozisyonu, hem yogun bir sekilde
biyokiitle artigin1 saglamak hem de istenilen metabolitlerin birikmesi amaci ile optimize
edilmelidir. Oksin ve sitokoninler biyosentetik yollarin uygun bir sekilde tesvik edilmesi
amaciyla oldukca onemlidir. Sekonder metabolit birikimi, besin ortammin bilesimi,
inorganik azot ve fosfatin konsantrasyonu, karbon kaynagi, bitki biiyiime
diizenleyicileri ve bu degisikliklerin yapildig1 kiiltiiriin biiyiime asamasi degistirilerek
arttirilip azaltilabilir (Collin, 2001). Bitki doku kiiltiirlerinde sekonder metabolitler
genellikle biiylimenin yavasladig1 ve fazla karbonhidrat ve azotun sekonder metabolik
yoluna yonlendirildigi biiyiime siklusunun son evresinde birikirler.

Cilt problemleri i¢in 6zel olarak kullanilan bir ila¢ olan ve Coleus blumei’den

elde edilen Rosmarinik asit, 6zellikle bu konudaki ¢aligmalara konu olmus bir sekonder
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metabolittir. Petersen ve ark. (1995), Coleus blumei (kolyoz) bitkisinin iirettigi
rosmarinik asidi doku kiiltiirlinde arttirmak i¢in yaptiklar1 ¢alismada doku kiiltiiriindeki
konsantrasyonunu, biliylime fazinin sonunda kiiltiiriin % 20'lik bir kuru agirligina kadar
yiikseltebilmistir. Ortama artan miktarlarda eklenen siikrozun Rosmarinik asit miktarini
arttirdig1 tespit edilmistir. Ayrica ortamda fosfat veya nitrat gibi bir mikro besin
elementinin azalmasinin da fenolik bilesiklerin daha hizli sentezine neden oldugu
sonucuna varmislardir.

Doku kiiltiirii yoluyla sekonder metabolit arttiriminin bir baska yolu da
metabolik yolda gorevli enzimlerin aktivasyonunun arttirilmasidir.  Fenolik
metabolizmasinda bilesiklerin sentez ve oksidasyonunda gorevli bir dizi enzim rol
oynar. Fenoliklerin biyosentezinde anahtar rol oynayarak oOzellikle transsinnamat
tiretimi i¢in L-fenilalanin deaminasyonunu katalizleyen PAL( fenilalanin amonyum
liyaz) bir dizi faktorden etkilenmektedir. Ayrica fenolikler dikuinonlara peroksidaz(
POD) ve polifenol oksidaz (PPO) yardimiyla doniismektedirler. Bir¢cok caligmada
biyotik ve abiyotik stresin bu enzimlerin miktarinda artisa neden oldugu belirlenmistir
(Kwak ve ark. 1996; Ruiz ve ark., 2003). Bitkiler icin énemli bir besin olan Ca™, tohum
formasyonu, polar biiyiime, gaz degisim regililasyonu, sekresyon, hareket, 151k ve
hormon bagimli biiylime ve gelisme gibi dnemli olaylarda rol oynar. Ayrica bitkiler i¢in
hayati 6nemli olan nitrojen metabolizmasinda da islev goriir (Hepler ve Wayne 1985).

Ruiz J.M. ve arkadaslar1 2003 yilinda, kalsiyumun farkli uygulama oranlarinin,
strese karst birgok direng yanitinda temel rol oynayan, fenol metabolizmasinin
metabolik siirecini nasil etkileyebilecegini belirlemek icin bir calisma yapmislardir.
Titlin bitkilerinin yetistirildigi besin ¢ozeltisine artan miktarlarda kalsiyum ekleyerek,
yapraklardaki fenolik bilesiklerin ve fenolik metabolik yolunda islev yapan fenilalanin
amonyum-liyaz  (PAL), polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz (POD)
konsantrasyonunu 6l¢miiglerdir. Buna gore kalsiyumun, fenolik metabolizmasinda yer
alan enzimlerin aktiviteleri iizerinde olumlu bir etki yaptigini, ancak uygulamis
olduklar yiiksek dozda kalsiyumun (5 mM), fenolik bilesiklerin sentezinden daha fazla
oksidasyonunu tesvik ettigini ve bdylece fenoliklerin daha diisiik konsantrasyonda
Olciildiigiinii belirlemislerdir.

Elisatorlerin kombine kullanimi, bitki hiicresi, doku ve organ kiiltiirlerinde
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ikincil metabolitlerin (SM) {iretimini arttirmanin etkili bir yolu olabilir. Sarmadi ve ark.
(2018) yaptiklar1 calismada, bir Taxus baccata kallus kiiltiiriinde salisilik asit (SA) 6n-
muamelesinin ve farkli glukoz diizeylerinin biiylime, biyokimyasal 6zellikler ve taksol
iretimi tlizerindeki etkilerini arastirmislardir. Bu amagla SA (5uM) ile muamele edilmis
i¢ aylik kalluslar farkli konsantrasyonlarda glikozla giiglendirilmis B5 ortaminda
kiiltiire alindiktan sonra sadece glukoz ile desteklenmis B5 ortaminda yetistirilen
kalluslarla karsilagtirnlmigtir. 21. giinde hasat edilen kalluslarda daha yiiksek glukoz
konsantrasyonlarina gegildikce yas agirlik (g), kuru agirlik (g) ve hiicre canliligr (%)
acisindan onemli Ol¢lide azalma dikkat ¢ekmistir. Glikoz miktarindaki artig, hidrojen
peroksit (H,O,) igerigini arttirarak oksidatif strese neden olmustur. SA ile 6n-muamele
edilmis orneklerde diisiik H,O, igerigi ve oksidatif stres, artan bir antioksidan enzim
aktivitesi ile iligskilendirilmistir. Kontrolle karsilastirildiginda artan miktarda glikoz
uygulanan kalluslarda daha az membran hasar1 ve gelismis biliyiime ve hiicre canliligi ile
sonuglanmistir. SA 6n uygulamasinin glukoz uygulanan &rneklerde fenilalanin
amonyum liyaz (PAL) ve polifenol oxidaz (PPO) aktivitesini diisiirerek fenolik
bilesiklerin liretim ve oksidasyonunu diisiirdiigli tespit edilmistir. SA 6n uygulamasina
tabi tutulduktan sonra % 2 glukoz iceren ortamda kiiltiire alinan kalluslarda, kontrolle
karsilagtirildiginda taksoliin (5.1 kat) artis gosterdigi tespit edilmistir. Bu nedenle SA ve
glukoz uygulamasmin 7. baccata kallus kiiltiiriinde taksol {iretiminde 6nemli bir etkiye
sahip oldugu belirtilmistir.

Bitkisel in vitro kiiltiirlerde farmasotik fitokimyasallarin birikimini arttirabilecek
uygun maliyetli stratejilerin arastirilmast i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir. lk kez, Jiao
ve ark. (2018), Isatis tinctoria L. tiyli kok kiiltiirlerini, farmakolojik olarak aktif
flavonoidlerin tiretimini tegvik etmek amaciyla ultraviyole radyasyona (ultraviyole-A,
ultraviyole-B ve ultraviyole-C) maruz birakmuslardir. Sonuglar, 108kJ/m? dozda UV-B
radyasyonuna maruz birakilan /. tinctoria tiyli kok kiiltiirlerinde maksimum flavonoid
birikiminin, kontroldekine kiyasla 16.51 kat arttigin1 gostermistir. Ek olarak,
uygulamaya tabi tutulan /. tinctoria tiiylii kok kiiltiirlerinde antioksidan aktivite artis1 ve
hiicre duvarinin giiclenmesi ultraviyole-B radyasyonunun aracilik ettigi oksidatif strese
kars1 olumlu geri besleme tepkileri olarak yorumlanmaistir.

Golkar ve Taghizadeh (2018), antioksidan bilesikler agisindan zengin bir tibbi
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bitki olan Carthamus tinctorius L. (aspir) bitkisiyle bir calisma yapmisdir. Aspirlerde
tuzluluk stresine uyumun biyokimyasal mekanizmalarinin hiicresel diizeyde daha iyi
anlasilmas1 amaciyla, dort farkli genotipin aspir kiltiirii kullanilarak tuzluluk stresi
altindaki biyokimyasal igerigi(iyonik igerik, prolin ve glisin betain), toplam fenolik
madde icerigi (TPC), toplam flavonoid igerigi (TFD), antioksidan yanitlari, lipit
peroksidasyonu degerlendirilmistir. Hipokotillerden elde edilen kalluslar, farkli sodyum
kloriir konsantrasyonlarinda in vitro tuz stresine maruz birakilmistir. NaCl
konsantrasyonu arttik¢a K™ ve karotenoid rezervlerinde bir azalma egilimi gozlenirken,
Na® icerigi, prolin, MDA, TPC, TFD ve DPPH aktivitesinde de ayni kosullar altinda
artis egilimi gozlenmistir. Antioksidan aktivite ve toplam fenolik igerikleri arasinda
pozitif ve anlamli korelasyonlar, fenoliklerin aspirin hiicresel diizeyde potansiyel

antioksidan aktivitesine katkida bulundugunu gostermektedir.

2.10. Minerallerin Bitkilerdeki Etkileri

Bitkisel materyaller gelismis ve gelismekte olan iilkelerde ilag endiistrisi i¢in
regetesiz satilan ilag triinleri ve hammaddeler olarak kullanilmakta ve kiiresel ilag
pazarinin onemli bir boliimiinii temsil etmektedir. Diinya saglik orgiitiine gore, diinya
niifusunun yaklasik % 80'1 bitki bazli ilaglar kullanmaktadir (WHO, 1998). Genellilkle
ciddi yan etkilere sahip olmayan bitkilerin terapdtik aktivitesi, igerigindeki yaglar,
proteinler, sekonder metabolitler, mineral ve vitaminler gibi biyolojik olarak aktif
organik bilesikler ile iligkilidir. Elementlerin topraktan insana aktarildig: bir kanal islevi
goren bitkilerin igerdigi temel elementler, topragin jeokimyasal yapisindan, toprak
icerigindeki giibreden, bitki koruyucu maddelerinden, bitkilerin toprak muhtevasiyla
olan iligkilerine gore degisen bazi elementleri se¢cme yeteneklerinden etkilenir
(Pytlakowska ve ark., 2012). Tibbi bitkilerin mineral igeriklerinin belirlenmesi, besin
icerikleri ve farmakolojik fonksiyonlarini dikkate alarak, tedavi amagli kullanilmak
tizere Onerilen bitki dozlarinin tanimlanmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Queralt ve
ark., 2005). T1ibbi bitkiler, teropatik 6zelliklerinin yanisira ayn1 zamanda hem insanlara
hem de hayvanlara potansiyel bir metal toksisitesi kaynagi olarak (Dwivedi, 2002)

bildirilmistir. Dokularinda yiiksek miktarda agir metal iceren bitkiler, kontamine
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topraklarin fitoremidasyonu i¢in énemli birer monitor olarak diisliniilmektedir (Gisbert
ve ark., 2006). Bu nedenle, diinya saglik orgiitii, bitkisel ilaclar i¢in hammaddeleri
olusturan tibbi bitkilerin, agir metallerin varligt i¢in kontrol edilmesini 6nermektedir
(FAO/WHO 1984). Daha once Deve giilii bitkisinin mineral igeriginin belirlendigi bir
calisma yapilmamustir.

Annan ve ark. 2013 yilinda farkli cografik bdlgelerden toplanan tibbi bitkilerin
agir metal iceriklerini karsilagtirmiglardir. Bolgenin bitkinin mineral igerigi lizerindeki
etkisini belirlemek i¢in 5 farkli cografi konumdan 6rneklenen 10 tibbi bitkide kursun,
arsenik, civa, kadmiyum ve aliiminyum olmak iizere toplam 5 mineral seviyesi
degerlendirilmistir. Atomik absorbsiyon cihaziyla yapilan 6l¢timler sonucunda bulgular,
farkli ortamlarda yetisen tibbi bitki tiirlerinin farkli seviyelerde agir metaller
biriktirdigini gostermistir. Agir metallerin seviyeleri ayn1 yerden toplanan farkli bitkiler
icin de degismistir.

Enzimler gibi viicudun onemli bilesenleri kimyasal elementlerle yakindan
iliskilidir. Elementler, 6zellikle esansiyel eser elementler, guatrda iyot, anemide demir
gibi mineraller hastaliklarla miicadele etmede kiiratif ve &nleyici rol oynarlar. Insan
deneklerinde eser elementlerin eksikligi ¢ogu pratik diyet kosullarinda ortaya cikabilir.
Artik tedavi edilemez olarak kabul edilen birgok hastalik, bu elementlerin
dengesizliginin insan viicudunda dengelenmesiyle tedavi edilebilir (Shirin ve ark.,
2010). Antioksidan enzimler, bakir, ¢inko, manganez ve demir gibi kofaktdrlerin
varliginda ¢ok asamali bir islemde tehlikeli oksidatif iiriinleri hidrojen peroksit (H0,)
ve sonra suya doniistiiriir (Nimse ve ark., 2015). Tibbi bitkilerin mineral igeriklerinin
belirlenmesi, besin icerikleri ve farmakolojik fonksiyonlarim1 dikkate alarak, tedavi
amcli kullanilmak tizere Onerilen bitki dozlarinin tanimlanmasi ag¢isindan oldukc¢a
Oonemlidir.

Mineral besinler, biyosfere bitkilerin kok sistemleri ile girerek biitlin
organizmalar arasinda siirekli bir dongii halinde aktarilirlar (Epstein, 1999). Bitkiler,
mineralleri kokleri ile aldiktan sonra ¢esitli biyolojik gorevlerde kullanmak i¢in bitkinin
farkli organlarina tagir. Mineral besin, eksikligi durumunda bitkinin yasam dongiisiinii
olumsuz etkiliyorsa mutlak gerekli element olarak adlandirilir (Taiz ve Zeiger, 2008).

Taiz ve Zeiger, mutlak gerekli elementleri dort grupta incelemistir (Cizelge 2.7). Birinci
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grup, organik (karbon) bilesiklerin pargasi olan besin elementleridir. Bitkiler tarafindan
indirgenme yiikseltgenme reaksiyonlar1 esnasinda oziimlenir. Ikinci grupta yer alan
besin elementleri ise, yapisal biitiinliigiin korunmasi ve enerji depolanmasinda 6nem arz
eder. Bunlar genellikle bir organik molekiiliin hidroksil grubuna bagli, fosfat, borat ve
silikat ester olarak bitki dokularinda bulunurlar. Ugiincii grupta yer alan besin
elementleri bitki dokusunda serbest iyonlar seklinde bulunabildikleri gibi, hiicre
ceperinde pektin gbi maddelere de bagh iyonlar halinde bulunurlar. Enzim kofaktorleri
ve ozmotik potansiyel diizenleyicileri olarak islev goriirler. Dordiincii grup ise elektron

transferi reaksiyonlarinda rol oynar.

Cizelge 2. 7. Biyokimyasal islevlerine gore bitki mineral besin elementlerinin
siiflandirilmasi (Taiz ve Zeiger, 2008)

Mineral
besin islevleri
maddesi

Grup 1 Karbon bilesiklerinin parcasi olan besin elementleri

N Aminoasitlerin, amidlerin, proteinlerin, niikleik asitlerin, niikleotidlerin,
koenzimlerin, hekzoaminlerin vb. yapt maddesi.

S Sistein, sistin, metiyonin ve proteinlerin bileseni. Lipoik asit, koenzim A,
tiyamin pirofosfataz, glutatyon, biotin, adenozin-5’-fosfosiilfat ve 3-
fosfoadenozinin yapi maddesi.

Grup 2 Enerji depolanmasi ve yapisal biitiinliik bakimindan 6nemli besin
elementleri

P Seker fosfatlarin, niikleik asitlerin, niikleotidlerin, koenzimlerin,
fosfolipidlerin,fitik asidin vb. bileseni
ATP nin bulundugu reaksiyonlarda anahtar rolii vardir.

Si Hiicre ¢eperinde amorf silikat olarak birikir.sertlik ve esneklik gibi hiicre
¢eperi mekanik 6zelliklerine yardimet olur.

B Mannitol, mannan, polimannuronik asit ve hiicre ¢eperlerinin diger yap1
maddeleri ile kompleksler olusturur. Hiicrenin uzamasinda ve niikleik asit
mekanizmasinda yer alir.

Grup 3 Iyon formunda kalan besin elementleri

K 40’dan fazla enzimin kofaktorii olarak gereksinim duyulur. Hiicre turgor
basincini belirleyen ve hiicrenin elektrondtiirligiinii ayarlayan esas
katyondur.

Ca Hiicre ¢eperinin orta lamelinin yap1 maddesidir. ATP ve fosfolipidlerin

hidrolizinde yer alan baz1 enzimler kofaktor olarak gereksinim duyar.
Metabolizmanin diizenlenmesinde ikinci haberci olarak gorev alir.

Mg Fosfat transferinde gorevli birgok enzim icin gereklidir. Klorofil
molekiiliiniin yap1 tagidir.
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Cizelge 2.7. Biyokimyasal islevlerine gore bitki mineral besin elementlerinin
siiflandirilmasi (Taiz ve Zeiger, 2008) (devam)

Mineral
besin islevleri
maddesi
Mg Fosfat transferinde gorevli bir¢ok enzim i¢in gereklidir. Klorofil
molekiiliinlin yap1 tasidir.
Cl O, tiretiminde yer alan fotosentetik reaksiyonlar i¢in gereklidir.
Mn Baz1 dehidrogenazlarin, dekarboksilazlarin, kinazlarmn, oksidazlarin,

peroksidazlarin aktiviteleri i¢in gereklidir. Diger katyonla aktiflestirilen
enzimler ve fotosentetik O, liretimi i¢in gereklidir.

Na C4 ve CAM bitkilerinde fosfoenolpiirivatin yeniden olusturulmasinda
gorevlidir. Bazi durumlarda potasyumun yerini alir.

Grup 4 Redoks reaksiyonlarinda yer alan besin elementleri

Fe Fotosentezde,N, fiksasyonunda ve solunumda gorevli hem olmayan
demir proteinlerinin ve sitokromlarin yap1 maddesi

Zn Alkol dehidrogenaz, glutamik dehidrogenaz, karbonik anhidraz vb. yap1
maddesidir.

Cu Askorbik asit peroksidaz, trozinaz, monoamin oksidaz, urikaz, sitokrom
oksidaz, fenolaz, lakkaz ve plastosiyaninin bileseni

Ni Ureazin yap1 maddesi, N2 fikse eden bakterilerde hidrogenazlarin yap1
maddesi.

Mo Nitrogenaz, nitrat reduktaz ve ksantin dehidrogenazin yap1 maddesi.

2.11. Mineral Besin Elementleri

Bitkiler, biiyliylip gelismelerini saglayan farkli besin elementlerine ihtiyag
duyarlar. Besin elementlerinin baslicalar1 azot, kiikiirt, fosfor, kalsiyum, potasyum,

silisyum, magnezyum, demir, klor, mangan, sodyum, ¢inko, bakir, nikel ve molibdendir.

2.11.1. Azot

DNA, RNA ve Koenzim A gibi bitki i¢in olduk¢a Onemli olan bilesiklerin
yapisinda bulunmasi nedeniyle eksikliginde biiyiime durur. Azot eksikliginde amino asit
veya diger azotlu bilesiklerin sentezinde kullanilmayarak depolanan karbonhidratlar
bitkinin cilizlasmasina ve odunsu gévde olusumuna neden olurlar. Ayni sekilde azot
metabolizmasinda kullanilmayan karbonhidratlar antosiyanin sentezinde kullanilarak
antosiyanin birikimine dolayisiyla yapraklarda mor renk olusumuna neden olurlar

(Epstein, 1999; Taiz ve Zeiger, 2008; Kadioglu, 2011).
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2.13.2. Kiikiirt

Kiikiirt sistein ve metionin gibi proteinik aminoasitlerin yapisinda bulundugu
gibi solunum ve yag asidi metabolizmasinin 6énemli bir bilesigi olan koenzim A, biyotin
ve tiamin gibi vitaminlerin yapisinda da bulunur. Proteinlere {i¢ boyutlu dizilim

saglayan disiilfiit (S-S) baglarini olusturur.

2.13.3. Fosfor

Organizmaya enerji saglayan ATP nin, hiicre zarinin temel yapi tasi olan
fosfolipidlerin ve fotosentez, solunum, yag asidi sentezi gibi olaylarda oksidasyon-
rediiksiyon olaylarini diizenleyen NAD ve NADP koenzimlerinin temel yapi tasidir.
Fosfor eksikliginde de azot eksikligindeki gibi antosiyanin birikiminden dolayr mor

yapraklar olusurken govdeler cilizlagir ancak odunsulagsmaz.

2.13.4. Kalsiyum

Kalsiyum iyonlar1 (Ca'), mitoz bdlinme sirasinda ig ipliklerin olusumunda
kullanildig1 gibi boliinme sonrasinda olusan iki kardes hiicre arasindaki orta lameli de
olusturur. Ayrica bitkinin hem c¢evresel hem de hormonal uyarilara kars1 verdigi
sekonder cevaplarin habercileri olarak, sitosolde bulunan kalmodulin proteinine
baglanip birgok metabolik siireci diizenlemektedir (Sanders ve ark., 1999). Kalsiyum
ayrica arjinin kinaz, adenil kinaz ve ATPaz enzimlerinin aktivatoriidiir. Kalsiyum
eksikliginde bitkide karbonhidrat taginimi yavaslar. Ayrica kalsiyum aktif transport
sistemlerinin ¢aligmast ve membranin yapisal ozelliklerini siirdlirmesi i¢in énemlidir.
Kalsiyum eksikliginde kok ve govde uglarindaki meristematik dokular canliligimi

kaybettiginden, bu organlarda biliyiime durur ve bitkiler bodur kalir.
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2.13.5. Potasyum

Potasyum, hayvan hiicrelerindeki sodyuma benzer olarak bitki hiicrelerinde
osmoregiilasyonun diizenlenmesinde rol oynar. Potasyum iyonu stomalarin acilip
kapanmasi, uyku hareketleri, yapraklarin konumlarinin degismesi gibi bitki
hareketlerinde rol oynadigi gibi enzimlerin aktivatorii olarak da iglev goriir. Bitkide en
fazla meristematik dokularda bulunmasi nedeniyle, peptid baglarinin olusumunda ve
karbonhidrat metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin aktivatorii olarak is gordiigii
diisiiniiliir. Ciinki potasyum eksikliginde bitkideki karbonhidrat metabolizmasi
diizensizlesir ve bitkilerde fazlaca karbonhidratin depo edildigi gbzlenir. Bunun nedeni
potasyum eksikliginde protein sentezi yapilamadigi i¢in proteinlerin yapisina girecek
olan karbonlar, karbonhidratlarin yapisina girerler. Potasyum eksikliginde bitkilerde

kisa internodyumlu ve zayif govdeler meydana gelir.

2.13.6. Silisyum

Bitkiler silisyumu topraktan absorblar ve hiicre ceperine baglarlar. Hiicre
ceperine esneklik verir. Silis biitiin otlarin ¢igek braktelerinde, yaprak ve govde hiicre
ceperlerinde silikajel halinde 6nemli miktarda bulunur. Yeterli miktarda silisyumun
besin c¢ozeltisine eklenmesi ile bitkilerin biiylime ve lireme yetenekleri ile stres
dayanikliliklar1 artmistir. Ayrica silisyum eksikligi olan bitkilerin fungal enfeksiyonlara
daha duyarli olduklar1 ve dis etkilere karsi daha dayaniksiz ve kirillgan olduklari

saptanmistir.

2.13.7. Magnezyum

Klorofilin  yapisim1  olusturan porforin halkasinin merkezinde yeralir.
Karbonhidrat metabolizmas1 ve niikleik asit sentezinde rol alan enzimlerin ¢ogunun,
fotosentezin karbon fiksasyon sathasinda rol alan ribulozdifosfat karboksilaz ve
fosfoenol piriivat karboksilaz enzimlerinin aktivatoriidiir. Magnezyum ribozom

yapisinin kararlilik kazanmasinda rol oynar. Eksikliginde klorozis ve absisyon goriiliir.
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2.13.8. Demir

Demir, bitkiler tarafindan ferrik (Fe'") veya ferrous (Fe’") formlarinda
alinabilmelerine ragmen bitkiler daha ¢ok ¢6zilinebildigi i¢in ferrous formunu tercih
ederler. Fe*" formu klorofin sentezinde 6nemli rol oynar. Eksikliginde klorozis goriiliir.
Demir, sitokrom oksidaz, katalaz ve peroksidaz gibi ¢esitli enzimlerin aktivatoriidiir

(Taiz ve Zeiger, 2008; Kadioglu, 2011).

2.13.9. Klor

Klor elementi bitkilerde klor iyonu (CI") olarak bulunur. Fotosentezde suyun
parcalanarak oksijen iiretildigi reaksiyonda klora ihtiya¢ duyulur ( Clark ve Eaton-Rye,
2000). Ayrica yaprak ve koklerde hiicre boliinmesi i¢in klora ihtiyag duyulur ( Harling
ve ark., 1997). Klor iyonlar1 kolay ¢oziilebilen ve deniz suyunun riizgar tarafindan
havaya karigtirilmast ve yagmurla topraga karigmasi nedeniyle genellikle toprakta

bulunabilir durumdadir.

2.13.10. Mangan

Mangan iyonlart (Mn"?), 6zellikle krebs dongiisiide gorevli dekarboksilazlar ve
dehidrogenazlar1 aktive eder. fotosentez esnasinda sudan oksijenin iiretildigi

reaksiyonda gorev alir.
2.13.11. Sodyum
Sodyum C4 ve CAM metabolik yollarindaki ilk karboksilasyonun substrati i¢in

fosfoenol piirivatin yeniden olusturulmasinda ©onemli rol oynar. Ayrica hiicre

genislemesini arttirarak biliylimeyi tesvik eder.
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2.13.12. Cinko

Alkol dehidrogenaz, glutamik dehidrogenaz, karbonik anhidraz vb. enzimlerin

yapt maddesidir. Baz1 bitkilerde klorofil sentezi i¢in de gerekli olabilmektedir.

2.13.13. Bakir

Fotosentezin 1s1k reaksiyonlarinda elektron tasiyan plastosiyanin gibi redoks

reaksiyonlarinda gorev alan enzimlerle iligkilidir.

2.13.14. Nikel

Azot fikse eden mikroorganizmalar fiksasyon sirasinda ortaya c¢ikan hidrojen
gazinin yeniden isleme girmesi i¢in gerekli olan enzim i¢in nikele ihtiya¢ duyar. Ayrica
yiiksek yapili bitkilerde iireazin yapi1 maddesidir. Toprakta yetisen bitkiler nikele az

miktarda gereksinim duydugu icin ¢ok nadir nikel noksanlig1 gosterir.

2.13.15. Molibden

Bitki azotunun bitki hiicresi tarafindan 6ziimlenmesi sirasinda nitratin nitrite
indirgenmesini katalize eden nitrat reduktaz ve azot fikse eden mikroorganizmalarda
azotu amonyaga c¢eviren nitrogenaz da dahil olmak {izere bircok enzimin bilesenidir.

Topragin kok sistemi icerisinden bitkilerin ¢esitli elementlerinin alinmasi, belirli
bir bitkinin, belirli dokunun botanik yapisina, toprak tipine ve elementin de degigsmesine
bagli oldugu gibi mikro elementler bitkiye dis ¢evreden de kontamine olabilir. Ayrica,
canli organizmalardaki temel elementlerin igerigi, elementleri toksik seviyenin altinda
tutabilen diizenleyici mekanizmalarin bir parcasit olan fizyolojik siireclere baglhidir.
Bitkilerin mineral igerigi topragin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, suni giibre
uygulamalari, bdlgenin iklimsel sartlar1 gibi farkli faktorlerin etkisi altindadir
(Pytlakowska ve ark., 2012). Bitkilerdeki elementlerin icerigi hem bitkinin biiyiidigi

topragin jeokimyasal Ozellikleri hem de bitkilerin segici olarak element biriktirme
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yetenekleri tarafindan yonetilir. Ayrica bitkilere ¢evre, hava veya su ortamindan
elementlerin kontamine olmasi bazi bitkilerin ¢evre kirliligi icin biyometreler olarak
kullanilmalarini saglar (Queralt ve ark., 2005).

Agir metallerin insan yasaminda 6nemli olumlu ve olumsuz rolleri vardir. Agir
metallerin bazilar1 demir, ¢inko ve bakir dahil olmak iizere “temel” olarak kabul edilir.
Kadmiyum, kursun ve civa gibi bazi metal iyonlari viicudumuzdaki biyokimyasal
reaksiyonlarda toksik rol oynar. Bitkiler i¢in yagmur, trafik yogunlugu, 1sinma igin yag
veya fosil yakitlarin kullanilmasi, yapraklarla adsorbe edilen atmosferik tozlar, bitki
koruma maddeleri ve giibreler ek agir metal kaynaklari olarak kabul edilebilir. Bitkiler
cok cesitli konsantrasyonlarda agir metal iyonlart icerir. Her elementin, bitkide bir veya
daha fazla spesifik yapisal veya fonksiyonel rolii oldugu i¢in, bu elementin yoklugunda,
bitkinin bu eksiklige ait belirli morfolojik veya biyokimyasal belirtiler gdstermesi
beklenir. Bu elementlerin bazilari, insanlar i¢in oldukg¢a diisiik seviyelerde bile toksiktir.
Ozellikle, kadmiyum ve kursun gibi agir metallerin toksik izlerinin, kanser, mutasyonlar
veya disiikler gibi c¢esitli saglik riskleri olusturdugu bilinmektedir (Divrikli ve ark.,
2006).

Queralt ve ark. (2005), bes tibbi bitkinin (Eucalyptus globulus Labill.,

Matricaria chamomilla L., Plantago lanceolata L, Mentha piperita L. ve Taraxacum
officinale Weber) makro ve mikro element igeriklerini (Na, Mg, Al, Si, P, S, K, Ca, Ti,
Mn, Fe, Cu, Zn, As, Rb, Sr ve Pb), x-151m1 floresan1 (XRF) ve indiiktif eslesmis plazma
(ICP) cihazlar1 ile analitik yontemleri kullanarak belirlemeye calismislardir. XRF
tekniginin islenmemis bitkisel malzemelerin hizli kalite kontrolii i¢in bir¢ok etkenli
yaklasim sagladigini, ICP tekniklerinin ise, tibbi bitkilerin giinliik diyet aliminda
besinsel roliinii belirlemek i¢cin ¢ok uygun oldugunu iddia etmislerdir.
Korkmaz ve ark. (2010), 21 farkli kenevir tohumunun Cu, Zn, Fe, Mn, B, Mo
miktarlarin1 ICPOES ile analiz etmislerdir. Izlenen iz elementlerden, bulunan en yiiksek
konsantrasyon demir (98-121 mg/kg), ardindan manganez (70-102 mg/kg) ve ¢inko (46-
72 mg/kg) olarak tespit edilmistir.

Gelismekte olan iilkelerde insanlar, diyetlerinde g¢ogunlukla bitki protein
kaynaklarina bagimhidir. Bitki proteinleri fonksiyonel bilesenler olarak kullanilabilecek

yiiksek kaliteli protein kaynagidir, Tibbi bitkiler, farkli hastaliklarin iyilestirilmesinde
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hayati bir rol oynayan biyoaktif bilesiklere sahiptir. Nitrojen, protein molekiiliiniin
olusumunda ve DNA y1 olusturan azotlu bazlarin yapisinda, canlilarin temel yapitasini
olusturan amino asitlerin ve strese karg1 savunma gorevi goren sekonder metabolitlerin

ve metabolik olaylarda rol alan enzimlerin yapisinda bulunmasi nedeniyle 6nem tagir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal ve soliisyonlar

Bu calismada Duchefa Biochemie B.V.(2003 RV Haarlem, Hollanda) firmasi
tarafindan toz halinde iiretilen Murashige & Skoog Medium Including Vitamins (M
0222), Murashige & Skoog Medium Including B5 Vitamins (including Gamborg BS5
vitamins) (M 0231) ve Murashige & Skoog Medium doku kiiltiirii ortami olarak (M
0221), Plant Agar katilastirict olarak (P1001), farkli konsantrasyonlarda farkli
hormonlar (2.4D, IAA, IBA, BAP, NAA) bitki biiyiime diizenleyicileri olarak
kullanilmigtir. Etanol olarak Emsure absolute EMO Millipore, USA kullaniimistir.
Ayrica  Inorganic  Ventures IV-Stock-8 solution multi standardi, BBOT
standardi,Dumatherm marka EDTA (Ethane-1,2-diyldinitrilo tetraacetic acid) standardi

kullanilmasgtir.

3.1.2. Cihazlar ve ekipmanlar

Calismalarimizda Osram/Puritec HNS 30W G13 UV kaynagi, Niive MN 120
Mikrobiyolojik Emniyet Kabini, Qiatek mikrotest mciS5 inkiibator, Precisa XB22A
terazi, Hanna edge ph metre, Niive OT 40L otoklav, GBS-5000A cam boncuklu
sterilizator, POLARstar Omega, BMG Labtech marka floresens spektrofotometre,
Telstar LyoQuerst marka liyofilizatér, Thermoscientific ICAP 6300 Duo marka ICP-
OES (indiiktif eslesmis plazma optik emisyon spektrometresi) cihaz1 (USA), Milestone
Ethos Easy Microwave digestion system (mikro dalga yas yakma), Thermo Scientific
CHNS-O Analyser (Elementel Analiz) Flash 2000 cihazi, (Thermo Scientific, USA) ve
ICP-OES (Thermo scientific, USA), Gerthard Dumatherm (Dumas, Germany) azot
protein cihazi, atomik absorbsiyon spektrometresi (AAS) (Thermo Scientific, USA),
Agillent 1100 HPLC DAD (yiiksek basingli sivi kromatografi ) (Thermo Scientific,
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USA) cihazlari, balon jojeler, pensler, cam petriler, mesiirler, erlenler, cam kavanozlar

kullanilmastir.

3.1.3. Bitki materyali

Calismada kullanilan Deve giilii, Malvacea ailesine ait olup, Tiirkiye, Kuzey
Irak, Kuzeybati Iran'da 1750-2200m yiikseklikteki steplerde yayilim gosteren, cok
yillik, otsu bir bitkidir. Ulkemizde Dogu ve Giineydogu Anadolu Bélgelerinde goriilen
Deve giilii, vejetasyon donemini Haziran-Temmuz-Agustos aylarinda tamamlamaktadir.
Bitki, vejetasyon donemi ve yore halkinin tibbi amaglar i¢in bitki topladig: aylar dikkate
alimarak Haziran-Temmuz ve Agustos aylarinda bitkinin dogru teshisi ve ¢alismalarin
aksamadan yiiriitiilebilmesi i¢in yeterli miktarda ve farkli donemlerde toplanmustir.
Bitkinin lokalitesi; -C9-Van:-Catak,-Eski Konalga koyiinlin-giiney yamaglari,
-step,-38°-S-0337-1814",-41°-91"-773, -1961'm, 26.05.2010,-MM79, koordinatlaridir.
Araziden toplanarak bez torbalar igerisinde Van Yiiziincii Y1l Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Herbaryumu’na getirilen bitki 6rnekleri, bitki sistematigi uzmani Prof. Dr.

Murat Unal tarafindan teshis edilmistir.

3.2. Deneysel Dizayn

Bu calisma ii¢ ana boliimden olugsmaktadir (Cizelge 3.1):

1. Doku kiiltiirii calismalar1

Caligmalar Oncesinde dogadan getirilen bitki tohum ve eksplantlarinda
kontaminasyonun kirilmasi i¢in farkli sterilizasyon yontemleri uygulanarak Deve giili
icin standart bir sterilizasyon protokolii olusturulmaya c¢alisildi. Ayni sekilde bitkiyi
tohumdan ¢imlendirmek icin farkli yontemler uygulandi. Cimlenen tohumlardan farkli
tip eksplantlar alinarak farklt BBD igeren ortamlarda mikrogogaltim ¢aligmalar1 yapildi.
Kallus olusturma uygulamalar1 ve rejenerasyon c¢aligmalar1 yapilarak rejenere

bitkiciklerin topraga alistirilmasi sagland.
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2. Farkli vejetasyon donemlerinde Deve giilii bitkisinin fitokimyasal iceriginin ve

antioksidan kapasitesinin tayini

Bu amaciyla bitkinin Oncelikle liyofilize etanol ekstraksiyonu ve su ile
inflizyonu yapildi. Elde edilen ekstraktlar antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi
amacityla FCR, FRAP ve ORAC deneylerine tabi tutuldu. Fitokimyasal igerigin
belirlenmesi i¢in ekstreler LC-MS/MS ve HPLC-DAD ile analiz edilirken; mineral, agir
metal ve protein iceriklerinin tespiti i¢in ise ICP, AAS ve Azot-Protein cihazlar ile

analizleri yapildi.
3. Deve giilii bitkisinin doku kiiltiiriinde aktif bilesiklerinin tayini.
Farkli oranlarda UV, sakkaroz ve BBD uygulandiktan sonra ornekler hasad

edilerek liyofilize etanol ekstraksiyonlar1 yapilmistir. Elde edilen ekstreler HPLC-DAD

ile analiz edilerek fenolik bilesikleri tespit edilmistir.



Cizelge 3. 1. Deneysel Dizayn

Uygulama ¢esidi

Uygulama Basamaklari

Deve giilii Bitkisinin Doku Kiiltiiriinde
Rejenerasyonu:

Farkl vejetasyon donemlerinde Deve giilii Bitkisinin

2 Fitokimyasal iceriginin ve Antioksidan Kapasitesinin
Tayini:

Deve giilii Bitkisinin Doku Kiiltiiriinde
Aktif Bilesiklerinin Tayini

a) Kullanilan besiyerler

b) Sterilizasyon

¢) Tohumdan bitki ¢cimlendirme ve bitki tohumlarinin sterilizasyonu

d) Farkl tip eksplantlar kullanilarak Deve giilii bitkisinin mikrocogaltimi
e) Rejenerasyon calismalari

a) Bitki Materyalinin Analizler icin Hazirlanmasi
Liyofilize etanol ekstraksiyonu

Su ile infiizyonu

b) Elde edilen Ekstrelelerle Bitkinin Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi
FCR deneyi

FRAP deneyi

ORAC deneyi

¢) Bitkinin Fitokimyasal I¢eriginin Belirlenmesi

Fenolik bilesiklerin HPLC-DAD ve LC MS/MS ile analizi
Asit hidroliz analizi

Mineral madde ve protein miktarinin tayini

a) Aktif Bilesikleri Arttirma Calismalar

UV Stresi Uygulama

Sakkaroz Stresi Uygulama

Bitki biiylime diizenleyicilerinin uygulanmast

b) Doku Kiiltiiriinde Stres Uygulanan Orneklerin Antioksidan Kapasitesinin
Belirlenmesi

Doku Kiiltiirii Orneklerinin Liyofilize Etanol Ekstraksiyonu

FCR Deneyi

FRAP Deneyi

ORAC Deneyi

¢) Doku Kiiltiiriinde Stres Uygulanan Orneklerin Aktif Bilesiklerinin Tayini
Fenolik Bilseiklerin HPLC-DAD ve LC MS/MS ile tespiti

d) Istatistiki Analizler

(43
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3.3. Yontem

3.3.1. Deve giilii bitkisinin rejenerasyonu

Deve giilii bitkisinin rejenerasyon ¢aligmalari i¢in in vivo ve in vitro olmak iizere
iki yontem denenmistir.

3.3.1.1. Deve giilii bitkisinin in vivo rejenerasyonu

Deve giili bitkisi dogal ortamindan getirildikten sonra laboratuvar
calismalarinda bitki organlarinin eksplant olarak kullanilmasi i¢in saksiya ekilmistir
(Sekil 3.1.). Saks1 yaz boyunca agik havada bekletilmis, sonbaharda laboratuvara

alimmustir.

Sekil 3.1. Dogadan getirildikten sonra saksiya ekilen Deve giilii bitkisi.

Es zamanli olarak, siirekli bir eksplant kaynagi i¢in bitkinin tohumlar (Sekil 3.2)
hem laboratuvar disinda hem de laboratuvar i¢inde saksilara ekilerek ¢imlendirilmeye

calisilmstir.
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Sekil 3.2. Bitkinin tohumlari.
Ayrica dogadan getirilen tohumlar iki ay boyunca +4°C’de bekletilmistir. Iki ay

sonunda tohumlarin disin1 ¢evreleyen kanatlar1 soyularak (Sekil 3.3) dormansi kirma

caligmalar1 yapilmistir.

i) a5 TR
Sekil 3.3. Tohum kanatlarinin soyulduktan sonraki hali.

Yapilan dormansi ¢aligmalar su sekildedir;
40°C etiive yerlestirilen 500 ml i¢i steril deiyonize su dolu beher iizerine basit bir ¢ay

stizgeci yerlestirilmistir. Siizge¢ igine sigacak sekilde kesilmis pamuklu bez iizerine
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tohumlar birakilmistir. Pamuklu bez her 24 saatte bir kez suyla iyice 1slatilarak siizgecte
bekletilmistir. Etiiv 72 saat boyunca sabit 1siyla (40°C) calistirilarak ortamin nemli
kalmas1 saglanmistir. 72 saat sonunda 1 gece +4°C ‘de buzdolabinda pamuklu bezde
bekletildikten sonra bir kismi1 MS besiyerine geri kalanlarida topraga ekilmistir.

Dormansi kirmak i¢in uygulanan diger bir yontemde; kapagi acik petri icine
yerlestirilen kurutma kagidi islatildiktan sonra tohumlar icine birakilmistir. Oda
sicakliginda 72 saat bu sekilde nemli tutulan tohumlara 24 saatte bir kagidi 1slatacak
kadar su eklenmistir. 72 saat sonunda bir kismi1 MS besiyerine bir kismi1 da topraga
ekilmisgtir.

Dormansi kirmak i¢in uygulanan baska bir yontem olarak; tohumlar oda
sicakliginda 3 giin 1slak pamuk i¢inde bekletildikden sonra steril edilerek besin ortamina
ekilmistir. Ayrica farkli bir yontem olarak da tohumlar +4°C’de buzdolabinda 2 ay

bekletildikten sonra MS besiyerine ve topraga ekilmistir.

3.3.1.2. Deve giilii bitkisinin in vitro rejenerasyonu

On calismalar

Sterilizasyon protokolii olusturulmadan 6nce sterilizasyon ve kallus olusturma
ile ilgili bir dizi 6n ¢alisma yapilmistir. Yapilan 6n ¢alismalardan elde edilen bilgiler

sonucu asagidaki sterilizasyon ve ¢imlendirme protokolleri olusturulmustur.

Sterilizasyon

i.  Alet, ekipman ve ¢aligma ortaminin sterilizasyonu

Doku kiiltiiri caligmalar laminar hava akimli steril ¢alisma kabini (Niive MN
120 Mikrobiyolojik Emniyet Kabini) igerisinde gercgeklestirilmistir. Calismaya
baslamadan Once kabinin i¢ ve dis kism1 dnce %70’lik etil alkol (EtOH) ile silinmistir.
Ardindan kabin icerisinde bulunan UV lambas1 bir saat siire ile ¢alistirilmistir. Tohum

ve eksplant sterilizasyonu ve ekimi sirasinda kullanilan biitiin malzemeler alimiinyum
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folyo ile sarilarak 1,5 kPa basing altinda 121 °C’ta 20 dakika boyunca otoklavda
sterilize edilmis ve otoklavlama sonrasi malzemeler hizli bir sekilde laminar hava
akiml kabin igerisine alinmislardir. Kabinde ¢alismaya baslamadan once el ve kollarin
kabin igerisine giren kisimlar1 %70’1lik alkol ile de yikanmistir. Eksplantlarin
sterilizasyonu ve ekimi sirasinda kullanilan pens, bistiiri, makas gibi metal malzemeler

caligma sliresince cam boncuklu sterilizator i¢inde bekletilmistir.

Kullanilan besiyerler ve sterilizasyonu

Doku kiiltiiri c¢alismalarinda en iyi sonucu alabilmek i¢in Murashige &
Skoog,Vitamin iceren MS, Murashige & Skoog Medium Including B5 Vitamins
(including Gamborg BS5 vitamins) ve Murashige & Skoog Medium ortamlari
denenmistir (4,40g/1). Karbonhidrat kaynagi olarak sakkaroz (30g/1), katilastiric1 olarak
Plant Agar otoklavlanmadan once eklenmistir (7g/1). Ortam pH diizeyleri 1M NaOH ve
IM HCI kullanilarak 5.7-5.8 olarak ayarlanmistir. Besin ortamlar1 1.5 atmosfer basing
altinda 120°C sicaklikta 20 dakika tutularak steril edilmistir. BBD’lerin 1 mg/ml
konsantrasyonlarinda stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Cozeltiler koyu renkli siselerde +4
°C’ta karanlikta saklanmistir. Kullanilacak bitki biiylime diizenleyicilerinden ortamlara
ilave edilmistir. Steril edilen besin ortamlarina BBD’lerin istenilen miktari mikropipet
yardimut ile ¢ekilerek 0.45um’lik steril filtreden gegirilerek eklendikten sonra 90x15 mm
steril petri kutularina dokiilmiistiir. Kontrol amac¢li BBD icermeyen MS besiyeri
kullanilmistir.

Rejenere olan bitkicikler /2MS besiyerine alinarak koklendirilmeye calisilmistir.
Ayrica koklendirmeyi tesvik etmek icin 1mg/l IBA igeren besi ortamlarina alinmustir.
Eksplant ekimi yapildiktan sonra 24+2 °C de 16/8 1sik/karanlik fotoperiyodunda %50-
60 nem icerigine sahip iklim odasinda inkiibasyona birakilmistir. Her ¢alisma en az tiger
petri olacak sekilde ve {i¢ tekrarli olarak yapilmistir. Kiiltiire alinan eksplantlar her iki

hafta sonunda alt kiiltiire alinmistir.
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1. Bitki eksplantlarinin sterilizasyonu

Dogal ortamindan saksi i¢inde getirilen Deve giilii (Hollyhock) bitkisinin yaprak
ve yaprak saplar1 eksplant olarak kullanilmadan dnce steril edilmistir. Bu amagla yaprak
ve yaprak saplar1 akan ¢esme suyunun altinda 20dk boyunca toz ve kirden arindirilmasi
amaciyla yikanmistir. Yaprak ve yaprak saplari altigar gruba ayrilmistir. Ug grup
sirasiyla % 5 ticari camasir suyunda 20 dk., % 10 ticari ¢amasir suyunda 20 dk., % 20
ticari gamasir suyunda 15 dk. olacak sekilde bekletildikten sonra steril sdH.O ile 4-5 kez
yikanarak %70 lik EtOH icinde 10 sn. tutulduktan sonra tekrar sdH,O ile 4-5 kez
yikanarak ekime hazir hale getirilmistir Diger ii¢ grup ise sirastyla % 0.01 HgCl,’de 15
dk., % 0.02 HgCl,’de 15 dk. ve % 0.05 HgCl,’de 15 dk. bekletildikten sonra steril
sdH,O0 ile 4-5 kez yikanarak % 70’lik EtOH i¢inde 10 sn. tutulduktan sonra sdH,O ile 4-

5 kez yikanarak ekime hazir hale getirilmistir.

ii. Bitki tohumlariin sterilizasyonu ve tohumdan bitki ¢imlendirme

Tohumlar sterilizasyona tabi tutulmadan oOnce etrafindaki kanatlar el ile
cikarilarak uzaklastirilmistir.  Tohumlarin sterilizasyonu ic¢in sodyum hipokloritin
(NaOCl) farkli konsantrasyonlar1 (%5, %7,5 ve %10) kullanilmistir. 20 dakika bu
konsantrasyonlarda c¢alkalamali inkiibatorde 25°C de 200 rpm hizda bekletilen
tohumlar, daha sonra steril distile su ile biyogiivenlik kabini icerisinde 4-5 kez
yikandiktan sonra %70 etil alkol ile 30 saniye muamele edilmistir. Steril distile su ile 4-
5 kez tekrar yikanmistir. 42°C lik inkiibatérde 24 saat bekletildikten sonra suyu
stiziilmiis ve 10 dakika da farkli konsantrasyonlardaki (%5, %7,5 ve %10) NaOCl
icinde inkiibe edilmistir. Steril distile su ile biyogilivenlik kabini igerisinde 4-5 kez
yikandiktan sonra %70 etil alkol ile 30 saniye muamele edilmistir. Steril distile su ile 4-
5 kez tekrar yikanmistir. Ardindan tohumlara bistiiri ile ¢entik atilmistir (Sekil 3.4)
42°C sicaklikta inkiibasyonun ve tohum kabugunun ¢entiklenerek zedelenmesinin Deve
giilii tohumlarinin bitki doku kiiltiirlinde ¢imlenmesine olan etkisinin arastirilmasi igin
tohumlar her bir sodyum hipoklorit konsantrasyonu (%5, %7.5 ve %10) i¢in 3 gruba

ayirilmistir; sadece steril edilenler, steril edilerek 42°C’ de bekletilenler ve steril
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edilerek 42°C’de bekletildikten sonra bistiiri ile ¢izilerek ekilenler (Cizelge 3.2). Yiizey
sterilizasyonu uygulanan tohumlarin ¢imlenmeleri sirasinda bakteri ve mantar liremesi

takip edilmistir. Tohumlarin ¢cimlenme yiizdeleri “Es 3.1”°deki sekilde hesaplanmistir:

Cimlenen tohum SaylSlX 100 (3, 1)

Tohum ¢imlenme indeksi-

ekilen tohum sayist

Sekil 3.4. a. Tohumlarin ekim 6ncesi mikroskop altinda bistiiri ile ¢izilmesi, b.Cizilen
tohumlar.

Cizelge 3. 2. Deve giilii tohumlarinin uygulama gruplari

Grup Ad1 Uygulama
5-SH % 5 Sodyum hipoklorit ile yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlar.
5-SH+42°C % 5 Sodyum hipoklorit ile yiizey sterilizasyonu yapilmis ve 24 saat

42°C de inkiibe edilmis tohumlar.

5-SH+42°C+Z % 5 Sodyum hipoklorit ile yiizey sterilizasyonu yapilmis, 24 saat
42°C de inkiibe edilmis ve tohum kabugu bistiri yardimiyla
centiklenmis tohumlar. Inkiibasyon sonrasi g¢entiklenmeden &nce
tohumlar ayn1 sodyum hipoklorit ile 10 dakika ylizey sterilizasyonu

uygulanmistir.
7.5-SH % 7.5 Sodyum hipoklorit ile yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlar.
7.5-SH+42°C % 7.5 Sodyum hipoklorit ile yiizey sterilizasyonu yapilmis ve 24 saat

42°C de inkiibe edilmis tohumlar.

7.5-SH +42°C+Z % 7.5 Sodyum hipoklorit ile yiizey sterilizasyonu yapilmis, 24 saat
42°C de inkiibe edilmis ve tohum kabugu bistiiri yardimiyla
centiklenmis tohumlar. Inkiibasyon sonrasi gentiklenmeden once
tohumlar ayn1 sodyum hipoklorit ile 10 dakika ylizey sterilizasyonu
uygulanmigtir.

10-SH % 10 Sodyum hipoklorit ile yiizey sterilizasyonu yapilmis tohumlar.
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Cizelge 3.2. Deve giilii tohumlarinin uygulama gruplar1 (devam)

Grup Ad1 Uygulama

10-SH +42°C % 10 Sodyum hipoklorit ile ylizey sterilizasyonu yapilmis ve 24 saat
42°C de inkiibe edilmis tohumlar.

10-SH +42°C+Z % 10 Sodyum hipoklorit ile yiizey sterilizasyonu yapilmis, 24 saat
42°C de inkiibe edilmis ve tohum kabugu bistiri yardimiyla
centiklenmis tohumlar. Inkiibasyon sonrasi g¢entiklenmeden &nce
tohumlar ayn1 sodyum hipoklorit ile 10 dakika ylizey sterilizasyonu
uygulanmistir.

3.3.1.3. Farkh tip eksplant kullamlarak Deve giilii bitkisinin mikrocogaltim

Doku kiiltiirii ortaminda ¢imlendirilen 14 giinliik fidelerden kotiledon, kotiledon
sap1, yaprak ve hipokotil eksplant olarak kullanilirken, 28 giinliik fidelerden kotiledon,
hipokotil, siirgiin ucu ve nod eksplant olarak kullanilmistir. Eksplantlar c¢esitli
konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri iceren MS, ortamlarina direkt ve
indirekt organogenez i¢in ekilmistir. Bitki bliylime diizenleyicilerinden 2.4-D ve IBA
kullanilmistir. Her calisma en az iicer petri olacak sekilde ve li¢ tekrarli olarak
yapilmustir. Kiiltiire alinan eksplantlar her iki hafta sonunda alt kiiltiire alinmastir.

Cimlendirilen bitkilerden alinan eksplantlar i¢in 2,4 D’nin farkh
konsantrasyonlar1 (1 mg/l ve 2 mg/1) bitki biiyiime diizenleyicisi olarak kullanilmis ve
kallus olusturulmaya c¢alisilmistir. Kontrol amagli BBD igcermeyen MS besiyeri
kullanilmistir. Diizenli araliklarla kontrol edilmistir. Her ¢alisma ii¢ tekrarli olarak
yaptlmistir. Kiiltiire alinan eksplantlar her iki hafta sonunda alt kiiltiire alinmistir.
Eksplant ekimi yapildiktan sonra 2442 °C de 16/8 1sik/karanlik fotoperiyodunda inkiibe

edilmistir.

3.3.1.4. Rejenere fidelerin dogal ortama ahstirilmasi

28 giinliik ¢imlendirilen bitkilerden aliman nod ve siirgiin uclar1 alti1 hafta
boyunca MS ortaminda inkiibe edilmistir. Rejenere olan bitkiler alt1 hafta sonra BBD
icermeyen koklendirme besiyerine (2.2 g/l MS +20 g/l seker+4 g/l agar) alindilar. Steril
cam kavanozlar icinde 24+2°C de 16/8 1sik/karanlik fotoperiyodunda iklim odasinda
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inkiibe edilerek koklendirilmeye c¢alisilmistir. 2MS de koklenmeyen bitkicikler
koklenmeyi tesvik amaciyla 1mg/l IBA iceren besi ortamina alinmistir. Kdklenen
stirglin uclarindan rejenere olan bitkicikler doku kiiltiirtindeki ortamlarindan alinarak
koklerine zarar vermeden akan c¢esme suyu altinda doku kiiltlirii kalintilarindan
temizlenmistir. Temizleme isleminden sonra hizli bir sekilde Klasmann-Deilmann
(Almanya) marka organik madde igeren bitki topragi iceren viallere ekildi. Ug giin
boyunca viallerin tizerine stre¢ film gecirilmis halde 24+2°C de 16/8 1sik/karanlik
fotoperiyodunda iklim odasinda inkiibe edilmistir. Ug giiniin sonunda stre¢ film
tizerinde delikler agilarak ayni ortam sartlarinda bir giin daha bekletildikten sonra streg
film g¢ikarilmistir. Daha sonra 24+2 °C de 16/8 1sik/karanlik olacak sekilde oda
kosullarinda biiyiitiilmeye calisilmistir. Bitkicikler iki glinde bir yarim kuvvet Hoagland

solisyonuyla sulanmistir. Viallerde gelisen fideler saksilara aktarilmistir.

3.3.2. Farkh vejetasyon donemlerinde Deve giilii bitkisinin fitokimyasal iceriginin

ve antioksidan kapasitesinin tayini

Fitokimyasal calismalar i¢in kurutularak ogitiilen bitki 6rnekleri, etanol
ekstraksiyonu ve suyla inflizyonu yapildiktan sonra liyofilize edilerek ¢aligsmalar
yapilana dek -20C° de saklanmistir. Deve giiliintin farkli vejetasyon donemlerindeki
antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in FRAP (Ferrik indirgeme antioksidan giicii),
FCR (Folin-Ciocalteu indirgeme giicli), ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi)
deneyleri yapilmistir. Icerdigi fenolik asitler tespit edilmistir. AAS, ICPOES, Elementel
analiz ve azot- protein cihazlariyla mineral, agir metal, azot ve protein miktarlar1 tespit

edilmistir.

3.3.2.1. Bitki materyalinin analizler icin hazirlanmasi

Bitki o6rnekleri toz, kir, zararlilar ve kontaminasyonlardan arindirilmak amaciyla
uygun bir sekilde temizlenmistir. Herbaryum hazirlik odasina serilen kurutma kagitlari
lizerine yerlestirilen bitki materyalleri, yore halkinin bitkisel tedavi i¢in kullandig:

golgede havayla kurutma yontemi ile kurutulmustur (Sekil 3.5.). Bitkilerin
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kurutulmasinda kullanilan kurutma kagitlart giin asirt degistirilmigstir. 14-21 giin
boyunca golgede kurutulan bitki materyalleri kauguk eldiven kullanilarak kiiclik
parcalara ayristirilmistir. Bitkisel materyalin ¢ozilicii ile daha iyi bir sekilde
etkilesmesini saglayan genis ekstraksiyon alani elde etmek amaciyla bitki parcaciklari,
ogiitiicii yardimi ile toz materyal haline getirilerek plastik kaplara konulmus ve kapak
parafilm ile kapatilmistir. Bitki materyalleri HPLC, AAS, ICP ve Azot-Protein cihazinda
yapilacak analiz islemlerine baslanana kadar, +4°C’de saklanmistir. Analizler igin

gereken miktarlarda tartilarak analize hazir hale getirilmistir.

Sekil 3.5. Deve giilii yapraklari; a Kurutulmus, b Ogiitiilmiis.

Deve giili bitkisinin livofilize etanol ektraksiyonu

Liyofilize ekstre Dalar ve Konczak (2013) metodunun modifiye edilmis sekline
gore hazirlandi. Her li¢ vejetasyon donemine ait kurutulmus ve Ogiitilmis bitki
orneklerinden 15 er gr tartilarak, ayr1 ayri cam beherlere konuldu ve 1/20 v/v olacak
sekilde 300 ml asidifik etanol (%80 etanol+ %I1HCI+ % 19 ultra saf su) ile ekstre
edilerek, beherin iizeri aliiminyum folyo ile kapatildi. +4°C’de, 2 saat siireyle
calkalayicida homojenize edildi. Homojenize karisim 20 dk. boyunca, 10.000 rpm’de
santrifiij edildi. Elde edilen supernatant enjektor yardimi ile 0.45 pm’lik hidrofilik
filtreden gecirilerek evaporator yardimiyla +37°C’de c¢oziiciiden arindirildi.
Supernatanttan arta kalan topak ayni islemlere yine tabi tutulduktan sonra elde edilen
yogunlastirilmis fraksiyonlar, -51 °C sicaklik ve 50 millitor basing altinda liyofilizator

cihazinda 3 giin siireyle bekletildi. Elde edilen liyofilize hidrofilik ekstreler, analiz
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islemlerine baslanana kadar, —20 °C’de saklandi. Liyofilize ekstreler Img/ml oraninda
kendi ¢oziiciisii ile muamele edilip tekrar ¢ozdiiriildii. 20ml lik cam tiipler, i¢cinde daha
iyi ¢oziinmesi i¢in 37 °C sonikasyon cihazinda 15 dakika bekletildi. Ardindan 0,45 pm
lik filtreden siiziilerek analizlere hazir hale getirildi (Sekil 3.7. a,b,c,d).

Sekil 3.6. Deve giilii bitkisinin ekstraksiyon asamalari: a.homojenizasyon, b ve ¢ slizme,
d. Filtrasyon.

Deve giilu bitkisinin su ile infiizyonu

Her ii¢ vejetasyon donemine ait kurutulmus ve 6giitiilmiis bitki 6rneklerinden 15

er gr tartilarak, ayr1 ayri cam beherlere konuldu ve 1/20 v/v olacak sekilde 300 ml
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kaynamakta olan su eklendi. Uzerine kapak kapatilarak 15 dakikada bir karistirildi.
Soguduktan sonra nuge erleninde siizlildii ve evaporator yardimiyla +37°C’de suyu
ucuruldu. Elde edilen yogunlastirilmis fraksiyonlar, -51°C sicaklik ve 50 millitor basing
altinda liyofilizator cihazinda 3 giin siireyle bekletildi. Elde edilen liyofilize ekstreler
Img/ml oraninda kendi ¢oziiciisii ile muamele edilip tekrar ¢ozdiiriildii. 20ml’lik cam
tiipler, i¢inde iyice ¢oziinmesi i¢in 37°C lik sonikasyon cihazinda 15 dakika bekletildi.

Ardindan 0,45 um lik filtreden siiziilerek analizlere hazir hale getirildi.

Deve giilu bitkisinin ekstraksiyon veriminin hesaplanmasi

Ekstraksiyonu yapilan bitki drnekleri liyofilizasyon oncesi ve sonrasi tartilarak
% verimi “Eg 3.2” deki gibi hesaplanmistir. Liyofilize edilecek ornekler tartildiktan
sonra, agirlig1 belirlenen plastik tiipler ig¢inde liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon sonrasi
kuru bitki tiiple birlikte tartildiktan sonra baslangictaki yas agirlik+tiipiin agirligindan
cikarilarak bitkinin kaybettigi agirligi hesaplanmistir. Aradaki fark % olarak
hesaplanarak % verimi belirlenmistir:
Liyofilizasyon 6ncesi yas ag.-Liy.sonras1 kuru ag.= verim 3.2)

% verim = verim x 100/yas agirlik
3.3.2.2. Deve giilii bitkisinin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

Deve giilii bitkisinin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in Folin-Ciocalteu
indirgeme (FCR) deneyi, Ferrik indirgeme antioksidan giicii (FRAP) deneyi ve Oksijen

Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) deneyi yapilmistir.

Folin-Ciocalteu indirgeme (FCR) deneyi

Folin-Ciocalteu indirgeme (FCR) metodu, Dalar ve ark., (2012)’ye gore
belirlenmistir. Saf su ile seyreltilmis bitki ekstrelerinden 25 pl, 96 havuzlu mikrotablaya
eklendikten sonra (Sekil 3.6.) iizerine daha onceden saf su ile seyreltilmis (1:10 h/h)
Folin-Ciocalteu reaktif soliisyonundan 125 pl eklenerek 3 dk. siireyle calkalayicida
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bekletilmistir. Bunu miiteakip, askorbik asit tashihi/diizeltmesi (ekstredeki askorbik asit
degerinin, total indirgeme degerinden diisiilmesi) icin, spektrofotometre kullanilarak
600 nm’de absorbans Slgtimii gerceklestirilmistir. Daha sonra, mikrotablaya 125 pl
Na,CO; (Sodyum karbonat) eklenerek 12 dk. siireyle calkalayicida bekletilmistir. 600
nm’de absorbans Ol¢iimii yapildiktan sonra, gallik asit standart egrisi ve standardize
edilmis kontrol kullanilarak, bitki ekstrelerindeki Folin-Ciocalteu indirgeme giicli, mg
Gallik asit esdegeri mg/g drog agirlik olarak hesaplanmistir. Analiz islemleri en az 3
tekrarlt olarak gergeklestirilmistir. Elektron transfer reaksiyonu indirgeyiciler ve Mo

(VI) arasinda “Es 3.3” deki gibi gerceklesir:

Mo (VD) + e —>Mo (V) (3.3)

Sekil 3.7. FCR deneyi esnasinda goriilen renk degisimi.

Fenolik bilesiklerin gallik asit esdegerlerinde (GAE) bitki 6ziitlerindeki toplam
igerigi “Es 3.4” formiil denklemiyle hesaplandi.
C=(cxV)/m 3.4)
C = GAE'de fenolik bilesiklerin toplam igerigi, mg/g bitki ekstresi;
(bitkinin ekstrede kullanilan tozunun gram basina diigen miktar1 olarak)
¢ = Kalibrasyon egrisinden olusturulan gallik asit konsantrasyonu, mg/ml;
V = ekstraktin hacmi, ml;

m = saf bitki metanolik ekstraktinin agirligi, g.
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Ferrik indirgeme antioksidan giicii (FRAP) denevi

Bitki ekstrelerinin ferrik indirgeme kapasitelerinin belirlenmesi islemi, Dalar ve
ark., (2012) metoduna gore yiiriitiilmiistiir. Oncelikli olarak; 300 mmol/I’lik asetat
tamponundan 10 ml, 20 mmol/I’'lik FeCls’ten (Ferric clorid) 10 ml ve 10 mmol/I’lik
TPTZ soliisyonundan 1 ml igeren FRAP reaktif soliisyonu hazirlanmistir. FRAP reaktif
sollisyonunda kullanilan kimyasal maddeler asagida belirtildigi sekilde hazirlanmistir.
Asetat tamponu: 1 litre ultra saf suya, 3.1 g sodyum asetat ve 16 ml asetik asit eklenerek
pH’13.6’ya ayarlanmstir.

TPTZ (2.4,6-Tripiridil-s-triazin) soliisyonu: 10 ml hidroklorik aside, 31.2 mg
TPTZ eklenmistir. Saf su kullanilarak seyreltilen bitki ekstrelerinden 10 pl, 96 havuzlu
mikrotablaya eklendikten sonra (Sekil 3.7) {izerine 200 pul FRAP reaktif soliisyonu
eklenmistir. 15-20 sn. kadar calkalayicida bekletildikten sonra, 8 dk. boyunca inkiibe
edildikten sonra, spektrofotometre kullanilarak 600 nm’de absorbans Olclimii
gerceklestirilmistir. Bitki ekstrelerinin total indirgeme kapasitesi, Fe?"nin standart
egrisi ve standardize edilmis kontrol kullamlarak, pmol Fe*'/g (bitkinin ekstrede
kullanilan tozunun gram basmma diisen miktar1) kuru agirlik olarak hesaplanmistir.
Analiz islemleri en az 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Reaksiyon karigiminin artan
absorbansi, indirgeyici giicli arttirdigini géstermistir. Yontemin hesaplanmasi “Es.3.5”
de verilmistir.

Yiizde (%) Azaltma kapasitesi agagidaki denklemden hesaplanmustir:
{(Am — Ab)/Ab} X 100 (3.5

Am, reaksiyon karigiminin absorbansi ve Ab, blankin (kor) absorbansi.
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Sekil 3.8. FRAP deneyi esnasinda goriilen renk degisimi.

Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) deneyi

Oksijen radikal siipiirme kapasitesinin belirlenmesi islemi, Konczak ve ark.
(2010) metoduna gore gerceklestirilmistir. Ilk olarak; fosfat tamponu (75 mM, pH 7.0)
kullanilarak, floresin (120 nM) ve AAPH [(2,2-azobis(2-metilpropionamid)
dihidroklorid] (360 mM) hazirlandi. 96 havuzlu mikrotablaya, kontrol ve fosfat
tamponu ile seyreltilmis bitki ekstraksiyonlarindan 20 pl eklendi ve +37°C’ye
ayarlanmig bir floresens spektrofotometreye (POLARstar Omega, BMG Labtech,
Almanya) yerlestirildi. Daha sonra, 120 pl floresin mikrotablaya eklendi. Bunu
miiteakip, 20 ul AAPH mikrotablaya eklendi ve floresens dl¢timleri baglatildi. Floresens
stfirlanincaya ve kinetik egri olusturuluncaya kadar dakikada bir floresens (eksitasyon
dalga boyu 495 nm ve emisyon dalga boyu 515 nm) Sl¢iimleri kaydedildi. Kinetik
egrinin altindaki bolge hesaplandi ve kontrol 6rnegi kullanilarak standardize edildi.
Tiim Sl¢timler en az 3 tekrarli olarak gerceklestirildi. Bitki ekstrelerinin oksijen radikal
absorbans kapasiteleri Troloks un standart egrisi kullanilarak, pmol Troloks esdegeri/g
kuru agirlik drog (bitkinin ekstrede kullanilan tozunun gram basina diisen miktar

olarak) belirlendi.
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3.3.2.3. Deve giilii bitkisinin fitokimyasal iceriginin belirlenmesi

Deve giilii bitkisinin fenoliklerin tanimlanmasi ve miktar tayini yiiksek basing¢h

stvi kromatografisi (HPLC) ve kiitle spektrometrik detektor (LC-MS) ile yapilmistir.

Fenolik bilesiklerin HPLC-DAD ile analizi

Ekstrede bulunan fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesi islemleri Dalar ve Konczak (2013)’a gore, yiiksek basingli sivi
kromatografisi cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Analitik yiiksek basingli sivi
kromatografisi +30°C’de yiiriitiilmiis ve 6rnekler 250 nm, 280 nm, 326 nm, 370 nm ve
520 nm dalga boylarinda kontrol edilmistir. HPLC analizlerinde kullanilan sistemler ve
gradient programi asagida sunulmustur (Cizelge 3.3 ve 3.4). Calismada HPLC’ye 6zgii
fenolik bilesik standartlar1 kullanilmistir. Analiz islemi icin HPLC’ye yiiklenen tim
bitki ekstreleri ve standartlar enjektér yardimi ile 0.22 pm’lik hidrofilik filtreden
gecirilerek filtre edilmistir.

Fenolik bilesiklerin tanimlanmasi islemi, ko-kromatografi, fenolik bilesik
standartlarinin spektral karakteristikleri ve gelis zamanlar1 ile mukayese edilmesi
sonucu gergeklestirilmistir. Total fenolik igerikleri ve maksimum dalga boyunda tespit
edilen tekil fenolik bilesikler; 280 nm’de Gallik asit (mg GA), 326 nm’de Kaffeik asit
ve onun esteri olan Klorojenik asit (mg KA) standartlarinin esdegerlerinin, ekstrenin
kuru agirliginin gram basina diisen miktarlari olarak hesaplanmistir. Kantitatif analizler

en az 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3. 3. HPLC analizlerinde kullanilmis olan sistemler

Sistem Ozellikleri
Detektdr DAD (SPD-M10ADVP)
Oto enjektor SIL-10ADVP
Sistem kontrolciisii SCL-10A
Pompa LC-10ADVP
Degaze DGU-12A
Kolon firmi CTO-1-ADVP
Kolon Waters Atlantis DCyg, (4.6 mmx100 mm), 5 pm
Mobil faz A: %0.5 TFA (Trifloroasetik asit) + %95 Ultra saf su.
B: %0.5 TFA + %4.5 Ultra saf su + %95 Asetonitril.
Akis hizi 1 ml/da
Enjeksiyon hacmi 10 pl
Kolon sicaklig: 30 °C

Cizelge 3. 4. HPLC analizlerinde kullanilan gradient programi

Zaman (dakika) A' (%) B*(%)
2 100 0

5 80 20
10 60 40
15 40 60
20 20 80
25 0 100
30 0 100
32 100 0
40 100 0
40.01 0 0

'940.5 TFA (Trifloroasetik asit), * %0.5 TFA + %4.5 Ultra saf su + %95 Asetonitril.

LC-PDA-MS/MS ile Analizi

Siv1 kromatografisi kiitle spektrometresi analizleri; dort parcali ¢oziicli iletim
sistemi, kolon firin1 ve ¢oklu fotodiyod dedektor (PDA) ile donanimli, Quantum triple
stage quadrupole (TSQ) kiitle spektrometresi (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, ABD) ile yiirttiildii. Coklu fotodiyod dedektorii, 190-520 nm araliginda bulunan
verileri elde etmede kullanildi. Kiitle spektrometresi analizleri; tam tarama, notral analiz
ve hedef reaksiyon goriintileme (SRM) modlar kullanilarak yiiriitiildi. Calismada
incelenen ekstreler 1 mg/ml konsantrasyonunda hazirlandi. Kiitle spektrumu icin gerekli

olan iyonlar elektrosprey kaynagi kullanilarak elde edildi. Analiz islemleri i¢in pozitif
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ve negatif modlar kullanildi. Pozitif mod optimizasyonu icin kuersetin-3-glikozit ve
negatif mod optimizasyonu i¢in klorojenik asit kullanildi. LC-MS analizlerinde
kullanilan sistemler (Cizelge 3.5) ve gradient programi (Cizelge 3.6) asagida

sunulmustur.

Cizelge 3. 5. LC-MS analizlerinde kullanilan sistemler

Sistem Ozellikleri

Kolon Phenomenex Luna Synergy Hydro (2.1 mmx150 mm), 5 um

A: %0.5 Formik asit + %99.5 Ultra saf su.

Mobil faz
B: %0.5 Formik asit + %99.5 Asetonitril.
Akis hiz1
200 pl/dakika
Enjeksiyon hacmi 3ul
Kolon sicakligi 30 °C
Iyon kaymagi Elektrosprey iyonlagsma
Iyon modu » )
Pozitif ve negatif
MOd . . . . . . ..
o Klorojenik asit (negatif) ve Kuersetin-3-glukozid (pozitif)
Optimizasyonu

Cizelge 3. 6. LC-MS analizlerinde kullanilan gradient programi

Zaman (dakika) Al (%) B* (%)
2 100 0

8 60 40

16 40 60

20 0 100

22 100 0
22.01 0 0

1 %0.5 Formik asit + %95 Ultra saf su, > %0.5 Formik asit + %95 Asetonitril.
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Asit hidroliz analizi

Asit hidroliz islemi i¢in, ekstrelerden 10 mg tartilip, cam tiipe konuldu, ve 2 ml
2N Triflorik asit (TFA) ile muamele edildi. Tiip 1sitictya yerlestirilen ve 2 saat siireyle,
+120 °C’de bekletilen soliisyonlar 5 ml’lik volumetrik siselere aktarildi ve %80’lik
metanol ile hacim 10 ml’e tamamland:1 ve filtre edilerek HPLC-MS/MS kullanilarak

ilgili analiz islemleri yiriitildii.

Mineral madde ve protein miktarlarinin tayini

Bitki materyaline uygulanan islemler

Bitkisel materyalin ¢6ziicii ile daha iyi bir sekilde etkilesmesini saglayan genis
ekstraksiyon alani elde etmek amaciyla bitki pargaciklari, ogiitlicii yardimi ile toz
materyal haline getirilmistir. Bitki 6rneklerine ait mineral icerikleri, HNO3; ve H,O,; asit
soliisyonlar1 kullanilarak mikrodalga ekstraksiyon sistemi ile homojenize edilerek AAS
(Atomik Absorbsyon Spektrometresi), ICP-OES (Eslesmis plazma spektrometresi),
cihazlar1 kullanilarak tespit edildi. Tiim element miktarlart mg/kg ve pm/kg kuru agirlik
cinsinden hesaplandi. Elementlerin limit degerlerini tespit i¢in Ulusal Standartlar ve
Teknoloji Enstitiisii referans malzemeleri kullanildi. AAS ve ICPOES cihazlarinda bitki
analiz edilmeden dnce Milestone Ethos Easy Microwave digestion system (mikro dalga
yas yakma) cihazinda ¢oziintirlestirildi. Bunun i¢in 200 mg kurutulmus bitki 6rnegine 2
ml H,O, ve 6 ml HNOj eklenerek teflon tiiplere birakildi. 200°C de, 35 bar basingta, 45
dakika boyunca Milestone Ethos Easy Microwave digestion system cihazinda

¢Oziiniirlestirildi.
Atomik absorbsiyon cihazi analizleri
Yas yakma isleminden sonra bitki drneklerini igeren sivilar AAS cihazinda Fe,

K, Ca, Na ve Mg elementlerinin tespiti yapilmadan 6nce 101 kat bidistile suyla

seyreltildi. Cu, Zn, Mn analizleri i¢cin seyreltme yapilmadi. Thermo Scientific marka
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AAS cihaziyla analizler yapildi. Cizelge 3.7. Atomik Absorbsiyon cihazinin analiz

esnasindaki optimum o6zellikleri verilmistir.

Cizelge 3. 7. Atomik Absorbsiyon cihazinin analiz esnasindaki optimum 6zellikleri

Elementler bol;zlzg:m) yakat geg?;z:m) Oxitleyici Hest?jﬂl{;lma

Na 589.0 C,H, 0.5 hava integral
K 766.5 C,H, 0.5 hava integral
Mg 285.2 C,H, 0.5 hava integral
Ca 422.7 C,H, 0.5 hava integral
Mn 279.5 C,H, 0.2 hava integral
Fe 248.3 C,H, 0.2 hava integral
Cu 324.8 C,H, 0.5 hava integral
Zn 213.9 C,H, 0.2 hava integral

Na;sodyum, K:potasyum, Mg; magnezyum, Ca; kalsiyum, Mn; mangan, Fe; demir, Cu;bakir, Zn; ¢inko.

ICP-OES cihaz analizleri

Thermoscientific ICAP 6300 Duo marka ICP-OES cihaziyla Cd, Co, Cr ve Se
tespiti i¢in yas yakma isleminden sonra sivilar 5 kat seyreltildi. Cihaz analizlerinden
sonra asagidaki islemlere gore miktarlar1 hesaplandi. ICPOES cihazinda Inorganic
Ventures [V-Stock-8 multi standardi kullanildi. Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.8’de analizler

esnasinda ICP-OES cihazi optimum ve enstrumental 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 3. 8. Analizler esnasinda ICP-OES cihaz1 optimum 6zellikleri

ICP-OES cihaz o6zellikleri

Yikama pompa hizi 100 rpm
Analiz pompa hiz1 50 rpm
Pompa stabilizasyon siiresi 5s.

RF giicii 950W
Yardime1 gaz akisi 0.5 1/da.

Nebulizator gaz akisi 0.55 I/da
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Cizelge 3. 9. ICP-OES cihazinin analiz esnasindaki enstriimental 6zellikleri

ICP-OES cihazinin analiz esnasindaki enstriimental 6zellikleri

Elementler Dalgaboyu(nm) Korelasyon tipi korelasyon
Cd 361.051 linear 0.9988
Co 237.862 linear 0.9999
Cr 283.563 linear 0.9999
Se 196.090 linear 0.9998

Cihaz analizlerinden sonra “Es 3.5 deki islemlere gére miktarlar1 hesaplandi.
Atomik absorbsiyon ve ICPOES ile yapilan analiz sonucu su sekilde hesaplanmistir:
St= seyreltme faktorii

Sfr-bitkideki mineral miktari

yas yakmanin seyreltildigi son hacim

(3.5)

1= yas yakma igin tartilan bitki miktari

Sfr- St x seyreltme katsayist x cihazda okunan deger

Protein ve N, analizleri

Kurutulmus bitki 6giitiildiikten sonra Dumas yontemiyle, Gerthardt Dumatherm
Azot-Protein cihaziyla azot ve protein miktarlar1 tespit edilmistir. Bunun i¢in 50 mg
kuru bitki 6rnegi tartilarak aleminyum folyolar i¢inde 900°C de cihaz i¢inde yakilarak N
ve protein miktarlari tespit edildi. Standart olarak Dumatherm marka EDTA

3.3.3. Deve giilii bitkisinin doku Kkiiltiiriinde aktif bilesikleri arttirma ¢alismalar:

Deve giilii bitkisinin aktif bilesiklerini arttirmak i¢in UV, sakkaroz ve BBD

uygulanmistir.

3.3.3.1. UV uygulamasi

MS besiyerinde 4 hafta boyunca inkiibe edilen siirgiin uclarina Osram/Puritec

HNS 30W G13 UV-C (254 nm) kaynag1 kontrol 0, 15 ve 30 dakika boyunca 20 cm
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mesafeden uygulanmistir. Uygulamadan sonraki 4. Giin (96 saat sonunda) ornekler
hasat edilmistir. Islemlere tabi tutuluncaya kadar -20°C de muhafaza edilmistir.
Antioksidan kapasite ve fitokimyasal icerik analizleri i¢in boliim 3.3.2.1.de anlatildig:

sekilde liyofilize edilmistir.

3.3.3.2. Sakkaroz uygulamasi

MS besiyerinde 4 hafta boyunca inkiibe edilen siirgiin uglar1 15g/1, 30 g/l
(kontrol) ve 45g/l sakkaroz iceren MS ortamlarinda 24+2°C de, 16/8 fotoperiyot
kosullar1 altinda 28 giin boyunca sakkaroz stresine maruz birakilmstir. Islemlere tabi
tutuluncaya kadar -20°C de muhafaza edilmistir. Antioksidan kapasite ve fitokimyasal
igerik analizleri i¢in boliim 3.3.2.1.de anlatildig: sekilde liyofilize edilmistir.

3.3.3.3. Farkl hormon konsantrasyonlarinin uygulanmasi

MS besiyerinde 4 hafta boyunca inkiibe edilen siirgiin u¢lar1 1mg/l NAA, Img/l
BA, 0.5mg/l BA+0.5mg/l NAA ve BBD igermeyen kontrol olmak iizere farklt BBD
kombinasyonlar1 ve konsantrasyonlar1 iceren MS ortamlarma ekilmistir. 24+2°C de,
16/8 fotoperiyot kosullar1 altinda 28 giin boyunca inkiibe edilmistir. Islemlere tabi
tutuluncaya kadar -20°C de muhafaza edilmistir. Antioksidan kapasite ve fitokimyasal
icerik analizleri i¢in boliim 3.3.2.1.de anlatildig: sekilde liyofilize edilmistir.

3.34. Deve giilii bitkisinin doku Kkiiltiiriinde antioksidan kapasitesinin ve aktif

bilesiklerinin belirlenmesi

Deve giilii bitkisinin doku kiiltiiriinde antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in
oncelikle orneklerin liyofilize etanol ekstraksiyonlari yapilmistir. Ardindan Folin-
Ciocalteu indirgeme (FCR) deneyi, Ferrik indirgeme antioksidan giici (FRAP) deneyi
ve Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) deneyleri yapilmistur. Son olarak da
fenolik asitleri HPLC ve LC MS/MS ile tespit edilmistir.
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3.3.4.1. Doku kiiltiirii 6rneklerinin liyofilize etanol ekstraksiyonu

Rejenere edilmis ve stres uygulanmis ornekler, liyofilizator cihazinda 50
millitor basing altinda -52°C de 72 saat boyunca liyofilize edilmislerdir. Liyofilize
olan o6rnekler, spatiil yardimiyla toz hale getirilip, ekstraksiyonlar1 yapilana kadar
-20°C de saklanmustur.

Hidrofilik s1v1 etanol ekstraksiyon hazirlanmasi iglemleri Dalar ve ark. (2012)
metoduna gore hazirlandi. Toz haline getirilmis bitki pargaciklar1 en az 3 tekrarh
olmak tizere 50’ser mg tartilarak 2 ml’lik ependorf tiiplerine konuldu ve 1 ml asidifik
etanol (%80 etanol+%1 HCI+%19 ultra saf su) ile ekstre edildi. Tiip karistiric
yardimi ile iyice c¢alkalandiktan sonra, homojenizasyon i¢in 15 dakika boyunca
sonikatdrde bekletildi. Homojenize edilen 6rnekler, santrifiij cihazina konularak,
10.000 rpm’de, 10 dk. boyunca santrifiij edildi. Elde edilen supernatant, 20 ml’lik
temiz siselere aktarildi. Arta kalan bitki ¢okeltileri, ayni ekstraksiyon islemlerine 2
defa daha tabi tutuldu. Elde edilen tiim supernatantlar birlestirildi ve analiz
islemlerine baslanana kadar —20°C’de saklanda.

Elde edilen liyofilize ekstreler kullanilarak FCR, FRAP ve ORAC antioksidan
kapasite tayini i¢cin, HPLC-DAD ve LC-MS/MS kullanilarak fenolik madde tayini
boliim 3.3.2.3’de belirtildigi sekilde yapilmistir.

3.3.5. Istatistiki analizler
Yapilan deneyler en az ii¢ tekrarli olarak yapilmis ve istatistiki olarak anlamlilik

p<0.05 olarak degerlendirilmistir. Istatistiki olarak varyans analizi Minitab One-Way

Anova (Tukey) coklu karsilastirma testine gore yapilmistir.



4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Deve giilii Bitkisinin Teshisi ve Genel Ozellikleri

Araziden toplanarak bez torbalar igerisinde Van Yiiziincii Y1l Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na getirilen bitki ornekleri, bitki sistematigi uzmani
Prof. Dr. Murat Unal tarafindan teshis edildikten sonra, farkli bitki tiirleri ile karismasini
onlemek amaciyla tek tek ayiklanmistir.

Cok willik, otsu bir bitki olan Deve giilii-Hollyhock, 20-80 cm yiikseklikte, dik,
tabandan itibaren dallanmis goriinimdedir. Govde ¢ap1 2-7 mm, silindirik, tiiysiiz veya
nadiren seyrek yildizsi tiiylii, taban yapraklar1 palmatilobat, yaprak sapi 3-10 cm.
yildizs: tiiylidiir. Cigek rengi pembe, beyaz , sar1 olabilmektedir. Cigek sap1 5-20 mm
ve yildizs1 tiylidiir. 750-2500 m yiikseklerde yayilis gosteren Deve giilii bitkisine
kalkerli kayaliklar, yamagclar, step ve yol kenarinda rastlanmaktadir (Sekil 4.1).
(Uzunhisarcikli ve Vural, 2012).

Sekil 4.1. Deve giili bitkisinin farkli vejetasyon donemlerindeki goriiniimii: a.
ciceklenme (Haziran), b. meyve (Temmuz), c. Tohum (Agustos).
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4.2. Deve giilii bitkisinin mikrogogaltim calismalari

Deve giilii bitkisinin rejenerasyon c¢aligsmalari i¢in in vivo ve in vitro olmak lizere iki

yontem denenmistir.

4.2.1. Deve giilii bitkisinin in vivo rejenerasyonu

Deve gilii bitkisi dogal ortamindan getirildikten sonra laboratuvar
caligmalarinda bitki organlarinin eksplant olarak kullanilmasi i¢in saks1 i¢ine alinmustir.
Saks1 yaz boyunca acik havada bekletilmis, sonbaharda laboratuvara alinmistir. Saksida
bliyliyen bitki kurumaya baslayinca siirekli bir eksplant kaynagi icin bitkinin tohumlari
hem laboratuvar disinda hem de laboratuvar i¢inde saksilara ekilerek ¢imlendirilmeye
calisilmistir. Deve giilii bitkisinin dogal ortami olan 2500 m. ytikseklikteki Konalga
koylinlin cografik sartlari, 1s1 ve 151k siddeti farki ve topragin mineral igeriginin saksi
ortamindan farkli olmasinin bitkinin kurumasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Cimlenen bitkilerin yetersiz olmasi nedeniyle hedeflenen doku kiiltiirii
caligmalar1 yapilamamistir. Cimlenme zamaninmi hizlandirmak igin boliim 3.3.1.1°de
anlatildig1 sekilde dormansi kirma ¢alismalar1 yapilmis ancak bu ¢aligsmalarin hi¢birinde
tohum ¢imlenmesi i¢in bagar1 saglanamamastir.

Eksplantlarla yapilan sterilizasyon c¢alismalarinin degerlendirilmesi neticesinde
bitki tohumlarini steril ortamda ¢imlendirerek olusan bitkiciklerden eksplant alinmasi

hedeflenmistir. Bu amagla bitkinin tohumlariyla sterilizasyon ¢alismalar1 yapilmistir.

4.2.2. Deve giilii bitkisinin in vitro rejenerasyonu

On calismalar

Deve giilii bitkisinin dogadan getirilen Ornekleriyle bir dizi 6n c¢aligma
yaptlmistir (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3). Bu calismalarda farkl
kombinasyon ve konsantrasyonlarda BBD igceren MS ortamlarina eksplantlar ekilmistir.

Ancak gerek sterilizasyon protokoliinde gerekse kallus olusturma ¢alismalarinda basari



elde edilememistir. Bu ¢alismalar sonunda bdéliim 3.3.1.2°de anlatilan sterilizasyon

protokolii denenmis ve boliim 4.2.2°de anlatildig1 iizere basar1 saglanarak caligsmalara

devam edilmistir.

Cizelge 4. 1. Deve giilii Bitkisiyle Yapilan On Calismalar

Uygulanan Ortam Eksplant Sonug
Sterilizasyon
%10 ¢amasir s.10 MS+1K+2mg/1 2,4D Sap, yaprak Kontaminasyon goriildi.
dk+3sn %70lik etanol kallus olusumu ¢ok zayif.
% 3 camasir MS+1K+2mg/1 2,4D sa R,
s.5dk+3sn %70lik y b boyuna biiylimil yaprak ve
sap
etanol
% 10¢amasir s.10 MS+5mg/1 2,4D Sap, yaprak Gelisme yok, sapta ¢cok zayif
dk+3sn %70lik etanol kallus olusumu.
% 3camasir MS+5mg/l 2,4D Sap, yaprak Sap 3 kat1 uzunluga ulasti,
s.5dk+3sn %70lik yaprakta kallus ¢ok zayif
etanol
% 10¢amasir s.10 MS+3NAA+1BAP yaprak gelisme yok
dk+3sn %70lik etanol
% 10¢amasir s.10 MS+3NAA+1BAP Sap, yaprak Eksp.boyca biiyiidii,kallus
dk+3sn %70lik etanol yok
% 10gamasir s.10 MS+2NAA+1BAP Sap, yaprak Boyca biiylime, sap ucunda
dk+3sn %70lik etanol kiigiik kallus
% 10¢amasir s.10 B5+2NAA+1BAP Sap, yaprak Gelisme yok
dk+3sn %70lik etanol
% 10¢amasir s.10 B5+2NAA+1BAP Sap, yaprak
dk+3sn %70lik etanol
% 10camasir s.10 MS+INAA+1BAP Sap, yaprak Boyca biiylime
dk+3sn % 70lik
etanol
%10¢amasir s.10 MS+INAA+1BAP yaprak Kiigiik kallus
dk+3sn %70lik etanol
% 10camasir s.10 MS+0.5NAA+1BAP yaprak Yapraklar ¢ok biiyiidii,3

dk+3sn % 70lik
etanol

yapraktan birinin ucunda
kallus olustu
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Cizelge 4.1°deki uygulamalar sonucunda istenen basar1 elde edilemedigi ve uygulanan

sterilizasyonun basarili olmamasi nedeniyle farkli uygulamalar denenmistir.

Cizelge 4. 2. Deve giilii bitkisiyle yapilan 6n ¢aligmalar

sterilizasyon Ortam sonug

3sn % 70lik etanol +%
3¢amagir s.5 dk

3sn % 70lik etanol +% Smg/l 2,4D
3¢amagir s.5 dk

3sn % 70lik etanol +%
3¢amasir s.5 dk

MS 4 explanttan 2sinde kallus
Kiigtik kallus,

3INAA+1IBAP+MS Gelisim yok yaprak kenarlarinda kivrilma

3sn % 70lik etanol +% 0.5NAA-+1BAP+ Kalluslar biiviimiis. kék veva siireiin vok
3¢amagir s.5 dk MS yumus, y guny
3sn % 70lik etanol +% 0.5NAA+1BAP+ Gelisim vok
3¢amasir s.5 dk B5 cliyim yo

Cizelge 4. 3. Eksplantlar ¢izelgede belirtilen alt kiiltiirlere alinmistir

1.0RTAM 2.0RTAM SONUC
MS sonraki denemelerde de hepsinde kallus %100
kallus gozlendi y.sapinda
MS de kallus olustu Spmm 2.4D li ortama gelisme olmadi (30 giin)
aktardim+MS
5 mg/1 2,4AD+MS sap lar boyca uzadi,yapraklar
genisledi,kallus 2 saptan birinde
¢ok zayif kallus

MS+1K+2mg/12,4D
sap lar boyca uzadi,yapraklar
genisledi,%50 sapta ¢ok zayif

kallus
MS 0.INAA+0.5BAP+MS
ms de olusan kalluslar alt
kiiltiire alind1. kallus gelisimi
durdu, siirgiin ve kok gézlenmedi
MS 0.2NAA+0.5BAP+MS ms de olusan kalluslar alt kiiltiire

alind1. 30 giin de kalluslar az
geligmis, siirgiin ve kok yok

0.2NAA+0.5BAP+MS gelisme olmadi
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Cizelge 4.3. Eksplantlar ¢izelgede belirtilen alt kiiltiirlere alinmistir (devam)

1. ORTAM 2.0RTAM SONUC
MS+3NAA+1BAP sap ve yapraklarda yavas
biiyiime ,ancak kallus yok
B5+0.5NAA+1BAP sadece 3 saptan birinde kiigiik
kallus, digerlerinde gelisme yok
B5+2NAA+1BAP cok az boyca biiyiime,kallus yok
MS-+2mg/12,4 D 2 yapraktan birinde zayif kallus,
sapta gelisme yok
MS+2BAP+1NAA exp.saplarin yarisinda kiigiik
kallus
MS+1NAA+1BAP boyca az biiytime ,¢ok kiigiik
kallus
MS+0,5NAA+1BAP Yaprak ve sapta boyca az
biiyiime, kahverengilesme
MS+INAA 1 hafta sonra %50 yaprak s.
Kallus .kontaminasyon nedeniyle
sonlandirildi. Yaprak
exp.gelisme yok
MS+0,2NAA Yaprakta gelisme yok. 5 saptan 4
iinde kallus baslangici.kallus
gelisimi 1naa dekinden daha
fazla
MS+1BAP

Yapraklarda Gelisme yok,
Saplarda 1 hafta sonra kallus
baslangici.

Cizelge 4.3’de belirtilen c¢aligmalar, sterilizasyon ve kallus olusturmada basarili

sonuclar vermemistir. Bu nedenle bitki tohumdan ¢imlendirme c¢alismalarina

gecilmistir.
4.2.2.1. Bitki tohumlarina uygulanan sterilizasyon

Bitki doku kiiltiirtinde kullanilacak eksplant kaynaklarinin bollugu 6nemlidir.
Bitkilerin kok, gévde, kotiledonlar, yapraklar, embriyo, kotiledon sap1 ve yaprak sapi
gibi farkli kisimlart bitki doku kiiltlirii ¢aligmalarinda eksplant kaynagi olarak
kullanilabilmektedir (Naz ve ark., 2017). Bundan dolay1, bitkilerin yapay bitki doku
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kiiltlirii ortamlar1 kullanilarak steril olarak ¢imlendirilmesi yeterli eksplant kaynaginin
saglanmasi i¢in olduk¢a onemlidir. 5-SH gruplarinda 2. Giin sonunda 5-SH ve 5-
SH+42°C+Z gruplarinda bakteri ve mantar iiremesi belirlenirken, 3. Giin sonunda 5-
SH+42°C grupta da bakteri ve mantar tiredigi tespit edilmistir. %7.5 NaOCl uygulanan
gruplarda 1. Giiniin sonunda, 7.5-SH+42°C+Z grubu tohumlarin bulundugu besiyerinde
mantar liredigi gozlendi ve 3. Giin sonunda 7.5-SH, 7.5-SH+42°C ve 7.5-SH+42°C+Z
gruplarinda bakteri ve mantar iiremesi belirlenmistir (Sekil 4.2). Bakteri ve mantar ile
kontamine olan besiyerleri 5. Giine kadar bekletilmis ve ¢imlenme oranlar
belirlendikten sonra otoklav ile imha edilmistirler. % 10 sodyum hipoklorit uygulanan
gruplarda ise 30. Giine kadar herhangi bir kontaminasyon goriilmemistir (Sekil 4.3).
Deve giilii tohumlarinin % 10 NaOCl ile 10 dakika uygulanmasinin Deve giilii bitkisi

tohumlarinda sterilizasyonun saglanmasi i¢in yeterli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Sekil 4.2. Sterilizasyon sonucu gozlenen kontaminasyonlar. a. Bakteri, b. Mantar
kontaminasyonu.

Sekil 4.3. Doku kiiltiiriinde kullanilan in vitro ¢imlendirilmis Deve giilii bitkiciklerinin
kontamine olmadan biiyiimiis hali. a iistten goriiniim. b. Kokleri.
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Tohumlara belirtilen uygulamalar yapildiktan sonra ¢imlenmekte olan tohumlarda

kontaminasyon takibi yapilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4. 4. Farkli sodyum hipoklorit uygulanan Deve giilii tohumlarinda 5.Giin
sonunda gozlenen kontaminasyonlar

Uygulamalar Bakteri Kontaminasyonu Mantar Kontaminasyonu
5-SH + +
5-SH+42°C + +
5-SH+42°C+Z + +
7.5-SH + +
7.5-SH+42°C + +
7.5-SH +42°C+Z + +
10-SH -
10-SH +42°C -

10-SH +42°C+Z -

Tohum sterilizasyonu i¢in kullanilan maddenin ¢esidi, konsantrasyonu ve
uygulama siiresi ¢cimlenme oranini etkileyen faktorlerdir (Younesikelaki ve ark., 2016).
Sodyum hipoklorit (NaOCl), etanol, civa kloriir (HgCl,) ve Tween-20 gibi sterilize edici
maddelerin kullanilmasi, tohum yiizeyi sterilizasyonu icin yaygin olarak tavsiye
edilmektedir (Ramakrishna ve ark., 1991; Balyeri ve Mbah 2006). Younesikelaki ve ark.
(2016), Althaea officinalis (Malvaceae)’in tohumlarini in vitro ¢imlendirme Oncesi steril
etmek i¢in: kontrol olarak steril distile su, farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde HgCl,,
%70 etanol+ tween, son olarak farkli konsantrasyon ve siirelerde NaOCI denemislerdir.
Maksimum kontaminasyon kontrol grubunda gozlenirken, minimum kontaminasyon 10
dakika %4 NaOCI de bekletilen tohumlarda goriilmiistiir. Ozyigit (2008), Gossypium
hirsutum L. (Malvacea), tohumlarmni c¢imlendirmek icin bistiiri ile ¢izerek MS
besiyerine ekmistir. 7 giin sonunda ¢imlenme goriilmiistiir.

Deve giilii bitkisinde, %10’luk NaOCI i¢inde 10dk. bekletildikten sonra bir dizi
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isleme tabi tutulan tohumlarda sterilizasyon saglanmistir. Bu c¢aligmalarimiz sonunda
kontaminasyonu engelleyecek ve tohumlarin 48 saat i¢inde ¢imlenmesini saglayacak
sterilizasyon protokolii olusturulmustur. Yukarida verilen kaynaklar, sterilizasyonda
kullanilan maddenin tiirli, konsantrasyonu ve uygulama siiresinin bitkiden bitkiye
farklilik olusturabilecegini gostermistir. Yapilan ¢alismada tohumlara uygulanan NaOCl
yiizdesinin ve uygulama siiresinin bitkinin cografik konumundan ve genotipinden otiirii
cevreden kaynakli kontaminantlarini etkisiz hale getirmek i¢in yeterli oldugu sonucuna

varilmstir.

4.2.2.2. Deve giilii bitkisi tohumlarinin ¢cimlendirilmesi ve cimlenme indeksi

Yapilan 6n c¢alismalarda, ¢entik atilmamis tohumlara HgCl,, etanol ve
sodyum hipoklorit gibi sterilizasyon ajanlarinin farkl konsantrasyonlar1 farkl stireler ile
test edilmis ve ¢imlenme gézlenmemistir. Daha sonra bistiiri ile ¢entik atilan Deve giilii
bitkisinin tohumlarinin 2MS besiyerinde ¢imlenme durumlart 1., 2., 5., 10. ve 30.
giinlerde gozlenmistir. 5. Giin ¢imlenme indeksleri biitiin uygulamalar icin
hesaplanirken 30. giin ¢imlenme indeksi sadece kontaminasyonun olmadigr % 10
sodyum hipoklorit ile sterilize edilen gruplar i¢in hesaplanmistir. Tohumlarin ekiminden
itibaren 1. giin sonunda sadece meyve kabugu bistiiriyle zedelenen tohum gruplarinda
cimlenmenin basladig1 gozlenmistir. 42°C sicaklikta inkiibe edilen ve meyve kabugu
zedelenmeyen ve sadece sodyum hipoklorit uygulanan gruplarda tohumlar
¢imlenmemistir. 5.Gilin ¢imlenme indeksi en yiiksek 90.00£10.00 oran ile 5-
SH+42°C+Z uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.5). Fakat, bu uygulamada hem
bakteri hem de mantar olustugu gézlenmistir. 7.5-SH+42°C+Z (%66.67+25.166) ve 10-
SH+42°C+Z  (%66.67+20.817) uygulamalarinda da 5. Giin sonunda g¢imlenme
gozlenirken, 7.5-SH+42°C+Z uygulamasinda bakteri ve mantar kontaminasyonu
olustugu (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.9). 10-SH+42°C+Z uygulamasinda ise kontaminasyon
gbzlenmemistir. 5.Giin sonunda kontaminasyon gézlenen %5 ve %7.5 SH uygulamalar1
sonlandirilmis ve denemeye kontaminasyon olugsmayan %10 SH gruplan ile devam

edilmistir.  30.giin sonunda sadece 10-SH uygulamasinda ¢imlenme indeksi
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%3.33+5.774 iken, 10-SH+42°C+Z uygulanmasinda ¢imlenme indeksi %86.67+5.774
olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2).

Bistiiri ile ¢izmenin ¢imlenmeyi aktive ettigi gozlemlenmistir (Sekil 4.4). Tohum
kabugunun zedelenmesiyle tohumlarin su alimi hizlanmis ve ¢imlenme i¢in gereken

enzim aktivitelerinin baglamasi saglanmistir.

Sekil 4.4. Bistiiri ile zedelendikten sonra ¢imlenen tohumlar.

Cizelge 4. 5. Deve giilii 5. giin ve 30. giin ¢imlenme indeksleri

Uygulamalar Cimlenme indeksi (%) Ortalama+Standart Sapma
5.Giin 30.Giin
5-SH 3.33+5,774" TE
5-SH+42°C 0.00+0.000* TE
5-SH+42°C+Z 90.00+10.00% TE
7.5-SH 3.33+5.774° TE
7.5-SH+42°C 0.00:£0.000" TE
7.5-SH +42°C+Z 66.67+25.166" TE
10-SH 0.00£0.000" 3.33+5.774°
10-SH +42°C 0.00£0.000" 0.00+0.000°
10-SH +42°C+Z 66.67+20.817" 86.67+5.774™

Aymni siitundaki farkli harfler ortalamalar arasindaki istatistiki olarak p<0.05 farklilig: belirtir. TE; tespit
edilemedi.
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Cimlenme durumlar 1., 2., 3., 5., 10. ve 30. giinlerinde takip edilerek “Es 3.6”
daki formiile gore 5. ve 30. giindeki % ¢imlenme oranlari belirlenmistir.
% Cimlenme Indeksi (CI) = (Cimlenmis Tohum Sayisi/Ekilmis Tohum Sayis1) x 100

(3.6)
Cimlenen tohumlar hizlica filizlenerek  kotiledonlar1  olusturmustur.

Cimlenmeden 1 hafta sonra filizlerin kotiledon, kotiledon saplari, hipokotil ve epikotil
kisimlar1 doku kiiltliriinde eksplant kaynagi olarak kullanilmaya hazir hale gelmistir.
Yapraklar, 8.Giinde olusmaya baslamis ve 30. giin sonunda yaprak, yaprak sapi ve
stirglin ucu eksplantlar1 doku kiiltiiriinde kullanilabilecek duruma gelmistir (Sekil 4.5 ve

sekil 4.5.).

10-SH +42°C+Z 10-SH +42°C 10-SH
z ~
-
: » '
. i 'y
- 4 9 L]

o P

Sekil 4.5. %10 SH uygulamalarinin 30. giin ¢imlenme durumlari.

Althea officinalis L. ile yapilan bir ¢aligmada ¢imlenme oraninin oldukga diisiik
oldugu bildirilmistir (Kozlowski ve ark., 1989). Aymi tiirden Alcea aucheri (Boiss.)
Alef. ile yapilan bir ¢alismada farkli siilfiirik asit konsantrasyonlarmin ve uygulama
sirelerinin, giberillik asitin farkli konsantrasyonlarmin ve kum zimparasinin farkh
uygulama siirelerinin bitki tohumlarinin ¢imlenmesine etkisi incelenmis ve en yiiksek
cimlenme oraninin (%42) 5 dakika kum zimparasi uygulamasiyla elde edildigi
bildirilmistir (Shooshtarian ve Salehi, 2010). Giilhatmi bitkisi i¢in olusturulan etkili bir
¢imlendirme prosediiriiniin rapor edildigi ¢aligmada en yiiksek ¢cimlenme orani %76 ile
steril mineral su kullanilarak elde edildigi ve en diisiik ¢imlenme oranin ise %3 siikroz
ilaveli agar ile katilagtirllmig MS besiyerinde %28 bulundugu bildirilmistir
(Younesikelaki ve ark., 2016).
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Sekil 4. 6. 30. giin sonunda ¢imlenen Deve giilii bitkicigi.

Tibbi bir bitki olan Rheum ribes L. ile yapilan bir ¢calismada ise siilfiirik asit,
giberellik asit, kalsiyum Kkloriir ve potasyum nitratin farkli konsantrasyonlar1 farkli
stratifikasyon siirelerinde test edilmis ve en yiiksek ¢imlenme oranin (%57.3) giberellik
asit ile 25 giin 4°C de aydinlikta inkiibe edilen 6rneklerde bulundugu bildirilmistir
(Akin ve ark., 2019). Sonuclar degerlendirildiginde, hatmi tiirlerinden biri olan Deve
giilii bitkisi %90’a yakin bir oranda ¢imlendirilmesi gerceklestirilmistir. Tohumda
embriyonun biinyesinde ve dis kabugun etkisiyle meydana gelen dormansi goriilebilir.
Embriyonun etrafindaki tabaka (kabuk) uzaklastirilirsa ¢imlenmeyi engelleyen dis

kabugun mekanik baskisi da ortadan kalkar. Gelisme potansiyeli yiiksek olan
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tohumlarda kabuk alindiktan sonra c¢imlenme baglar (Karakurt ve ark., 2010).
Hidropriming (suda bekletme) sulu bir ortamda tohum i¢ine ¢ok yavas su girisine neden
olan bir ¢imlenme 6ncesi uygulamadir. Elkoca ve ark. (2010), nohut ¢cimlenmesi {izerine
yaptiklar1 ¢aligmada 12 saat siireyle suda bekletilen tohumlarin en yiiksek ¢imlenme
hizina sahip olduklarin1 belirtmistir. Kuru ve sicak su uygulamalari da tohum
cimlenmesinde etkili olabilen uygulamalar olarak bildirilmistir (Herranz ve ark., 1998;
Pela ve ark., 2000; Karakurt ve ark., 2010).

Sonuglar  degerlendirildiginde, tohumlarin 42°C sicaklikta 24 saat
inkiibasyonunun Deve giili bitkisinin ¢imlenmesini tesvik etmedigi belirlenirken,
meyve kabuklar1 zedelenmis tohumlarin ise yiiksek ¢imlenme oranlarina sahip oldugu
belirlenmistir. Sonug olarak, Deve giilii bitkisi i¢in tohum kabugunun ¢entiklenmesi ile
etkili bir ¢imlendirme prosediirii gelistirilmis olup bitki doku kiiltiirii ¢calismalar1 i¢in
sorunsuzca kullanilabilecek eksplant kaynaklarinin elde edilebilmesi saglanmistir.
Gelistirilen ¢imlendirme yoOnteminin ¢imlenme indeksi diisiikk bitkiler igin

uygulanabilirligi test edilebilir.

4.2.2.3. Deve giilii bitkisinin farkh eksplant kaynaklarindan kallus olusturulmasi

ve rejenerasyonu

Kallus calismalan

MS besiyerinde ¢imlenen tohumlardan 14. giinde kotiledonlar, kotiledon saplari,
hipokotil ve yapraklar eksplant kaynagi olarak kullanilirken, 28. giin ¢imlendirilen
bitkilerden ise nod, siirgiin ucu, hipokotil ve kotiledonlar eksplant kaynagi olarak
kullanilmistir.

Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi 14 giinliik kotiledon saplart MS0, MS1 ve MS2
ortamlarinda olusturdugu kallus miktar1 istatistiki olarak anlamhi bir farklilik
gostermemistir. KS-14, en yiiksek kallus miktarini MS1 de (%83.33+16.67)

gostermistir.
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14 giinliik yaprak eksplantlarindan MS2’de MS1 ve MS0’a gore istaistiki olarak
onemli derecede (p<0.05) kallus iiretilmistir (Sekil 4.7 b). En yiiksek kallus olusumu
MS2 de (%77.78 +£25.46) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

14 giinliik kotiledonlardan alinan eksplantlart MS1 ve MS2 de MSO a gore
anlamli sekilde artan (p<0.05) miktarda kallus olusturmustur (Sekil 4.8). MS0’daki
kotiledon eksplantlarinda nekroz goriilmiistiir. En yiliksek kallus olusum yiizdesi MS1
ortaminda %91.67£9.62 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

14 giinliik hipokotil eksplantlari, MS1 ve MS2 de MS0’a gore anlamli sekilde
(p<0.05) artan miktarda kallus olusturmustur (Sekil 4.9). En yiiksek kallus olusumu
MS2’de (%10040.00) goriilmiistiir (Cizelge 4.6).

28 giinliik kotiledonlar MS2 ortaminda MSO ve MSI1 ortamina gére anlamli
sekilde artan (p<0.05) miktarda kallus olusturmustur. En yiiksek kallus olusumu MS2
de (%86.67+23.09) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

28 giinliik hipokotil ve siirgiin ucu eksplantlarinda 2,4 D’nin kallus olusumu

iizerine istatistiki olarak bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir.

Nod eksplantlar1 ise MS1 ortaminda MSO ve MS2 ye gore anlamli sekilde artan
(p<0.05) miktarda kallus olusturmustur. En yiiksek kallus olusumu MS1 %94.44+9.62

olarak belirlenmistir.

Sekil 4.7. Deve giilii bitkisinin farkli eksplantlari ile kallus olusumu. a. Siirgilin ucu.
b. yaprak.
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Sekil 4.9. Deve giilii bitkisinin hipokotil eksplantindan kallus olusumu.
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Cizelge 4. 6. 14 ve 28 giinliik eksplantlarda kallus olusumu yiizdeleri

MSO0 + SS MS1+ SS MS2+ SS
KS-14 53.13 +23.66° 83.33+16.67° 61.11 £9.62°
K-14 0.00 £ 0.00° 91.67+9.62° 88.89 + 8.61°
HP-14 50.00 +25.46° 88.89+9.62° 100 +0.00 °
Y-14 27.78 +25.46° 7222+9.62° 77.78 £25.46 ®
K-28 0.00 = 0.00 * 32.50 +30.31%® 86.67 +23.09°
HP-28 55.56 +25.46° 83.33 £16.67° 83.33 +28.87°
SU-28 85.83 +18.93° 85.83 +18.93° 73.33 +£11.86°
N-28 55.56 +£25.46° 9444 +9.62° 50.00 +0.00°

Kisaltmalar= K-14; 14 giinliik kotiledon, KS-14; 14 giinliik kotiledon sap1, HP-14; 14 giinliik hipokotil,
Y-14; 14 giinliik yaprak, K-28; 28 giinliik kotiledon, HP-28; 28 giinliik hipokotil, SU-28; 28 giinliik
stirgiin ucu, N-28; 28 giinliik nod. MS0; hormonsuz Murashige ve Skoog besi ortami, MS1;1mg/l 2.4D
eklenmis MS, MS2; 2mg/l 2.4D eklenmis MS, SS; standart sapma, Aym satirdaki farkli harfler
ortalamalar arasindaki istatistiki olarak p<0.05 farklilig: belirtir.

Genotip, eksplant tipi, doku kiiltlir ortami, bitki biiylime diizenleyicileri ve
elisatorler gibi bircok faktor, bitkilerin doku kiltiirii tepkilerini, embriyonik kallus
olusumu ve bitki rejenerasyonunu etkileyebilir (Chenar ve ark., 2015; Pakseresht ve
ark., 2016). Oksinler ve sitokininler bitki doku kiiltiiriinde yaygin olarak birlikte veya
ayr1 kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileridir (Gang ve ark., 2003). Oksinler, kallus
indiiksiyonunda 6nemli bir etkiye sahiptir (Hosseini ve ark., 2017). Farkl bitki tiirleri
veya genotipleri farkli BBD’lere farkli tepkiler verir (Pakseresht ve ark., 2016). Bazi
familyalarda ve Malvacea familyasi ile yapilan ¢alismalarda 2.4-D, kallus olusumu ig¢in
yaygin olarak kullanilan BBD olmustur (Zhang, 2000; Wang ve ark., 2004; Sun ve ark.,
2006; Zouzou ve ark., 2008; Darvishi ve ark., 2014; Chenar 2015). Bitki doku
kiiltiiriinde 2.4-D, yaygin kullanilan bir oksin olmasina ragmen yiiksek dozlarda
kullanim1 hiicre boliinmesi ve hiicre uzamasinda da artigsa neden olmaktadir (Pakseresht

ve ark., 2016).
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Bu calismada, Deve giilii bitkisinin farkli eksplant kaynaklarindan kallus
olusturulmasi i¢in 2,4 D’nin farkli konsantrasyonlar1 (1 mg/l ve 2 mg/l) kullanilmistir.
MSI1 ortaminda, 14 giinliik tiim eksplantlarda ortalama % 84+11.3 oraninda, MS2 de %
82+10.9 oraninda kallus olusumu gozlenmistir. 28 giinliik tiim eksplantlarda ise MS1
ortaminda ortalama %74+18,8 oraninda kallus olusturulurken, MS2 ortaminda ise %
73£16 oraninda kallus olusumu gozlenmistir

Hosseini ve ark. (2017), Althaea digitata (Malvacea) nin siirgiin, kok ve yaprak
eksplantlarindan kallus olusturma ¢alismalarinda en 1iyi sonucu siirgiin ucu
eksplantlarinda, 2.4-D ve KIN iceren ortamda % 82.98 olarak elde ederken, Rauol ve
ark. (2010), Hibiscus sabdariffa (Malvacea) ile yaptiklar1 kallus olusturma
caligmalarinda ise en iyi sonucu 2.4-D ve TDZ igeren ortamda inkiibe edilen hipokotil
ve kotiledon eksplantlarinda elde etmistir. Pakseresht ve ark. (2016), hipokotil ve
yaprak eksplantlar1 arasinda kallus indiiksiyonu ve kallus biiylime hiz1 agisindan anlamli
fark olmadigini, BBD nin miktar ve ¢esidi ile eksplant ¢esidinin kallus indiiksiyonu ve
kallus biiylime hiz1 lizerinde 6nemli etkisi oldugunu bildirmistir. Munir ve ark. (2012),
Alcea rosea’nin kotiledon eksplantlarina kallus olusturmak i¢in farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarda BBD uyguladiklar1 calismalarinda bizim c¢alismamizla uyumlu
olarak en iyi sonucu 2,4 D uyguladiklari kotiledon eksplantlarinda elde etmistir.

Deve giiliiyle yapilan bu calismada, 14 ve 28 giinliikk eksplantlar birlikte
degerlendirildiginde kotiledonlarin diger eksplantlara gore daha yiiksek kallus
olusturma yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir. 14 giinliik kotiledonlar en fazla MS1
de (91.674£9.62)., 28 giinliik kotiledonlar ise en fazla MS2 de kallus olusturmustur.
Germinasyonun ilk ii¢ haftasinda hiicrede oksijenli solunumun hizlanmasi nedeniyle
metabolik faaliyetlerinin daha hizli olmasi (Ozyigit, 2008) 14 giinliik kotiledonlarda 28
giinliik kotiledonlardan daha yiiksek oranda kallus olusumuna neden olmustur. Eksplant
tipi, yast ve anatomik yapisi Deve giilii bitkisinin kallus olusumunda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Farkli eksplant tiplerinin ve yasinin kallus olusturma cesitliligi, diger
birgok bitkide bildirilmistir (Ishii ve ark., 2004; Dhar ve Joshi, 2005; Zouzou ve ark.,
2008). Yapilan bu ¢alisma, kotiledonun daha fazla kallus olugturma potansiyeline sahip
oldugunu belirten ¢alismalarla da uyumludur (Zhang 2000; Zouine ve El-Hadrami,
2004; Dhar ve Joshi, 2005; Michel ve ark., 2008; Raoul ve ark. 2010). Sivacioglu ve
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ark., (2007), Demir (2003)’e atfen oksinlerin suyun dokularda alimini1 hizlandirdigini
bildirmektedir. 1 ve 2 mg/l 2,4 D iceren MS ortaminda suyun aliniminin artmasiyla
kotiledonun metabolizmas1 hizlanmistir. Meatbolizmasi hizlanan kotiledon eksplantlari
kok ve hipokotil ile karsilastirildiginda daha fazla kallus iiretmistir. Kotiledon disindaki
diger eksplantlar i¢in farkli kombinasyon ve konsantrasyonlardaki BBD’lerin
uygulanmasi ileri ¢alismalar olarak diisiiniilebilir. 2,4 D, kotiledon eksplantin1 kallus
olusturmak i¢in manipiile etmis, ancak diger eksplantlarin kallus olusumunu saglayacak

hiicre boliinmesini kodlayan genlerini aktive edememistir.

Siirgiin olusturma calismalari

Kallus olusturma caligsmalariyla birlikte biitiin eksplantlar embriyonik kallus ve
stirgiin olusumu i¢in 0.5 BAP+0,1 NAA ve 0.1 BAP+0.5 NAA de 6 hafta bekletildi.
Ancak gelisme olmadi.. Bu ortamlarda bekletilen Ornekler deneme amagli MS li
ortamlara rejenerasyon icin alindi. Ancak kalluslarda rejenerasyon gozlemlenmedi.
Werbrouck ve Debergh, (1994) sitokinin/oksin oraninin yiiksek olmasinin siirgiin
olusumuna, oksin/sitokinin oraninin yiiksek olmasinin kok olusumuna, oksin ve
sitokinin oraninin esit olmasmin kallus olusumuna neden olacagini bildirmektedir. .
Tyub ve ark. (2016), BAP ve NAA’in farkli konsantrasyonlarini deneyerek Althea rosea
(Malvacea)’da siirgiin olusumunu saglamislardir. Siirgiin ve kok olusumu icin
kullanilan 0.5 BAP+0,1 NAA ve 0.1 BAP+0.5 NAA miktarlarinin Deve giilii bitkisinde
etkili BBD’ler olmadig1 sonucuna varilmistir Deve giilii bitkisinde denenen BAP ve
NAA konsantrasyonlarinin bu tiir i¢in uygun BBD kombinasyon ve konsantrasyonu
olmadigi sonucuna varilmistir. fleri ¢alismalarda farkli konsantrasyonlarda ve
kombinasyonlarda BBD’lerin kullanilmasi hedeflenmektedir.

Deve giilii bitkisiyle ilk kez yapilan bu calismada farkli eksplantlarla kallus
olusumu basarilmis, en yiiksek kallus indeksi, 14 giinliik kotiledonlarin 1mg/l 2,4 D

iceren MS ortaminda inkiibasyonuyla elde edilmistir.
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Deve giilu bitkisinin rejenerasyonu

Rejenere bitkicikler, 28 giinliikk ¢imlendirilen bitkilerden alinan siirgiin ucu ve
nodlardan 6 hafta boyunca MS inkiibasyonuyla elde edilmistir (Sekil 4.10.). Nod ve
siirglin ucundan %100 oraninda dogrudan rejenerasyon gozlenmistir (Sekil 4.11).
Rejenere olan bitkicikler 6 hafta sonra koklendirme (1/2 MS) besiyerine alinmis (Sekil
4.12), koklendirildikten sonra rejenerasyon isleminin devaminda topraga aktarilmistir.
Sauer ve ark. (1985) giil bitkisinin, Tetsumura ve ark. (2008) yaban mersininin, Fadel
ve ark. (2010) nane bitkisinin, rejenerasyonunda 2 MS ortaminin kdklendirme igin
basarili sonuclar verdigini bildirmistir. Deve giilli bitkisinin rejenerasyonunda denemis
oldugumuz 2 MS besiyerinin koklendirme i¢in uygun ortam oldugu belirlenmistir.

Mikro ¢ogaltimi yapilan nodlarin %44.4’ii BBD’siz MS ortaminda iki veya daha
fazla siirgiinle filizlenmistir. Eksplant basina diisen siirgiin sayis1 1.61 olarak tespit
edilmistir. Deve giilii bitkisiyle noddan mikrogogaltim ¢alismasi basarilmistir. Noddan
mikrogagaltimi1 yapilan bitkiciklerin hepsi viallere aktarilmasina ragmen bunlarin
%5.6’s1 saksiya aktarilabilmistir.

Stirglin ucu eksplant kaynagi olan 6rneklerden %12.5’1 BBD’siz MS ortaminda
birden fazla siirgiin vererek filizlenmistir. Kullanilan siirgiin ucu eksplant1 basina diisen
siirglin sayis1 1.125 olarak tespit edilmistir. Siirglin ucundan ise %12.5 oraninda
mikrogogaltim basarilmistir. Siirglin ucu 6rneklerinin %20 si topraga aktarilmistir. 28
giinlik siirglin ucu ve nodlarin meristemastik hiicre yogunlugundan o&tiirii
rejenerasyonda basar1 gosterdigi diisiiniilmektedir. Kallus olusumu ve rejenerasyon
cevabinin, eksplant yasi ve c¢esidi, bitkinin genotipi, ortam kompozisyonu ve diger
fiziksel kiiltiir kosullarina bagli oldugu Malvacea familyasina ait baz1 bitkiler ile yapilan
arastirmalarda (Hemphill ve ark., 1998; Luo ve ark., 2000; Ozyigit ve ark., 2007)
bildirilmistir. Rejenerasyon bitkinin Deve giilii bitkisiyle ayn1 familyadan olan pamuk
bitkisini Ozyigit ve Goziikkirmizi (2008), 0.1 mg/L KIN (kinetin) +1 g/L PVP
(polyvinylpyrrolidone) iceren ortamda rejenere ederken, Sivanesan ve Jeong (2007),
ayn1 familyadan olan Sida cordifolia Linn bitkisini 2.0 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA

iceren ortamda rejenere etmistir.
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Lorenzo (2001) seker kamisinda, Ozyigit (2007) pamukta fenolik iiretimin en
yiiksek oldugu kiiltiirlin {i¢ ile dordiincii haftalarinda (20-30 giin) rejenerasyonun da
yiiksek oldugunu bildirmistir. Fenolik asit miktarindaki artisin oksin metabolizmasin
aktive ederek hiicre bolinmesi ve hiicre duvarinin olusumunu hizlandirdigini
bildirmiglerdir. Deve giilii bitkisinin in vitro ¢imlendirilen siirgiin ucu ve nodlar1 28.
giinde BBD’siz MS ortamina alinarak rejenere edilmistir. Ortamda BBD olmamasina
ragmen, fenolik asitlerinin en yiiksek seviyede oldugunu diisiindiigiimiiz (28.giin)
donemde fenolik asitlerin oksin etkisi yaparak rejenerasyonu tesvik ettigi
distintiilmektedir.

Bu c¢alismayla tibbi 6nemi olan Deve giilii bitkisinin doku kiiltliriinde
rejenerasyon c¢alismalar1 ilk kez yapilarak, siirgiin ucu ve nodlardan rejenerasyonu

basaril1 bir sekilde gergeklestirilmistir.

Sekil 4.10. Siirgiin ucundan rejenerasyon.
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Sekil 4 .11. Nod eksplantindan olusan yeni siirgiinler.
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Sekil 4.12. MS besiyerinde rejenere edildikten sonra koklendirme besiyerinde
koklendirilen siirgiin uglar

4.2.2 4. Koklenen rejenere bitkiciklerin alistirilmasi

Kozai (1988), alistirmay1 bitkinin yeni bir ortama alinmadan onceki iklimsel
adaptasyonu olarak tanimlamistir. Mikrogaogaltimi yapilan bitkilerin doku kiiltiiriinden
aliarak iklime alistirllma agamasinda ortam nem ve 1sisinin optimize edilerek bitkinin
yasamini siirdiirebilecegi konuma getirilmesi gerekir. /n vitro sartlarda olusan yiiksek
bagil nem bitki kalitesini olumsuz etkilemektedir. Doku kiiltiiriinde bagil nemi
diisiirilen ortamda yetistirilen az sayida bitki ex vitro kosullarda da yasamini
siirdiirebilmistir (Ozkaynak ve Samanci, 2005). Bitkiler alistirma asamasinda, seker
iceren doku kiiltlirii ortamina goére daha yiliksek su potansiyeline sahip bir ortama

aktarildiklar1 i¢in yapraklarindan hizli bir sekilde su kaybederek solarlar. Yaprak
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yiizeyindeki mumsu tabaka incelerek yaprak ylizeyinde su tutamaz. Stomalar islevini
goremez, kokler istenen miktarda su alamaz. Kiiltiir ortaminda mineraller ve sekerin
hazir bulunmasi, diisik CO, fiksayonuna neden olmaktadir. Karbonhidrat {iretmeye
ihtiyag duymayan bitki heterotrof beslenmektedir. Alistirma asamasinda topraga
aktarilan bitki fotootorofik yasamak zorunda oldugu i¢in fazla gelisemez ve Oliir.
Ancak aligtirma ortaminda yeni yapraklar gelisirse fotosentezi aktif olarak yapmaya
baslar.

Nod ve siirglin uglarindan rejenere olan bitkicikler doku kiiltiirtindeki
ortamlarindan aliarak koklerine zarar vermeden toprak iceren viallere ekildi. Ug ay
sonunda bitkicikler viallerden ¢ikarilarak iki litrelik saksilara aktarilmistir. Noddan
mikrocagaltimi1 yapilan bitkiciklerin hepsi viallere aktarilmasina ragmen bunlarin %
5.67s1, siirgiin ucu orneklerinin ise %20°’si topraga aktarilmistir.

Deve giilii bitkisinin eksplantlarindan doku kiiltiirtinde ilk kez rejenere edilen

bitkicikler basarili bir sekilde topraga aktarilmistir (Sekil 4.13).



Sekil 4.13. a, b, ¢, d; topraga aktarilan rejenere bitkicikler

4.3. Farkli Vejetasyon Donemlerinde Deve giilii Bitkisinin Fitokimyasal I¢eriginin

ve Antioksidan Kapasitesinin Tayin Bulgular

Deve giilii bitkisinin fenoliklerin tanimlanmas1 ve miktar tayini yiiksek basinglt
stvi kromatografisi (HPLC) ve kiitle spektrometrik detektér (LC-MS) ile yapilmistir.
Antioksidan kapasite tayini i¢in FRAP, ORAC ve FC deneyleri yapilmistir.

4.3.1. Deve giilii bitkisinin liyofilize etanol ekstraksiyonu ve suyla infiizyon verim

bulgular:

Kimyasal reaksiyonlar, reaksiyona girecek maddelerin ¢ok rahat birbirleriyle
carpisma olanagi bulabildigi bir c¢oziiclinlin kullanildigit homojen bir ortamda

gerceklesebilir (Kolancilar, 2010). Su, analitik kimyada en fazla kullanilan polar bir
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¢oziiciidiir. Iki hidrojen atomunun bir oksijen atomuna V seklinde baglanmasiyla olusur.
Bir molekiil farkli atomlardan olusmussa her bir atomun elektronlara kars1 ilgisi farkl
olmaktadir. Bu nedenle molekiiliin bir tarafinda elektron fazlaligindan dolayr kismi
negatif yiik, diger kisminda da elektron azligindan dolayr kismi pozitif yik
olugmaktadir. Bu tiir ¢oziiciiler polar olarak adlandirilirken, ayni tiir atomlara sahip
coziicliler ise apolar c¢oziicliler olarak smiflandirilmaktadir (6rnek, Hj). Polar
bilesiklerde molekiiller aras1 ¢ekim kuvveti oldukca giiclii oldugu i¢in polar ¢dziiciiniin
negatif kismi ¢oOziinenin pozitif kismi tarafindan ¢ekilir (Morgil, 2007). Bdylece
¢oziinen maddenin ¢oziicii i¢indeki ¢oziiniirliigh artarak ekstraksiyon verimini arttirir.

Haziran (gigeklenme donemi), Temmuz (meyve donemi), Agustos (tohum
donemi) olmak iizere 3 farkli gelisim doneminde Konalga koyii kirsalindan getirilerek
kurutulan bitki Orneklerinin, islemlere tabi tutulmadan ©nce ekstraksiyon verimi
hesaplanmistir. Cizelge 4.7°de Deve giilii bitkisinin suyla infiizyon ve etanol
ekstraksiyonu verimi hesaplanmastir.

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi etanol ekstraksiyonunun verimi inflizyon
veriminden daha yiiksek tespit edilmistir. Etanol ekstraksiyonu ve infiizyonu yapilan
ornekler kendi i¢lerinde donemlerine gore degerlendirildiginde Agustos ayinda etanol
ekstraksiyonu (%28.89) ve inflizyonu yapilan drneklerin verimi (%6.4) en yiiksek tespit
edilirken, Temmuz ayinda etanol ekstresi (%3.64) ve inflizyonu yapilan Grneklerin

verimi (%2.34) ise en diisiik olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4. 7. Deve giilii bitkisinin inflizyon ve etanol ekstraksiyonu % verimi

Vejetasyon Etanolle ekstraksiyon infiizyon % verimi
Donemi ..
% verimi
Haziran 6.03 5.06
Temmuz 3.64 2.34
Agustos 28.89 6.4

Genel olarak etanol ¢ozgeninin ekstraksiyon verimi saf su ¢ézgenine gore daha
yiiksek olarak belirlenirken en yiiksek verim Agustos aymna ait etanol ekstrelerinde
(%28.89) elde edilmistir. Agustos ayinda tohum donemine gecen bitkide endosperm ve

embriyo olusumu i¢in gerekli olan yag, protein ve karbonhidrat (nisasta) depolanmasi,
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bitkinin agirligin1 ve ekstre edilen madde miktarini attirarak ekstraksiyon veriminde de

artisa neden olmustur.

4.3.2. Deve giilii bitkisinin antioksidan aktivitesi bulgulari

Yapilan ¢aligmada bitkinin antioksidan kapasitesinin dl¢tilmesi amaciyla 3 farkli
antioksidan testi uygulanmistir. Bu deneyler Folin-Ciocalteu indirgeme giicii (FCR)
deneyi, Ferrik indirgeme antioksidan giicii veya total indirgeme kapasitesi (FRAP) ve

Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)’nden olugmaktadir.

FCR, FRAP ve ORAC deneyleri bulgulari

Folin-Ciocalteu (F-C) metodu, alkalin ortaminda fenolik bilesiklerden
fosfomolibdik/fosfotungstik asit kompleksine elektron transferi esasina dayanmakta
olup, bu indirgenme tepkimesi sonucu tepkime rengi sar1 renkten, mavi renge
doniismektedir.

FRAP deneyin temel mekanizmasi, diisiik pH ortaminda incelenmek istenen
bitkisel materyaldeki antioksidan bilesiklerin Fe’*-TPTZ oksidan kompleksini, yogun
mavi renkteki Fe’"-TPTZ kompleksine indirgemesi giiciinin dlgiilmesi esasina
dayanmakta olup, Tekli Elektron Transferi (SET) mekanizmasini temsil etmektedir.

ORAC deneyi, azot bilesiklerinin termal bozulma sonucu olusan peroksil
radikalinin antioksidan bilesikler tarafindan, flurosens ortaminda inhibisyon oraninin
Olcililmesi esasina dayanmaktadir. ORAC deneyi, HAT temelli (hidrojen atom transferi)
bir deney olup, hidrojen atomunun aktarilmasi yoluyla, serbest radikallerin dindirilmesi-
stipliriilmesi esasina dayanmaktadir. ORAC deneyi pahali ekipman ve uzun siire
almasina ragmen, deneyde biyolojik bir radikal kaynak (floresin proteini) kullanilmasi
Oonemini arttirmaktadir (Prior ve ark., 2003).

En yiikksek FCR, FRAP ve ORAC degerleri Temmuz ayma ait infiizyon
orneklerinde sirasiyla 16.538+0.019 GA.Eq. mg/gdrog, 225.691 pmol Fe'/gdrog,
311,861,006 pmolTE/gKAdrog olarak, en diisilk miktar ise etanol ekstresi yapilan



Agustos ayina ait 6rneklerde sirasiyla 4.667+0.109 GA.Eq. mg/g drog, 59.708 pmol
Fe™/g drog, 119.091+0.7629 pmol TE/gK Adrog olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4. 8. Deve giilii bitkisinin inflizyon ve etanol ekstraksiyonunun farkli vejetasyon
donemlerinde FCR, FRAP, ORAC sonuglari

FCR FRAP ORAC
GA.Eq.mg /g pmol Fe+2 /g pmolTE/g
kuru ag. Kuru ag. kuru ag.
ETANOL EKS. ortalama+SS ortalama+SS ortalama+SS
Haziran 5.891+0.115 73.304+2.519 187.332+0.566
Temmuz 5.13+0.109 * 76.25+1.497 152.282+3.100 *
Agustos 4.667+0.109 * 59.708+2.573 119.091+0.762 *®
INFUZYON
Haziran 8.273+0.200 117.604+2.523 249.72442.364
Temmuz 16.538+0.019* 225.691+5.140 311.86+1.006°
ABustos 11.928+0.264 162.81+4.552® 261.187+2.059

a: Temmuz ve Agustos aymdaki degerlerin Haziran ayina gdre anlamli olarak artis veya azaligini,

b: Agustos ayindaki degerlerin Temmuz ayina gore anlamli olarak artis veya azaligin1 gostermektedir.

SS; standart sapma.

Her vejetasyon donemi kendi iginde degerlendirildiginde infiizyon ekstrelerinin
FCR, FRAP ve ORAC miktarlar1 ayn1 donemin etanol ekstrelerine ait FCR, FRAP ve
ORAC miktarlarindan anlamli olarak (p<0.001) yiiksek bulunmustur (Sekil 4.14, Sekil

4.15, Sekil 4.16).
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Sekil 4.14. Deve giilii bitkisinin FCR degerlerinin ekstraksiyon ¢esidine gore (inflizyon
ve etanol) donemsel karsilastirilmasi, ***p<0.001.
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Sekil 4.15. Deve giili bitkisinin FRAP degerlerinin ekstraksiyon ¢esidine gore
(inflizyon ve etanol) donemsel karsilastirilmasi, ***p<0.001.
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Sekil 4.16. Deve giilii bitkisinin ORAC degerlerinin ekstraksiyon c¢esidine gore
(inflizyon ve etanol) donemsel karsilastirilmasi, ***p<0.001.

4.3.3.Deve giilii bitkisinin fitokimyasal icerik bulgular:

Kiitle spektrometresi (MS) yardimiyla fenolik bilesiklerin analizi bulgulari

Kiitle spektrometresi analizleri kalitatif olarak; tam tarama ve hedef reaksiyon
goriintiileme (SRM; Selected Reaction Monitoring) modlart kullanilarak yiiriittildi.
Tam tarama (MS/MS) neticesinde bu bilesiklerin total molekiil agirliklart ve
parcalanma iyonlar1 incelendi. Bdylece, bu bilesiklerin temel olarak fenolik asitler
oldugu belirlendi. Gegici olarak tanimlanan bu bilesikler hedef reaksiyon goriintiileme
modunda pargalanma iyonlar1 sonuglari ile tanimlandi. Daha sonra son tanimlama igin,
Ozgiin ticari standartlar kullanilarak varliklar1 s1vi kromatografisi ve kiitle spektrumunda
dogrulandi.

Ekstrelerde baslica tespit edilen fenolik bilesikler fenolik asitlerden
olusmaktadir. Tiim ekstrelerde gallik asit, klorojenik asit ve kaffeik asit bilesikleri

belirlendi. Bu bilesiklere ait bulgular asagida sunulmustur.
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Yiiksek basincli sivi kromatografisi (HPLC-DAD) vardimiyla fenolik bilesiklerin

analizi bulgulari

Yiiksek basin¢li sivi kromatografisi, fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve miktar
tayininde kullanilan en yaygin ve giivenilir yontemdir. Ozgiin standartlar
mevcudiyetinde, bitkisel kaynaklardaki fenolik bilesikler HPLC-DAD kullanilarak,
alikonulma zamani ve UV spektrum bilgisi yardimiyla tanimlanabilmektedirler (Pereira
ve ark., 2009). Bitki fenolikleri genel olarak DAD dedektorleri kullanilarak
tanimlanirlar. DAD dedektorleri, kromatografik doruk noktasinin eliisyonu boyunca,
fenolik bilesiklere ait tiim UV spektrumunu toplanmasini saglamaktadir. Bu sayede,
fenolik bilesikler spektrum bilgilerine dayanarak kolaylikla tanimlanabilmektedirler
(Andrés-Lacueva ve ark., 2009).

Yiiksek basingli sivi  kromatografisi (HPLC) tekil fenolik bilesiklerin
ayirigmasina, gegici olarak tanimlanmasina ve miktar tayinine olanak sagladigindan
dolay1, fenolik bilesiklerin tanimlanmasinda standart pratik yontem olarak kabul
edilmektedir (Becker ve ark., 2004). HPLC-DAD ise, fenolik bilesiklerin
tanimlanmasinda en dogru ve en uygun yontem olarak kabul edilmektedir (Naczk ve
Shahidi, 2004; Robbins, 2003).

Incelenen ekstrelerdeki fenolik bilesiklerin en yogun absorbsiyonu 326 nm dalga
boyunda gosterdigi belirlendi. 280 nm’de nispeten daha diisiik absorbsiyon gozlenirken,
250 ve 520 nm’de ise herhangi bir absorbsiyon gozlenmedi. Bu bilesikler ile fenolik
bilesik  standartlarina ait alikonulma zamanlari ve spektrum  Ozellikleri
karsilagtirdiginda, bu bilesikler gallik asit, klorojenik asit ve kaffeik asit olarak
tanimlandi. Ko-kromatogram uygulanarak, bu bilesiklerin gallik asit, klorojenik asit ve
kaffeik asit oldugu dogrulandi. Ko-kromatogram uygulamasinda her bir bilesik icin
numuneler 3 uygulama seklinde sivi kromatografide yiiriitiildii. Birinci uygulamada
sadece numune, ikinci uygulamada sadece standart bilesik ve iiglincii uygulamada ise
standart ve numune beraber yliriitiilmiistiir. Bu uygulamalardan elde edilen bilgiler
(Cizelge 4.9) neticesinde bu bilesiklerin gallik asit, klorojenik asit ve kaffeik asit

olduklar1 dogrulanmaistir.
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Cizelge 4. 9. Deve giilii bitkisinin yaprak kismindan elde edilen liyofilize ekstrelerde
yiiksek basingli sivi kromatografisi* yardimiyla tespit edilen fenolik

bilesikler
Fenolik bilesik Gelis zamani (dakika) Mevcudiyet
Gallik asit 6.5 +
Klorojenik asit 8.7 +
Kafeik asit 9.45 +

“Fenolik bilesiklerin tammlanmasi islemi; ko-kromatografi, fenolik bilesik standartlarinin spektral
karakteristikleri ve alikonulma zamanlari ile mukayese edilmesi sonucu gergeklestirildi.

Deve giilu bitkisinde tespit edilen fenolik asitler

Gallik asit:

Bu bilesik 6.5’inci dakika gelis zamanina sahip olup, en yiiksek absorbsiyonu 280
nm’de gosterdi. Par¢alanma iyonu olarak negatif modda 125 m/z fragman elde edildi.
SRM’ de negatif modda 169 m/z’ye 125 m/z fragmani elde edildi. Ozgiin Gallik asit
standardinin s1vi kromatografisinde ko-kromatografi ve kiitle spektrumu bulgular ile bu
bilesigin Gallik asit oldugu belirlendi. Cizelge 4.10°da goriildiigii gibi en yiiksek gallik
asit miktar1 (0.779 mg/kuru agirlik) Temmuz ayina ait infiizyon 6rneklerinde, en diistik
miktar1 ise Agustos ayma ait etanol ekstraktlarinda (0.264 mg/kuru agirlik) elde
edilmistir.

Sekil 4.17°de goriildiigi gibi, her ii¢ vejetasyon doneminde de inflizyonu yapilan
orneklerin gallik asit miktar1 etanol ekstrelerindekinden anlamli olarak yiiksek

bulunmustur.
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Sekil 4.17. Deve giilii bitkisinin farkli vejetasyon donemlerinde tespit edilen Gallik asit
miktarinin ekstraksiyon c¢ozgenine goére degisimi, * p<0.05, **p<0.01,
**%p<0.001.

Klorojenik asit:

Bu bilesik 8.7’inci dakika gelis zamanina sahip olup, en yiiksek absorbsiyonu
326 nm’de gosterdi. Pargalanma iyonu olarak negatif modda 191 m/z fragmani elde
edildi. SRM’ de negatif modda 353 m/z’ye 191 m/z fragmani elde edildi. Ozgiin
klorojenik asit standardinin s1vi kromatografisinde ko-kromatografi ve kiitle spektrumu
bulgulari ile bu bilesigin klorojenik asit oldugu belirlendi (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.10°da goriildiigi gibi en yliksek klorojenik asit miktar1 Temmuz ayma
ait inflizyon 6rneginde (1.953+0.035 mg/kuru ag.) elde edilirken en diisiik miktar ise
Agustos ayinda (0.376+0.010) elde edilmistir. Sekil 4.18. de goriildiigii gibi inflizyonu
yapilan her ii¢ vejetasyon donemine ait bitki orneklerinde tespit edilen klorojenik asit
miktar1 etanol ekstrelerinde tespit edilenden anlamli olarak (p<0.001) yiiksek

bulunmustur.
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Sekil 4.18. Deve giilii bitkisinin infiizyon ve etanol ekstrelerinde tespit edilen klorojenik
asidin vejetasyon donemlerine ve ekstraksiyon ¢ozgenine gore degisimi,
**%*p<0.001.

Kafeik asit:

Bu bilesik en yiiksek absorbsiyonu 326 nm’de gdsterdi 9.45’inci dakikada gézlemlendi.
Pargalanma iyonu olarak negatif modda 191 m/z fragmani elde edildi. SRM’ de negatif
modda 353 m/z’ye 191 m/z fragmani elde edildi. Bu bilgiler sonucunda, bu bilesigin
kafeik asit oldugu belirlendi. Cizelge 4.10°da goriildiigii gibi en yliksek kafeik asit
miktar1 Haziran ayma ait (1.256 mg/kuru ag.) infiizyon orneginde tespit edilirken en
diisiik miktar ise Agustos ayma ait (0.258 mg/kuru ag.) inflizyon 6rneklerinde tespit

edilmistir.

Cizelge 4. 10. Deve giilii bitkisinin farkli vejetasyon donemlerinde HPLC ve LC-
MS/MS ile tespit edilen fenolik asit icerigi

Gallik asit
Konsantrasyon (mg/kuru agirhk)

[M+1]+/ [M—-1]- -/169

Fragments (m/z) (+/-) -/125
Vejetasyon Etanol ort. £ SS infuzyon ort. £ SS
donemi
Haziran 0.361 +£0.032 0.468 £ 0.028
Temmuz 0.315+0.007 0.779 £ 0.0216"

Agustos 0.264 + 0.029%° 0.340 £ 0.0197*




107

Cizelge 4.10. Deve giilii bitkisinin farkli vejetasyon donemlerinde HPLC ve LC-
MS/MS ile tespit edilen fenolik asit igerigi (devam)

Klorojenik asit
Konsantrasyon (mg/kuru agirhk)

[M+1]/ [M-1] -/353
Fragments (m/z) (+/-) -/191
Vejetasyon Etanol ort. + SS Infuzyon ort. = SS
donemi
Haziran 0.488 = 0.006 0.632+0.019
Temmuz 0.436+0.017° 1.953 + 0.035
ab
Agustos 0.376 +0.010 1.413 +0.032%
Kafeik asit
Konsantrasyon (mg/kuru agirhk)
[M+17/ [M-1]T -/353
Fragments (m/z) (+/-) -/191
Vejetasyon Etanol ort. + SS infuzyon ort. £ SS
donemi
Haziran 0.844 + 0.041 1.256 +0.040
Temmuz 0.752 + 0.042° 1.111  0.079*
ab
Agustos 0.631+0.024 0.258 +0.018™

a: Temmuz ve Agustos ayindaki degerlerin Haziran aymna gore anlamli (p<0.05) olarak artis veya
azaligini, b: Agustos ayindaki degerlerin Temmuz ayina gore anlamli (p<0.05) olarak artig veya azaligini

gostermektedir. SS; standart sapma.

Sekil 4.19. de goriildiigli lizere aylara gore infiizyon ve etanol ekstrelerindeki
kafeik asit miktar1 degerlendirildiginde, inflizyon ekstrelerinin etanole gore anlaml
sekilde (p<0.001) vyiiksek oldugu tespit edilmistir. Agustos aymna ait inflizyon
orneklerindeki miktarin ise etanole gore anlamli sekilde (p<0.001) azaldig1

belirlenmistir.
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Sekil 4.19. Deve giilii bitkisinin infiizyon ve etanol ekstrelerinde tespit edilen kafeik
asidin vejetasyon donemlerine gore degisimi, ***p<0.001.

Antioksidan kapasite ve fenolik icerigin degerlendirilmesi

Bu calismada tespit edilen kafeik, klorojenik ve gallik asitlerin in vitro ve in vivo
antioksidan etkileri daha onceki calismalarda (Kahkonen ve ark., 1999; Sato ve ark.,
2011; Gonthier ve ark., 2003) bildirilmistir. Alcea tiirlerinde hidroksibenzoik (kafeik ve
klorojenik asit) ve hidroksinnamik asidin (gallik asit) de ig¢inde oldugu cok cesitli
fenolik varlig1 daha onceki calismalarda tespit edilmistir (Gudej, 1989; Valiei ve ark.,
2011; Al-Snafi ve ark. 2013). Klorojenik ve kafeik asidin aromatik bir kalint1 tizerinde
bitisik hidroksil gruplara sahip oldugu (Rice-Evans ve ark., 1996), kafeik asidin
klorojenik asitten daha giiclii bir antioksidan aktivite gosterdigi (Sato ve ark., 2011)
tespit edilmistir.

Antioksidan aktivite ve fenolik igerik verimi, farkli ekstrakte edici solventlerden
etkilenmektedir (Sun ve Ho, 2005).Deve giilii bitkisinde en yiiksek antioksidan kapasite
ve toplam fenolik igerik su ¢dzgeniyle yapilan deneylerde gozlenmistir. Ozellikle
meyve donemi olan Temmuz ayina ait bitki 6rneklerinin su ile infiizyonunun FCR,
ORAC ve FRAP degerleri yiiksek tespit edilmistir (Cizelge 4.8). Deve giilii bitkisiyle
ayni familyaya (Malvacea) ait Hibiscus sabdariffa L. ile yapilan bir ¢alismada en
yiiksek ekstraksiyon veriminin su ekstraktinda gozlendigi bildirilmistir (Sen, 2011).
Benzer sonuglar Cheung ve ark. (2003), tarafindan yenilebilir mantarlarin su ve metanol

ekstreleriyle, Ismail ve Hong (2002)’un su yosunlarinin su ve etanol ekstreleriyle
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yaptiklar1 antioksidan ¢alismalarinda da elde edilmistir. Nagai ve ark. (2003), propolisin
sulu ekstrelerinde antioksidan aktiviteye neden olabilecek amino asitler, fenolik asitler
ve flavonoidler tespit ederken, Dreosti (2000); cay, kakao ve iizlimiin sulu ekstrelerinde
yiiksek antioksidan aktivite bildirmistir. Anlas ve ark. (2017), Tiirkiye endemigi olan
Achillea nobilis ve Alcea apterocarpa bitkilerinin suyla inflizyonunun,
dekoksiyonunun, %96 etanol ve n-hekzan ekstraksiyonunun toplam fenolik ve
antioksidan kapasitelerini karsilastirdiklar1 caligmalarinda en yliksek toplam fenolik
icerigi A. nobilis subsp. sipylea’nin inflizyon ekstrelerinde elde etmislerdir. Caunii ve
ark. (2011), aktif bilesenlerin miktarinin, ekstraksiyon yontemine bagli olarak
degistigini bildirmistir. Elde edilen veriler, dnceki ¢aligmalarla (Kang ve ark. 2003;
Musa ve ark. 2011; Addai ve ark. 2011; Chaturvedi ve ark. 2015) uyumlu olarak,
solventin polaritesindeki artisin fenoliklerin ¢Ozlniirliiglinii arttirarak daha yiiksek
antioksidan aktiviteye neden oldugu bilgisini desteklemektedir. Deve giilii bitkisiyle ilk
kez yapilan bu caligmayla, Temmuz aymda bitkinin suyla yapilan infiizyonunda
antioksidan kapasitenin (FC, FRAP, ORAC), diger donemlere ve etanol ¢dzgenine gore
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Antioksidan kapasite ile toplam fenolik madde arasinda anlamli bir iligki vardir
ve bitkinin yetistigi ortam, genetik yapis1 ve maruz kaldigi stres nedeniyle antioksidan
kapasite bitkiden bitkiye farklilik gdstermektedir (Dudonné ve ark., 2009). Bitkilerin
icerdigi toplam fenolikler, antioksidan aktiviteyi etkilemesi (Katalini¢ ve ark., 2004),
antimutagenik ve antitimor etkiye sahip olmasi nedeniyle dnem tasir (Kono ve ark.,
1995).

Deve giilii bitkisinin antioksidan kapasite sonuglari, Sen (2011)’in Hibiscus
sabdariffa (Malvacea)da, Dalar ve ark.(2016)’nin Malva neglecta (Malvacea) da tespit
ettikleri FC oranlariyla, Liu ve ark.(2008)’nin bildirdigi nane yapragi, Japonya'da
yaygin olarak kullanilan peril yapragi ve Cin'de kullanilan dut yaprag: sonuglari ile ve
Konczak ve ark. (2010)’nin alt1 farkli bitkide bulduklar1 sonuglarla uyumludur. Deve
giillii bitkisinin toplam FC degerleri Ké&hkonen ve ark. (1999)’nin Matricaria
chamomilla, Ranunculus repens, Trifolium pratense i¢in bildirdigi degerlerden daha

yiiksek bulunmustur. Farkli vejetasyon donemlerinde Deve giiliiniin FC miktarlar
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Bouayed ve ark. (2007)’nin Iran da yetisen Deve giiliinde tespit ettikleri (2.15+ 0.1 mg
GAE/g kuru agirlik) miktardan daha ytiksek ¢ikmistir.

Deve giilii bitkisinin FRAP degeri Li ve ark. (2008)'nin bildirdigi bazi sifal
bitkilerininkilerle, Dalar ve ark. (2012), bildirdigi Malva neglecta’nin FRAP
degerleriyle ve Konczak ve ark.(2010)’nin bildirdikleri sonuglar ile uyumludur.

Deve giilii bitkisinin ORAC miktarlari, Dalar ve ark. (2016)’nin Malva neglecta
(Malvacea) i¢in bildirdikleri ORAC degerleriyle, Kratchanova ve ark. (2010)’nin bazi
tibbi bitkiler i¢in bildirdikleri sonuglar ile, Konczak ve ark. (2010)’nin defne yapragiin
ORAC degerleriyle uyumludur.

Deve giilii bitkisiyle ilk kez yapilan bu ¢alismada, hem fenolik igerik (kafeik,
klorojenik ve gallik asitler) hem de antioksidan aktivitenin en yiiksek degerleri
inflizyonu yapilan Temmuz donemine ait bitki 6rneklerinde tespit edilmistir. Toplam
fenolik igerik ile antioksidan kapasite arasindaki dogrusal iliski daha oOnceki
calismalarda da bildirilmistir (Velioglu ve ark. 1998; Nagai ve ark. 2003). Infiizyon
ekstrelerinden Temmuz ayina ait orneklerde antioksidan ozelliklerin (FRAP, ORAC,
FCR) yiiksek ¢ikmasi, en yiiksek miktarlarina Temmuz ayina ait inflizyon ekstrelerinde
sahip olan kafeik asit ve klorojenik asit ile iligskilendirilmistir. Farkli vejetasyon
donemlerinde Deve giilii bitkisinde fenolik ve antioksidan kapasitede degisikliklerin
goriilmesi daha once farkli bitkilerle yapilan ¢aligmalarda biyoaktif bilesiklerin, genotip
ve olgunluk asamasina gore degisebildigi bilgileriyle uyumludur (zeytinde Ryan ve ark.,
1999; kekikde Ozkan ve ark., 2010; biberde Ghasemnezhad ve ark., 2011; bamyada
Nair, 2013; ¢ayda Savsath ve ark., 2018). Fenolik bilesikler ve antioksidan o6zellikler,
farkli biiyiime mevsimleri arasindaki sicaklik, gilines 1sinimi, yagis ve hidrotermik
katsay1 gibi iklim faktorlerinin etkisiyle mevsimsel varyasyonlar gosterebilir (Xu ve
ark., 2011). Mevsimsel degisiklikler Deve giilii bitkisinde strese neden olarak fenolik
sentezini dolayisiyla da antioksidan kapasiteyi arttirip azaltabilir. Bitkilerde ¢iceklenme
doneminden sonra meyve doneminde biyoaktif molekiiller en yiiksek seviyede iken
tohum doneminde senesensin de baslamasi ile birlikte kloroplast DNA’s1 yikilmaya
baglar. DNA yikimi klorofillerin parcalanmasina neden olarak yapragin fotosentetik
kapasitesini de ani bir sekilde distiriir. Niikleik asit, lipid ve proteinler parcalanmaya

baglar (Saglam, 2015). Isigin etkisiyle kloroplastlarda sentezlenerek vakuollerde
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depolanan fenolikler, ilkbahar yapraklarinda sonbahardakine oranla daha fazla miktarda
bulunur (Kefeli ve ark., 2003). Zouari ve ark. (2011), Malva aegyptiaca (Malvacea)’nin
bitkinin vejetatif dongii sirasindaki metabolik ve fizyolojik degisiklikleriyle iligkili
olarak toplam fenolik maddelerinin biiyiik farkliliklar gosterdigini bildirmistir. Ayni
sekilde Schwob ve ark. (2004), Hypericum perforatum’ un farkli fenolojik
donemlerinde igerdigi kimyasal bilesenlerini arastirdiklari ¢alismalarinda, fizyolojik
ontogenez slirecinde meydana gelen morfolojik modifikasyonlarin sekonder
metabolizmadaki modifikasyonlara eslik ettigini tespit etmislerdir. Tohum dénemine
gecerken fotosentezin azalmasi beraberinde sekonder metabolit (fenoliklerin) iiretiminin
azalmasma ve dolayisiyla antioksidan kapasitede diisiise neden olabilir. Deve giilii
bitkisinin meyve donemi olan Temmuz ayinda yaprak yiizeyinin genislemis olmasi,
sicaklik, donemsel gilines 1sinlarinin etkisi, fotosentezi ve dolayisiyla metabolik
faaliyetleri arttirmaktadir. Fotosentez iirlinlerinin fosfofenol piirivattan sikimik asit
yoluyla fenolik asitlere (kafeik, gallik ve klorojenik asit) donilistimii artmistir. Temmuz

doneminde fenoliklerin artmas1 antioksidan kapasitenin de artmasina neden olmustur.

Mineral Madde ve protein miktarlarinin tayini

Bitki 6rneklerine ait mineral igerikleri, nitrik asit (HNOs3) ve hidrojen peroksit
(H205,) asit soliisyonlart kullanilarak mikrodalga ekstraksiyon sistemi ile homojenize
edilerek, atomik absorbsiyon spektrometresi (AAS) (Thermo Scientific, USA) ve
indiiktif eslesmis plazma optik emisyon spektrometresi (ICP-OES) (Thermo scientific,
USA), cihazlar1 kullanilarak belirlenmistir. Analizler ii¢ tekrarli olacak sekilde
yapilmistir. Tiim element miktarlart mg kg veya g kg kuru agirlik cinsinden
hesaplanmistir. Elementlerin limit degerlerini tespit i¢cin Ulusal Standartlar ve Teknoloji
Enstitlisti referans malzemeleri kullanildi. AAS ve ICP-OES cihazlarinda bitki analiz
edilmeden once Milestone Ethos Easy Microwave digestion system (mikro dalga yas
yakma) cihazinda, 200 mg kurutulmus bitki yapragi drneginin iizerine 2 ml H,O, ve 6
ml HNO; eklenerek teflon tiiplerede 200°C de, 35 bar basingta, 45 dakika boyunca
¢Ozlniirlestirilmistir.

Atomik absorbsiyon ve ICPOES ile yapilan analiz sonucu “Es 4.1” deki sekilde
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hesaplanmistir:

Stfi= seyreltme faktorii ~ Sfr-bitkideki mineral miktari 4.1)

yas yakmanin seyreltildigi son hacim

1= yas yakma igin tartilan bitki miktart

Str- Sf; x seyreltme katsayist x cihazda okunan deger

Makro ve mikro besin elementlerinin bitki hayatinda 6nemli rolleri vardir.
Ozellikle de ¢ok gesitli metabolik yollarda gérev alan enzimlerin yapisina girerek
islevlerini yerine getirirler. Eksikliklerinde bitkilerde bagta klorozis ve renk
degisimleriyle birlikte yaprak kivrilmasi, yaprakta beneklenme ve yaprak dokiilmesi
olmak iizere bircok morfolojik ve fizyolojik eksiklik ve degisiklikler meydana gelir
(Taiz ve Zeiger, 2008). Bitki biiyiimesi i¢in Ca ve Mg klorofillerin, metaloenzimlerin ve
ikincil metabolitlerin bilesenleri olmalar1 (Olukayode ve ark., 2003) ve K ise 6zellikle
hiicre turgor basincinin ve elektrondtiirliigiiniin  dengelenmesinin yanisira birgok
enzimin kofaktorii olarak énemli rol oynamasi (Taiz ve Zeiger, 2008) nedeniyle birgok
bitkinin en bol metal bilesenini temsil etmektedirler. Deve giilii bitkisinin de verilen Ca,
Mg ve K igerikleri diger minerallerinden dnemli 6lgiide yiiksektir ve bu bulgu 6nceki
caligmalardaki bulgularla uyumludur (Fagbohun ve ark., 2012; Falade ve ark., 2005;
Rami ve ark., 2014). K ve Mg miktarlar1 Agustos ayinda Haziran ve Temmuz aylarina
gore anlamli miktarda azalirken, Ca ise Haziran ve Temmuz aylarinda, Agustosa gore
anlamli sekilde azalmaktadir (Cizelge 4.11). Azot, protein molekiiliiniin olusumunda ve
DNA y1 olusturan azotlu bazlarin yapisinda, canlilarin temel yapitagini olusturan amino
asitlerin ve strese karsi savunma gorevi goren sekonder metabolitlerin ve metabolik
olaylarda rol alan enzimlerin yapisinda bulunmasi nedeniyle 6nem tasir. Tibbi bir bitki
olan Deve giiliiniin, farkli vejetasyon donemlerindeki azot igerikleri literatiirde bildirilen
baz1 tibbi bitkilerin azot miktarlariyla uyumludur. Haziran (¢igeklenme) doneminde en
yiiksek azot (39.14 g/kg kuru ag) miktarlarina sahip oldugu tespit edilmistir. Temmuz
ve Agustos ayindaki N degerinin Haziran ayima gore anlamli olarak diismesiyle birlikte,
Agustos aymnda N konsantrasyonu Temmuz ayma goére de anlamli olarak azaldigi
saptanmistir (Cizelge 4.11). Sonuglar, Rao ve Lakshminarayana (1984)’nin Malvacea
familyasina ait farkli tiirlerin tohumlarinda %12.5 ile %20.2 (kuru ag.) arasinda

bildirdikleri protein miktarlariyla uyusmaktadir. Na, C4 ve CAM bitkilerinde
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fosfoenolpiirivatin  yeniden olusturulmasinda gorevli oldugu gibi, gerektiginde
potasyumun yerini almaktadir (Taiz ve Zeiger, 2008). Deve giilii bitkisinde Na
miktarindaki vejetasyon donemlerine bagli degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (Cizelge 4.11). Pytlakowska ve ark. (2012), bes farkli tibbi bitkide Na
miktarmi1 13342 pg/g ile 563+3 pg/grarasinda bildirirken, Fagbohun ve ark. (2012),
Urena lobata L. (Malvacea) bitkisinde 29.48 mg/100g, Rami ve ark. (2014) ise Sida
acuta (Malvacea) bitkisinde, Na miktarin1 110 mg/100g olarak tespit etmistir. Bizim
caligmamizda Deve giilii bitkisinde Na miktar1 0.327g/kg ile 0.456g/kg arasinda tespit

edilmistir.

Cizelge 4. 11.Deve giilii bitkisinin farkli vejatasyon donemlerindeki makroelement

icerigi
Makroelementler (g/kg) Haziran+SS Temmuz+SS Agustos£SS
Na 0.456 £ 0.027 0.327=+ 0.100 0.352£0.084
Mg 3.042 £ 0.090 2.572 +0.484 2.460 +0.298 *
K 20.681 +0.323 18.316+ 1.851 15.134 £ 1.603 *
Ca 21.968 +0.541 21.282 +£2.133 24.824 +2.334
N 39.135 + 0.654 22901 +0.413° 19.634 + 1.020 *

a: Temmuz ve Agustos ayindaki degerlerin Haziran ayina gore anlamli olarak artis veya azaligini,
b: Agustos aymdaki degerlerin Temmuz ayina gore anlamli olarak artis veya azaligini géstermektedir.
SS; standart sapma.

Fe, Mn, Zn ve Cu, biitin canli organizmalar i¢in ¢esitli biyokimyasal
fonksiyonlara sahip temel mikro besinler olmalarina ragmen yiliksek konsantrasyonlarda
alinmalar1 halinde zararli olabilmektedirler (Korkmaz ve ark., 2010). Zn, protein
sentezi, enerji liretimi ve biyomembranlarin yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda gérevli
enzimlerin yapisina katilir. Tohum gelisiminde de 6nemli rol oynar ve ¢inko eksikligi
olan bitkiler gecikmis bir olgunluk gdsterir (Kramer ve Clemens, 2005). Deve giiliinde
Zn miktari, Agustos ayinda Temmuza gore anlamli olarak azalirken, Haziran ayinda her
iki aydan daha yiiksek olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.12). FAO/WHO (1984)
tarafindan Zn i¢in izin verilen siir yenilebilir bitkiler i¢cin 27.4 mg/kg dir. Deve giili

bitkisinde Zn miktarinin toksik smirlarin altinda oldugu belirlenmistir (Max.
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18.765+0.334 mg/kg). Pytlakowska ve ark. (2012), sar1 kantaron, nane, melisa, adagay1
ve papatya gibi tibbi bitkilerin mineral iceriklerini tespit ettikleri ¢alismada; Zn;
56.6+0.2 pg/g ile 75.5+0.3pg/g arasinda tespit ettiklerini bildirmislerdir. Cu, bitkilerde
fotosentez ve mitokondriyal solunum, karbon ve azot metabolizmasi, oksidatif stres
korumast ve hiicre duvar sentezi i¢in gereklidir (Hansch ve Mendel, 2009). Cu
konsantrasyonun Temmuz ve Agustos aylarinda Haziran ayma gore anlamli olarak
azaldig1 belirlenmistir (Cizelge 4.12). Queralt ve ark. (2005), bes farkli tibbi bitkinin Cu
miktarinin 10-27 mg/kg arasinda degistigini belirtmistir. Korkmaz ve ark. (2010), 21
farkli kenevir tohumunun Cu miktarinin 9-12 mg/kg arasinda tespit etmistir. Yasam i¢in
bliylik 6neme sahip olan Fe, mitokondriyal solunum, azot asimilasyonu, hormon
biyosentezi, reaktif oksijen tiirlerinin liretimi ve atilmasi, osmokoruma ve patojen
savunmasi ile ilgilidir (Yang ve ark., 2006). Cizelge 4.12°de goriildiigii gibi Deve giilii
bitkisinde Fe miktari, Temmuz ayinda Haziran ve Agustosa gore anlamli sekilde
azalmistir. Queralt ve ark. (2005), bes farkli tibbi bitkide Fe miktarmi 89-853mg/kg
olarak, Korkmaz ve ark. (2010), farkli kenevir tiirlerinde 98-121mg/kg olarak tespit
ederken Fagbohun ve ark. (2012), Urena lobata L. (Malvacea) da 9.35mg/100g olarak
bildirmistir. Mangan, bitkilerde sekonder metabolit {iretimi i¢in 6nemli olan shikimik
asit metabolik yolu, giberellik asit biyosentezi, RNA polimeraz aktivasyonu ve yag asidi
biyosentez yollarinda gorev alan enzimlerin yapisina katilir (Hénsch ve Mendel, 2009).
Deve giilii bitkisinde Mn 26.5-36.22mg/kg olarak vejetasyon donemine gore farklilik
gostermistir. Mn konsantrasyonu, Temmuz ayinda Hazirana gore istatistiki olarak
anlamli oranda azalirken Agustos ayinda Temmuza gore anlamli olarak artmuistir.
Sonuglar, daha 6nce Malvacea familyasi liyeleriyle yapilan ¢alismalarla (Zouari ve ark.,
2011; Fagbohun ve ark., 2012) uyumluluk géstermektedir. Mn, bazi dehidrogenazlarin,
dekarboksilazlarin, kinazlarin, oksidazlarin, peroksidazlarin aktiviteleri ve fotosentetik

O, tiretimi i¢in gereklidir (Taiz ve Zeiger, 2008).
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Cizelge 4. 12. Deve giili bitkisinin farkli vejatasyon donemlerindeki mikroelement

icerigi
Mikroelementler (mg/kg) Haziran+SS Temmuz+SS Agustos=SS
Mn 33.893+0.314 26.592+ 0.932°  36.217+2.771°
Cu 5.932+ 0.487 4.147 £0.306 * 3.628£0.195°
Zn 18.765 £ 0.334 12.000 +£0.709 *  9.983 + 0.252*
Fe 441.617 £21.240 403.67+11.666 431.756 +28.928

a: Temmuz ve Agustos ayindaki degerlerin Haziran ayina gore anlamli olarak artig veya azaligini,
b: Agustos aymdaki degerlerin Temmuz ayina gore anlamli olarak artis veya azaligint gostermektedir.
SS; standart sapma

Agir metalleri alma, tolere etme ve biriktirme yetenekleri bitki tiirlerine gore
degisebildigi gibi, ayni tlriin bireyleri arasinda da farklilik gdsterebilmektedir
(Angelova ve ark., 2004). Cobalt, B-12 vitaminin bir parcasidir. Insandaki eksikligi,
baz1 biyolojik siirecleri ciddi sekilde etkilemektedir (Taylor ve Sullivan 2008). Deve
giilii bitkisinde Se miktar1 0.92-1.27 mg/kg araliginda degismektedir. Agir metallerin
konsantrasyonunda istatistiki olarak farkli vejetatif donemlerde anlamli bir farklilik
bulunmamistir  (Cizelge 4.13). Deve giilii bitkisinde Co miktar1 0.38-0.45mg/kg
arasinda degismektedir (Cizelge 4.13). Basgel ve Erdemoglu (20006), test ettikleri bazi
tibbi bitkilerin Co degerini 0.14 ile 0.40 mg/kg arasinda tespit etmistir. Kadmiyum
gidalarda ve dogal sularda 6nemsiz bir elementtir ve esas olarak bobrekler ve
karacigerde birikmektedir (Castagnetto ve ark., 2002). Gidalardaki kadmiyum
cogunlukla ¢esitli ¢evresel kirlilik kaynaklarindan elde edilir (Divrikli ve ark., 2006).
Tibbi bitkilerde Cd degerinin maksimum 0.3 mg/kg a kadar toksik olmadigi kabul
edilmektedir (WHO, 1998). Cizelge 4.13’de goriildiigii gibi Deve giilii bitkisinin tohum
doneminde Cd degeri WHO’ nun (1998) onerdigi degerler arasinda bulunmustur (0,29
mg/kg). Divrikli ve ark. (2006), farkli tibbi bitkilerde kadmiyum degerini 0.2-2.7 pg/g
arasinda tespit ederken Baggel ve Erdemoglu (2006), bes farkli tibbi bitkide Cd degerini
0.004 ile 0.44 mg/kg araliginda belirlemislerdir. Cr, fazla alindiginda biyolojik
indirgenlerle reaksiyonlara girerek, reaktif oksijen tiirleri olusturmakta boylece DNA ve
protein sentezine zarar veren oksidatif strese neden olmaktadir (Stohs ve Bagchi, 1995).
Deve giilinde Cr miktar1 5.9 mg/kg ile 7.06 mg/kg arasinda degismektedir (Cizelge

4.13). Ozcan (2004), feslegen, biberiye, defne ve lavantadaki krom konsantrasyonlarini
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7.95 ile 19.0 pg/g arasinda degisen degerlerde tespit ederken Divrikli ve ark. (2006),
biberiye, fesleen ve defnede Cr degerini sirasiyla 0.1 ile 9.7 pg/g arasinda
belirlemislerdir. Selenyumun erken yaslanma ve dejeneratif hastaliklara kars1 etkili
bitkisel antioksidanlardan oldugu, Se uygulanan hastalarda tiimdriin genellikle kokenle
sinirlt  kalarak, uzak metastazin daha az gorildigi (Obiajunwa ve ark.,2002),
enflamatuar ve immiin yanitlarda modiilator olarak aktif bir role sahip oldugu (Neve,
1991) bildirilmistir. Ozcan ve ark. (2003), kimyon, dereotu, nanede Se miktarini
sirastyla 1.41, 1.65, 1.12 mg/kg olarak bulmuslardir. Deve giilii bitkisinde Se miktari
0.924 ile 1.274 mg/kg arasinda degismektedir. Temmuz ayindaki Se miktar1 Haziran ve

Agustos aylarindakine gore anlamli olarak artmistir.

Cizelge 4. 13. Deve giilii bitkisinin farkli vejatasyon déonemlerindeki agir metal igerigi

Agir metaller (mg/kg) Haziran+SS Temmuz+SS AgustosSS
Cd 0.308+0.118 0.247 £ 0.026 0.289 +0.031
Co 0.454 = 0.096 0.378 + 0.054 0.450 £ 0.058
Cr 6.670 +0.778 5.972 +0.850 7.060 + 1.149
Se 1.012+£0.112 1.274 £ 0.418 0.924 + 0.081

a: Temmuz ve Agustos ayindaki degerlerin Haziran ayina gore anlamli olarak artis veya azalisini,
b: Agustos ayindaki degerlerin Temmuz ayina gére anlamli olarak artis veya azalismi gostermektedir.
SS; standart sapma.

Deve giilli bitkisi toprak tistii kisimlarinin protein miktar1 Temmuz ve Agustos
aylarinda Haziran ayma gore anlamli olarak azalmasinin yaninda Agustos ayimndaki
miktarin Temmuz ayina gore de anlamli olarak distiigii gézlenmistir (Cizelge 4.12).
Azot ve protein orani birlikte degerlendirildiginde protein miktarindaki azalmanin azot
miktarindaki azalmayla orantili oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.12). Deve giili
bitkisinin farkli vejetasyon donemlerindeki protein miktarlar1 Zouari ve ark. (2011)’nin
Malva aegyptiaca (Malvacea) (8.7g/100g(kuru ag.)) ve M. sylvestris (Malvacea)
(12.25g/100g (kuru ag.)) i¢in bildirdikleri miktarlardan daha yiiksek olarak bulunmustur.
Kabir ve ark. (2016), Pakistan’in bes farkli tibbi bitkisinin toprak iistii kisimlariyla
yaptiklar1 c¢aligmada, protein miktarlarimi %8.148( kuru agirlik) ile %17.28 (kuru
agirlik) arasinda degisen degerlerde bildirmistir. Bitkinin ¢iceklenmeye gectigi Haziran
ayt donemi aym1 zamanda yaprak sayisinin en fazla ve taze oldugu donem olmasi

nedeniyle protein sentezinin ve sekonder metabolit iiteriminin de en fazla oldugu donem
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olarak diisiiniilmektedir. Benzer sonuglar Zouari ve ark. (2011) tarafindan Malva
aegyptiaca L. (Malvaceae) ile yaptiklar1 ¢alismada bildirilmistir. Ayn1 zamanda yo6re
halki Deve giilii bitkisini 6zellikle yapraklarinin en fazla oldugu Haziran ayinda

toplayarak tedavi amaciyla kullanmaktadir.

Cizelge 4. 14. Deve giilii bitkisinin farkli vejatasyon donemlerindeki protein igerigi

Element HaziranSS Temmuz+SS Agustos+SS
Protein (g/kg) 244.593 + 4.086 143.133 £2.578* 122.712 £ 6375
Azot (g/kg) 39.135 +0.654 22901 £0.413 % 19.634 +1.020 ®

a: Temmuz ve Agustos ayindaki degerlerin Haziran ayina gore anlamli olarak artig veya azaligini,
b: Agustos aymdaki degerlerin Temmuz ayina gore anlamli olarak artis veya azaligint gostermektedir.
SS; standart sapma.

Haziran ayinda yaprak sayisinin en fazla oldugu donemde protein miktarinin da
en yiiksek seviyede oldugu tespit edilmistir. Bu da morfolojik olarak gelisme
doneminde olan Deve giilii bitkisinde protein sentezinin de fazla olmasiyla
iligskilendirilmistir. Meyve ve tohum déneminde ise protein miktarinin giderek azalmasi,
Nair (2013)’in bildirdigi bamyanin meyve doneminden tohum donemine gegerken
proteinlerindeki azalmayla uyumludur. Nair (2013), protein kaybinin, proteinojen amino
asitlerin perikarptan tohumlara translokasyonuna bagli olabilecegini aciklamistir.
Boylece normal bitki biiylimesi kosullari altinda, protein pargalanma {irlinlerinin
biiyiiyen tohumlara aktarildig: diistiniilmektedir.

Deve giilii bitkisinin farkli vejetasyon donemlerindeki makro ve mikro element,
agir metal ve protein igerigi ilk kez tespit edildigi bu ¢alismada, metabolik faaliyetlerin
yogunlagsmaya basladig1 cigeklenme donemi olan Haziran aymnda makro ve mikro
elementler diger aylara gére daha yiiksek belirlenmistir. Agir metaller ise vejetasyon
donemlerine gore anlamli bir farklilik gostermeyerek yenilebilir bitkilerde olmasi
gereken sinirlarda belirlenmistir. Tibbi bitkilerin mineral igeriklerinin belirlenmesi,
besin igerikleri ve farmakolojik fonksiyonlarmi dikkate alarak, tedavi amagh
kullanilmak iizere onerilen bitki dozlarinin tanimlanmasi agisindan oldukc¢a 6nemlidir.
Bitkilerin mineral ve protein icerikleri yetistikleri ortamin 6zelliklerinden etkilendikleri

gibi farkli vejetasyon donemlerinde de degisebilmektedir.
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4.3.4. Deve giilii bitkisinin antioksidan kapasitesinin ve fenolik asitlerinin doku

kiiltiiriinde arttirillmasi

Fenoliklerin genel olarak olumsuz g¢evre kosullarinda bitki biyotik ve abiyotik
stres altindayken sentezlenen fitokimyasallar oldugu belirtilmistir (Fini ve ark., 2011).
Tibbi bitki doku kiiltiirlerinde hedef ikincil metabolitlerin sentezini etkileyen bir dizi
fiziksel ve kimyasal faktorler vardir. Bunlar; 1s1k, pH, elektrik, manyetik,
elektromanyetik radyasyon, mekanik kuvvet, ultrasonik, ortam tipleri, ortam tuzu,
inokulum yogunlugu, karbon kaynagi, azot kaynagi, kuraklik, su, UV, yarali
yiizeylerden patojen enfeksiyonu ve bazi eser metal iyonlar1 olarak siralanabilir (Collin,
2001; Kefeli ve ark; 2003Wang ve ark., 2017). Ayrica ¢imlenmenin farkli asamalarinda
fenol konsantrasyonu artmis veya azalmis olabilir (Thomas ve Ravindra, 1999).

Deve giilii bitkisinin fenolik madde miktarina bazi stres faktorlerinin etkisini
incelemek i¢in, MS de 28 giin bekletilip gen¢ yapraklari olusan siirglinler kullanilmigtir.
Fenolikler, yapraklarda sentezlendikten sonra diger doku ve organlara tagmir (Ozyigit,
2008). Kallus kiiltiirlerinde yaprak olusumu goriilmedigi i¢in taze yaprak tasiyan siirgiin
uclarmin fenolik iiretiminde kalluslara gore daha aktif olacag: diisiiniilmiistiir. Ozyigit
(2008), Deve giilii ile ayn1 familyadan olan pamuk bitkisinin yaprak ve siirgiinlerini
kiiltiire aldiktan sonraki {i¢iincii ve dordiincii haftalarda (20 ile 30 giin aras1), fenolik
madde miktarinin en st seviyeye ulastigini bildirmistir. Benzer sonuglar Lorenzo ve
ark. (2001) tarafindan seker kamusi kiiltiirlerinde, Islam ve ark. (2003) tarindan patates
hiicre kiiltiirlerinde de bildirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda sakkaroz, BBD ve farkli
siddetlerde UV uygulamalar1 sonucunda Deve giilii bitkisinin doku kiiltiirii 6rnekleri

antioksidan kapasite ve fenolik asit miktarlari agisindan tekrar degerlendirilmistir.

4.3.4.1. Doku Kkiiltiiriinde farkh sakkaroz konsantrasyonlarinin uygulanmasi

sonucu antioksidan kapasite ve fenolik icerik bulgulari

Doku kiiltiirinde MS besiyerinde 28 giin boyunca farkli sakkaroz
konsantrasyonlarinda inkiibe edilen siirglin uglarina antioksidan kapasitenin

belirlenmesi i¢cin FCR, FRAP ve Orac testleri uygulanmistir. Fenolik asit miktarlar ise
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HPLC ve LC-MS/MS le tespit edildi. Bu testlerin sonuglar1 Cizelge 4.15 ve Cizelge
4.16°da verilmistir.

15 g/l ve 45 g/l sakkaroz uygulamasimin kontrol (30 g/l) grubuna gore FCR,
FRAP ve ORAC degerlerinde anlamli olarak artisga neden olmadigi belirlenmistir
(Cizelge 4.15). 15 Sve 45 S uygulamlarinin hiicrede reaktif oksijen tiirlerinden elektron
alacak veya onlara elektron verecek olan antioksidan molekiilleri sentezleyen genleri
aktive edemedigi diisiiniilmektedir. 15 g/l ve 45 g/l sakkaroz uygulamalarinin Deve giilii
bitkisinin antioksidan kapasite arttirrminda kullanilamayacak bir uygulama oldugu

sonucuna varilmistir.

Cizelge 4. 15. Sakkaroz uygulamasinin ardindan FCR, FRAP, ORAC degerleri

Sakkaroz FCR FRAP ORAC
uygulamasi GA.Eq.mg /g pmol Fe** pmolTE/g kuru
kuru agirhk+SS g/kuru agirhk+SS agirhk+SS
MS K 7.46+0.740 168.542+5.776 135.983+4.381
15S 6.174+0.556 * 145.7334+2.987* 131.354+4.915
458 6.654+0.457 144.3204+5.963 * 119.892+3.635"

MSK; kontrol (30mg/1 sakkaroz), 15S; 15 mg/l sakkaroz iceren MS. 45S; 45 mg/1 sakkaroz igeren MS.a:
15 S ve 45 S uygulamalarinin MS K uygulamasina gore anlamli (p<0.05) olarak artis veya azaligini, b: 45
S uygulamasinin 15 S uygulamasina gére anlamli (p<0.05) olarak artis veya azalisin1 gostermektedir. SS;
standart sapma.

[k kez yapilan bu ¢alismayla Deve giilii bitkisinin fenolik asit mikkarinda 45 g/1
sakkaroz uygulamasinin, kontrol (30 g/l) ve 15 g/l sakkaroz uygulanan gruba gore
fenolik asit miktarinda artisa neden oldugu gorilmiistir (Cizelge 4.16). Yiiksek
sakkaroz konsantrasyonu hiicre sitoplazmasinda ozmotik basinca neden olarak hiicrenin
plazmoliziyle sonug¢lanmistir (Zouine ve Hadrami, 2004). Bu durum hiicreyi strese
sokarak fenolik iiretimini saglayan genlerin aktivasyonuna neden olmustur. (Cizelge
4.16). Sakkaroz bitkilerede, karbon ve enerji kaynagi olmasinin yanisira osmotik strese
de yol agabilmektedir (Liu ve Cheng, 2008). Sonuglarimiz Zouine ve Hadrami (2004)
tarafindan Phoenix dactylifera L. bitkisinde ve Yamaner (2011) tarafindan H.
adenotrichum’da ve Raoul ve ark. (2010), H. sabdariffa (Malvacea)’da bildirdikleri

sonuclarla uyumludur. Yamaner (2011), H. adenotrichum in vitro kiiltiirlerinde 15, 30
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ve 45 g/l sakkaroz uygulayarak fenolikleri arttirmaya c¢alismis, 45 g/l sakkaroz
uygulamasinin izokuersetin miktarin1 kontrole gore yaklasik 1.6 kat arttirdigini, Raoul
ve ark. (2010), ise H. sabdariffa (Malvacea) doku kiiltliriine uygulanan sekerin ¢esit ve

konsantrasyonunun fenolik igerigi etkiledigini bildirmistir.

Cizelge 4. 16. Sakkaroz uygulamasinin ardindan gallik, kafeik ve klorojenik asit

miktarlari
Sakkaroz Gallik asit Kafeik asit Klorojenik asit
uygulamasi (mg/kuru agirhk)+SS (mg/kuru agirhk)+SS (mg/Kuru agirhk)+SS
MS K 0.318+0.003 0.904+0.010 0.456+0.005
158 0.337+0.07 * 0.944+0.037 0.474+0.005 *
458 0.516:0.008 *° 1.036+0.015 *° 0.514+£0.011 *°

MSK; kontrol (30mg/1 sakkaroz), 15S; 15 mg/l sakkaroz iceren MS. 458S; 45 mg/l sakkaroz igeren MS.a:
15 S ve 45 S uygulamalarinin MS K uygulamasina gére anlamli (p<0.05) olarak artis veya azaligini, b: 45
S uygulamasinin 15 S uygulamasina goére anlamli (p<0.05) olarak artis veya azaligin1 gostermektedir. SS;
standart sapma

4.3.4.2. Doku kiiltiiriinde UV uygulanmasi sonucu antioksidan kapasite ve fenolik

icerik bulgular:

UV, kuraklik, fazla su, patojen enfeksiyonu ve karbonhidrat (seker)
destekleri gibi bazi stres faktorleri bitkilerde fenoliklerin ¢esit ve konsantrasyonunu
etkilemektedir (Lux-Endrich ve ark., 2000; Kefeli ve ark., 2003; Zapprometov ve
ark., 1989). UV isinlan tige ayrilir. UVA (320 ila 400 nm), UVB (280 ila 320 nm) ve
UVC (200 ila 280 nm) Bunlar arasinda, en giiclii etkiye UVC sahiptir. Dalga boyu ne
kadar kisalirsa siddeti o kadar giiclii olmaktadir.

15 dk. UVC (254 nm) uygulamasi, FRAP ve ORAC sonuglarini kontrole gore
anlaml olarak diisiiriirken FCR sonuglarini ise anlamli olarak etkilememistir (Cizelge
4.17). Ancak UV nin 30 dakika uygulanmasi ise FCR, FRAP ve ORAC sonuglarini

anlamli olarak diislirmiistiir.
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Cizelge 4. 17. UV C (254 nm) uygulamasinin ardindan FCR, FRAP, ORAC degerleri

Uvealama FCR FRAP ORAC
(UV}(]EglIZSOnm) GA .Eq. mg /g kuru pmol Fe** pmolTE/g kuru
B ag. =SS g/kuru agirhk+SS agirhk+SS
UVK 6.282+0.551 136.246+8.131 155.035+6.607
UV 15 5.918+0.379 117.878+3.335 2 137.81+5.384"
Uv 30 4.803+0.066 ™ 89.014+2.447 ® 128.544+5.934 *

UV, ultraviole, UV K; ultraviole kontrol, SS; standart sapma, a: UV 15 ve UV 30 uygulamalarinin UV K
uygulamasina gore anlamli (p<0.05) olarak artis veya azalisini, b: UV 30 uygulamasinin UV 15
uygulamasina gore anlamli (p<0.05) olarak artig veya azalisin1 géstermektedir. SS; standart sapma.

15 ve 30 dk. UV uygulamas: fenolik asit miktarlarin1 kontrole goére anlaml
sekilde diistirmiistiir. Ancak 15 dakika UV uygulamasi ise klorojenik asit miktari
kontrole gore arttirmistir (Cizelge 4.18). UV uygulamanin klorojenik asit disindaki
fenoliklerin sentez yolunu baskiladigi ancak strese neden olarak klorojenik asit

kodlayan geni aktive ettigi diistiniilmektedir.

Cizelge 4. 18. UV C (254 nm) uygulamasinin ardindan fenolik asit miktarlari

Uygulama Gallik asit Kafeik asit Klorojenik asit
(UVC=280nm) (mg/kuru agirhk)ESS  (mg/kuru agirhk)+SS  (mg/kuru agirhk)=SS
UV K 0.2420.008 0.708£0.007 0.298+0.007
UV 15 min 0.183+0.005 * 0.663+0.009 * 0.417+0.014*
UV 30 min 0.139+0.006 * 0.456+0.010 0.216+0.005 *

UV; ultraviole, UV K; ultraviole kontrol, SS; standart sapma, a: UV 15 ve UV 30 uygulamalarinin UV K
uygulamasina gore anlamli (p<0.05) olarak artig veya azalisini, b: UV 30 uygulamasinin UV 15
uygulamasina gore anlamli (p<0.05) olarak artig veya azalisin1 gostermektedir. SS; standart sapma.

Deve giili ile ilk kez yapilan bu calismada, uygulanan UV C (254 nm) nin
siddeti, siiresi, uygulama mesafesi, uygulanan orneklerin yas1 ve uygulama siiresinden
sonra analizlere kadar gegen siirenin, fenolik asit miktar1 ve antioksidan aktivite
tizerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. Uygulama siiresi, UV siddeti, mesafesi ve yas
gruplartyla farkli kombinasyonlar yapilarak Deve giilii bitkisinde fenolik arttirimi igin
optimum sartlarin saglanmasi ileriki calismalar olarak diisiiniilebilir. Elde edilen
sonuglar, uygulanan faktorlerden UV nin bitkinin sekonder metabolit iiretimini (gallik
ve kafeik asit) azaltarak antioksidan aktivitelerini de olumsuz etkiledigini gostermistir.
Benzer sonuglar Keskin ve Kunter (2008)’in Vitis vinifera’nin yapraklarindan elde

edilen kalluslara UVC (254 nm) uygulamasindan 72 saat sonra trans resveratrol
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Olgtimiinde elde edilmistir. Bir sekonder metabolit olan trans resveratrol miktarindaki
disiis kallus yasiyla iliskilendirilmistir. Charlwood ve ark., tarafindan sekonder
metabolitlerin miktarindaki diisiis, belli bir inkiibasyon agamasindan sonra dokularin
enzimler tarafindan par¢alanmasina baglanmaktadir (Keskin ve Kunter, 2008). Timova
ve Ttma (2010), Genista tinctoria kallus kiiltiirlerinde sekonder metabolit miktarininin
UV radyasyonunun dalga boyuna ve uygulama siiresine bagl olarak arttigini veya
azaldigim1 bildirmislerdir. Namli ve ark. (2009), Hypericum triquetrifolium da
hiperisinin 15 dakikalik UV uygulamasinda artmasma ragmen, 60 dakikalik
uygulamadan sonra azaldigini bildirilmistir.

15 dk. UV uygulamasi sonucu klorojenik asit miktarinda kontrole gore artis
saglanmas1 Namli ve ark. (2009), Fini ve ark. (2011) ve Pakseresht ve ark. (2016)’ nin
elde ettigi sonuglarla ve Jiao ve ark.(2018), farkli siddette UV uyguladiklar1 Isatis
tinctoria L. tiiyli kok kiiltiirlerinde, UV-B’nin flavonoid birikimini kontrole gore 16.51
kat arttirdig1 sonuglarla uyusmaktadir.

Deve giilii bitkisiyle ilk defa yapilan bu calismayla, antioksidan etkisi onceki
caligmalarda bildirilen (Kahkonen ve ark., 1999; Sato ve ark., 2011; Gonthier ve ark.,
2003) bir sekonder metabolit olan klorojenik asit miktarinin, 15 dakika UVC

uygulamasit sonucunda kontrole gore anlamli sekilde arttirimi basarilmstir.

4.3.4.3. Doku kiiltiiriinde BBD uygulamasi sonucu antioksidan kapasite ve fenolik

icerik bulgular

Onceki calismalarda (Kwak ve ark. 1996; Ruiz ve ark., 2003), biyotik ve
abiyotik stresin fenolik asit metabolik yolunda gorevli PAL (fenilalanin amonyum
liyaz), peroksidaz (POD) enziminin miktarinda artisa neden oldugu bildirilmistir. Bu
enzimin artis1 beraberinde fenolik asit iiretiminin ve dolayisiyla da antioksidan
kapasitenin artisina neden olmaktadir.

0.5 mg/l NAA+0.5 mg/l BAP uygulanan 6rneklerdeki FCR, FRAP ve ORAC
degerlerinin hem kontrolden hem de 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BA uygulanan 6rneklerden
anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.19). Tek basina uygulanan BA

ve NAA’ nin ise antioksidan aktiviteyi kontrole gore diislirdiigii gdzlenmistir.
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Deve giilii bitkisiyle ilk kez yapilan bu c¢alismayla, farkli konsantrasyon ve
kombinasyonlarda uygulanan BBD’lerden 0.5 mg/l NAA+0.5 mg/l BAP’1n, her ii¢
fenolik asit miktarinda anlamli olarak artisa neden oldugu tespit edilmistir. Gallik,
kafeik ve klorojenik asit miktarlari kontrole goére yaklasik 2 kat fazla tretilmistir
(Cizelge 4.20). 0.5 mg/l NAA+0.5 mg/l BAP’1in Deve giilii bitkisinde fenolik asit
arttirimi i¢in uygulanabilecek uygun dozda hormon oldugu sonucuna varilmistir. 1 mg/1
BA ve 1 mg/ 1 NAA’in ise tek basina uygulanmasi her {i¢ fenolik asit miktarini kontrol

grubuna gore diisiirdiigli, dolayisiyla fenolik sentezini baskiladig1 sonucuna varilmistir.

Cizelge 4. 19. BBD uygulamasinin ardindan FCR, FRAP, ORAC degerleri

FCR FRAP ORAC
Uygulama GA.Eq. mg /g kuru pmol Fe2+ /g kuru pmolTE/g kuru
ag. agirhk ag.
MS K 7.46+0.740 168.542+5.776 135.983+4.381
0,5 NAA+0.5BA 8.211+0.370 181.46+10.667 183.168+3.177 °
1BA 6.05+0.344 151.788+4.121 ® 139.112+2.817°
INAA 6.398+0.227 147.751+4.856 *° 126.204+5.777 *°

a: Hormon uygulamalarinin MS K uygulamasina gore anlamli (p<0.05) olarak artis veya azaligini, b: 1BA
ve INAA uygulamalarinin 0.5NAA+0.5BA uygulamasina gore anlamli (p<0.05) olarak artis veya
azalisin1 gostermektedir, c: 1BA uygulamalasinin INAA uygulamasina gore anlamli (p<0.05) olarak artig
veya azalisin1 gostermektedir.

Cizelge 4. 20. BBD uygulamasimin ardindan gallik, kafeik ve klorojenik asit degerleri

Gallik asit Kafeik asit Klorojenik asit
uygulama
(mg/kuru agirhk)£SS (mg/kuru agirhk)£SS (mg/kuru agirhk)£SS
MS K 0.318+0.003 0.904+0.010 0.456+0.005
0.5NB 0.628+0.007 * 1.725+0.016* 0.711£0.01 *
1BA 0.212+0.006 * 0.578+0.011 ® 0.338+0.012
INAA 0.277+0.006 *** 0.648+0.023 ** 0.41420.014 **

a: Hormon uygulamalarinin MS K uygulamasina gore anlamli (p<0.05) olarak artis veya azaligini, b: 1BA
ve INAA uygulamalarinin 0.5NAA+0.5BA uygulamasina gore anlamlt (p<<0.05) olarak artis veya
azaligin1 gostermektedir, c: 1BA uygulamalasinin 1INAA uygulamasina gore anlamli (p<0.05) olarak artis
veya azalisini gostermektedir.

Bitkiler sekonder metabolit arttirimi i¢in genotipine bagl olarak farkli miktar ve
cesitte BBD’ye ihtiya¢ duyar (Glirel ve Tirker, 2002). Yesil-Celiktag ve ark. (2007),
Rosmarinus officinalis kalluslarinda en yliksek fenolik asit ve antioksidan kapasiteyi 1

mg/L NAA igeren ortamda, Giri ve ark. (2012), Habenaria edgeworthii kalluslarinda,
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dogal ortamdakinden daha yiiksek gallik asit ve antioksidan kapasiteyi BA igeren
ortamda, North ve ark. (2012), Strelitzia reginae, doku Kkiiltiirtinde en yiiksek fenolik
icerigi 0.5 mg/l NAA ve 6 mg/l BAP igeren ortamda tespit etmiglerdir. Deve giilii ile
yapilan bu ¢aligmada ise 0.5 NAA+0.5 BAP uygulanan 6rneklerin fenolik asit miktarlar
ve antioksidan kapasiteleri hem kontrole gére hem de dogadan getirilip etanol

ekstraksiyonu yapilanlardan daha yiiksek tespit edilmistir.

4.3.5. Dogal ortamindan getirilen ve doku Kkiiltiiriinde stres uygulanan 6rneklerin

antioksidan kapasite ve fenolik asit miktarlarinin karsilastirilmasi

Dogal ortamindan farkli vejetasyon donemlerinde getirilen ve etanol
ekstraksiyonu yapilan Orneklerin antioksidan kapasite ve fenolik igerik miktarlar
karsilastirildiginda MS kontrol ortaminda yetistirilen orneklerin FCR ve FRAP
degerleri, farkli vejetasyon donemlerinde dogal ortamindan getirilen 6rneklerden daha
yiiksek tespit edilmistir. Ayrica 0,5 NAA+0.5BA uygulamasinin hem dogal ortamdan
getirilen hem de kontrolden yaklasik iki kat daha yiiksek miktarda FCR ve FRAP
degerlerine neden oldugu tespit edilmistir. ilk kez yapilan bu ¢alismayla Deve giilii

bitkisinin antioksidan kapasitesi BBD uygulanarak arttirilmistir.

Cizelge 4. 21. Dogal ortamindan getirilen ve doku kiiltiiriinde stres uygulanan
orneklerin antioksidan kapasitelerinin karsilagtirilmasi.

Uygulama FCR FRAP ORAC
(Etanol ekstreleri) GA.Eq. mg /g kuru pmol Fe2+ /g kuru pmolTE/g kuru
ag. £SS agirhk+SS ag. +SS
Haziran 5.891+0.115 73.304+2.519 187.332+0.566
Temmuz 5.13+0.109 76.25+1.497 152.282+3.100
Agustos 4.667+0.109 59.708+2.573 119.091+0.762
MS 7.46+0.740 168.542+5.776 135.983+4.381
kontrol
0,5 NAA+0.5BA 8.211+£0.370 181.46+10.667 183.168+3.177

0.5 NB; 0.5 NAA+0.5 BA uygulamasi, SS; standart sapma.

0.5 NAA+0.5 BA uygulamasinin fenolik asit miktarlarin1 dogal ortamindan getirilene

gore yaklasik iki kat arttirdigr tespit edilmistir (Cizelge 4.23).
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Cizelge 4. 22. Dogal ortamindan getirilen ve doku kiiltiiriinde stres uygulanan
orneklerin fenolik asit miktarlarinin karsilastirilmasi

Gallik asit Kafeik asit Klorojenik asit
uygulama
(mg/kuru agirhk)£SS (mg/kuru agirhk)£SS (mg/kuru agirhk)£SS
Haziran 0.361 +0.032 0.844 + 0.041 0.488 + 0.006
Temmuz 0.315+0.007 0.752 £ 0.042 0.436 +0.017
Agustos 0.264 +0.029 0.631 +£0.024 0.376 £ 0.010
0,5NB 0.628+0.007 1.725+£0.016 0.711+0.01

0.5 NB; 0.5 NAA+0.5 BA uygulamasi, SS; standart sapma






5.SONUC

Bitkisel materyaller gelismis ve gelismekte olan iilkelerde ilag endiistrisi i¢in
recetesiz satilan ilag iirlinleri ve hammadde olarak kullanilarak kiiresel ila¢ pazarinin
onemli bir boliimiinii temsil etmektedir. Genellilkle ciddi yan etkilere sahip olmayan
bitkilerin terapdtik aktivitesi, icerigindeki yaglar, proteinler, sekonder metabolitler,
mineral ve vitaminler gibi biyolojik olarak aktif organik bilesikler ile iliskilidir.
Tarimsal yontemlerle bitki iiretimi, pek ¢ok bitki i¢in cografi konuma, iklim ve biiylime
sartlarina bagl oldugu icin sekonder metabolit eldesini sinirlayabilmektedir. Bitki doku
kiiltiirleri cevresel faktorlerden bagimsiz gelistikleri igin liretim kosullari denetim altina
aliabilir. Denetimle optimum biiyiime kosullarinin saglanmasi hiicre boliinmesini
hizlandirir. Doku kiiltiirii ortaminda morfolojik ¢esitlilik gorsel se¢imle ayirt edilebilir.
Ayrica, bazi bitki enzimleri kiiltiir ortaminda etkin bi¢cimde salgilanabilir.
Biyoteknolojik arastirmalar in vitro hiicre Kkiiltiirleriyle sekonder {irlin arttirimin
saglamanin yamisira tip, kozmetik, boya, kimya ve gida sanayinde kullanilmasi
caligmalarin1  da hizlandirmistir.  Sekonder {irtinlerin  doku kiiltlirli ortaminda
iretilmesiyle arz talep dengesine dayanan, cevresel etkilerden bagimsiz {iretim
saglanabilir. Sabit verim ve kararlilikta istenilen miktarda liretim yapilabilir. Doga
tahribat1 en aza indirilip, daha az arazi kullanimmnin gerceklesmesi saglanabilir. Yeni
sekonder iirlinlerin eldesi miimkiin olabilir. Bu yolla elde edilen sekonder iiriinler,
bitkideki gibi baska bilesikler ile kontamine olmaz ve saflik miktar1 artabilir. Nesli
tiikenme tehlikesi altindaki tiirler korunabilir. Metabolik yollar aydinlatilabilir ve bu
sayede kitlesel iiretime geciste gereken bilgi elde edinilmis olur.

Malvacea familyasina ait bir ¢ok tiir i¢erdigi musilaj nedeniyle tibbi kullanim
alanina sahiptir (Uzunhisarcikli ve Vural, 2012). Deve giilii bitkisi, halk arasinda
tonsilit, mide {ilseri, duodenal iilserler, pndmoni, liriner sistem enfeksiyonlar1 ve
allopesi gibi ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek ic¢in kullanilmaktadir (Mati ve de Boer,
2011). Bu bitkinin doku Kkiiltiiriinde {iiretilmesi, fitokimyasal igeriginin belirlenerek
fenolik asitlerinin ve antioksidan kapasitesinin doku kiiltiirlinde arttirilmasi ¢alismalari
daha 6nce yapilmamistir.

Deve giili bitkisi dogal ortamindan getirildikten sonra laboratuvar
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caligmalarinda bitki organlarinin eksplant olarak kullanilmasi i¢in saks1 i¢ine alinmustir.
Ancak gelisimi yavaslamis, yeni olugan yapraklarin ylizeyi kii¢iilmiis ve iki ay sonunda
kurumustur.

Doku kiiltiirii ¢calismalari i¢in tohumlar %5, %7.5 ve %10 ‘luk NaOCl ile steril
edildikten sonra 24 saat inkiibe edilerek ve bistiiri ile ¢izilerek veya ¢izilmeden tekrar
sterilizasyon caligmalarina tabi tutulmustur. Bu g¢aligmalar sonunda kontaminasyonu
engelleyecek sterilizasyon protokoliiniin olusturulmasinin yani sira tohumlarin 48 saat
icinde ¢imlenmesini saglayacak dormansi kirma protokolii de olusturulmustur. %10 ‘luk
NaOCl ile steril edildikten sonra 42°C sicaklikta 24 saat inkiibe edilip bistiiri ile ¢entik
atilan tohumlar % 86.67+5.774 oraninda ¢imlendirilmistir.

14 ve 28 giinlik eksplantlar kullanilarak yapilan kallus olusturma
caligmalarinda, kotiledonlarin diger eksplantlara gore daha yiiksek kallus olusturma
yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir. 14 giinliik kotiledonlar en fazla 1 mg/l 2,4-D de,
28 giinliilk kotiledonlar ise en fazla 2 mg/l 2,4D iceren MS ortamlarinda kallus
olusturmustur. Genel olarak 14 giinliik kotiledonlar 28 giinliik kotiledonlardan daha
yiiksek oranda kallus olusturmustur.

Rejenere bitkicikler, 28 giinliik ¢imlendirilen bitkilerden alinan siirgiin ucu ve
nodlardan 6 hafta boyunca MS inkiibasyonuyla elde edilmistir. Nod ve siirgiin ucundan
%100 oraninda dogrudan rejenerasyon gozlenmistir. Rejenere olan bitkicikler 6 hafta
sonra koklendirme besiyerine alinmis, koklendirildikten sonra rejenerasyon isleminin
devaminda topraga aktarilmistir. Mikro ¢ogaltimi yapilan nodlarin % 44.4’i BBD’siz
MS ortaminda iki veya daha fazla siirgiinle filizlenmistir. Eksplant basina diisen siirgiin
sayis1 1.61 olarak tespit edilmistir. Deve giilii bitkisiyle noddan mikrogogaltim
caligmas1 basarilmistir. Noddan mikrocagaltimi1 yapilan bitkiciklerin hepsi viallere
aktarilmasina ragmen bunlarin % 5.6’s1 saksiya aktarilabilmistir. Siirgiin ucu eksplant
kaynag1 olan 6rneklerden % 12.5°1 BBD’siz MS ortaminda birden fazla siirgiin vererek
filizlenmistir. Kullanilan siirgiin ucu eksplant1 basina diisen siirgiin sayis1 1.125 olarak
tespit edilmistir. Siirglin ucundan ise % 12.5 oraninda mikrogogaltim basarilmistir.
Siirgiin ucu 6rneklerinin % 20 si topraga aktarilmistir. Bu caligsmayla tibbi 6nemi olan
Deve giilii bitkisinin doku kiiltiiriinde rejenerasyon ¢alismalari ilk kez yapilarak, siirgiin

ucu ve nodlardan rejenerasyonu basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.
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Antioksidan kapasite ve fitokimyasal icerik ¢alismalari i¢in Haziran (gigeklenme
donemi), Temmuz (meyve donemi), Agustos (tohum donemi) olmak iizere 3 farkl
gelisim doneminde Konalga koyii kirsalindan getirilerek kurutulan bitki 6rneklerinin,
islemlere tabi tutulmadan 6nce ekstraksiyon verimi hesaplanmistir. Genel olarak etanol
cozgeninin ekstraksiyon verimi saf su ¢ozgenine gore daha yiiksek olarak belirlenirken
en yiikksek verim Agustos ayina ait etanol ekstrelerinde (% 28.89) elde edilmistir.

Yapilan ¢aligmada bitkinin antioksidan kapasitesinin 6l¢iilmesi amaciyla 3 farkli
antioksidan testi uygulanmistir. Bu deneyler Folin-Ciocalteu indirgeme giicli (FCR)
deneyi, Ferrik indirgeme antioksidan giicli veya total indirgeme kapasitesi (FRAP) ve
Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)’nden olusmaktadir. Deve giilii bitkisiyle
ilk kez yapilan bu c¢alismayla, Temmuz ayinda bitkinin suyla yapilan infiizyonunda
antioksidan kapasitenin (FC, FRAP, ORAC), diger donemlere ve etanol ¢ozgenine gore
daha yliksek oldugu tespit edilmistir. En yiiksek FCR, FRAP ve ORAC degerleri
Temmuz ayina ait inflizyon orneklerinde sirasiyla 16.538+0.019 GA.Eq. mg/g drog,
225.691 umol Fe™/g drog, 311.86+1.006 pmolTE/gdrog olarak, en diisik miktar ise
etanol ekstresi yapilan Agustos ayina ait 6rneklerde sirasiyla 4.667+0.109 GA.Eq. mg/g
drog, 59.708 pmol Fe /g drog, 119.091+0.7629 pmolTE/gdrog olarak tespit edilmistir.
Deve giilii bitkisinde ayrica gallik asit, klorojenik asit ve kafeik asit varligi tespit
edilmistir.

Tibbi bitkilerin mineral igeriklerinin belirlenmesi, besin igerikleri ve
farmakolojik fonksiyonlarini dikkate alarak, tedavi amacgh kullanilmak iizere Onerilen
bitki dozlarinin tanimlanmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bitkilerin mineral ve protein
icerikleri yetistikleri ortamin Ozelliklerinden etkilendikleri gibi farkli vejetasyon
donemlerinde de degisebilmektedir. Deve gilii bitkisinin farkli vejetasyon
donemlerindeki makro ve mikro element, agir metal ve protein igeriginin ilk kez tespit
edildigi bu calismada, metabolik faaliyetlerin yogunlagsmaya basladig1r ¢iceklenme
donemi olan Haziran ayinda makro ve mikro elementler diger aylara gore daha yiiksek
belirlenmistir. Agir metaller ise vejetasyon donemlerine gore anlamli bir farklilik
gostermeyerek yenilebilir bitkilerde olmasi gereken sinirlarda tespit edilmistir..

Deve giilii bitkisinin doku kiiltiirii 6rneklerine sakkaroz, UVC ve BBD
uygulayarak fenolik asit miktarlar1 ve antioksidan kapasite (FCR, FRAP ve ORAC
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deneyleriyle) degerlendirilmistir. Ilk kez yapilan bu calismayla Deve giilii bitkisinin
fenolik asit mikkarinda 45 g/l sakkaroz uygulamasinin, kontrol (30 g/L) ve 15 g/l
sakkaroz uygulanan gruba gore fenolik asit miktarinda artisa neden oldugu goriilmistiir.
15 g/l ve 45 g/l sakkaroz uygulamasinin kontrol (30 g/lI) grubuna gére anlamli olarak
FCR, FRAP ve ORAC degerlerinde ise artisa neden olmadig1 belirlenmistir.

15 dk. UVC (254 nm) uygulamasi, FRAP ve ORAC sonuglarin1 kontrole gore
anlamli olarak diisiiriirken FCR sonuclarini ise anlamli olarak etkilememistir. Ancak
UV nin 30 dakika uygulanmasi ise FCR, FRAP ve ORAC sonuglarin1 anlamli olarak
disiirmiistiir. 15 ve 30 dk. UV uygulamasi fenolik asit miktarlarin1 kontrole gore
anlamli sekilde diistirmistiir. Ancak 15 dakika UV uygulamasi ise klorojenik asit
miktarini kontrole gore arttirmistir.

0.5 mg/l NAA+0.5 mg/l BAP uygulanan 6rneklerdeki FCR, FRAP ve ORAC
degerlerinin hem kontrolden hem de 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BA uygulanan 6rneklerden
anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edilmistir. Tek basina uygulanan BA ve NAA’nin
ise antioksidan aktiviteyi kontrole gore diisiirdiigii gozlenmistir. 0.5 mg/l NAA+0.5
mg/l BAP’1n, her ii¢ fenolik asit miktarinda anlamli olarak artisa neden oldugu tespit
edilmistir. Gallik, kafeik ve klorojenik asit miktarlar1 kontrole gore yaklasik 2 kat fazla
tiretilmistir.

[k kez yapilan bu ¢alismayla Dogal ortamindan farkli vejetasyon donemlerinde
getirilen ve etanol ekstraksiyonu yapilan 6rneklerin, antioksidan kapasite ve fenolik
icerik miktarlar1 doku kiiltiiriinde yetistirlilenlerle karsilastirildiginda karsilastirildiginda
0,5 NAA+0.5BA uygulamasmin hem FCR ve FRAP degerlerini hem de fenolik asit
miktarlarim1 kontrolden yaklasik iki kat daha yiiksek miktara neden oldugu tespit
edilmistir. Tk kez yapilan bu caligmayla Deve giilii bitkisinin antioksidan kapasitesi
BBD uygulanarak arttirilmigtir.

Halk arasinda tibbi bitki olarak kullanilan Deve giilii bitkisiyle ilk kez yapilan bu
caligmayla, bitkinin dogal ortamindan farkli vejetasyon donemlerinde (Haziran;
ciceklenme, Temmuz; meyve, Agustos; tohum) getirilen Orneklerinin, mineral agir
metal, azot ve protein oranlari, toplam fenolikleri ve antioksidan kapasiteleri (FRAP,
ORAC ve FCR) tespit edilmistir. Ayrica in vitro ortamda tohum sterilizasyon protokolii

olusturulmus, dormansi kirilarak ¢imlenmesi gerceklestirilmis, filizlenen bitkinin
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vejetatif kisimlar1 eksplant olarak kullanilarak kallus olusturma, rejenerasyon ve iklime
alistirilmast gerceklestirilmistir. Olusturulan kalluslara farkli oranlarda UV, seker ve
BBD uygulandiktan sonra fenolik asitleri ve antioksidan kapasitesi degerlendirilmisdir.
0,5 NAA+0.5BA uygulamasinin bitkinin dogal ortamda yetisen drneklerinenden iki kat
fazla fenolik asit iiretimine ve antioksidan kapasiteye neden oldugu belirlenmistir. . Bu
caligmanin, bitkinin halk hekimliginde daha bilingli kullanilmasina katki sunacagi, Deve
giilii bitkisi ile gelecekte yapilmasi muhtemel fitokimyasal ¢aligmalara Onciiliikk etmesi
ve topraksiz tarimin ihtiya¢ oldugu giliniimiizde bitkinin hizli iiretimine katki sunacagi

distintiilmektedir.
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Ek 1. 0.5mg/l NAA+ 0.5 mg/l BAP uygulanmis 6rnegin HPLC ile elde edilmis

kromatogrami
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Ek 3. Img/l NAA uygulanmis 6rnegin HPLC ile elde edilmis kromatogrami

1 mg/L NAA
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Ek 5. 15 mg/l Sakkaroz uygulanmis 6rnegin HPLC ile elde edilmis kromatogrami

15 g/L Sucrose
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Ek 6. Sakkaroz uygulamalar1 i¢in kontrol kabul edilen MS ortamindaki 6rneklerin
HPLC ile elde edilmis kromatogrami
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Ek 7. UV uygulamalar i¢in kontrol kabul edilen MS ortamindaki 6rneklerin HPLC ile
elde edilmis kromatogrami
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Ek 8. 15 dak. UV uygulanan 6rneklerin HPLC ile elde edilmis kromatogrami
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Ek 9. 30 dak. UV uygulanan 6rneklerin HPLC ile elde edilmis kromatogrami
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